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RESUMO

Visando reduzir ou eliminar a possibilidade de transmissdo de micro-organismos
considerados indesejaveis, ou potencialmente patogénicos, tanto nas instalacbes das granjas
avicolas quanto nos estabelecimentos matadouros é rotineiramente adotado o procedimento de
desinfeccdo. Contudo, caracteristicas intrinsecas ou adquiridas das bactérias podem impedir
sua inativacdo por grupos quimicos antimicrobianos. Neste contexto, o objetivo deste estudo
foi testar os compostos quimicos iodéforo e cloreto de benzalcdnio frente a cepas APEC
(Escherichia coli patogénica aviaria) (n=10) e amostra padrdo de Escherichia coli (ATCC
5922), a fim de avaliar/monitorar a eficacia destes desinfetantes, bem como verificar se a
caracteristica alta patogenicidade confere fator de protecdo contra esses compostos
antimicrobianos. O ensaio in vitro para verificacdo da eficiéncia dos desinfetantes foi o de
diluicho por meio do teste qualitativo de suspensdo, observando-se a atividade sob a
influéncia das variaveis tempos de contato (5, 10 e 20 minutos), concentraces do iodoforo
(200, 75, 50 e 25 ppm) e do Cloreto de benzalconio (300, 150, 75 e 50 ppm) e temperatura
ambiente (20°C). O Cloreto de benzalconio mostrou-se eficaz frente todos as cepas nas
concentracdes de 300 e 150 ppm, em todos os tempos de contato, porém a 75 e 50 ppm no
tempo de cinco minutos o desinfetante ndo foi eficaz para uma e quatro cepas de APEC,
respectivamente. O iodoforo a 100 e 75 ppm também apresentou 100% de eficacia em todos
os tempos avaliados, mas a 50 ppm quatro amostras foram resistentes no tempo de cinco
minutos e uma em todos os tempos de exposic¢do. A 25 ppm o iodoforo foi eficaz apenas para
dois isolados em 5, 10 e 20 minutos de contato. Concluiu-se que, nas condi¢bes do
experimento, tanto o iodoforo quanto o cloreto de benzalcénio foram capazes de inativar
todos os isolados de APEC confrontados, podendo ser empregados nos processos de
desinfeccdo. A caracteristica alta patogenicidade ndo pareceu promover maior grau de
resisténcia, quando comparado com a cepa padrdo, ja que os resultados de suscetibilidade
foram similares. Cabe enfatizar que as varidveis concentracdo, e tempo de contato,
interferiram na atuacdo destes compostos devendo ser levados em consideracdo quando no
estabelecimento e monitoramento dos protocolos de higiene.

Palavras-chave: desinfetantes, APEC, avicultura



ABSTRACT

In order to reduce or eliminate the possibility of transmission of microrganisms considered
undesirable or potentially pathogenic it is routinely adopted the disinfection procedure, at
both, poultry slaughterhouses and poultry farms. However, intrinsic or acquired
characteristics of the bacteria can prevent its inactivation by antimicrobial chemical groups.
In this context, the aim of this study was to test the iodophor chemical compounds and
benzalkonium chloride against strains APEC (Avian pathogenic Escherichia coli) (n = 10)
and standard sample of Escherichia coli (ATCC 25922), to assess / monitor effectiveness of
disinfectants and verify that the highly pathogenic feature provides protection factor against
these antimicrobial compounds. The in vitro assay for verification of the effectiveness of
disinfectants was the dilution by means of the qualitative suspension test, observing the
activity under the influence of contact time (5, 10 and 20 minutes), iodophor concentrations
(100, 75, 50 and 25 ppm) and benzalkonium chloride concentrations (300, 150, 75 and
50ppm) and room temperature (20 ° C). The benzalkonium chloride proved to be effective
against all the strains at concentrations of 300 and 150 ppm at all contact times, but at 75
and 50 ppm of five minutes the disinfectant was not effective for one and four strains of
APEC, respectively. The iodophor at 100 and 75 ppm also showed 100% efficacy in all time
periods, but at 50 ppm four samples were resistant in five minutes time and in all exposure
times. At 25 ppm the iodophor is effective only for two isolated at 5, 10 and 20 minutes of
contact. In conclusion, the experimental conditions, both the iodophor as benzalkonium
chloride were able to inactivate all APEC isolates confronted and can be used in the
disinfection process. The highly pathogenic characteristic did not appear to promote higher
degree of resistance compared to standard strain, since the results have showed similar
susceptibility. It should be emphasized that the variables concentration and contact time,
interfere with the action of these compounds and it should be taken into account in the
establishment and monitoring of hygiene protocols.

