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Sensibilidade e resisténcia de amostras de Salmonella Typhimurium isoladas de suinos
abatidos no Rio Grande do Sul/Brasil frente aos desinfetantes quimicos quaternario de
amonio e iodofor

Sensitivity and resistance of samples of Salmonella Typhimurium isolated in slaughter swines in the
state Rio Grande do Sul/Brazil, front to disinfectants quaternary ammonium and iodophor.
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RESUMO

Na prevengdo da ocorréncia ou na interrupgdo
da evolugdo de enfermidades infecto-transmissiveis comuns
aos animais e aos seres humanos, como é o caso da
salmonelose, o0 uso de um desinfetante capaz de agir sobre o
agente causal quando em vida livre, no ambiente, exerce
grande importéncia. No entanto, a resisténcia microbiana,
intrinseca ou adquirida, pode apresentar-se como um limitante
no uso deste instrumento sanitario. Objetivando monitorar a
sensibilidade da Salmonella Typhimurium, 96 amostras
isoladas de suinos abatidos no Estado do Rio Grande do
Sul,Brasil, foram confrontadas com dois compostos quimicos
desinfetantes (origem comercial) de uso freqiiente em ambientes
de producdo animal e de transformagdo de seus subprodutos:
um quaternario de aménio e o iodofor. Foram usadas as
concentragdes indicadas pelo fabricante e uma menor para
simular possivel situacdo de sub-concentragdo. O método de
verificagdo foi o de diluicdo através do teste de suspensdo,
observando a inativacao bacteriana nos tempos de contato 5,
15, 30 e 60 minutos. Como resultados obtidos, todas as
amostras foram inativadas quando utilizado o composto
quaternario de amdnio, em ambas as concentragdes. Frente
ao iodofor, 4 (quatro) amostras mostraram-se resistentes a
este composto na concentragdo indicada e 59 frente a sub-
concentracdo. Conclui-se ser necessario, seja para a eleicéo
ou para o monitoramento da eficacia, o confronto dos
desinfetantes/anti-sépticos com bactérias presentes nos
ambientes especificos de producédo animal ou mesmo nos de
transformacéo de seus subprodutos.

Palavras-chave: Salmonella Typhimurium, quaternario de
amonio, iodofor, desinfetante, Medicina
Veterinaria Preventiva, sanidade animal,
suinocultura.

ABSTRACT

For prevention of infectious diseases common to
man and animals such as salmonellosis, the successful use of
disinfectants is of great importance. However, intrinsic or
acquired resistance presented by microorganism against these
compounds may constitute a limiting aspect in disinfections
protocols. This study was aimed at monitoring the sensitivity of
96 Salmonella Typhimurium strains isolated from slaughter
pigs in the state of Rio Grande do Sul, Brazil. The isolates were
tested against quaternary ammonium and iodophor, which
represent two commercial disinfectants commonly used in
animal production. The tested disinfectants were used in the
concentration recommended by the fabricant and in a sub-
concentration in order to simulate a possible field situation.
Dilution suspension tests were conducted, observing the
inactivation of each S.Typhimurium isolate after 5, 15, 30 and
60 minutes of contact with each compound. All tested isolates
were inactivated by the quaternary ammonium compound in
both concentrations. Four isolates revealed resistant to iodophor
in the recommended concentration and 59 isolates when a
sub-concentration was tested. The testing of resistance against
disinfectants in microorganisms present on farm and in food
processing plants might be an important step on monitoring
the effectiveness of adopted disinfections protocols.

Key words: Salmonella Typhimurium, quaternary

ammonium, iodophor, preventive Veterinary
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INTRODUCAO

As bactérias do género Salmonella tém
ampla distribuicdo mundial, sdo correntes nos
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ambientes de producdo animal, constituindo-se
também em potencial problema sanitario para a satde
publica. Alguns sorovares de Salmonella séo
adaptados a espécie de hospedeiro especifico, como o
Typhi para humanos, o Choleraesuis para suinos e o
Dublin para bovinos (SCHWARTZ, 2000), enquanto
outros como o Typhimurium, o Anatum e o Newport,
entre outros, afetam um grande nimero de hospedeiros,
desempenhando importante papel na disseminagéo da
infeccdo entre as diferentes espécies (HIRSH, 1990). A
transmissdo de Salmonella sp. ao homem ocorre
principalmente pela ingestdo de produtos de origem
animal contaminados, o que pode resultar em
toxinfecgdes alimentares, sendo considerada uma das
mais importantes causas de doenca de origem alimentar
entre humanos (EKPERIGIN & NAGARAJA, 1998).

