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RESUMO

Para impedir a dispersdo de microrganismos
patogénicos ao longo da cadeia avicola medidas
de biosseguridade sdo adotadas, sendo a
desinfeccdo procedimento obrigatério e o
composto quimico cloreto de benzalconio
(quaternario de aménio) largamente usado para
essa finalidade. Devido ao fato de que parte das
criacbes brasileiras localizam-se em regifes
com grande amplitude térmica, o mesmo
ocorrendo entre as diferentes areas e seccdes de
matadouros-frigorificos, = executou-se  este
experimento para verificar a atividade desse
desinfetante simulando condi¢des de uso frente
a 33 isolados d8almonellaHadar. Pelo teste de
suspensdo observou-se a inativagdo bacteriana
sob as variaveis concentracéo (100 e 200 ppm),
temperatura (20 £ 2 °C e 8 £ 2 °C), carga de
matéria orgéanica (1 e 3 %) e tempos de contato
(5, 10 e 20 minutos). Como resultados, a 20 + 2
°C todos os isolados foram inativados nas duas
concentracbes e cargas organicas apos 5
minutos de contato. Sob temperatura de 8 + 2 °C
o desinfetante teve sua atividade comprometida,
tendo isolados bacterianos sobrevivido sob
todas as variaveis de confronto (33,3% frente
100 ppm e 6,1% frente 200 ppm). Quanto
menor a concentracdo do desinfetante e maior
carga organica, maior o nimero de isolados
viaveis. Conclui-se que, nas condigbes do
experimento, o cloreto de benzalcbnio foi capaz
de inativar todos os isolados do sorovar de

Salmonella confrontados, podendo  ser
empregado nos procedimentos de desinfeccéo.
No entanto, a baixa temperatura ambiente é
fator de limitacdo na indicacdo de seu uso.

Palavras-chave cloreto de alquil dimetil benzil
amodnio, cloreto de benzalcdnio, desinfeccao,
avicultura, matadouro-frigorifico

SUMMARY

Biosafety measures are adopted in order to
avoid the  spreading of  pathogenic
microorganisms along the poultry chain, with
disinfection being a mandatory procedure and
the chemical compound benzalkonium chloride
(quaternary ammonium) widely used for this
purpose. Due to the fact that part of the farming
in Brazil is located in areas with a great thermal
amplitude, which is also the case among the
different areas and sections of slaughterhouses,
we performed an experiment to verify the
activity of this disinfectant, simulating
conditions of use with 33almonellaHadar
isolates. Using the test suspension, the
inactivation of the bacteria was monitored under
different concentrations (100 and 200 ppm),
temperatures (20 £ 2 °C and 8 + 2 °C), organic
matter loading (1 and 3 %) and contact times (5,
10 and 20 minutes). As a result, all isolates in
the two concentrations and organic loading were
inactivated at 20 £ 2 °C after a contact time of 5
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minutes. At a temperature of 8 + 2 °C, the
disinfectant’s activity was affected, with
bacterial isolates surviving under all adverse
variables (33,3% in front of 100 ppm and 6,1%
in front of 200 ppm). Under the conditions of
the experiment, our conclusion is that
benzalkonium chloride was able to inactivate all
isolates of theSalmonellaserovars found and,
therefore, it can be used in disinfection
procedures. However, a low room temperature
is a factor that limits indicating its use.

Keywords: alkylbenzyldimetylammonium cloride,
benzalkonium chloride, disinfection, aviculture,
slaughterhouse

INTRODUCAO

Os sistemas de producdo intensivos
adotados na avicultura industrial estao
baseados na alta densidade animal em
granjas. Por consequéncia sanitaria tem-
se o favorecimento da instalacdo e
dispersdo de agentes patdégenos, que
podem estar presentes tanto nos
ambientes de produc&o animal quanto nos
de industrializacdo dos produtos avicolas.
Entre o0s agentes potencialmente
patogénicos aSalmonella tem grande
destaque, pois além de causar prejuizos
em funcao de enfermidade provocada nas
aves € considerada uma das principais
bactérias transmissiveis comuns entre
animais e humanos.

