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RESUMO: O objetivo desse trabalho foi comparar a atividade antimicrobiana entre desinfetantes
utilizados no setor avicola no controle dos microrganismos de importancia avicola, Escherichia
coli e Staphylococcus aureus em diferentes concentragdes, e na auséncia e presenca de matéria
organica. Foram utilizados 6 desinfetantes comerciais (a base de glutaraldeido, amoénia
quaternaria, hipoclorito de sédio, iodo, dcidos organicos e acido peracético), em 3 concentragdes
(metade da concentragdo recomendada pelo fabricante, a concentragdo recomendada e o dobro
da concentragdo recomendada) na auséncia e na presenca de matéria organica. O delineamento
experimental adotado foi em esquema fatorial (6 x 3 x 2). Na analise dos dados foram utilizadas as
médias das contagens de Unidades Formadoras de Colénia (UFC), comparadas por meio do teste
de Tukey. Verificou-se que os desinfetantes e as concentracdes apresentaram efeito significativo
em relagdo as contagens de UFC, tanto na presenca quanto auséncia de matéria orgéanica frente
E. coli e S. aureus. Os desinfetantes a base de dcidos organicos, acido peracético, hipoclorito de
sédio e glutaraldeido na auséncia de matéria orgénica apresentaram as menores contagens de
UFC. Na presenca de matéria organica, os produtos avaliados apresentaram eficacia diminuida,
sendo os 4cidos organicos o produto que apresentou as menores contagens de UFC. Quanto as
concentragdes, observou-se em geral reducao nas contagens das populagdes bacterianas a medida
que as concentra¢des dos desinfetantes aumentavam. Os desinfetantes a base de acidos organicos,
acido peracético, hipoclorito de sédio e glutaraldeido sdo os mais eficazes no controle de E. coli e S.
aureus na auséncia de matéria organica. Na presenca de matéria organica, o desinfetante a base de
acidos organicos apresenta a melhor eficacia no controle destes microrganismos.
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IN VITRO ACTIVITY OF COMMERCIAL DISINFECTANT IN CONTROL OF TWO SPECIES BACTERIA OF
POULTRY INTEREST

ABSTRACT: The aim of this study was to compare the antimicrobial activity of disinfectants used
in poultry industry against microorganisms of importance in the control of avian Escherichia coli
and Staphylococcus aureus at different concentrations and in the absence and presence of organic
matter. Six commercial disinfectants (based on glutaraldehyde, quaternary ammonium, sodium
hypochlorite, iodine, organic acid and peracetic acid) in 3 concentrations (half the concentration
recommended by the manufacturer, concentration recommended and twice the recommended
concentration) in the absence and presence of organic matter were compared. The experimental
design was factorial (6 x 3 x 2). In the data analysis the average scores of Colony Forming Units
(CFU) was used and evaluated by Tukey test. The disinfectants and concentrations had a significant
effect on the CFU counts in both presence and absence of organic matter ahead E. coli and S. aureus.
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Disinfectants based on organic acids, peracetic acid, sodium hypochlorite and glutaraldehyde in
the absence of organic material showed lowest CFU counts. In the presence of organic matter, the
disinfectants evaluated had decreased effectiveness and organic acids slowed lowest CFU counts.
Regarding concentrations, we observed a reduction in the overall bacterial population counts
when increased concentration of the disinfectant was used. Disinfectants based on organic acids,
peracetic acid, sodium hypochlorite and glutaraldehyde are the most effective in the control of E.
coli and S. aureus in the absence of organic matter. With presence of organic matter, disinfectant
based on organic acids has better efficacy in the control of those microorganisms.

Keywords: poultry, disinfection, control of pathogens, E. coli, S. aureus.

