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SUMMARY

The efficacy of N-duopropenide, a new generation disinfectant composed of a
mixture of quaternary ammonium iodides, against Actinobacillus pleuropneumoniae
serotype | was studied. The organisms were suspended in both saline and bovine
serum and tested in vitro in suspension and carrier tests. A total of six concentrations
(0.05%, 0.1%. 0.5%, 1%, 2.5% and 5%) and six contact times for each (157, 307, 1",
3', 5 and 10") were studied. The disinfectant was more effective in the suspension
test than in the carrier test, and when organisms were suspended in saline than n
organic matter. Even in the most disadvantage conditions (carrier test with bovine
serum) such a short contact time as 15 seconds was already highly effective for
inactivating A. pleuropnewmoniae.

RESUMEN

Se estudié la eficacia del desinfectante N-duopropenida, un producto de nueva
generacion formulado a base de yoduros de amonio cuaternario, sobre el serotipo 1
de Actinobacillus plewropneumoniae, utilizando dos técnicas in vitro, el método de la

* Unidad de Microbiologia e Inmunologia. Dpto. de Patologia Animal (Sanidad
Animal). Universidad de Leén.
An, Fac. Vet. Leon. 1994-96, 39, 29-37
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suspensién y el del disco portador. E1 experimento se desarrollé por duplicado. sus-
pendiendo las bacterias en solucidn salina 0 en materia orgdnica (sucro bovino). Se
probaron seis concentraciones (0.05%, 0.1%, 0.5%, 1%, 2.5% y 5% ) y para cada una,
seis tiempos de aplicacién diferentes (157, 30", 17, 3°, 5" y 107). E1 desinfectante
resulté mds eficaz en el método de la suspensién que en el del disco portador y. den-
tro de cada uno de éstos, mds en ausencia de materia orgdnica que cuando se¢ sus-
pendian las bacterias en suero bovino. Atin en la situacién mds desfavorable (técnica
del disco portador con materia orgdnica), un tratamiento de tan solo quince segundos
yaresulté completamente eficaz en la destruccion de A. pleuropneumoniae.

INTRODUCCION

La N-duopropenida es un producto desinfectante de nueva generacidn, constitui-
do por yoduros de amonio cuaternario, de estructura compleja y peso molecular ele-
vado, que se comporta como un agente tensioactivo catiénico con dobles enlaces
conjugados'. Se trata de una sustancia soluble en agua, inodora, de escasa toxicidad
en niveles de uso, cuya actividad desinfectante ha sido estudiada hasta la fecha en
aguas de consumo avicola, en la superficie de huevos para incubar . en endosco-
PIOS?, en sistemas de climatizacién® y en residuos liquidos y semiliquidos porcinos'.
Com_o otras propiedades, podemos mencionar su facil difusién en pulveracion. su
sencillo manejo y su compatibilidad con todo tipo de pldsticos y aleaciones metdli-
cas o que, junto con las caracteristicas enumeradas mads arriba, le convierten en un
Producto idéneo para su utilizacion en explotaciones ganaderas, madxime si (encmos

€N cuenta que su eficacia bactericida ha sido ya demostrada frente a importantes gru-
pos bacteriangs 128

Por su parte, Actinobacillus pleuropneunoniae es el agente etiolégico de una de
S enfermedades respiratorias de mayor importancia actual, la pleuroneumonia por-
1C1na_ Pese a existir mucha informacién reciente sobre esta bacteria, lo cierto es que
12:T]§Zl;rlnedad se encuentra difundic!a por lodqs los paises indust.rializac.]os. .dcbicrj)(? 1
COmerci;:]mOS métodos de produccién intensiva y a los ﬂqrf:mcmcs intercam ]:0':.-
s es. Uno de los aspectos menos estudiados en relacién con el agente qc la
Pleuroneumoniy e su supervivencia en el medio ambiente, cuestién que adquiere.
oI embargo, ung gran importancia al condicionar su posible transmision indirecta en
r::n}izlgéa;:iones iﬂtfinsivas, a través de uter.ns'ilios, alimentos, agua de belbida, .v’esli-
0 operarios, etc., ya que estd suficientemente demostrada su liberacion al

medio ¢j S 1.
~10 Circundante, en forma de acrosoles, sobre todo durante la forma aguda de la
enfermedaq?.

las

med[igaeielilas fgn}qas pos_ibles y s.en_cillas de disminuir la incidcnc?a 'dB t?fita enfler-.
lugares dondecla a"ﬂ.POrcma consistiria, pues, en un‘a correcFa desmleccmp de 0‘%
susceptibles g haya sido de.tectad.o’un brote, antes de introducir nuevos conun‘gc.ntc::
dis e Co’mmell“ la infeccién. En este scntho, una sustancia inocua y facil de
- "PENSAr resultarfa la ideal a la hora de combatir una bacteria tan patégena como
o FTS Por todo ello por lo que nos decidimos, como continuacién de una linea de
Investigacién en la que ya se ha verificado la eficacia de una serie de sustancias
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desinfectantes®, a ampliar el estudio de este nuevo producto a la bacteria comentada,
mediante la realizacién de un estudio in vitro, siguiendo dos metodologias diferen-
tes, en la esperanza de que resulte eficaz en el control de la pleuroneumonia porcina.

