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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram avaliar a eficacia
dos desinfetantes cloreto de benzalconio (QAC) e
iodoforo (I) sobre 10 cepas APEC (Escherichia coli
patogénica aviaria), bem como verificar se a
caracteristica alta patogenicidade esta associada a
uma maior resisténcia a estes compostos. O método
utilizado foi o de diluicdo através do teste
qualitativo de suspensdo. As varidveis estudadas
foram: concentragdes do QAC (300, 150, 75 e 50
ppm) e do I (100, 75, 50 e 25 ppm), tempos de
contato (5, 10 e 20 minutos) ¢ temperatura £20°C.
O QAC inativou todos os isolados nas
concentragdes de 300 ¢ 150 ppm, em todos os
tempos de contato, porém a 75 ¢ 50 ppm no tempo
de 5 minutos o desinfetante nao foi eficaz para uma
e quatro amostras, respectivamente. O I a 100 e 75
ppm inativou os isolados em todos os tempos
avaliados, mas a 50 ppm um foi resistente e a 25
ppm oito foram resistentes em todos os tempos de
exposicdo. A caracteristica alta patogenicidade nao
pareceu promover resisténcia, quando comparado
com a cepa padrdo. Concluiu-se, nas condi¢des do
experimento, que os dois desinfetantes podem ser
usados em procedimentos de higiene frente as cepas
APEC, apenas levando-se em consideragdo a
concentragdo de uso e o tempo de contato.
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SUMMARY

The objectives of this study were to evaluate the
effectiveness of the disinfectant benzalkonium
chloride (QAC) and iodophor (I) on 10 strains
APEC (Escherichia coli pathogenic avian) and
verify that the high feature pathogenicity provides
protection factor against these compounds. The
method used was the dilution by the qualitative
suspension test. The variables studied were: the
concentrations of QAC (300, 150, 75 and 50 ppm)
and I (100, 75, 50 and 25 ppm), contact times (5, 10
and 20 minutes) and room temperature (20°C). The
QAC inactivated all strains at concentrations of 300
and 150 ppm at all contact times, but at 75 and 50
ppm in time of 5 minutes was not effective
disinfectant for one and four APEC strains,
respectively. The I 100 and 75 ppm inactivated
isolates in all time periods, but 50 ppm one was
tough and 25ppm eight were resistant in all
exposure times. The highly pathogenic feature does
not appear to promote resistance when compared
with the standard strain. It was concluded, under the
experimental conditions, the two disinfectants can
be used in front of the hygiene procedures APEC
strains, only taking into account the use
concentration and contact time.
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INTRODUCAO

Nas aves as amostras de Escherichia coli que
possuem fatores de viruléncia, portanto
capazes de causar enfermidade nos animais,
sdo designadas como APEC (Avian
Pathogenic Escherichia coli). Além de
atuarem como agentes secundarios em
diversas enfermidades bacterianas e virais
sdo responsaveis pela colibacilose aviaria, a
qual ¢ considerada uma das principais
doencas da avicultura industrial moderna
(FERREIRA & KNOBL, 2009).

Visando eliminar ou reduzir a oportunidade
de transmissdo de patégenos como APEC,
nos programas de biosseguranca dos
ambientes avicolas sdo adotados
procedimentos de higiene (limpeza e
desinfeccdo). Enquanto a limpeza refere-se a
eliminacdo de sujidades, a desinfeccao
objetiva agir sobre os microrganismos em
vida livre, quando no ambiente. Contudo,
caracteristicas intrinsecas ou adquiridas das
bactérias podem impedir sua inativacao por
grupos quimicos com acdo antimicrobiana
(MAILLARD & McDONNELL, 2012).
Diversos  trabalhos  tém  informado
a resisténcia de APEC aos
antibidticos (ABREU et al, 2010;
BARBIERI, 2010; GUASTALLIL 2010;
CHANSIRIPORNCHAI et al., 2011;
BARROS et al., 2012; GONCALVES et al.,
2012; CUNHA, 2014). Se por um lado sao
frequentes estudos monitorando a resisténcia
de microrganismos aos antibidticos, por
outro a investigacdo da atividade dos
desinfetantes  sobre eles ndo tem
acompanhado 0 mesmo ritmo,
principalmente no contexto da saide e da
produgdo animal em nosso pais.

