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I. I N T R O D U C T I O N

T h e r e  a r e  n u m e r o u s  c o m p o u n d s  o n  t h e  m a r k e t  p u r p o r t e d  

to b e  d i s i n f e c t a n t s ,  m a n y  of  w h i c h  h a v e  q u e s t i o n a b l e  v a l u e .  In  

o r d e r  to  p r o t e c t  t h e  b u y e r ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t h a t  r e g u l a t o r y  

a g e n c i e s  h a v e  m e t h o d s  o f  m e a s u r i n g  th e  d i s i n f e c t i n g  v a l u e  of  

e a c h  a n d  o b t a i n  d a t a  t h a t  w i l l  r e p r e s e n t  t h e i r  r e l a t i v e  v a l u e s .

T h e  F D A  ' ' p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  p r o c e d u r e  (31)  h a s  b e e n  

th e  s t a n d a r d  u s e d  b y  r e g u l a t o r y  a g e n c i e s  f o r  m a n y  y e a r s .  T h i s  

t e s t  w a s  o r i g i n a l l y  d e s i g n e d  to  m e a s u r e  t h e  r e l a t i v e  v a l u e s  of  

c r e s y l i c  t y p e  c o m p o u n d s .  U n d o u b t e d l y  t h i s  t e s t  i s  r e l i a b l e  

w h e n  a p p l i e d  to  t h e  e v a l u a t i o n  of  c o a l  t a r  c o m p o u n d s ;  h o w e v e r ,  

t h i s  p r o c e d u r e  f a i l s  w o e f u l l y  w h e n  a  c o m p a r a t i v e  e v a l u a t i o n  i s  

a t t e m p t e d  of  a  m e r c u r i a l ,  a  q u a t e r n a r y  a m m o n i u m  c o m p o u n d ,  

s o d i u m  h y p o c h l o r i t e  o r  a  c h l o r o - p h e n o l .  T i l l e y  (35)  s t a t e d  t h a t  

a  p h e n o l  c o e f f i c i e n t  i s  o f  v a l u e  o n l y  a s  a  m e a n s  o f  p r e v e n t i n g  

th e  u s e  of  w o r t h l e s s  p r e p a r a t i o n s  a n d  a s  a n  a i d  t o  t h e  m a n u ­

f a c t u r e r  i n  m a i n t a i n i n g  t h e  u n i f o r m i t y  of  h i s  p r o d u c t .

T h e  p r e s e n t  F D A  p r o c e d u r e  m a y  g i v e  a  r e l a t i v e  r a t i n g  

of  t h e  k i l l i n g  d i l u t i o n  of  a  d i s i n f e c t a n t  w i t h  a  s t a n d a r d i z e d  t e s t



c u l t u r e .  I n  t h i s  w a y ,  c o m p o u n d s  c a n  b e  c l a s s i f i e d  i n t o  g r o u p s  

of l o w  a n d  h i g h  k i l l i n g  d i l u t i o n s .

W o r k e r s  i n  t h e  f i e l d  o f  d i s i n f e c t a n t  t e s t i n g  a r e  w e l l  

a w a r e  o f  t h e  d i s c r e p a n c i e s  i n  r e s u l t s  t h a t  a r e  o b t a i n e d  i n  t e s t i n g  

t h e  e f f i c i e n c y  of  v a r i o u s  c o m p o u n d s  i n  t h e  l a b o r a t o r y .  S i n c e  

t h e r e  i s  n o  s i n g l e  r e l i a b l e  m e t h o d ,  i t  i s  v e r y  d i f f i c u l t  to 

e v a l u a t e  d i s i n f e c t a n t s  on  a  c o m p a r a t i v e  b a s i s .

I n  a d d i t i o n  to  t h e  l i m i t e d  a p p l i c a t i o n  t h a t  m a y  b e  m a d e  

of  a n  F D A  p h e n o l  c o e f f i c i e n t  t h e  p r o c e d u r e  h a s  b e e n  c r i t i c i z e d  

f o r  t h e  f a c t  t h a t  t h e  u s u a l  t e s t  o r g a n i s m s  f r e q u e n t l y  v a r y  i n  

t h e i r  r e s i s t a n c e  t o  p h e n o l  a s  w e l l  a s  to  t h e  c o m p o u n d  u n d e r  

t e s t .

S t a n d a r d s  h a v e  b e e n  e s t a b l i s h e d  by  t h e  U n i t e d  S t a t e s  F o o d  

a n d  D r u g  A d m i n i s t r a t i o n  (31)  f o r  t h e  r e s i s t a n c e  of  t h e  t e s t  

o r g a n i s m  to b e  u s e d  i n  r u n n i n g  p h e n o l  c o e f f i c i e n t  t e s t s .  H o w ­

e v e r ,  d i f f i c u l t i e s  a r e  o f t e n  e n c o u n t e r e d  i n  t r y i n g  to  m a i n t a i n  a 

s m o o t h  c u l t u r e  of  t h e  r e q u i r e d  r e s i s t a n c e .  C o m p o s i t i o n  of  t h e  

c u l t u r e  m e d i a  h a s  a n  i m p o r t a n t  i n f l u e n c e  o n  t h i s .  N e w  l o t s  of  

p e p t o n e  a n d  b e e f  e x t r a c t  c a n  c a u s e  t h e  a p p e a r a n c e  of  r o u g h  

s t r a i n s  w i t h  s u b s t a n d a r d  r e s i s t a n c e  ( 2 1 ) .  T h e  h y d r o g e n  i o n



c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  a l s o  h a s  a n  i m p o r t a n t  i n ­

f l u e n c e  (26 ) .

S e m i s y n t h e t i c  m e d i a  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  b y  K l a r m a n n  

a n d  W r i g h t  (14)  a n d  b y  W o l f  (38)  t o  m a i n t a i n  a  s t a n d a r d  r e ­

s i s t a n c e  o f  M i c r o c o c c u s  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s . R e d d i s h ,  W o o d  

a n d  B u r l i n g a m e  (29)  i n  t h e i r  s t u d i e s  o n  t h e s e  tw o  p u r p o s e d  

m e d i a  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  r e s i s t a n c e  of  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  

to  p h e n o l  a n d  L i q u o r  A n t i s e p t i s  w a s  n o t  m a i n t a i n e d  a s  s a t i s ­

f a c t o r i l y  i n  t h e  s e m i s y n t h e t i c  m e d i a  a s  i n  F D A  b r o t h .

D a t a  w e r e  p r e s e n t e d  b y  M a l l m a n n ,  L e a v i t t  a n d  J o s l y n  

(19)  to  s h o w  t h a t  t h e  r e s i s t a n c e  of  M ,  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  to  

q u a t e r n a r y  a m m o n i u m  c o m p o u n d s  w a s  i n c r e a s e d  b y  g r o w i n g  t h e  

t e s t  c u l t u r e s  i n  D i f c o  D i s i n f e c t a n t  T e s t i n g  m e d i u m  a s  c o m p a r e d  

to t h a t  r e s u l t i n g  f r o m  c u l t i v a t i o n  i n  s t a n d a r d  F D A  b r o t h .

T h e  w r i t e r  h a s  h a d  d i f f i c u l t y  i n  k e e p i n g  a  s m o o t h  r e - !  

s i s t a n t  c u l t u r e  of  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  w h e n  g r o w i n g  i t  i n  

s t a n d a r d  F D A  b r o t h .  A  tw o  p e r c e n t  t r y p t i c a s e  b r o t h  w a s  u s e d  

b y  O s t r o l e n k  (20)  f o r  c a r r y i n g  h i s  t e s t  c u l t u r e s ,  a n d  i n  t h e  

p r e s e n t a t i o n  of  t h i s  p a p e r  a t  t h e  1949  m e e t i n g  o f  t h e  S o c i e t y  of  

A m e r i c a n  B a c t e r i o l o g i s t s ,  m e n t i o n  w a s  m a d e  of  the  f a c t  t h a t  a  

s m o o t h  c u l t u r e  c o u l d  b e  m a i n t a i n e d  i n  t h i s  m e d i u m .
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In  o r d e r  to s e e  i f  a  s m o o t h  r e s i s t a n t  c u l t u r e  of  M .  

p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  c o u l d  b e  m a i n t a i n e d ,  T r y p t i c a s e  Soy  (TS)  

b r o t h  ( B a l t i m o r e  B i o l o g i c a l  L a b o r a t o r i e s )  w a s  s e l e c t e d  a s  o n e  

of  t h e  c u l t u r e  m e d i a  to  b e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  D i s i n f e c t a n t  

T e s t  ( D T )  m e d i u m  a n d  s t a n d a r d  F D A  b r o t h  w e r e  s e l e c t e d  a l s o  

to  s h o w  t h e  c o m p a r a t i v e  e f f e c t  of  d i f f e r e n t  c u l t u r e  m e d i a  u p o n  

th e  r e s i s t a n c e  of M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  to r e p r e s e n t a t i v e  

t y p e  d i s i n f e c t a n t s .  T h e  f i r s t  two  m e d i a  c o u l d  be  o b t a i n e d  i n  a  

d e h y d r a t e d  f o r m ,  t h u s  e n s u r i n g  t h a t  a  u n i f o r m  l o t  o f  e a c h  c o u l d  

be u s e d  t h r o u g h o u t  t h e  c o u r s e  o f  t h e  e x p e r i m e n t s .  O n e  l o t  of  

p e p t o n e  w a s  u s e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  F D A  c u l t u r e  m e d i u m .

In  o r d e r  to  s h o w  t h e  i n f l u e n c e  of  t h e  s u b c u l t u r e  m e d i a  

u p o n  t h e  k i l l i n g  d i l u t i o n s ,  F D A  b r o t h ,  D T  m e d i u m  a n d  a  s p e ­

c i f i c  n e u t r a l i z i n g  m e d i u m  w e r e  i n c l u d e d  i n  t h e  s t u d y .

T h e  s t a n d a r d  F D A  p r o c e d u r e  a n d  a  m o d i f i c a t i o n  of 

K l a r m a n n  a n d  W r i g h t ' s  " s e m i - m i c r o  w h o l e  s a m p l e "  p r o c e d u r e  

(15)  w e r e  u s e d .  T h e  " w h o l e  s a m p l e " 1 m e t h o d  h a s  b e e n  c r i t i ­

c i z e d  b y  R a h n  a s  b e i n g  to o  s e n s i t i v e  a s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  p h e n o l  

c o e f f i c i e n t  t e c h n i c  (24 ) .  I t  w a s  d e s i r e d  i n  t h i s  s t u d y  to  c o m p a r e  

r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  t h e  tw o  m e t h o d s .



T h e  p u r p o s e  of  t h i s  s t u d y  i s  t o  s h o w  t h e  e f f e c t  of  d i f  

f e r e n t  c u l t u r e  m e d i a  u p o n  t h e  r e s i s t a n c e  of  M .  p y o g e n e s  v a r  

a u r e u s  to  r e p r e s e n t a t i v e  t y p e  d i s i n f e c t a n t s  a n d  t h e  e f f e c t  of 

t h e  s u b c u l t u r e  m e d i a  on .  t h e  c u l t i v a t i o n  o f  t h e  d i s i n f e c t a n t -  

t r e a t e d  c e l l s .



I I .  R E V I E W  O F  L I T E R A T U R E

S o o n  a f t e r  t h e  g e r m  t h e o r y  of  d i s e a s e  h a d  b e e n  e s t a b ­

l i s h e d ,  e f f o r t s  w e r e  m a d e  t o w a r d  e v a l u a t i n g  t h e  a c t i o n  o f  d i s ­

i n f e c t a n t s  o n  b a c t e r i a .  T h e s e  e a r l y  m e t h o d s  w e r e  c r u d e ,  a n d  

no  a t t e m p t  w a s  m a d e  a t  d e t e r m i n a t i o n s  o n  a  q u a n t i t a t i v e  b a s i s .  

K r o n i g  a n d  P a u l  (18)  w e r e  t h e  f i r s t  to  r e a l i z e  t h a t  t h e  r e l a t i v e  

v a l u e  of  d i s i n f e c t a n t s  d e p e n d s  v e r y  l a r g e l y  u p o n  th e  c o n d i t i o n s  

u n d e r  w h i c h  t h e y  a r e  t e s t e d .

In  1903 ,  R i d e a l  a n d  W a l k e r  (30)  p r o p o s e d  a  m e t h o d  of  

t e s t i n g  d i s i n f e c t a n t s  w h e r e b y  t h e  g e r m i c i d a l  a c t i o n  of  t h e  d i s ­

i n f e c t a n t  w a s  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  of  p h e n o l .

A  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  t e s t ,  k n o w n  a s  t h e  H y g i e n i c  L a b ­

o r a t o r y  m e t h o d ,  w a s  p r o p o s e d  b y  A n d e r s o n  a n d  M c C l i n t i c  i n

1911 (1).

W o r k e r s  i n  t h e  U n i t e d  S t a t e s  D e p a r t m e n t  of  A g r i c u l t u r e  

L a b o r a t o r i e s ,  a f t e r  w o r k i n g  f o r  t e n  y e a r s  w i t h  t h e  m e t h o d s  of  

t h e  R i d e a l - W a l k e r  a n d  t h e  H y g i e n i c  L a b o r a t o r y  t e s t s ,  p r o p o s e d  

a  t e s t  w h i c h  i n c o r p o r a t e d  t h e  b e s t  f e a t u r e s  of  b o t h  (27) .  T h i s  

p r o c e d u r e ,  k n o w n  a s  t h e  F D A  m e t h o d  (31)  i s  c o m m o n l y  u s e d  

t o d a y  i n  t e s t i n g  t h e  e f f i c i e n c y  o f  d i s i n f e c t a n t s  i n  t h e  l a b o r a t o r y .
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In.  t h i s  t e s t ,  a  p h e n o l  c o e f f i c i e n t  f o r  a  d i s i n f e c t a n t  i s  d e t e r m i n e d  

b y  c o m p a r i n g  i t s  k i l l i n g  p o w e r  w i t h  t h a t  o f  p h e n o l  a g a i n s t  a  

s p e c i f i c  o r g a n i s m .

W r i g h t  (39)  p u b l i s h e d  s o m e  w o r k  to  s h o w  t h a t  m o s t  o f  

t h e  d i s c o r d a n t  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t e s t i n g  d i s i n f e c t a n t s  w e r e  du e  

to  s l i g h t  v a r i a t i o n s  i n  t h e  t e s t  c u l t u r e  m e d i a ,  w h i l e  t h e  s a m e  

d i f f e r e n c e s  i n  s u b c u l t u r e  m e d i a  w e r e  n o t  i m p o r t a n t .  H e  t h o u g h t  

t h a t  t h i s  w a s  c o n n e c t e d  w i t h  t h e  a m o u n t  of  g r o w t h  o f  t h e  t e s t  

o r g a n i s m .  G a r r o d  (9) a l s o  c a l l e d  a t t e n t i o n  to  t h e  i m p o r t a n c e  

o f  t h e  n u m b e r  of  o r g a n i s m s  u s e d  i n  the  t e s t .

R e d d i s h  (26)  s u g g e s t e d  s t a n d a r d s  f o r  t h e  r e s i s t a n c e  o f  

M i c r o c o c c u s  p y o g e n e s  v a r ,  a u r e u s  to  p h e n o l .  H e  s t a t e d  t h a t  t h e  

n u t r i t i v e  p r o p e r t i e s  a n d  th e  h y d r o g e n  i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  

m e d i u m  a r e  i m p o r t a n t  f a c t o r s  i n  p r e s e r v i n g  t h e  r e s i s t a n c e  of  

t h e  o r g a n i s m s .

A g r e a t  d e a l  of  w o r k  h a s  b e e n  d o n e  o n  t h e  e f f e c t  of 

v a r i o u s  p e p t o n e s  o n  t h e  r e s i s t a n c e  of  o r g a n i s m s  u s e d  i n  ' ' p h e n o l  

c o e f f i c i e n t ' 1 t e s t s .  R e d d i s h  a n d  B u r l i n g a m e  (28)  s t a t e d  t h a t  t h e  

r e s i s t a n c e  of  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  w a s  m a i n t a i n e d  c o n s i s t e n t l y  

w h e n  b r o t h  m a d e  f r o m  A r m o u r ' s  p e p t o n e  w a s  u s e d ,  w h e r e a s ,  w h e n  

o t h e r  p e p t o n e s  w e r e  u s e d ,  r e s i s t a n c e  of  t h e  o r g a n i s m  w a s  r e d u c e d

i
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to a  s i g n i f i c a n t  d e g r e e .  B r e w e r  (4) t h o u g h t  t h a t  v a r i a t i o n s  i n  

" p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  r e s u l t s  w e r e  d u e  to  t h e  p r e s e n c e  of  

p h o s p h o l i p i d s  i n  s o m e  l o t s  o f  p e p t o n e .  Q u i s n o ,  F o t e r  a n d  

G i b b y  (21)  n o t e d  t h a t  n e w  l o t s  o f  p e p t o n e  o r  b e e f  e x t r a c t  s o m e ­

t i m e s  c a u s e d  t h e  a p p e a r a n c e  of  r o u g h  s t r a i n s  w i t h  s u b s t a n d a r d  

p h e n o l  r e s i s t a n c e .  I t  w a s  n o t e d  b y  S t u a r t  (34)  t h a t  w h e n  B B L  

t r y p t i c a s e  w a s  u s e d  i n  F D A  b r o t h  i n s t e a d  of  A r m o u r  p e p t o n e ,  

t h e  r e s i s t a n c e  o f  the  o r g a n i s m  v a r i e d .

