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RESUMO

AVALIACAO DE COLIFORMES TOTAIS RESIDUAIS EM CRECHES DE SUINOS
APOS LAVAGEM, DESINFECCAO E VAZIO SANITARIO

Autor: Ligiani Mion

Orientador: Prof. Dr. David Emilio Santos Neves de Barcellos

A colonizacao por micro-organismos patogénicos em creches de suinos é um fator importante
na disseminacdo de doencas e surtos no rebanho. O controle desses patdgenos se da
principalmente por medidas de biosseguridade, como a pratica da limpeza, desinfeccdo e
vazio sanitario das instalagfes. O presente estudo avaliou a carga bacteriana ap6s 0 processo
de limpeza e desinfeccdo, durante o periodo de 3 dias de vazio sanitario, em duas creches de
suinos, pelo uso de placas de contato com meio seletivo para coliformes totais. As contagens
bacterianas foram analisadas considerando trés fatores (adgua, detergente e desinfetante) em
dois niveis para cada (agua: fria/quente, detergente e desinfetante: presenca/auséncia). Foram
usadas 4 baias em cada tratamento, 4 pontos de cada baia e cada ponto foi amostrado em
triplicata. Foi feita a média de crescimento bacteriano das 3 placas e pontuada em escala de 5
escores. Apos limpeza e desinfeccdo, no primeiro dia de vazio sanitario, houve efeito da
interacdo da agua com o detergente (P<0,05), em que o uso do detergente aumentou a chance
de diminuir a contaminacdo quando usado com &gua quente, mas ndao com agua fria. Na
auséncia de detergente, a agua fria foi mais eficaz em reduzir a contaminacdo do que a agua
quente. Houve, também, efeito da interacdo do detergente com o desinfetante (P<0,05), em
que a presenca de ambos foi mais eficaz em reduzir a contaminacdo do que na sua auséncia ou
quando apenas um dos dois foi utilizado. No terceiro dia, foi verificado que a auséncia de
desinfetante diminuiu a chance de reduzir a contaminacéo (P < 0,0001) em comparag¢do com 0
uso de detergente. A dgua quente ndo representou ganho adicional quando comparada a dgua
fria. As evidéncias aqui observadas reiteram a importancia da lavagem, desinfeccédo e vazio
sanitario na reducdo da carga bacteriana em creche de suinos. A metodologia usada no
presente trabalho pode servir como um sistema simples de monitoria dos processos de
lavagem e desinfec¢do de instalagfes usadas para criacao de suinos.

Palavras-chave: limpeza, desinfeccdo, dgua quente, detergente, desinfetante, creches de
suinos



ABSTRACT

EVALUATION OF TOTAL COLIFORMS CONTAMINATION IN NURSERY PIGS
FACILITIES AFTER WASHING, DISINFECTION AND DOWNTIME

Author: Ligiani Mion
Advisor: Prof. Dr. David Emilio Santos Neves de Barcellos

The colonization by pathogenic microorganisms in nursery pig units is an important factor in
the spread and outbreaks of diseases in the herds. Pathogens are mainly controlled by
biosecurity measures, such as cleaning, disinfection and downtime on facilities. The present
study evaluated the bacterial load after the cleaning and disinfection process, during the
three days of vacancy, in two pig nurseries, by the use of contact plates selective for
enterobacteria. Data were analyzed considering three factors (water, detergent and
disinfectant) in two levels (water: cold / hot, detergent and disinfectant: presence / absence).
Were used 4 pen for each treatment, and 3 plates for 4 points of the pen. A mean of the 3
bacterial growths was calculated and scored on a 5 point scale. After cleaning and
disinfection, there was no detergent - water effect (P <0.05) with cold water. In the absence
of detergent, cold water was more effective in reducing contamination than hot water. There
was also an effect of the interaction of detergent and disinfectant (P <0.05), where a presence
of both was more effective in reducing contamination than in its absence or when only one
was used. On the third day, it was found that the absence of disinfectant decreased a chance
of reducing contamination (P <0.0001) when compared with the use of detergent. Addition of
detergent decreased the chance of contamination when combined with disinfectant, as
detergent helps in removing dirt and exposes bacteria which were protected by organic
matter and biofilms. The use of hot water did not how advantage when compared with cold
water. As there was a fall on contamination between the 1% and 3" day, the time of action of
the disinfectant must be considered to calculate the time of vacancy to permit the action on
surviving microorganisms. The results of the present work reinforce the importance of
cleaning, disinfection and downtime to reduce bacterial load in swine nurseries. The
methodology used in this work may serve as a practical system for monitoring cleaning and
disinfection of pig facilities.

Key-words: cleaning, disinfection, hot water, detergent, disinfectant, nursery pig
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1 INTRODUCAO

O desmame caracteriza-se por ser um momento estressante para os leitdes, pois séo
submentidos ao transporte, hierarquizacdo, adaptacdo ambiental e da racdo. Alem disso, a
microbiota intestinal ndo esta bem desenvolvida, tornando os animais altamente suscetiveis
principalmente a doencas entéricas (Morés e Barcellos, 2012). A colibacilose da terceira
semana, causada pela Escherichia coli, esta fortemente associada a esses fatores. O leitdo
adquire o agente por via feco-oral, mais por contato com fezes de leitbes doentes, mas a
colonizacdo intestinal pode ser influenciada também pela contaminacéo residual do ambiente
e ma desinfeccdo entre os lotes. Adicionalmente, o fornecimento de racdo em comedouros
sujos ou ingestdo de racdo ja fermentada podem contribuir para a multiplicacdo do agente no
intestino delgado (Morés e Moreno, 2012). Uma das estraratégias para evitar a infec¢do do
leitdo alojamento de novos lotes consiste em romper a cadeia de infeccdo pela limpeza e
desinfeccdo das baias e adocdo de um periodo de vazio sanitario, (Ferreira et al. 2014).