Dentre os desinfetantes de grande uso na
avicultura do Brasil destacam-se o cloreto de
benzalconio, do grupo dos quaternarios de
amoénio, ¢ o ioddforo, do grupo quimico
halogénios. O presente trabalho teve como
objetivos avaliar se esses compostos
quimicos podem ser usados como recursos
sanitarios na prevencdo ou controle em
situagdes-problema de colibacilose
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confrontando-os com cepas APEC, bem
como buscar evidéncias se a caracteristica
alta patogénicidade promove
resisténcia/tolerancia aos compostos testado.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 10 cepas APEC isoladas
em frangos de corte, oriundas de quadros
de celulite e classificadas em estudo prévio
como tendo alto indice de patogenicidade,
em escore que incluiu também os indices
de intermedidria e baixa patogenicidade,
ou ainda apatogénica. Neste indice,
conforme trabalho de Souza et al. (2016),
as cepas foram classificadas de acordo com
a capacidade em causar determinado
nimero de lesdes compativeis com
colibacilose  (aerosaculite, pericardite,
perihepatite, peritonite e celulite), além de
considerar o tempo de morte (entre um e
10 dias) e o nimero de pintos mortos (em
grupo de 10 animais) apds a inoculacao
subcutanea.  Os  isolados  estavam
armazenados a -20°C em solu¢ao contendo
800uL de BHI (Brain Heart Infusion) e
200uL de glicerol, e para a reativagdo
foram repicados em 10mL de BHI e
incubados a 37°C por 24 horas.
Posteriormente, foram plaqueados em
BEM (Eosin Methylene Blue Agar - meio
seletivo para a diferenciagdo de bacilos
entéricos).

Como referéncia (controle) da atividade
desinfetante, utilizou-se a cepa padrdo de
Escherichia coli ATCC 25922.

A densidade populacional bacteriana da
cultura em BHI dentro de 24 horas
variaram entre 10 * ¢ 10 ° UFC/mL.

Foram utilizados os principios ativos puros
dos desinfetantes, sendo o cloreto de
benzalconio (QAC - sinonimia cloreto de
alquil dimetil benzilaménio) testado nas
concentracoes 300 (=0,03%), 150, 75 e 50
ppm, e o iodéforo (I) nas de 100 (=0,01%),
75, 50 e 25 ppm, conforme recomendado
pelo Cédigo de Regulamentacdes Federais
do Food and Drug Administration (FDA,
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2012). Entrevistas realizadas com médicos
veterinarios responsaveis pelo setor de
fomento em empresa avicola e por
responsaveis técnicos de matadouros-
frigorificos confirmaram a informacao de
serem esses desinfetantes rotineiramente
usados no processo de higiene.

O método foi o de dilui¢do com o teste o de
suspensao qualitativo (BRASIL, 1993). Cada
tubo de ensaio contendo 10 mL de uma
concentragdo do desinfetante foi mantido a
temperatura ambiente (+20°C) por 24 h.
Posteriormente, todos receberam 0,1 mL da
“suspensdo teste” (cultura 24 h entre 10 ® e
10 ° UFC/mL), sendo cronometrado o tempo
de contato com o desinfetante nos periodos
de 5, 10 e 20 minutos. Posteriormente, foi
retirado 1 mL do caldo em cada tempo e
inoculados em triplicata em tubos de ensaio
contendo 5 mL de BHI com neutralizador
(3% de Polisorbato 80, 0,3% de Lecitina e
0,1% de Histidina).

Os tubos foram agitados, incubados a 37°C e
observados nos periodos de 24, 48, 72 e 96
horas. Com resultados dicotomicos, os testes
foram considerados como desinfetante com
atividade bactericida devido auséncia do
crescimento bacteriano (meio de cultura sem
turvacdo, formagdo de pelicula na superficie
ou de precipitado no fundo dos tubos testes)
ou sem atividade devido presenca de
bactérias viaveis (com turvacao do meio de
cultura, controlando contaminagdo por

ISSN 1519 9940

plaqueamento em Fosin Methylene Blue
Agar).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A cepa padrio foi inativada pelos dois
desinfetantes. Apenas na menor
concentragdo € menor tempo de contato o
cloreto de benzalconio nao promoveu a
inativacao da cepa ATCC (Tabela 1). Com o
iodoforo, a concentracdo de 25 ppm ndo foi
suficiente para a sua inativagao (Tabela 2).

O cloreto de benzalconio provocou a
inativacdo de todos os isolados APEC.
Porém a 75 e 50 ppm o desinfetante precisou
de mais de 10 min de contato para inativar
um e trés isolados, respectivamente.
Comparando os resultados deste desinfetante
frente a cepa padrdo e as amostras de APEC,
verifica-se que houve similaridade na
atividade. A maior diferenca esta na
concentragdo de 75 ppm, onde enquanto a
cepa padrao foi inativada na leitura de cinco
minutos, os 10 isolados APEC foram
mais resistentes/tolerantes, observando-se
inativagdo com 10 minutos de contato. Na
concentragdo de 50 ppm, trés isolados foram
mais resistentes € precisaram mais tempo de
contato do que a cepa padrdo para serem
inativados.