INTRODUCAO

A avicultura brasileira vem se destacando
a cada ano, desempenhando importante papel
na economia nacional, sendo o Brasil o maior
exportador e terceiro maior produtor de carne de
frango no mundo (UNIAO BRASILEIRA DE AVICULTURA,
2013). Juntamente com o aumento da producdo
avicola, aumentaram também o ntamero de doencas
transmitidas por alimentos, sendo que os produtos
de origem avicola estdo entre os principais
veiculadores de doengas transmitidas por alimentos
(Borowsky et al., 2006). Dentre os patégenos de
importancia avicola, Escherichia coli é uma das
principais causadoras de infeccdes nas aves,
acarretando em perdas econdmicas na producdo
de aves de corte em todo o mundo (GUASTATELLI e
SoAREs, 2011). Outro microrganismo de importancia
é Staphylococcus aureus, que habita a flora normal da
pele e mucosas das aves, porém, é considerado um
microrganismo secundario e oportunista, causador
de varias doencas como septicemia, salpingite,
ooforite, onfalite, artrite, conjuntivite, blefarite,
foliculite, bursite, dermatite gangrenosa e celulite
(FERREIRA e FERREIRA, 2009).

No controle de microrganismos patogénicos
nos aviarios, aspectos que se relacionam a limpeza,
desinfecgdo e biosseguranga estdo entre os principais
elementos nos programas de controle de infecgdes.
Portanto, a detecgdo de um produto desinfetante
eficaz deve ser a primeira etapa do protocolo de
controle de doengas em aviarios (KicH et al., 2004;
JaENIScH et al., 2010).

Os desinfetantes compostos por glutaraldeido,
amonia quaterndria, hipoclorito de sédio e iodo sdo
comumente utilizados no setor avicola, porém, sdo
prejudiciais ao meio ambiente. Em contrapartida,
produtos biodegradaveis como os dcidos organicos
e éacido peracético surgem no mercado como
potenciais substituintes dos produtos comumente
utilizados, principalmente para a producdo
organica de aves (JaENiscH et al., 2010).

Com base no exposto, o objetivo deste trabalho
foi comparar a atividade de desinfetantes utili-
zados no setor avicola como hipoclorito de sédio,
iodo, glutaraldeido e amoénia quaterndria, Aci-
dos organicos e acido peracético no controle
de Escherichia coli e Staphylococcus aureus em
diferentes concentracdes (metade da concentragdo
recomendada pelo fabricante, concentragdo reco-
mendada e o dobro da concentra¢do recomendada),
na auséncia e presenca de matéria organica.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois microrganismos padrdes
da American Type Culture Collection (ATCC), a
bactéria gram-negativa Escherichia coli ATCC 25922
e a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus
ATCC6538. As cepas padrdes foram re-suspendidas
em caldo infusdo cérebro coracdo (BHI) e realizados
testes bioquimicos para confirmagdo dos microrga-
nismos. Para os testes, uma algada de cada cepa foi
semeada em agar nutriente (AN), e incubado a 37°C
por 24 horas, a fim de se obter colonias isoladas e
garantir um inéculo sem contaminagdo. A partir
dessa semeadura, uma suspensao foi preparada em
solucdo salina 0,85% para 0,5 de turbidez na esca-
la de Mac Farland (10®* UFC/mL) que foi utilizada
como indculo nos testes posteriores.

Foram utilizados 6 desinfetantes comerciais
(@ base de glutaraldeido, amoénia quaterndria,
hipoclorito de sédio, iodo, 4cidos organicos e acido
peracético), em 3 concentragdes, sendo a metade
da concentracdo recomendada pelo fabricante
(0,5 CR), a concentracdo recomendada (CR) e
o dobro da concentracdo recomendada (2CR),
diluidos em &dgua destilada estéril, na auséncia e
presenca de matéria organica. O grupo controle
(auséncia de desinfetantes) também foi avaliado
na auséncia ou presenca de matéria organica. O
estudo foi desenvolvido in vitro com 2 repeticdes.
O tempo de contato testado foi de 20 minutos.
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As informacgdes relacionadas a composicao dos
produtos, composicdo, desinibidores e diluicao de
uso recomendadas pelos fabricantes estdo descritos
na Tabela 1.