Desta maneira, a satde dos leitdes na fase de creche depende do gerenciamento de
diversos desafios inter-relacionados. Segundo Madec et al. (1998) o manejo alimentar na
primeira semana ap0s o desmame e o grau de higiene (33,6 e 7,8 de razdo de chance,
respectivamente) foram os dois fatores de risco mais importantes associados com as doengas
entéricas na creche. Este e outros trabalhos foram claros em definir a grande importancia de
reduzir a pressdo de infeccdo através da adocao de praticas higiénicas eficazes, sendo que o
objetivo primério é diminui-la sobre os animais.

A producgdo de suinos em sistemas confinados permite uma melhoria em resultados
produtivos como ganho de peso, conversdo alimentar e maior nimero de animais produzidos
e pode potencialmente minimizar a ocorréncia de doencas. A utilizacdo do manejo “todos
dentro - todos fora” possibilita limpeza e desinfec¢do adequada das instalagdes. Entretanto, no
mesmo ainda pode ocorrer de maneira significativa a transmissdo de microrganismos
patogénicos que podem sobreviver ao ambiente, como a E. coli. As falhas que determinam a
multiplicacdo anormal dos microrganismos podem ser atribuidas a fatores relacionados com o
treinamento dos funcionérios quanto a importancia de procedimentos de higienizag&o,
limpeza e desinfeccdo apropriados (Dritz, 2002).

Os procedimentos de lavagem e desinfecgdo sdo componentes criticos e indispensaveis
para o controle de patdgenos no ambiente, estando fortemente associados ao tipo de manejo,
caracteristicas e qualidade das instalagbes, condigdo sanitaria dos suinos e natureza dos

patogenos circulantes na populacdo. A principal origem da contaminacdo do ambiente das
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criacBes de suinos € a propria populacdo alojada, pela excrecdo das bactérias entéricas

patogénicas e comensais nas fezes, as quais podem refletir a condi¢do de saude dos suinos,
especialmente nas fases precoces da producéo (Sella, 2008).

O efeito do vazio sanitario em 10 dias foi avaliado por Luyckx et al. (2016) em
creches, sobre o crescimento de Enterococcus spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), mesdfilos totais e coliformes fecais. A Unica diferenca foi na
contagem de mesofilos, que foi mais baixa no 4° dia apds a desinfeccdo. Os autores sugerem
que pequenas flutuacbes possam resultar na reducdo na contagem e estar relacionadas com a
capacidade de algumas bactérias sobreviverem em condic¢BGes adversas, mas em estado ndo
cultivavel. A microbiota residual poderia proliferar apds a desinfeccdo pela inibicdo
competitiva com outras bactérias, sobrevivendo ao processo de lavagem e desinfeccdo pela
presenca de mecanismos de resisténcia (Mcdonnell e Russell, 1999).

H& poucos estudos na literatura consultada sobre a utilizacdo de agua quente e sua
interacdo com o0 uso de detergente e desinfetante. Na maioria dos mesmos (Madec et al.,
1999; Hurnik, 2005; Mannion et al., 2007) ndo foram avaliados diferentes dias de vazio
sanitario ao mesmo tempo e nas mesmas instalagdes. Na suinocultura, poucos estudos tem
sido voltados para a monitoria da limpeza e desinfeccdo das instalacbes como forma de
controle de doencas no rebanho. No Brasil, ndo h4 dados sobre o melhor protocolo a ser
utilizado para a limpeza e desinfec¢do, nem sobre técnicas padronizadas para quantificar a
contaminacdo residual apds os processos. Sendo assim, o objetivo do estudo foi avaliar a
carga bacteriana ap0s a limpeza e desinfeccdo de baias de duas creches de suinos, analisando
a interacdo entre diferentes varidveis envolvidas no processo de lavagem e desinfec¢éo,

medindo o crescimento bacteriano pelo uso de placas de contato.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Limpeza das instalacoes

A umidificacdo da instalacdo deve comecar imediatamente apds a retirada dos
animais e a utilizacdo do detergente facilita a remoc¢do da matéria organica, principalmente
nos locais de dificil acesso do operador e nas superficies rugosas (Madec et al., 1999). Ao
avaliar a presenca de matéria organica apos a limpeza e desinfeccéo de instalacdes de frangos
de corte, Luyckx et al. (2015a) ndo encontraram diferenca ao umidecer as instalagcdes antes de
realizar o processo de limpeza e desinfeccdo, nos valores de trifosfato de adenosina (ATP)
para medir a concentracdo de matéria organica, porém houve reducdo na contagem de
mesofilos totais.

Os detergentes sdo formulados para remover proteinas, lipidios, carboidratos e
minerais, ndo sendo indicados para eliminar microrganismos. Gibson et al. (1999) avaliaram o
uso de detergentes neutros, alcalinos e acidos na remocdo de biofilmes formados por
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. O seu uso ndao diminuiu
significativamente a remocéo, porém os produtos alcalinos e &cidos afetaram a viabilidade das
bactérias avaliadas, minimizando assim o potencial de disseminacdo da contaminacdo. No
entanto, no estudo em que Kelly et al. (2001) avaliaram o impacto da acdo do detergente, ndo
foi notada diferenca significativa entre a utilizacdo ou ndo do mesmo. Os autores atribuiram
aos respingos da matéria organica do fosso e a recontaminacdo que pode ocorrer durante o
processo de limpeza. Madec et al. (1999) avaliaram a contaminacao residual em salas de 129
creches na Franca, ap6s a limpeza e desinfeccdo. Os autores ressaltaram a importancia de
remover apropriadamente as fezes da canaleta abaixo do piso (ou entdo a distancia da
superficie deve ser alta) e a ventilacdo deve ser tal que evite que o ar poluido saia do poco,
para diminuir a chance de contaminacéo residual alta na instalacéo.

