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RESUMO

O objetivo com este trabalho foi avaliar in vitro a
eficacia de desinfetantes comumente utilizados e
biodegradaveis na sanitizacdo de aviarios frente a
sorotipos de Salmonella spp. isolados de granjas
de aves no Estado do Parana, Brasil.Os
experimentos foram realizados utilizando o tempo
de contato de 20 minutos e os desinfetantes
testados emtrés concentragdes:a recomendada pelo
fabricante,metade da concentra¢do recomendada e
o dobro da mesma,bem como na presenca e
auséncia de matéria organica. Em geral, todos os
desinfetantes foram capazes de causar a redugdo
significativa nas contagens dos micro-organismos
em relagdo ao grupo controle. Na auséncia de
matéria organica, os desinfetantes a base de acidos
organicos apresentaram os melhores resultados
frente ao sorotipo S. Gallinarum biovar
Gallinarum, e os desinfetantes a base de
glutaraldeido e hipoclorito de sodio frente aos
sorotipos S. Typhimurium e S. Intantis. Na
presenca de matéria organica, como comumente se
encontra o ambiente avicola, pdde-se observar que
todos os desinfetantes apresentaram sua eficacia
diminuida, sendo o a base de 4cidos organicos o
que apresentou as menores contagens de unidades
formadoras de colonias (UFC). O desinfetante a
base de 4cidos organicos mostrou-se uma
potencial alternativa de uso na avicultura, pela
eficacia no controle dos sorotipos de Salmonella
isoladas de granjas avicolas.

Palavras-chave: acidos organicos, avicultura,
desinfecgdo

SUMMARY

The objective of this study was to evaluate the
efficacy in vitro of disinfectants commonly used
in sanitizing poultry farms and biodegradable
disinfectants against Salmonella serotypes
isolated from poultry farms in the state of
Parana, Brazil. The experiments were
performed using the contact time of 20 minutes
and disinfectants tested in three concentrations
recommended by the manufacturer, half the
recommended concentration and twice the
recommended concentration, as well as the
presence and absence of organic matter. In
general, all disinfectants caused significant
reduction in the microorganisms counts
compared to the control. In the absence of
organic matter, disinfectants based on organic
acids showed the best results against the
serotype Gallinarum biovar Gallinarum and
disinfectants based onglutaraldehyde and
sodium hypochlorite against the serotypes
Typhimurium and Intantis. In the presence of
organic matter, as commonly found in the
poultry environment, it was observed that all
disinfectants showed decreased effectiveness,
and the disinfectant based on organic acids had
the lowest CFU counts. Accordingly, the
disinfectant based on organic acids proved to be
potential alternative for use in poultry due to
effectiveness in  controlling  Salmonella
serotypes isolated from poultry.
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INTRODUCAO

A Salmonelose ¢ uma das principais
doengas transmitidas por alimentos de
origem aviaria, tornando os programas de
desinfec¢do dos avidrios essenciais para a
prevencdo desta doenga e o seu controle
ao longo da cadeia produtiva avicola
(BOROWSKY et al., 2006).

Nos aviarios, os principais desinfetantes
utilizados s3o a base de glutaraldeido,
iodo, hipoclorito de so6dio e amonia
quaterndria, mas, no entanto, estes
compostos sao potencialmente
prejudiciais ao meio ambiente, fazendo
com que os produtos biodegradaveis
surjam como uma  alternativa,
destacando-se nesse sentido os dacidos
organicos e acido peracético (JAENISCH
et al., 2010).

Além da preocupacdo com o efeito dos
desinfetantes frente ao meio ambiente,
outros fatores devem ser levados em
consideracao, como: a eficiéncia dos
desinfetantes no controle e erradicagdo de
Salmonella spp. no ambiente avicola;o
efeito destes produtos frente as
sujidades,a concentragdo ideal de uso do
principio ativo utilizado e a possibilidade
do rodizio entre produtos(JAENISCH et
al., 2010), uma vez que o uso continuo de
um Unico desinfetante ou em
concentragdes incorretas pode promover a
selecdo de micro-organismos resistentes
(CHAPMAN, 1998).