A metodologia utilizada foi adaptada de
KicH et al. (2004) e JaeNiscH et al. (2010). Tubos de
ensaio contendo 1 mL da suspensdo bacteriana
foram acrescidos de 1 mL do desinfetante nas
concentracdes citadas anteriormente. Em seguida,
adicionou-se 250 puL de solugdo salina 0,85% nos
ensaios realizados sem matéria orgénica e 250 pL
de Soro Albumina Bovina (BSA) 22% (utilizado
como matéria organica) nos ensaios realizados com
matéria organica. Os tubos foram incubados a 35°C
durante 20 minutos e apds o periodo de incubagdo
acrescentou-se nos tubos 7,75 mL de desinibidor
de cada desinfetante (KicH et al., 2004; JAENISCH et
al., 2010). Aliquotas de 100 pL de cada tubo foram
semeadas em placas contendo AN e incubadas a
37°C por 24 horas. Nos tubos controle acrescentou-
se 1 mL de solucdo salina 0,85% no lugar dos
desinfetantes. Apds os tempos de contato, retirou-
se uma aliquota de 100 pL de cada tubo e foram
realizadas diluicdes seriadas em tubos plasticos
contendo 900 puL de solucao salina 0,85% e logo em
seguida semeadas em AN.

Na andlise dos dados, as contagens de UFC
no estudo foram reduzidas em log!® para melhor
visualizacdo dos resultados. O delineamento
experimental adotado foi em esquema fatorial (6
x 3 x 2), sendo 6 desinfetantes, 3 concentragdes e
auséncia e presenca de matéria orgéanica. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia realizada
no software Sisvar (FErrera, 2007), e as médias

ajustadas foram comparadas através do teste de
Tukey a 5% de significancia. O modelo utilizado
incluiu o efeito de desinfetantes, concentracdes,
matéria organica (auséncia ou presenga) e interagao
entre desinfetantes e concentrag¢do na auséncia ou
presenca de matéria orgénica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os desinfetantes avaliados apresentaram
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos
testados, promovendo redugdo significativa nas
contagens das populagdes bacterianas. Também foi
observada relacdo direta entre concentracées dos
desinfetantes e nas contagens de UFC para S. aureus
e E. coli na auséncia e presenca de matéria organica.

Os desinfetantes testados apresentaram sua acao
antibacteriana reduzida na presenca de matéria
organica, sendo o mesmo reportado por outros
pesquisadores (PINHEIRO et al., 1992; MCDONNELL e
RusseL, 1999; KicH et al., 2004; JaeniscH et al., 2010).
Este fato é justificado por FAVERO e BonD (1991) que
relataram que a matéria organica pode proteger/
impedir os microrganismos do contato necessario
com o desinfetante e até mesmo inativar a a¢do de
alguns produtos.

Para a bactéria E. coli, na auséncia de matéria
organica, verificou-se variacdo nas contagens de
UFC conforme os desinfetantes e as concentragdes
avaliadas (Tabela 2). Os desinfetantes que
apresentaram a maior reducdo nas contagens de
UFC foram o &cido peracético, acidos organicos,
hipoclorito de sédio e glutaraldeido, ndo
exibindo entre si diferencas estatisticas nas trés

Tabela 1. Produtos, composi¢ao, desinibidores e diluicio de uso recomendadas pelos fabricantes

Produto Composi¢ao

Desinibidor Diluicao de uso

Acido peracético

Acido ascorbico 1mL, Acido citrico
0,475 mL, Acido latico 0,475%

Acidos organicos

Amonia Cloreto de Alquil dimetil amoénio
quaterndria 80g/1000mI1
Glutaraldeido Glutaraldeido 42,5g Cloreto de

