
Pesq. Vet. Bras. 32(11):1116-1120, novembro 2012

1116

RESUMO.- A colibacilose, causada por Escherichia coli, é a 
enfermidade entérica de maior impacto na produção de su-
ínos, podendo levar à morte do animal. Esta bactéria possui 
grande capacidade de desenvolver resistência a múltiplos 
antimicrobianos e a desinfetantes. Desta forma, estudos que 
abordem mecanismos de resistência e perfil de amostras de 
campo tornam-se necessários. E. coli é amplamente utilizada 
como modelo de estudos que exploram a resistência intrín-
seca e extrínseca a multidrogas. Neste trabalho, buscou-se 
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verificar o perfil de sensibilidade de 62 isolados de E. coli 
de suínos frente a três desinfetantes e a 13 antimicrobia-
nos. Ainda, em 31 destes isolados foi pesquisada a presença 
de mecanismo de efluxo. Dos três desinfetantes avaliados, 
o cloreto de alquil dimetil benzil amônio+poliexietilenonil
fenileter foi o que se mostrou mais eficaz (100%), seguido 
do glutaraldeído+cloreto de alquil dimetil benzil amônio 
(95,2%) e do cloreto de alquil dimetil benzil amônio (88,8%). 
Dentre os antimicrobianos testados, observou-se maior re-
sistência para a tetraciclina (62,2%) e maior sensibilidade 
para o florfenicol (88,6%). A alta sensibilidade dos isolados 
frente aos desinfetantes pode estar relacionada à ausência de 
mecanismo de efluxo. O índice de resistência múltipla médio 
aos antimicrobianos foi de 0,52, o que demonstra um perfil 
multirresistente dos isolados, conduzindo para a necessida-
de do uso racional destas drogas em suinocultura.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Suínos, Escherichia coli, resistência, de-
sinfetantes, bomba de efluxo.
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INTRODUÇÃO
A suinocultura é uma atividade de grande importância 
para a economia mundial, sendo o Brasil o quarto país em 
produção e o sexto em consumo de produtos derivados de 
suínos (Abipecs 2010). A colibacilose é a enfermidade en-
térica de maior impacto na produção de suínos, particular-
mente para animais neonatos e em pós-desmame (Henton 
& Hunter 1994). Ela pode ser ocasionada por dois patoti-
pos, Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC) e E. coli vero-
toxigênica (VTEC). A ETEC após aderir à mucosa intestinal 
e produzir enterotoxinas (STa, STb ou LT), causa diarréia e 
desidratação, podendo resultar na morte dos animais. Já a 
VTEC produz exotoxinas (shiga toxinas), as quais causam 
lesão nas células endoteliais, induzindo o aparecimento de 
edema e sinais nervosos, principalmente em leitões recém- 
desmamados (Henton & Hunter 1994).

E. coli é uma das espécies nas quais cepas multirresis-
tentes aos antimicrobianos têm emergido rapidamente, 
devido à sua grande distribuição ambiental e propensão a 
albergar elementos genéticos móveis, em especial os plas-
mídeos (Sherley et al. 2004). A utilização de antimicrobia-
nos para o controle e profilaxia de enfermidades em suínos 
é amplamente difundida (Barcellos & Sobestiansky 1998). 
O uso abusivo destas drogas agrava o desenvolvimento da 
resistência bacteriana, sendo esta cada vez mais eviden-
te tanto em patógenos de origem humana, quanto animal 
(Wallmann 2006), dificultando o tratamento das infecções 
por estes agentes (Tikhonova et al. 2009). Além disso, a 
presença de resíduos de antibióticos nos alimentos de ori-
gem animal e a seleção de cepas resistentes representam 
sérios riscos à saúde pública (Barcellos & Sobestiansky 
1998).

A limpeza e a desinfecção do ambiente estão entre as 
principais medidas aplicáveis para prevenir enfermidades 
como a colibacilose, e reduzir a presença de micro-organis-
mos no ambiente. Diversos produtos estão disponíveis no 
mercado, sendo os mais utilizados na suinocultura os com-
postos químicos à base de amônia quaternária, glutaralde-
ído e hipoclorito (Kich et al. 2004). Alguns trabalhos têm 
avaliado a atividade antibacteriana in vitro de diferentes 
desinfetantes frente a micro-organismos isolados de suínos 
e aves, como E. coli, Salmonella Typhimurium e Salmonella 
Enteritidis (Cardoso 2000, Sander et al. 2002, Borowsky et 
al. 2006), tendo em vista a importância da escolha correta 
do composto a ser utilizado em programas de controle sa-
nitário.