O processo prévio de adicdo de detergente a lavagem pode favorecer a atuacdo dos
desinfetantes sobre os agentes causadores das doencas dos suinos, visto que tem acgdo
umedecedora e surfactante que, ao serem adicionadas a agua, reduzem a tensdo superficial e
podem aumentar a capacidade de penetracdo da &gua e o poder de remocdo da sujeira e
biofilmes aderidos ao piso, nos equipamentos e nas paredes (Rohr, 2014). Um biofilme € uma
populacdo de células microbianas que cresce sobre uma superficie, fechadas numa matriz
extracelular amorfa e determina maior resisténcia aos processos de limpeza e desinfeccdo
(Stepanovic et al., 2004). Uma vez formado, representa um ponto constante de contaminacao,

podendo liberar fragmentos de matéria orgénica e bactérias viaveis (Fuster-Valls et al., 2008).
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No trabalho de Amass et al. (2001), ao avaliar o uso de pedilivio com desinfetante a

base de agentes oxidantes, foi constatada eficiéncia somente ap6s a completa remogdo da
matéria organica. Posteriormente, os autores realizaram um estudo para relacionar o potencial
da equipe de funcionarios de transferir infec¢bes entre os lotes de suinos (Amass et al., 2003).
Os autores utilizaram uma cepa enterotoxigénica de E. coli como modelo de desafio para
mensurar a qualidade dos procedimentos de biosseguridade na creche e observaram que a
mudanca parcial de roupa e higienizacdo das maos ndo preveniram a transferéncia da bacteria
entre os lotes de suinos. Entretanto, a troca completa de roupas e o banho preveniram a
transmisséo. Esta informacdo ilustra a importancia de programas de higiene para a prevencao
da transmissédo de patdgenos.

Segundo Madec et al. (1999) e Dritz (2002) algumas préaticas basicas de higiene
podem diminuir a transmissdo de patdgenos através da contaminacdo ambiental de lote para
lote:

o No momento da construcdo da instalagdo, optar por estruturas que sejam de facil
higienizacdo, como metal e plastico, ao invés de superficies abrasivas como concreto;

o As operagOes de desinfeccdo ndo devem ser atrasadas quando a lavagem tiver sido
concluida;

o Deve ser realizada completa limpeza e remo¢do da matéria organica como fezes e
racdo, incluindo a canaletas de dejetos. Em geral, os microrganismos ficam protegidos
contra os desinfetantes na matéria organica;

o Uso apropriado dos desinfetantes, incluindo diluigdo correta e aplicacdo em toda a
area da instalacdo, certificando-se que a mesma estd completamente seca para que nao
haja diluicdo do desinfetante;

o Usar um vazio sanitario adequado. Certificar-se de que os animais estdo sendo
alojados em instalagcfes secas mesmo nos periodos de clima mais frio e tmido.

Na pratica, a retirada total da matéria organica € prejudicada pela dificuldade de
acessar algumas estruturas das instalagcdes. Luyckx et al. (2015a) compararam a inspe¢édo
visual da limpeza com o uso de suabes de trifosfato de adenosina (ATP) em varios pontos
apos a limpeza e desinfeccdo de instalacBes de frangos de corte. As amostras com valores
maiores de ATP foram os bebedouros pendulares, espacos para drenagem e fissuras no piso,
apesar de apresentarem bons escores na avaliacdo visual. Isto demonstra que a avaliagdo

visual pode ndo ser um bom indicador de limpeza, que a limpeza e desinfec¢do deve ser
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voltada para pontos criticos, e que para realizar o monitoramento da contaminacdo ambiental

deve-se amostrar diferentes pontos da instalag&o.

No estudo realizado por Mannion et al. (2007) em granjas de terminacao da Irlanda,
avaliou-se o nivel residual de coliformes totais em 14 granjas, que foram selecionadas por
terem programas de limpeza que utilizavam agua sobre alta pressdo e desinfetantes. Pela
legislacdo do pais, as granjas sdo classificadas conforme categorias de porcentagem para
Salmonella como 1 (baixa porcentagem) e 3 (alta porcentagem). O trabalho destacou que
houve reducdo significativa de Enterobacteriaceae apds a limpeza na maioria das granjas,
principalmente as baias das granjas da categoria 3. Porém, os comedouros e bebedouros
apresentaram pouca ou nenhuma reducdo nas contagens, indicando problemas na limpeza
destes itens, talvez devido a negligéncia do operador ou dificuldade de acesso a todas as
fendas. Os autores sugeriram que para a melhoria na aplicacdo de programas de higiene,
limpeza e desinfeccdo de granjas seria essencial o treinamento adequado dos funcionarios,
para a maxima eficiéncia em tomar medidas para reduzir a dissipacdo de coliformes e

patdgenos, bem como evitar a contaminagdo cruzada entre lotes.

2.2 Uso de agua quente

E comum o uso de &gua quente na limpeza de granjas e suinos na Europa e Estados
Unidos (Luyckx et al., 2016). Gibson et al. (1999) recomendaram o uso de agua quente na
industria alimenticia pelo possivel efeito na remocao de biofilmes. Na pratica, Luyckx et al.
(2015b) ndo encontraram diferenca entre os protocolos de limpeza com agua quente ou fria
em instalacGes de frangos de corte, pois a combinacgdo entre agua fria e os produtos utilizados
nas mesmas foram suficientes para dissolver gorduras. Como ponto positivo, 0 uso de agua
guente diminuiu a quantidade de agua, o tempo de servico e contribuiu para o conforto dos
operadores durante a lavagem.

No estudo realizado por Hurnik (2005), apos a saida do lote de terminacdo, 20 baias
foram lavadas, alternando agua fria, agua quente e detergente. O uso de agua quente diminuiu
o tempo de lavagem em cerca de 22%, foi mais préatico de aplicar, mas criou um nevoeiro que
tornou dificil a visualizagdo das estruturas. O uso do detergente diminuiu o tempo de lavagem
em 8 minutos por baia (cerca de 12%). Na comparacdo do desempenho dos animais, a agua
quente ndo teve efeito sobre a taxa de crescimento, mas o uso de detergente e desinfetante
determinou o aumento do GPD. No trabalho, ndo foi especificado qual metodologia de

contagem bacteriana usada, nem se houve interacdo da &gua quente e desinfetante na
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reducdo da contaminacdo. Observaram apenas que o uso de detergente ndo diminuiu as

contagens, mas pode ter tido relacdo com um melhor desempenho dos animais.