Os  sorotipos  Gallinarum  biovar
Gallinarum e S. Typhimurium estdo
frequentemente encontrados em frangos
de corte (PENHA et al, 2008),
justificando a escolha destes sorotipos
para a presente pesquisa, uma vez que 0s
mesmos também foram encontrados em
aviarios no Oeste do Parana (SCUR et al.,
2014).

Assim, de acordo com o exposto o
objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro
a eficicia de seis desinfetantes utilizados

http://dx.doi.org/10.1590/S1519-99402016000400011

na avicultura frente a trés sorotipos de
Salmonella spp. isolados de aviarios de
frango de corte localizados na regido
Oeste do Parana, Brasilem trés
concentragoes  distintas, bem como
avaliar a atividade dos desinfetantes na
presenca de matéria organica.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no
Laboratdrio de Biotecnologia Agricola na
Universidade Estadual do Oeste do
Parand, no periodo de 2013 a 2014.

Os desinfetantes avaliados continham o
principio ativo: glutaraldeido, quaternario
de amonia, hipoclorito de sodio, iodo,
compostos acidos organicos (ascorbico,
citrico e latico) e acido peracético, nas
concentragdes  recomendadas  pelo
fabricante (CR), metade da concentragdo
(*2CR) e dobro da concentracao (2CR),
diluidos em agua destilada estéril.

Foram pré-selecionados trés sorotipos de
Salmonella isolados de granjas avicolas
do Oeste do Parana, Brasil, sendo eles:
Typhimurium, Infantis e Gallinarum
biovar Gallinarum, que foram isoladas
pelo Laboratério Veterinario MercoLab
(Cascavel/PR, Brasil) e identificadas pelo
Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo/SP,
Brasil).

Estirpes dos sorotipos € ATCCs utilizadas
nos testes foram re-suspendidas em caldo
infusdo cérebro coragdo (BHI) e
semeadas em Agar Nurtriente (AN), para
se obter colbnias isoladas para que os
testes bioquimicos especificos para
confirmagdo das mesmas fossem
realizados (LITCHFIELD &
INSALATA, 1973). Apos a realizagdo
dos testes e confirmacao, uma suspensao
de cada micro-organismo foi preparada
em solucdo salina 0.85% na escalada de
Mac Farlandem 0.5 de turbidez (10°
UFC/mL), utilizando-se colonias tipicas.
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O teste da eficacia dos desinfetantes foi
realizada pelo método de dilui¢@o seriada
com teste de suspensao (SCUR et al.,
2014), segundo metodologia adaptada de
Kich et al. (2004) e Jaenisch et al. (2010)
na presenca e auséncia de matéria
organica. Os  experimentos foram
realizados em triplicata.

Os experimentos foram realizados no
delineamento experimental inteiramente
aleatorizado, em um esquema fatorial,
utilizando com fator principal os
desinfetantes (6  niveis) e  as
concentragdes como fator secundario (3
niveis). Os dados foram transformados
em Log 19, analisados pelo teste F
(ANOVA) eas médias comparadas entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05) na
presenca de interacdo. As médias obtidas
no tratamento controle foram comparadas
as demais por contrastes ortogonais
(p<0,05), utilizando-se o programa SAS
(STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM,
2003). Também, os valores de média
foram calculados em percentual para
confeccdo da Figura 1.

Os testes de susceptibilidade dos
sorotipos a antimicrobianos comerciais
foram feitos de acordo com as normas do
Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2007). Foram testados os
seguintes  antimicrobianos: o dacido
nalidixico (30pg), ampicilina (10ug),
cloranfenicol (30ug), cefalotina (30ug), a
ciprofloxacina ~ (5pg),  enrofloxacina
(10pg), estreptomicina (10pg), imipenem
(10pg), gentamicina (10pg),
anorfloxacina (10png) sulfazotrin (25pug),
tetraciclina (30ug) e tobramicina(10ug).
As amostras que exibiram resisténcia
intermediaria foram considerados
sensiveis para evitar a superestimagao da
resisténcia. Como referéncia, foram
utilizadas  estirpes de  Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 (American
Type Culture Collection) e Escherichia
coli ATCC 25922. Os resultados dos
testes foram comparados a Tabela 2A do
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documento M100-S17 (CLSI, 2007),
onde as estirpes resistentes a trés
antibidticosou mais foram consideradas
multi-resistentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os desinfetantes  avaliados
promoveram reducdo significativa nas
contagens de micro-organismos em
relagdo ao grupo controle (Tabela 1).

