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ABSTRACT.- Krewer Ca.C., Gressler L.T,, Costa M.M., Krewer Cr.C. & Vargas A.C. 2012. [Sus-
ceptibility to disinfectants and antimicrobial resistance profile in Escherichia coli
isolates.] Suscetibilidade a desinfetantes e perfil de resisténcia a antimicrobianos em iso-
lados de Escherichia coli. Pesquisa Veterindria Brasileira 32(11):1116-1120. Laboratério de
Microbiologia e Imunologia Animal, Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco, Rodov.
BR 407 Km 12, Lote 543, Projeto de Irrigacao Nilo Coelho s/n C1, Petrolina, PE 56300-000,
Brazil. E-mail: mateus.costa@univasf.edu.br

Colibacillosis caused by Escherichia coli is the most important enteric disease in pig pro-
duction, which may lead to death of the affected animal. The bacterium has a great ability to
develop resistance to multiple antibiotics and disinfectants. Thus, investigation addressing
mechanisms of resistance and profile of field samples is necessary. E. coli is widely used as
a model for studies that explore the intrinsic and extrinsic resistance to multidrugs. In this
paper, we attempt to associate the susceptibility profile of 62 isolates of E. coli to three di-
sinfectants and 13 antimicrobials. Also 31 isolates were tested for the presence of efflux me-
chanism. Of the three disinfectants tested, alkyldimethylbenzylammonium chloride+nonyl
phenoxy polyethoxy ethanol was the most effective (100%), followed by glutaraldehyde+al
kyldimethylbenzylammonium chloride (95.2%) and alkyldimethylbenzylammonium chlo-
ride (88.8%). Among the antimicrobials tested, there was greater resistance to tetracycline
(62.2%) and higher sensitivity to florfenicol (88.6%). The high sensitivity of the isolates
against disinfectants may be related to the absence of efflux mechanism. The average index
of multiple resistance to antimicrobials was 0.52, what demonstrates a profile of multidrug

resistant isolates, showing the need for rational use of these drugs in pig production.

INDEX TERMS: Swine, Escherichia coli, resistance, disinfectants, efflux pump.

RESUMO.- A colibacilose, causada por Escherichia coli, é a
enfermidade entérica de maior impacto na produgio de su-
inos, podendo levar a morte do animal. Esta bactéria possui
grande capacidade de desenvolver resisténcia a multiplos
antimicrobianos e a desinfetantes. Desta forma, estudos que
abordem mecanismos de resisténcia e perfil de amostras de
campo tornam-se necessarios. E. coli ¢ amplamente utilizada
como modelo de estudos que exploram a resisténcia intrin-
seca e extrinseca a multidrogas. Neste trabalho, buscou-se
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verificar o perfil de sensibilidade de 62 isolados de E. coli
de suinos frente a trés desinfetantes e a 13 antimicrobia-
nos. Ainda, em 31 destes isolados foi pesquisada a presenca
de mecanismo de efluxo. Dos trés desinfetantes avaliados,
o cloreto de alquil dimetil benzil aménio+poliexietilenonil
fenileter foi o que se mostrou mais eficaz (100%), seguido
do glutaraldeido+cloreto de alquil dimetil benzil amdnio
(95,2%) e do cloreto de alquil dimetil benzil aménio (88,8%).
Dentre os antimicrobianos testados, observou-se maior re-
sisténcia para a tetraciclina (62,2%) e maior sensibilidade
para o florfenicol (88,6%). A alta sensibilidade dos isolados
frente aos desinfetantes pode estar relacionada a auséncia de
mecanismo de efluxo. O indice de resisténcia multipla 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 INDEXACAO: Suinos, Escherichia coli, resisténcia, de-
sinfetantes, bomba de efluxo.
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INTRODUCAO

A suinocultura é uma atividade de grande importancia
para a economia mundial, sendo o Brasil o quarto pais em
producdo e o sexto em consumo de produtos derivados de
suinos (Abipecs 2010). A colibacilose é a enfermidade en-
térica de maior impacto na produgdo de suinos, particular-
mente para animais neonatos e em pds-desmame (Henton
& Hunter 1994). Ela pode ser ocasionada por dois patoti-
pos, Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) e E. coli vero-
toxigénica (VTEC). A ETEC apds aderir a mucosa intestinal
e produzir enterotoxinas (STa, STb ou LT), causa diarréia e
desidratacdo, podendo resultar na morte dos animais. Ja a
VTEC produz exotoxinas (shiga toxinas), as quais causam
lesdo nas células endoteliais, induzindo o aparecimento de
edema e sinais nervosos, principalmente em leitées recém-
desmamados (Henton & Hunter 1994).