Dentro do géneroSalmonellae dos
sorotipos ndo  espécie-especificos
(paratificos ou zoonoéticos) o sorovar
Hadar tem merecido atencdo, estando
entre os mais isolados no mundo
(HERIKSTAD et al., 2002; ECHEITA

et al., 2002; LENGLET, 2005).

O controle daSalmonellana avicultura
nao é simples, tendo-se em vista que
inUmeras sdo as fontes de infecgcdo em
um sistema de producdo, sendo um
efetivo programa de higienizagcdo, como
procedimento de biosseguranca
(MARTINS, 2001), a base para a
manutencdo da saude animal. Kuana

(2009) afirma que uma avaliacéo

criteriosa dos processos de limpeza e
desinfeccdo dos ambientes € de extrema
necessidade, pois eventuais falhas na
inativacédo dos agentes infecciosos podem
ocorrer devido a ma limpeza das

superficies ou outros fatores que

interferem na eficiéncia da desinfeccao,
ou ainda podendo estar ligado a
mecanismos de resisténcia de alguns
microrganismos.

Devido ao fato de que parte das criagcdes
brasileiras localiza-se em regibes com
grande amplitude térmica, e que o

composto quimico cloreto de benzalcénio
(quaternario de amobnio) €é um

desinfetante largamente usado nesses
ambientes, bem como nos matadouros-
frigorificos, executou-se experimento

para monitorar e verificar sua atividade

simulando condi¢cbes de uso frente a 33
isolados dé&almonellaHadar.

MATERIAL E METODOS

Os 33 isolados desalmonella Hadar
utilizados no estudo pertenciam a
bacterioteca do Centro de Diagndstico em
Patologia Aviaria (CDPA/Faculdade de
Veterinaria/UFRGS). Os mesmos foram
isolados de carcacgas (20) e cortes (13) de
frangos em matadouros-frigorificos no
estado do Rio Grande do Sul e
identificados no Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ). A seguranca taxonOmica
esteve entre os motivos da selecdo dos
isolados. Na composicdo da amostra
observou-se para ndo selecionar isolados
gue pudessem ser da mesma fonte de
contaminacao.

O composto cloreto de benzalconio - nome
guimico  alkylbenzyldimetylammonium
cloride - pertence ao grupo quimico
guaternario de amoénio (ANVISA, 2011).
Foi adquirido de forma purificada e
acompanhado de laudo técnico. As
concentracbes testadas 100ppm e
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200ppm foram escolhidas por referéncia
de uso indicadas em produtos
comerciais que utilizam esse principio
ativo na formulacao.

Os testes foram realizados sob duas
condi¢des de temperatura: 20 + 2°C e 8
+ 2°C. As temperaturas ambiente foram
obtidas por uso de ar condicionado e de
geladeira, controladas com termémetro
de maxima e minima. Para aclimatacao,
0S materiais foram deixados nos
ambientes por quatro horas antes dos
experimentos.

Para simular a matéria organica
presente no ambiente avicola e de
matadouros foi usada albumina sérica
bovina (soro bovino estéril — Sof3li
Assim, antes do inicio dos testes,
adicionou-se aos tubos de ensaio com o
desinfetante ja diluido em agua
destilada estéril o soro bovino, de modo
a formar as cargas organicas de 1% e
3%. O método de avaliacdo da atividade
antibacteriana foi o de diluicdo, com teste
de suspensdo, conforme descrito na
Portaria N° 101, de 11 de agosto de 1993
- Métodos Analiticos para Controle de
Produtos de Origem Animal e seus
Ingredientes - 28 -Verificagcdo da
Eficiéncia de Desinfetantes (BRASIL,
1993).