Tabela 1. Escherichia coli padrdo e numero de isolados Escherichia coli de alta
patogéncidade - APEC - (n=10) inativados (sensiveis) pelo cloreto de benzalconio
em quatro concentracdes ¢ trés tempos de contato, a temperatura de £20°C

Item Tempo de contato (minutos)

Concentragao (ppm)

300 150 75 50
5 S S S R
Padrio (ATCC 25922) 10 S S S S
20 S S S S
5 10 10 9 7
APEC (n=10) 10 - - 1 3
20 - - - -

Naio inativada -

S = sensivel; R: resistente.
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Tabela 2. Escherichia coli padrao e numero de isolados APEC (n=10) inativados
(sensiveis) pelo iodéforo em quatro concentragdes e trés tempos de contato, a

temperatura de £20°C

Tempo de contato (minutos)

Concentragdo (ppm)

100 75 50 25

5 S S S R

Padrao (ATCC 25922) 10 S S S R
20 S S S R

5 10 10 5 2

APEC 10 - - 4 -
20 - - - -

N3&o inativada - - - 1 8

S = sensivel; R = resistente.

O iodoforo inativou todos os isolados
APEC nas concentragdes 100 e 75 ppm,
porém nao a 50 e 25 ppm, quando uma e
oito amostras, respectivamente, foram
resistentes. Comparando esse resultado
com a atividade frente a cepa de referéncia
observa-se que foi igual para as duas
maiores concentracdes, mas houveram
isolados com suscetibilidades diferentes
nas duas menores.

Na concentracao 50 ppm, enquanto a cepa
padrao foi inativada/sensivel na leitura de
cinco minutos, trés amostras de APEC
foram resistentes, sendo necessario 10
minutos de contato para serem inativadas e
um isolado apresentando resisténcia com
20 minutos de contato.

Na concentragdo 25 ppm o resultado foi,
em oito das dez cepas, igual a padrao.
Porém em dois isolados ocorreu o inverso,
ou seja, eles foram sensiveis ao
desinfetante enquanto a padrdo foi
resistente. Caracterizando a comparacao
em percentagens de inativagdo, 100% dos
APEC apresentaram o mesmo resultado
que a cepa de referéncia nas duas maiores
concentracoes do desinfetante, 90% na
terceira e 80% na quarta concentragao.
Buscando referéncias cientificas para
comparar com os resultados observados
nesse trabalho, em bases eletronicas de
dados (Ovid 1990 - 2015 e Web of Science
— 1999 - 2016) foram encontradas apenas
duas investigagdes que avaliaram a
atividade de desinfetantes frente APEC.

Oosterik et al. (2014a) testaram a atuagdo
de peréxiodo de hidrogénio e o composto
do grupo quaternario de amonio cloreto de
benzalconio frente a 93 cepas APEC dos
sorogrupos O1, O2 e O78, formadoras e
ndo formadoras de biofilmes. Como
resultado, os autores observaram que os
dois desinfetantes foram capazes de
inativar todas as cepas (aderidas e nao
aderidas) a 0,01% (100ppm). Independente
de ndo terem sido as cepas classificadas
por sorogrupos, o resultado se assemelha
aos observados no presente estudo.

Oosterik et al. (2014b) verificaram a
susceptibilidade de 97 amostras APEC de
galinhas poedeiras a antibidticos e
desinfetantes. Os autores constataram
resisténcia a ampicilina (35,1%), acido
nalidixico (38,1%), sulfonamidas (sulfa,
41,2%) e tetraciclina (53,6%). Os autores
informaram também que as cepas nao
apresentaram resisténcia fenotipica aos
desinfetantes  utilizados na  industria
avicola (formaldeido, glutaraldeido,
peroxido de hidrogénio e composto de
quaternario de amonia), indicando que nio
houve  resisténcia  adquirida.  Esse
resultado, novamente, confirma os achados
do presente trabalho tendo-se, no entanto,
dificuldade de comparar com exatidao os
resultados da concentracdo da atividade
bactericida posto que foram usados
métodos e técnicas diferentes. Os autores
consideraram com atividade bactericida o
desinfetante que reduziu 99,9% da
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densidade populacional bacteriana final em
relacdo a inicial, ao passo que o teste usado
no trabalho que relatamos informa
dicotomicamente inativou (bactericida) ou
nao inativou (nao bactericida).

Nao foram encontradas investigagdes sobre
a atividade do composto iodoforo sobre
cepas APEC.

Por se tratarem de cepas caracterizadas
como altamente patogénicos esperava-se,
como hipotese, aumento da resisténcia
frente aos principios antimicrobianos
desinfetantes testados. No entanto, quando
comparado com a cepa padrio os
resultados de suscetibilidade foram
similares. Carvalho et al. (2015) em estudo
avaliando a relagdo entre cepas com a
caracteristica ~ patogenicidade e a
resisténcia a  antibioticos, também
constataram a inexisténcia de associagao
entre estas variaveis.

Concluiu-se que tanto o cloreto de
benzalconio quanto o iodoforo foram
capazes de inativar todos os isolados
APEC, podendo ser empregados nos
procedimentos de  desinfeccdo.  As
variaveis concentra¢do e tempo de contato
interferem na atuacdo destes compostos,
devendo ser levados em consideragdo
quando no estabelecimento e
monitoramento dos protocolos de higiene.
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