2.3 Desinfeccao das instalagdes

A desinfec¢do consiste na eliminagdo de microrganismos indesejaveis de materiais
inanimados limpos, através de processos quimicos ou fisicos, que atuam sobre a estrutura ou o
metabolismo dos microrganismos (Sobestiansky et al., 1999). Agentes desinfetantes séo
substancias usadas para controlar, prevenir ou destruir microrganismos patogénicos (bactérias,
fungos) e inativar virus em objetos inanimados ou superficies. E importante salientar que o
processo de desinfeccdo ndo equivale a esterilizacdo ou limpeza (Grezzi, 2007).

A desinfeccdo completa somente pode ser executada apés a retirada dos animais das
instalacBes. Ao adotar esse manejo obtém-se 0 maximo de acdo do desinfetante, uma vez que
a auséncia de animais e de equipamentos permite que o produto tenha um contato direto com
0s microrganismos e tempo suficiente para agir (Sobestiansky et al., 1999).

Os desinfetantes ndo agem instantaneamente, e o tempo de acdo depende
essencialmente da temperatura e da natureza da superficie em que estd sendo aplicado.
Portanto, quanto mais baixa for a temperatura da superficie, maior deve ser o tempo
necessario para a acao, visto que temperaturas baixas diminuem seus efeitos. Ja nas paredes
verticais, em funcdo da aderéncia dos desinfetantes ser menor, existe uma piora da acdo em
funcdo do baixo tempo de contato com os patdgenos (Sobestiansky et al., 1999).

Os desinfetantes ndo sdo igualmente eficientes quando usados como bactericidas,
fungicidas ou viricidas, assim como diferencas em sua agdo também ocorrem entre espécies
dentro de grupos de microrganismos, visto que alguns desinfetantes destroem apenas
determinadas categorias. Por isso, como forma de aumentar a eficacia da desinfec¢do, tem
sido recomendada a rotacdo de desinfetantes para tentar aumentar o espectro de atividade e
evitar a selecdo de microrganismos que poderdo servir como reservatorios para genes de
resisténcia. A periodicidade recomendada para a troca de desinfetante varia de trés a seis
meses e depende do programa de limpeza e desinfec¢do adotado (Huber e Booth, 1992).

A qualidade da &gua ¢é importante tanto para limpeza como para desinfec¢do. No caso
do angulo do jato, quanto maior, menor a pressdo de impacto. O recomendado para uma boa
limpeza é um angulo de 25°. Ja a melhor distancia entre o bico e a saida do jato e o objeto
deve ser de 10 a 30 cm. A utilizagdo de 4gua contaminada, maior concentragdo de sais como

calcio e magnésio (agua dura) e pH alto diminui da eficacia do desinfetante, pois parte dele é
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consumida para desinfetar a prépria agua poluida, antes da solucdo ser aplicada sobre as

superficies. Portanto, deve-se fazer uma anélise fisico-quimica da 4gua previamente a escolha
do desinfetante (Rohr, 2014).

O conhecimento do material ou superficie que se pretende desinfetar quanto a
presenca de matéria organica, tipo de material, e as caracteristicas quimicas e biocidas dos
desinfetantes € muito importante para a escolha do produto a ser usado. Existem Vvarios
principios ativos no mercado, 0os mais utilizados na suinocultura tem sido 0s compostos de
amonia quaternaria, glutaraldeido e fenolicos (Rohr, 2014). Na Tabela 1, estdo as
caracteristicas dos principais desinfetantes utilizados na suinocultura.

A diluicdo e forma de estocagem dos produtos usados na limpeza e desinfeccdo
também devem ser considerados. Stringfellow et al. (2009) investigaram a eficacia de
desinfetantes que foram diluidos e estocados por 30 semanas. O armazenamento, em longo
prazo, nas temperaturas de 4, 20, 32 e 43°C, ndo reduziu sua eficécia, porém, foi observada

reducdo apos a inclusdo de matéria organica.

2.4 Vazio sanitério
O vazio sanitario é um complemento a desinfeccdo que permite a destruicdo de

microrganismos ndo eliminados no processo de limpeza e desinfeccdo. A instalacdo deve ficar
fechada e a passagem de pessoas e animais proibida, permitindo a secagem e efetiva atuacédo
do desinfetante. O periodo de vazio sanitario varia conforme a fase de producdo (gestacéo,
maternidade, creche e terminacdo) e a disponibilidade de se fazer o manejo todos dentro-
todos fora, nas creches brasileiras geralmente é usado um periodo de 5 a 10 dias. O sistema
de manejo todos dentro- todos fora consiste na formacdo de grupos de suinos, que sdo
transferidos simultaneamente de uma instalacdo para outra, durante as fases da producéo
(Sobestiansky et al., 1998). As instalagcdes desocupadas possibilitam a limpeza e a desinfeccéo
efetivas, 0 que evita a transmissdo dos microrganismos de um lote para o outro (Rohr, 2014).
O uso desse sistema pode potencialmente reduzir a mortalidade por doencas infecciosas e o
gasto com medicamentos, alem de melhorar o desempenho dos animais, compensando 0s
investimentos para adocdo do manejo (Sobestiansky et al., 1998). Porém, na pratica, a
realizacdo deste manejo muitas vezes ndo é bem conduzida, pelo uso inadequado de produtos
e de baixa qualidade durante a desinfec¢do, ocasionando perdas devido a doencas e gastos

com medicamentos (Rohr, 2014).
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2.5 Contagem de coliformes totais para medir a contaminacéo residual de instalac6es

Como forma de medir a contaminacgdo residual de instalagdes apds a realizacdo de
processos de lavagem, desinfeccdo e vazio sanitario, tem sido usadas placas RODAC
(Replicate Organisms Direct Agar Plates) que permitem a contagem de col6nias apds contato
(impresséo) em superficies contaminadas, como é demonstrado na Figura 1. Nas mesmas, é
distribuido o meio de cultura Violet Red Bilde Glucose (VRBG) e ap6s a amostragem nas
superficies usa-se 0 método de contagem de unidades formadoras de colonias. A técnica
mostrou-se eficiente no estudo realizado por (Madec et al. 1999). Os principais critérios para
selecdo do meio VRBG foram:

1. A capacidade de permitir o crescimento e contagem de um grande nimero de
bactérias presentes nas baias antes da limpeza;

2. Interpretacdo inequivoca na leitura das placas. O Agar VRBG possui componentes
que neutralizam o efeito residual do desinfetante, fazendo com que o crescimento bacteriano
n&o seja inibido;.