E. coli é uma das espécies nas quais cepas multirresis-
tentes aos antimicrobianos tém emergido rapidamente,
devido a sua grande distribuicdo ambiental e propensao a
albergar elementos genéticos méveis, em especial os plas-
mideos (Sherley et al. 2004). A utilizacdo de antimicrobia-
nos para o controle e profilaxia de enfermidades em suinos
é amplamente difundida (Barcellos & Sobestiansky 1998).
O uso abusivo destas drogas agrava o desenvolvimento da
resisténcia bacteriana, sendo esta cada vez mais eviden-
te tanto em patoégenos de origem humana, quanto animal
(Wallmann 2006), dificultando o tratamento das infec¢des
por estes agentes (Tikhonova et al. 2009). Além disso, a
presenca de residuos de antibidticos nos alimentos de ori-
gem animal e a selecdo de cepas resistentes representam
sérios riscos a saude publica (Barcellos & Sobestiansky
1998).

A limpeza e a desinfec¢do do ambiente estdo entre as
principais medidas aplicaveis para prevenir enfermidades
como a colibacilose, e reduzir a presenga de micro-organis-
mos no ambiente. Diversos produtos estdo disponiveis no
mercado, sendo os mais utilizados na suinocultura os com-
postos quimicos a base de amonia quaternaria, glutaralde-
ido e hipoclorito (Kich et al. 2004). Alguns trabalhos tém
avaliado a atividade antibacteriana in vitro de diferentes
desinfetantes frente a micro-organismos isolados de suinos
e aves, como E. coli, Salmonella Typhimurium e Salmonella
Enteritidis (Cardoso 2000, Sander et al. 2002, Borowsky et
al. 2006), tendo em vista a importancia da escolha correta
do composto a ser utilizado em programas de controle sa-
nitario.

A resisténcia bacteriana nao deve ser atribuida apenas
ao uso de antimicrobianos, ja que desinfetantes e suple-
mentos alimentares podem também apresentar considera-
vel pressdo de selecdo em comunidades bacterianas pre-
sentes em criatérios de suinos. O mecanismo de efluxo de
drogas tem sido destacado como um importante processo
associado a resisténcia, principalmente em bactérias Gram
negativas. Existem trés proteinas responsaveis pelo meca-
nismo: uma proteina de membrana externa que atua como
um canal durante o transporte, uma proteina da membrana
interna que traduz energia eletroquimica de prétons em
vetor de deslocamento dos compostos transportados e um

componente peripldsmico de transi¢ao, que liga as prote-
inas da membrana interna e externa (Pietras et al. 2008).
Sabe-se que a resisténcia a compostos a base de amoénia
quaternaria em E. coli esta ligada a superexpressao de pro-
teinas de transporte, ocorrendo assim intenso efluxo de
substancias através da membrana celular (Shahcheraghi et
al. 2007, Takenaka et al. 2007).