A resistência bacteriana não deve ser atribuída apenas 
ao uso de antimicrobianos, já que desinfetantes e suple-
mentos alimentares podem também apresentar considerá-
vel pressão de seleção em comunidades bacterianas pre-
sentes em criatórios de suínos. O mecanismo de efluxo de 
drogas tem sido destacado como um importante processo 
associado à resistência, principalmente em bactérias Gram 
negativas. Existem três proteínas responsáveis pelo meca-
nismo: uma proteína de membrana externa que atua como 
um canal durante o transporte, uma proteína da membrana 
interna que traduz energia eletroquímica de prótons em 
vetor de deslocamento dos compostos transportados e um 

componente periplásmico de transição, que liga as prote-
ínas da membrana interna e externa (Pietras et al. 2008). 
Sabe-se que a resistência a compostos à base de amônia 
quaternária em E. coli está ligada à superexpressão de pro-
teínas de transporte, ocorrendo assim intenso efluxo de 
substâncias através da membrana celular (Shahcheraghi et 
al. 2007, Takenaka et al. 2007).

A crescente resistência de patógenos a drogas antimi-
crobianas e a desinfetantes utilizados na suinocultura in-
dica a necessidade contínua de investigação científica para 
detecção e compreensão destes mecanismos. Nesse sen-
tido, os objetivos deste trabalho foram determinar a sus-
cetibilidade aos antimicrobianos, pesquisar a presença do 
mecanismo de efluxo e verificar as concentrações inibitó-
rias e bactericidas mínimas (CIMs e CBMs) de desinfetantes 
à base de amônia quaternária e aldeído em isolados de E. 
coli provenientes de granjas suinícolas dos estados do Rio 
Grande do Sul e de Santa Catarina.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizados 62 isolados de E. coli provenientes de fezes de 
suínos coletadas em diferentes criatórios suinícolas nos estados 
do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina e uma cepa padrão de 
E. coli ATCC 25922. Os isolados bacterianos foram mantidos lio-
filizados a -20°C até o momento das análises. Para realização dos 
testes, as amostras foram transferidas para ágar MacConkey (Hi-
media Laboratories®) e incubadas a 37°C por 48 horas. Foram 
testados três compostos desinfetantes distintos, utilizados nas 
granjas de origem das amostras. A determinação da CIM e da CBM 
seguiu a metodologia de microdiluição em caldo, segundo o do-
cumento M7-A4 (CLSI 2006). As concentrações do desinfetante 
A (cloreto de alquil dimetil benzil amônio+poliexietilenonilfenile
ter) variaram de 0,4 a 40µg/mL; as do desinfetante B (cloreto de 
alquil dimetil benzil amônio) de 2,5 a 160µg/mL e as do desinfe-
tante C (glutaraldeído+cloreto de alquil dimetil benzil amônio) de 
0,62 a 40µg/mL. Essas concentrações seguiram as recomendadas 
pelos fabricantes para uso em instalações suinícolas e foram pre-
paradas previamente pela diluição dos compostos desinfetantes 
em caldo Müeller Hinton (Himedia Laboratories®).

O inóculo bacteriano (5x104 Unidades Formadoras de Colônias 
- UFC) foi adicionado em cada poço de uma microplaca contendo 
200µL de caldo Müeller Hinton e o composto químico a ser testado 
em diferentes concentrações. Como controle negativo utilizou-se 
apenas Müeller Hinton e como controle positivo o caldo e o inó-
culo bacteriano, sendo os ensaios realizados em triplicata.  As pla-
cas foram incubadas a 37°C por 24 horas. A CIM foi considerada 
a menor concentração do desinfetante em que não se evidenciou 
crescimento bacteriano pela observação da turvação do caldo. A 
CBM foi determinada através da semeadura de 10µL dos poços em 
que não se evidenciou crescimento bacteriano em placas de ágar 
MacConkey, as quais foram incubadas a 37°C por 24 horas.

