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RESUMO

A bioterapia com larvas consiste na aplicacdo de larvas vivas de
moscas em ferimentos de dificil cicatrizacdo, apresentado como finalidade
desbridar o tecido necrosado e promover o crescimento de novos tecidos. A
bioterapia poderd ser seguramente utilizada, quando larvas estéreis, sao
obtidas com a criacdo e manutengcdo das moscas em laboratério. A
esterilizacdo dos ovos sdo fatores significantes na obtencdo de larvas estéreis
para utilizacdo na bioterapia. No presente estudo moscas Chrysomya putoria
(Calliphoridae), foram capturas, criadas e mantidas em laboratério sob
condi¢des apropriadas para esterilizagcdo dos ovos. Foi avaliada a viabilidade
das larvas de C. putoria, utilizando oito substdncias quimicas esterilizantes
que foram previamente diluidos em concentragdes variadas, onde ovos de C.
putoria foram testados em variados tempos de exposicdo. Os esterilizantes
testados foram Formoldeido, Hipoclorito de s6dio Permanganato de potéssio®,
Digluconato de Clorexidina, Farmasept 500°, Farmasept 800®, Farmasept-
plus® e Ultrasept®. Todos esses esterilizantes testados com excecdo do
Digluconato de Clorexidina, resultaram larvas vidveis, com nimeros de
sobreviventes satisfatérios para bioterapia, mas somente o Hipoclorito de
sédio 0,5%, Formaldeido 1% e Farmasept-plus na concentracdo de 1/4000

foram eficazes microbiologicamente e podem ser utilizadas com seguranca.

Palavras-chave: bioterapia, esterilizacdo, Chrysomya putoria
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ABSTRACTS

The therapy with larvae on biotherapy, consists of applying live fly larvae to non-
healing wounds for the purpose of unbridling the necrotic tissue and promoting the growth of
healthy tissue. The biotherapy could surely be used, when larvae, are obtained by rearing and
maintenaning flies in the laboratory. The sterilization of eggs is a significant factor in the
attainming larvae to be used in biotherapy. In the present study Chrysomya putoria flies
(Diptera: Calliphoridae), are been captured, and kept in laboratory under appropriate
conditions to obtain the eggs use in the experiments. The viability of the larvae of Chrysomya
putoria was evaluated, using eight sterile chemical substances that had previously been diluted
in different concentrations, the eggs of Chrysomya putoria were tested in different exposition
times. The tested sterilizing substances whith Formaldehyde, Sodium hypochlorite, Potdssium
Permanganate, Chlorexidine Digluconate, Farmasept 500®, Farmasept 800®, Farmasept-plus®
and Ultrasept®. All the tested substances with the exception of the of Chlorexidine
Digluconate, had not affected the viability of the, resulting in satisfactory numbers of live
larvae. However only sodium hypochlorite 0.5%, Formaldehyde 1% and Farmasept—plus® in

the concentration of 1/4000 were efficient microbiolologically and can be safety used.

Key words: biotherapy, sterilization, Chrysomya putoria
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1. INTRODUCAO

1.1 A BIOTERAPIA E SUAS INDICACOES

A bioterapia, terapia larval ou biocirurgia consiste na utilizacdo de
larvas vivas de moscas para limpeza de feridas cronicas ou infectadas,
removendo tecido necrosado e diminuindo o risco de infec¢do (LERCH et al.,
2003). Dessa maneira, a principal vantagem da terapia larval inclue a eficdcia
em remover tecido morto ou necrdtico. Estas e outras vantagens tém sido
responsdveis pelo recente reaparecimento e crescimento no uso da terapia
larval em muitos paises do mundo (THORTON et al., 2002; SHERMAN et al.,

2000).

O uso de larvas de moscas para a cura de feridas é relatado desde o
inicio do século passado, onde foi observado que larvas desbridavam tecidos
necroticos de feridas, melhorando o progndstico da doenca em alguns
pacientes (ALDRIDGE, 2001; HINSHAW, 2000). Essa terapia iniciou-se
durante a primeira grande guerra mundial em soldados que apresentavam
feridas de pele (MERCOLA, 2000; HALL, 1999; SHERMAN, 1996). A
principal utilizacdo da terapia larval nas décadas de 30 e 40 era no tratamento
de pacientes com osteomielite, mas atualmente ela também €& indicada em
feridas de pele, feridas poés-cirurgicas, feridas cronicas de diabetes,
ferimentos necrosados ou crdnicos, processos exsudativos, ulceras de pressao,

lesdes traumdticas, alguns tumores e gangrenas intratdveis (MARTINI &



SHERMAN, 2003; SHERMAN, 2003; KNOWLES et al., 2001; SHERMAN et
al., 2000; THOMAS et al., 1999; SHERMAN, 1996; MUMCUOGLU et al.,
1997). O tratamento larval é contra-indicado em feridas que sangram com
facilidade, feridas que tém comunica¢do com uma cavidade ou qualquer 6rgao
interno e naquelas que estdo muito préximas a grandes vasos sanguineos
(THOMAS, 2002).

De acordo com WOLFF & HANSSON (2003) o tratamento larval é
eficaz em todos os tipos de feridas necrosadas, pois relatos de sucesso foram
apresentados por MACDOUGALL & RODGERS (2004), SHERMAN (2003),
em um paciente que apresentava ferida necrdtica localizada na parte anterior
da tibia com dificuldade de cicatrizacdo e dor. KITCHING (2004) descreve
que inicialmente o tratamento com larvas era rejeitado pelos pacientes, e
posteriormente a terapia foi aceita, uma vez que se iniciava e observava os
resultados. A terapia larval ocasionalmente causa uma sensacido de coceira ou
cocegas, sendo que MUMCUOGLU (2001) relatou que aproximadamente 20 a
25% dos pacientes tratados com a bioterapia necessitam de aplicacdo de
analgésicos.

Durante o tratamento larval além de ocorrer uma boa cicatrizagdo da
ferida, uma marcada atividade microbiana e secre¢cdo de enzimas proteoliticas
podem ser detectadas (KLOTZBACH et al., 2002). Os efeitos da terapia larval
foram observados por WOLF & HANSSON (2003) em 74 pacientes com
feridas necrosadas cronicas de variadas etiologias, mostrando-se efetiva em

86% das feridas e uma unica aplicagdo foi clinicamente benéfica em dois



tercos dos pacientes. As outras feridas que ndo demonstraram boa resposta, foi
atribuida a morte da larva. Estes mesmos autores notaram também uma
reducdo do odor nessas feridas tratadas. SHERMAN et al. (1995) mencionaram
que a cicatrizagdo de uma ferida necrosada, com tratamento larval foi mais
rdpida e efetiva, quando comparada com outros métodos ndo cirdrgicos ou
outras terapias convencionais.

DUNN et al. (2002) descreveram um caso em que foi benéfico a
aplicacdo de larvas em um paciente com fascite cervical necrosante,
localizada na cabeca e pesco¢o e que ja havia sido submetido ao
desbridamento cirdrgico. Este relato mostra que as indica¢des da terapia larval
nem sempre se limitam as feridas necrdticas que envolvem membros
inferiores, mas também em outras localidades e até mesmo feridas secundarias
a tumores e aqueles resistentes a antibioticoterapia (SEALBY, 2004;

THOMAS et al., 1999).

1.2 HISTORIA DA BIOTERAPIA

Segundo, SHERMAN et al., (2000); CHURCH (1999); SHERMAN
(1996); THOMAS et al. (1996); SHERMAN & PETCHER (1988); ERDMANN
(1987); TEICH & MYERS (1987), ha evidéncias que a bioterapia era utilizada
por tribos aborigines da Austrdlia e possivelmente os Maias na América
Central. No exército de Napoledo em 1829 o cirurgido Dominic Larrey,
descreveu que quando as larvas se desenvolviam em feridas de soldados em

batalha, elas previniam o aparecimento de infec¢do e aceleravam a



cicatrizagcdo. Porém, ndo houve evidéncias que Larrey introduziu larvas em
feridas de seus pacientes, sendo esses relatos ndo evoluiram para pesquisa e
foram esquecidos. O cirurgido do exército confederado da guerra civil
americana, J. Zacharias, pode ter sido o primeiro médico ocidental a
introduzir intencionalmente larvas em feridas com o propdsito de limpar e
cicatrizar feridas, mas suas experiéncias ndo foram bem documentadas. O
descobridor da bioterapia moderna a realizar o primeiro estudo cientifico, foi
William Baer, professor clinico de cirurgia ortopédica da Faculdade de
Medicina Johns Hopkins em Maryland. Nos campos de batalha da Primeira
Guerra Mundial, William Baer observou dois soldados que sobreviveram com
fraturas expostas de fémur e a grandes ferimentos abertos no abdome e
escroto. Estes soldados ficaram perdidos no campo de batalha por sete dias,
sem alimentacdo e cuidados médicos. Embora as condi¢des dos soldados
fossem precdrias, uma inspecdo mostrou que seus ferimentos apresentavam
granulacdes rdseas, sem evidéncias de febre e infeccdo sistémica e ainda

nenhum osso a mostra, mas estavam infestados com milhares de larvas.

MARTINI & SHERMAN (2003), MULDER (1989) relataram que
durante 10 anos Baer refletiu sobre essa experiéncia e, em 1927, colocou suas
observag¢des em pratica no Hospital Johns Hopkins em Baltimore, dando inicio
a terapia com larvas. De acordo com SHERMAN et al., (2000); SHERMAN
(1996), o professor tratou 4 criancas com osteomielite no Hospital de
Baltimore. Inicialmente a utilizagcdo de larvas ndo esterilizadas foi sucesso,

sendo que as feridas cicatrizaram em 6 semanas. Baseando-se nesses



resultados, Baer utilizou essa técnica mais vezes. Entretanto, muitos pacientes
desenvolveram tétano, e ele concluiu que seria necessdrio fazer a esterilizacdo
das larvas. Muitos artigos foram publicados na década de 1930 descrevendo
como obter larvas esterilizadas, com a conclusdo de que seria dificil ou
mesmo impossivel. Posteriormente os ovos foram esterilizados com sucesso,
mas muitos métodos que destruiam as bactérias também foram letais para

OVos.

A utilizacdo de larvas em feridas foi muito comum durante a década
de 1930, particularmente nos Estados Unidos, onde larvas de Lucilia sericata
(Meigen) foram produzidas comercialmente em grande numero por uma
companhia farmacéutica. Com o uso dos antibidticos, a prdtica da terapia
larval declinou na década de 1940, mas desde aquele tempo antincios isolados
de resultados benéficos da contaminacdo acidental de feridas com larvas de
moscas, tem aparecido em literatura. Com essas observacdes e os sérios
problemas clinicos associados com a resisténcia aos antibidticos, alguns
clinicos tem reconsiderado o uso da terapia larval (MARTINI & SHERMAN,

2003; JONES et al., 1998; SHERMAN et al., 2000; SHERMAN, 1996).

1.3 CICLO VITAL

Segundo MULDER (1989), o conhecimento sobre a biologia das
moscas é muito importante para se obter larvas em um tempo correto durante o

ciclo de vida.