Para S. Typhimurium, os desinfetantes a
base de glutaraldeido e hipoclorito de
sodio promoveram a maior reducido nas
contagens de UFC nas concentragdes
15CR e CR, diferindo estatisticamente dos
demais desinfetantes. Para 2CR, os
desinfetantes mais eficientes na alteragdo
das contagens de UFC foram o
glutaraldeido e 4cidos organicos, e em
geral, foi a concentragdo mais eficaz para
o controle da S. Typhimurium (Tabela 1).
Para S. Infantis, verificou-se que o
gluteraldeido e hipoclorito de sodio
promoveram as menores médias de UFC
para 2 CR e CR. Na 2CR, os
desinfetantes mais eficientes foram o
glutaraldeido e os acidos organicos, que
diferiram estatisticamente da amonia
quartenaria, 1odo, hipoclorito de sodio e
acido peracético, também apresentando-
se como a concentracdo mais eficaz no
controle dos micro-organismos.

Para a S. Gallinarum biovar Gallinarum,
na 2 CR e CR os é4cidos organicos
promoveram a menor média de UFC, os
quais diferem dos demais tratamentos. No
entanto, para 2CR o dacido peracético
promoveram a maior alteracdo nas
contagens de UFC. Para S .Galinarum,
Berchieri Junior & Barrow (1995)
verificaram que o desinfetante a base de
hipoclorito de sdédio apresentou baixa
eficiéncia frente as estirpes de S.
Galinarum, corroborando com o presente
estudo.
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Tabela 1. Resultados das contagens de UFC de Salmonella Typhimurium, Salmonella
Infantis ¢ Salmonella Gallinarum biovar Gallinarum, nas trés concentragdes

testadas dos desinfetantes (/2CR, CR e 2CR)

Salmonella Typhimurium

15 CR CR 2 CR
Controle 6.69+ 0.08
Amoénia quaternaria 2.78 +0.08° 2.56+0.08%° 1.43 +0.085
Glutaraldeido 1.90 + 0.08*° 1.80 + 0.08"° 0.50 + 0.08
Hipoclorito de s6dio 1.99 +0.084° 1.85 + 0.08% 1.60 + 0.085*
Todo 4.29 +0.08™ 4.13 +0.08°® 3.91 +0.08%
Acido peracético 2.48 +0.08"° 2.43 £0.08"° 1.31 + 0.08"
Acidos organicos 2.71 £ 0.08% 2.14 +0.08"° 0.60 + 0.08"
Salmonella Infantis
Controle 6.70+0.12
Amdnia quaternéria 2.26+0.12% 2.36+0.125 2.10+0.12¢
Glutaraldeido 1.95+0.12%° 1.89 +0.12%° 0.50 +0.12%°
Hipoclorito de sodio 1.75 +0.12% 1.60 + 0.12% 1.50 +0.12"
Todo 423 +0.12% 429 +0.12% 4.18+0.12"
Acido peracético 3.16 £ 0.12> 2.62+0.12% 2.19+0.12¢
Acidos organicos 2.64+0.12 2.53+0.12% 0.70 + 0.12%
Salmonella Gallinarum biovar Gallinarum
Controle 6.76 £0.05
Améniaquaternaria 2.60 £ 0.05% 2.29+0.05%° 1.59 +0.05™
Glutaraldeido 2.50+0.05"% 2.21+0.05 1.82+0.05%
Hipoclorito de sodio 4.91+0.05™ 4.58 £0.05™ 4.50 + 0.05"
Todo 4.19 +0.05 3.99 +0.05™ 3.02 +0.05%
Acido peracético 2.71 +0.05% 1.72 +0.05" 0.81 = 0.05
Acidosorganicos 1.11 +0.05* 0.80 = 0.05 0.70 + 0.05

UFC = Unidades Formadoras de Coldnias.