O perfil de suscetibilidade dos micro-organismos foi determi-
nado por meio do método de difusão em disco Kirby-Bauer mo-
dificado (Bauer et al. 1966). As drogas antimicrobianas avaliadas 
foram: ampicilina (10ug), trimetoprim: sulfametoxazol (25ug), te-
traciclina (30ug), amicacina (30ug), colistina (25ug), norfloxacina 
(10ug), florfenicol (30ug), enrofloxacina (5ug), cefalexina (30ug), 
trimetoprim (25ug), neomicina (30ug), cloranfenicol (30ug) e 
gentamicina (30ug). O índice de resistência múltipla aos antimi-
crobianos (IRMA) foi calculado conforme metodologia descrita 
por Krumperman (1983), sendo determinado pela relação entre 
o número de classes antimicrobianas para as quais a amostra foi 
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resistente e o número total de diferentes classes antimicrobianas 
testadas.

Para verificação de resistência mediada pela bomba de efluxo, 
utilizou-se metodologia descrita por Bjorland et al. (2005). Foram 
selecionados 31 isolados, representativos do total, e semeados 
em ágar Müeller Hilton contendo brometo de etídeo (0,5µL/mL). 
Após incubação das placas a 37°C por 24 horas, realizou-se a lei-
tura sob luz ultravioleta. A ausência de mecanismo de efluxo foi 
observada em colônias que demonstraram fluorescência.

RESULTADOS
Dos 62 isolados testados, 88,8% foram sensíveis ao desin-
fetante B, 95,2% ao desinfetante C e 100% ao desinfetante 
A nas concentrações recomendadas pelos fabricantes. A 
cepa padrão testada mostrou-se sensível a todos os agen-
tes testados. A CIM e CBM dos desinfetantes obtidas para os 
isolados de E. coli podem ser observadas na Figura 1.

Em relação à suscetibilidade aos antimicrobianos, o 
maior índice de resistência demonstrado pelos isolados 
foi para a tetraciclina (62,2%). Entre as drogas avaliadas, 
o perfil de resistência foi de 11,4% para o florfenicol, se-
guido de cloranfenicol, 16,3%, cefalexina, 27,8%, colistina, 
27,8%, enrofloxacina, 29,5%, trimetoprim, 31,1%, norflo-
xacina, 34,4%, neomicina, 36,0%, ampicilina, 37,7%, ami-
cacina, 39,3%, gentamicina, 40,9% e trimetoprim: sulfame-
toxazol, 49,1%. O IRMA dos isolados avaliados variou de 
0,11 a 1 com resultado médio de 0,52.

Ainda, nenhum dos 31 isolados de E. coli testados de-
monstrou a presença de mecanismo de efluxo por meio da 
metodologia utilizada.

DISCUSSÃO
No presente estudo, os isolados de E. coli apresentaram 
grande sensibilidade frente aos desinfetantes testados (Fi-
gura 1). Resultados semelhantes foram descritos por Boro-
wsky et al. (2006) ao testarem 96 amostras de Salmonella 
spp., obtidas de matadouros, com compostos à base de 
amônia quaternária e iodofor.

Os desinfetantes avaliados neste trabalho representa-
vam a combinação de compostos quaternários de amônio 
e glutaraldeído. O efeito sinérgico de compostos antimi-
crobianos tem sido associado ao maior sucesso no contro-
le de bactérias, bem como, exerce uma menor pressão de 
seleção em populações microbianas (Harrison et al. 2008). 
Produtos à base de amônia quaternária e aldeídos são mui-
to eficazes na desinfecção de ambientes contaminados por 
E. coli, o que foi comprovado no presente estudo, particu-
larmente no que diz respeito ao desinfetante C. Entretanto, 
vários patógenos Gram negativos, em especial E. coli, são 
descritos como resistentes aos desinfetantes (Gilbert & 
McBain 2003, Beier et al. 2005), uma vez que possuem a 
membrana externa da parede celular relativamente imper-
meável (Langsrud et al. 2004). Apesar disso, mutações nes-
ta estrutura têm sido associadas a menor hidrofobicidade 
da membrana, o que facilita a ação destes agentes químicos 
(Kich et al. 2004).

Diversos autores relacionam a resistência bacteriana 
aos desinfetantes à presença de mecanismos como o efluxo 
de substâncias pelas células (Paixão et al. 2009, Kenneth 
et al. 2009, Srinivasan et al. 2009). Os resultados aqui en-
contrados reforçam esta hipótese, uma vez que os isolados 
mostraram-se muito sensíveis aos desinfetantes e o meca-
nismo de efluxo não foi observado. Em relação aos 11,2% 
de cepas resistentes ao desinfetante B, acredita-se que ou-
tros mecanismos de resistência estejam envolvidos, como 
a produção de biofilmes, por exemplo. O composto polie-
xietilenonilfenileter presente no desinfetante A, ao qual 
todas as amostras testadas foram sensíveis, caracteriza-se 
por sua ação tensoativa sendo muito eficaz na remoção do 
biofilme bacteriano (Kich et al. 2004).