Nas toxinfecgBes alimentares registradas,
tanto no Brasil quanto no exterior, 0s sorovares de
Salmonella isolados com maior freqiiéncia tém sido o
Enteritidis e o Typhimurium (ESPER et al., 1998; JAKABI
etal., 1999; VAN DER WOLF et al., 2001). Entre as
principais medidas de prevencdo ou de controle
aplicaveis em programa sanitario para esta enfermidade,
encontram-se a limpeza e a desinfec¢do (FEDORKA-
GRAY etal., 1994; BORCH et al,1996; BLAHA, 1996).

GUERREIRO et al. (1984) conceituam a
desinfeccdo ( superficies inanimadas) e a anti-sepsia
(superficies de tecidos vivos) como o controle ou a
eliminacdo dirigida de microrganismos considerados
indesejaveis em situagdes-problema especificas, pela
atuacdo em sua estrutura ou em seu metabolismo,
independente de seu estado funcional, visando a
prejudicar a transmissdo desses microrganismos e/ou
reduzir a sua dose infectante. Diversos compostos
quimicos ativos desinfetantes estdo disponiveis no
mercado, sendo os mais utilizados, na suinocultura, os
compostos de amoénia quaternaria, glutaraldeido,
ioddforo e hipoclorito (KICH et al., 2004).

O Cddigo Zoosanitario Internacional, ao
tratar sobre o tema medidas de higiene e seguranga
sanitaria na producédo animal, alerta sobre a existéncia
de poucos desinfetantes universais, bem como indica
a necessidade de haver controle sobre a atividade
biocida dos produtos existentes. Variaveis como a
amostra do microrganismo de interesse e a concentracéo
do produto recomendada pelo fabricante devem ser
submetidas a avaliacdo para comprovar sua eficacia
(DOMINGUES & LANGONI, 2001). Observagdes
pessoais indicam ser igualmente importante fator de
interferéncia na eficicia dos desinfetantes as
subdoses, ou subconcentrag¢Ges de uso, consequiéncia,
frequentemente, do procedimento de desinfecgéo ser
delegado a pessoas sem destreza de manipulacéo, sem

qualificacdo ou conhecimento sobre as técnicas de
diluicéo.

Nos ultimos anos, consideraveis avangos
tém sido realizados no entendimento da resposta de
diferentes microrganismos aos agentes antimicrobianos.
A resisténcia pode ser uma caracteristica prdpria do
microrganismo (intrinseca) ou adquirida por mutagao,
mediada por plasmidios ou transposons. A resisténcia
intrinseca tem sido demonstrada por bactérias Gram
negativas, esporuladas, micobactérias e, sob certas
circunstancias, estafilococos. A resisténcia adquirida
ou mediada por plasmidios tem sido associada aos
compostos mercuriais e a outros sais metalicos. Mais
recentemente, resisténcia adquirida a certos tipos de
biocidas (desinfetantes) tem sido observada
notadamente pelos estafilococos (McDONNELL &
RUSSEL, 1999).

CHAPMANN (1998) alerta que a experiéncia
com resisténcia a antibioticos e a biocidas indicam que
ndo ha agente quimico antimicrobiano que ndo possa,
eventualmente, induzir resisténcia nos microrganismos.
E que essa observacéo, acoplada com a do decréscimo
da taxa de oferecimento de novos grupos quimicos
biocidas ativos, aumentam a necessidade de saber
manejar o risco do desenvolvimento de resisténcias,
bem como responder rapidamente a sua eventual
ocorréncia.

A resisténcia a antimicrobianos antibidticos
tem sido exaustivamente estudada. No entanto, a
resisténcia bacteriana frente a produtos desinfetantes,
mesmo sendo uma preocupagao crescente, & pouco
compreendida (RUSSEL, 1998; McDONNELL &
RUSSEL, 1999). Nesse sentido, destaca-se a quase
inexisténcia de investigacdo cientifica que avalie
continuadamente a eficacia antimicrobiana de
desinfetantes utilizados em satde e producédo animal.
Estas, quando existentes, na maior parte das vezes,
sdo resultado de estudos confrontando os produtos
com amostras-padréo internacionais.