MATERIAL Y METODOS

Bacteria: Empleamos la cepa ATCC 4074, de referencia para el serotipo 1 de A.
pleuropneumoniae. Una vez descongelada, se sembraba sobre dgar PPLO (Biolife)
enriquecido con un 10% de extracto de levadura (Biolife), un 0.1% de glucosa
(Panreac) y un 0.0025% de dinucledtido de nicotinamina y adenina -NAD- (Sigma).
Tras un periodo de incubacién de seis horas a 37°C en atmdsfera aerobia, el creci-
miento resultante era despegado con un asa de vidrio y suspendido en solucién sali-
na fisiologica con un 0.05% de Tween-80 (Sigma) (SSFTw) o alternativamente en
suero bovino comercial (Sigma), hasta alcanzar una concentracién bacteriana del
orden de 10” unidades formadoras de colonias (UFC) por ml.

Desinfectante: Como hemos mencionado, se utilizé el desinfectante N-duoprope-
nida, que fue stministrado en su forma comercializada (TOTAL: se trata de un pro-
ducto que contiene aproximadamente un 11% de yoduros de amonio cuaternario) por
la empresa fabricante. A partir de esta presentacion se efectuaron diluciones seriadas
en agua corriente, hasta obtener las siguientes soluciones de trabajo: 5%, 2. 5%, 1%,
0.5%. 0.1% y 0.05%.

Método de la suspensién: Fue el primero de los métodos empleados para com-
probar la eficacia del desinfectante sobre A. pleuropneumoniae. Se realizé sobre pla-
cas de cultivos celulares de 24 pocillos (Costar), donde se mezclaban 900 pl de las
diferentes diluciones de desinfectante con 100 pl de la suspensién bacteriana. Se
probaron seis tiempos de contacto (157, 30", I', 3', 5" y 10"), después de los cuales
se recogfan 100 p1 de la mezcla, que eran transferidos a un tubo con 9.900 pl de
SSFTw, para anular la actividad del desinfectante. Después de esta primera dilucion
102, se practicaban diluciones decimales seriadas hasta 107. De forma paralela al
experimento con el desinfectante, se realizaba un control, consistente en la mezcla
del mismo volumen y concentracién de suspension bacteriana con 900 ul de agua
estéril durante un tiempo de contacto igual al empleado en el caso del desinfectante.
Las diluciones posteriores se llevaron a cabo de la misma forma que cuando se traba-
jaba con la N-duopropenida. Por dltimo, de cada dilucién se tomaban 100 pl, que
eran sembrados por duplicado sobre dgar PPLO enriquecido. Tras dieciocho horas de
incubacién a 37°C y condiciones aerobias, se efectuaban las lecturas de las posibles
colonias existentes, comenzando por las placas del experimento control.

Método del disco portador: Para este segundo método de evaluacién de la acti-
vidad desinfectante de la N-duopropenida, se recurrié a discos de acero inoxidable
de un didgmetro aproximado de 1 cmy 0.75 mm de espesor, colocdndose uno en cada
pocillo de una placa de cultivos celulares de 12 pocillos (Costar). Sobre cada uno de
ellos se dispensaban 20 u1 de la suspension bacteriana y se sometian a un flujo ver-
tical de aire estéril en una cabina de segundad biolégica de tipo II (Telstar), hasta que
se secara la gota depositada. Una vez transcurrido el tiempo necesario para el seca-

- 371



do (aproximadamente una hora, aunque se tardaba mds cuando las bacterias se
encontraban suspendidas en suero bovino), el drea del disco contaminada se recubria
con 20 p1 de cada una de las seis concentraciones de desinfectante estudiadas, duran-
te cada uno de los seis tiempos de contacto seleccionados. A continuacién, al tiempo
que se inactivaba la accién del desinfectante mediante dilucion, se despegaban las
bacterias del disco portador bombeando 980 ul de SSFTw varias veces contra el
disco metdlico. Una vez despegadas las bacterias, se comenzaba una nueva serie de
cinco diluciones decimales en SSFTw, que posteriormente eran sembradas del mismo
modo que en el parrafo anterior. Al igual que en el método precedente, también se
emplearon series de experimentos control, en los que el desinfectante era sustituido
por agua estéril.