Keywords: disinfectant, APEC, poultry
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1 INTRODUCAO

A Escherichia coli patogénica aviaria (APEC) é uma bactéria responsavél por quadros
de colibacilose nas aves, considerada uma das principais doengas da avicultura industrial
moderna (FERREIRA & KNOBL, 2009). A associagdo deste micro-organismo a outros
patdgenos e também a manifestacdo sob a forma de celulite aviaria, a qual acomete frangos de
corte, resulta em um grande niumero de condenac¢es em matadouros-frigorificos (FERREIRA
et al. 2012), principalmente em decorréncia do aspecto da carcaca, gerando grandes prejuizos
a industria.

Este micro-organismo é encontrado frequentemente em laudos bacterioldgicos de
amostras clinicas e de campo, o que é justificado pela sua ampla distribui¢do tanto no aviario
guanto nos matadouros - frigorificos. Estima-se que é possivel encontrar nos aviarios cerca de
10° UFC/g de fezes, tornando praticamente impossivel a eliminacéo deste agente do ambiente
avicola (GROSS, 1994). Deste total, avalia-se que entre 10 a 15% sejam representados por
cepas APEC, as quais sdo excretadas continuamente no ambiente atraves das fezes dos
animais (BACK, 2010). Carvalho et al., (2015) evidenciaram em amostras de Escherichia coli
(E. coli) de origem ambiental potencial patogénico em mais de 50% dos isolados de campo,
ratificando a importancia das APEC no ambito da sanidade avicola.

Visando reduzir a transmissdo ou a quantidade de microorganismos considerados
indesejaveis, no caso deste estudo a E.coli, trabalha-se constantemente com procedimentos de
limpeza e desinfeccdo das instalacdes tanto nas granjas quanto nos matadouros — frigorificos.

Desinfeccdo pode ser definida como sendo o tratamento de superficies e equipamentos
através de métodos fisicos e quimicos, 0os quais visem reduzir a um nivel aceitavel a
quantidade de formas microbianas vegetativas (LELIEVELD et al., 2005), porém ndo age
sobre formas esporuladas. Contudo, falhas na inativacdo dos microorganismos ocorrem
frequentemente seja pelo uso de desinfetantes ndo adequados, mau uso desses ou até mesmo
por resisténcia microbiana, entre outros (KUANA, 2009). Neste contexto, 0s testes
laboratoriais in vitro sdo de extrema importancia, ja que ao se controlar algumas variaveis
preconizando determinadas condi¢fes de uso, podem-se inferir os motivos de uma menor ou
maior eficicia dos desinfetantes.

Diversos trabalhos de investigacao detectaram que cepas APEC apresentam resisténcia
contra antibiéticos (ABREU et al., 2010; DHEILLY et al., 2012; CARVALHO et al., 2015).
Por outro lado, hd uma caréncia de estudos enfatizando a suscetibilidade destes micro-

organismos frente a desinfetantes. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo testar
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0s compostos quimicos ioddforo e cloreto de benzalcéneo (composto quimico quaternario de
amonio) frente a cepas APEC, anteriormente classificadas como sendo do mais elevado grau
de patogenicidade conforme descrito por Souza (2006), a fim de avaliar a eficacia destes
desinfetantes para inativacdo bacteriana e posterior comparacdo com cepa padréo de E. coli.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 APEC e seu impacto na avicultura

Micro-organismo componente da microbiota intestinal dos mamiferos e das aves, a E.
coli é uma bactéria Gram negativa e integrante da familia Enterobacteriaceae, caracterizando-
se por possuir metabolismo aerdbio e fermentativo, atuando como anaerébio facultativo. Nas
aves, as amostras de E. coli que possuem fatores de viruléncia sdo designadas APEC. Dentre
os diferentes patotipos, a APEC é uma representante do grupo o qual possui atuacdo extra —
intestinal (EXPEC) e do qual também fazem parte as E. coli responsaveis por causar quadros
de meningite em recém-nascidos (NMEC) e infeccOes urinarias em humanos (UPEC)
(BARNES et al., 2008).