Os compostos quaternario de aménio, entre
0S quais encontra-se o cloreto de benzalconio, séo
detergentes catidnicos sintéticos que possuem
atividade antimicrobiana. Possuem boa estabilidade,
solubilidade em &gua e toxicidade relativamente baixa
(PELCZARetal., 1980). Aagao bactericida é atribuida a
inativacdo de enzimas responsaveis pelos processos
de transformacdo de energia, a, desnaturacdo de
proteinas celulares e a ruptura da membrana celular
(ROMAO, 1996).

Os ioddforos sdo compostos formados por
agente quimico antimicrobiano iodo com agentes
tenso-ativos, que funcionam, ao mesmo tempo, como
carreadores e solventes desse elemento. Apresentam
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as caracteristicas bactericidas rapidas e irreversiveis
do iodo, tendo como vantagens gerais adicionais ndo
mancharem as superficies e ndo serem irritantes de
mucosa (PELCZAR et al., 1980). O exato mecanismo
através do qual o iodo age como microbicida ndo esta
esclarecido, mas assume-se como sendo principalmente
provocado pela alteragdo na sintese protéica devido a
oxidagdo do grupo S-H da cisteina (GOTTARDI, 1991).
Medidas de higiene ambiental séo
indispensaveis para programas de sanitarios de
biosseguranca frente a Salmonella sp. Uma vez que o
uso de antimicrobiano/biocida de ambiente é
procedimento critico em um protocolo de controle de
Salmonella, visando a orientar sua escolha em relagéo
a esse agente causal, em suinocultura, este estudo teve
como objetivo avaliar a sensibilidade e/ou resisténcia
de 96 (noventa e seis) amostras de Salmonella
Typhimirium isoladas de suinos abatidos no Rio Grande
do Sul/Brasil frente a dois compostos quimicos
desinfetantes, um quaternario de aménio e o iodofor.

MATERIAL E METODOS

Amostras bacterianas

As 96 amostras de Salmonella Typhimurium
utilizadas no presente estudo estdo armazenadas no
Laboratério de Medicina Veterinéria Preventiva,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). As amostras foram isoladas,
no periodo de 1999 a 2001, de fezes, linfonodos
mesentéricos, linfonodos submandibulares, tonsilas
e embutidos de suinos abatidos em matadouros/
frigorificos no Rio Grande do Sul, Brasil. Quanto a
origem das amostras, 48 delas foram isoladas de
animais diferentes. As demais 48 foram isoladas de 24
animais, duas de cada um, em dois locais diferentes
em cada animal. Considerou-se as amostras dos
mesmos animais como sendo diferentes entre si
porque, na avaliacdo de sensibilidade e resisténcia a
antibioticos, as isoladas pareadas em 13 animais
apresentaram perfil antimicrobiano antibidtico e/ou
fagotipos diferentes. As 22 amostras restantes foram
inseridas no trabalho com a possibilidade de
diferenciarem-se quanto ao perfil antimicrobiano
desinfetante.

As amostras sdo mantidas congeladas (~200C)
em caldo de infusdo cérebro e coragdo (BHI — Merck®) e
glicerol. Para a reativacdo bacteriana, pequena quantia
foi retirada por meio de alca bacteriologica, semeada
em Agar Tripsona Soja (Merck®) e incubada a 37°C
por 24 horas. Para os testes, uma col6nia era retirada
da placa semeada e colocada em 5mL de caldo BHI,
incubado por 18-24 horas, tornado-se a “cultura-mée”.

Desinfetantes

O composto quaternario de aménia foi
obtido de um produto comercial contendo a seguinte
composicdo: 15g cloreto de benzalc6nio e veiculo
100mL. A concentragdo recomendada ¢ de 0,6mg L,
tendo sido adotada como subconcentragdo de uso
0,3mg L™. Ja o desinfetante iodofor foi obtido de uma
composicdo comercial contendo: 2,5g de iodo; 2,759
de acido fosforico e veiculo 100mL. A concentracao
recomendada é de 0,1mg L™, tendo sido adotada como
subconcentragdo de uso 0,05mg L™. A dilui¢do dos
compostos quimicos foi feita em agua destilada estéril.