Anilisis de los resultados: A la hora de realizar la lectura de los resultados del
crecimiento en las placas, se comenzaba efectuando el recuento de las placas control.
cuyo nimero de UFC deberfa aproximarse a las 10 * de que se partia. Seguidamente,
eran observadas las placas del experimento con desinfectante, recogi¢ndose en lt)dqs
los casos el nimero de colonias detectado. Dividiendo el nimero de colonias recogi-
das sin tratamiento con desinfectante por el obtenido cuando se mancjaban las distin-
las'concentraciones de N-duopropenida, se hallaba la reduccion del urccimicmg bac-
teriano producida por cada concentracién investigada. Todos los experimentos fueron
realizados al menos dos veces, empleando suspensiones bacterias recién preparadas.
Los resultados finales que figuran en las tablas son el promedio de los obtenidos para
cada concentracign y tiempo de contacto, tras aplicar logaritmos decimales.

RESULTADOS

Antes de plantear los resultados del método de la suspension, se ha de senalar que
N todos los experimentos las reacciones control incluidas permitieron recuperar el
‘noculo inicial, es decir, aproximadamente 10° UFC/ml. Puesto que es muy €scasa a
mform.adén que existe sobre la actividad in vitro de los desinfectantes sobre esia
bacterig, consideramos, al igual que en una investigacion previa®, como valor mini-
;“0 aceptable una reduccién logaritmica de 3, equivalente a un 99.9% de actividad en
a desinfeccign.
; La tabla | refleja las reducciones logaritmicas observadas en el crecimiento de la
€epa ATCC 4074 de A pleuropneumoniae, una vez aplicadas diferentes concentra-
c10n§s’ y tiempos de exposicién de N-duopropenida, mediante el método de la sus-
Dlens-mn' En ausencia de materia orgédnica, como cabia esperar, las reducciones loga-
ritmicas aumentaron a medida de que era mayor la concentracién de desinfectante
Vfllol:ada 0 el tiempo de aplicacién. En este sentido, la concentracion del 0.05% resul-
10 eficaz a partir del minuto de exposicion, manteniendo a partir de este momento el
Valq >3, es decir, la médxima reduccién detectada posible. Todas las demds concen-
lmcm”_es fueron eficaces con independencia del tiempo de contacto, con una salve-
dad: mientras que con el 0.1%, el 0.5% y el 1% solo se registraron los valores mixi-
MOos a partir de los 30”, con las dos concentraciones mayores este resultado ya se
repitic a lo largo de todas las determinaciones.

B3

Tabla 1. Reducciones logaritmicas observadas en el crecimiento de Actinobacillus plewrop-
newmoniae (serotipo 1, cepa ATCC 4074). tras aplicar diferentes concentraciones y
tiempos de exposicion de N-duopropenida mediante el método de la suspension, en
presencia y ausencia de materia orgdnica.

Tiempo de  Materia Concentracion de N-duopropenida
exposicion  orgdnica 5% 25% 1% 0,5% 0,1% 0,05%
157 Ausecnte >5 >3 >d<3 >4<5 >3<d >2<3
Suero bovino >5 >3 >d4<3 >4<5 <l <l
30 Ausente >3 >3 >3 >5 »5 >2<3
Suero bovino >3 >5 >5 >5 <l <l
1’ Ausente =5 >5 >5 >5 >3 >5
Suero bovino >5 >5 >3 >5 <l <l
a7 Ausente =5 >5 >5 >5 >5 >5
Suero bovino =5 >5 >5 >5 >2<3 <l
5’ Ausente >5 >5 >5 >5 >5 >5
Suecro bovino >3 >9 >5 >5 >3<4 <l
10° Ausente >5 >3 >5 >5 >5 >5
Suero bovino >5 >5 >5 >5 >5 <l

En presencia de materia orginica, los resultados obtenidos fueron idénticos para
las cuatro concentraciones mayores, mientras que en las dos menores el desinfectan-
te se mostrd menos eficaz. Asi el 0.05% de N-duopropenida no fue capaz de produ-
cir reducciones apreciables en el nimero de colonias respecto del control, ni siquie-
ra durante el tiempo mayor de exposicién (10%), siendo en todos los casos el valor
obtenido <1. Contrariamente, trabajando con un 0.1% de producto observamos efi-
cacia desinfectante a partir de los 5° de exposicién. si bien los resultados mejoraron
ostensiblemente a los 107,



Tabla 2. Reducciones logaritmicas observadas en el crecimiento de Actnobacillus pleurop-

newmoniae (serotipo 1, cepa ATCC 4074), tras aplicar diferentes concentraciones y
tiempos de exposicién de N-duopropenida mediante el método del disco portador,
en presencia y ausencia de materia orgdnica.