O fato das cepas APEC apresentarem fatores de viruléncia, facilita o desenvolvimento
de enfermidade nas aves (DELICATO et al., 2003), a qual manifesta-se de forma localizada
ou infecces sistémicas, assim denominada colibacilose aviaria (FERREIRA & KNOBL,
2009).

A colibacilose geralmente inicia-se com a colonizagdo do trato respiratorio superior
pela APEC apds uma infeccdo causada por outros agentes patogénicos, como 0 virus da
doenca de Newcastle, Bronquite Infecciosa ou Mycoplasmose. Outro aspecto importante sdo
fatores ambientais, os quais podem também funcionar como facilitadores da colonizagéo pela
E. coli, como excesso de amdnia no aviario, falta de ventilagdo, p6, agua e cama
contaminados. A forma sistémica da doenca é caracterizada pelo desenvolvimento de lesGes
como peritonite, perihepatite, aerossaculite e pericardite em funcdo do quadro de
colisepticemia (NOLAN et al., 2013). Em matrizes, a E. coli infecta o oviduto através do
contato com 0s sacos aéreos abdominais ou via cloaca e vagina, levando a um quadro de
salpingite e transmitindo o patdgeno verticalmente (BACK, 2010). No incubatério, o
percentual de mortalidade embrionaria é bastante elevado nos ovos infectados, chegando a
70%. Ainda, mesmo que o pintinho consiga nascer, pode morrer em funcéo da septicemia ou,
no caso de sobrevivéncia, terd o desenvolvimento a quem do esperado em relacdo ao restante
do lote durante o periodo de producdo no aviario, ja que ndo foi capaz de absorver o saco
vitelinico (FERREIRA & KNOBL, 2009).

Além da forma sistémica classica, uma apresentacdo menos comum da colibacilose é o

coligranuloma, o qual esporadicamente é encontrado em aves adultas. Os animais acometidos
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apresentam nodulos branco-amarelados no figado, ceco, duodeno mesentério e bago. As
lesbes observadas sdo muito semelhantes aos tumores da doenca de Marek e leucose aviaria
(BACK, 2010).

Outra importante manifestacdo é o desenvolvimento de dermatite necrética, também
conhecida como celulite aviaria (NOLAN et al., 2013). Conforme dados do Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA), em 2014 estimou-se que cerca de 0,6% das
condenacdes totais e 8% das condenagdes parciais de carcacas de frango foram em
decorréncia desta enfermidade (BRASIL, 2015). Economicamente, estes percentuais
representam para industria brasileira um prejuizo de aproximadamente um milhdo de délares
com condenacgdes totais e 9,6 milhdes de ddlares com condenagBes parciais. Dentre 0s
principais fatores de risco, é conhecido que a solu¢do de continuidade na pele causada por
traumas facilita a penetracdo do patdgeno e instalagdo do quadro infeccioso no tecido
subcutaneo (Quel et al., 2013). Portanto, a superlotacdo nos aviarios € considerada um fator
determinante ao aparecimento da celulite, ja que arranhdes e canibalismo sdo mais comuns
neste ambiente de criagcdo e funcionam como porta de entrada para o patdgeno (DELICATO
et al., 2003).

N&o obstante, a associacdo da E. coli com o pneumovirus aviario vem sendo constada
frequentemente, causando uma enfermidade denominada sindrome da cabega inchada. Esta
doenca resulta em sinusite com edema peri e infra-orbitario, podendo levar ao
comprometimento do sistema nervoso central. Dentre as lesbes mais observadas, pode-se
destacar edema facial, celulite e exsudato caseoso amarelado no espaco aéreo dos 0ssos do
cranio. Nestes casos, avalia-se que E. coli atue de forma secundaria apos o quadro de sinusite
causado pelo pneumovirus, sendo responsavel pelo aparecimento das lesdes e maior
severidade da doenca (FERREIRA & KNOBL, 2009).