A crescente resisténcia de patégenos a drogas antimi-
crobianas e a desinfetantes utilizados na suinocultura in-
dica a necessidade continua de investigacio cientifica para
deteccdo e compreensdo destes mecanismos. Nesse sen-
tido, os objetivos deste trabalho foram determinar a sus-
cetibilidade aos antimicrobianos, pesquisar a presenga do
mecanismo de efluxo e verificar as concentragdes inibito-
rias e bactericidas minimas (CIMs e CBMs) de desinfetantes
a base de amonia quaternaria e aldeido em isolados de E.
coli provenientes de granjas suinicolas dos estados do Rio
Grande do Sul e de Santa Catarina.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 62 isolados de E. coli provenientes de fezes de
suinos coletadas em diferentes criatdrios suinicolas nos estados
do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina e uma cepa padrio de
E. coli ATCC 25922. Os isolados bacterianos foram mantidos lio-
filizados a -20°C até o momento das analises. Para realizacdo dos
testes, as amostras foram transferidas para agar MacConkey (Hi-
media Laboratories®) e incubadas a 37°C por 48 horas. Foram
testados trés compostos desinfetantes distintos, utilizados nas
granjas de origem das amostras. A determinagdo da CIM e da CBM
seguiu a metodologia de microdilui¢do em caldo, segundo o do-
cumento M7-A4 (CLSI 2006). As concentra¢des do desinfetante
A (cloreto de alquil dimetil benzil amdnio+poliexietilenonilfenile
ter) variaram de 0,4 a 40pg/mL; as do desinfetante B (cloreto de
alquil dimetil benzil amonio) de 2,5 a 160pg/mL e as do desinfe-
tante C (glutaraldeido+cloreto de alquil dimetil benzil amoénio) de
0,62 a 40pg/mL. Essas concentragdes seguiram as recomendadas
pelos fabricantes para uso em instalagdes suinicolas e foram pre-
paradas previamente pela diluicdo dos compostos desinfetantes
em caldo Miieller Hinton (Himedia Laboratories®).

0 indculo bacteriano (5x10* Unidades Formadoras de Colonias
- UFC) foi adicionado em cada po¢o de uma microplaca contendo
200pL de caldo Miieller Hinton e o composto quimico a ser testado
em diferentes concentragdes. Como controle negativo utilizou-se
apenas Miieller Hinton e como controle positivo o caldo e o in6-
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 concentracdo do desinfetante em que ndo se evidenciou
crescimento bacteriano pela observagdo da turvacao do caldo. A
CBM foi determinada através da semeadura de 10puL dos pogos em
que ndo se evidenciou crescimento bacteriano em placas de agar
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 difusdo 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 indice de resisténcia multipla aos antimi-
crobianos (IRMA) foi calculado conforme metodologia descrita
por Krumperman (1983), sendo determinado pela relagdo entre
o numero de classes antimicrobianas para as quais a amostra foi
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resistente e o nimero total de diferentes classes antimicrobianas
testadas.

Para verificacdo de resisténcia mediada pela bomba de efluxo,
utilizou-se metodologia descrita por Bjorland et al. (2005). Foram
selecionados 31 isolados, representativos do total, e semeados
em agar Miieller Hilton contendo brometo de etideo (0,5pL/mL).
Apoés incubacgio das placas a 37°C por 24 horas, realizou-se a lei-
tura sob luz ultravioleta. A auséncia de mecanismo de efluxo foi
observada em col6nias que demonstraram fluorescéncia.

RESULTADOS

Dos 62 isolados testados, 88,8% foram sensiveis ao desin-
fetante B, 95,2% ao desinfetante C e 100% ao desinfetante
A nas concentragdes recomendadas pelos fabricantes. A
cepa padrao testada mostrou-se sensivel 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.
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Fig.1. Concentragio Inibitéria Minima (CIM) (ng/mL) e Concentra-
¢do Bactericida Minima (CBM) (ng/mL) de desinfetantes a base
de aldeido e amoOnia quaternaria frente a isolados de Escheri-
chia coli provenientes de granjas suinicolas do Sul do Brasil.
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Em relacdo a suscetibilidade aos antimicrobianos, o
maior indice de resisténcia demonstrado pelos isolados
foi para a tetraciclina (62,2%). Entre as drogas avaliadas,
o perfil de resisténcia 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 presenc¢a de mecanismo de efluxo por meio da
metodologia utilizada.

DISCUSSAO
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 a base de
amodnia quaterndria e iodofor.

Os desinfetantes avaliados neste trabalho representa-
vam a combinac¢do de compostos quaternarios de amdnio
e glutaraldeido. O efeito sinérgico de compostos antimi-
crobianos tem sido associado ao maior sucesso no contro-
le de bactérias, bem como, exerce uma menor pressio de
selecdo em populagdes microbianas (Harrison et al. 2008).
Produtos a base de amo6nia quaternaria e aldeidos sdo mui-
to eficazes na desinfec¢do de ambientes contaminados por
E. coli, o que foi comprovado no presente estudo, particu-
larmente no que diz respeito ao desinfetante C. Entretanto,
varios patégenos Gram negativos, em especial E. coli, sdo
descritos como resistentes aos desinfetantes (Gilbert &
McBain 2003, Beier et al. 2005), uma vez que possuem a
membrana externa da parede celular relativamente imper-
meavel (Langsrud et al. 2004). Apesar disso, mutagdes nes-
ta estrutura tém sido associadas a menor hidrofobicidade
da membrana, o que facilita a acdo destes agentes quimicos
(Kich et al. 2004).

