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Evaluation of the antibacterial activity of six commercial disinfectants against
Salmonella Typhimurium strains isolated from swine
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RESUMO

Os aspectos relacionados a biosseguranca, limpeza e desinfec¢éo sdo os principais componentes de programas
de controle da infec¢do pSalmonellasp. em rebanhos suinos. Dessa forma, a eleicdo de um desinfetante eficaz deve ser
a primeira etapa do protocolo de controle. A partir disso, esse trabalho teve por objetivo avaliar a atividade de seis
desinfetantes comerciais (amdnia quaternaria, glutaraldeido, iodéforo, hipoclorito de sédio (1 e 0,1%), fenol e acidd peracétic
frente a amostras @almonellasp. isoladas de suinos. O trabalho foi conduzido em duas etapas: na primeira, os desinfe-
tantes foram testados frente a uma amostra padiBalaenellalyphimurium, na presenca e auséncia de matéria organi-
ca, sob duas diferentes temperaturas, em tempo de contato de 15 minutos. Na segunda etapa os desinfetantes foran
avaliados frente a 8 amostrasmonellalyphimurium, com diferentes perfis de resisténcia a antimicrobianos, por um
tempo de contato de 5 minutos. Todos os desinfetantes foram eficazes na auséncia de matéria organica e nas duas tempe
raturas testadas. Entretanto, quando na presenca de matéria organica, somente o hipoclorito de sédio (1%), fenol e o acidc
peracético foram eficazes. Da mesma forma, os desinfetantes a base de hipoclorito de sédio (1%), fenol e acido peracético
foram os mais eficazes frente a todas amostras testadas apds cinco minutos de contato. As observa¢des indicam que
eficacia dos desinfetantes frente as amostr&athaonellasp. esteve mais relacionada com as condic¢des de utilizacéo,
principalmente quanto & presenca de matéria organica e tempo de exposicéo, do que com o perfil de resisténcia apresentad
pelas diferentes linhagens.

Descritores: desinfetantessalmonellalyphimurium, programa de controle.

ABSTRACT

Measures related to biosecurity and hygiene, are major components of control progi@ahs éoellanfec-
tion on swine farms. Thus, the first step of control programs is the adoption of effective disinfectants. In this study, the
effectiveness of six disinfectants (quaternary ammonium, glutaraldehyde, iodophor, sodium hypochlorite, phenol and
peracetic acid) was tested against strairSatfonellasp. isolated from pigs. The test was conducted in two phases: on
the first assay agmonellaTyphimurium reference strain was submitted to a 15 minutes contact with each disinfectant, in
presence or in absence of organic matter and under two different temperatures. On the second assay, disinfectants were
evaluated against 8 porciBalmonellaTyphimurium strains, presenting different antibiotic resistance profiles, with a
contact time of 5 minutes. All disinfectants were effective in the absence of organic matter at both tested temperatures.
However, when organic matter were included on the assay, only sodium hypochlorite, phenol and peracetic acid were
effective. Furthermore, sodium hypochorite, phenol and peracetic acid were also the most effective agairSapoceine
nellaTyphimurium strains after five minutes of contact. These results indicate that the effectiveness of the tested disinfec-
tants was more related to the presence of organic matter and exposure time than to the resistance profile presented by the
tested strains.
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INTRODUCAO Etapa 1:
. . .Amostra: foi adotada como padrao uma amostra de
A Salmonellasp. é considerada uma das mal% ) . .
. . . almonellalyphimurium isolada na Embrapa Suinos
importantes causas de doenca de origem alimentar em . - ~
humanos, sendo os produtos de origem animal um d%SAves, estocada com a identificacdo 7430, e

Y . sorotipada pelo FIOCRUZ2HOC 3485, originada de
principais veiculos de transmisséao [6,9]. T .

um surto de diarréia em suinos.