K l a r m a n n  a n d  W r i g h t  (14)  a n d  W o l f  (38)  p r o p o s e d  s e m i ­

s y n t h e t i c  m e d i a  f o r  g r o w i n g  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  i n  o r d e r  

to  o b t a i n  a  s t a n d a r d - r e s i s t a n t  c u l t u r e .  R e d d i s h ,  W o o d  a n d  

B u r l i n g a m e  (29)  p u b l i s h e d  d a t a  t o  s h o w  t h a t  c u l t u r e s  g r o w n  

i n  F D A  b r o t h  a r e  m o r e  s a t i s f a c t o r y  t h a n  t h o s e  g r o w n  i n  e i t h e r  

of  t h e  two  s e m i s y n t h e t i c  m e d i a .

O t h e r  f a c t o r s  b e s i d e s  m e d i a  c o m p o s i t i o n  h a v e  b e e n  

s t u d i e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  m a i n t a i n  a  s m o o t h  c u l t u r e  o f  u n i f o r m  

r e s i s t a n c e  f o r  d i s i n f e c t a n t  t e s t i n g .  G r u b b  a n d  E d w a r d s  (11)  

f o u n d  t h a t  i f  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  w a s  i n c u b a t e d  a t  40 C i n ­

s t e a d  of  a t  3 7 C th e  s t a n d a r d  r e s i s t a n c e  r e t u r n e d  a f t e r  o n e  to  tw o  

t r a n s f e r s  a t  t h i s  t e m p e r a t u r e ,  a n d  t h a t  i t  w a s  m a i n t a i n e d  a s  l o n g

I



a s  d a i l y  t r a n s f e r s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  40 C .  S m y t h  (33),  i n  h i s  

e v a l u a t i o n  of  s o m e  of  t h e  f a c t o r s  i n f l u e n c i n g  t h e  p h e n o l  r e s i s t ­

a n c e  o f  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s , n o t e d  t h a t  a  t w o - h o u r  d i f f e r ­

e n c e  i n  t h e  a g e  o f  t h e  c u l t u r e  o r  a  o n e - d e g r e e  d i f f e r e n c e  i n  

t h e  i n c u b a t o r  t e m p e r a t u r e  c a u s e d  a n  i m p o r t a n t  d i f f e r e n c e  i n  the  

r e s i s t a n c e  o f  t h e  c u l t u r e .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  to  n o t e  the  e f f e c t  of 

t h e  a g e  of t h e  c u l t u r e  u p o n  th e  r e s i s t a n c e .  A  f o u r - h o u r  d i f f e r ­

e n c e  i n  t h e  a g e  of  t h e  t e s t  c u l t u r e  i s  a l l o w e d  b y  t h e  F D A  p r o ­

c e d u r e . '

S o m e  a t t e n t i o n  h a s  b e e n  p a i d  to t h e  v a r i a t i o n  i n  t h e  

a m o u n t  of  m a t e r i a l  r e m o v e d  b y  t h e  4 - m m  loop  o w i n g  to t h e  

d i f f e r e n t  s u r f a c e  t e n s i o n  v a l u e s  of  v a r i o u s  t y p e s  of  d i s i n f e c t a n t s  

(5) .  H o w e v e r ,  R a h n  (24)  b e l i e v e d  t h a t  t h e  f l u c t u a t i o n  i n  t h e

n u m b e r  of  c e l l s  w a s  s o  s m a l l  t h a t  i t  c o u l d  n o t  i n f l u e n c e  t h e
i

r e s u l t s ,  a s  l o n g  a s  s t a n d a r d  m e t h o d s  w e r e  f o l l o w e d .

W i t h  so  m a n y  f a c t o r s  i n f l u e n c i n g  t h e  r e s i s t a n c e  of  a  t e s t  

o r g a n i s m ,  i t  i s  r e m a r k a b l e  t h a t  c o n s i s t e n t  r e s u l t s  a r e  e v e r  o b ­

t a i n e d .  T h e  a u t h o r  h a s  c o n s i s t e n t l y  h a d  t r o u b l e  i n  m a i n t a i n i n g  

a  s m o o t h  r e s i s t a n t  c u l t u r e  w h e n  t h e  o r g a n i s m s  w e r e  c u l t u r e d  

i n  F D A  b r o t h .  T h e  D i f c o  L a b o r a t o r i e s  d e v e l o p e d  a  m e d i u m  

( D i s i n f e c t a n t  T e s t i n g  m e d i u m )  w h i c h  t h e y  c l a i m  g i v e s  a  c u l t u r e
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w i t h  c o n s t a n t  r e s i s t a n c e .  T h e  B a l t i m o r e  B i o l o g i c a l  L a b o r a t o r y  

p r e p a r e d  a  m e d i u m  ( T r y p t i c a s e  S o y  b r o t h )  w h i c h  t h e y  c l a i m  

w i l l  m a i n t a i n  a  s m o o t h  c u l t u r e  f o r  a  c o n s i d e r a b l e  p e r i o d  of  

t i m e .

T h e  a u t h o r  d e c i d e d  to  c o m p a r e  t h e  a b o v e - m e n t i o n e d  

t h r e e  m e d i a  t o  d e t e r m i n e  t h e i r  r e l a t i v e  v a l u e s  i n  m a i n t a i n i n g  

a  c u l t u r e  of  c o n s t a n t  r e s i s t a n c e .

It  i s  k n o w n  t h a t  s o m e  d i s i n f e c t a n t s  h a v e  s u c h  g r e a t  

b a c t e r i o s t a t i c  a c t i v i t y  t h a t  s l i g h t  t r a c e s  of d i s i n f e c t a n t  c a r r i e d  

o v e r  m a y  p r e v e n t  g r o w t h  of  t h e  t e s t  o r g a n i s m s  w i t h o u t  k i l l i n g  

t h e m .  R a h n  (24)  s t a t e d  t h a t  t h i s  d a n g e r  s e e m e d  r a t h e r  r e ­

m o t e  w h e n  t h e  F D A  ' ' p h e n o l  c o e f f i c i e n t ' 1 t e c h n i c  w a s  f o l l o w e d .

In  t h i s  p r o c e d u r e ,  o n e  4 m l  l o o p f u l  (0 .01  m l )  i s  t r a n s f e r r e d  

f r o m  t h e  m e d i c a t i o n  t u b e  to  10 m l  o f  b r o t h ,  r e s u l t i n g  i n  a  1 -  

1000  d i l u t i o n  of  t h e  d i s i n f e c t a n t .  N o  d i s i n f e c t a n t  i s  k n o w n  w h i c h  

p r o d u c e s  b a c t e r i o s t a s i s  i n  l / lO O O  of  t h e  l o w e s t  b a c t e r i c i d a l  c o n ­

c e n t r a t i o n .

R a h n  (25) s t a t e d  t h a t  s t e r i l i z a t i o n  of  b a c t e r i a  i s  b r o u g h t  

a b o u t  b y  a  c h e m i c a l  r e a c t i o n  b e t w e e n  th e  d i s i n f e c t a n t  an d  s o m e  

v i t a l  p a r t  o f  t h e  c e l l .  T h i s  r e a c t i o n  m a y  t a k e  p l a c e  i n  s e v e r ­

a l  s t e p s ,  t h e  f i r s t  o f  w h i c h  m a y  b e  r e v e r s i b l e .  A f t e r  a  d e f i n i t e

«
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p e r i o d  of  c o n t a c t  w i t h  t h e  d i s i n f e c t a n t ,  a l l  c e l l s  c o n t a i n  a  

c e r t a i n  a m o u n t  of  t h e  d i s i n f e c t a n t ,  b u t  a  f a t a l  r e a c t i o n  m a y  

n o t  h a v e  b e e n  p r o d u c e d .  T r a n s f e r  i n t o  f r e s h  b r o t h  m a y  n o t  

c a u s e  t h e  d i s i n f e c t a n t  t o  d i f f u s e  q u i c k l y  o u t  o f  t h e  c e l l ,  a n d  

t h e  c e l l  m a y  d i e  i n  t h e  n e w  m e d i u m  a l t h o u g h  i t  w a s  n o t  d e a d  

a t  t h e  t i m e  of  t r a n s f e r . -  In  s u c h  a  c a s e ,  t h e  u s e  of  a n  a n t i ­

d o t e  o r  n e u t r a l i z i n g  m e d i u m  w o u l d  s a v e  t h e  l i f e  of  t h e  o r g a n ­

i s m  w h i c h  w o u l d  b e  c o n s i d e r e d  d e a d  b y  t h e  s t a n d a r d  t e c h n i c .  

F o r  t h i s  r e a s o n  a  n e u t r a l i z i n g  m e d i u m ,  a s  w e l l  a s  S p e c i a l  F D A  

b r o t h  a n d  D T  m e d i u m ,  w a s  u s e d  f o r  s u b c u l t u r i n g  t h e  t e s t  o r ­

g a n i s m .

J a m e s  (13)  l i s t e d  t h e  s p e c i f i c a t i o n s  f o r  a n  i d e a l  n e u -  

t r a l i z e r :  (1) i t  d e s t r o y s  a l l  t h e  g e r m i c i d a l  e f f e c t s  to  b e

e x e r t e d  b y  d i s i n f e c t a n t  r e m a i n i n g  i n  s o l u t i o n ,  (2) i t  r e m o v e s  

f r o m  u n k i l l e d  b a c t e r i a l  c e l l s  a l l  t h e  d i s i n f e c t a n t  a n d  r e s t r a i n ­

i n g  i n f l u e n c e s ,  (3) i t  i n t r o d u c e s  no  g e r m i c i d a l  o r  b a c t e r i o s t a t i c  

e f f e c t  a n d  (4) i t  r e s u s p e n d s  u n k i l l e d  b a c t e r i a  in  f l u i d  s u b ­

s t r a t e  .

G e g e n b a u e r  (10)  f o u n d  t h a t  s t a p h y l o c o c c i  t h a t  h a d  b e e n  

t r e a t e d  w i t h  m e r c u r i c  c h l o r i d e  c o u l d  b e  r e v i v e d  b y  r e p e a t e d  

w a s h i n g ,  p r o v i d e d  t h a t  t h e  c o n t a c t  w i t h  t h e  d i s i n f e c t a n t  h a d

f
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b e e n  l e s s  t h a n  o n e  h o u r .  A f t e r  t h a t  t i m e ,  w a s h i n g  c o u l d  n o t  

s a v e  t h e  c e l l s ,  a s  t h e  m e r c u r y  i o n s  h a d  r e a c t e d  w i t h  s o m e  of 

t h e  c e l l  c o n s t i t u e n t s .  H o w e v e r ,  h y d r o g e n  s u l f i d e  r e v e r s e d  t h i s  

c h e m i c a l  r e a c t i o n  b y  f o r m i n g  i n s o l u b l e  m e r c u r i c  s u l f i d e  w i t h i n  

t h e  c e l l .  T h e  r e v e r s i o n ,  w h i c h  r e s t o r e d  t h e  p o w e r  of  r e p r o ­

d u c t i o n ,  w a s  s t i l l  p o s s i b l e  a f t e r  s i x t e e n ,  b u t  n o t  t h i r t y - t h r e e ,  

h o u r s ,  i f  t h e  d i s i n f e c t a n t  c o n t a i n e d  o n e  p e r c e n t  m e r c u r i c  c h l o ­

r i d e .  F i l d e s  (7) a l s o  u s e d  h y d r o g e n  s u l f i d e  f o r  t h e  c h e m i c a l  

i n a c t i v a t i o n  of  t h e  m e r c u r y  i o n .  T h e r e  a r e  m a n y  s u l f u r -  

c o n t a i n i n g  c o m p o u n d s  w h i c h  c a n  n e u t r a l i z e  t h e  b a c t e r i o s t a t i c  

a c t i v i t y  of  m e r c u r i a l s .  S o d i u m  t h i o g l y c o l l a t e  w a s  u s e d  b y  

S a l l e ,  C a t l i n  a n d  W e s t l e y  (32)  a n d  b y  H e i n e m a n n  (12) .  T h i o ­

g l y c o l l a t e  b r o t h  w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  n e u t r a l i z i n g  m e d i u m  f o r  

M e t a p h e n  i n  t h i s  s t u d y  b e c a u s e  o f  i t s  a v a i l a b i l i t y  i n  a  p o w d e r e d  

f o r m .

W i t h  p h e n o l  i t  h a d  n o t  b e e n  t h o u g h t  n e c e s s a r y  to  u s e  a  

n e u t r a l i z i n g  a g e n t  i n  t h e  s u b c u l t u r e  m e d i u m .  F l e t t  e t  a l .  (8) 

c o n d u c t e d  s t u d i e s  i n  w h i c h  t h e y  u s e d  f e r r i c  c h l o r i d e  a s  a  

c h e m i c a l  i n a c t i v a t o r  f o r  p h e n o l .  T h e y  f o u n d  t h a t  t h e  k i l l i n g  

d i l u t i o n  of  p h e n o l  w a s  l o w e r e d  w h e n  f e r r i c  c h l o r i d e  w a s  a d d e d  

to  t h e  s u b c u l t u r e  m e d i u m ,  T i l l e y  (36)  w a s  u n a b l e  to  d u p l i c a t e
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t h e s e  r e s u l t s .  H e  f o u n d  n o  d i f f e r e n c e  w i t h  f e r r i c  c h l o r i d e  

a d d e d  to t h e  F D A  b r o t h  a s  c o m p a r e d  w i t h  F D A  b r o t h  a l o n e .

I n  t h i s  s t u d y ,  i t  w a s  d e c i d e d  to  c h e c k  t h e  u s e  of  f e r r i c  c h l o ­

r i d e  a s  a n  i n a c t i v a t o r  f o r  t h e  p h e n o l i c  c o m p o u n d s ,  D o w i c i d e  A. 

a n d  D o w i c i d e  C.

M a n y  s u b s t a n c e s  h a v e  b e e n  s u g g e s t e d  f o r  t h e  i n a c t i v a ­

t i o n  of  q u a t e r n a r y  a m m o n i u m  c o m p o u n d s .  D o m a g k  (6) w a s  t h e  

f i r s t  t o  c a l l  a t t e n t i o n  to  t h e  f a c t  t h a t  a n i o n i c  d e t e r g e n t s  w i l l  

i n a c t i v a t e  t h e  s u r f a c e - a c t i v e  c a t i o n i c  c o m p o u n d s .  B a k e r ,

H a r r i s o n  a n d  M i l l e r  (3) s h o w e d  t h a t  c e r t a i n  s y n t h e t i c  a n i o n i c  

d e t e r g e n t s  a l s o  i n a c t i v a t e d  t h e  g e r m i c i d a l  p r o p e r t i e s  of  c a t i o n i c  

c o m p o u n d s .  K l e i n  a n d  K a r d o n  (16)  s h o w e d  t h a t  1' r e v e r s a l 1' of  

q u a t e r n a r y  a m m o n i u m  a c t i v i t y  c o u l d  n o t  be  p r o d u c e d  o n c e  t h e  

o r g a n i s m s  h a d  b e e n  e x p o s e d  to  g e r m i c i d a l  c o n c e n t r a t i o n s  of  

t h e  c o m p o u n d s .  T h e y  f o u n d  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  a n  a n i o n i c  

d e t e r g e n t  to  t h e  t r e a t e d  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n s  i n t e r r u p t e d  th e  

a c t i o n  of  t h e  c a t i o n i c  d i s i n f e c t a n t s ,  t h e r e b y  p e r m i t t i n g  s u r v i v i n g  

o r g a n i s m  to  grow. .

W e b e r  a n d  B l a c k  (37 )  t e s t e d  l e c i t h i n ,  n a p h u r i d e  s o d i u m ,  

D u p o n a l  W .  A . ,  T e r g i t o l  W .  A .  7, T r i t o n  x 2 0 0 ,  T r i t o n  x 3 0 0 ,  

s o d i u m  o l e a t e ,  s o d i u m  t h i o s u l f a t e ,  a m o n g  o t h e r  c o m p o u n d s .  T h e y

1
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f o u n d  t h a t  l e c i t h i n  a n d  n a p h u r i d e  s o d i u m  w e r e  t h e  o n l y  o n e s  of  

t h e  i n h i b i t o r s  t e s t e d  t h a t  s h o w e d  no  b a c t e r i o s t a t i c  e f f e c t  a g a i n s t  

a  m i x e d  c u l t u r e .