Benzalconio 7,5g

Hipoclorito de 10 a 12% de cloro ativo

sodio 1%

Todé6foros 2,3% de iodo ativo

Acido peracético 2% Perdxido de
hidrogénio 6% Acido acético 22%

Tiossulfato de s6dio 2g/litro no 1:200
meio TSB
1 mL de NAOH 1N 1:125
Caldo nutriente com 0,5% de 1:1500
tween 80 e lecitina 0,07 %
Caldo nutriente com 0,5% de 1:1000
tween 80 e lecitina 0,07 %
Caldo nutriente com 0,6% de 1:10
tiosulfato de sédio
Caldo nutriente com 0,6% de 1:500

tiossulfato de sédio

Fonte: KicH ef al. (2004) e JaENIsH et al. (2010).
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concentragdes testadas, com reducdo nas contagens
de UFC de 94,23% a 100%. Ja os desinfetantes a
base de aménia quaterndria e iodo apresentaram
as maiores contagens, reduzindo as contagens
de UFC de 57% a 65%. Na presenca de matéria
organica, os desinfetantes a base de acidos
organicos obtiveram maior eficicia no controle de
E. coli reduzindo as contagens de UFC entre 40%
e 57,5% nas concentracdes testadas, seguidos dos
desinfetantes dcido peracético, amonia quaternaria
e glutaraldeido, respectivamente, e os desinfetantes
de hipoclorito de sédio e iodo que exibiram o
mesmo grau de atividade, conferindo as maiores
contagens de UFC a estes produtos.

Souza e DaNIEL (2005) ao compararem a eficacia
do hipoclorito de s6dio com o acido peracético frente
a C. perfingens e E. coli em agua com alto teor de
matéria organica, constataram que o acido peracético
foi o mais eficaz na inativagdo dos microrganismos
testados, corroborando com o presente estudo,
embora os dois desinfetantes tenham apresentado

sua atividade bastante prejudicada na presenca
de matéria organica, o acido peracético foi o mais
eficaz. GEHAN et al. (2009) comparando a eficacia de
desinfetantes utilizados em aviarios, observaram
que na presenca de matéria organica, E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus e Fusarium, foram resistentes
ao desinfetante composto por amoénia quaternaria
mesmo ap6s 60 minutos de contato, corroborando
ao observado no presente estudo, em que ndo foi
observada completa redugdo no crescimento dos
microrganismos testados quando expostos a amonia
quaternaria. A acdo deste composto nas células
bacterianas é atribuida a capacidade de inativar
enzimas que sdo responsaveis pelo processo de
transformacdo e energia, realizar a desnaturacéo de
proteinas celulares e também acarretar na ruptura
da membrana celular (RomAo, 1996). Contudo, na
presenca de matéria organica, os desinfetantes
a base de amonia quaterndria se tornam mais
sensiveis, e tem sua eficacia reduzida (Demasi, 1991;
Grezz1, 2007).

Tabela 2. Médias e erros-padrao das contagens de UFC de Escherichia coli em func¢ido das
concentracdes dos desinfetantes na presenca (CMO) e auséncia (SMO) de matéria
orgdnica no tempo de contato de 20 minutos

Escherichia coli

) Concentragoes !
Desinfetantes
0,5 CR CR 2 CR
SMO
Glutaraldeido 0,32+0,12 A a 0,17+0,12 A a 0,10+0,12 A a
Amonia quaterndria 2,59+0,12 A b 2,514£0,12 A b 2,7240,12 A b
Hipoclorito de sédio 0,40+0,12 A a 0,10+0,12 A a 0,00+0,12 A a
Todo 2,974+0,12B b 2,90+0,12B b 2,40+0,12 A b
Acidos organicos 0,20+0,12 A a 0,15+0,12 A a 0,00+0,12 A a
Acido peracético 0,10+0,12A a 0,05+0,12 A a 0,05+0,12 A a
Controle 6,9410,12A ¢ 6,94+0,12A ¢ 6,9410,12A ¢
CMO
Glutaraldeido 7,2140,06 B d 7,11+0,06 B d 6,73+0,06 A d
Amonia quaterndria 6,74+0,06 C c 6,4710,06 B ¢ 5,97+0,06 A c
Hipoclorito de sédio 7,55+0,06 B e 7,39+0,06 AB e 7,25+0,06 A e
Iodo 7,5740,06 C e 7,21£0,06 Bd, e 6,91£0,06 A e
Acidos organicos 4,85+0,06 C a 3,70+0,06 B a 3,41+0,06 A a
Acido peracético 5,44+0,06 B b 5,28+0,06 Bb 4,85+0,06 A b
Controle 8,01£0,06 A f 8,01+0,06 A f 8,01+0,06 A f