Tiempo de Materia Concentracion de N-duopropenida

exposicién orgénica 5% 2,5% 1% 0,5% 0,1% 0,05%
15" Ausente >5 >5 <1 <1 <1 <1
Suero bovino =5 >5 <1 <1 <1 <1
30" Ausente >5 >5 <1 <1 <1 <1
Suero bovino >5 =5 <1 <1 <1 <1
1’ Ausente >5 >5 <1 <1 <1 <1
Suero bovino >5 >5 <1 <1 <1 <1
3 Ausente >5 >5 <5 <5 <1 <1
Suero bovino =5 >5 >1<2 <1 <1 <1
5 Ausente >5 >5 <5 <5 <1 <1
Suero bovino =5 >5 >1<2 <1 <1 <1
10’ Ausente >5 >5 <5 <5 <1 <1
Suero bovino =5 >5 >1<2 <1 <1 <1

Respecto al método del disco portador, debemos sefialar que el proceso de seca-
do nunca redujo sensiblemente el nimero de UFC del inéculo de partida, como tam-
poco el método de elucién de las bacterias del disco. E1 conjunto de resultados obte-
nidos queda detallado en la tabla 2. Para las dos concentraciones mayores, con inde-
pendencia del tiempo de aplicacién y de la presencia o no de materia orgdnica, las
reducciones alcanzaron el m4ximo posible (>5), al igual que ocurrié con el método
de la suspensién. Por el contrario, en las cuatro concentraciones restantes los resul-
tados fueron peores, hasta tal punto de que en las concentraciones del 0.05% y 0.1%,
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de forma global. y del 0.5% y 1%, tinicamente cuando las bacterias se suspendian en
suero bovino. se registraron resultados similares a los de las placas control (esto es,
reducciones de <1 en la mayor parte de los casos y. como mucho, de >1 y <2) y sélo
a partir de los 3 de contacto con el 0.5% (o también con el doble de producto) se
obtuvieron actividades eficaces, que curiosamente fueron las maximas, sin pasar por
reducciones logaritmicas intermedias.

DISCUSION

En este estudio se investiga la accién de diferentes concentraciones y tiempos de
aplicacion del desinfectante N-duopropenida sobre A. pleuropneumoniae. Se eligi6
el serotipo 1 de entre los doce descritos hasta el momento porque una gran parte de
los procesos agudos y sobreagudos de pleuroneumonia que sufre la cabana porcina
mundial tienen su origen en este serotipo " "', Para efectuar el experimento recurri-
mos a dos métodos reproducibles. cuantitativos y precisos, habitualmente utilizados
para este tipo de estudios con otros productos y otros grupos bacterianos* *¢. Los
desinfectantes en general (y los resultados obtenidos en nuestro caso no son una
excepeion) se muestran mis eficaces con el método de la suspension; a pesar de ello,
recurrimos a emplear como alternativa el método del disco portador porque refleja
con mayor fidelidad las condiciones reales en las que tendrd que funcionar el desin-
fectante valorado. Por la misma razén, combinamos en el estudio dos posibilidades,
presencia y ausencia de materia orgdnica, siendo la primera la que mds se adecua a
lo que resulta habitual en las explotaciones porcinas, donde es frecuente la existen-
cia de gran cantidad de residuos orgidnicos de todo tipo. Aunque la materia orgdnica
ideal hubiera sido la secrecion nasal porcina, sustancia a través de la cual los cerdos
enfermos eliminan gran cantidad de bacterias y donde éstas pueden mantenerse acan-
tonadas. a la espera de un nuevo individuo susceptible al que infectar’; sin embargo,
la dificultad que representa obtener grandes cantidades de esta sustancia en condi-
ciones estériles, nos obligé a sustituirla por una alternativa accesible y aceptable para
este tipo de investigaciones, el suero bovino, tal y como ha sido propuesto con
anterioridad®.