3. O Agar VRBG permite o crescimento de enterobactérias e apresentou menor

diferenca na contagem, em comparagdo com outros meios de cultura;

4. Ha um custo baixo da placa para o nimero amostral.

Meio de cultura

T

Placa &'

Figura 1. Placa de contato RODAC

Segundo Andrade et al. (2000), as placas Rodac tem sido recomendadas para
quantificar a contaminagdo microbiana de superficies, como chéo, parede, mesa, cama e pele
humana. O método de aplicacdo é simples, rapido e ideal para mensurar a contaminagdo de
grandes areas onde muitas amostras sdo necessarias para validagéo estatistica.

Em programas de monitoramento da contaminagdo ambiental na industria alimenticia,
as placas Rodac podem ser utilizadas para determinar se os niveis bacterianos de superficies
lisas e ndo porosas estdo em limites seguros. A utilizacdo do método é aconselhada
principalmente ap6s a sanitizagdo, quando as superficies se encontram com menor

contaminac&o, propiciando a leitura das placas apds a incubacdo (Snyder Jr, 2003).
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Placas de contato do tipo Rodac sdo Uteis para avaliar superficies por serem rapidas de

aplicar e faceis de processar, mas podem avaliar apenas 25 cm?#/placa. Luyckx et al. (2015a),
compararam 0 uso de suabes para quantificacdo de bactérias pelo método tradicional e placas
Rodac para avaliar a limpeza e desinfeccdo. No trabalho, todas as placas foram incontaveis
antes do processo e 0s autores sugerem que suabes sdo mais efetivos que as placas, porém,
sdo mais trabalhosos de analisar no laboratério. Huneau-Salaiin et al. (2010) encontrou apenas
36% das placas incontaveis (>200 UFC/cm?) antes da lavagem. Apos a limpeza e desinfecgéo,
0s autores relatam que 82% e 62% das placas de contato foram negativas respectivamente. No
entanto, estes estudos foram realizados em instalagcdes de frango de corte e utilizaram meios
de cultura seletivos para Enterococcus spp, E. coli e mesofilos totais.

Rodrigues (2009) ao avaliar a higienizacdo de superficies em salas de corte de
abatedouros avicolas apds a lavagem, comparou a utilizacdo de esponjas como metodologia
convencional para contagem de mesofilos aerdbios, Staphylococcus aureus e Escherichia coli
e placas Rodac com meios seletivos para as bactérias avaliadas. O estudo concluiu que a
utilizacdo das placas Rodac possibilitou melhor recuperacdo e quantificacdo de
microrganismos do que a esponja e que, apos 0 uso de agua quente, houve reducdo da
contaminacgdo. Concluiu também que apos o uso de desinfetante a base de aménia quaternéria
e &cido peracético ndo houve recuperacédo de E. coli e S. aureus.

No trabalho de Hacek et al. (2000), o uso de placas rodac foi comparado com meio
seletivo para deteccdo de Enterococci resistente a vancomicina (VRE) e com meio seletivo
para Enterobacteriaceae multirresistentes (MDRE) em superficies hospitalares. A técnica de
impressao de placas Rodac teve boa recuperacdo de VRE. Os autores sugerem que esta é uma
opcao simples e rapida para deteccdo destes microrganismos.

De Reu et al. (2006) ao utilizar placas de contato Rodac para avaliar a higienizacédo de
gaiolas de galinhas poedeiras encontrou contagens significativamente menores (P > 0,05), ao
comparar 0 uso de meio de cultura para mesofilos totais (PCA, Oxoid) e Enterobacteriaceae
(VRBG, Oxoid). Este trabalho indica que o uso do meio de cultura VRBG pode ser uma boa
opcdo para ambientes mais contaminados, como é o caso de instalagbes com animais em

confinamento.



Tabela 1: Caracteristicas dos principais desinfetantes utilizados na suinocultura.
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Alcool Aldeidos Biguanidas Hipoclorito lodo A_gentes Fendis Amobnia Quaternaria
oxidantes
Precipitacdo de  Desnaturacdo x Desnatu_ragao ~ .
S o Alteraa x Desnaturacéo proteica; Desnaturagéo proteica;
. ~ proteinas; proteica; o Desnaturacédo x . - - =
Mecanismo de acéo Desnaturacio Alquilacio de permeabilidade de roteica Desnaturacéo proteica proteica e Altera Liga fosfolipideos da
haturac  Aqutacao membranas P lipidica permeabilidade membrana celular
lipidica &cidos nucléicos
celular
Né&o deixa Amplo espectro; Boa eficacia com Estavel em estoque;
residuos; Tempo de contato Estavel em estoque; matéria organica; Né&o irritavel a pele;
Vantagens Acdo rapida Amplo espectro Amplo espectro curto; Relativamente seguro Amplo espectro Estavel em estoque Efetivo em altas
Custo baixo temperaturas e pH (9-10)
Carcinogeénico; Inativado pela luz Inativado por AQ;
Irritacdo das Funciona apenas em solar; Requer aplicagdo
Evapora . A . L . . -
- . mucosas; pH limitado (5-7); Requer aplicacdo frequente; Corrosivo para Pode causar irritagdo . .
Desvantagens rapidamente; o - . . - Inativado em agua dura
. Usados somente  Téxico para peixes frequente; Corrosivo; alguns metais ocular e na pele
Inflamével . o N ”_
em areas com Corr6i metais Irrita  Mancha as superficies
boa ventilagdo as mucosas e roupas
Bacten_as Eficaz Eficaz Eficaz Eficaz Eficaz Eficaz Eficaz Sim- G+; Limitado- G-
vegetativas
Micobactérias Eficaz Eficaz Variavel Eficaz Limitado Eficaz Variavel Variavel
Virus envelopados Eficaz Eficaz Limitado Eficaz Eficaz Eficaz Eficaz Variavel
Virus nao- Variavel Eficaz Limitado Eficaz Limitado Eficaz Variavel Né&o eficaz
envelopados
Esporos Ndo eficaz Eficaz Ndo eficaz Variavel Eficaz Eficaz Néo eficaz Néo eficaz
Fungos Eficaz Eficaz Limitado Eficaz Reduzido rapidamente Variavel Variavel Variavel
Ef|c§c_|a com Reduzido Reduzido - Rgdu2|do Variavel Eficaz Eficaz Inativado
matéria organica rapidamente
5:::061 com agua - Reduzido - Eficaz - - Eficaz Inativado
Ef|c~aC|a com - Reduzido Inativado Inativado Inativado - Eficaz Inativado
sabdo/detergentes