F a v o r a b l e  r e s u l t s  o n  t h e  u s e  of l e c i t h i n  a l o n e  o r  i n  

c o m b i n a t i o n  w i t h  o t h e r  s u b s t a n c e s  f o r  t h e  i n a c t i v a t i o n  of  c a t i o n i c  

d i s i n f e c t a n t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  a l s o  b y  Q u i s n o ,  G i b b y  a n d  F o t e r

(23) ,  A r m b r u s t e r  a n d  R i d e n o u r  (2) a n d  o t h e r s .  Q u i s n o ,  G i b b y  

a n d  F o t e r  (23)  f o r m u l a t e d  L e t h e e n  b r o t h  i n  w h i c h  l e c i t h i n  a c t s  

a s  t h e  c h i e f  n e u t r a l i z e r  w h i l e  T w e e n  80 a c t s  a s  a  s o l u b i l i z i n g  

a n d  d i s p e r s i n g  a g e n t  f o r  t h e  l e c i t h i n .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  of 

l e c i t h i n  a n d  T w e e n  80 u s e d  d i d  n o t  i n h i b i t  t h e  g r o w t h  of  a n y  

o r g a n i s m  t h a t  w o u l d  g r o w  i n  F D A  b r o t h .  T h e r e f o r e  ’ ’L e t h e e n "  

b r o t h  w a s  p i c k e d  a s  t h e  i n a c t i v a t i n g  m e d i u m  to b e  u s e d  f o r  

t e s t i n g  q u a t e r n a r y  a m m o n i u m  c o m p o u n d s  i n  t h i s  s t u d y .

T h e r e  h a s  b e e n  a  g r e a t  d e a l  of  d i s c u s s i o n  a b o u t  t h e  

s a m p l i n g  t e c h n i c  of  t h e  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  p r o c e d u r e .  S o m e  

w o r k e r s  (15)  h a v e  f e l t  t h a t  i n  t h i s  m e t h o d  of  " r a n d o m  s a m p l i n g "  

a  r e p r e s e n t a t i v e  s a m p l e  of  t h e  d i s i n f e c t a n t - c u l t u r e  m i x t u r e  i s  

n o t  r e m o v e d  f o r  s u b c u l t u r i n g .  M e t h o d s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  in  

w h i c h  th e  w h o l e  m i x t u r e  i s  c u l t u r e d  (15 ,  22) .  S o m e  w o r k e r s

(24)  f e e l  t h a t  t h i s  " w h o l e  s a m p l e "  m e t h o d  i s  too  s e n s i t i v e  a

c
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t e s t  a s  c o m p a r e d  to  t h e  s t a n d a r d  F D A  p r o c e d u r e .  T o  d e t e r m i n e  

t h e  r e l a t i v e  v a l u e  of  t h i s  t e c h n i c  a s  c o m p a r e d  to  t h e  ' ' p h e n o l  

c o e f f i c i e n t "  p r o c e d u r e ,  a  s l i g h t  m o d i f i c a t i o n  in  t h e  " s e m i - m i c r o "  

t e c h n i c  o f  K l a r m a n n  a n d  W r i g h t  w a s  u s e d  a l o n g  w i t h  t h e  F D A  

p r o c e d u r e .

«



I II .  M A T E R I A L S  A N D  E Q U I P M E N T

A .  C u l t u r e  M e d i a

T h e  f o l l o w i n g  m e d i a  w e r e  u s e d  f o r  d a i l y  t r a n s f e r s  of  

M . p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s . S u b s e q u e n t  t e s t s  w e r e  r u n  u p o n  t h e  

o r g a n i s m s  g r o w n  i n  t h e s e  t h r e e  m e d i a .

1. F D A  b r o t h

A r m o u r  p e p t o n u m  s i c c u m ,  L o t  N o .  1 0 0 9 7 6  10 .0  g m

B a c t o  b e e f  e x t r a c t  3 .0  g m

S o d i u m  c h l o r i d e  5 .0  g m

D i s t i l l e d  w a t e r  1000  m l
(pH w a s  a d j u s t e d  to  6 .8  to  7.Q)

2. D i f c o  D i s i n f e c t a n t  T e s t  m e d i u m  ( D T  m e ­
d i u m ) ,  L o t  N o .  3 8 0 9 7 4

P r o t e o s e  p e p t o n e  10 .0  g m

B a c t o  b e e f  e x t r a c t  3 .0  g m

S o d i u m  c h l o r i d e  2 .0  g m

L a c t o s e  5 .0  g m

A s c o r b i c  a c i d  0 .0 2 5  g m

D i s t i l l e d  w a t e r  1000  m l
( f i n a l  p H  w a s  7 .0 ±)
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3. T r y p t i c a s e  S o y  b r o t h  (TS  b r o t h ) ,  L o t  N o .
2751  ( B a l t i m o r e  B i o l o g i c a l  L a b o r a t o r i e s )

T r y p t i c a s e  17 .0  g m

P h y t o n e  3 .0  g m

S o d i u m  c h l o r i d e  5 .0  g m

D i p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  2 .5  g m

D e x t r o s e  2 .5  g m

D i s t i l l e d  w a t e r  1000 m l
( f i n a l  p H  w a s  7 . 2 - 7 . 4 )

T h e  f o l l o w i n g  m e d i a  w e r e  u s e d  a s  s u b c u l t u r e  m e d i a  f o r

' p h e n o l  c o e f f i c i e n t ' ' a n d  " s e m i - m i c r o "  t e s t s .

1. S p e c i a l  F D A  b r o t h

D i f c o  p e p t o n e  10 .0  g m

B a c t o  b e e f  e x t r a c t  3 .0  g m

S o d i u m  c h l o r i d e  . 5 .0  g m

D i s t i l l e d  w a t e r  1000  m l
(pH  a d j u s t e d  to  6 .8  to  7 .0 )

2. D i f c o  D i s i n f e c t a n t  T e s t  m e d i u m  

F o r m u l a  t h e  s a m e  a s  g i v e n  i n  A

3. L e t h e e n  b r o t h  

P a r t  A
T w e e n  80  ( A t l a s  P o w d e r  C o . )  5 .0  g m

I
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A z o l e c t i n  ( A m e r i c a n  L e c i t h i n  C o . )  0 . 7  g m

H o t  d i s t i l l e d  w a t e r  400  m l

P a r t  B
B e e f  e x t r a c t  5..0 g m

S o d i u m  c h l o r i d e  5 .0  g m

A r m o u r  p e p t o n u m  s i c c u m ,  L o t  N o .
1 0 0 9 7 6  1 0 .0  g m

D i s t i l l e d  w a t e r  600  m l

M i x  p a r t s  A  a n d  B a n d  b o i l  f o r  t e n  
m i n u t e  s .
(pH a d j u s t e d  t o  6 .8  t o  7 .0 )

4.  D i f c o  B r e w e r ' s  t h i o g l y c o l i a t e  m e d i u m

B e e f ,  i n f u s i o n  f r o m  500 g m

S o d i u m  c h l o r i d e  5 .0  g m

D i p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  2 .0  g m

P r o t e o s e  p e p t o n e  1.0 g m

D e x t r o s e  5 .0  g m

S o d i u m  t h i o g l y c o l i a t e  0 .5  g m

B a c t o - a g a r  0 .5  g m

B a c t o - m e t h y l e n e  b l u e  0 .0 0 2  g m

D i s t i l l e d  w a t e r  1000  m l

5. S p e c i a l  F D A  b r o t h  p l u s  0 . 0 3 %  f e r r i c  c h l o r i d e
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T h e  f o l l o w i n g  m e d i a  w e r e  u s e d  i n  S e c t i o n  E  u n d e r  R e ­

s u l t s ,  f o r  t h e  s t u d i e s  o n  g r o w t h  c u r v e s  a n d  r e s i s t a n c e  o f  M .  

p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  to p h e n o l .

1. D i f c o  D i s i n f e c t a n t  T e s t  m e d i u m ,  L o t  No.- 3 65853

Z. D i fco  D i s i n f e c t a n t  T e s t  m e d i u m ,  L o t  N o .  3 8 0 9 7 4

3.  D i s i n f e c t a n t  T e s t  m e d i u m ,  m a d e  i n  t h e  l a b o r a t o r y  

u s i n g  D i f c o  P e p t o n e ,  L o t  N o .  4 0 6 9 3 5

4.  F D A  b r o t h  m a d e  w i t h  D i f c o  p e p t o n e ,  L o t  N o .  4 0 6 9 3 5

5. F D A  b r o t h  m a d e  w i t h  D i f c o  p e p t o n e ,  L o t  N o .  40593  4

6. F D A  b r o t h  m a d e  w i t h  A r m o u r  p e p t o n u m  s i c c u m ,  L o t

N o .  1 0 0 9 7 6

7. T r y p t i c a s e  S o y  b r o t h ,  L o t  N o .  3 6 3 9  ( B a l t i m o r e

B i o l o g i c a l  L a b o r a t o r i e s )

T h e  f o l l o w i n g  S o r e n s e n ' s  b u f f e r ,  p H  7 .0 ,  w a s  u s e d  f o r  

t h e  w a s h e d  c u l t u r e s

6 .0  m l  N a  H P O  ( 1 1 . 8 7 6  g m  N a  H P O  • H  O i n  o n e  1 of
Z 4 Z 4 Z

s o l u t i o n )

4 .0  m l  K H  P O  ( 9 . 0 7 8  g m  K H  P O  i n  o n e  1 o f  s o l u t i o n )
Z 4 Z 4

T r y p t o n e  g l u c o s e  e x t r a c t  a g a r  w a s  u s e d  f o r  a l l  p l a t i n g  

p u r p o s e  s .

I



B .  D i s i n f e c t a n t s

T h e  d i s i n f e c t a n t s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  w e r e :

1. D o w i c i d e  A  F l a k e ,  w h i c h  i s  c o m p o s e d  of  97 p e r c e n t  

s o d i u m - o - p h e n y l p h e n a t e  a s  t h e  a c t i v e  i n g r e d i e n t .  I t  i s  m a n u ­

f a c t u r e d  b y  t h e  D o w  C h e m i c a l  C o m p a n y . .

2. D o w i c i d e  C, w h i c h  w a s  m a d e  f r o m  D o w i c i d e  31 b y  

a d d i n g  s o d i u m  h y d r o x i d e . .  In  o r d e r  to  m a k e  th e  c o m p o u n d  w a t e r  

s o l u b l e ,  D o w i c i d e  31 w a s  c o n v e r t e d  i n t o  t h e  s o d i u m  s a l t  a s  

d i r e c t e d  b y  t h e  D ow  C h e m i c a l  C o m p a n y ,  m a n u f a c t u r e r s  o f  t h i s  

p r o d u c t .  I t  c o n t a i n s  85 p e r c e n t  c h l o r o - o - p h e n y l p h e n o l  a s  t h e  

a c t i v e  i n g r e d i e n t .

3. M e t a p h e n ,  a n  a n h y d r i d e  of 4  n i t r o - 3 ,  5 - b i a c e t o x y -
ft

m e r c u r i - 2  c r e s o l ,  w h i c h  i s  m a n u f a c t u r e d  b y  A b b o t  P h a r m a c e u ­

t i c a l  C o m p a n y .

4. B T C ,  w h i c h  i s  c o m p o s e d  of  10 p e r c e n t  a l k y l - d i m e t h y l -  

b e n z y l  a m m o n i u m  c h l o r i d e  a s  t h e  a c t i v e  i n g r e d i e n t  w i t h  t h e  

a l k y l  r a d i c a l  r a n g i n g  f r o m  C 8  to  C 1 8 .  I t  i s  m a n u f a c t u r e d  b y  

O n y x  O i l  a n d  C h e m i c a l  C o m p a n y .

5. P h e n o l  ( B a k e r  a n d  A d a m s o n  Q u a l i t y ) ,  w h i c h  w a s  o b ­

t a i n e d  f r o m  t h e  A l l i e d  C h e m i c a l  a n d  D y e  C o r p o r a t i o n .  A  5 -  

p e r c e n t  s o l u t i o n  w a s  m a d e  a n d  s t o r e d  i n  a  d a r k  b o t t l e  a t  4  C.
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C .  B a c t e r i a l  C u l t u r e

T h e  t e s t  o r g a n i s m  w a s  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  N o .  209 ,  

a p p r o v e d  b y  t h e  F o o d  a n d  D r u g  A d m i n i s t r a t i o n .

I



IV.  E X P E R I M E N T A L  P R O C E D U R E S  

A .  M a i n t e n a n c e  of  C u l t u r e

T h e  s t o c k  b a c t e r i a l  c u l t u r e  w a s  k e p t  o n  p l a i n  n u t r i e n t  

a g a r  s l a n t s .  S t o c k  s u b c u l t u r e s  w e r e  m a d e  e v e r y  f o u r  w e e k s .

T h e  c u l t u r e s  u s e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  w e r e  e m p l o y e d  

o n l y  a f t e r  a  m i n i m u m  of  f o u r  d a i l y  s u b t r a n s f e r s  i n  t h e  p r o p e r  

b r o t h  a f t e r  t r a n s f e r  f r o m  t h e  s t o c k  a g a r  s l a n t .  A f t e r  f o u r  w e e k s  

o f  u s e ,  t h e  t e s t  o r g a n i s m  w a s  o n c e  a g a i n  t a k e n  f r o m  t h e  m o n t h -  

o l d  a g a r  s t o c k  c u l t u r e .  C u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 C .  T h e  

t e s t  o r g a n i s m  w a s  a  2 2 - 2 6  h o u r  c u l t u r e  o f  M . . p y o g e n e s  v a r .  

a u r e u s . T h e  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  u s i n g  p o o l e d  c u l t u r e s  

of ,  a t  l e a s t ,  t h r e e  t u b e s  of  t h e  a p p r o p r i a t e  b r o t h  c u l t u r e s .  J u s t  

b e f o r e  t h e  t e s t  w a s  s t a r t e d  t h e  p H  of  t h e  c u l t u r e s  g r o w n  i n  D T  

m e d i u m  a n d  TS  b r o t h  w e r e  a d j u s t e d  to  6 . 8 - 7 , 2 ,  u s i n g  a  B e c k m a n  

p o t e n t i o m e t e r .

B .  " P h e n o l  C o e f f i c i e n t "  T e s t s

1, U s i n g  b r o t h  c u l t u r e s . T h e  t e c h n i c  u s e d  i s  d e s c r i b e d  

b y  R u e h l e  a n d  B r e w e r  (31 ) .  T h i s  t e c h n i c  i s  k n o w n  a s  t h e  F D A
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m e t h o d .  In  o r d e r  to  h a v e  c o m p a r a b l e  r e s u l t s ,  d i l u t i o n s  of  

t h e  d i s i n f e c t a n t  to  b e  t e s t e d  w e r e  m a d e  u p  i n  s t e r i l e  2 5 0 - m l  

E r l e n m e y e r  f l a s k s  a n d  5 - m l  a m o u n t s  of  e a c h  d i l u t i o n  w e r e  t h e n  

p i p e t t e d  i n to  e a c h  of  t h r e e  s t e r i l e  s e e d i n g  p o t s .  In  t h i s  m a n n e r ,  

s e e d i n g  p o t s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  t h r e e  1' p h e n o l  c o e f f i c i e n t ' ' t e s t s  

a t  o n e  t i m e .  O n e  t e s t  w a s  r u n  u s i n g  S p e c i a l  F D A  b r o t h  a s  t h e  

s u b c u l t u r e  m e d i u m ;  i n  t h e  s e c o n d  t e s t ,  D T  m e d i u m  w a s  u s e d  f o r  

s u b c u l t u r i n g  a n d  i n  t h e  t h i r d  t e s t  a  n e u t r a l i z i n g  m e d i u m  w a s  e m ­

p l o y e d .  T h e  s a m e  p o o l e d  c u l t u r e  w a s  u s e d  i n  a l l  t h r e e  t e s t s .  

S e e d i n g  p o t s  w e r e  h e l d  i n  a  w a t e r  b a t h  a t  20 C f o r  t h e  tes t . .

A f t e r  t h e  t e s t s  w e r e  c o m p l e t e d ,  s u i t a b l e  d i l u t i o n s  of  t h e  t e s t  

o r g a n i s m  w e r e  p l a t e d .  T h e s e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7  C 

f o r  48 h o u r s  a n d  t h e n  t h e  c o l o n i e s  w e r e  c o u n t e d .  R e a d i n g s  w e r e  

m a d e  o n  th e  ' ' p h e n o l  c o e f f i c i e n t 1' t e s t s  a f t e r  24 ,  48 ,  72 h o u r s '  

a n d  6 d a y s '  i n c u b a t i o n  a t  3 7 C .  T h e  s i x - d a y  r e a d i n g  w a s  t a k e n  

a s  t h e  f i n a l  r e s u l t .  T h e  k i l l i n g  d i l u t i o n  w a s  r e p o r t e d  a s  t h a t  

d i l u t i o n  w h i c h  c a u s e d  " k i l l "  i n  t e n  b u t  n o t  i n  f i v e  m i n u t e s .  .