Teste de eficacia de desinfetante

O método foi o de diluicdo, com teste de
suspensao, descrito pelo Ministério da Agricultura e
Abastecimento (BRASIL, 1993). Tubos de ensaio
contendo 10mL do desinfetante, com a concentragdo
recomendada e a subconcentracdo, receberam 0,1mL
da “cultura-mae” (que continha aproximadamente 1,4 x
109UFC mL™). Por meio de alca bacterioldgica, apos 0s
tempos de contato 5, 15, 30 e 60 minutos, uma aliquota
era retirada e colocada em tubos de ensaio contendo
1mL do meio de cultura BHI. Esses tubos eram agitados,
incubados a 37°C e as observacdes feitas nos tempos
24,48, 72 e 96 horas. A leitura destes tubos indicava 0s
resultados: ndo-turvacdo, considerado bactéria inativa;
turvacdo, considerado bactéria ativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como pode ser observado na tabela 1,
quando confrontadas com o desinfetante quaternario
de amonio, nas duas concentracfes usadas, as 96
(100%) amostras de Salmonella foram sensiveis e
inativadas. Quando confrontadas com o iodofor, na
concentracdo recomendada, foram inativadas 95,8%
das amostras, e, em subconcentracdo, 38,5% delas. Na
tabela 2, podem ser observados os resultados da
confrontagdo das amostras com os desinfetantes,
levando em consideracdo os tempos de contato.
Comparado ao quaternario de amonio, 100% das
amostras foram inativadas nas duas concentracdes
usadas, ja nos 5 minutos de contato.

Confrontadas pelo composto iodofor, na
concentracdo recomendada, foi necessario tempo de
contato de 60 minutos para inativar 95,8% das
amostras. Setenta e oito amostras (81,2%) foram
inativadas ja aos 5 minutos de contato. Onze amostras
(11,4%) foram inativadas aos 15 minutos de contato,
3 amostras (3,1%) aos 30 minutos de contato. Quatro
(4,2%) amostras foram resistentes durante todos os
tempos observados.
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Tabela 1 - NUmero de amostras de Salmonella Typhimurium
sensiveis (inativadas) frente aos grupos quimicos
desinfetantes quaternario de amonia e iodofor, em
duas concentra¢des de uso — Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, 2005.

Concentragéo
Acéo recomendada  subconcentragdo
- inativagao 96 96

Quaternario de
amonio sem - -

inativagdo

inativacéo 92 37
lodofor sem 4 59

inativacéo

Quando o desinfetante iodofor foi utilizado
como subconcentracdo, em relacéo a recomendada pelo
fabricante, mesmo com 60 minutos de tempo de contato,
59 (61,4%) amostras foram resistentes. Quanto &
sensibilidade, aos 5 minutos de contato, 27 amostras
(28,1%) foram inativadas. Aos 15 minutos, 7 (sete)
amostras (7,3%) em, aos 30 minutos, 3 (3,1%), estavam
inativas.

Das 22 amostras pareadas isoladas de 11
animais e ainda ndo diferenciadas, apenas quatro ndo
apresentaram diferenca de comportamento quanto a
alguma variavel testada (grupo quimico, concentragao
e tempo de contato). Essa observacgdo evidencia a
possibilidade que o perfil antimicrobiano desinfetante
seja um instrumento para diferenciar amostras
bacterianas.

Estudo semelhante de verificacdo da
sensibilidade e resisténcia a antimicrobianos foi
realizado por CARDOSO (2000), investigando a
eficiéncia de desinfetantes frente a 80 amostras de
Salmonella Entiritidis isoladas de carcacas de frangos

Tabela 2 - NUmero de amostras de Salmonella Typhimurium
sensiveis (inativadas), por tempo de contato, frente a
duas concentragbes dos  grupos  quimicos
desinfetantes quaternario de amoénia e iodofor -
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2005.

Quaternario de amonio iodofor
tempo contato CR SC CR SC
5 96 96 78 27
15 - - 11 7
30 - - 3 3
60 - - - -
resistentes - - 4 59

CR= concentracéo recomendada; SC= subconcentraco.

no Estado do Rio Grande do Sul. Usando também a
técnica de suspensdo, diferente do presente
experimento porque realizado na presenga de matéria
organica e tempo de contato de até 20 minutos, 0s
resultados obtidos com os compostos quimicos
comerciais iodofor e quaternario de amonia foram
parcialmente divergentes dos que agora encontrou-se
para as amostras de Salmonella Typhimurium. Frente
ao iodofor, com 20 minutos de contato, quatro das 80
amostras de Salmonella Entiritidis foram resistentes.
Ja frente ao quaternario de aménia, no mesmo tempo
de contato, 73 delas foram resistentes.