A prevaléncia de suinos portadores de_ ~ .
Salmonellasp. ao abate no Rio Grande do Sul noE)esmfetantes no Quadro 1 estdo descritos os de-

anos de 1999/2000. foi estimada em 55%. Sendosgﬁfetantes testados, seus respectivos desinibidores [12,

sorovar Typhimurium o mais frequiente [2]. Estes dazs] e recomendagdo de uso pelo fabricante.

dos indicam que o animal portador tem sido o princip&t€/inéamento experimental os tratamentos con-
fonte de introducdo d8almonellasp. na linha de sistiram na utilizacdo dos diferentes desinfetantes na

abate, podendo chegar ao produto final. diluicdo recomendada pelo fabricante, sob quatro di-

InGmeros fatores de risco tém sido associd€rentes condicoes:
dos & ocorréncia de infecgdo por salmonelas em syiratamento 1T1): 10°C, sem matéria organica;
nos, entre os quais o tipo de ragéo [3,12]; mistura déatamento 2 (T2): 30°C, sem materia organica;
animais de diferentes origens na creche e terminaatamento 3 (T3): 10°C, com matéria organica;
¢&0 [17]; e o contato com o microrganismo em fase§atamento 4 (T4): 30°C, com matéria organica.
zootécnicas anteriores & terminacao [4]. Entretanto, O controle consistiu em submeter a amostra
o0s aspectos relacionados a biosseguranca, limpezBaglrdo as mesmas condi¢des, porém na auséncia do
desinfeccéo, controle de vetores e manejo pré-abalesinfetante. Todos os ensaios foram realizados em
sempre sd0 0s principais componentes de program@8co repeticdes.
de controle [8, 19]. Protocolo do testea metodologia utilizada foi adapta-

O Cédigo Zoosanitario Internacional, ao aborda da diluicdo em tubos e inoculagéo em placas [15].
dar medidas de higiene e seguranca sanitaria na pferam preparados 28 tubos contendo 1mL de suspensao
ducdo animal, alerta sobre a existéncia de poucbscteriana (indculo) contendo aproximadameritariio
desinfetantes universais e da necessidade do contdades formadoras de col6nia (UFC)/mL. Aos tubos per-
le da atividade dos produtos existentes. Variaveiencentes aos tratamentos com adicao de matéria orga-
como a amostra do microorganismo de interesse enga (CMO) foram adicionados 250 de soro bovino
concentracao do produto recomendada pelo fabricaastéril. Nos tubos correspondentes aos tratamentos sem
te devem ser submetidas a avaliagdo para comprimatéria organica (SMO), foi adicionada a mesma quan-
var sua efetividade. tidade de PBS. Esta mistura permaneceu em temperatu-

Uma vez que a elei¢do do desinfetante deviei ambiente por 30 minutos, enquanto os desinfetantes
ser uma das etapas de um protocolo de controle ggam diluidos conforme indicacéo do fabricante. A se-
Salmonellesp., este estudo teve como objetivo avaliguir, a esses tubos foi acrescido 1mL de desinfetante e
ar a atividade de seis desinfetantes comerciais, afigram incubados por 15 min a°00ou a 36C, conforme
plamente utilizados em suinocultura, frente a amogy tratamento. Os tubos controles foram submetidos as
tras deSalmonellaTyphimurium. mesmas condicdes, sendo acrescido 1mL de PBS ao in-

MATERIAIS E METODOS vés de desinfetante. Apés a incubacao, foram adiciona-
dos 7,75mL do respectivo desinibidor aos tubos tratamento
O trabalho foi dividido em duas etapas. N&€ @ mesma quantidade de PBS, aos controles. Finalmen-

primeira, os desinfetantes foram testados frentetg, foi determinado o nimero de UFC S&monella
uma amostra padrdo @almonellaTyphimurium  Typhimurium/mL nos tubos tratamento e controle, atra-
na presenca e auséncia de matéria organica e &@s da técnica de contagem em superficie [23].

duas diferentes temperaturas. Na segunda etapa os A atividade desinfetante foi expressa através
desinfetantes foram avaliados, numa s6 condic&ta reducédo decimal (DR) de 4 log {1@as UFC [5]

de teste, frente a diferentes amostraSalenonella entre o controle (C) e o teste (T), calculado pela fér-
Typhimurium. mula RD=logC—logT.
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Quadro 1. Identificacdo e composicéo dos desinfetantes utilizados no presente estudo, respectivos desinibidores e
diluicdo de uso recomendada pelo fabricante