2. U s i n g  w a s h e d  c u l t u r e s . B r o t h  c u l t u r e s  of  M .  p y o g e n e s  

v a r .  a u r e u s ,  2 2 - 2 6  h o u r s  o ld ,  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1800 R P M  

f o r  30 m i n u t e s  t o  o n e  h o u r  d e p e n d i n g  u p o n  t h e  m e d i u m  i n  w h i c h  

t h e  o r g a n i s m s  w e r e  g r o w i n g .  T h i r t y  m i n u t e s  w e r e  s u f f i c i e n t  to
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t h r o w  d o w n  t h e  o r g a n i s m s  g r o w i n g  i n  D T  m e d i u m  a n d  TS  b r o t h ,  

w h i l e  i t  t o o k  o n e  h o u r  to  t h r o w  d o w n  t h e  o r g a n i s m s  g r o w n  i n  

F D A  b r o t h .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  t h e n  d i s c a r d e d ,  a n d  t h e  o r g a n ­

i s m s  s u s p e n d e d  i n  10 m l  o f  b u f f e r ,  pH  7 . 0 .  T h e s e  c u l t u r e s  

a g a i n  w e r e  c e n t r i f u g e d ,  t h e  s u p e r n a t a n t  d i s c a r d e d ,  a n d  t h e  o r g a n ­

i s m s  s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  f o r  t h e  t e s t .  P o o l e d  s a m p l e s  of ,  a t  

l e a s t ,  t h r e e  t u b e s  w e r e  u s e d  a s  t h e  t e s t  o r g a n i s m .  T h e  " p h e n o l  

c o e f f i c i e n t "  t e s t s  w e r e  c o n d u c t e d  a n d  r e s u l t s  r e a d  i n  t h e  s a m e  

m a n n e r  a s  w i t h  t h e  b r o t h  c u l t u r e s .

C .  " S e m i - m i c r o "  T e s t s

A  s l i g h t  v a r i a t i o n  i n  t h e  t e c h n i c  o f  t h e  " s e m i - m i c r o "  

m o d i f i c a t i o n  b y  K l a r m a n n  a n d  W r i g h t  (15)  w a s  u s e d .

O n e  m l  of  e a c h  d i s i n f e c t a n t  d i l u t i o n  w a s  p l a c e d  i n  e a c h  

of  t h r e e  l a r g e  t e s t  t u b e s .  T h r e e  d i l u t i o n s  of  p h e n o l  a n d  s e v e n  

o f  t h e  d i s i n f e c t a n t  to  b e  t e s t e d  w e r e  u s e d .  A t  1 5 - s e c o n d  i n t e r ­

v a l s  0 .1  m l  of  a  c u l t u r e  of  M..  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  w a s  a d d e d  

to  e a c h  t u b e  a n d  t h e  t u b e  w a s  s w i r l e d .  A t  t h e  e n d  of  5, 10 a n d  

15 m i n u t e s '  e x p o s u r e  t o  t h e  d i s i n f e c t a n t ,  20 m l  o f  S p e c i a l  F D A  

b r o t h ,  D T  m e d i u m  o r  t h e  a p p r o p r i a t e  n e u t r a l i z i n g  m e d i u m  w a s
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a d d e d .  T u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  37 C a n d  r e a d i n g s  m a d e  a t  

24 ,  4 8 ,  72 h o u r s  a n d  6 d a y s .

T h e  t e s t s  w e r e  c o n d u c t e d  a t  20 C.  C u l t u r e s  w e r e  p r e ­

p a r e d  i n  t h e  s a m e  w a y  a s  t h o s e  f o r  t h e  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  

t e  s t s .

D.  G r o w t h  C u r v e  S t u d i e s

A s u s p e n s i o n  of  M i  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  w a s  m a d e  b y  

t a k i n g  a  s m a l l  a m o u n t  of  g r o w t h  f r o m  t h e  s t o c k  n u t r i e n t  a g a r  

s l a n t  a n d  p u t t i n g  i t  i n  s a l i n e .  T h e  t u b e  w a s  s h a k e n  w e l l  to 

b r e a k  u p  a l l  t h e  c l u m p s .  O n e  s t a n d a r d  4 - m m  l o o p f u l  of  t h i s  

s u s p e n s i o n  w a s  p l a c e d  i n  e a c h  of  t h e  s e v e n  m e d i a ,  t h e  n a m e s  

o f  w h i c h  a r e  g i v e n  i n  (C)  u n d e r  M a t e r i a l s  a n d  E q u i p m e n t .  A p ­

p r o p r i a t e  d i l u t i o n s  w e r e  m a d e  a n d  p l a t e d  of  e a c h  n e w  c u l t u r e .  

T h e s e  w e r e  c o n s i d e r e d  to  be  z e r o  h o u r  c o u n t s .  A t  t h e  e n d  of  

s i x  h o u r s '  a n d  24  h o u r s '  i n c u b a t i o n  a t  37 C,  d i l u t i o n s  w e r e  

a g a i n  p l a t e d .  A f t e r  24  h o u r s '  i n c u b a t i o n ,  o n e  s t a n d a r d  4 - m m  

l o o p f u l  o f  c u l t u r e  w a s  t r a n s f e r r e d  f r o m  e a c h  of  t h e  s e v e n  t u b e s  

i n to  n e w  b r o t h  t u b e s  o f  t h e  s a m e  k i n d  of  m e d i u m . .  P r o p e r  

d i l u t i o n s  of  t h e s e  n e w  c u l t u r e s  w e r e  p l a t e d  a t  z e r o ,  s i x  a n d  

2 4  h o u r s .  A f t e r  24  h o u r s '  i n c u b a t i o n ,  o n e  s t a n d a r d  l o o p f u l  w a s

I

i



26

t r a n s f e r r e d  f r o m  t h e  s e c o n d  t r a n s f e r  c u l t u r e s  i n to  a  n e w  s e t  

o f  t h e  s e v e n  m e d i a .  P l a t i n g s  a g a i n  w e r e  m a d e  a t  z e r o ,  s i x  a n d  

24 h o u r s .  A l l  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  37 C a n d  c o u n t e d  a t  t h e  

e n d  of  48 h o u r s .

E .  N e u t r a l i z a t i o n  T e s t s

M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s ,  g r o w n  in  D T  m e d i u m ,  w a s  u s e d  

a s  t h e  t e s t  o r g a n i s m .  T h e  s u b c u l t u r e  m e d i a  w e r e  S p e c i a l  F D A  

b r o t h ,  D T  m e d i u m  a n d  th e  s p e c i f i c  n e u t r a l i z i n g  m e d i u m  f o r  t h e  

d i s i n f e c t a n t  b e i n g  u s e d .

O n e  m l  o f  e a c h  d i s i n f e c t a n t  d i l u t i o n  w a s  p l a c e d  i n  a  

l a r g e  t e s t  t u b e .  T w e n t y  m l  of  t h e  s u b c u l t u r e  m e d i u m  t h e n  w a s  

p o u r e d  i n t o  e a c h  t u b e .  T h e  m i x t u r e  of  d i s i n f e c t a n t  d i l u t i o n s  a n d  

s u b c u l t u r e  m e d i a  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  0.1 m l  o f  t h e  c u l t u r e .  E x ­

a m i n a t i o n s  f o r  g r o w t h  w e r e  m a d e  a f t e r  24, 4 8 ,  72 h o u r s '  a n d  6 

d a y s '  i n c u b a t i o n  a t  3 7 C.

I



V. R E S U L T S

A .  E f f e c t  o f  C u l t u r e  M e d i a  o n  t h e  R e s i s t a n c e  of  
M . p y o g e n e s  v a r ; a u r e u s

F D A  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t ' 1 t e s t s  a n d  " s e m i - m i c r o "  t e s t s  

w e r e  r u n  u s i n g  a s  the  t e s t  o r g a n i s m ,  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  

w h i c h  h a d  b e e n  g r o w n  i n  (A) s t a n d a r d  F D A  b r o t h ,  (B)  DT 

m e d i u m ,  a n d  (C) T S  b r o t h .  T w o  t e s t s ,  d i f f e r i n g  o n l y  i n  t h e  

s u b c u l t u r e  m e d i u m  u s e d ,  w e r e  r u n  on  e a c h  c o m p o u n d .  S p e c i a l  

F D A  b r o t h  w a s  u s e d  a s  t h e  s u b c u l t u r e  m e d i u m  i n  o n e  t e s t ,  

w h i l e  D T  m e d i u m  w a s  u s e d  f o r  t h e  o t h e r ,  i n  o r d e r  to  s e e  i f  

t h e  s u b c u l t u r e  m e d i u m  w o u l d  a f f e c t  t h e  c o m p a r a t i v e  r e s u l t s .

F o u r  c o m p o u n d s ,  D o w i c i d e  A  ( s o d i u m - o - p h e n y l  p h e n a t e ) ,  

D o w i c i d e  C ( s o d i u m  c h l o r o - o - p h e n y l  p h e n a t e ,  M e t a p h e n  (4 n i t r o -  

3, 5 - b i a c e t o x y - m e r c u r i - 2  c r e s o l )  a n d  B T C  ( a l k y l - d i m e t h y l -  

b e n z y l - a m m o n i u m  c h l o r i d e )  w h i c h  w e r e  c h o s e n  a s  r e p r e s e n t a t i v e  

d i s i n f e c t a n t s ,  w e r e  u s e d  i n  t h e  c o m p a r a t i v e  s t u d y .

T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  a r e  s h o w n  i n  T a b l e s  I - V I I I  i n c l u s i v e .  

E x a m i n a t i o n  of  t h e  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  t e s t  v a l u e s  f o r  t h e  f o u r  

c o m p o u n d s  s h o w s  t h a t  l o w e r  p h e n o l  c o e f f i c i e n t  v a l u e s  w e r e  o b ­

t a i n e d  w h e n  t h e  t e s t  o r g a n i s m  w a s  g r o w n  i n  DT m e d i u m ,  s h o w i n g
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a  m o r e  r e s i s t a n t  o r g a n i s m  t h a n  w h e n  i t  w a s  g r o w n  i n  s t a n d a r d  

F D A  b r o t h  o r  TS  b r o t h .

A l t h o u g h  m u c h  h a s  b e e n  s a i d  a b o u t  t h e  i m p o r t a n c e  of 

t h e  a m o u n t  o f  g r o w t h  of  t h e  t e s t  c u l t u r e  u p o n  i t s  r e s i s t a n c e  

(39) ,  t h e  n u m b e r  of  o r g a n i s m s  p r e s e n t  i n  t h e  t e s t  c u l t u r e  w o u l d  

n o t  a p p e a r  t o  b e  t h e  i n f l u e n c i n g  f a c t o r  h e r e .  B a c t e r i a l  c o u n t s  

w e r e  m a d e  of  e a c h  c u l t u r e  a t  t h e  t i m e  of t e s t i n g  a n d  i n  e v e r y  

c a s e  a  h i g h e r  b a c t e r i a l  c o u n t  w a s  o b t a i n e d  w h e n  t h e  o r g a n i s m  

w a s  g r o w n  i n  TS b r o t h  t h a n  i n  e i t h e r  F D A  b r o t h  o r  D T  m e d i u m .  

T a b l e  IX l i s t s  s o m e  of  t h e  b a c t e r i a l  c o u n t s  o b t a i n e d .  In  m o s t  

c a s e s  t h e  c u l t u r e  g r o w n  i n  F D A  h a d  a  l o w e r  c o u n t  t h a n  th e  o n e  

g r o w n  i n  D T  m e d i u m .  E x a m i n a t i o n  o f  T a b l e s  I - I V  i n c l u s i v e  

s h o w s  t h a t  t h e  c u l t u r e  g r o w n  i n  F D A  b r o t h  w a s  m o r e  r e s i s t a n t  

t h a n  t h e  o n e  g r o w n  i n  TS b r o t h  w h e n  the  c o m p o u n d s  t e s t e d  w e r e  

p h e n o l i c s .  ,

W h e n  M e t a p h e n  a n d  B T C  w e r e  t h e  c o m p o u n d s  t e s t e d ,  i t  

w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e  c u l t u r e  g r o w n  i n  TS b r o t h  w a s  a s  r e s i s t a n t  

o r  m o r e  s o  t h a n  t h e  on e  g r o w n  i n  F D A  b r o t h .  I t  i s  d i f f i c u l t  to  

d r a w  c o n c l u s i o n s  w h e n  no  n e u t r a l i z i n g  m e d i a  a r e  u s e d  w i t h  

t h e s e  tw o  c o m p o u n d s .

I
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B o t h  M e t a p h e n  a n d  B T C  h a v e  h i g h  b a c t e r i o s t a t i c  p r o p e r ­

t i e s ,  c a u s i n g  i n h i b i t i o n  of  t h e  t e s t  o r g a n i s m  i n  v e r y  h i g h  d i l u ­

t i o n s .  In  h i g h  d i l u t i o n s ,  " s k i p s "  i n  t h e  d a t a ,  b y  w h i c h  i s  

m e a n t  t h e  o b t a i n i n g  of  a  n e g a t i v e  r e s u l t  w h e r e  a  p o s i t i v e  r e s u l t  

i s  i n d i c a t e d ,  a n d  " w i l d  p l u s e s , "  w h i c h  a r e  p o s i t i v e  r e s u l t s  i n  

t h e  d a t a  w h e r e  n e g a t i v e  r e s u l t s  a r e  i n d i c a t e d ,  o f t e n  o c c u r .

T h e  b a c t e r i o s t a t i c  p r o p e r t y  of  M e t a p h e n  a n d  B T C ,  c o u p l e d  w i t h  

" s k i p s "  a n d  " w i l d  p l u s e s "  a c c o u n t  f o r  t h e  f a c t  t h a t  r e s u l t s  o b ­

t a i n e d  w i t h  t h e s e  tw o  c o m p o u n d s  a r e  n o t  a s  e a s i l y  i n t e r p r e t e d  

a s  w i t h  D o w i c i d e  A  a n d  D o w i c i d e  C .  H o w e v e r ,  t h e  c u l t u r e  

g r o w n  i n  D T  m e d i u m  s h o w e d  a  g r e a t e r  r e s i s t a n c e  to  a l l  t h e  

c o m p o u n d s  t e s t e d ,  p h e n o l i c s  a n d  n o n p h e n o l i c s , t h a n  t h e  c u l t u r e s  

g r o w n  i n  s t a n d a r d  F D A  b r o t h  o r  T S  b r o t h  w h e n  t h e  F D A  

" p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  t e c h n i c  w a s  u s e d .

T h e  s u b c u l t u r e  m e d i u m  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  c o m p a r a t i v e  

r e s u l t s  o b t a i n e d ,  a l t h o u g h  a  l o w e r  p h e n o l  c o e f f i c i e n t  v a l u e  w a s  

o b t a i n e d  w h e n  D T  m e d i u m  w a s  u s e d  a s  t h e  s u b c u l t u r e  m e d i u m  

t h a n  w h e n  S p e c i a l  F D A  b r o t h  w a s  u s e d .

R e s u l t s  o b t a i n e d  b y  t h e  " s e m i - m i c r o "  t e c h n i c  w e r e  n o t  

a s  c o n s i s t e n t  a s  t h e  o n e s  o b t a i n e d  b y  t h e  F D A  p r o c e d u r e .  T h e  

k i l l i n g  d i l u t i o n s  f o r  D o w i c i d e  A  a n d  D o w i c i d e  C c h e c k e d  f a i r l y
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w e l l  w i t h  t h e  o n e s  o b t a i n e d  b y  t h e  F D A  p r o c e d u r e .  H o w e v e r ,  

o r g a n i s m s  g r o w n  i n  a n y  o n e  of  t h e  t h r e e  c u l t u r e  m e d i a  t e s t e d  

c a n n o t  b e  s a i d  to  b e  c o n s i s t e n t l y  m o r e  r e s i s t a n t .

M u c h  h i g h e r  k i l l i n g  d i l u t i o n s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  M e t a p h e n  

a n d  B T C  b y  t h e  11 s e m i - m i c r o ' '  t e c h n i c  t h a n  w i t h  t h e  s t a n d a r d  

F D A  p r o c e d u r e .  T h i s  w o u l d  b e  e x p e c t e d  a s  b o t h  M e t a p h e n  a n d  

B T C  h a v e  h i g h  b a c t e r i o s t a t i c  p r o p e r t i e s ,  a n d  w i t h o u t  t h e  u s e  o f  

a  n e u t r a l i z i n g  s u b s t a n c e ,  i n h i b i t i n g  a c t i o n  w o u l d  p e r s i s t  a f t e r  

t h e  e x p o s u r e  p e r i o d  of  t h e  t e s t  w a s  c o m p l e t e d .  T h e  f a c t  t h a t  

t h e  w h o l e  s a m p l e  i s  c u l t u r e d  i n  t h e  " s e m i - m i c r o "  t e c h n i c  

a l l o w s  a  g r e a t e r  r a t i o  of  t h e  d i s i n f e c t a n t  t o  the  d i l u e n t  s o  t h a t  

b a c t e r i o s t a t i c  a c t i v i t y  e x i s t s  to  a  g r e a t e r  e x t e n t  t h a n  i n  t h e  

' ' p h e n o l  c o e f f i c i e n t ' '  t e c h n i c  i n  w h i c h  o n e  4 - m m  l o o p f u l  of  

d i s i n f e c t a n t - c u l t u r e  m i x t u r e  i s  r e m o v e d  f o r  s u b c u l t u r i n g .  K l i m e k  

a n d  U m b r e i t  (17) f o u n d  t h a t  " s k i p s "  a n d  " w i l d  p l u s e s "  o c c u r r e d  

w i t h  t h e  " s e m i - m i c r o "  t e c h n i c  a s  w e l l  a s  w i t h  t h e  F D A  p r o ­

c e d u r e .