Considerando a importancia deste patdgeno no desenvolvimento de enfermidades as
aves e 0S prejuizos causados ao produtor e a industria, medidas de visem a eliminacdo ou
reducdo da carga microbiana sdo necessarias.

Tendo em vista que a maioria das infeccbes naturais por E. coli ocorre
secundariamente a falhas no manejo e outras enfermidades, é imprescindivel a adocdo de um
rigoroso programa sanitario e a manutencao de boas praticas no ambiente de criacdo (BACK,
2010). Neste contexto, um bom programa de higiene e desinfeccdo das instalacGes e

equipamentos é fundamental.
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2.2 Prevencdo e controle da APEC através de procedimentos de higienizagdo no
ambiente avicola

Imediatamente apos a saida de um lote de aves para o abate € realizada a limpeza do
aviario, a qual é subdividida em limpeza seca e limpeza Umida. A primeira consiste na
retirada dos equipamentos e demais instrumentos do galpdo, em seguida utiliza-se um lanca
chamas a fim de eliminar as penas do ambiente, retira-se a cama, ragdo, matéria organica e
sujidades impregnadas nas paredes, cortinas e utensilios. Apos, é realizada a limpeza Umida
através da lavagem com &gua sob pressdo dos equipamentos, comedouros, bebedouros,
paredes, teto, vigas, cortinas e muretas (JAENISCH et al., 2004). Posteriormente, € feita a
aplicacdo de detergentes e 0 enxague das superficies.

Segundo Andrade & Macedo (1996), uma vez realizada de forma correta, a limpeza
reduz a contaminagdo microbiana no ambiente seja por meio da acdo mecénica da dgua ou
bactericida dos detergentes. Entretanto, a quantidade remanescente de micro-organismos pode
ainda permanecer em niveis altos, fazendo-se necessaria a continuidade da higienizacao
através da desinfecgéo.

Nos estabelecimentos avicolas o processo de desinfeccdo tem por objetivo destruir
micro-organismos patogénicos mediante utilizacdo de agentes quimicos bactericidas
(destruicdo da bactéria na sua forma vegetativa) ou germicidas (eliminacdo de bactérias,
fungos e esporos) (JAENISCH et al.,, 2004). Dentre os desinfetantes de maior uso na
avicultura, destacam-se o cloreto de benzalcénio, representante do grupo dos quaternarios de
amonio, e o ioddforo, representante da classe dos halogénicos (WOLFRAN, 1994).

Os compostos quimicos a base de quaternario de amdnio possuem atuacao limitada em
presenca de matéria organica, bem como em superficies com residuos de detergentes
anidnicos (CONY & ZOCCHE, 2004). Segundo Paulino (2006), o seu mecanismo de acdo da-
se através da desnaturacdo e precipitacdo das proteinas da membrana celular e citoplasma da
bactéria, ocorrendo a liberacdo de nitrogénio e potassio. Agem também promovendo a
liberacdo de enzimas através da quebra dos complexos lipoproteicos da bactéria. Geralmente
ocorre a ligacdo entre o quaternario de aménio e as estruturas da parede celular bacteriana,
local este onde o desinfetante desempenha sua atuacéo.

A ambnia quaterndria possui no seu espectro de acdo micro-organismos Gram
positivos e Gram negativos, porém ndo atuam sobre esporos bacterianos (PAULINO, 2006).
Séo facilmente degradados no ambiente a atuam em uma ampla faixa de pH, sendo sua acao

facilmente comprometida em locais onde a agua apresenta uma dureza maior e sobre
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materiais mais fibrosos (KUANA, 2009). Em relacdo ao risco ocupacional, ndo séo
considerados irritantes para a pele, possuem baixa toxicidade e sdo inodoros, além de nédo
causarem corrosdo de metais (RUI et al., 2011).