10,5 CR = metade da concentracdo recomendada pelo fabricante; CR = concentracdo recomendada; 2 CR = dobro da
concentragdo recomendada. Médias seguidas por letras maitsculas distintas nas linhas diferem significativamente pelo
teste de Tukey entre as concentra¢bes (P<0,05). Médias seguidas por letras mindsculas distintas nas colunas diferem
significativamente pelo teste de Tukey entre os diferentes produtos (P<0,05).
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Para a S. aureus, na auséncia de matéria
organica, os dcidos organicos, acido peracético,
hipoclorito de sédio e glutaraldeido apresentaram
as maiores redugdes nas contagens de UFC (90% e
100%) e ndo apresentaram diferencas significativas
nas trés concentra¢ées testadas (Tabela 3). Ja os
desinfetantes a base de iodo e amonia quaternaria
apresentaram as maiores contagens de UFC,
inibindo o crescimento de S. aureus entre 59% a 75%.
Na presenca de matéria organica, os desinfetantes
a base de 4acidos organicos e acido peracético
apresentaram a maior eficicia no controle de S.
aureus nas trés concentracoes testadas, reduzindo
as contagens de UFC entre 65% e 71% (Tabela 3).

Os acidos organicos agem nas células bacterianas
por meio da reducdo do pH interno, interferindo
no transporte de aminoécidos e na inativacao de
enzimas (CHERRINGTON ef al., 1991). De acordo com
Svipzinski et al. (2007) o uso do &cido peracético
pode apresentar varias vantagens, como a alta
estabilidade, a ndo necessidade de anélise do teor

do principio ativo e efetividade contra esporos,
bactérias e virus. O mecanismo de acdo, segundo
JoLveEr-GouGeoN et al. (1996), é decorrente do
rompimento nas ligacdes sulfidricas e sulftricas
das enzimas da membrana celular, prejudicando
atividades como o transporte ativo através da
membrana e os niveis de soluto dentro das células.

Nos desinfetantes compostos por iodo e
hipoclorito de sédio foi verificada menor eficcia,
com efeito antibacteriano bastante prejudicado na
presenca de matéria organica. Deacordocom MoLINA
et al. (2010), os desinfetantes a base de hipoclorito
de sédio necessitam de maiores concentragdes para
inativar microrganismos. Outros estudos também
revelaram que desinfetantes a base de hipoclorito
de soédio tem eficacia antimicrobiana reduzida na
presenca de matéria organica devido ao cloro, que
é rapidamente transformado em formas de cloro
combinado, que possuem menor capacidade de
inativacdo de microrganismos (BotH et al., 2009;
Souza e DanigL, 2005). Em relagdo aos desinfetantes

Tabela 3. Médias e erros-padrao das contagens de UFC de Staphylococcus aureus em fungao das concentragoes
dos desinfetantes na presenca (CMQO) e auséncia (SMO) de matéria organica no tempo de contato de

20 minutos
Staphylococcus aureus
) Concentragoes !
Desinfetantes 05 CR CR 2 CR
SMO
Glutaraldeido 0,80+0,12 A a 0,57+0,12 A a 0,50+0,12 A a
Amonia quaterndria 3,22+0,12B b 2,83+0,12B b 1,95+0,12 A b
Hipoclorito de sédio 0,56+0,12 A a 0,35+0,12 A a 0,15+0,12 A a
Todo 3,14+0,12B b 2,90+0,12B b 2,5940,12 A c
Acidos organicos 0,38+0,12 A a 0,21+0,12 A a 0,00+£0,12 A a
Acido peracético 0,45+0,12 A a 0,11+0,12 A a 0,05+0,12 A a
Controle 7,7940,12 A c 7,7940,12 A ¢ 7,7940,12 A ¢
CMO
Glutaraldeido 5,62+0,09 B b 5,3610,09 B b 5,2840,09 A c
Amonia quaterndria 5,75+0,09 Bb 5,57+0,09 B c 3,74+0,09 A b
Hipoclorito de sédio 6,46+0,09 A c 6,45+0,09 A ¢ 6,21+0,09 A d
Iodo 6,41+0,09 B b 6,32+0,09 B b 6,22+0,09 B b
Acidos organicos 2,65+0,09 B a 2,39+0,09 A, B a 2,30+0,09 A a
Acido peracético 2,46+0,09 A a 2,45+0,09 A a 2,21+0,09 A a
Controle 7,57+0,09A c 7,57+0,09 A ¢ 7,57+0,09 A d