As moscas sdo insetos holometdbolos, ou seja, apresentam estdgios
de ovo, larvas, pupa, adulto. As moscas adultas depositam seus ovos nas
partes de mamiferos e aves mortos tais como regides membranosas de mucosas
e olhos, em carne crua ou cozida, em ferimentos abertos e, ocasionalmente em
fezes e frutas. As larvas eclodem dentre de 8 a 24 horas e as larvas recém-
eclodidas entra na fonte nutritiva se alimentando da secrec¢dao de solucdo
proteolitica que ird digerir o alimento fora do corpo. O alimento liquefeito
serd ingerido para o trato gastrointestinal. A alimentacdo continua por 3 a 7
dias e a larva abandona a fonte de comida e se enterra alguns centimetros de
profundidade no solo, entrando no estidgio de pupa, que dependendo da
temperatura emerge entre 10 a 18 dias, a mosca adulta (ZUMPT, 1965).
Entretanto, o periodo ativo segundo MULDER (1989) para utilizagdo das

larvas no tratamento larval é aproximadamente 5 dias apds a eclosdo da larva.

Segundo MARTINI & SHERMAN (2003); IVERSEN (1996);
SHERMAN et al. (2000); HALL (1999), a terapia larval ¢ uma forma
controlada de mifase em humanos, ou seja, uma miiase induzida por espécies
apropriadas de dipteros que sdo introduzidas no tecido necrético provocando
efeitos benéficos. Mifase é definida como uma “infestacdo por larvas de
moscas em vertebrados vivos, que, ao menos por certo periodo, se alimentam
de tecido morto ou vivo do hospedeiro, substiancias corpdreas liquidas ou da
comida ingerida pelo hospedeiro”. (ZUMPT, 1965). Muitas espécies de moscas
tém sido relatadas como causadoras de miiase humana, mas somente um

pequeno numero € conhecido para a utilizacdo em medicinal, pois algumas



podem invadir os tecidos sauddveis adjacentes ao ferimento e expandi-lo ao
invés de curd-lo, podendo, como a Cochliomyia hominivorax (Coquerel),
causar até a morte do individuo. Segundo MARTINI & SHERMAN (2003) e
ZUMPT (1965) a miiase € classificada em trés tipos: obrigatdéria, ocorrendo
somente em tecidos vivos; facultativa, em que os parasitas podem desenvolver
em tecido morto de animais vivos, mas que sdo também capazes de se
desenvolver em matéria organica em decomposi¢do; e acidental, normalmente
ndo causam mifase, mas podem, eventualmente, alimentar-se em um

hospedeiro.

A terapia larval pode utilizar larvas provenientes de duas familias
de dipteros: Calliphoridae e Sarcophagidae. Os Calliphoridae sdo mais
utilizados por serem considerados mais eficientes, com o desenvolvimento
mais rdpido das larvas, facilidade de criacdo “in vitro”, facilidade de
esterilizacdo dos seus ovos e geralmente ndo invadem O&rgdos internos,
entretanto, o principal fator que determina a eficicia das moscas no
tratamento € a habilidade para induzir “mifases secunddrias” no tecido

necrotico, sem danificar o tecido vivo da ferida em tratamento.

As espécies mais utilizadas na bioterapia pertencem a familia
Calliphoridae: Lucilia sericata (Meigen), Lucilia ilustris (Meigen) e Phormia
Regina (Meigen). Destas, a Lucilia sericata ocorre no Brasil, mas algumas
espécies locais podem ser canditadas para esse tipo de utilizacdo, sendo
necessdrios mais estudos. Outras espécies como Lucilia caesar (Linnaeus),

Lucilia cuprina (Wiedemann), Calliphora vicina (Robineau-Desvoidy),



Chrysomya rufifacies (Macquart), Protophormia terraenovae (Robineau-
Desvoidy) também podem ser utilizadas no tratamento larval. Entretanto, as
espécies Chrysomya bezziana (Villeneuve) e Cochliomyia hominivorax
(Coquerel), ndo sao indicadas para o tratamento larval, porque elas se
alimentam de tecido vivo (MARTINI & SHERMAN, 2003; LINHARES, 2000;

SHERMAN et al., 2000).

1.4 PROPRIEDADES TERAPREUTICAS

A terapia larval promove a cicatrizagdo por varios mecanismos que
sdo: remo¢do mecadnica de bactérias causada pelo aumento acentuado do
exsudato seroso, produzido pelo efeito irritativo das larvas sobre o tecido
sadio; proliferacdo rdpida do tecido de granulacido resultante do estimulo
constante produzido pela movimentacdo das larvas sobre o tecido sadio;
liquefacdo enzimdtica do tecido necrosado; destruicdo de bactérias no tubo
digestivo das larvas; presenca de alantoina, uma substdncia antibacteriana
produzida pelas larvas; alcalinizacio do meio devido a liberacdo de amoénia e
carbonato de cdlcio, o que inibe a proliferacdo bacteriana (MUMCUOGLU et
al., 2001; LINHARES, 2000; HALL, 1999; THOMAS et al., 1999; PRETE,
1997; TEICH & MYERS, 1986; SIMMONS, 1935; HOBSON, 1932 A). A
alcalinizagdo da ferida, também proporciona uma cicatrizagdo mais rdpida
quando comparada com feridas com pH dcido (ROBINSON & BAKER, 1938).

De acordo com WOLLINA et al. (2002) além desses mecanismos citados



anteriormente, ocorre um aumento da oxigenacdo tecidual o que também

contribui para que a cicatrizacdo seja efetiva durante o tratamento larval.

ERDMANN & KHALIL (1986) isolaram dois compostos
antibacterianos produzidos pela cepa de Proteus mirabilis proveniente de
larvas Cochliomyia hominivorax e identificados como d4cido fenilacético
(PAA) e fenilacetaldeido (PAL). Esses agentes agem inibindo ou matando a
bactérias, prejudicando o transporte de algum aminodcido ou desacoplando a
fosforilacdo oxidativa. Dessa maneira, estes mesmos autores demonstraram o
efeito bactericida dessas substdncias nas larvas de Calliphora vicina que
apresentavam bactérias gram positivas e gram negativas e que foram
rapidamente eliminadas pela presenca de Proteus mirabilis, chamando esta
acdo de “mirabilicida”.

ERDMAN (1987) demonstrou a a¢do bactericida dos compostos PAA
e PAL, quando isolou bactérias e as incubou com uma solucdo contendo
Salmonella typhimurium, observando a sua eliminag¢do por esses compostos.
Este mesmo autor relata que o Proteus mirabilis ¢ um endosimbionte presente
em vdrias espécies de moscas varejeiras, fazendo parte da microflora normal,
controlando o microambiente interno e externo, inibindo o crescimento de
outras bactérias que podem competir com as larvas ou tornar o ambiente da

ferida desfavoravel a elas.
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1.5 ESTERILIZACAO DOS OVOS

IVERSEN (1996); MACKERRAS & FRENEY, (1932) relataram a
obtencdo satisfatéria de larvas esterilizadas com a criacdo e manutenc¢do das
moscas em laboratdrio. Para esta finalidade, os ovos devem ser lavados e
esterilizados sob condi¢des assépticas, usando equipamentos adequados, pois
de acordo com JONES et al.(1998), a superficie externa dos ovos normalmente
¢ muito contaminada com bactérias. Apds a esterilizagdo os ovos devem ser
transferidos assepticamente para frascos estéreis contendo um substrato
apropriado para eclosdo e manuteng¢do da viabilidade das larvas. Segundo
THOMAS (2002) as larvas eclodidas podem ser estocadas entre 8 a 10 graus e
utilizadas entre 12 horas. Cada grupo de ovos esterilizados pode ser testado
previamente ao uso por testes microbioldgicos. Dessa maneira vairias
substancias anti-sépticas e técnicas de como esterilizar ovos de moscas foram

descritas.

MACHERRAS & FRENEY (1932) utilizaram o Sulfato de sdédio
cristalino a 1% para separar os ovos de Lucilia cuprina e os esterilizaram com
solu¢do aquosa de Cloreto de mercitrio a 0,4%. HOBSON (1932 B) utilizou em
ovos de Lucilia sericata os mesmos anti-sépticos, mas na concentracdo de
0,1%, sendo que esta mesma substadncia e concentragdo foram utilizadas por
LUNAU et al.(1993) para esterilizar ovos de nematddeos de Steinernema sp. e
Heterorhabditis sp. A esterilizacdo sugerida por MACHERAS & FRENEY
(1932), foi satisfatéria quando foram utilizadas pequenas quantidades de ovos,

pois tentativas de esterilizacdo de grandes quantidades foram desfavordveis,
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ou seja, apresentaram contaminag¢do devido ao agrupamento dos ovos, que

impediu o completo contato com o desinfetante ou esterilizante testado.

HINSHAW (2000) e CHILD et al. (1931), relataram o uso do
Hipoclorito de s6dio diluido e do Formaldeido 4% como satisfatorios. Essas
substancias sdo citadas por serem de fdcil manuseio e de custo baixo.
SHERMAN et al. (2000) sugerem as mesmas substiancias descritas acima, mas
utilizando Hipoclorito de sédio puro e Cloreto de mercirio ou Formaldeido.
Entretanto IVERSEN (1996) realizou a desinfeccdo dos ovos com Hipoclorito

de s6dio a 5%.

MUMCUOGLU (2001) esterilizou os ovos com Hipoclorito de sédio
0,5% e Formaldeido a 0.5%. Apds a esterilizacdo os ovos foram lavados com
dgua estéril, removidos e colocados em placa de petri com agar figado,
incubadas em temperatura de 25-30°C de uma noite para outra. As placas com
as larvas podem também ser usadas para manter as coldnias, quando deixadas
em temperatura de 30-35°C por 2-3 dias, até as larvas estarem grandes o
suficiente para serem repassadas para um recipiente de pldstico contendo meio

apropriado para o seu desenvolvimento.

As larvas quando refrigeradas podem ser usadas em até cinco dias.
Depois disto, a taxa de mortalidade pode ultrapassar 50%. A esteriliza¢do das
larvas para a utilizacdo em bioterapia pode ser assegurada pelas amostras de
cultura em ovo albumina estéril (IVERSEN, 1996; MUMCUOGLU, 2001;

SHERMAN e WYLE, 1996).
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Os esterilizantes utilizados por FINE & ALEXANDER (1934) foram
solu¢do de Formalina a 10% seguida de solucdo de Cloreto de s6dio a 0,85%.
A desinfeccdo também foi satisfatéria em Formalina a 5%, com prévia imersao
em Hidr6xido de s6dio ou potdssio 4% (WHITE, 1932). Técnicas similares
foram sugeridas por SHERMAN & PECHTER (1988) e SIMMONS (1934),
com Formaldeido 5% e Hipoclorito de sédio ou Per6xido de hidrogénio.
BUNKINS et al. (1985) utilizaram solucdo de Bicloreto, porém quando

testaram Per6xido de hidrogénio ndo obtiveram sucesso.

A solucdo de White foi efetiva com ovos de 12 espécies de moscas.
Os ovos foram separados e lavados com dgua destilada e em seguida
esterilizados com Formalina a 5%, Hipoclorito de sédio 1:1000 e solucdo de
White. Outros métodos também apresentaram igual eficdcia de assepsia, como
o Mertiolate 1:20.000 e 10% de Formalina neutra a 0.05%. Uma mistura de
Formalina 5% e KOH 1% foi também efetiva. A utilizacdo de Lysol® 3% ou
Cloreto de benzalconio 0,1%, em ovos de moscas mostraram-se eficazes
(SHERMAN & WYLE, 1996; SHERMAN & TRAN, 1995; GREENBERG,

1973; GREENBERG, 1970; GREENBERG, 1954).