W i t h  M e t a p h e n  a n d  B T C  a s  w e l l  a s  w i t h  D o w i c i d e  A  a n d  

D o w i c i d e  C ,  t h e  k i l l i n g  d i l u t i o n s  w e r e  l o w e r  w h e n  D T  m e d i u m  

w a s  u s e d  a s  t h e  s u b c u l t u r i n g  m e d i u m  t h a n  w h e n  S p e c i a l  F D A
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b r o t h  w a s  u s e d .  M o r e  a b o u t  t h e  e f f e c t  o f  t h e  s u b c u l t u r e  m e d i a  

w i l l  b e  p r e s e n t e d  i n  t h e  n e x t  s e c t i o n .

T o  s u m m a r i z e  t h e  m a t e r i a l  p r e s e n t e d  i n  t h i s  s e c t i o n ,  

i t  c a n  b e  s t a t e d  t h a t  w i t h  the  F D A  p r o c e d u r e ,  a  m o r e  r e s i s t ­

a n t  c u l t u r e  of M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  w a s  o b t a i n e d  w h e n  t h e  

o r g a n i s m s  w e r e  g r o w n  i n  D i s i n f e c t a n t  T e s t  m e d i u m  t h a n  w h e n  

t h e y  w e r e  g r o w n  in  e i t h e r  F D A  b r o t h  o r  T r y p t i c a s e  S o y  b r o t h .  

No  d e f i n i t e  c o n c l u s i o n s  c a n  b e  d r a w n  a s  to t h e  r e s i s t a n c e  of  

t h e  t e s t  c u l t u r e  w h e n  t h e  " s e m i - m i c r o "  t e c h n i c  i s  u s e d .
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T A B L E  I

E F F E C T  O F  C U L T U R E  M E D I A  O N  T H E  R E S I S T A N C E  O F

M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S

T e s t  c o m p o u n d - - D o w i c i d e  A

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r . a u r e u s  g r o w n  i n :

A .  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C .  T S  b r o t h

S u b c u l t u r e  m e d i u m - - D T  m e d i u m

P h e n o l  C o e f f i c i e n t  T e s t S e m i - m i c r o T e s t

P h e n o l  
K i l l i n g  D i l u t i o n  .

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A  12700  10 > 1 - 2 0 0 < 1 - 3 0 0 5

B > 1 - 3 0 0 < 1 - 4 0 0  5 1 - 4 0 0 10

C 1 - 9 0 0  15 1 - 4 0 0 7



T A B L E  II

E F F E C T  O F  C U L T U R E  M E D I A  O N  T H E  R E S I S T A N C E  O F

M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S

T e s t  c o m p o u n d - - D o w i c i d e  A

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  i n r

A .  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C .  T S  b r o t h

S u b c u l t u r e  m e d i u m - - S p e c i a l  F D A  b r o t h

P h e n o l  C o e f f i c i e n t  T e s t S e m i  - m i c r o T e s t

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A >1 - 1 0 0 0 < 1 - 1 2 0 0 12 > 1 - 8 0 0 < 1 - 9 0 0 10

B 1 - 4 0 0 5 > 1 - 4 0 0 < 1 - 500 6

C >1 - 1 2 0 0 < 1 - 1400 16 > 1 - 6 0 0 < 1 - 700 8

f l
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T A B L E  III

E F F E C T  O F  C U L T U R E  M E D I A  O N  T H E  R E S I S T A N C E  O F

M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S

T e s t  c o m p o u n d - - D o w i c i d e  C

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  in :

A .  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m  

C„ T S  b r o t h

S u b c u l t u r e  m e d i u m - - D T  m e d i u m

P h e n o l  C o e f f i c i e n t  T e s t S e m i  - m i c r o T e s t

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A 1 - 4 0 0 0 57 > 1 - 2 0 0 0 < 1 - 4 0 0 0 42

B 1 - 2 0 0 0 33 1 - 2 0 0 0 36

C 1 - 4 0 0 0 61 > 1 - 2 0 0 0 < 1 - 4 0 0 0 75
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T A B L E  IV

E F F E C T  O F  C U L T U R E  M E D I A  O N  T H E  R E S I S T A N C E  O F

M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S

T e s t  c o m p o u n d - - D o w i c i d e  C

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  i n :

A .  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C .  TS b r o t h

S u b c u l t u r e  m e d i u m - - S p e c i a l  F D A  b r o t h

P h e n o l  C o e f f i c i e n t  T e s t  S e m i - m i c r o  T e s t

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A  > 1 - 4 0 0 0 < 1 - 6000 71 > 1 - 2 0 0 0 < 1 - 4 0 0 0 50

B > l - 2 0 0 0 < l - 4 0 0 0 46 > l - 2 0 0 0 < l - 4 0 0 0 60

C 1 - 6000 85 > 1 - 4 0 0 0 < 1 - 6 0 0 0 71
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T A B L E  V

E F F E C T  O F  C U L T U R E  M E D I A  O N  T H E  R E S I S T A N C E  O F

M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S

T e s t  c o m p o u n d - - M e t a p h e n

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  in :

A .  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C .  T S  b r o t h

S u b c u l t u r e  m e d i u m - - D T  m e d i u m

P h e n o l  C o e f f i c i e n t  T e s t S e m i  - m i c r o T e s t

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A > 1 - 3 0 , 0 0 0 < 1 - 4 0 , 0 0 0 466 < 1 - 5 0 , 0 0 0 <769

B > 1 - 2 0 , 0 0 0 < l - 3 0 , 000 3 8 4 > 1 - 5 0 , 0 0 0 < l - 6 0 , 000 1375

C > 1 - 3 0 , 0 0 0 < 1 - 4 0 , 0 0 0 466 > 1 - 6 0 , 0 0 0 < l - 7 0 , 000 T 625
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T A B L E  VI

E F F E C T  O F  C U L T U R E  M E D I A  ON T H E  R E S I S T A N C E  O F

T e s t  c o m p o u n d - - M e t a p h e n

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  in :

A .  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C.  T S  b r o t h

S u b c u l t u r e  m e d i u m - - S p e c i a l  F D A  b r o t h

P h e n o l  C o e f f i c i e n t  T e s t  S e m i - m i c r o  T e s t

M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A > 1 - 5 0 , 0 0 0 C 1 - 6 0 , 000 687 > 1 - 100, 000 > 1 3 0 0

B > 1 - 3 0 , 0 0 0 < l - 4 0 , 000 466 > 1 - 100 , 000 > 1 3 0 0

C 1 - 5 0 , 0 0 0 768 > 1 - 1 0 0 , 0 0 0 > 1 3 0 0



T A B L E  VII

E F F E C T  O F  C U L T U R E  M E D I A  O N  T H E  R E S I S T A N C E  O F

M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S

T e s t  c o m p o u n d - - B T C

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  in :

A .  F D A  . b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C .  T S  b r o t h

. S u b c u l t u r e  m e d i u m - - D T  m e d i u m

P h e n o l  C o e f f i c i e n t  T e s t S e m i  - m i c r o T e s t

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A >1 - 1 5 , 000< 1  - 2 0 , 0 0 0 Z50 > 1 - 2 0 , 0 0 0 < l - 3 0 , 000 3 8 4

B 1 - 8 , 0 0 0 100 > 1 - 2 0 , 0 0 0 < l - 3 0 , 000 415

C 1 - 1 5 , 0 0 0 2 1 4 > 1 - 2 0 , 0 0 0 < l - 3 0 , 000 625
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T A B L E  VIII

E F F E C T  O F  C U L T U R E  M E D I A  O N  T H E  R E S I S T A N C E  O F

M ,  P Y O G E N E S  V A R ,  A U R E U S

T e s t  c o m p o u n d - - B T C

T e s t  o r g a n i s m  - -  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  i n :

A .  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C.. T S  b r o t h

S u b c u l t u r e  m e d i u m - - S p e c i a l  F D A  b r o t h

P h e n o l  C o e f f i c i e n t  T e s t S e m i - m i c r o T e s t

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A > 1 - 2 0 , 0 0 0 < 1 - 2 5 , 0 0 0 321 1 - 5 0 , 0 0 0 833

B 1 - 1 0 , 0 0 0 125 > 1 - 4 0 , 0 0 0 C 1 - 5 0 , 000 750

C 1 - 2 0 , 0 0 0 266 > 1 - 3 0 , 0 0 0 C 1 - 4 0 , 000 6 3 6

f l
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T A B L E  IX

B A C T E R I A L  C O U N T S ,  E X P R E S S E D  I N  M I L L I O N S ,  ON T E S T  

C U L T U R E S  O F  M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S , C U L T U R E D  

IN (A) S T A N D A R D  F D A  B R O T H ,  (B )  D I F C O  D I S I N F E C T ­

A N T  T E S T  M E D I U M  A N D  (C) T R Y P T I C A S E  SOY B R O T H

A  B C

130 140 775

140 480 1070

140 300 760

82 380 650

98 570 980

200 400 810

480 210 900

56 530 740

I
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B .  E f f e c t  o f  S u b c u l t u r e  M e d i a  o n  t h e  C u l t i v a t i o n  
o f  D i s i n f e c t a n t - t r e a t e d  C e l l s  of  

M . p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s

In  t h e  s t u d y  of  s u b c u l t u r e  m e d i a  u s e d  f o r  g r o w i n g  t h e  

o r g a n i s m s  a f t e r  t h e y  h a d  b e e n  s u b j e c t e d  to  t h e  a c t i o n  of  t h e  

v a r i o u s  d i s i n f e c t a n t s ,  o n l y  t h e  d a t a  a r e  p r e s e n t e d  f r o m  t h e  

e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  D T  m e d i u m  w a s  u s e d  f o r  g r o w i n g  t h e  

o r g a n i s m  p r e p a r a t o r y  f o r  t h e  d i s i n f e c t a n t  t e s t s .  T h e  D T  m e ­

d i u m  r e s u l t s  w e r e  s e l e c t e d  p r i m a r i l y  b e c a u s e  t h e  o r g a n i s m s  

g r o w n  i n  t h i s  m e d i u m  w e r e  t h e  m o s t  r e s i s t a n t .

T h e  s u b c u l t u r e  m e d i a  u s e d  w e r e  D T  m e d i u m ,  S p e c i a l  

F D A  b r o t h  a n d  a  n e u t r a l i z i n g  m e d i u m  t h a t  w a s  s p e c i f i c  f o r  

e a c h  t y p e  o f  c o m p o u n d  u s e d  i n  t h e  s t u d y .  S t a n d a r d  F D A  

b r o t h  p l u s  0 .0 3  p e r c e n t  f e r r i c  c h l o r i d e  (8) w a s  u s e d  a s  t h e  

n e u t r a l i z i n g  m e d i u m  f o r  D o w i c i d e  A  a n d  D o w i c i d e  C, b o t h  of  

w h i c h  a r e  p h e n o l i c  d e r i v a t i v e s .  T h i o g l y c o l l a t e  b r o t h  (32)  w a s  

u s e d  f o r  M e t a p h e n ,  a n d  L e t h e e n  b r o t h  (23)  w a s  u s e d  f o r  B T C .

E x a m i n a t i o n  of  T a b l e s  X  a n d  XI  s h o w s  t h a t  w h e n  D T  m e ­

d i u m  w a s  u s e d  a s  t h e  s u b c u l t u r i n g  m e d i u m ,  a  l o w e r  p h e n o l  

c o e f f i c i e n t  w a s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  F D A  p r o c e d u r e  t h a n  w h e n  

S p e c i a l  F D A  b r o t h  o r  t h e  F D A  b r o t h  p l u s  f e r r i c  c h l o r i d e  w a s

I
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used- .  N o  d i f f e r e n c e  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  k i l l i n g  d i l u t i o n  of 

e i t h e r  D o w i c i d e  A  o r  D o w i c i d e  C w i t h  S p e c i a l  F D A  b r o t h  a n d  

F D A  b r o t h  p l u s  f e r r i c  c h l o r i d e .  T h i s  s u b s t a n t i a t e s  t h e  w o r k  of  

T i l l e y  (36)  w ho  f o u n d  n o  d i f f e r e n c e  w i t h  F D A  p l u s  f e r r i c  c h l o ­

r i d e  a n d  F D A  b r o t h .  T h i s  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  t h e  f e r r i c  c h l o ­

r i d e  h a d  n o  e f f e c t  a s  a  c h e m i c a l  i n a c t i v a t o r  f o r  t h e  p h e n o l i c  

c o m p o u n d s  a s  p r e v i o u s l y  s u g g e s t e d  b y  F l e t t  e t  a l .  (8 ) .

M e t a p h e n ,  w h i c h  i s  h i g h l y  b a c t e r i o s t a t i c ,  w a s  e f f e c t i v e l y  

i n a c t i v a t e d  b y  t h e  t h i o g l y c o l l a t e  b r o t h .  T h e  k i l l i n g  d i l u t i o n  w a s  

l e s s  t h a n  1 - 5 0 0  w h i c h  i s  t h e  d i l u t i o n  a t  w h i c h  t h e  m e r c u r i a l  

w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  m a n u f a c t u r e r .

T h e  a n t i b a c t e r i a l  a c t i o n  o f  m e r c u r y  i s  t h o u g h t  to b e  d u e  

to  i t s  c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  - S H  g r o u p s  i n  t h e  b a c t e r i a l  c e l l ,  

t h u s  d e p r i v i n g  t h e  c e l l  o f - S H  g r o u p s  w h i c h  a r e  e s s e n t i a l  f o r  i t s  

m e t a b o l i s m  (7) .  T h e  a n t i b a c t e r i a l  a c t i o n  o f  m e r c u r y  h a s  b e e n  

s p e c i f i c a l l y  n e u t r a l i z e d  b y  - S H  c o m p o u n d s .  T h u s ,  i t  w o u l d  b e  

e x p e c t e d  t h a t  a  m u c h  l o w e r  k i l l i n g  d i l u t i o n  w o u l d  b e  o b t a i n e d  

w h e n  t h i o g l y c o l l a t e  b r o t h  w a s  u s e d  t h a n  w h e n  S p e c i a l  F D A  b r o t h  

o r  D T  m e d i u m  w a s  u s e d .  O b s e r v a t i o n  of  T a b l e  X I I  s h o w s  t h a t  

a  l o w e r  k i l l i n g  d i l u t i o n  w a s  o b t a i n e d  w h e n  D T  m e d i u m  w a s  u s e d
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f o r  s u b c u l t u r i n g  t h a n  w h e n  S p e c i a l  F D A  b r o t h  w a s  u s e d ,  w h i c h  

i s  c o n s i s t e n t  w i t h  d a t a  p r e v i o u s l y  p r e s e n t e d .

T h e  d a t a  o n  B T C  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  X I I I .  L e t h e e n  

b r o t h  w a s  d e m o n s t r a t e d  t o  b e  a  m o r e  e f f e c t i v e  i n a c t i v a t o r  f o r  

t h i s  c o m p o u n d  t h a n  w a s  D T  m e d i u m  o r  S p e c i a l  F D A  b r o t h .  A 

p h e n o l  c o e f f i c i e n t  v a l u e  of  85 w a s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  L e t h e e n  

b r o t h ,  w h i l e  o n e  of  100 w i t h  D T  m e d i u m  a n d  o n e  of  125 w i t h  

S p e c i a l  F D A  b r o t h  r e s u l t e d .

L e c i t h i n  i n  t h e  L e t h e e n  b r o t h  a c t s  a s  t h e  c h i e f  n e u t r a l -  

i z e r .  N e g a t i v e l y  c h a r g e d  f a t t y  a c i d  i o n s  h a v e  b e e n  f o u n d  c a p a b l e  

of n e u t r a l i z i n g  t h e  g e r m i c i d a l  p r o p e r t i e s  of  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  

c a t i o n i c  g e r m i c i d e s  (23 ) .

A  l o w e r  k i l l i n g  d i l u t i o n  w a s  o b t a i n e d  w h e n  t h e  t e s t  

o r g a n i s m s  w e r e  s u b c u l t u r e d  i n  D T  m e d i u m  t h a n  i n  S p e c i a l  F D A  

b r o t h  a s  a l s o  o c c u r r e d  w i t h  t h e  o t h e r  d i s i n f e c t a n t s  t e s t e d .

T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  " s e m i - m i c r o "  t e c h n i c  

t e n d  to  s u b s t a n t i a t e  t h o s e  o b t a i n e d  w i t h  F D A  p r o c e d u r e  i n  t h a t  

F D A  b r o t h  p l u s  f e r r i c  c h l o r i d e  i s  no  m o r e  e f f e c t i v e  i n  i n a c t i ­

v a t i n g  D o w i c i d e  A  a n d  D o w i c i d e  C t h a n  w a s  D T  m e d i u m  o r  

S p e c i a l  F D A  b r o t h .
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A l t h o u g h  a  l o w e r  k i l l i n g  d i l u t i o n  w a s  o b t a i n e d  f o r  D o w i ­

c i d e  A  w h e n  D T  m e d i u m  w a s  u s e d  f o r  s u b c u l t u r i n g  t h a n  w h e n  

S p e c i a l  F D A  b r o t h  w a s  u s e d ,  t h e  c u l t u r e  u s e d  w a s  m o r e  r e s i s t ­

a n t  to  p h e n o l ,  w h i c h  c a u s e d  a  h i g h e r  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  v a l u e  

to  r e s u l t .