Adaptado de Dvorak et al. (2005).
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RESUMO

A colonizagdo por micro-organismos patogénicos em creches de suinos é um fator importante
na disseminacdo de doencas e surtos no rebanho. O controle desses patdgenos se da
principalmente por medidas de biosseguridade, como a pratica da limpeza, desinfeccéo e
vazio sanitario das instalaces. O presente estudo avaliou a carga bacteriana ap0s 0 processo
de limpeza e desinfec¢do, durante o periodo de 3 dias de vazio sanitério, em duas creches de
suinos, pelo uso de placas de contato com meio seletivo para coliformes totais. As contagens
bacterianas foram analisadas considerando trés fatores (4gua, detergente e desinfetante) em
dois niveis para cada (agua: fria/quente, detergente e desinfetante: presenca/auséncia). Foram
usadas 4 baias em cada tratamento, 4 pontos de cada baia e cada ponto foi amostrado em
triplicata. Foi feita a média de crescimento bacteriano das 3 placas e pontuada em escala de 5
escores. Ap6s limpeza e desinfeccdo, no primeiro dia de vazio sanitario, houve efeito da
interacdo da agua com o detergente (P<0,05), em que o uso do detergente aumentou a chance
de diminuir a contaminacdo quando usado com &gua quente, mas ndo com agua fria. Na
auséncia de detergente, a agua fria foi mais eficaz em reduzir a contaminacao do que a dgua
guente. Houve, também, efeito da interacdo do detergente com o desinfetante (P<0,05), em
que a presenca de ambos foi mais eficaz em reduzir a contaminagao do que na sua auséncia ou
guando apenas um dos dois foi utilizado. No terceiro dia, foi verificado que a auséncia de
desinfetante diminuiu a chance de reduzir a contaminagéo (P < 0,0001) em comparagdo com o
uso de detergente. A dgua quente ndo representou ganho adicional quando comparada a agua
fria. As evidéncias aqui observadas reiteram a importancia da lavagem, desinfeccdo e vazio
sanitario na reducdo da carga bacteriana em creche de suinos. A metodologia usada no
presente trabalho pode servir como um sistema simples de monitoria dos processos de
lavagem e desinfec¢do de instalagfes usadas para criagdo de suinos.

Palavras-chave: limpeza, desinfec¢do, dgua quente, detergente, desinfetante, creches de
suinos
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ABSTRACT

The colonization by pathogenic microorganisms in nursery pig units is an important factor in
the spread and outbreaks of diseases in the herds. Pathogens are mainly controlled by
biosecurity measures, such as cleaning, disinfection and downtime on facilities. The present
study evaluated the bacterial load after the cleaning and disinfection process, during the
three days of vacancy, in two pig nurseries, by the use of contact plates selective for
enterobacteria. Data were analyzed considering three factors (water, detergent and
disinfectant) in two levels (water: cold / hot, detergent and disinfectant: presence / absence).
Were used 4 pen for each treatment, and 3 plates for 4 points of the pen. A mean of the 3
bacterial growths was calculated and scored on a 5 point scale. After cleaning and
disinfection, there was no detergent - water effect (P <0.05) with cold water. In the absence
of detergent, cold water was more effective in reducing contamination than hot water. There
was also an effect of the interaction of detergent and disinfectant (P <0.05), where a presence
of both was more effective in reducing contamination than in its absence or when only one
was used. On the third day, it was found that the absence of disinfectant decreased a chance
of reducing contamination (P <0.0001) when compared with the use of detergent. Addition of
detergent decreased the chance of contamination when combined with disinfectant, as
detergent helps in removing dirt and exposes bacteria which were protected by organic
matter and biofilms. The use of hot water did not how advantage when compared with cold
water. As there was a fall on contamination between the 1% and 3™ day, the time of action of
the disinfectant must be considered to calculate the time of vacancy to permit the action on
surviving microorganisms. The results of the present work reinforce the importance of
cleaning, disinfection and downtime to reduce bacterial load in swine nurseries. The
methodology used in this work may serve as a practical system for monitoring cleaning and
disinfection of pig facilities.

Key-words: cleaning, disinfection, hot water, detergent, disinfectant, nursery pig

Introducao

O desmame é uma fase estressante para leitdes, pois sao submentidos ao transporte,
hierarquizacéo e adaptacdo ambiental e da racdo. Além disso, a microbiota intestinal ndo esta
bem desenvolvida, tornando os animais altamente suscetiveis a doencas entéricas
(Sobestiansky et al., 2012). A principal causa de diarreia na creche é a colibacilose do
desmame, que esta fortemente associada ao estresse nesta fase. O leitdo adquire a Escherichia
coli pela via feco-oral, principalmente por contato com fezes de leitdes doentes, mas a
colonizagdo intestinal pode ser influenciada também pela alta contaminacdo residual do
ambiente resultante de uma mé desinfeccdo entre o alojamento dos lotes. Adicionalmente, 0
fornecimento de racdo em comedouros sujos ou ingestdo de racdo ja fermentada podem
contriibuir para a multiplicacdo do agente no intestino delgado (Morés & Moreno, 2012).
Uma das estratégias para evitar a infec¢do do leitdo no alojamento de novos lotes consiste em

romper a cadeia de infeccdo pela limpeza e desinfeccdo das baias e adogdo de um adequado
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vazio sanitario (Rohr, 2014). H& poucas informacgdes sobre o melhor protocolo a ser usado,
principalmente sobre as interacdes entre os diferentes manejos que podem ser adotados, sejam
eles: lavagem com agua quente ou fria, uso ou ndo de detergente e uso ou ndo de desinfetante.