Os tubos de ensaio com BHI (Mefgk
usados para replique apés tempos de
contato desinfetantes bactéria estavam
acrescidos de neutralizador, na seguinte
composicao: 3% de polisorbato 80, 0,3
% de lecitina e 0,1% de histidina. Cada
tubo de ensaio contendo o desinfetante
ja diluido de acordo com as
concentracbes determinadas e com
matéria organica, quando em diferentes
condicbes de temperatura, recebeu
0,1mL da amostra bacteriana ajustada
para densidade populacional de
confronto em 10 a 10UFC/mL. Por
meio de alca bacteriologica de 10pL,
apos tempos de contato cronometrados
de 5, 10 e 20 minutos, trés aliquotas

foram retiradas e inoculadas em trés
diferentes tubos de ensaio contendo meio
de cultura BHI adicionados com
neutralizador. Esses tubos foram agitados,
incubados a 37°C e observados nos
periodos de 24, 48, 72 e 96 horas. Como
critério para interpretacdo dos resultados,
testes positivos (bactéria inativada) foram
considerados quando ndo se verificou
crescimento bacteriano (tubos sem
turvacdo, formacdo de pelicula na
superficie ou de precipitado).

Realizou-se a confirmacédo da auséncia
de contaminacdo nos tubos em que
houve crescimento bacteriano (bactéria
ativa) por semeadura em meio seletivo
XLD (Xilose Lysine Deoxicholate
Merck®).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes realizados a temperatura de
20£2°C, concentracdo de 100ppm e
tempo de contato de 5 minutos
mostraram 100 % dos isolados de
Salmonella Hadar inativados pelo
cloreto de benzalcénio, independente da
carga de matéria organica (Tabela 1).

Na concentragdo acima citada, o0s
ensaios realizados a temperatura de
8+2°C mostraram que mesmo apds 20
minutos de contato o desinfetante néo
foi capaz de inativar todos os isolados
de Salmonella Hadar. Nos testes
realizados com 1% de matéria organica
12,1% precisaram de 20 minutos de
contato com o cloreto de benzalconio
para serem inativadas, e 15,2% dos 33
isolados permaneceram ativos. Quando
a atividade do desinfetante foi avaliada
sob a carga mais elevada de matéria
organica, o numero de isolados que
permaneceram ativos foi de 33,3% e
necessitaram 20 minutos de contato
para inativar 36,3% das amostras.
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Tabela 1. Amostras d&almonella Hadar

inativadas pelo cloreto de benzalcénio

(quaternério de amonio) na concentracdo de 100 ppntempo de contato,
frente a diferentes condicdes de temperatura eriaatganica

Condicao (T + MO)

Tempo de contato (minutos)

Nao inativadas

5 10 20
20x2°C e 1% 33 - - -
8+2°Ce 1% 15 9 4 5
20+2°C e 3% 33 - - -
8+2°C e 3% 1 9 12 11

MO = concentracdo de matéria organica (albuminanady T = temperatura de uso do desinfetante

durante 0s ensaios.

Sobre a atividade do cloreto de
benzalc6nio, em temperatura constante
e ha auséncia de matéria organica,
Borowsky et al. (2006), Machado et al.
(2010) e Fazlara & Ekhtelat (2012) ja
haviam informado sobre a capacidade
bactericida desse desinfetante sobre o
géneroSalmonella Confirma-se, agora,

a atividade sobre o sorovar Hadar, do
gual se infere ndo apresentar resisténcia
intrinseca ao desinfetante.

No que se refere a influéncia da matéria
organica na atividade de desinfetantes,
usando como modelcAcinetobacter
spp, Kawamura-Sato et al. (2008)
observaram que o cloreto de
benzalcbnio teve sua acéo bactericida

hY

reduzida & medida que o0s ensaios

Tabela 2. Amostras d&almonella Hadar

contemplavam cargas mais elevadas
(até 3%) de soro bovino, em uma
temperatura constante 2D No entanto
essa redugcdo comegou a ocorrer apenas
guando o desinfetante foi testado em
concentragbes menores que 100ppml/L,
0 que coincide com o que foi observado
neste trabalho em que, na temperatura
de 20+2°C, a matéria organica néo
afetou a atividade antibacteriana

Nos ensaios em que o desinfetante foi
avaliado na concentracao de 200 ppm e
temperatura de 20+2°C, assim como
ocorreu na concentracdo de 100 ppm,
todos os isolados foram inativados com
5 minutos de contato, independente da
carga organica (Tabela 2).

inativadas pelo cloreto de benzalconio

(quaternério de aménio) na concentracdo de 200 ppmtempo de contato,
frente a diferentes condicdes de temperatura eriaatganica

Tempo de contato (minutos)

Condicao (T + MO)

N&o Inativadas

5 10 20
20+2°C e 1% 33 - - -
8+2°C e 1% 30 1 2 -
20+2°C e 3% 33 - - -
8+2°C e 3% 15 11 5 2

MO
desinfetantedurante os ensaios.