Meédias (+ EPM) seguidas da mesma letra minuscula na linha e maiuscula na coluna nio diferem entre si
segundo o teste de tukey (p<0,05). ™ Nao apresentam diferenca significativa em relagdo ao tratamento
controle, segundo comparagdes individuais por contrastes ortogonais (p<0,05).

Para S. Typhimurium F=396.49; C.V.=4.12%; P<0.0001. Para S. Infantis F=58.59; C.V.=10.%;
P<0.0001. Para S. Gallinarum biovar Gallinarum; CV = 7,90%; P<0.0001.

Em um estudo conduzido por McLaren et
al. (2011) em que foi avaliada a eficacia
de desinfetantes em trés concentracoes
(0,5 CR, CR e 2CR) frente a S.
Thyphimurium isoladas de fezes de
frangos, foi demonstrado que
oglutaraldeido e amonia quaternaria
foram capazes de eliminar
completamente 0s micro-organismos,
enquanto os desinfetantes a base de acido
peracético e iodo ndo apresentaram
atividade antimicrobiana nas
concentragdoes testadas, diferente dos
resultados encontrados nesta pesquisa. Ja
Kich et al. (2004) investigando .
Typhimurium  isoladas de  suinos,

observaram que os desinfetantes a base de
amoénia quaternaria, iodo, glutaraldeido,
hipoclorito de sodio e acido peracético
foram eficazes na ecliminagdo desta
bactéria na concentracdo recomendada
pelo fabricante.

Estes resultados discrepantes com estirpes
oriundas de diferentes ambientes de
criagao e distintas localidades
evidenciaram a importancia de estudos
realizados com micro-organismos
isolados desses locais, uma vez que em
cada ambiente a interacdo entre os micro-
organismos e os desinfetantes pode ser
diferente, principalmente devido a
diferentes concentragdes de substancias
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organicas que interferem na eficacia dos
produtos (SCUR et al., 2014a) ou do
padrao de resisténcia dos micro-
organismos aos diferentes
antimicrobianos (SCUR et al., 2014b).
Além disso, as discordancias podem estar
relacionadas a varios fatores, como
diferenca de resisténcia entre as linhagens
desafiadoras, as concentragdes testadas
dos produtos, os tempos de contato,
temperatura, concentragdo do principio
ativo e a metodologia testada na pesquisa
(BOROWSKY et al., 2000).

Quanto a avaliagdio da atividade
antimicrobiana dos desinfetantes frente
aos trés sorotipos de Salmonella spp.,
observou-se a partir dos resultados
obtidos que a interacdo entre 0s sorotipos
e os desinfetantes ndo apresentaram um
padrao de resposta, e, portanto, ressalta-se
a 1importancia de testar diferentes
sorotipos, uma vez que um Unico
desinfetante ndo foi eficaz no controle de
todos os sorotipos testados. Isso pode ser
devido a elevada variabilidade genética
que o género Salmonella apresenta,
resultado de uma interacdo dindmica
entre os patdgenos, o meio ambiente e
hospedeiros (LIU, 2011).

http://dx.doi.org/10.1590/S1519-99402016000400011

Analisando a  susceptibilidade  dos
sorotipos a antimicrobianos comerciais
(Tabela 2) e os resultados encontrados da
eficacia dos desinfetantes frente aos
sorotipos (Tabela 1) ndao foi observada
relacio entre a  resisténcia  aos
antimicrobianos e a eficicia dos
desinfetantes testados, uma vez que se o
perfil de resisténcia dos sorotipos tivesse
relacdo com a resisténcia destes frente aos
desinfetantes, esperava-se que o sorotipo
Typhimurium fosse menos susceptivel
aos desinfetantes, seguido de Galinarum,
porém, ndo foi encontrado este padrao de
resposta. Estes resultados sao semelhantes
com Kich et al. (2004) que ao avaliarem a
atividade de desinfetantes frente a S.
Typhimurium isoladas de suinos, nao
observaram diferengcas de sensibilidade
aos desinfetantes entre os grupos de
amostras de S. Typhimuriummulti-
resistentes e ndo multi-resistentes,
indicando que a atividade dos
desinfetantes estd mais relacionada a
condi¢des de utilizagdo,como a presenca
de matéria organica e tempo de exposi¢cao
do que dos perfis de resisténcia das cepas.