O uso de detergente na limpeza das instalac6es é considerado como uma medida de
apoio para a remocao da matéria organica e biofilme nas superficies ou fissuras das baias, mas
existem poucas informagdes sobre o real efeito da sua atuagdo no processo. Nos trabalhos de
Gibson et al. (1999); Madec et al. (1999); Hurnik (2005) notou-se diminucdo do tempo gasto
para a lavagem, mas a acdo bactericida ndo foi evidente. A utilizacdo de agua quente
comparado a &gua fria poderia apresentar vantagens pela melhor remocdo de gordura e
biofilmes, mas os resultados da comparagdo entre as mesmas tem sido variaveis (Luyckx et
al., 2015b).

Desinfetantes sdo amplamente usados na producdo animal como forma de reduzir a
contaminacgdo residual apds os processos de limpeza. Cada principio ativo possui um tempo
minimo de acdo e a diluicdo de uso indicadas pelo fabricante, que devem ser respeitados.
Também deve-se considerar que muitos desinfetantes sdo inativados ou tem eficécia reduzida
na presenca de matéria organica e podem ser prejudicados pelo uso em conjunto com
detergentes. Por isso, ndo podem ser negligenciados manejos como limpeza prévia das
estruturas e enxague adequado apés o uso do detergente (Rohr, 2014).

Em relagdo ao tempo do vazio sanitario apds a lavagem e desinfec¢do, Luyckx et al.
(2016) ao avaliarem o periodo de vazio sanitario em 6 creches mostraram reducdo da
contagem de mesofilos (UFC/cm?) totais até o 4° dia, porém em outros parametros
microbioldgicos a diferenca ndo foi significativa, indicando que o periodo prolongado de
vazio sem medidas extras de biosseguranca ndo reduz de forma significativa a populagédo
bacteriana na instalacéo.

Existem poucos trabalhos realizados com metodologia cientifica voltados para a
monitoria da limpeza e desinfeccdo das instalacGes de espécies confinadas como suinos e aves
(Madec et al., 1999; Hurnik, 2005; Mannion et al., 2007). J& questdes praticas como as
interacOes entre temperatura da agua e uso de detergentes e desinfetantes ndo foram bem
estudados, fazendo com que a maioria dos protocolos usados em avicultura e suinocultura
sejam baseados em dados ndo cientificamente validados. Para medir a contaminagéo residual
bacteriana em instalagcdes apos a aplicacdo de programas de lavagem e desinfeccdo tem sido
usadas placas de contato em trabalhos realizados com suinos (Madec et al., 1999) e frangos de
corte (Luyckx et al., 2015a).



23
No Brasil, ndo ha dados sobre o melhor protocolo a ser utilizado para a limpeza e
desinfeccdo, nem sobre técnicas padronizadas para quantificar a contaminacéo residual apos o
uso do processo de descontaminacao entre os lotes na suinocultura. Sendo assim, o objetivo
do estudo foi avaliar a carga bacteriana ap6s a limpeza e desinfeccao de baias de duas creches
de suinos, analisando a interacdo entre uso de &gua quente e agua fria, uso ou ndo de
desinfetante, uso ou ndo de detergente e até 3 dias de vazio sanitario, medindo o crescimento

bacteriano pelo uso de placas de contato Rodac.

Materiais e Métodos

Local, instalagdes e equipamentos

O experimento foi realizado no periodo de julho a setembro de 2016 em duas creches
tecnificadas (A e B), situadas na cidade de Nova Bassano-RS. As instalacdes estavam em uso
ha cerca de um ano, apresentavam bons indices produtivos e seguiam normas de boas préaticas
de higiene e manejo da Agroindustria. As divisorias entre as baias eram formadas por barras
de ferro, o corredor tinha piso de concreto, com presenca de cortina dupla controlada
automaticamente com termostato e tela de protecdo nas aberturas. As caracteristicas das

creches, equipamentos e insumos usados na lavagem e desinfeccdo constam da Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas da granja e dos equipamentos utilizados nas creches A e B

Itens Caracteristicas
Tamanho da baia 15 m?
Lotacédo do lote anterior 15 leitdes

Piso misto de concreto (compacto, 30%) e

gk gz polipropileno (vazado, 70%)

Tipo de comedouro Automatico

Tipo de bebedouro Chupeta

Modelo/ presséo/vazéo da lavadora 1 WAP 500/200 bar/800L
Temperatura da agua Ambiente
Modelo/pressao/vazao da lavadora 2 KARCHER HDS 10 _18-4 S/140 bar/1000L
Temperatura da agua 90°C

Tipo do detergente usado Alcalino/umectante a 1%
Principio ativo do desinfetante Composto de amodnia quaternaria**

“*Cloreto de alquil dimetil benzil aménio CB-30 T.A. Ouro Fino: Concentragdo indicada pelo
fabricante (1 : 2000 — 10mL em 20L de agua)
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No lote mantido nas instalacbes no periodo imediatamente anterior a realizacdo do
experimento, ocorreram apenas casos esporadicos de diarreia, sem diagndstico de surto de

doenca infecciosa.

Tratamentos

Foram utilizadas 32 baias de cada creche, divididas em 8 tratamentos. Além das baias
tratadas, uma baia a direita e outra a esquerda, também recebiam os tratamentos. Essas baias e
o corredor foram usados para separar um tratamento de outro, conforme mostrado na Figura
1.

Figura 1. Disposicao das baias segundo cada tratamento aplicado na instalagéo.

Foram usadas duas lavadoras de alta pressdo: lavadora 1, para a dgua fria, e lavadora
2, para agua quente. A lavadora 1 foi usada inicialmente nas baias de todos os tratamentos
para retirar o excesso de matéria organica e os pisos foram desmontados para facilitar a
lavagem do fosso de dejetos. A seguir, as baias foram novamente lavadas com agua fria ou
guente com a adicdo ou ndo do detergente, conforme o tratamento estipulado. Logo ap6s o
enxague e secagem das baias, em média 12 horas apos finalizado o processo de lavagem, o
desinfetante foi aplicado com pulverizador costal manual.