10,5 CR = metade da concentracdo recomendada pelo fabricante; CR = concentracdo recomendada; 2 CR = dobro da
concentracao recomendada. Médias seguidas por letras maitsculas distintas nas linhas diferem significativamente pelo
teste de Tukey entre as concentragdes (P<0,05). Médias seguidas por letras mintdsculas distintas nas colunas diferem
significativamente pelo teste de Tukey entre os diferentes produtos (P<0,05).
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a base de iodo, estes podem ter o potencial oxidante
consumido pelo excesso de matérial organico antes
que ocorra a destruicdo microbiana (ZaNoN, 1973;
Morato, 2007).

JaEniscH et al. (2010) avaliaram o potencial
antibacteriano de desinfetantes, e observaram que
na presenca de matéria organica o desinfetante
a base de 4acidos organicos reduziu o potencial
antibacteriano, corroborando com o observado no
presente estudo, uma vez que todos os desinfetantes
apresentaram sua atividade prejudicada na
presenca de matéria organica. Os mesmos autores
reportaram que o acido peracético foi o mais eficaz
frente a S. aureus, S. Enteritidis e E. coli, similar ao
verificado neste estudo, uma vez que juntamente
com os acidos organicos foi o produto mais eficaz
no controle dos microrganismos.

STRINGFELLOW et al. (2009), ao avaliarem
desinfetantes comumente utilizados na inddstria
avicola frente a S. aureus e S. typhimurium,
observaram que para S. aureus, os desinfetantes a
base de compostos fendlicos, cloridrato de amonia
e diacetato de clorexidina apresentaram sua eficacia
reduzida na presenca de matéria organica.

As discrepancias observadas entre os estudos
que avaliaram a atividade de desinfetantes podem
ser em virtude das diferencas metodolégicas,
origens das cepas utilizadas, tempos de contato,
formulagdes dos produtos, concentragdes testadas, e,
portanto, sugere-se padronizacdo dos experimentos
que utilizam desinfetantes (Borowsky et al., 2006).
Além disso, estas diferencas também podem ser
decorrentes das interagdes entre o produto utilizado
e a linhagem desafiadora (MORETTRO et al., 2003).

Uma atengdo especial deve ser dada aos
desinfetantes a base de acidos organicos e
acido peracético, uma vez que além de terem
apresentado os melhores resultados, sdo produtos
biodegradaveis, e, portanto, os residuos nao sio
poluentes ao meio ambiente, tornando-os excelente
opgdo para uso no setor avicola, principalmente na
producao organica.

Ahigienizagdodasinstalagdesavicolasassociadas
ao vazio sanitdrio é de fundamental importancia
no intuito de minimizar os riscos de infecgdes.
Nesse procedimento, o efeito antibacteriano dos
produtos utilizados na desinfeccao dos aviarios é
fundamental para o controle de patégenos (JAENISCH
et al, 2010). Portanto, para que haja aumento
da eficacia dos desinfetantes na avicultura, a
diminuicdo da concentragdo de matéria organica
do ambiente é de suma importancia, uma vez que
sua presengca foi prejudicial e interveio na agdo dos
desinfetantes.

CONCLUSOES

Os desinfetantes a base de acidos organicos, acido
peracético, hipoclorito de sodio e glutaraldeido sdo mais
eficazes no controle de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus na auséncia de matéria organica. Na presenca
de matéria organica, o desinfetante a base de acidos
organicos apresenta a melhor eficicia no controle
destes microrganismos. Em geral, a reducdo nas
contagens das populacdes bacterianas a medida
que as concentracdes dos desinfetantes aumentam.
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