Deve-se estar alerta para possiveis
equivocos em conclusdes obtidas pela comparacao
entre observacgdes e experimentos, quando estas
pesquisas usam, por exemplo, métodos, técnicas e
testes, microrganismos ou procedimentos diferentes
aos usados nesta pesquisa. Por outro lado, essas
comparagBes, buscando similaridades ou
antagonismos, podem ser bons instrumentos para
melhor interpretar resultados.

Em investigacao realizada por SANDER et
al. (2002), 17 amostras bacterianas dos géneros
Staphylococcus, Enterococcus, Salmonella,
Pseudomonas, Proteus, Escherichia e Pasteurella,
isoladas em ambiente de avicultura, foram confrontadas
com trés grupos de desinfetantes: compostos
fendlicos, quaternéario de amdnia e perdxido de
hidrogénio. No caso da Salmonella sp., os
desinfetantes do grupo dos fendis inibiu a maioria das
amostras, enquanto o grupo do quaternario de aménia
foi incapaz de promover a inativacdo das mesmas
amostras, o que difere do resultado encontrado neste
estudo, no qual o desinfetante com base quaternario
de amonia mostrou ser ativo.

KICH etal. (2004) avaliaram, em duas etapas
experimentais, com teste de micropipetagem em placa,
a atividade antibacteriana de seis desinfetantes
comerciais frente a amostras de Salmonella
Typhimurium também isoladas de suinos. Ha
dificuldade de comparacéo dos resultados, posto que
foi considerada sensivel a amostra que apresentou
redugdo de quatro logaritmos em relagéo as unidades
formadoras de col6nia iniciais. De qualquer maneira,
pode-se perceber semelhanca parcial com os resultados
obtidos na investigacdo que apresentamos. Esses
autores observaram na primeira etapa experimental,
frente a uma Ginica amostra de Salmonella Typhimurium
e tempo de contato de 15 minutos, que ela foi sensivel
ao composto aménia quaternaria e iodoforo. No
entanto, diferentemente dos resultados obtidos no
presente estudo, os autores citados indicam terem
observado resisténcia de todas as 11 amostras
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confrontadas com a aménia quaternaria e o iodéforo
em um Unico tempo de contato de 5 minutos.

Em trabalho realizado por WILLINGHAN et
al. (1996), bactérias isoladas de incubadoras de ovos
(cadmaras de eclosdo) tiveram sua resisténcia testada
frente a preparacGes comerciais desinfetantes de
quaternario de aménia, fenol e glutaraldeido. As
bactérias foram expostas ao desinfetante nas dilui¢des
recomendadas pelos fabricantes, por tempos de contato
de 5, 10 e 15 minutos. Aproximadamente 8% das isoladas
de duas das trés incubadoras foram resistentes as
concentracdes recomendadas pelos fabricantes e, em
alguns casos, até acima das concentragdes e do tempo
de exposicdo. Semelhantemente a nossa investigacao,
quando usado o desinfetante com composto quimico
ativo quaternario de amoénia, ndo houve indicagdo de
resisténcia do género Samonella.

CONCLUSOES

Observou-se que as 96 amostras de
Salmonella Typhimurium testadas apresentaram
diferente sensibilidade (inativacéo bacteriana), tendo
esta variado com o grupo quimico desinfetante
confrontado, com o tempo de contato e com a
concentracao usada. Todas as amostras de Salmonella
Typhimurium foram sensiveis ao produto comercial
tendo como composto quimico ativo o quaternario de
amdnia (cloreto de benzalcbnio), independentemente
do tempo de contato ou da concentracdo, seja na
recomendada pelo fabricante seja na subconcentragdo
de uso. Frente ao produto comercial cujo composto
quimico ativo é o iodofor, quatro amostras
apresentaram resisténcia frente a concentragéo
recomendada pelo fabricante, mesmo com tempo de
contato de 60 minutos, e 59 foram resistentes na sub-
concentracdo de uso.

Os resultados obtidos nesta pesquisa
enfatizam a orientacdo de que para a elei¢do do grupo
quimico desinfetante quaternario de amonia (cloreto
de benzalcdnico) ou do iodofor, frente ao
microrganismo Salmonella Typhimurium deve-se levar
em conta 0 monitoramento da sensibilidade/resisténcia
de amostras isoladas para cada ambiente de saude, de
producdo animal ou mesmo para 0s ambientes de
beneficiamento de seus subprodutos.
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