Os compostos a base de iodo apresentam uma boa atuacdo germicida, ou seja, agem
sobre formas vegetativas e esporos. Além disso, sdo de baixo poder residual e mecanismo de
acdo tendo como principio a desnaturacdo proteica. Atuam também promovendo a oxidacdo
de aminoacidos ou pela adi¢do do iodo aos &cidos graxos insaturados, levando a danos na
parede celular e extravasamento de material intracelular (MENDES et al., 2004). Em geral, o
iodo é complexado a um veiculo, o qual tem por finalidade aumentar sua solubilidade,
diminuir o equilibrio das moléculas de iodo livres, além de fornecer uma fonte de liberacéo
mais prolongada do principio ativo. Como desvantagens do uso deste desinfetante destacam-
se a ma atuacao sobre matéria organica e a possibilidade de manchar as superficies nas quais é
aplicado (MENDES et al., 2004).

2.3 APEC e resisténcia a antimicrobianos

Diversos estudos vém demonstrando que ao longo dos anos o uso terapéutico ou
preventivo com antibidticos tem levado ao aparecimento de isolados com caracteristicas de
resisténcia (PESSANHA & GONTIJO FILHO, 2001; ZANATTA et al., 2004; SMITH et al.,
2007). O mesmo pode ser observado para os desinfetantes, onde o uso de um mesmo produto
por periodo prolongado, bem como subconcentracdes favorecem o surgimento de mutantes
resistentes.

Alguns pesquisadores relacionaram a presenca de certos fatores de viruléncia, como
por exemplo o gene iss, a uma maior resisténcia dos isolados APEC. Johnson et al. (2002)
observaram em uma amostra APEC um plasmidio R de aproximadamente 100 kilobases (kb)
o qual codificava, além do gene iss, resisténcia a antibioticos e a um desinfetante (composto
quaternario de amdnia). Mesmo ndo bem estabelecida a associacdo entre a presenca do gene
iss e a resisténcia a antimicrobianos, Yang et al. (2004) verificaram multirresisténcia em 71
isolados provenientes de galinhas, sendo que 97% carreava o gene iss, quando comparados a
outros fatores de viruléncia. Da mesma forma, Goncalves et al. (2012) também relacionaram a
positividade do gene iss com a resisténcia a tetraciclina e a ampicilina. Segundo Bennett
(2004), em funcdo destes genes de resisténcia estarem presentes em plasmideos, a capacidade
de uma bactéria escapar a acdo dos antimicrobianos pode ser transferida de micro-organismo

para outro.
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Barnes et al. (2008) afirmaram que a E. coli € um micro-organismo capaz de adquirir
facilmente resisténcia a diversos desinfetantes, tais como clorexidina, formaldeido, peroxido
de hidrogénio e compostos a base de quaternario de aménio.

Além disso, vem observando-se indicios de que a resisténcia a antibioticos favorece a
resisténcia a desinfetantes e vice-versa. Isto ocorre, pois 0 mecanismo de agdo de alguns
destes compostos antimicrobianos sdo muito similares, levando a resisténcia cruzada (HEIR et
al., 2001; MC CAY et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de estudo

Todos os ensaios foram realizados no Laboratorio de Salde das Aves pertencente ao
Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF) — Fundacdo de Pesquisa
Agropecuaria (FEPAGRO)/Secretaria de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Rio
Grande do Sul.

3.2 Amostras bacterianas

Foram utilizadas 10 amostras de APEC oriundas de lesdes cutdneas, de quadros
respiratorios e de fezes coletadas em cama de aviario. Sua classificacdo quanto ao indice de
patogenicidade (IP) foi realizada conforme metodologia descrita por Souza (2006). Neste
indice, as cepas foram avaliadas conforme a capacidade em causar lesbes compativeis com
colibacilose, além de se considerar o tempo de morte e o nimero de pintos de mortos no
periodo considerado (SOUZA, 2006). Para termos de comparacdo da atividade desinfetante,
foi utilizada paralelamente a cepa padrdo E. coli ATCC 25922 totalizando, portanto, 11

amostras avaliadas.