L o w e r  k i l l i n g  d i l u t i o n s  a n d  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  v a l u e s  

r e s u l t e d  w h e n  D T  m e d i u m  w a s  u s e d  i n  t h e  " s e m i - m i c r o "  t e s t s  

w i t h  D o w i c i d e  C,  M e t a p h e n  a n d  B T C  a s  t h e  t e s t  c o m p o u n d s .

R e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  n e u t r a l i z i n g  m e d i a ,  t h i o g l y c o l ­

l a t e  b r o t h  a n d  L e t h e e n  b r o t h ,  c o r r e l a t e d  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  b y  

t h e  p h e n o l  c o e f f i c i e n t  t e c h n i c .  L o w e r  k i l l i n g  d i l u t i o n s  a n d  

p h e n o l  c o e f f i c i e n t  v a l u e s  r e s u l t e d  f o r  M e t a p h e n  a n d  B T C  w h e n  

t h e  n e u t r a l i z i n g  m e d i a  w e r e  u s e d .

S u m m a r i z i n g  t h e  m a t e r i a l  i n  t h i s  s e c t i o n ,  i t  c a n  b e  s t a t e d  

t h a t  F D A  b r o t h  p l u s  f e r r i c  c h l o r i d e  w a s  no  m o r e  e f f e c t i v e  t h a n  

F D A  b r o t h  a n d  i n  m o s t  c a s e s  l e s s  e f f e c t i v e  t h a n  D T  m e d i u m  a s  

a  s u b c u l t u r e  m e d i u m  i n  i n a c t i v a t i n g  D o w i c i d e  A  a n d  D o w i c i d e  C. 

T h i o g l y c o l l a t e  b r o t h  w a s  e f f e c t i v e  i n  b o t h  m e t h o d s  u s e d  i n  

n e u t r a l i z i n g  t h e  M e t a p h e n .  A  l o w e r  k i l l i n g  d i l u t i o n  f o r  B T C  w a s  

o b t a i n e d  w h e n  L e t h e e n  b r o t h  w a s  u s e d  f o r  s u b c u l t u r i n g  t h a n  w h e n  

F D A  b r o t h  o r  D T  m e d i u m  w a s  u s e d .
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D T  m e d i u m  w a s  s h o w n  to  b e  m o r e  e f f e c t i v e  a s  a  s u b ­

c u l t u r e  m e d i u m  t h a n  w a s  S p e c i a l  F D A  b r o t h  i n  " p h e n o l  c o e f ­

f i c i e n t 11 t e s t s  o n  a l l  f o u r  c o m p o u n d s .

f l
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T A B L E  X

E F F E C T  O F  S U B C U L T U R E  M E D I A  O N  T H E  C U L T I V A T I O N

O F  D I S I N F E C T A N T - T R E A T E D  C E L L S  O F

M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S

T e s t  c o m p o u n d - - D o w i c i d e  A

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  i n  D i s i n f e c t a n t  

T e s t  M e d i u m  ( D T M )

S u b c u l t u r e  m e d i a

A .  S p e c i a l  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C.  F D A  b r o t h  p l u s  0 . 0 3 %  F e C l 3

P h e n o l  C o e f f i c i e n t  T e s t S e m i - m i c r o T e s t

K i l l i n g  D i l u t i o n P h e n o l
C o e f f i c i e n t

K i l l i n g  D i l u t i o n P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A 1 - 4 0 0 5 .7 > l - 4 0 0 < l - 5 0 0 6 .4

B > 1 - 3 0 0 < 1 - 4 0 0 5.0 1 - 4 0 0 10.0

C 1 - 4 0 0 5 .7 > 1 - 4 0 0 < 1 - 5 0 0 9.0



T A B L E  XI

E F F E C T  O F  S U B C U L T U R E  M E D I A  O N  T H E  C U L T I V A T I O N

O F  D I S I N F E C T A N T - T R E A T E D  C E L L S  O F

M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S

T e s t  c o m p o u n d - - D o w i c i d e  C

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  i n  D i s i n f e c t a n t  

T e s t  M e d i u m  

S u b c u l t u r e  m e d i a

A .  S p e c i a l  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C. F D A  b r o t h  p l u s  0 . 0 3 %  F e C l ^

P h e n o l  C o e f f i c i e n t  T e s t S e m i - m i c r o T e s t

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A > 1 - 2 0 0 0 < 1 - 4 0 0 0 46 > l - 2 0 0 0 < l - 4 0 0 0 60

B 1 - 2 0 0 0 33 1 - 2 0 0 0 40

C > l - 2 0 0 0 < l - 4 0 0 0 42 > 1 - 2 0 0 0 < 1 - 4 0 0 0 50

f l



48

T A B L E  X II

E F F E C T  O F  S U B C U L T U R E  M E D I A  O N  T H E  C U L T I V A T I O N

O F  D I S I N F E C T A N T - T R E A T E D  C E L L S  O F

M.- P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S

T e s t  c o m p o u n d - - M e t a p h e n

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  i n  D i s i n f e c t a n t  

T e s t  M e d i u m  

S u b c u l t u r e  m e d i a

A .  S p e c i a l  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C.  T h i o g l y c o l l a t e  b r o t h

P h e n o l  C o e f f i c i e n t  T e s t S e m i  - m i c r o T e s t

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A > 1 - 3 0 , 0 0 0 < 1 - 4 0 , 0 0 0 466 > 1 - 1 0 0 , 0 0 0 > 1 4 2 8

B > 1 - 2 0 , 0 0 0 C 1 - 3 0 , 000 3 8 4 > 1 - 5 0 , 0 0 0 < l - 6 0 , 000 1375

C < 1 - 5 0 0 < 7 .0 < 1 - 5 0 0 < 9 .0

f l
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T A B L E  XII I

E F F E C T  O F  S U B C U L T U R E  M E D I A  ON T H E  C U L T I V A T I O N

O F  D I S I N F E C T A N T - T R E A T E D  C E L L S  O F

M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S

T e s t  c o m p o u n d - - B T C

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  i n  D i s i n f e c t a n t  

T e s t  M e d i u m  

S u b c u l t u r e  m e d i a

A .  S p e c i a l  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C.  L e t h e e n  b r o t h

P h e n o l  C o e f f i c i e n t  T e s t S e m i  - m i c r o T e s t

K i l l i n g  D i l u t i o n P h e n o l
C o e f f i c i e n t

K i l l i n g  D i l u t i o n P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A 1 - 1 0 , 0 0 0 125 > 1 - 4 0 , 0 0 0 C 1 - 5 0 , 000 750

B 1 - 8 , 0 0 0 100 > 1 - 2 0 , 0 0 0 < l - 3 0 , 000 4 5 4

C > 1 - 4 0 0 0 < 1 - 8 0 0 0 85 >1 - 5 0 0 0 < 1  - 1 0 , 0 0 0 187



50

C .  E f f e c t  o f  W a s h e d  C u l t u r e s  o n  t h e  R e s i s t a n c e  
o f  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  a s  

C o m p a r e d  to  B r o t h  C u l t u r e s

A s  e a r l y  a s  1897 ,  i t  w a s  r e c o g n i z e d  t h a t  o r g a n i c  m a t ­

t e r  p l a y e d  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  i n t e r f e r i n g  w i t h  t h e  g e r m i c i d a l  

a c t i v i t y  o f  d i s i n f e c t a n t s  (1'8). In  m o s t  c a s e s  of d i s i n f e c t i o n ,  

p r o t e i n s  a r e  p r e s e n t ,  a n d  f r e q u e n t l y  o t h e r  o r g a n i c  a n d  i n o r ­

g a n i c  s u b s t a n c e s .  T h e r e f o r e ,  i t  i s  i m p o r t a n t  to k n o w  to  w h a t  

e x t e n t  f o r e i g n  m a t e r i a l s  i n t e r f e r e  w i t h  s t e r i l i z a t i o n .

D i f f e r e n t  t y p e s  of d i s i n f e c t a n t s  w i l l  b e  a f f e c t e d  d i f f e r ­

e n t l y  b y  t h e  s a m e  f o r e i g n  s u b s t a n c e . .  T h i s  i s  o n e  of  t h e  r e a s o n s  

w h y  t h e r e  a r e  so  m a n y  k i n d s  o f  d i s i n f e c t a n t s  o n  the  m a r k e t  t o ­

d a y .

M o s t  m e t h o d s  of  t e s t i n g  t h e  e f f i c i e n c y  of  d i s i n f e c t a n t s  

i n v o l v e  t h e  u s e  o f  a  b r o t h  c u l t u r e  of  t h e  t e s t  o r g a n i s m .  I n  t h e  

F D A  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  p r o c e d u r e  0 .5  m l  o f  t h e  b a c t e r i a l  

c u l t u r e  i s  p l a c e d  i n  5 .0  m l  of  d i s i n f e c t a n t  s o l u t i o n .  A  c o n s i d e r ­

a b l e  a m o u n t  of  o r g a n i c  m a t t e r  i s  i n t r o d u c e d ,  a p p r o x i m a t e l y  1500 

p p m  of  p e p t o n e  a n d  m e a t  e x t r a c t .  T h i s  i s  s u f f i c i e n t  to  i n t e r ­

f e r e  w i t h  t h e  a c t i o n  of  d i s i n f e c t a n t s  t h a t  o t h e r w i s e  w o u l d  b e  

c a p a b l e  o f  k i l l i n g  b a c t e r i a  i n  v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  (25 ) .

f l
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I n  o r d e r  t o  e l i m i n a t e  t h e  e f f e c t  o f  f o r e i g n  m a t e r i a l  t h a t  

w o u l d  b e  i n t r o d u c e d  b y  t h e  b r o t h  a l o n g  w i t h  t h e  c e l l s  o f  t h e  

t e s t  o r g a n i s m ,  t e s t s  w e r e  c o n d u c t e d  u s i n g  w a s h e d  c e l l s  of  M .  

p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  t h a t  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  S o r e n s e n ' s  

p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  7 .0 ,  f o r  t h e  t e s t .

T e s t s  w e r e  c o n d u c t e d  u s i n g  t h e  F D A  p r o c e d u r e  a n d  t h e  

" s e m i - m i c r o "  t e c h n i c .  O n l y  t h e  d a t a  of  t h e  t e s t s  i n  w h i c h  D T  

m e d i u m  w a s  u s e d  f o r  s u b c u l t u r i n g  a r e  p r e s e n t e d .  T h i s  m e ­

d i u m  w a s  s h o w n  i n  t h e  p r e c e d i n g  s e c t i o n  to  b e  m o r e  e f f e c t i v e  

a s  a  s u b c u l t u r e  m e d i u m  t h a n  w a s  S p e c i a l  F D A  b r o t h .

D a t a  f o r  c o m p a r i n g  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  w a s h e d  

c u l t u r e s  a n d  b r o t h  c u l t u r e s  a r e  r e c o r d e d  i n  T a b l e s  X I V - X V I I  

i n c l u s i v e .  E x a m i n a t i o n  of  t h e  d a t a  o n  t h e  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  

m e t h o d  s h o w s  t h a t  a  h i g h e r  k i l l i n g  d i l u t i o n  w a s  o b t a i n e d  w h e n  

t h e  w a s h e d  c e l l s  w e r e  u s e d  a s  t h e  t e s t  o r g a n i s m  t h a n  w h e n  

t h e  b r o t h  c u l t u r e s  w e r e  u s e d .  T h i s  w a s  t r u e  f o r  a l l  o f  t h e  

c o m p o u n d s  t e s t e d .

R e s u l t s  o b t a i n e d  b y  t h e  " s e m i - m i c r o "  t e c h n i c  do n o t  

s h o w  c o n s i s t e n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t e s t s  r u n  u s i n g  t h e  w a s h e d  

c e l l s  a n d  t h o s e  u s i n g  t h e  r e g u l a r  b r o t h  c u l t u r e s .  T h i s  c o r r e l a t e s  

w i t h  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  p r e c e d i n g  s e c t i o n s .

f l
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W a s h e d  c e l l s  of  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  t h a t  h a d  b e e n  

g r o w n  i n  D T  m e d i u m ,  w e r e  s h o w n  to  b e  m o r e  r e s i s t a n t  i n  m o s t  

c a s e s  t h a n  t h e  w a s h e d  c e l l s  t h a t  h a d  b e e n  g r o w n  i n  F D A  b r o t h  

a n d  T S  b r o t h .
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T A B L E  X IV

E F F E C T  O F  W A S H E D  C U L T U R E S  O N  T H E  R E S I S T A N C E

O F  M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S  A S  C O M ­

P A R E D  T O  B R O T H  C U L T U R E S

T e s t  c o m p o u n d - - D o w i c i d e  A

T e s t  o r g a n i s m  - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  i n :

A .  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C.  TS  m e d i u m

S u b c u l t u r e  m e d i u m - - D T  m e d i u m

P H E N O L  C O E F F I C I E N T  T E S T

B r o t h  C u l t u r e W a s h e d  C u l t u r e

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A 1 - 7 0 0 0 10 1 - 1 0 0 0 14
B > 1 - 3 0 0 < 1 - 4 0 0 5 1 - 9 0 0 13
C 1 - 9 0 0 15 > 1 - 1 4 0 0 < 1 - 1600 21

S E M I - M I C R O T E S T

B r o t h  C u l t u r e W a s h e d  C u l t u r e

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A > 1 - 2 0 0 < 1 - 3 0 0 5 > l - 3 0 0 < l - 6 0 0 10
B 1 - 4 0 0 10 > l - 5 0 0 < l - 6 0 0 8
C 1 - 4 0 0 7 1 - 6 0 0 11

I
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T A B L E  X V

E F F E C T  O F  W A S H E D  C U L T U R E S  O N  T H E  R E S I S T A N C E

O F  M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S  AS C O M ­

P A R E D  T O  B R O T H  C U L T U R E S

T e s t  c o m p o u n d - - D o w i c i d e  C

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  in :

A .  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C.  T S  m e d i u m

S u b c u l t u r e  m e d i u m - - D T  m e d i u m

P H E N O L  C O E F F I C I E N T  T E S T

B r o t h  C u l t u r e W a s h e d  C u l t u r e

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A 1 - 4 0 0 0 57 > 1 - 8 0 0 0 < 1 - 1 0 , 0 0 0 100
B 1 - 2 0 0 0 33 1 - 6 0 0 0 85
C 1 - 4 0 0 0 61 1 - 8 0 0 0 100

S E M I - M I C R O  T E S T

B r o t h  C u l t u r e W a s h e d  C u l t u r e

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A > 1 - 2 0 0 0 < 1 - 4000 42 1 - 4 0 0 0 53
B 1 - 2 0 0 0 36 > 1 - 1 0 0 0 < 1 - 2 0 0 0 25
C > 1 - 2 0 0 0 < 1 - 4 0 0 0 75 > l - 2 0 0 0 < l - 4 0 0 0 60

I



T A B L E  X I V

E F F E C T  O F  W A S H E D  C U L T U R E S  O N  T H E  R E S I S T A N C E

O F  M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S  A S  C O M ­

P A R E D  T O  B R O T H  C U L T U R E S

T e s t  c o m p o u n d - - M e t a p h e n

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  i n :

A .  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C.  T S  b r o t h  

S u b c u l t u r e  m e d i u m - - D T  m e d i u m

P H E N O L  C O E F F I C I E N T  T E S T

B r o t h  C u l t u r e W a s h e d  C u l t u r e

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A > l - 3 0 , 0 0 0 < l - 4 0 , 0 0 0 466 1 - 5 0 , 0 0 0 625
B > 1 - 2 0 , 0 0 0 < l - 3 0 , 0 0 0 3 8 4 1 - 3 0 , 0 0 0 461
C >1 - 3 0 , 0 0 0 < 1  - 4 0 ,0 0 0 466 1 - 4 0 , 0 0 0 533

S E M I - M I C R O  T E S T

B r o t h  C u l t u r e W a s h e d  C u l t u r e

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A < 1 - 5 0 , 0 0 0 < 7 6 9 > 1 - 5 0 , 0 0 0 < l - 6 0 , 000 1100
B > 1 - 5 0 , 0 0 0 < l - 6 0 , 000 1375 1 4 0 T 2000
C > 1 - 6 0 , 0 0 0 < l - 7 0 , 000 1625 > 1 - 5 0 , 0 0 0 < l - 6 0 , 000 1375



T A B L E  X V II

E F F E C T  O F  W A S H E D  C U L T U R E S  O N  T H E  R E S I S T A N C E

O F  M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S  A S  C O M ­

P A R E D  T O  B R O T H  C U L T U R E S

T e s t  c o m p o u n d - - B T C

T e s t  o r g a n i s m  - -  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  in :

A .  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C. T S  b r o t h  

S u b c u l t u r e  m e d i u m - - D T  m e d i u m

P H E N O L  C O E F F I C I E N T  T E S T

B r o t h  C u l t u r e W a s h e d  C u l t u r e

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l  
C o e f f i  c i e n t

A > 1 - 1 5 , 0 0 0 < l - 2 0 , 000 250 1 - 2 0 , 0 0 0 266
B 1 - 8 0 0 0 100 1 - 1 0 , 0 0 0 133
C 1 - 1 5 , 0 0 0 214 1 - 2 0 , 0 0 0 286