Diversos autores relacionam a resisténcia bacteriana
aos desinfetantes a presenca de mecanismos como o efluxo
de substancias pelas células (Paixdo et al. 2009, Kenneth
et al. 2009, Srinivasan et al. 2009). Os resultados aqui en-
contrados refor¢cam esta hipo6tese, uma vez que os isolados
mostraram-se muito sensiveis aos desinfetantes e o meca-
nismo de efluxo ndo foi observado. Em relacdo aos 11,2%
de cepas resistentes ao desinfetante B, acredita-se que ou-
tros mecanismos de resisténcia estejam envolvidos, como
a producdo de biofilmes, por exemplo. O composto polie-
xietilenonilfenileter presente no desinfetante A, ao qual
todas as amostras testadas foram sensiveis, caracteriza-se
por sua acgdo tensoativa sendo muito eficaz na remogao do
biofilme bacteriano (Kich et al. 2004).

A resisténcia as 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 indices acima
de 0,52, 0 que pode indicar potencial para transferéncia ho-
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rizontal de genes de resisténcia. Além disso, altos indices
de resisténcia multipla aos antimicrobianos representam
risco para a satude publica, 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 a¢do 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
aplicacdo destes em concentragdes elevadas, dificultando
a acdo das bombas de efluxo (Thomas et al. 2000). Ainda,
embora a co-resisténcia a antimicrobianos e a biocidas seja
esperada (Langsrud et al. 2004), esta ndo tem sido obser-
vada para patoégenos 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 eficacia destes esta
mais relacionada a forma de uso do que com o perfil de
resisténcia da bactéria. Estudos apontam que cepas Gram
negativas multirresistentes nao necessariamente sdo mais
resistentes a desinfetantes do que as cepas antibidtico sen-
siveis, até mesmo quando genes de resisténcia a amonia
quaternaria estdo presentes (Kucken et al. 2000). Estes da-
dos confirmam os encontrados por Hammond et al. (1987),
nos quais ndo foi possivel tragar uma correlagdo consisten-
te entre a presenca de plasmideos ou de resisténcia a anti-
microbianos e a resisténcia a compostos desinfetantes.

Para os isolados avaliados no presente estudo, ndo foi
possivel estabelecer uma relagdo entre a elevada resis-
téncia aos antimicrobianos e a auséncia de mecanismo de
efluxo. Sabe-se, no entanto, que a resisténcia em E. coli e
outros micro-organismos pode estar associada a diversos
processos, como a modificacdo do composto antimicrobia-
no e de seu sitio de a¢do, além da formacao de biofilmes
(Nougayrede et al. 2003). A emergéncia de bactérias resis-
tentes as drogas antimicrobianas e aos desinfetantes é pre-
ocupante, uma vez que esses patéogenos podem determinar
graves infeccdes no homem e nos animais. Nos ultimos
anos, o rodizio de compostos desinfetantes em programas
sanitarios tem se mostrado uma alternativa para reducdo
da resisténcia microbiana. Para tal, produtos com diferen-
tes principios ativos devem ser utilizados (Russell 2002).
Isto aponta para a importancia dos dados obtidos neste tra-
balho, sendo que os compostos testados podem ser utiliza-
dos em programas de desinfeccdo pelas granjas suinicolas.

CONCLUSOES

Para as amostras testadas, em relagao aos trés desin-
fetantes utilizados nos criatorios suinos, o desinfetante A
apresenta-se mais eficaz, seguido do C e do B.

Nao se evidenciou a resisténcia 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

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

Por ultimo, os resultados do IRMA demonstram um per-
fil multirresistente dos isolados, o0 que conduz para a neces-
sidade do uso racional destas drogas em suinocultura.
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