3.3 Reativacgdo das amostras

Estas amostras encontravam-se estocadas a -20°C em solucéo contendo 800uL de BHI
(Brain Heart Infusion) e 200uL de glicerol. As amostras estocadas foram repicadas em 10mL
de BHI e incubadas a 37°C por 24 horas. Posteriormente, o inéculo foi plaqueado em Agar
EMB (meio seletivo para a diferenciacdo de bacilos entéricos - as colonias de E. coli
apresentam centro escuro e coloracdo verde metalica), para a visualizacdo das coldnias

compativeis com E. coli.

3.4 Método para avaliacdo da eficiéncia do desinfetante (BRASIL, 1993)

3.4.1 Determinacgdo contagem da suspensédo teste

Foram realizadas diluicBes seriadas (1:10) em agua peptonada 0,1% (10™ & 10%) a
partir da cultura do BHI de 24 horas de cada uma das amostras. Foi transferido 0,1 mL de
cada diluicdo para placas de Petri com agar EMB, e distribuido na superficie do meio com

uma al¢a de Drigalsky. O plagueamento em EMB foi realizado em triplicata, sendo as placas
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incubadas a 37°C +1°C por 18-24 horas. Foi realizada a contagem das colbnias de cada uma
das placas e estabelecido o intervalo de confianca e repetibilidade das UFC/diluicéo entre 20 e
200 (BRASIL, 2003). No anexo 1 constam os resultados das contagens de todas as amostras
em UFC/mL, os quais variaram entre 10 ® e 10 °. A figura 1A demonstra a metodologia

utilizada para determinacdo da suspensao teste.

3.4.2 Desinfetante e preparo da dilui¢éo

Foram avaliados dois desinfetantes, o cloreto de benzalconio e o iodéforo. Foram
utilizados os principios ativos puros dos desinfetantes citados, sendo que para o cloreto de
benzalconio foram utilizadas as concentracdes 300, 150, 75 e 50 ppm; ja o ioddforo foi
diluido a concentracbes de 100, 75, 50 e 25 ppm, conforme recomendado pelo Cddigo de
Regulamentacdes Federais do FDA (Food and Drug Administration).

Cada desinfetante foi diluido em &agua destilada estéril e distribuido em tubos de

ensaio estéreis com roscas (10 mL por tubo), sem adi¢do de matéria organica.

3.4.3 Neutralizador da atividade desinfetante

O meio BHI utilizado para o ensaio de eficacia de desinfetantes foi adicionado de uma
mistura de neutralizadores, seguindo a propor¢do: 3% de Polisorbato 80, 0,3% de Lecitina e
0,1% de Histidina. Apos a adicdo dos neutralizadores os tubos foram autoclavados para entao
serem utilizados como meio de crescimento das bactérias sobreviventes ao desinfetante apds

cronometrado o tempo de contato com 0 mesmo.

3.4.4 Teste da atividade antimicrobiana do cloreto de benzalconio e iodoforo

Cada tubo de ensaio contendo a diluicdo do desinfetante foi mantido a temperatura
ambiente (£20°C). Posteriormente, todos receberam 0,1 mL da “suspensdo teste” (cultura de
BHI 24 horas), sendo cronometrado o 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 inibidor da atividade desinfetante
(neutralizador).

Os tubos foram agitados, incubados a 37°C e observados nos periodos de 24, 48, 72 e

96 horas. Como critério para interpretacdo dos resultados, os testes positivos foram



21

considerados como auséncia do crescimento bacteriano (sem turvagdo, formagdo de pelicula
na superficie ou de precipitado no fundo dos tubos testes - bactéria inativada). A figura 1B

ilustra como foi realizada esta etapa do experimento.

Figura 1- A- Metodologia utilizada para padronizagdo da suspensao teste dos isolados APEC
de alta patogenicidade (n=10) e cepa padrdo (ATCC 25922); B - Técnica aplicada para
verificacdo da eficacia do cloreto de benzalcdnio e iod6foro frente a isolados APEC de alta
patogenicidade (n=10) e cepa padrdo (ATCC 25922).