Assim como o Formaldeido € utilizado para esterilizar ovos de
moscas, este também foi utilizado por BASS & BARNES (1969) na
concentracdo de 0,05%, para controle microbiano de dietas artificiais para

Graphohnathus sp.
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Variadas técnicas e substdncias esterilizantes foram descritas por
GREENBERG & GEORGE (1985) para ovos de moscas tais como: Clorox®,
Solu¢do de White (Cloreto de mercirio, Cloreto de s6dio, HCL, Etanol, e 4gua
destilada), Cloreto de benzalcoOnio, Lysol®, Formalina e Mertiolate. Estes
mesmos autores relatam que desinfetantes como o Cloro livre dependendo da
concentragcdo e tempo de exposicdo, podem afetar a sobrevivéncia dos ovos. A
esterilizacdo com ovos de Musca domestica utilizando Clorox® foi satisfatério

quando realizado por BROOKES & FRAENKEL (1958).

A utilizacdo de larvas assépticas previne sérias complicagdes durante
a realizacdo da terapia larval, evitando a infec¢cdo por microorganismos, pois
ha relatos de existirem aproximadamente 250 espécies diferentes de bactérias
encontradas na superficie de uma udnica mosca (NUESCH et al., 2002;

SHERMAN & PETCHER, 1988).

1.6 AGENTES ANTIMICROBIANOS UTILIZADOS COMO

ESTERILIZANTES NA BIOTERAPIA

Sdo chamados agentes antimicrobianos as substdncias quimicas
utilizadas para matar ou inibir o crescimento de microrganismos. H4 centenas
de diferentes produtos quimicos disponiveis para o controle dos
microrganismos, sendo que alguns compostos quimicos antimicrobianos
matam os microrganismos enquanto outros inibem o crescimento. Alguns

podem inibir ou matar, dependendo da concentragdo utilizada. Alguns sdo
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ativos contra um grande nuimero de espécies e sdo caracterizados como de
amplo espectro de atividade, enquanto outros podem afetar somente poucas
espécies, ndo existindo um uUnico composto quimico que seja ideal para todos
os propdsitos. Desta maneira, é necessdrio determinar as vantagens que o
agente apresenta quando utilizado em determinadas situa¢des, assim como o
modo de acdo e suas atividades (PELCZAR JR. et al., 1980).

As principais caracteristicas que seriam encontradas em um agente
quimico antimicrobiano “ideal” sdo: atividade antimicrobiana, solubilidade,
estabilidade, auséncia de toxidade, homogeneidade, inativag¢do minima por
material estranho, atividade em temperaturas ambiente ou corporal, poder de
penetracdo, auséncia de poderes corrosivos e tintoriais, poder desodorizante,
capacidade detergente, disponibilidade e baixo custo. Os agentes quimicos
antimicrobianos podem ser: esterilizantes, desinfetantes, germicidas, anti-
séptico, saneador (PELCZAR JR et al., 1980).

A assepsia € o conjunto de medidas empregadas que visa impedir a
penetracdo e o crescimento de germes num determinado ambiente ou estrutura,
tornando-os livres de agentes infectantes, com ou sem o uso de substdncias
anti-sépticas ou desinfetantes. Por outro lado, os desinfetantes sdo substancias
utilizadas para destruir todas as formas vegetativas de microorganismos em
superficies ou objetos inanimados, ndo promovendo necessariamente a
esterilizacdo do material. Os anti-sépticos sdo utilizados no tratamento e
profilaxia antimicrobiana em tecidos do organismo, pele e mucosas, inibindo a

reproducdo ou a velocidade de crescimento dos microorganismos nestes locais
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(PELCZAR JR. et al. 1980; PAULINO, 1999). Os esterilizantes sdo compostos
quimicos que destroem ou removem todas as formas de vida microscdpica de
um objeto ou espécime. Germicida € um agente quimico que mata as formas
vegetativas de microrganismos ndo patogénicos ou patogénicos, mas nao
necessariamente suas formas esporuladas. O Saneador ¢ um agente que mata
99,9% dos microrganismos contaminantes de uma drea e € aplicado em objetos
inanimados tais como utensilios em restaurantes, equipamentos de laticinios e
industrias de alimentos (PELCZAR JR. et al., 1980).

O Digluconato de clorexidina é uma substdncia com atividade anti-
séptica e desinfetante mais conhecida das biguanidas e muito utilizada em
Medicina Veterindria; tem acdo contra bactérias gram negativas e gram
positivas, leveduras e fungos, ndo agindo sobre esporos bacterianos e fungos
filamentosos, a ag¢do viricida é fraca. E formulado em distintas concentragdes
em funcdo da acdo esperada, sendo um bom antilevedurico entre 2 a 4%. Nas
concentragcdes entre 1 a 4% € comercializado como sais de diacetato sob as
formas de xampu, ungiiento ou solugdo, sendo que a concentracdo mais efetiva
como antiséptico é a 3%. Desse modo o Digluconato de clorexidina € utilizado
como solug¢do para irrigacdo de feridas, mostrando-se muito eficaz na
prevencdo de infeccdes em feridas contaminadas com Staphylococcus aureus,
quando comparada com outros anti-sépticos. Segundo este mesmo autor a
Clorexidina tem como vantagens baixa capacidade de provocar irritacdes nos
tecidos e mucosas; € menos inativada por matéria organica que os compostos

halogenados (iodo e cloro); ndo € absorvida através da pele intacta ou mucosa
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e tem importante acdo residual por mais de 24 horas, se deixada em contato
com o local contaminado por um determinado periodo de tempo (PAULINO,
1999; LARSON et al., 2002).

O Permanganato de potdssio € um agente oxidante, que em contato
com os tecidos, libera moléculas de oxigénio nascente, com alto poder
oxidante, levando a uma breve acdo anti-séptica, desodorizante e fungicida.
Apresenta a vantagem de ser de baixo custo e mesmo quando empregado na
diluicdo correta, pode manchar a pele e as mucosas, além de poder ser
irritante para a pele e mucosas. Como fator limitante de seu emprego, tem-se
sua inativa¢do pela presenca de matéria organica (PAULINO, 1999; LARSON
et al., 2002).

O Cloreto de benzalconio, presente no Farmasept 500®, Farmasept
800®, Farmasept-plus® e Ultrasept®, sio compostos quartendrio de amdnia ou
surfactantes catidnicos, que apresentam espectro de acgdo efetiva contra uma
variedade de bactérias gram positivas e gram negativas, mas ndo sdo eficazes
contra esporos bacterianos e virus que ndo apresentam envelope lipidico.
Esses agentes sdo desinfetantes de superficies, materiais inanimados,
utensilios e equipamentos para processamento de alimentos e para
higienizacdo de ovos para o controle da Salmonelose. Este quimico apresenta
em geral vantagens de ndo ser irritante para a pele e tecidos, baixa toxicidade,
sdo inodoros, podem ser utilizados em solu¢des com dgua e dlcool; tém acido
residual; podem ser usados em temperaturas altas e tém boa atividade

germicida em pH alcalino (PAULINO, 1999).



17

O Glutaraldeido presente nos quimicos Farmasept- plus® e
Ultrasept®, é eficaz contra todos os tipos de microorganismos, inclusive virus
e esporos bacterianos, é um desinfetante e esterilizante, sendo de fécil
penetracdo e mais ativo na presenca de matéria orgadnica e de espectro
bactericida mais amplo. Este composto € preparado comercialmente na
concentracdo de 2% e apresenta como desvantagem a alta mortalidade quando
utilizado na desinfeccdo de ovos para incubacdao (PAULINO, 1999).

O antimicrobiano Hipoclorito de sédio é derivado do cloro
inorganico que apresenta com espectro de acdo boa acdo fungicida, algicida,
protozoocida, viricida e contra formas vegetativas de bactérias, mas ndo é tao
efetivo contra esporos bacterianos, mas tem rdpida acdo bactericida. As
solugdes de hipoclorito de sédio variam de 1 a 15% e liberam entre 1 a 5% de
cloro livre; estas solu¢des podem ser anti-sépticas, desinfetantes e
esterilizantes. A solu¢cdo de Hipoclorito de s6dio na concentracdo de 0,5%,
chamada também de liquido ou solug¢do de Dakin é muito utilizada em
Medicina Veterindria para irrigacdo de abscessos ou feridas, com a finalidade
de promover a sua limpeza e anti-sepsia, apresentando poder bactericida e
liquefaz o tecido necrdtico das feridas.O Hipoclorito de sédio em geral,
apresenta como vantagem o custo que é relativamente barato, tem acdo rapida;
é efetivo em altas dilui¢des contra ampla variedade de microorganismos; héa
facilidade na sua preparacdo e aplicacdo; sua concentracdo ¢ facilmente
determinada e pode ser usado até mesmo no tratamento da dgua; suas solucdes

sdo pouco tdéxicas, pouco irritantes e de baixo custo. As desvantagens do
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Hipoclorito de sédio é que o cloro € corrosivo para metais e parcialmente
inativadas na presenca de matéria organica (PAULINO, 1999).

PAULINO (1999) descreve que o Formaldeido € bacteriostdtico e em
solucdes mais fortes € bactericida, esporicida e fungicida. E um germicida
eficiente, mas de acdo lenta contra bactérias, fungos e virus. Sua principal
utilizacdo atualmente € para desinfeccdo de aparelhagem e dreas
contaminadas. O formaldeido apresenta a vantagem de ter baixa toxicidade
sistémica e baixo custo. A desvantagem € que o formaldeido tem acdo muito
lenta contra esporos bacterianos; é menos eficiente na presenga de matéria
organica e € irritante para a pele e mucosas.

O conhecimento dos antimicrobianos € necessdrio, uma vez que a sua
utilizacdo possa ser realizada de maneira adequada, segura e eficaz na

bioterapia (PELCZAR JR. et al., 1980).

1.7 APLICACAO TERAPEUTICA DAS LARVAS

Segundo MARTINI & SHERMAN (2003), as larvas esterilizadas sao
colocadas em uma gaze umida e aplicadas diretamente sobre o ferimento. O
curativo utilizado consiste de duas camadas: a inferior, cujo propdsito é
manter as larvas no ferimento, enquanto permite a entrada de oxigénio e
drenagem do tecido necrotico liquefeito, é fixada a pele intacta ao redor da
lesdo, e a superior, feita de gaze seca, € colocada sobre a outra para absorver

as secrec¢des. Quando a lesdo estd localizada nos membros inferiores, utiliza-

se preferencialmente uma meia de nylon esterilizada, pois ela ird expandir
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junto com o crescimento das larvas e movimento dos membros, impedindo a
compressdo e morte das mesmas, € permite uma excelente visdo da lesdo sem a
necessidade de remové-la. A superior deve ser trocada a cada 3-4 horas, com a
finalidade de manter uma boa drenagem e impedir a morte das larvas por

afogamento.

Estes mesmos autores relataram que as larvas jovens, com cerca de 2
milimetros de comprimento, sdo aplicadas nos ferimentos em periodos de 48 a
72 horas, uma ou duas vezes por semana. Quando estdo totalmente
desenvolvidas, migram para a superficie, de onde sdo facilmente removidas
com a ajuda de soro fisiolégico. O tempo total de tratamento depende do
tamanho e caracteristica da lesdo, da resposta clinica e dos objetivos da
terapia. Ha4 relatos que os antibiéticos ndo influem no desenvolvimento e

crescimento das larvas, mantendo sem alteracdo a sua ag¢do terapéutica.

Segundo FINE & ALEXANDER (1934) a terapia larval apresenta
algumas dificuldades e vantagens tais como: espécie adequada da mosca, a
constante producdo de grande quantidade de ovos, a esterilizacdo de ovos e

um resultado satisfatdério das larvas na ferida.