S E M I - M I C R O  T E S T

B r o t h  C u l t u r e W a s h e d  C u l t u r e

K i l l i n g  D i l u t i o n
P h e n o l

C o e f f i c i e n t
K i l l i n g  D i l u t i o n

P h e n o l
C o e f f i c i e n t

A > 1 - 2 0 , 0 0 0 < 1 - 3 0 , 0 0 0 384 > 1 - 2 0 , 0 0 0 < l - 3 0 , 000 3 8 4
B > 1 - 2 0 , 0 0 0 < l - 3 0 , 000 415 > 1 - 2 0 , 0 0 0 < l - 3 0 , 000 312
C > 1 - 2 0 , 0 0 0 C 1 - 3 0 , 000 625 > 1 - 2 0 , 0 0 0 < l - 3 0 , 000 625
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D„ E f f e c t  of A g e  of  F D A  S u b c u l t u r e  M e d i u m  o n  t h e  
C u l t i v a t i o n  of  D i s i n f e c t a n t - t r e a t e d  C e l l s  of  

M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s

D u r i n g  th e  c o u r s e  of  t h i s  s t u d y ,  i t  w a s  n o t e d  t h a t  s o m e ­

t i m e s  w i d e  d i s c r e p a n c i e s  o c c u r r e d  i n  t h e  p h e n o l  c o e f f i c i e n t

k i l l i n g  d i l u t i o n  w h e n  S p e c i a l  F D A  b r o t h  w a s  u s e d  a s  t h e  s u b -  

c u l t u r i n g  m e d i u m .  N o  s u c h  d i s c r e p a n c i e s  w e r e  n o t i c e d  w h e n  

DT m e d i u m  w a s  u s e d .  T h i s  p h e n o m e n o n  w a s  f i r s t  o b s e r v e d  

w h e n  d u p l i c a t e  t u b e s  w e r e  r u n  o n  D o w i c i d e  A u s i n g  two l o t s  of 

F D A  a s  t h e  s u b c u l t u r e  m e d i u m .  A s  f a r  a s  c o u l d  b e  d e t e r m i n e d  

the  a g e s  of  t h e  s u b c u l t u r i n g  m e d i a  w e r e  t h e  d i s t i n g u i s h i n g  f a c ­

t o r s .  T h e  s a m e  l o t s  of  p e p t o n e  a n d  b e e f  e x t r a c t  h a d  b e e n  u s e d

i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  m e d i a .  T h e  p H  of  t h e  tw o  l o t s  w a s

t h e  s a m e .

E x a m i n a t i o n  o f  T a b l e  X V II I  s h o w s  t h a t  t h e  k i l l i n g  d i l u ­

t i o n  of  D o w i c i d e  A  r a n g e d  f r o m  1 - 4 0 0  to  m o r e  t h a n  1 - 2 4 0 0  

w h e n  t h e  o r g a n i s m  w a s  g r o w n  i n  D T  m e d i u m .  T h r e e  l o t s  of 

F D A  b r o t h  w e r e  u s e d .  A  k i l l i n g  d i l u t i o n  of  1 - 4 0 0  w a s  o b t a i n e d  

w h e n  a  l o t  o f  F D A  b r o t h  t h a t  w a s  18 d a y s  o l d  w a s  u s e d  w h i l e  

a  k i l l i n g  d i l u t i o n  1 - 8 0 0  w a s  o b t a i n e d  o n  t h e  s a m e  t e s t  w h e n  a 

d i f f e r e n t  l o t  of s u b c u l t u r e  m e d i u m ,  f o u r  d a y s  o l d ,  w a s  u s e d .  A

I
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d i l u t i o n  of  m o r e  t h a n  1 - 2 4 0 0  w a s  o b t a i n e d  w h e n  a  l o t  of  F D A  

b r o t h ,  o n e  d a y  o l d ,  w a s  u s e d .

" P h e n o l  c o e f f i c i e n t "  t e s t s  a l s o  w e r e  p e r f o r m e d ,  u s i n g  

t h e  t e s t  o r g a n i s m  g r o w n  i n  F D A  b r o t h .  T h e  S p e c i a l  F D A  s u b -  

c u l t u r i n g  m e d i u m  w a s  o n e  d a y  o l d  a t  t h e  t i m e  o f  t h e  f i r s t  t e s t .  

T h i s  l o t  o f  m e d i u m  w a s  r e f r i g e r a t e d  to  r e t a r d  e v a p o r a t i o n ;  

f u r t h e r  t e s t s  w e r e  r u n  a f t e r  20 a n d  30 d a y s ,  u s i n g  t h i s  s a m e  

l o t  of  m e d i u m .  E x a m i n a t i o n  of  T a b l e  X V I I I  s h o w s  tha t  t h e  k i l l i n g  

d i l u t i o n  w a s  1 - 2 0 0 0  w h e n  t h e  s u b c u l t u r i n g  m e d i u m  w a s  o n e  d a y  

o l d ,  w h i l e  i t  w a s  >1 - 1 000< 1  - 1 2 0 0  a n d  1 - 1 0 0 0  r e s p e c t i v e l y  o n  t h e  

2 0 -  a n d  3 0 - d a y - o l d  m e d i u m .

I t  i s  i n t e r e s t i n g  to  n o t e  t h a t  Q u i s n o ,  F o t e r  a n d  G i b b y  (21)  

o b s e r v e d  t h a t  t h e  u s e  o f  a  f r e s h l y  p r e p a r e d  m e d i u m  w a s  of  

v a l u e  i n  m a i n t a i n i n g  t h e  s t a n d a r d  r e s i s t a n c e  a n d  s m o o t h  p h a s e  

of  t h e  t e s t  o r g a n i s m . .  T h e y  t h e o r i z e d  t h a t  t h e  p a r t i a l  o x y g e n  

t e n s i o n  m i g h t  b e  a  f a c t o r .  T h e  w r i t e r  f a i l e d  to f i n d  a n y  r e f e r ­

e n c e  a s  to  t h e  e f f e c t  o f  t h e  a g e  of  t h e  s u b c u l t u r e  m e d i u m  o n  

t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  p h e n o l  c o e f f i c i e n t s .  N o  r e a s o n s  f o r  t h e  

v a r i a t i o n s  o b s e r v e d  i n  t h i s  s t u d y  c a n  b e  p r e s e n t e d  a t  t h i s  t i m e .  

T h e r e  i s  n e e d  f o r  f u r t h e r  s t u d y .

I



T A B L E  X V II I

E F F E C T  O F  A G E  O F  F D A  S U B C U L T U R E  M E D I U M  O N

T H E  C U L T I V A T I O N  O F  D I S I N F E C T A N T - T R E A T E D

C E L L S  O F  M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S

T e s t  c o m p o u n d — D o w i c i d e  A

T E S T  O R G A N I S M  G R O W N  I N  D T  M E D I U M

D a t e  M e d i u m  P r e p a r e d D a t e  of  T e s t K i l l i n g  D i l u t i o n

2 - 5 - 5 1 2 - 2 3 - 5 1 1 - 4 0 0

2 - 1 9 - 5 1 2 - 2 3 - 5 1 1 - 8 0 0

7 - 3 0 - 5 1 7 - 3 1 - 5 1 > 1 - 2 4 0 0

T E S T  O R G A N I S M G R O W N  IN F D A B R O T H

D a t e  M e d i u m  P r e p a r e d D a t e  of  T e s t K i l l i n g  D i l u t i o n

7 - 3 0 - 5 1 7 - 3 1 - 5 1 1 - 2 0 0 0

8 - 2 0 - 5 1 > 1 - 1 0 0 0 <  1 - 1 2 0 0

8 - 3 0 - 5 1 1 - 1 0 0 0

f l
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E .  E f f e c t  of  C u l t u r e  M e d i a  o n  t h e  B a c t e r i a l  P o p u l a t i o n  a n d  
o n  t h e  R e s i s t a n c e  of  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  to  P h e n o l

In  t h e  s t a n d a r d  F D A  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  p r o c e d u r e  i t  

s t a t e s  t h a t  t h e  t e s t  c u l t u r e  m u s t  b e  t a k e n  f r o m  a  n u t r i e n t  a g a r  

s l a n t  a n d  t r a n s f e r r e d  i n t o  b r o t h  a t  l e a s t  t h r e e  s u c c e s s i v e  t i m e s  

b e f o r e  i t  i s  r e a d y  to  b e  u s e d .  In  o r d e r  to  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  

of  t h e  d a i l y  t r a n s f e r s  o n  t h e  b a c t e r i a l  p o p u l a t i o n ,  g r o w t h  c u r v e s  

w e r e  r u n  o n  t h e  f i r s t ,  s e c o n d  a n d  t h i r d  d a y  t r a n s f e r s  i n t o  b r o t h  

f r o m  t h e  s t o c k  n u t r i e n t  a g a r  s l a n t .  " P h e n o l  c o e f f i c i e n t "  t e s t s  

w e r e  r u n  o n  t h e  s e c o n d  a n d  t h i r d  d a y  t r a n s f e r s ,  to  d e t e r m i n e  i f  

t h e r e  w a s  a  c h a n g e  i n  t h e  r e s i s t a n c e  to  p h e n o l  of  t h e  t e s t  o r g a n ­

i s m  a f t e r  t h e  s e c o n d  d a y  t r a n s f e r  f r o m  t h e  s t o c k  c u l t u r e .

S e v e n  d i f f e r e n t  c u l t u r e  m e d i a  w e r e  i n c l u d e d  i n  t h e  s t u d y .  

T h e y  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  X I X .  T w o  l o t s  of  D T  m e d i u m ,  m a d e  

f r o m  t h e  d e h y d r a t e d  f o r m ,  p l u s  o n e  l o t  m a d e  i n  t h e  l a b o r a t o r y  

w e r e  u s e d ;  t h r e e  l o t s  of  F D A  b r o t h ,  tw o  m a d e  w i t h  d i f f e r e n t  

l o t s  of  D i f c o  p e p t o n e  a n d  o n e  m a d e  w i t h  A r m o u r  p e p t o n e ,  a n d  

o n e  l o t  o f  T S  b r o t h  w e r e  i n c l u d e d  i n  t h e  s t u d y .  I n  t h i s  w a y  t h e  

e f f e c t  of  d i f f e r e n t  l o t s  o f  p e p t o n e s  o n  t h e  b a c t e r i a l  p o p u l a t i o n  

a n d  o n  t h e  r e s i s t a n c e  of  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  to  p h e n o l  

c o u l d  b e  c o m p a r e d .
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T h e  b a c t e r i a l  c o u n t s  e x p r e s s e d  i n  l o g a r i t h m s  a r e  p l o t t e d  

o n  G r a p h  1. E x a m i n a t i o n  of  t h e  g r a p h  s h o w s  t h a t  T S  b r o t h  (G) 

h a s  t h e  h i g h e s t  b a c t e r i a l  c o u n t  o f  t h e  s e v e n  m e d i a ,  a n d  t h a t  

t h e r e  i s  n o t  m u c h  c h a n g e  i n  t h e  c o u n t  f r o m  th e  s e c o n d  to  t h e  

t h i r d  d a y  t r a n s f e r .  S t a n d a r d  F D A  b r o t h  (F )  s h o w s  t h e  l o w e s t  

2 4 - h o u r  b a c t e r i a l  c o u n t  o n  a l l  t h r e e  t r a n s f e r s .  T h e r e  i s  n o t  

m u c h  d i f f e r e n c e  i n  t h e  b a c t e r i a l  p o p u l a t i o n  of  t h e  t h r e e  l o t s  of  

D T  m e d i a  (A,  B ,  C ) .  T h e y  s h o w  a  l o w e r  c o u n t  t h a n  t h e  tw o  

l o t s  of  F D A  b r o t h  m a d e  w i t h  D i f c o  p e p t o n e  (D, E ) ,  b u t  h a v e  a  

h i g h e r  c o u n t  t h a n  F D A  b r o t h  m a d e  w i t h  A r m o u r  p e p t o n e .  L o w e r  

c o u n t s  w e r e  o b t a i n e d  o n  th e  t h i r d  d a y  t h a n  on t h e  s e c o n d  d a y  

t r a n s f e r s  f o r  a l l  o f  t h e  s e v e n  m e d i a  u s e d .

R e s u l t s  of  t h e  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  t e s t s ,  m a d e  on  t h e  

s e c o n d  a n d  t h i r d  d a y  b r o t h  t r a n s f e r s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  XX.. 

E x a m i n a t i o n  of  t h e  T a b l e  s h o w s  t h a t  t h e  r e s i s t a n c e  of  the  t e s t  

o r g a n i s m  to  p h e n o l  v a r i e d .  I t  s h o w e d  no  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  to  

t h e  b a c t e r i a l  c o u n t  a l t h o u g h  F D A  b r o t h  ( F )  h a d  t h e  l o w e s t  b a c ­

t e r i a l  p o p u l a t i o n  a n d  a l s o ,  o n  t h e  t h i r d  d a y  t r a n s f e r ,  t h e  o r g a n ­

i s m s  g r o w n  i n  t h i s  m e d i u m  s h o w e d  th e  l o w e s t  r e s i s t a n c e  to  

p h e n o l .  A  c u l t u r e  g r o w n  in  a  l o t  of  F D A  b r o t h ,  m a d e  w i t h  

D i f c o  p e p t o n e  (E)  s h o w e d  th e  s a m e  r e s i s t a n c e  to  p h e n o l ,  b u t
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h a d  t h e  t h i r d  h i g h e s t  b a c t e r i a l  c o u n t .  T h e  o r g a n i s m s  g r o w n  i n  

T S  b r o t h ,  w i t h  t h e  h i g h e s t  b a c t e r i a l  c o u n t ,  s h o w e d  t h e  s a m e  

r e s i s t a n c e  t o  p h e n o l  a s  t h e  o n e s  g r o w n  i n  D T  m e d i u m  (B) w h i c h  

h a d  a  m u c h  l o w e r  b a c t e r i a l  p o p u l a t i o n .  T h i s  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  

t h e r e  i s  no  l i n e a r  c o n n e c t i o n  b e t w e e n  t h e  n u m b e r  o f  v i a b l e  c e l l s  

p r e s e n t  i n  t h e  p o p u l a t i o n s  s t u d i e d  a n d  t h e  r e s i s t a n c e  o f  M .  

p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  to  p h e n o l .

I t  i s  i n t e r e s t i n g  to  n o t e  t h a t  o n l y  o n e  m e d i u m  (D) p r o ­

d u c e d  a  c u l t u r e  of t h e  r e q u i r e d  r e s i s t a n c e  to  p h e n o l .  T h e  F D A  

c i r c u l a r  o n  m e t h o d s  of  t e s t i n g  a n t i s e p t i c s  a n d  d i s i n f e c t a n t s  (31)  

s t a t e s  t h a t  a n y  s t r a i n  of  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  u s e d  i n  t h e  

F D A  p r o c e d u r e  m u s t  s u r v i v e  a  1 - 6 0  d i l u t i o n  o f  p h e n o l  f o r  f i v e  

m i n u t e s  a n d  a  1 - 7 0  d i l u t i o n  f o r  15 m i n u t e s .

I t  i s  v e r y  d i f f i c u l t  t o  m a i n t a i n  a  c u l t u r e  of  t h e  r e q u i r e d  

r e s i s t a n c e .  M o s t  w o r k e r s  i n  t h i s  f i e l d  h a v e  e n c o u n t e r e d  t h i s  

d i f f i c u l t y  a t  s o m e  t i m e .  I n  o r d e r  to  d e t e r m i n e  i f  t o o  h i g h  

r e s i s t a n c e  i s  d e m a n d e d  o f  t h e  t e s t  o r g a n i s m ,  a  s t u d y  w a s  m a d e  

of  t h e  k i l l i n g  d i l u t i o n s  of  p h e n o l  t h a t  w e r e  o b t a i n e d  w h e n  s t a n d a r d  

F D A  b r o t h ,  D T  m e d i u m  a n d  T S  b r o t h  w e r e  u s e d  f o r  g r o w i n g  M .  

p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s .
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S p e c i a l  F D A  b r o t h  a n d  D T  m e d i u m  w e r e  u s e d  f o r  s u b -  

c u l t u r i n g .  T a b l e  X X I  s h o w s  t h e  m e a n  a n d  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  

of  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d .  E x a m i n a t i o n  o f  t h e  t a b l e  s h o w s  t h a t  t h e  

m o s t  r e s i s t a n t  c u l t u r e  w a s  t h e  o n e  g r o w n  i n  T S  b r o t h  a n d  s u b ­

c u l t u r e d  i n  D T  m e d i u m .  E v e n  t h i s  w a s  n o t  a s  r e s i s t a n t  a s  i s  

r e q u i r e d  b y  t h e  s p e c i f i c a t i o n s  s e t  up  b y  t h e  F D A  p r o c e d u r e .

T h e  c u l t u r e  g r o w n  i n  F D A  b r o t h  w a s  t h e  l e a s t  r e s i s t a n t  of  t h e  

t h r e e  c u l t u r e s  t e s t e d .