. n A
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1mL 1mL 1mL
Uma n
colénia %
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Caldo -1 -2 -8 9 emtriplicata ‘
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(10mL) em agar EMB "
18-24 (;noc_ulod
adronizado:
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37°C 10 a 10 UFC/mL
Método para avaliacédo da eficacia dos desinfetantes (BRASIL, 1993) B
300 150 75 50 x o
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4 RESULTADOS

O cloreto de benzalconio mostrou-se eficaz para todos os isolados nas concentragdes
de 300 e 150ppm em todos os tempos de contato, porém a 75 e 50ppm no tempo de cinco
minutos o desinfetante ndo foi eficaz para uma e trés amostras de E. coli, respectivamente,
sendo as amostras inativadas com 10 minutos de contato. Quando as APEC foram
comparadas com a amostra padréo de E. coli observou-se similaridade nos resultados, ja que
na menor concentracdo utilizada foi necessario 10 minutos de contato para inativacdo (Tabela
1).

O iodoforo a 100 e 75ppm apresentou 100% de eficacia em todos os tempos avaliados,
mas a 50ppm quatro amostras foram resistentes com cinco minutos de contato e uma em
todos os tempos de exposicdo. A 25 ppm o iodoforo foi eficaz apenas para dois isolados em
todos tempos de contato analisados. Ao avaliarmos a atividade antimicrobiana deste
desinfetante frente a cepa padréo, verificou-se resisténcia em todos os tempos de contato a 25
ppm, resultado este encontrado em oito das 10 cepas APEC (Tabela 2).

Tabela 1- Numero de amostras de APEC inativadas (sensiveis) pelo cloreto de
benzalcnio nas concentrac6es de 300, 150, 75 e 50 ppm, por tempo de contato (5,
10 e 20 minutos), a temperatura de 20°C e compara¢do com cepa padrdo 25922.

Tempo de contato Concentracao (ppm)
Cepas ]
(minutos) 300 150 75 50
5 10 10 9 7
APEC
(n=10) 10 - - 1 3
n=
20 - - - -
N&o inativadas - - - -
5 S S S R
Padréo
10 S S
(ATCC 25922)
20 S

S: sensivel; R: resistente
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Tabela 2- Numero de amostras de E. coli APEC inativadas (sensiveis) pelo iodéforo nas
concentragdes de 100, 75, 50 e 25 ppm, por tempo de contato (5, 10 e 20 minutos),
a temperatura de 20°C e comparagdo com cepa padrdo 25922.

Tempo de contato Concentracao (ppm)
Cepas _
(minutos) 100 75 50 25
5 10 10 5 2
APEC 10 - - 4 -
20 - - - -
Na&o inativadas - - 1 8
5 S S S R
Padrao
10 S S S R
(ATCC 25922)
20 S S S R

S: sensivel; R: resistente



24

5 DISCUSSAO

Os resultados relacionados a utilizacdo do cloreto de benzalcénio demonstraram que
este principio ativo mostrou-se mais eficaz frente as cepas APEC, ja que foi capaz de inativar
todos os isolados. Porém, sua atuacdo ficou comprometida a partir da reducdo na
concentracdo e tempo de contato, sendo que a 75 e 50ppm uma e trés amostras,
respectivamente, precisaram de 10 minutos de exposi¢éo para serem inativadas.

O ioddforo, de maneira similar ao cloreto de benzalconio, foi 100% eficaz nas mais
altas concentragdes (100 e 75ppm). A 25ppm observou-se 0 menor desempenho deste
desinfetante, sendo que apenas duas amostras foram inativadas nas condic¢des testadas. Apesar
da maioria dos isolados terem sido inativados a 50ppm, ja se notou o aparecimento de
resisténcia nesta concentragéo, pois uma das amostras nao foi inativada. Estes achados vao de
encontro ao observado por Molina et al. (2010) ao analisar amostras de E. coli provenientes
de abatedouros, onde o ioddforo obteve méxima eficacia em concentragcfes inferiores a
25ppm com apenas cinco minutos de contato e sem interferéncia de carga orgéanica.