Segundo HINSHAW (2000), como a Medicina moderna continua
procurar por formas alternativas para substituir drogas ineficazes e
tratamentos ineficientes na cura de feridas, parece que a terapia larval
continuard a ser modificada e possivelmente tenha a tendéncia de ser uma

opcdo de tratamento. O sucesso deste tratamento tem implicagcdes para a
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Medicina ndo tradicional na Medicina moderna e no reconhecimento da

bioterapia para o uso na Medicina Veterindria.

A literatura veterindria contém poucos artigos sobre terapia larval,
alguns casos de insucesso foram segundo HINSHAW (2000), com a utilizacdo
de ovos nao esterilizados, contaminando a ferida com mais bactérias, embora
o uso de larvas sépticas por DICKE (1953) para tratar um bovino com
Actinomyces bovis tenha sido um sucesso. Foi relatado por BELL & THOMAS
(2001) a utilizacdo da terapia larval em um muar idoso, que apresentava
paniculite supurativa severa, secunddria a uma ferida de pele contaminada por
variadas bactérias tais como Pseudomonas aeruginosa, E. coli e Streptococcus
sp. A lesdo ndo respondeu a medicacdo convencional e nem ao tratamento
cirirgico, mas obteve sucesso quando foi aplicado larvas esterilizadas de
Lucilla sericata. A terapia larval pode ser usada em bovinos de corte e leite
sem causar efeitos residuais, em feridas de eqiiinos sem alterar a flora
intestinal e em pequenos animais, principalmente quando os proprietdrios ndo
tém recursos para realizar a cirurgia. Muitos outros beneficios da terapia

larval tém sido documentado com sucesso (HINSHAW, 2000).

Frente a esses aspectos, este trabalho tem os seguintes objetivos:

e Descrever e avaliar a técnica de esterilizacdo de ovos de
Chrysomya putoria pelo uso de esterilizantes, observando a viabilidade e

taxa de eclosao das larvas.
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e Testar e avaliar a qualidade dos tipos de esterilizantes, que
poderdao ser mais comumente utilizados, por meio de testes

microbioldgicos.

e Introduzir na bioterapia a técnica de esterilizacdo dos ovos,
permitindo a sua utilizacdo e possibilitando maior eficdcia no tratamento
dos animais, reduzindo o nimero de infec¢des com um procedimento facil e

barato.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DAS MOSCAS

Exemplares de Chrysomya putoria (Wiedemann)(Diptera:
Calliphoridae), foram capturados no aterro sanitdrio de Sdao Jodao da Boa Vista,
utilizando armadilhas cilindricas contendo como iscas visceras de frango
putrefeitas, como sugerida por LINHARES (1981) e FERREIRA (1978).

Os testes foram realizados no Laboratério de Entomologia do Centro
Universitario da Fundacdo de Ensino “Octdvio Bastos”, situada na cidade de
Sao Jodao da Boa Vista, Estado de Sao Paulo (22°01.824° de latitude Sul, 46°

48.488° de longitude Oeste).

2.2 CRIACAO E MANUTENCAO DAS MOSCAS

A criacdo e manutencdo das moscas em laboratério visaram
reproduzi-las em condi¢des semelhantes o ambiente natural, originando vdrias
geracdes para obtencdo dos ovos e realizacdo dos testes de esterilizagdo.

As moscas foram criadas e mantidas em laboratério, tanto em
gaiolas trapezoidais de plastico (33x33x25cm) como de metal (30x30x45cm).
As gaiolas de metal foram revestidas inteiramente com telas de “nylon”,
enquanto que as gaiolas de pldsticos apresentavam aberturas na superficie
superior recobertas com tela de “nylon”, para permitir aerac¢do (Fig.1). Em
uma das laterais foi colocado um tecido em formato de “manga de camisa”,

com a finalidade de facilitar a manipulagcdo dos recipientes de alimento, dgua
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das moscas e realizar outros procedimentos necessarios. Nestas gaiolas, as
moscas receberam 4dgua por um recipiente pldstico, em que foi feito um
orificio no centro da tampa por onde foi introduzida uma gaze, onde a mesma
ficava com a extremidade imersa na 4gua e a outra externamente recobrindo a
tampa (SHERMAN & WYLE, 1996). As moscas adultas foram alimentadas
com uma formulagdo apresentando proporc¢des iguais de leite em p6, levédo e
acticar colocado em placas de petri como sugerido por LEAL et al. (1982).
Agua e alimento eram oferecidos e mantidos em abundancia dentro das gaiolas
(SHERMAN & WYLE, 1996).

A reproduc¢do das moscas foi obtida utilizando-se pedagos de figado
cru (10 grama aproximadamente) em placas de petri (Fig.2) e colocadas nas
gaiolas em dias alternados, onde as moscas desovavam seus ovos. De acordo
com IVERSEN (2002); MUMCUOGLU (2001); FINE & ALEXANDER (1934);
MACKERRAS & FRENEY (1932, ap6s um periodo de 4 a 6 horas os ovos
eram removidos da superficie do figado por um pincel com cerdas finas e
transferidos para uma placa de petri, contendo papel filtro umedecido com
dgua destilada. As larvas eclodiram em aproximadamente 12-24 horas, quando
eram coletadas e transferidas para um meio de crescimento contendo 100 ml
de dgua destilada, 10 gramas de leite em p6, 10 gramas de levedura, 10 gramas
de caseina, 2 gramas de agar, 0,4 gramas de nipagin (LEAL et al., 1992). Este
meio foi colocado em copo plastico, contendo embaixo deste uma placa de
Petri de vidro com serragem para que as larvas descessem e empupassem. A

temperatura foi mantida entre 24°C a 32°C proporcionando um bom
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desenvolvimento das larvas (LEAL et al., 1992). A partir da terceira geracao
(F3), os ovos foram selecionados para o inicio dos testes e a0 mesmo tempo

para a manutenc¢do da colonia (THOMAS et al., 1999)

Figura 1- Gaiolas de criacdo e manuten¢do

de Chrysomya putoria

Figura 2- Ovos de Chrysomya putoria

presentes no figado
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2.3 ESTERILIZACAO DOS OVOS
Apébs a coleta dos ovos, estes foram colocados em placa de petri
contendo papel filtro umedecido com dgua destilada e com a utilizagcdo de um
pincel fino, foram separados por uma cuidadosa pressdao mecanica (Fig.3). A
separacdo dos ovos, segundo MACKERRAS & FRENEY (1932) e IVERSEN
(2002) € importante, porque facilita a separacdo e acdo dos quimicos,

eliminando as bactérias.

Para cada esterilizante os ovos foram separados em 4 grupos
controle e 4 grupos teste, cada grupo contendo 60 ovos, acondicionados em
papel filtro. Utilizando-se uma ping¢a anatdmica os ovos do grupo controle em
papel filtro, foram imersos em dgua destilada e acondicionados em frascos
plasticos, enquanto que os ovos do grupo teste foram imersos em substancias
esterilizantes nas diferentes concentracdes. Os grupos esterilizados nas
dilui¢cdes citadas abaixo apresentaram variacdes no tempo (tabela 1), de

acordo com a eclosdo das larvas e sua viabilidade sob a acio dos mesmos.

Digluconato de clorexidina (Riohex®) — Os grupos testes foram
esterilizados nas concentracdes 0,1%, 0,25%, 0,5% e 1% Cada concentracao
foi obtida diluindo-se Clorexidine 10% em concentracdes menores com dgua

destilada.

Hipoclorito de sédio —Os grupos testes foram esterilizados nas

concentracdes 0.5%, 1% e 3% Cada concentragdo foi obtida diluindo-se
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Hipoclorito de sédio 12% (Chemco) para concentragdes menores com dgua

destilada.

Formaldeido 40% - Os grupos testes foram esterilizados nas
concentragdes 1%, 3%, 5% e 7,5%. Cada concentragao foi obtida diluindo-se

Hipoclorito de s6dio 40% em concentragcdes menores com dgua destilada.

Permanganato de potdssio —Os grupos testes foram esterilizados nas
variadas diluicdes 1:50, 1:100 e 1:200. Cada dilui¢cdo foi obtida, com uma
pastilha de Permanganato de potdssio 100mg com dgua destilada nas dilui¢des

acima descritas.

Farmasept 500® (Cloreto de benzalcdnio 50%) Os grupos testes,
foram esterilizados nas dilui¢cdes 1:1000 e 1:4000. Cada diluicdo foi obtida,
diluindo-se Farmasept 500° (Farmabase) com dgua destilada, segundo as

recomendacdes do fabricante.

Farmasept 800® (Cloreto de benzalconio 80%) — Os grupos testes,
foram esterilizados nas dilui¢cdes 1:1000 e 1:4000. Cada diluicdo foi obtida,
diluindo-se Farmasept 800® (Farmabase) com dgua destilada segundo as

recomendacdes do fabricante.

Farmasept-plus® (glutaraldeido 42,5%, Cloreto de benzalconio 7,5%)
Os grupos testes foram esterilizados em variadas diluicdes de 1:1000 e
1:4000. Cada dilui¢do foi obtida, diluindo-se Farmasep—plus® (Farmabase)

com dgua destilada, seguindo as recomendac¢des do fabricante..
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Ultrasept® (Cloreto de benzalcdonio 28%, aldeido oxalico 10% e
glutaraldeido 4%).— Os grupos testes foram esterilizados nas dilui¢cdes 1:1000
e 1:4000. Cada diluicdo foi obtida, diluindo-se Ultrasept® (Farmabase) com

dgua destilada, segundo as recomendacdes do fabricante.

Apés os tratamentos, as amostras foram imersas em dgua estéril

durante 5 minutos e acondicionadas em frascos pldsticos, onde posteriormente

foram lacradas.

Figura 3- Materiais utilizados na esterilizagdo dos

ovos de Chrysomya putoria
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Tabela 1- Concentracdo (dilui¢cdes) das substancias esterilizantes e tempo de

exposicdo dos ovos de Chrysomya putoria

Esterilizante Concentracao Tempo (Minutos)
Digluconato de 0.1% 1,3e5
clorexidine
0.25% 1,3e5
0.5% 1,3e5
1% 1,3e5
Hipoclorito de sédio 0.5% 1,3,5,10, 15¢e 20
1% 1,3,5,10, 15 e 20
3% 1,3,5e10
Formoldeido 40 % 1% 1,3,5,10, 15¢e 30
3% 1,3,5,10, 15¢e 30
5% 1,3,5,10e 15
7,5% 1,3,5e10
Permaganato de Potassio 1:200 1, 3,5,10, 15 e 20
1:100 1,3,5,10, 15¢e 20
1:50 1,3,5,10, 15¢e 20
Farmasept 500° 1:1000 3,5, 10e 15
1:4000 3,5,10e 15
Farmasept 800° 1:1000 3,5, 10e 15
1:4000 3,5,10e 15
Farmasept- plus® 1:1000 3,5,10¢e 15
1:4000 3, 5,10, 15, 20, 30 e45
Ultrasept® 1:1000 3,5,10e 15
1:4000 3,5,10, 15,20 ¢ 30

-
-
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2.4 INCUBACAO DOS OVOS

Tanto os frascos do grupo controle como os frascos do grupo teste
foram colocados em caixa de isopor pequena (11,0 x 8,5 x 8,0), contendo
termostato de aqudrio interligado com uma lampada 15watt (com finalidade de
manter a temperatura entre 26-28°C para eclosdo das larvas), termOmetro e um
frasco de dgua para umidade. O isopor foi armazenado em geladeira (Fig.4)

para evitar variagdes da temperatura ambiental externa.