Si de todos los resultados obtenidos en este estudio, nos basamos en las condi-
ciones mds desfavorables (método del disco portador con presencia de materia orga-
nica), podemos afirmar que la N-duopropenida necesita aplicarse como minimo
diluida al 2.5% (equivalente a un 0.27% de principio activo), para destruir eficaz-
mente al agente de la pleuroneumonia porcina. Esta concentracién se sitda dentro de
los limites de manejo habituales de un producto de estas caracteristicas, por lo que,
como ya comentamos en la introduccién, no supone ningtin problema desde el punto
de vista toxico, con la ventaja afiadida de que su actividad es casi inmediata, dejdn-
dose notar con tan solo quince segundos de aplicacion. A este respecto, y por conti-
nuar incidiendo en la idea de la inocuidad de la N-duopropenida, podemos destacar
un estudio previo' en el que, aiin tratdndose de una especie y unas condiciones com-
pletamente distintas, no se observaron influencias perniciosas sobre la viabilidad de
los embriones de pollitos, tras pulverizar concentraciones superiores a las nuestras
durante periodos de exposicién también mayores.
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Este producto parece ademds presentar ventajas claras respecto a las formulacio-
nes comerciales ensayadas en otras publicaciones®. Aunque no podamos comparar la
duracién de la exposicidn, puesto que sélo fueron probados ticmpos de un minuto,
si podemos indicar que el tnico producto comercial eficaz en presencia de matera
orgdnica con el método del disco portador, también integrado por compuestos de
amonio cuaternario, tenia que ser utilizado al 20% segun instrucciones del fabrican-
te*, es decir, ocho veces m4s concentrado que la N-duopropenida en este estudio. por
lo que se requerirfa un consumo mucho mayor, con el previsible incremento de coste
aiadido. Otra desventaja de la formulacién comercial del otro estudio (que es ala vez
ventaja con la N-duopropenida) vendria representada por el mayor riesgo de IUXI.CI-
dad, atn cifiéndonos a las instrucciones del fabricante, no ya sélo por su mayor con-
centracion de su uso, sino por su propia formulacién, constituida ademas por g.]um-

raldehido y formaldehido®. En cuanto a las materias primas verificadas en la misma

investigacién®, tan solo la cloramina-T, un producto que libera cloro lentamente, pro-

dujo niveles de eficacia similares a los demostrados en este estudio. Una vez mas, tlI!
tiempo de contacto valorado fue mayor, de un minuto. si bien. a cambio. la clorami-
na-T ya resultd activa a una concentracién seis veces menor (del 0.4% »* que lade la
formula comercial de la N-duopropenida, aunque no asi si se compara con |
centracién de producto activo.

a con-

: e inveslicaciones recientes ya se
En consonancia con nuestros resultados, en otras mvestigaciones recientes

habia demostrado 1a gran eficacia bactericida de esta sustancia desinfectante. sOl?H?
4N espectro mds amplio de bacterias Gram positivas y negativas presentes cn otros
ambientes, Asi, tratamientos de 18 ppm del mismo producto comercial .pc-rmnn:ro’n
Ailas completamente Ia flora microbiana habitual en aguas de ahm;lccn-mcmo avi-
cola (Escherichia coli v otros coliformes fecales, Salmonella spp.. Shigella spp-:
Pé‘fflldomonas aerugi.'ro:sa, Campylobacter spp., Staphylococcius aurelits, csll‘cp‘l((j):
“0cos del tipo D y clostridios sulfito-reductores, entre otros)™ y otro tanto sc P.UL_’L_
afirmar e s, eficacia sobre mesofilos acrobios totales, enterobacterias 'y 11011;05. lm.s-
*U aplicacion sobre cdscaras de huevos para incubar"’, con concentraciones .)'“ln:ml“.’b
€ contacto m4s equiparables con los de este estudio. Por dltimo, se ha 1‘a1.ui|ca1dn .hU
&ran actividag bactericida sobre grupos bacterianos similares a los del primer ensa-
4 av'fcola, contenidos en esta ocasién en residuos porcinos, con concentr
Stmejantes 4 las aqui presentadas pero con un tiempo de dcsirﬂ’ccci(m sust
Mente m4s g (una hora)®, explicable por la mayor concentracion de microo
"0 ¥ materia orggnica del material valorado.
Cabe concluir, pues, que, al igual que sobre otras bacterias pertenecicntes a gru-
POS préximos, 14 N-duopropenida posee una gran actividad desinfectante o1 vitro
Obe/El Serotipo 1 de A. pleuropneunoniae, incluso en tiempos de aplicacion muy
Pequetios, por 1o que consideramos que podria representar una buena opcion de uso
en las explotaciones porcinas para una eliminacion eficaz de esta bacteria y, conse-
cuentemente, para el control de la pleuroneumonia porcina, aunque manteniendo el
Producto liempos superiores a los aquf estudiados, al tratarse de grandes superficies.
donde 1a cantidad de producto pulverizado que alcanza cada punto resulta mucho
menor que las que hemas ensayado in vitro.
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