A cepa padrdo utilizada para comparacdo apresentou resultados de suscetibilidade
bastante similares as APEC. Para o cloreto de benzalconio esta cepa mostrou-se resistente a
50 ppm com cinco minutos de contato, ja para o iodéforo foi observada resisténcia a
concentracdo de 25 ppm em todos os tempos de contato. Estes achados indicam que a ATCC
25922 ainda permanece como um bom padrdo para avaliacdo da eficacia de compostos
quimicos a serem colocados no mercado para uso comercial, ja que possui um comportamento
de suscetibilidade compativel com os isolados de campo.

Neste estudo ficou evidente que mesmo na auséncia de matéria organica, simulando
uma situacdo ideal de limpeza, é preciso atentar para a concentracdo e tempo de acdo dos
produtos, pois estas variaveis interferiram na eficacia dos mesmos. Este fato é de grande
relevancia préatica, jA& que na rotina dos ambientes avicolas (granjas, incubatorios,
abatedouros), normalmente, situacGes desejaveis de limpeza que precedem a desinfeccdo sdo
praticamente inexistentes, portanto, a eficacia dos antimicrobianos pode ficar ainda mais
comprometida. Isto foi observado por Camilotti et al. (2015) em amostras de Salmonella
Hadar, onde na presenca de matéria organica a 20°C foi necessario 100 ppm para inativar
todas as amostras. Este achado demonstra que sdo necessarias altas concentracGes do
desinfetante para obtencdo da eficacia quando a matéria organica é considerada.

Neste experimento a variavel temperatura foi fixada a 20° +1°C, fato este que pode

explicar o bom desempenho geral que obtiveram o0s desinfetantes testados, ja que segundo
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Camilotti et al. (2015) temperaturas mais baixas sdo responsaveis por uma piora na atuacéo
dos compostos quimicos, quando comparado a temperatura ambiente.

A avaliagdo da eficécia do ioddforo e cloreto de benzalconio ja foi realizada no ambito
da produgéo animal por Borowsky et al. (2006) em amostras de Salmonella Typhimurium
isoladas de suinos. De maneira semelhante ao constatado no presente trabalho, os autores
também verificaram uma melhor atuagdo do cloreto de benzalconio em relacdo ao produto a
base de iodo. Oosterik et al. (2014) testaram a atuacdo de um quaternario de aménio frente a
cepas APEC constituindo biofilmes. Como resultado, os autores observaram que a 0,01%
(100 ppm) o desinfetante foi capaz de inativar todas as amostras. Estes dados se assemelham
aos observados no presente estudo, onde no intervalo entre 300 e 75 ppm os isolados sofreram
inativacdo do antimicrobiano.

Por se tratarem de E. coli com caracteristicas de alta patogenicidade, em tese,
esperava-se uma maior resisténcia frente aos principios ativos testados. Porém, 0s micro-
organismos mostraram-se, de modo geral, sensiveis tanto ao cloreto de benzalcénio quanto ao
iodoforo. Carvalho et al. (2015) em estudo avaliando a relacdo entre a patogenicidade e a
resisténcia a antibidticos de amostras de E. coli, também constataram a inexisténcia de
associacdo entre estas varidveis. Portanto, pode-se afirmar que, nas condi¢bes deste
experimento, a patogenicidade de um isolado APEC nédo deve ser considerada como um fator
primordial para sua resisténcia ou sensibilidade aos desinfetantes.

Apesar da importancia das cepas APEC para a avicultura industrial, tanto pelo aspecto
sanitario quanto econémico, sdo poucos os relatos na literatura sobre a eficacia de atuacdo de
compostos desinfetantes frente a estes organismos. Portanto, cabe ressaltar a importancia
deste trabalho para a cadeia avicola, mesmo ndo se avaliando um grande nimero de isolados

com potencial patogénico.
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6 CONCLUSOES

Concluiu-se que, nas condigcdes do experimento, tanto o cloreto de benzalconio quanto
o ioddforo foram, de modo geral, capazes de inativar todos os isolados de E. coli de alta
patogenicidade confrontados, podendo ser empregados nos processos de desinfeccdo. No
entanto, cabe ressaltar que as varidveis concentracdo e tempo de contato podem interferir na
atuacdo destes antimicrobianos. Além disso, a variavel patogenicidade ndo pode ser
considerada como determinante para indicar a suscetibilidade de um isolado APEC aos
desinfetantes.
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