A resistência às drogas antimicrobianas foi maior quan-
do comparada aos compostos desinfetantes. De acordo 
com Krumperman (1983), consideram-se E. coli multirre-
sistentes quando apresentam IRMA acima de 0,2. Neste es-
tudo, a maioria dos isolados demonstraram índices acima 
de 0,52, o que pode indicar potencial para transferência ho-

Fig.1. Concentração Inibitória Mínima (CIM) (µg/mL) e Concentra-
ção Bactericida Mínima (CBM) (µg/mL) de desinfetantes à base 
de aldeído e amônia quaternária frente a isolados de Escheri-
chia coli provenientes de granjas suinícolas do Sul do Brasil.
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rizontal de genes de resistência. Além disso, altos índices 
de resistência múltipla aos antimicrobianos representam 
risco para a saúde pública, dificultando o tratamento de 
enfermidades de animais e de humanos (Mota et al. 2005). 

Segundo Russel (2002), desinfetantes e drogas antimi-
crobianas possuem diferentes mecanismos de ação para 
provocar a morte de micro-organismos, especialmente 
em bactérias Gram negativas e micobactérias, nas quais a 
impermeabilidade da parede celular é significativa. A sen-
sibilidade das bactérias aos desinfetantes sempre é maior, 
uma vez que, devido ao seu uso ambiental, preconiza-se a 
aplicação destes em concentrações elevadas, dificultando 
a ação das bombas de efluxo (Thomas et al. 2000). Ainda, 
embora a co-resistência a antimicrobianos e a biocidas seja 
esperada (Langsrud et al. 2004), esta não tem sido obser-
vada para patógenos como P. aeruginosa, Salmonella spp. e 
E. coli (Hammond et al. 1987, Thomas et al. 2000, Sidhu et 
al. 2002).

Trabalho realizado por Kich et al. (2004), relacionan-
do a suscetibilidade a antimicrobianos e a desinfetantes 
em Salmonella spp., demonstrou que a eficácia destes está 
mais relacionada à forma de uso do que com o perfil de 
resistência da bactéria. Estudos apontam que cepas Gram 
negativas multirresistentes não necessariamente são mais 
resistentes a desinfetantes do que as cepas antibiótico sen-
síveis, até mesmo quando genes de resistência à amônia 
quaternária estão presentes (Kucken et al. 2000). Estes da-
dos confirmam os encontrados por Hammond et al. (1987), 
nos quais não foi possível traçar uma correlação consisten-
te entre a presença de plasmídeos ou de resistência a anti-
microbianos e a resistência a compostos desinfetantes.

Para os isolados avaliados no presente estudo, não foi 
possível estabelecer uma relação entre a elevada resis-
tência aos antimicrobianos e a ausência de mecanismo de 
efluxo. Sabe-se, no entanto, que a resistência em E. coli e 
outros micro-organismos pode estar associada a diversos 
processos, como a modificação do composto antimicrobia-
no e de seu sítio de ação, além da formação de biofilmes 
(Nougayrède et al. 2003). A emergência de bactérias resis-
tentes às drogas antimicrobianas e aos desinfetantes é pre-
ocupante, uma vez que esses patógenos podem determinar 
graves infecções no homem e nos animais. Nos últimos 
anos, o rodízio de compostos desinfetantes em programas 
sanitários tem se mostrado uma alternativa para redução 
da resistência microbiana. Para tal, produtos com diferen-
tes princípios ativos devem ser utilizados (Russell 2002). 
Isto aponta para a importância dos dados obtidos neste tra-
balho, sendo que os compostos testados podem ser utiliza-
dos em programas de desinfecção pelas granjas suinícolas.

CONCLUSÕES
Para as amostras testadas, em relação aos três desin-

fetantes utilizados nos criatórios suínos, o desinfetante A 
apresenta-se mais eficaz, seguido do C e do B.

Não se evidenciou a resistência mediada pelo mecanis-
mo de efluxo nos isolados testados, condizendo com o per-
fil de sensibilidade aos desinfetantes.

Dentre os antimicrobianos avaliados, observa-se maior 

resistência para a tetraciclina e maior sensibilidade ao flor-
fenicol.

Por último, os resultados do IRMA demonstram um per-
fil multirresistente dos isolados, o que conduz para a neces-
sidade do uso racional destas drogas em suinocultura.
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