Produto Composicao Desinibidor Diluicdo de uso
Amonia Quaternaria Cloreto de Alguil dimetil amdnio Caldo nutriente com 0,5% de tween 1:2000
(80g /100mL) 80 e lecitina 0,07%
Glutaraldeido + Cloreto Glutaraldeido 42,5gCloreto Caldo nutriente com 0,5% de tween 1:1000
de Benzalconio de Benzalcénio 7,59 80 e 5% de soro de coelho
lodéforos lodophor contendo 2,3% Caldo nutriente com 0,6% de 1:500
de iodo ativo tiossulfato de sédio
Hipoclorito de Sédio Hipoclorito de sédio com 10 Caldo nutriente com 0,6% de 1:10
1% a 12% de cloro ativo tiossulfato de s6dio
*Hipoclorito de Sédio Hipoclorito de sédio com 10 Caldo nutriente com 0,6% de 1:100
0,1% a 12% de cloro ativo tiossulfato de sédio
Fenol Orto-fenilfenol 12% Caldo nutriente com 0,5% 1:250
Orto-benzil paraclorofenol 10% de tween 80
Para-terciario amilfeno 4%
Acido Peracético Acido peracético 15% Peroxido de Tiossulfato de sédio 2g/litro 1:3000
hidrogénio 23% Acido acético 16% no meio de TSA

* utilizado apenas na primeira etapa do trabalho

Etapa 2: 37°C/18h a redugdo nas contagens foi determinada
Amostras: foram utilizadas 10 amostras dePelacomparacéo da ultima diluicdo em que houve cres-
SalmonellaTyphimurium isoladas de suinos, senddimento (turvacao do caldo) nos tratamentos com o
5 multi-resistentes (resistentes a >4 antimicrobiano&§sultado do crescimento encontrado no controle. A
e 5 ndo multi-resistentes (resistentes a <dtividade desinfetante foi expressa como descrito na

antimicrobianos). A amostra padréo da primeira etg2fimeira etapa.

pa foi testada paralelamente. o RESULTADOS
Protocolo do teste foi adotado o método de dilui-
¢oes, descrito anteriormente [20], com modificagdes. Na auséncia de matéria organica, todos os

A quantidade de 180 do desinfetante a ser testado,desinfetantes foram eficazes nas duas temperaturas
na diluicdo recomendada pelo fabricante, foi pipetad&stadas, apos 15 min de contato (Tabela 1). Dois pro-
no primeiro poco de cada linha de uma placa estéril gitos, hipoclorito de sédio (1%) e &cido peracético,
cultivo celular. Nos demais pocos (3-12) foram coloforam eficazes, independente das condi¢Bes de maté-
cados 18QL de BHI. A sequir, 2QL da amostra cul- ria orgénica e temperaturas testadas. Por outro lado,
tivada em BHI (18h), contendo aproximadament@a presenca de matéria organica os produtos a base
10*°UFC/mL, foram acrescentados ao primeiro pocade amdnia quaternaria, hipoclorito de sédio (0,1%),
Ap6s 5 min de contato com o desinfetante, foram reglutaraldeido/cloreto de benzalcénio e iodéforo tive-
tirados 2QiL da suspensé&o do primeiro po¢co{l@ ram prejuizo em sua atividade. Em uma das observa-
adicionados ao pogo 3 (30 seguindo-se deste modo ¢des, na presenca de matéria organica a 10°C, o de-
sucessivamente nos demais pocos até a diluicdo siafetante a base de fenol ndo teve a atividade espe-
10%. O segundo poco ficou vazio para facilitar a manirada, embora nas demais repeticées tenha se mostra-
pulacao das diluicbes na placa. Todas as amostras t@s-eficaz.

tadas foram submetidas a um tratamento controle, o Na segunda etapa, os desinfetantes a base
qual consistiu em contato com caldo BHI por 5 minde aménia quaternaria, glutaraldeido/cloreto de
seguido de diluicbes geométricas. Apds incubacaokenzalconio e iodéforo que tiveram, anteriormente,
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Tabela 1. Numero de repeticdes em que houve redugao decimal minima de 4 log (RD>4) no nimero de unidades
formadoras de col6nia de uma amostra de Salmonella Typhimurium padréo apds contato de 15 min, a 10 ou 30°C,
com seis desinfetantes comercias, na presenca e auséncia de matéria organica.