Figura 4 - Caixas de isopor utilizadas no processo

de incubacdo dos ovos de Chrysomya

putoria



30

Apés um periodo de 18-20 horas, os frascos foram retirados do
isopor e o grupo controle e grupo teste (que passaram por tratamento quimico)

foram contadas e os resultados anotados para posterior andlise.

2.5 AVALIACAO MICROBIOLOGICA
O controle microbioldgico das larvas foi realizado com a finalidade
de testar o grau de desinfeccdo, quando estas foram submetidas aos
tratamentos esterilizantes (MUMCUOGLU, et al., 2001; IVERSEN, 1996;

SHERMAN & WYLE, 1996; FINE & ALEXANDER, 1934; SIMMONS, 1934).

Imediatamente apds a eclosdo das larvas tratadas quimicamente, 50
larvas de cada grupo, foram transferidas para 1 tubo de ensaio contendo 4 ml
de dgua peptonada estéril, homogeneizadas em “vortex” e aliquotas de 0,1 ml
e 1,0 ml foram inoculadas, em duplicata, por superficie, em placas de petri
contendo meio Plate Count Agar (PCA). As placas foram incubadas a 25°C e
37°C e as leituras realizadas em 24 e 48 horas. A avalia¢io microbiolégica foi

realizada com larvas testadas nas solucdes esterilizantes tais como.

Hipoclorito de s6dio — foram testados microbiologicamente 2 grupos
testes de larvas, contendo 50 larvas em cada grupo, que tiveram seus OvVoOS
previamente esterilizados neste quimico na concentracdo 0,5%, sendo 1 grupo
de ovos esterilizados durante 1 minuto e 1 grupo por 3 minutos. Apds a
eclosdo essas larvas foram submetidas aos testes microbiolégicas como

descrito anteriormente. Devido a auséncia de bactérias nas 8 placas com PCA,
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nao foi necessdrio realizar outros testes microbiolégicos com amostras acima

de 3 minutos e em concentragdes maiores.

Formaldeido — foram testados microbiologicamente 2 grupos testes
de larvas, contendo 50 larvas em cada grupo, que tiveram seus OVOS
previamente esterilizados neste quimico na concentracdo 1%, sendo 1 grupo
de ovos esterilizados durante lminuto e 1 grupo por 3 minutos. Apds a
eclosdo, essas larvas foram submetidas aos testes microbiolégicos como
descrito anteriormente. Devido a auséncia de bactérias ndo foi necessdrio
realizar outros testes microbioldgicos acima de 3 minutos e em concentragdes

maiores.

Permanganato de potdssio - foram testados microbiologicamente 3
grupos testes de larvas, contendo 50 larvas em cada grupo, que tiveram seus
ovos previamente esterilizados neste quimico nas concentracdao de 1:200,
sendo que 1 grupo de ovos esterilizados durante 1 minuto, 1 grupo esterilizado
durante 5 minutos e 1 grupo por 20 minutos. Este mesmo procedimento foi
realizado nas concentracdes de 1:100 e 1:50, utilizando 3 grupos testes para
cada concentragdo por 1, 5 e 20 minutos. Apds a eclosdo, essas larvas foram
submetidas aos testes microbioldgicos como descrito anteriormente. Devido a
presenca de bactérias acima de 300 Unidades Formadoras de Colonia (UFC))
em todas placas inoculadas, ndo se procederam outros testes microbiolégicos

em outras concentragées.
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Farmasept 500® - foram testados microbiologicamente 2 grupos
testes contendo 50 larvas cada, que tiveram seus ovos previamente
esterilizados neste quimico na concentragcdo 1:4000, sendo que 1 grupo de
ovos esterilizados durante 3 minutos e 1 grupo esterilizado por 10 minutos.
Este mesmo procedimento foi realizado na concentracdo de 1:1000, utilizando
mais 2 grupos testes. Apds a eclosdo, essas larvas foram submetidas aos testes
microbioldgicos como descrito anteriormente. Devido a presenca de bactérias
acima de 300 UFC em todas placas inoculadas, ndo foi necessdrio realizar

outros testes microbioldgicos.

Farmasept 800° - foram testados microbiologicamente 2 grupos
testes contendo 50 larvas cada, que tiveram seus ovos previamente
esterilizados neste quimico na concentracdo 1:4000, sendo que 1grupo de ovos
foram esterilizados durante 3 minutos e 1 grupo esterilizados por 10
minutos. Este mesmo procedimento foi realizado na concentragdo de 1:1000,
utilizando mais 2 grupos testes. Apds a eclosdo, essas larvas foram submetidas
aos testes microbiolégicos como descrito anteriormente. Devido a presenca de
bactérias acima de 300 UFC em todas placas inoculadas, ndo foi necessdario

realizar outros testes microbioldgicos.

Farmasept plus® - foram testados microbiologicamente 1 grupo teste
contendo 50 larvas cada, que tiveram seus ovos previamente esterilizados
neste quimico na concentragdo 1:4000 durante 3 minutos. Apds a eclosdo,

essas larvas foram submetidas aos testes microbiolégicos como descrito
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anteriormente. Devido a auséncia de bactérias nas 4 placas inoculadas, nao foi

necessdrio realizar outros testes microbioldgicos acima desta concentragdo.

Ultrassept® - foram testados microbiologicamente 2 grupos testes
contendo 50 larvas cada, que tiveram seus ovos previamente esterilizados
neste quimico na concentragdao 1:4000, sendo que 1 grupo de ovos foram
esterilizados durante 3 minutos e 1 grupo esterilizados por 15 minutos. Este
mesmo procedimento foi realizado na concentracdo de 1:1000, utilizando mais
2 grupos testes esterilizados nestes mesmos tempos. Apds a eclosdo, essas
larvas foram submetidas aos testes microbiolégicos como descrito
anteriormente. Devido a presenca de bactérias acima de 300 UFC em todas
placas inoculadas, ndo foi necessdrio realizar outros testes microbioldgicos

em outras concentragoes.

Para o grupo controle foram utilizados ovos imersos somente em
dgua destilada e utilizada a mesma metodologia. Ap6s 24 horas as larvas
eclodidas foram coletadas e transferidas para tubos contendo 4 ml de 4gua

3

peptonada, homogeneizadas em “vortex” e a seguir foi feito diluicdo seriada
com 9 ml de 4gua peptonada até 107°. Para cada diluicdo foram plaqueadas em

duplicata 0,1 ml para o meio PCA e incubados a 37°C. A leitura foi realizada

apos 24 e 48 horas e estdo descritos na tabela 2.
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Tabela 2 — Concentragcdo (dilui¢cdo) dos esterilizantes e tempo de exposicdo

dos ovos de Chrysomya putoria, submetidos a andlise

microbiologica

Esterilizantes Concentracoes Tempo/Minutos

Hipoclorito de sédio 0.5% 1 e3

Formoldeido 1% le3

Permanganato de 1:50, 1:100, 1,5¢e20

potassio® 1:200

Farmasept 500° 1:1000 3e10
1:4000 3el0

Farmasept 800° 1:1000 3¢l0
1:4000 3el0

Farmasept- plus® 1:4000 3

Ultrasept® 1:1000 3el5
1:4000 3el5

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliacdo dos efeitos das diferentes doses dos particulares
principios ativos e dos tempos de exposi¢cdo sobre o nimero de larvas vidveis
utilizou-se o procedimento PROC GLM, do programa SAS Statistical Analisys

System, versdo 8.02 (SAS, 1995), adotando-se o seguinte modelo estatistico:

Yijk =u+ D; + Tj + PTi(j) + €ijk

em que,
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Yijx = nimero de larvas vidveis na i-ésima dose de principio ativo em questdo
e no j-ésimo tempo de exposi¢do;
p = média geral;

D; = efeito da i-ésima dose do principio ativo em questao;

T; = € o efeito do j-ésimo tempo (em minutos) de exposi¢do ao principio ativo;
PTij) = € o efeito j-ésimo tempo de exposi¢do dentro da i-ésima dose do
principio ativo em questdo;

. (e < 2
eijk = € o erro aleatdrio inerente a cada observagdo, NID~(0,6%).

Em caso de efeitos significativos (P<0,05) nas andlises de varidncia
para os diferentes principios ativos avaliados, utilizou-se o teste ¢ de Student

como procedimento para comparacdes multiplas.
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3. RESULTADOS
Os resultados serdo apresentados em amostragem geral e em grupos

separadamente. Os grédficos de cada grupo, podem ser encontradas no Anexo.

3.1 ANALISES DESCRITIVAS DA AMOSTRA EM GERAL

O Sumaério das estatisticas descritivas da amostra geral sao
apresentados na Tabela 3

Tabela 3 Resultado geral dos oito esterilizantes quimicos testados nos ovos de

moscas Chrysomya putoria.

Médias = L. .
Variaveis N Desvio Padrio Ceoeficiente Amplitude
(larvas) (Larvas de Variacdo Minimo/Maximo
sobreviventes)

Formoldeido 168 51,10 + 8,61 16.88 2500 60,00
Hipoclorito de Sédio 128 48,41 + 10,56 21,82 13,00 60,00
Digluconato de ¢ 35.82 + 22.43 62.63 0 60,0
clorexidina
Permanganatode 5091 + 8.78 17.25 25.00 60,00
potassio
Farmasept 500° 64 50,95 + 8,44 16,58 27.00 60,00
Farmasept 800° 64 48,10+ 9,61 19,98 26,00 60,00
Farmasept -plus® gg 50,22 + 9,34 18,60 27.00 60,00
Ultrasept® 80 50,82 + 8,84 17,39 31,00 60,00

A amostragem geral dos efeitos dos esterilizantes sobre os ovos de
Chrysomya putoria, apresentaram os seguintes resultados: o nimero de ovos
viaveis, variou de 0 e 60,00, com média variando entre 35,82 ¢ 51,10 e desvio
padrdo entre 8,44 e 22,43 com coeficiente de variacdo entre 16,58 a 62,63%.

Todos os esterilizantes quimicos avaliados apresentaram resultados

significativos (P<0,05) para os efeitos de concentracdes nos tempos testados.
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3.2 ANALISES COMPARATIVAS DENTRO DOS GRUPOS DE
ESTERILIZANTES
O Sumidrio das estatisticas comparativas de cada esterilizante sdo

apresentados nas Tabelas abaixo:

3.2.1. FORMALDEIDO
As médias para as concentracdes de Formaldeido, em relacdo aos
tempos de exposicdo dos ovos de Chrysomya putoria, encontram-se na Tabela
4

Tabela 4-Sobrevivéncia média de larvas de Chrysomya putoria provenientes

de ovos tratados por tempos diferentes em diferentes dilui¢cdes de

Formaldeido
Concentracoes (diluicoes) (%)

Minutos Controle 1,0 3,0 5,0 7,5
1 56,06 A 59,75 A 56,25 A 53,50 A 47,50 A
3 57,06 A 53,50B 49,75 B 49,75 A 43,00 B
5 58,00 A 51,75B C 44,25 C 43,00 B 39,00 B
10 57,81 A 52,50B C 41,25 C 39,00 B 34,00 C
15 56,67 A 50,25 B C 32,25D 32,00 C 0,00
30 54,88 A 48,25 C 30,00 D 0,00 0,00

Feac=23,56 (P<0,0001)
Para cada coluna, médias seguidas por pelo menos uma letra, nao diferem entre si de acordo com o Teste de 7 de

Student.