Tabela 2. Distribuigao dos padrdes de resisténcia de cinco sorotipos de Salmonella spp.
isolados de aviarios no Oeste do Parana

Padrao de resisténcia Sorotipos
Gen/Nal/Str/Tet Typhimurium
Nal/Str/Tet Infantis
Nal/Tet Galinarum

Gen = gentamicina; Nal = 4cido nalidixico; Str = estreptomicina; Tet = tetraciclina.

Na auséncia de matéria organica,os
desinfetantes a base de acidos organicos,
acido peracético, glutaraldeido e amdnia
quaternaria apresentaram melhor
desempenho no controle dos micro-
organismos testados (Figura 1).

Na presenca de matéria organica (Figura
1-b), todos osdesinfetantes apresentam
sua atividade antimicrobiana prejudicada,
como ja reportado para desinfetantes
compostos por amonia quaterndria,
hipoclorito de sodio, acido peracético
(JAENISCH et al, 2010) iodo e
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glutaraldeido (KICH et al., 2004). Entre
todos, o desinfetante a base de acidos
organicos  apresentou o  melhor
desempenho.

Diante desses resultados, os acidos
organicos demonstraram potencial de
uso na avicultura como uma possivel
alternativa ao uso dos desinfetantes
comumente utilizados, com resisténcia
microbiana ja relatada e que ndo sdo
biodegradaveis. Além disso, ja foram
atribuidos aos 4cidos organicos outros
aspectos positivos, como sua
capacidade de trabalhar em sinergismo
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com extratos vegetais e  Odleos
essenciais, uma vez que os extratos e
6leos essenciais podem facilitar a
entrada os 4cidos organicos nas células
bacterianas (LIN et al., 2004). Também,
os acidos organicos podem ser efetivos
no controle de salmonelas por meio de
sua adi¢do na racdo ou na agua de
frangos de corte (PICKLER et al.,
2012) e contribuirem para o ganho de
peso dos frangos, quando utilizados em
dietas livres de promotores de
crescimento (VIOLA et al., 2008).

® Thyphimurium

o Infantis

C AQ GD HS ID AP AO

Gallinarum

b) Com matéria orginica

UFC = Unidades Formadoras de Colonias. AP = acido peracético, AO = acidos organicos, AQ = amonia
quaternaria, GD = glutaraldeido, HS = hipoclorito de sodio, ID = iodo, C = controle. As barras de erros

representam os erros padroes.

Figura 1. Percentual de inibi¢do das contagens de UFC de sorotipos de Salmonella

frente a atividade dos desinfetantes.

Considerando que a avicultura brasileira
esti em constante expansdo, 0s

programas  sanitarios das  granjas
avicolas devem acompanhar tal
desenvolvimento, para evitar a

disseminagdo de patdgenos, resisténcia
de micro-organismos e alcangar os

objetivos  pretendidos no  quesito
desenvolvimento,  produtividade e
sustentabilidade. Uma alternativa aos
programas de biosseguridade seria a
adocdo de um sistema de rodizio de
desinfetantes de diferentes principios
ativos e distintos mecanismos de agao
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com o objetivo de protelar a selecdo de
micro-organismos  resistentes, bem
como aumentar o periodo de eficacia
destes. Embora este estudo aponte o
desinfetante a base de 4cidos organicos
como melhor alternativa, ressalta-se a
importancia da constante busca de
novos produtos para substituicdo a
aqueles cuja resisténcia ja tenha sido
reportada, além do rodizio de diferentes
produtos.

Com isso, conclui-se que os
desinfetantes a base de 4acidos organicos
apresentaram os melhores resultados
frente ao sorotipo Gallinarum biovar
Gallinarum e os desinfetantes a base de
glutaraldeido e hipoclorito de sddio
frente aos sorotipos Typhimurium e
Intantis e que na presenca de matéria
orgdnica, o desinfetante a base de
acidos organicos apresentou o melhor
desempenho.
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