SMo CMO

Desinfetante 10°C 30° 10°C 30°
Aménia quaternaria 5/5 5/5 2/5 2/5
Glutaraldeido/cloreto 5/5 5/5 0/5 0/5

de benzalconio
lodéforos 5/5 5/5 0/5 0/5
Hipoclorito de sédio (1%) 5/5 5/5 5/5 5/5
Hipoclorito de sédio (0,1%) 4/4 4/4 0/4 1/4
Derivado de fenol 5/5 5/5 4/5 5/5
D6: Acido peracético 5/5 5/5 5/5 5/5

SMO: sem matéria organica; CMO: com matéria organica

Tabela 2. Numero de amostras de Salmonella Typhimurium que apresentaram reducao
decimal minima de 4 log (RD>4) no crescimento bacteriano, ao contato de 5 minutos com
seis desinfetantes comerciais.

Desinfetante S.Typhimurium S.Typhimurium S.Typhimurium
MR NMR padrao
Amoénia quaternaria 0/5 0/5 -
Glutaraldeido/cloreto 0/5 0/5 -
de benzalconio
lodéforos 0/5 0/5 -
Hipoclorito 5/5 5/5 +
de sodio 1%
Derivado de fenol 5/5 5/5 +
Acido peracético 5/5 5/5 +

MR: multi-resistente (resistente a >4 antimicrobianos); NMR: ndo multi-resistente (resistente a <4
antimicrobianos); * (-) sem redugé&o/(+) com reducéo.

sua atividade prejudicada pela matéria organica, quan- DISCUSSAO
do colocados em contato com os indculos por um . . ] o o
tempo menor (5 min), também apresentaram menor Varios principios ativos estédo disponiveis no

eficacia (Tabela 2). Os demais desinfetantednercado, sendo que os mais utilizados na suinocultura
hipoclorito de sédio (1%), derivado de fenol e 4cid$a0 0s compostos de amdnia quaternaria, glutaraldeido,

peracético, foram eficazes frente a todas as amd@daforo e hipoclorito. Os derivados fendlicos tém ex-
tras testadas perimentado utilizacdo crescente por apresentarem

N&o houve diferenca de sensibilidade aos dédcdo sobre micobactérias [16] e o acido peracético,
sinfetantes entre os grupos de amostr&atfaonella €MPOra exigente quanto a sua manipulacéo e trans-
Typhimurium multi-resistente e n&o multi-resistentePOrte, tem a vantagem de ser biodegradavel.