Verifica-se que a média de larvas sobreviventes em relagdo aos
minutos em cada diluicdo de Formaldeido, foi maior na concentragcdo de 1%
quando comparada com as médias de larvas sobreviventes do grupo controle,

apresentando médias que variaram de 59,75 a 48,25 com maiores estimativas
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de média em 1 minuto. Contudo o efeito comparativo dos minutos, na
concentracdo de 1% de Formaldeido, em relacdo ao controle demonstrou que
elas difereriram entre si em 1 € 3 minutos, mas ndo diferem entre si em 3, 5,

10 e 15 minutos, (Tabela 4)

3.2.2 HIPOCLORITO DE SODIO
As médias para as dilui¢des de Hipoclorito de s6dio, em relacdo aos

tempos de exposicdo nos ovos de Chrysomya putoria, encontra-se na Tabela 5

Tabela 5 - Sobrevivéncia média de larvas de Chrysomya putoria provenientes
de ovos tratados por tempos diferentes em diferentes dilui¢des de

Hipoclorito de sédio

Concentracoes (diluicoes) (%)

Minutos Controle 0,5 1,0 3,0
1 56,25 A 58,75 A 53,75 A 46,25 A
3 54,83 A 53,75B 50,25 A 41,00 B
5 55,08 A 52,25B 42,75 B 34,00 C
10 56,42 A 43,00 C 39,25 BC 18,25 D
15 56,50 A 41,25 C 3550 C 0,00
20 51,88 B 28,50 D 26,25 D 0,00

Feac41,61 (P<0,0001)
Para cada coluna, médias seguidas por pelo menos uma letra, ndo diferem entre si de acordo com oTeste de ¢ de

Student

Verifica-se que a média de larvas sobreviventes em relagcdo aos
minutos em cada diluicdo de Hipoclorito de sédio, foi maior na concentragdo
de 0,5% quando comparada com as médias de larvas sobreviventes do grupo

controle, apresentando médias que variaram de 58,75 a 28,50 com maiores
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estimativas de média em 1 minuto. Contudo o efeito comparativo dos minutos,
na concentracdo de 0,5% de Hipoclorito de sédio, em relagdo ao controle
demonstrou que elas diferiram entre si em 1 e 3 minutos, mas niao diferem

entre si em 3 e 5 minutos, 10 e 15 minutos(Tabela 5).

3.2.3 PERMANGANATO DE POTASSIO
As médias de quadrados minimos para as dilui¢cdes de Permanganato
de potdssio, em relacdo aos tempos de exposi¢cdo nos ovos de Chrysomya

putoria, encontra-se na Tabela 6

Tabela 6- Sobrevivéncia média de larvas de Chrysomya putoria provenientes
de ovos tratados por tempos diferentes em diferentes diluicdes de

Permanganato de potdssio

Diluicoes
Minutos Controle 1/200 1/100 1/50
1 56,83 A 56,00 A 53,50 A 52,25 A
3 56,50 A 55,50 A 52,25 A 50,75 A
5 57,00 A 53,75 A 50,25 A 48,50 A
10 55,67 A 53,00 A 44,00 B 42,50 B
15 56,00 A 46,25 B 33,50 C 31,25 C
20 56,25 A 34,50 C 3325C 27,25 C

Feae =30,64 (P<0,0001)
Para cada coluna, médias seguidas por pelo menos uma letra, ndo diferem entre si de acordo com o Teste de

t de Student.

Observa-se que a média de larvas sobreviventes em relagdo aos
minutos em cada dilui¢do de Permanganato de potdssio, foi maior na diluicdo
de 1/200 quando comparada com as médias de larvas sobreviventes do grupo

controle, apresentando médias que variaram de 56,00 a 34,50 com maiores
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estimativas de média em 1 minuto. Contudo o efeito comparativo dos minutos,
na diluicdo de 1/200 de Permanganato de potdssio, em relagcdo ao controle

demonstrou que elas ndo diferiram entre si em 1, 3, 5 e 10 minutos (Tabela 6).

3.2.4 DIGLUCONATO DE CLOREXIDINE
As médias para as concentracdes de Digluconato de clorexidina, em
relacdo aos tempos de exposi¢do nos ovos de Chrysomya putoria, encontra-se

na Tabela 7

Tabela 7 -Sobrevivéncia média de larvas de Chrysomya putoria provenientes
de ovos tratados por tempos diferentes em diferentes diluicdes de

Digluconato de clorexidine

Concentracoes (diluicoes) (%)

Minutos Controle 0,10 0,25 0,50 1,00
1 56,31 Aa 29,75b 2225¢ 20,50 ¢ 9,75d
3 56,13 A 0,00 0,00 0,00 0,00
5 58,75 A 0,00 0,00 0,00 0,00

Feae =32,55 (P<0,0001)
Para cada coluna e cada linha, médias seguidas por pelo menos uma letra, ndo diferem entre si de acordo

com o Teste de r de Student

Observa-se que a média de larvas sobreviventes em relagdo aos
minutos em cada diluicdio de Digluconato de clorexidine, foi maior na
concentragdo de 0,10% quando comparada com as médias de larvas
sobreviventes do grupo controle, apresentando média de 29,75. Contudo o
efeito comparativo das concentracdes de Digluconato de clorexidine em

relacdo ao controle demonstrou que as concentragdes de 0,10%, 0,25% e
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1,00% diferiram entre si, mas ndo diferiram entre si nas dilui¢des de 0,25 e

0.50%.

3.2.5 FARMASEPT 500°
As médias para as diluicdes de Farmasept 500®, em relacdo aos

tempos de exposicdo nos ovos de Chrysomya putoria, encontra-se na Tabela 8

Tabela 8- Sobrevivéncia média de larvas de Chrysomya putoria provenientes
de ovos tratados por tempos diferentes em diferentes dilui¢cdes de

Farmasept 500

Diluic¢oes
Minutos Controle 1/4000 1/1000
3 56,00 A 53,25 A 51,50 A
5 58,13 A 51,50 A 49,50 A
10 56,38 A 47,75 B 44,00 B
15 56,50 A 33,75 C 30,00 C

Fcalc =45,04 (P<0,0001)
Para cada coluna, médias seguidas por pelo menos uma letra, ndo diferem entre si de acordo com o Teste de 7 de

Student

Verifica-se que a média de larvas sobreviventes em relagdo aos
minutos em cada dilui¢do de Farmasept 500® foi maior na dilui¢do de 1/4000
quando comparada com as médias de larvas sobreviventes do grupo controle,
apresentando médias que variaram de 53,25 a 33,75 com maiores estimativas
de média em 3 minutos. Contudo o efeito comparativo dos minutos na dilui¢cdo
de 1/4000 de Farmasept 500° demonstrou que elas nio diferiram entre si em 3

e 5 minutos, mas diferem entre si em 10 e 15 minutos (Tabela 8).
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3.2.6 FARMASEPT 800°
As médias para as diluicdes de Farmasept 800°, em relagdo aos

tempos de exposicdo nos ovos de Chrysomya putoria, encontra-se na Tabela 9

Tabela 9- Sobrevivéncia média de larvas de Chrysomya putoria provenientes
de ovos tratados por tempos diferentes em diferentes dilui¢cdes de

Farmasept 800°

Diluicoes
Minutos Controle 1/4000 1/1000
3 55,63 A 47,50 A 4525 A
5 56,38 A 48,25 A 40,75 B
10 56,25 A 42,00 B 33,25 C
15 56,25 A 36,50 C 27,25D

F.ac=26,29 (P<0,0001)
Para cada coluna, médias seguidas por pelo menos uma letra, ndo diferem entre si de acordo com oTeste de ¢ de

Student

A média de larvas sobreviventes em relacdo aos minutos em cada
dilui¢do de Farmasept 800°foi maior na diluicdo de 1/4000 quando comparada
com as médias de larvas sobreviventes do grupo controle, apresentando
médias que variaram de 47,50 a 36,50 com maiores estimativas de média em 3
minutos. Contudo o efeito comparativo dos minutos na diluicdo de 1/4000 de
Farmasept 800® demonstrou que elas ndo diferiram entre si em 3 e 5 minutos,

mas diferem entre si em 10 ¢ 15 minutos (Tabela 9)
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3.2.7 FARMASEPT -PLUS®
As médias de quadrados minimos para as diluicdes de Farmasept-
plus®, em relacdo aos tempos de exposi¢do nos ovos de Chrysomya putoria,

encontra-se na Tabela 10

Tabela 10- Sobrevivéncia média de larvas de Chrysomya putoria provenientes
de ovos tratados por tempos diferentes em diferentes dilui¢cdes de

Farmasept-plus®

Diluicoes

Minutos Controle 1/4000 1/1000
3 56,50 A 57,25 A 52,50 A
5 57,13 A 50,25 B 45,50 B
10 58,38 A 49,25 BC 40,00 C
15 57,25 A 45,50 C 3325D
20 56,50 A 36,75 D 0,00
30 57,50 A 35,50 D 0,00
45 56,00 A 30,75 E 0,00

Feae =32,68 (P<0,0001)
Para cada coluna, médias seguidas por pelo menos uma letra, nao diferem entre si de acordo com o Teste de ¢ de

Student

Observa-se que a média de larvas sobreviventes em relacdo aos
minutos em cada dilui¢do de Farmasept—plus®, foi maior na diluicdo de 1/4000
quando comparada com as médias de larvas sobreviventes do grupo controle,
apresentando médias que variaram de 57,25 a 30,75 com maiores estimativas
de média em 3 minutos. Contudo o efeito comparativo dos minutos, na
diluicio de 1/4000 de Farmasept-plus® demonstrou que, elas diferiram entre si

em 3 e 5 minutos, mas nao diferem entre si em 5 ¢ 10 minutos (Tabela 10)
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3.2.8 ULTRASEPT®
As médias para as dilui¢des de Ultrasept®, em relagdo aos tempos de

exposicdo nos ovos de Chrysomya putoria, encontra-se na Tabela 11

Tabela 11- Sobrevivéncia média de larvas de Chrysomya putoria provenientes

de ovos tratados por tempos diferentes em diferentes dilui¢des de

Ultrasept®
Diluicoes

Minutos Controle 1/4000 1/1000
3 56,88 A 56,75 A 4525 A
5 57,88 A 53,00 AB 39,00 B
10 57,50 A 51,50 B 39,00 C
15 56,00 A 50,50 B 32,75 A
20 59,00 A 40,50 C 0,00
30 58,00 A 34,775 D 0,00

Feac=31,18 (P<0,0001)
Para cada coluna, médias seguidas por pelo menos uma letra, ndo diferem entre si de acordo com o Teste de ¢ de

Student

Observa-se que a média de larvas sobreviventes em relagdo aos
minutos em cada dilui¢io de Ultrasept® foi maior na dilui¢cdo de 1/4000
quando comparada com as médias de larvas sobreviventes do grupo controle,
apresentando médias que variaram de 56,75 a 34,75 com maiores estimativas
de média em 3 minutos. Contudo o efeito comparativo dos minutos, na
dilui¢do de 1/4000 de Ultrasept® demonstrou que, elas nio diferiram entre si

em 3 e 5 minutos e 5, 10 e 15 minutos (Tabela 11)
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3.3 ANALISE MICROBIOLOGICA DOS ESTERILIZANTES
TESTADOS