I n  e v e r y  c a s e  a  h i g h e r  k i l l i n g  d i l u t i o n  w a s  o b t a i n e d  w h e n  

S p e c i a l  F D A  b r o t h  w a s  u s e d  f o r  s u b c u l t u r i n g  t h a n  w h e n  D T  m e ­

d i u m  w a s  u s e d .  T h i s  i s  s h o w n  n o t  o n l y  i n  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  

f o r  e a c h  i n d i v i d u a l  t e s t  c u l t u r e  m e d i u m ,  b u t  a l s o  f o r  t h e  f i g u r e  

o b t a i n e d  w h e n  t h e  k i l l i n g  d i l u t i o n  v a l u e s  f o r  t h e  t h r e e  c u l t u r e  

m e d i a  w e r e  p o o l e d .
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T A B L E  XIX

M E D I A  U S E D  IN S T U D Y  ON B A C T E R I A L  P O P U L A T I O N  A N D  

R E S I S T A N C E  O F  M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S  T O  P H E N O L

A  D i f c o  D i s i n f e c t a n t  T e s t  m e d i u m ,  l o t  No..  3 6 5 8 5 3  

B D i f c o  D i s i n f e c t a n t  T e s t  m e d i u m ,  l o t  N o .  3 8 0 9 7 4  

C D i f c o  D i s i n f e c t a n t  T e s t  m e d i u m ,  m a d e  up  i n  t h e  l a b o r a t o r y  

D F D A  b r o t h ,  m a d e  w i t h  D i f c o  p e p t o n e ^  l o t  N o .  4 0 6 9 3 5  

E  F D A  b r o t h ,  m a d e  w i t h  D i f c o  p e p t o n e ,  l o t  N o .  4 0 5 9 3 4  

F  F D A  b r o t h ,  m a d e  w i t h  A r m o u r  p e p t o n e ,  l o t  No..  1 0 0 9 7 6  

G B B L  T r y p t i c a s e  S o y  b r o t h ,  l o t  N o .  3639
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T A B L E  XX

K I L L I N G  D I L U T I O N S  O F  P H E N O L  O N  S E C O N D  A N D  T H I R D

DA Y  B R O T H  T R A N S F E R S  F R O M  N U T R I E N T  A G A R

S L A N T  O F  M .  P Y O G E N E S  V A R .  A U R E U S

C u l t u r e  m e d i a - - l i s t e d  i n  T a b l e  XIX 

S u b c u l t u r e  m e d i u m - - D T  m e d i u m

S e c o n d  T r a n s f e r  T h i r d  T r a n s f e r

A 1 - 7 0 1 - 7 0

B > 1 - 7 0 < 1 -80 > l - 6 0 < l - 7 0

C 1 - 7 0 1 - 7 0

D > 1 - 6 0 < 1 -7 0 1 - 6 0

E > l - 6 0 < l - 7 0 1 - 8 0

F > 1 - 7 0 < 1 - 8 0 1 - 8 0

G 1 - 6 0 > l - 6 0 < l - 7 0

I
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T A B L E  X X I  

K I L L I N G  D I L U T I O N S *  O F  P H E N O L

T e s t  o r g a n i s m - - M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  g r o w n  in :

A .  F D A  b r o t h

B .  D T  m e d i u m

C. T S  m e d i u m

D. F D A  b r o t h ,  D T  m e d i u m  a n d  TS b r o t h

S u b c u l t u r e d  i n  S p e c i a l  F D A  B r o t h  S u b c u l t u r e d  i n  D T  M e d i u m

A 1 - 8 2 . 2 ± 8 . 5 5 1 - 7 4 . 0  ±  3 . 1 4

B 1 - 7 6 . 5 ± 5.0 1 - 7 1 . 5  ±  5 .2 5

C 1 - 7 8 . 0 ± 7 .2 5 1 - 6 7 . 5  ±  7 .7 5

D 1 - 7 7 . 1 ± 7 .2 5 1 - 7 0 . 4 5  i  5 .5

* V a l u e s  o b t a i n e d  b y  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  m e a n  o f  k i l l i n g  d i l u ­
t i o n s  of  p h e n o l  by  ' ' p h e n o l  c o e f f i c i e n t ' 1 t e s t s .
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F .  N e u t r a l i z a t i o n  T e s t s

T e s t s  w e r e  m a d e  to  s e e  i f  t h e  n e u t r a l i z i n g  m e d i a  u s e d  

s t o p p e d  t h e  g e r m i c i d a l  o r  b a c t e r i o s t a t i c  a c t i o n  of  t h e  d i s i n ­

f e c t a n t  b e i n g  t e s t e d .  A  c u l t u r e  o f  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  

w h i c h  w a s  g r o w n  i n  D T  m e d i u m  w a s  u s e d  a s  t h e  t e s t  o r g a n i s m .

S i n c e  t h e  l a r g e s t  a m o u n t  o f  d i s i n f e c t a n t - d i l u t i o n  t h a t  w a s  

u s e d  i n  a n y  of  t h e  t e s t s  w a s  o n e  m l ,  t h i s  a m o u n t  w a s  u s e d  i n  

t h e  n e u t r a l i z a t i o n  t e s t s .  K l a r m a n n  a n d  W r i g h t  (15 )  r e c o m m e n d e d  

t h a t  ZO m l  of  m e d i u m  b e  u s e d  i n  t h e i r  11 s e m i - m i c r o 1' t e s t  to  

s t o p  t h e  a c t i o n  o f  t h e  d i s i n f e c t a n t .  In  o r d e r  to  d e t e r m i n e  i f  

t h i s  a m o u n t  w a s  s u f f i c i e n t ,  t h e  t e s t s  w e r e  c o n d u c t e d  b y  a d d i n g  

20 m l  of  m e d i u m  to  e a c h  of  t h e  d i s i n f e c t a n t  d i l u t i o n s .  O n e -  

t e n t h  m l  of  t h e  c u l t u r e  w a s  t h e n  a d d e d  i m m e d i a t e l y  t o  e a c h  of  

t h e  t u b e s  c o n t a i n i n g  t h e  d i s i n f e c t a n t - m e d i u m  m i x t u r e .  R e s u l t s  

w e r e  r e c o r d e d  a t  t h e  e n d  of  24 ,  48 ,  72 h o u r s '  a n d  s i x  d a y s '  

i n c u b a t i o n  a t  3 7 C .  D a t a  a r e  r e p o r t e d  o n  th e  s i x - d a y  r e a d i n g .

S p e c i a l  F D A  b r o t h  a n d  D T  m e d i u m  w e r e  u s e d  a s  w e l l  a s  

t h e  s p e c i f i c  n e u t r a l i z i n g  m e d i u m  f o r  e a c h  d i s i n f e c t a n t .  I n  t h i s  

w a y ,  i t  w o u l d  b e  d e m o n s t r a t e d  w h e t h e r  t h e  n e u t r a l i z i n g  m e d i u m  

u s e d  h a d  a  g r e a t e r  e f f e c t  t h a n  t h e  o t h e r  tw o  m e d i a  o n  s t o p p i n g  

t h e  g e r m i c i d a l  o r  b a c t e r i o s t a t i c  a c t i v i t y  of  t h e  d i s i n f e c t a n t .
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L e t h e e n  b r o t h  a s  f o r m u l a t e d  b y  Q u i s n o ,  G i b b y  a n d  F o t e r  

(23)  w a s  u s e d  a s  t h e  n e u t r a l i z i n g  m e d i u m  f o r  B T C  a n d  s o d i u m  

t h i o g l y c o l l a t e  b r o t h  w a s  u s e d  f o r  M e t a p h e n .  F D A  b r o t h  p l u s

0 .03  p e r c e n t  f e r r i c  c h l o r i d e  a s  s u g g e s t e d  b y  F i e t t  e t  a l .  (8) 

w a s  u s e d  f o r  D o w i c i d e  A  a n d  D o w i c i d e  C .

I t  c a n  b e  s e e n  b y  e x a m i n i n g  T a b l e  X X II  t h a t  b o t h  F D A  

b r o t h  a n d  D T  m e d i u m  a r e  a s  e f f e c t i v e  a s  t h e  F D A  b r o t h  p l u s  

f e r r i c  c h l o r i d e  i n  n e u t r a l i z i n g  D o w i c i d e  A  a n d  D o w i c i d e  C, 

t h u s  a l l o w i n g  t h e  t e s t  o r g a n i s m  to g r o w .

M e t a p h e n  i s  n e u t r a l i z e d  i n  t h e  1 - 5 0 0  d i l u t i o n  w i t h  t h e  

20 m l  o f  s o d i u m  t h i o g l y c o l l a t e  b r o t h ,  w h i l e  t h e  F D A  b r o t h  a n d  

D T  m e d i u m  a r e  n o t  a b l e  t o  s t o p  t h e  b a c t e r i o s t a t i c  a c t i o n  of  

M e t a p h e n  i n  a  d i l u t i o n  of  1 - 2 0 0 0 .

W i t h  B T C ,  L e t h e e n  b r o t h  i s  m u c h  m o r e  e f f e c t i v e  i n  

n e u t r a l i z i n g  t h e  d i s i n f e c t a n t  t h a n  t h e  o t h e r  tw o  m e d i a  u s e d .

I t  w a s  e f f e c t i v e  a t  a  1 - 1 0 0 0  d i l u t i o n ,  w h i l e  D T  m e d i u m  w a s  

e f f e c t i v e  a t  a  d i l u t i o n  of  1 - 4 0 , 0 0 0  of  B T C ,  a n d  S p e c i a l  F D A  

b r o t h  o n l y  a l l o w e d  g r o w t h  of  t h e  o r g a n i s m  a t  a  1 - 8 0 , 0 0 0  d i l u ­

t i o n  o f  B T C .

1
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T A B L E  X X II

R E S U L T S  O B T A I N E D  B Y  N E U T R A L I Z A T I O N  T E S T

D o w i c i d e  A

D i l u t i o n F D A  B r o t h
S u b c u l t u r e d  in :  

D T  M e d i u m
F D A  B r o t h  + F e C l

3

1 - 2 0 0 _ + _

1 - 3 0 0 + + +
1 - 4 0 0 + + +

D o w i c i d e  C

D i l u t i o n F D A  B r o t h
S u b c u l t u r e d  in :  

D T  M e d i u m
F D A  B r o t h  + F e C l 3

1 - 1 0 0 0 _ _ _

1 - 2 0 0 0 + + +
1 - 4 0 0 0 + + +

M e t a p h e n

D i l u t i o n F D A  B r o t h
S u b c u l t u r e d  in :  

D T  M e d i u m
T h i o g l y c o l l a t e  B r o t h

1 - 5 0 0 _ _ +
1 - 1 0 0 0 - - +
1 - 2 0 0 0 - - +

B T C

D i l u t i o n F D A  B r o t h
S u b  c u l t u r e d  in:  

D T  m e d i u m
L e t h e e n  B r o t h

1 - 1 0 0 0 _ _ +
1 - 2 0 , 0 0 0 - - +
1 - 4 0 , 0 0 0 - + +
1 - 8 0 , 0 0 0 + + +



VI .  S U M M A R Y

A  s t u d y  w a s  m a d e  of  t h e  e f f e c t  of  t h e  c u l t u r e  m e d i a  on  

t h e  r e s i s t a n c e  o f  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  to d i s i n f e c t a n t s  a n d  

o f  t h e  e f f e c t  of  t h e  s u b c u l t u r e  m e d i a  on  t h e  c u l t i v a t i o n  o f  b a c ­

t e r i a l  c e l l s  a f t e r  t h e y  h a d  b e e n  t r e a t e d  w i t h  d i s i n f e c t a n t s .  

' ' P h e n o l  c o e f f i c i e n t 1' a n d  ' ' s e m i - m i c r o "  t e s t s  w e r e  c o n d u c t e d  

o n  f o u r  r e p r e s e n t a t i v e - t y p e  d i s i n f e c t a n t s .

W h e n  t h e  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  t e c h n i c  w a s  u s e d ,  D T  

m e d i u m  w a s  s h o w n  to p r o d u c e  a  c u l t u r e  t h a t  w a s  m o r e  r e s i s t ­

a n t  to  a l l  t h e  d i s i n f e c t a n t s  t e s t e d  w h e r e a s  t h e  c u l t u r e  i n  TS  

b r o t h  s h o w e d  a  g r e a t e r  r e s i s t a n c e  to  p h e n o l .  H o w e v e r ,  t h e  

k i l l i n g  d i l u t i o n  w i t h  t h e  T S  b r o t h  c u l t u r e  s h o w e d  a  g r e a t e r  

s t a n d a r d  d e v i a t i o n  f r o m  t h e  m e a n  t h a n  d i d  t h e  k i l l i n g  d i l u t i o n  

w i t h  t h e  F D A  b r o t h  o r  t h e  D T  m e d i u m  c u l t u r e s .  T h i s  w o u l d  

i n d i c a t e  t h a t  v a l u e s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  TS  b r o t h  w e r e  n o t  a s  c o n ­

s i s t e n t  a s  t h o s e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  o t h e r  tw o  m e d i a .

In t h e  c o m p a r i s o n  of  t h e  s u b c u l t u r e  m e d i a ,  i t  w a s  f o u n d  

t h a t  F D A  b r o t h  p l u s  f e r r i c  c h l o r i d e  w a s  n o  m o r e  e f f e c t i v e  t h a n  

S p e c i a l  F D A  b r o t h  a l o n e  i n  t h e  c u l t i v a t i o n  of t h e  d i s i n f e c t a n t -  

t r e a t e d  c e l l s  of  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s .  T h i o g l y c o l l a t e  b r o t h
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a n d  L e t h e e n  b r o t h  w e r e  s h o w n  to b e  m o r e  e f f e c t i v e  f o r  M e t a p h e n  

a n d  B T C ,  r e s p e c t i v e l y ,  t h a n  S p e c i a l  F D A  b r o t h  o r  D T  m e d i u m .

D T  m e d i u m  w a s  s h o w n  to  b e  m o r e  e f f e c t i v e  a s  a  s u b c u l t u r e  

m e d i u m  t h a n  w a s  S p e c i a l  F D A  b r o t h  i n  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  

t e s t s  o n  a l l  f o u r  c o m p o u n d s .

R e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  " s e m i - m i c r o ' 1 t e c h n i c  w e r e  

n o t  a s  c o n s i s t e n t  t h r o u g h o u t  t h e  w h o l e  s t u d y  a s  t h o s e  o b t a i n e d  

b y  t h e  F D A  p r o c e d u r e .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h i s  m e t h o d  i s  n o t  

a s  r e l i a b l e  a s  t h e  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  t e c h n i c  a n d  t h a t  i t  w o u l d  

n o t  s e r v e  a s  a  s a t i s f a c t o r y  s u b s t i t u t e  f o r  t h e  F D A  p r o c e d u r e .

W a s h e d  c e l l s  of  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  w e r e  s h o w n  to 

b e  l e s s  r e s i s t a n t  t h a n  t h o s e  i n  b r o t h  c u l t u r e s  n o r m a l l y  u s e d  f o r  

t h e  " p h e n o l  c o e f f i c i e n t "  t e s t s .  T h i s  i s  d u e  to  t h e  f a c t  t h a t  t h e  

f o r e i g n  m a t e r i a l  i n t r o d u c e d  b y  t h e  b r o t h  i n t e r f e r e d  w i t h  t h e  

a c t i o n  of  t h e  d i s i n f e c t a n t ,  a l l o w i n g  t h e  o r g a n i s m  to  a p p e a r  m o r e  

r e s i s t a n t .

T h e  a g e  o f  t h e  F D A  b r o t h  s u b c u l t u r e  m e d i u m  a p p e a r e d  

to  h a v e  a n  i m p o r t a n t  e f f e c t  u p o n  t h e  c u l t i v a t i o n  of t h e  d i s i n f e c t a n t -  

t r e a t e d  c e l l s  o f  M .  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s .  M e d i a  t h a t  w e r e  f r e s h l y  

p r e p a r e d  w e r e  n o t  a s  e f f e c t i v e  i n  a l l o w i n g  t h e  o r g a n i s m s  to  g r o w  

a s  m e d i a  t h a t  h a d  b e e n  p r e p a r e d  s e v e r a l  d a y s  p r i o r  t o  u s e ,  T h e

1
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o x y g e n  t e n s i o n  o f  t h e  m e d i u m  m a y  h a v e - h a d  s o m e  e f f e c t  on  t h e  

r e s u l t s  o b t a i n e d .
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p o u n d s .  D T  m e d i u m ,  F D A  b r o t h  a n d  a  s p e c i f i c  n e u t r a l i z i n g  

m e d i u m  w e r e  u s e d  f o r  s u b c u l t u r i h g  w h e n  t h e  t e s t ' s  w e r e  r u n .

R e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  o r g a n i s m s  g r o w n  i n  D T  m e d i u m  

w e r e  m o r e  r e s i s t a n t  t o  t h e  f o u r  c o m p o u n d s  t e s t e d  t h a n  w e r e  t h e  

o r g a n i s m s  t h a t  w e r e  g r o w n  i n  F D A  b r o t h  o r  T o  b r o t h .  A 
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