A amostra padr&o apresentou sensibilidade similar as A Perda da atividade antimicrobiana na pre-
demais amostras testadas senca de matéria organica é amplamente registrada
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na literatura [14,18], variando com o principio ativo ddsalmonellapertencentes a diferentes sorovares e iso-
desinfetante e linhagem desafiadora, demonstranddaalas em industria de alimento [15] bem como amos-
importancia de testes especificos para a escolha tlas deStaphylococcus aurey4s].
produtos a serem utilizados em programa de controle O mecanismo de resisténcia a desinfetantes
de certos agentes infecciosos. Especificamente emmais comum em bactérias Gram negativas é intrinse-
granjas de suinos, dada a dificuldade da eliminac@wo, porém ja foi especulada a possibilidade de resis-
total de residuos e o efeito comprovado da matérténcia adquirida, mediada por plasmidios [14]. Neste
organica sobre a atividade de desinfetantes amplametémo caso, a resisténcia combinada a desinfetantes e
utilizados, a sobrevivéncia dgalmonellafrente a antimicrobianos, carreada por um mesmo grupo de
determinados produtos pode ser um fator importanteenes, seria esperada. Entretanto, apenas em
da sua permanéncia no meio ambiente [15]. Este fagstafilococos a associagdo entre resisténcia a desin-
foi demonstrado anteriormente, ao comparar um grdietantes e antissépticos péde ser demonstrada, de for-
po de granjas que utilizava desinfetantes com granjasa conclusiva, geralmente codificada em elementos
sem programa de desinfeccao. Neste estudo, os autt@nsponiveis, carreados por plasmidios [20]. JA no caso
res observaram que o grupo de granjas que apemisbactérias Gram negativas, apesar de alguns estu-
fazia uma lavagem com agua sob pressao apreserdas haverem constatado um alto nivel de resisténcia a
va uma menor prevaléncia de animais positivos padesinfetantes em amostras isoladas de ambiente hos-
Salmonellasp, quando comparado com o grupo quepitalar, ndo foi possivel tracar uma correlacéo consis-
utilizava desinfetantes. Uma possivel explicacdo apotente com a presenca de plasmidios ou de resisténcia
tada pelos autores seria o fato que a utilizacdo de deantimicrobianos [10]. Por outro lado, observa-se que
sinfetantes, muitas vezes, induz a um relaxamento daactérias Gram negativas que apresentam mutacoes
medidas de limpeza prévia, ocasionando um nivel dam sua membrana externa podem tornar-se mais sen-
matéria organica residual alto que acaba por interferdiveis a desinfetantes [7]. Esta maior sensibilidade esta
na acao do desinfetante. Desta forma, é possivel afielacionada ao fato de que a membrana externa deste
mar que a implantacdo de um programa de desinfegrupo de bactérias é responsavel pela maior
¢ao deve incluir procedimentos rigorosos de limpezhidrofobicidade da célula bacteriana, o que dificulta a
prévia para que seja eficaz [22]. penetracdo dos desinfetantes. As células mutantes, por
Destaca-se o fato que de que o produto a basaa vez, tendem a ser menos hidrofébicas, propician-
de hipoclorito ndo perdeu sua atividade na presenga uma maior concentracao do desinfetante no interior
de matéria organica quando testado na dose recomela-célula [14].
dada pelo fabricante (1%). Entretanto, foi inativado Estas observacdes indicam que a eficicia dos
na concentracdo de 0,1%, comumente adotada dasinfetantes frente $almonellaesteve mais relacio-
suinocultura. Os hipocloritos tém sido amplamente uthada com as condigdes de utilizagdo, principalmente
lizados na industria de alimentos, entre outras razOegjanto a presenca de matéria organica e tempo de
pela sua boa efetividade contra uma grande variedadeposi¢édo, do que com o perfil de resisténcia apresen-
de microrganismos e por ser ativo mesmo em baixaado por linhagens presentes nas granjas. Este fato
concentracdes [1]. deve ser considerado nos protocolos de desinfeccéo a
Os resultados observados na segunda etaparem adotados em programas de controle de
deste estudo, que avaliou 11 amostraSalmonella salmonela em granjas de suinos.
em condi¢cBes de auséncia de matéria organica, mos-
traram a influéncia do tempo de contato na eficacia
de alguns desinfetantes. Ao lado disto, os resultados Os desinfetantes a base de aménia quaternaria,
encontrados nédo apresentaram diferenca frente Rigoclorito de sédio (0,1%) glutaraldeido/cloreto de
amostras testadas 8eTyphimurium, que apresenta- benzalcéonio e iodéforo tiveram sua atividade contra
vam diferentes niveis de resisténcia frente amostra d&SalmonellaTyphimurium prejudicada na
antimicrobianos e uma amostra proveniente de surfffesenca de matéria organica. O tempo de contato
de diarréia em suinos. Observacdes semelhantes @astes desinfetantes, mesmo na auséncia de matéria
viam sido feitas anteriormente em amostras dgrganica, afetou a eficacia do mesmo, porém nao houve

CONCLUSOES
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