Os resultados microbiolégicos dos esterilizantes testados estdo

descritos na Tabela 12

Tabela 12 - Andlise microbioldgica dos esterilizantes

Esterilizante Diluic¢des Tempo/Minuto Crescimento
microbiano em PCA

Hipoclorito de 0.5% 1 e3 Negativo

soédio

Formaldeido 1% le3 Negativo

Permanganato de 1:50, 1:100, 1,5¢e20 >300 UFC

Potassio 1:200

Farmasept 500® 1:1000 3e10 >300 UFC
1:4000 3el0

Farmasept 800® 1:1000 3el0 >300 UFC
1:4000 3el0

Farmasept- plus® 1:4000 3 Negativo

Ultrasept® 1:1000 3el5 >300 UFC
1:4000 3el5

PCA - Plate Count Agar (Laboratério) UFC - Unidade Formadora de ColOnias

Os resultados microbioldgicos conforme a tabela 12, demonstra
crescimento microbiano negativo em 3 esterilizantes dos 8 testados, nao
observando crescimento microbiano nos testes com Hipoclorito de sdédio,
Formoldeido e Farmasept®, sendo que nos esterilizantes Permanganato de
Potdssio, Farmasept 500®, Farmasept 800® e Ultrasept® o crescimento

microbiano foi maior que 300 unidades formadoras de colonias(UFC).
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4. DISCUSSAO

A necessidade de se wusar larvas esterilizadas foi citada por
SHERMAN et al. (2000), quando foi relatado que Baer utilizou larvas nio
esterilizadas em seus pacientes, que conseqiientemente desenvolveram tétano.
Segundo estes mesmos autores, a esterilizacdo dos ovos tem como finalidade,
destruir todas as bactérias sem afetar os ovos. Conforme SHERMAN &
PETCHER (1988), cada lote de ovos esterilizados deve ter suas larvas testadas
em meios microbioldgicos. A infeccdo da ferida com organismos patogénicos
resultantes de larvas ndo estéreis é um problema e risco para o paciente, em
que pode ser eliminado pela esterilizacdo prévia. Dessa maneira, a
esterilizacdo e andlise microbioldgica das larvas esterilizadas sdo muito
importantes para se assegurar a assepsia e aplicagdo segura das larvas durante
o tratamento.

Baseado-se nos resultados obtidos observou-se que a utilizagdo do
Digluconato de clorexidina para desinfec¢do dos ovos de Chrysomya putoria
foram desfavordveis, apresentando uma média total de larvas sobreviventes de
35,82, quando comparado com outros quimicos. As variadas concentracdes
testadas nos ovos de Chrysomya putoria demonstraram resultados
insatisfatérios, mesmo quando os ovos foram esterilizados em baixas
concentragdes, como 0,10 %. A concentragcdo terapéutica de Digluconato de

clorexidine, segundo recomendam PAULINO (1999) e LARSON et al. (2002)

ndo foi testada, porque quando foi utilizado este quimico nos ovos de
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Chrysomya putoria na concentracdo 1% durante 1 minuto, a média de larvas
sobreviventes foi de apenas 9,75.

Os testes microbioldgicos ndao foram realizados, pois aos resultados
demonstraram que este agente quimico causou alta mortalidade de larvas,
impossibilitando a sua utilizacdo em ovos de Chrysomya putoria para
bioterapia. A baixa taxa de eclosdao das larvas talvez possa ser explicada pelas
propriedades anti-sépticas citadas por PAULINO (1999) e LARSON et al.
(2002), principalmente quando relatam que este quimico apresenta acio
residual por 24 horas, podendo dessa maneira estar prejudicando ou inibindo a
eclosdo das larvas. Apesar do Digluconato de clorexidine, apresentar boas
propriedades terapéuticas como anti-séptico e desinfetante, como descrevem
estes mesmos autores, € também muito utilizada em Medicina Veterindria,
principalmente em feridas infectadas, ndo hd relatos da utilizagcdo deste
esterilizante na bioterapia.

O Permanganato de potdssio nas dilui¢des de 1/50, 1/100 e 1/200,
sendo que a maior média de larvas sobreviventes foi de 56,00 na dilui¢do de
1/200, durante 1 minuto. As dilui¢des de 1/50 e 1/100, ndo foram diferentes
entre si, mas as médias de larvas sobreviventes foram menores quando
comparadas com a diluicdo de 1/200 e com o grupo controle. Embora o
Permanganato de Potdssio® tenha sido mais efetivo durante 1 minuto, nao
houve diferencas, quando utilizado durante 3 a 10 minutos. Quando este

agente quimico foi submetido em testes microbiolégicos, o mesmo se mostrou
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ineficaz, apresentando crescimento microbiano em todas as concentracdes e
tempos de exposicdo testados, o que impossibilita sua utiliza¢gdo na bioterapia.

Relatos da sua utilizagcdo na bioterapia ndo foram encontrados em
nenhuma literatura, mas o Permanganato de potéssio® foi relatado por
GREENBERG (1970) ser benéfico, quando utilizado na concentragdo de
1:1000 para desinfetar ovos de Lepiddptera (Bombyx), porém este mesmo
autor nao obteve resultados benéficos com esta mesma concentragdo, quando
esterilizou ovos de Drosophila melanogaster (Meigen).

Os testes realizados com Farmasept 500® mostraram uma média geral
de 50,95 de larvas sobreviventes, quando os ovos foram desinfetados com essa
solug¢do, sendo que segundo as recomendac¢des do fabricante (Farmabase),
foram realizadas dilui¢cdes de 1/4000 e 1/1000 Tanto a dilui¢cdo de 1:4000
como a de: 1000, estatisticamente ndo apresentaram diferencas em relacdo ao
nimero de larvas sobreviventes, quando os ovos foram desinfetados por 3 a 5
minutos. Acima de 10 minutos a sobrevivéncia das larvas ficou comprometida
em ambas concentracdes. Quando os ovos foram testados com Farmasept 800°,
na concentracdao 1/4000 durante 3 a 5 minutos, obteve-se média de larvas
sobreviventes entre 47,50 e 48,25 respectivamente, sendo inferiores as do
Farmasept 500® que na mesma diluicio e tempo apresentou médias de 53,25 e
51,50.

O Farmasept 500° e o Farmasept 800° apresentam em sua
composicdo Cloreto de benzalcdonio 50% e 80% respectivamente, o que

justifica as diferencas nos resultados obtidos nas concentra¢cdes e tempo de
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exposi¢do. Segundo PAULINO, (1999) o Cloreto de benzalconio é um
surfactante catidnico (compostos quaterndrio de amodnia) que sdo bastante
efetivos contra uma variedade de bactérias gram positivas e negativas. O
Cloreto de benzalconio foi utilizado por GREENBERG (1970) com a
finalidade de reduzir ou eliminar contaminantes na criacdo de dipteros.
Segundo GREENBERG (1970) a esterilizagcdo de ovos de Musca domestica
(Linnaeus) foi efetiva utilizando cloreto de benzalcdnio 0,1%, por 25 minutos.
As mesmas concentragcdes e tempo de exposi¢do foram também utilizadas por
este autor em ovos de Phaenicia cuprina (Wiedemann), Chrysomya rufifacies
(Macquart) e Phormia regina (Meigen). Segundo GREENBERG (1970), a
esterilizacdo de ovos ¢é indicada em casos de patdogenos transmitidos
verticalmente via ovo, em que maioria destes estdo situados na superficie do
ovo e, portanto sujeitos a procedimentos de desinfecc¢do.

Os testes microbiolégicos das larvas que tiveram seus ovos tratados
por Farmasept 500° e Farmasept 800° apresentaram crescimento microbiano
em ambas concentracdes, demonstrando que apesar dos resultados obtidos em
relagdo as larvas sobreviventes (taxa de eclosdo das larvas), esta ndo foi
efetiva microbiologicamente. Estes resultados diferem das indicag¢des de
PAULINO (1999), em que o Cloreto de benzalconio € um desinfetante
bacteriostdtico em baixas concentragdes e bactericida e fungicida em altas
concentragdes. Nao houve informacdes adicionais por PAULINO (1999),

quanto a concentracdo ideal indicada para essa acdo bactericida e testes
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microbioldgicas, quando GREENBERG (1970) utilizou este desinfetante em
baixas concentragdes em que pudessem nos dar maiores esclarecimentos.

Os resultados com a utilizacdo do Farmasept - plus® foram
satisfatéorios microbiologicamente e efetivos na concentragcdo de 1/4000
durante 3minutos ou de 5 a 10 minutos. O Farmasept—plus® é composto por
42,5% Glutaraldeido e 7,5% Cloreto de benzalcdnio, ndo apresentado relatos
quanto a utilizacdo deste quimico na desinfec¢do dos ovos de insetos ou
mesmo na bioterapia. De acordo com PAULINO (1999), o Glutaraldeido é um
aldeido que € eficaz contra todos os tipos de microorganismos, inclusive virus
e esporos bacterianos, apresentando um amplo espectro bactericida. O
espectro de acdo do Cloreto de benzalconio e Glutaraldeido como citado por
PAULINO (1999) apresentam boa atividade contra uma variedade de bactérias,
é desinfetante e esterilizante e a utilizacdo deste, na desinfeccdo de ovos para
bioterapia, demonstrou segura.

A desinfeccdo dos ovos com Ultrasept que é composto por 28%
Cloreto de benzalcdonio, 10% Aldeido oxalico e 4% Glutaraldeido, foi
realizada nas dilui¢cdes de 1:4000, com sucesso, mas quando utilizada na
concentragdo de 1/1000 o numero de larvas sobreviventes diminuiu. O
Glutaraldeido conforme PAULINO (1999) é de facil penetracdo, com a
vantagem de ser ativo pela matéria orgdnica. Esse mesmo autor relata que a

utilizacdo desse composto, na desinfec¢do de ovos de granja para incubacdo

pode levar a perdas econdmicas, devido a alta mortalidade embriondria.
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O Ultrasept® foi utilizado até 30 minutos na esterilizacdo dos ovos,
apresentando resultados mais efetivos quando utilizados por 3 a 15 minutos,
onde a média de larvas sobreviventes variou de 56,75 a 50,50 e quando
utilizada por 30 minutos, a média foi de 34,75 de larvas sobreviventes. Apesar
desses resultados mostrarem ser satisfatérios para esterilizagcdo de ovos,
microbiologicamente este quimico ndo foi eficaz, como demonstrado
anteriormente na tabela 11, em que ambas concentragdes apresentaram
crescimento microbiano maior de 300 UFC. Estes resultados podem ser
explicados pela composicdo do Ultrasept utilizado, apresentando Cloreto de
benzalconio em maiores porcentagens e Glutaraldeido em baixas
concentragdes.

As andlises microbiolégicas dos trés quimicos, Farmasept 500°,
Farmasept 800° e Ultrasept® demonstraram crescimento microbiano maior de
300 UFC, o que nio aconteceu com os resultados com Farmasept-plus® em que
microbiologicamente foram benéficos. Isto pode ser explicado, porque a
formulacdo do Farmasept—plus® contém 7,5% de Cloreto de benzalcdnio e
42,5% de Glutaraldeido, diferindo da composi¢do quimica do Farmasept 500°
e Farmasept 800° em que apresentam na sua formulacdo 50 e 80% de Cloreto
de benzalconio e o Ultrasept® com 28% de Cloreto de benzalconio e 4% de
Glutaraldeido. Podemos concluir que, embora Cloreto de benzalcdnio em altas
concentragdes ndo tenha prejudicado a eclosdo dos ovos, este
microbiologicamente ndo demonstrou ser eficaz, mas menores concentracdes

de Cloreto de benzalconio em associacdo com altas concentragdes de
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Glutaraldeido (Farmasept-plus®), demonstraram resultados microbiolégicos
satisfatdrios.