A efichdcia diminuiu quando a
temperatura de confrontacdo foi
reduzida para 8+2°C. Mesmo tendo-se

concentracdo de matéria organica (albuminainbdy T

temperatura de uso do

maior concentracdo do desinfetante
inativaria maior numero de isolados
bacterianos, 6,1% nao foram inativadas

observado resultados esperados de que quando submetidas as condicdes de
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menor temperatura e maior carga
organica (8+2°C e 3%, respectivamente).
Pode-se considerar que ha efeito da
temperatura sobre a agcao de
sanitizantes, em concordancia com
Tucan (1993) ao citar que o quaternario
de aménio em 200ppm, e também o
iodoforo a 50ppm foram ineficazes
frente a algumas amostras Hesteria
spp sob baixas temperaturas (intervalo
entre 2°C até 15°C), enquanto foram
eficazes a 25°C.

Também Taylor et al. (1999), em
ensaios para avaliar 10 diferentes
grupos quimicos desinfetantes frente as
bactériasEscherichia coliO157:H7 e
Pseudomonas aerugingsasando como

variaveis independentes os fatores
concentracdo, matéria organica e
temperatura, observaram que o0s

pertencentes ao grupo quaternarios de
amonia (sem informar o composto
quimico) e os anfoteros tiveram a
atividade  antimicrobiana  reduzida
quando submetido a temperatura teste
de 10°C, em comparagdo aos testes
realizados a 20°C. Portanto, assim como
verificado no presente estudo, o cloreto
de benzalconio tem sua capacidade
antibacteriana reduzida guando
submetido a temperaturas de uso de
20£2°C a 8£2°C graus. Observa-se
também que na temperatura de
confronto de 8+2°C graus as cargas de
matéria organica passaram a interferir
na atividade biocida (quanto mais alta a
carga, maior a interferéncia).

Kich et al. (2004) observaram que 0
cloreto de alquil dimetil benzil aménio
testado frente a uma amostra padrao de
Salmonellal'yphimurium, na presenca e
auséncia de matéria organica, sob duas
diferentes temperaturas (10 e 30°C), em
tempo de contato de 15 minutos, foi
eficaz nas duas temperaturas e auséncia
da matéria organica, mas ndo em 2 das
5 repeticbes, na sua presenca,
independente da temperatura. No

entanto, deve-se pontuar que a
concentracdo testada foi de 400ppm. Os
resultados obtidos no estudo agora
apresentado permitem verificar que a
concentracéo de 200ppm do desinfetante
sofreu menor interferéncia da

temperatura e da matéria organica
conjugadas, o que pode estar de acordo
com Kich et al. (2004). Também Tucan

(1993) apontou que a atividade

antimicrobiana fica aumentada com o

incremento da concentracao e tempo de
contato.

Nas condicbes do experimento, 0

cloreto de benzalconio foi capaz de

inativar todos os isolados do sorovar de
Salmonella confrontados, podendo ser

empregado nas concentragcfes de
100ppm ou 200ppm nos processos de
desinfeccdo, sendo, no entanto, a
temperatura de 8+2°C graus fator de
limitacdo de sua atividade.

A matéria organica, nas duas cargas,
isoladamente, nao promoveu

interferéncia na atividade biocida do

desinfetante quando a temperatura
estava em 20£2°C. No entanto, quando
a confrontacdo ocorreu na temperatura
8+2°C a matéria organica influenciou

na atividade: quanto maior a carga,

maior a interferéncia. Por outro lado,

guanto maior a concentracdo do

desinfetante, menor a interferéncia.
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