Os resultados relacionados com o Formaldeido foram benéficos em
relacdo as médias, quando as concentragdes de 1 a 7,5% foram testadas nos
ovos de Chrysomya putoria. HINSHAW (2000) sugere para ovos de Lucilia
sericata, a utilizacdo de Formaldeido 4%, e MUMCUOGLU et al. (2001),
SHERMAN & PECHTER (1988) e SIMMONS (1934) a utilizacdo de
Formaldeido 5% ou associado com Hipoclorito de s6dio ou Per6xido de
hidrogénio 4%. Neste trabalho a concentracdo de 5% durante 1 a 5 minuto
foram satisfatorios, mas quando os ovos foram esterilizados durante acima de
10 minutos os resultados foram ndo foram efetivos. Os resultados deste
trabalho descritos acima foram como demonstrados por MUMCUOGLU et al.
(2001) e SIMMONS (1934), que utilizaram a Formalina 5% por 5 minutos,
sendo que SIMMONS (1934) esterilizou 925 ovos de Lucilia sericata, obtendo
77,6 % de larvas e uma esterilizacdo de 100%. Este mesmo autor esterilizou os
ovos, utilizando outros quimicos como Hipoclorito de célcio, Cloreto de
mercurio, Fenol, Hidr6xido de s6dio, sendo que apesar destes resultarem baixa
taxa de eclosdo, apresentaram esterilizacdio de 100% com excecdo do
Hipoclorito de cédlcio em que a esterilidade foi de 58,1%.

SHERMAN et al. (2000), relata que embora o Formaldeido 5% seja
satisfatorio, ele ndo foi eficiente microbiologicamente. Entretanto
concentra¢gdes inferiores foram utilizadas por MUMCUOGLU (2001)

esterilizando os ovos de Lucilia sericata com 0,5% de Hipoclorito de sddio
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por 15 a 20 minutos para separagdo dos ovos e 0,5% de Formaldeido por 5
minutos para a esterilizacdo. Apds a esse procedimento, os ovos foram em
seguida lavados com dgua estéril e incubadas em temperatura adequada.

Concentracdes maiores de Formaldeido foram utilizadas por
NUESCH et al. (2002) em ovos de Lucilia sericata, na diluicdo de 2,5%
durante 20 minutos. FINE & ALEXANDER (1934) descreveram ser efetivas a
esterilizacdo dos ovos, utilizando 10% de Formaldeido seguido 0,85% de
solu¢do de Cloreto de sddio, atingindo 80% de larvas esterilizadas em 500
ovos. GREENBERG & GEORGE (1985) esterilizaram ovos de Phormia regina
e Phaenicia cuprina, utilizando método de solucio de White (Cloreto de
mercurio, Cloreto de s6dio, Cloro, Etanol e dgua destilada) por 60 minutos,
sendo que antes da imersdo dos ovos nessa solucdo, eles foram previamente
imersos em 5% Formaldeido durante 5 minutos e 0,2% Hipoclorito de sédio
por 2 minutos.

A concentracdao de 0,5% de Formaldeido descrita por MUMCUOGLU
(2001), foi préxima aos observados neste trabalho com a concentragcdo 1%, por
1 minuto, embora resultados benéficos tenham sido obtidos também no tempo
de 3 a 15 minutos. Estes resultados ndao foram somente efetivos em relagdo a
concentracdo e tempo, mas microbiologicamente também foram satisfatérios.

No presente estudo, o Hipoclorito de soédio, foi testado sem
associacOes com outros quimicos e resultou ser também satisfatorio, quando
utilizada na diluicdo de 0,5% por 1 a 5 minutos, apresentando melhores

resultados no tempo de 1 minuto, com média de larvas sobreviventes de 58,75
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A concentracdo de 1% também demonstrou efetiva, mas somente no tempo de
1 e 3 minutos, em que as médias foram 53,75 e 50,25 respectivamente. Estes
resultados foram semelhantes aos de IVERSEN (1996), que esterilizou ovos de
Phaenicia sp. com Hipoclorito de s6dio 0,5%. Este mesmo autor apesar de
relatar o efetivo uso do Hipoclorito nessa concentragdo, ndo citou o tempo em
que os ovos foram expostos e também os procedimentos microbioldgicos.
GREENBERG (1973) relatou satisfatéria a concentragcdo de 0,1% de
Hipoclorito de sédio, durante 20 minutos ou 1% da solu¢do por 10 minutos,
para esterilizar ovos de Musca domestica (Linnaeus). Os resultados obtidos
neste presente estudo com Hipoclorito de sédio, diferem dos apresentados por
SHERMAN & MY-TIEN TRAN (1995), que utilizaram Lysol® (cloro) em ovos
de Lucilia sericata, com uma concentracdo de 3% por 10 minutos, 5 a 6
minutos de acordo com SHERMAN & WYLE (1996) e 2 a 3 minutos conforme
GREENBERG (1973). Neste estudo, quando foi testada a concentracdo de
3,0% utilizando o Hipoclorito de s6dio, a sobrevivéncia das larvas ficou
prejudicada, sendo que quando os ovos foram imersos nessa solugdo e
concentragdo durante 15 minutos, ndo houve eclosdao de larvas.

Apesar de alguns dados deste trabalho, se aproximarem aos
descritos por IVERSEN (1996) e GREENBERG (1973) e se confrontarem com
os resultados de SHERMAN & WYLE (1996) e SHERMAN & MY-TIEN
TRAN (1995), microbiologicamente o Hipoclorito de s6dio na concentragdo de

0,5%, mostrou-se efetivo.
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Segundo GREENBERG & GEORGE (1985) e GREENBERG (1970),
o Hipoclorito de s6dio na concentracdo de 0,01 a 2% € muito utilizada para
desinfetar ovos de insetos e tecidos, e também como um desinfetante no
laboratério. Estes mesmos autores utilizaram o Hipoclorito de sédio na
concentragcdo de 2% por 15 minutos para esterilizar ovos de Musca domestica
(Linnaeus) e a concentragcdo de 2% ou 3% na esterilizagcdo dos ovos de
Phaenicia cuprina (Wiedemann), Chrysomya rufifacies (Macquart) e Phormia
regina (Meigen).

A mortalidade dos ovos causada pelos desinfetantes € um dos fatores
que limitam a utilizacdo das larvas, assim como o modo de separacdo do
mesmo poderd interferir na eclosdo das larvas. A separacdo dos ovos ¢é
necessdria uma vez que estes estdo dispostos juntos, ou seja, em massa
contendo um muco que os cola uns aos outros e que os unem (SHERMAN &
WYLE, 1996; GREENBERG, 1973; SIMMONS, 1934). SIMMONS (1934)
relata que a separagdo dos ovos com solugdes quimicas provocam aglutinagcdo
destes, dificultando a acdo do quimico e também causam freqiientemente
considerdvel mortalidade. Embora o método de separacdo mecanica seja
recomendado, este consome muito tempo e também podem provocar perdas de
alguns ovos, apesar de que esse mesmo autor tenha citado nenhuma injdria dos
ovos apds a separacdo. No presente trabalho a separacdo dos ovos foi
realizada mecanicamente por leve e cuidadosa pressdo do pincel sobre estes,
sem dificuldades e grandes danos aos ovos, pois a separacdo dos ovos € um

procedimento muito importante para permitir a acdo dos esterilizantes.
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Segundo SIMMONS (1934) os produtos quimicos usados para
esterilizacdo dos ovos na bioterapia sdo incapazes de destruir todos esporos
resistentes, o que limita a producdo de larvas estéreis em grande numero,
porém um rigoroso método de desinfec¢cdo poderd comprometer a eclosdo das
larvas.

Os testes microbioldgicos como citado por SHERMAN & PETCHER
(1988) e NUESCH et al. (2002), é um procedimento importante para que a
bioterapia possa ser utilizada de modo seguro. Relatos de DICKE (1953) na
Medicina Veterindria, utilizando larvas ndo esterilizadas em um touro com
Actinimyces bovis, foram benéficos inicialmente, mas contribuiram para a
contaminacdo bacteriana da ferida e disseminacdo da doenca. Mediante ao
relato de DICKE (1953), IVERSEN (1996), recomenda que o animal a ser
submetido ao tratamento larval, seja imunizado previamente com vacina anti-
tetanica.

FINE & ALEXANDER (1934) e SHERMAN & WYLE (1996),
sugerem a utilizacdo de testes microbiolégicos com Agar sangue e
GREENBERG (1954) e THOMAS et al. (1999) a utilizacdo do Tiogliconato,
mas a técnica ndo foi descrita por nenhum desses autores. MARTINI &
SHERMAN (2003), ndo citam técnicas microbioldgicas, mas relatam que essas
andlises sdo importantes e caso haja contaminag¢do, toda a producgdo ¢é
descartada.

A finalidade dos testes microbiolégicos neste trabalho foram os

mesmos descritos por SHERMAN & PETCHER (1988), NUESCH et al. (2002)



57

e MARTINI & SHERMAN (2003), sendo que a técnica microbiolégica
descrita neste trabalho, visou utilizar meios microbioldégicos de facil

manipulag¢do e com um custo acessivel.
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CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados obtidos com os oitos esterilizantes

testados nos ovos de Chrysomya putoria, conclui-se que:

- Os resultados utilizando os esterilizantes Formaldeido,
Hipoclorito de sédio, Permanganato de potdssio, Farmasept 500°,
Farmasept 800°, Farmasept-plus® e Ultrasept® demonstraram resultados
efetivos com relacdo 4 taxa de eclosdo das larvas e viabilidade das
mesmas, com exce¢do do Digluconato de clorexidina que obteve média
de larvas sobreviventes inferiores em relacdo aos quimicos testados.

- A esterilizacdo dos ovos foi efetiva microbiologicamente em trés
dos oito esterilizantes testados, demonstrando eficazes Hipoclorito de
s6dio, Formaldeido e Farmasept - plus® na utilizacdo do tratamento
larval.

- A esterilizacdo dos ovos e os testes microbiolégicos sdo
necessdrios, para que a Bioterapia possa ser utilizado com seguranga e
sucesso nas feridas.

- Maiores esclarecimentos sdo necessdrios quanto a outras técnicas
de esterilizagdo quimica e testes microbioldgicos adequados com baixo

custo e facil manuseio.
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- A mosca Chrysomya putoria, mostrou-se favordvel a testes de
esterilizacdo, embora seja necessdria a realizagdo de outros

experimentos quanto a sua utilizacdo na bioterapia
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Figural A. Médias para as concentracOes de Formoldeido, em relacdo aos minutos, testados em

ovos de Chrysomya putoria
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Figura2 A. Médias para as concentragdes de Hipoclorito de sédio, em relagdo aos minutos,

testados em ovos de Chrysomya putoria
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Figura3A. Médias para as concentracdes de Permanganato de potdssio, em relacdo aos

minutos, testados em ovos de Chrysomya putoria
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Figura4A. Médias para as concentracdes de Digluconato de clorexidina, em relacdo aos

minutos, testados em ovos de Chrysomya putoria
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Figura5A. Médias para as concentra¢des de Farmasept 500, em relacdo aos minutos, testados

em ovos de Chrysomya putoria
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Figura6A. Médias para as concentra¢des de Farmasept 800, em relacio aos minutos, testados

em ovos de Chrysomya putoria
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Figura7A. Médias para as concentracdes de Farmasept-plus®, em relagdo aos minutos, testados

em ovos de Chrysomya putoria
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Figura8A. Médias para as concentracdes de Ultrasept®, em relacio aos minutos, testados em

ovos de Chrysomya putoria