Os tratamentos utilizados foram os seguintes:

o Tratamento 1: agua fria;

o Tratamento 2: agua quente;

o Tratamento 3: 4gua fria e detergente;

o Tratamento 4: 4gua quente e detergente;

o Tratamento 5: gua fria, detergente e desinfetante;

o Tratamento 6: 4gua quente, detergente e desinfetante;

o Tratamento 7: agua fria e desinfetante;

o Tratamento 8: agua quente e desinfetante.
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Coleta de amostras
A metodologia de coleta de amostras por placas de contato (RODAC) e pontos
amostrados foram baseados no trabalho de Madec et al. (1999). Antes da lavagem e
desinfeccdo, foram coletadas 4 placas de cada baia (por contato durante 5 segundos), nos
seguintes pontos: A (parte central da parede do fundo a 30 cm do piso); B (parte interna
central do comedouro); C (piso a 15 cm do centro do cocho) e D (piso a 30 cm da parte
central do fundo da baia), sendo utilizadas 128 placas. Apos a aplicacdo dos tratamentos, a
impressdo das placas foi feita pelo contato do agar, por 5 segundos, nos 4 locais (A, B, C e D)
de cada baia conforme a Figura 2. No primeiro e terceiro dia de vazio sanitario foram
coletadas 3 placas em cada ponto, totalizando 768 placas por granja. No piso ripado, a
impressdo foi feita em dois encaixes da placa de plastico (Figura 3), contemplando assim a

area central de 16cm2 da placa.

Figura 2. Pontos amostrados. Figura 3. Local de coleta no piso ripado.

Exame bacteriol6gico

Para a avaliacdo do crescimento bacteriano, foram usadas placas com o meio seletivo
VRB (Violet Red Bile agar, Difco®) dispensados em placas RODAC (Replicate Organism
Detection and Counting). Para neutralizar o efeito do desinfetante no crescimento bacteriano,
estdo presentes no meio de cultivo das placas 0,5% de Tween® 80 (Sigma), 0,07% de
Lecitina de soja (Dinamica) e 1% de Tiossulfato de sédio (Synth) no agar. Apds a impressao,
as placas foram refrigeradas imediatamente em caixa isotérmica com gelo, transportadas ao

laboratério* e incubadas, logo apds a chegada, a 37°C. A contagem do nimero de unidades

*Laboratério de Bacteriologia da Universidade de Passo Fundo
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formadoras de coldnias (UFC) foi realizada apds 24 h de incubagdo em um contador de
colonias, considerando apenas as colonias dentro dos 16 cm? centrais da placa (4 x 4 cm). Foi
realizada a média de crescimento bacteriano, observado nas trés placas de cada ponto da baia,
e pontuada em escala de 5 escores: Escore 1: <50 UFC; Escore 2: 51 - 100 UFC; Escore 3:
101 - 150 UFC; Escore 4: 151-300 UFC e Escore 5: > 300 - incontével.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram efetuadas com o uso do software SAS® (Statistical
Analysis System; versdo 9.3; 2011). As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas ao nivel de probabilidade de 95% (P < 0,05). Os dados foram analisados
considerando um delineamento fatorial 2 x 2 x 2, com trés fatores (agua, detergente e
desinfetante) em dois niveis para cada um deles (agua: fria/quente, detergente e desinfetante:
presenca/auséncia).

A resposta de crescimento bacteriano, expressa em escores, foi analisada por regressao
logistica ordinal (procedimento GLIMMIX). Todos os modelos de anélise continham o efeito
fixo dos trés fatores estudados (agua, detergente e desinfetante) e de suas interacGes, além do
efeito aleatorio da granja e local de coleta na baia. Os periodos ap6s a aplicacdo dos
tratamentos sdo referidos nas anélises como "vazio sanitario”. Os efeitos dos fatores estudados
e de suas possiveis interacdes foram comparados pela razdo de chance de diminuir a

contaminacéo.

Resultados

Em todas as placas de contato, coletadas antes da limpeza, ndo foi possivel realizar a
contagem de UFC, devido ao crescimento bacteriano abundante. Apds limpeza e desinfeccéo,
no primeiro dia de vazio sanitario, ndo houve efeito individual do detergente e do
desinfetante, da interacdo entre agua e desinfetante, nem da interacdo tripla entre agua,
detergente e desinfetante (P > 0,05).

Houve efeito da interagdo da &gua com o detergente (P < 0,05), em que 0 uso do
detergente aumentou a chance de diminuir a contaminag¢do quando usado com agua quente,
mas ndo com agua fria (Tabela 2; Figura 4). Na auséncia de detergente, a agua fria foi mais
eficaz em reduzir a contaminacéo do que a agua quente (Tabela 2; Figura 4). Houve efeito da

interacdo do detergente com o desinfetante (P < 0,05), em que a presenga de ambos,
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detergente e desinfetante, foi mais eficaz em reduzir a contaminagdo do que na sua auséncia
ou quando apenas um dos dois foi utilizado (Tabela 3; Figura 5).

No terceiro dia, ndo houve efeito individual da 4gua e do detergente, das interacdes
duplas (dgua e detergente, agua e desinfetante, detergente e desinfetante) nem da interacédo
tripla entre agua, detergente e desinfetante (P > 0,05). Houve efeito do desinfetante (P <
0,0001) em que a sua auséncia diminuiu a chance de reduzir a contaminacgdo (Figura 6) em
comparacdo com 0 uso de detergente (razdo de chance= 0,29; intervalo de confianca 95%:
0,18-0,47).

As Figuras 7 e 8 (Anexo I), sdo mostradas as frequéncias dos escores de contaminagéo
para as interacdes que néo tiveram efeito na chance de redugéo da contaminagao das baias, no

primeiro e terceiro dia de vazio sanitario, respectivamente.
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Tabela 2. Resultados da anélise de regressdo logistica para a chance de
reducdo da contaminacdo de acordo com a interacdo entre agua e detergente

no primeiro dia de vazio sanitario.

Tratamentos Razéo de chance (IC 95%)
AF/Sem Det x AF/Com Det 1,39 (0,73-2,63)
AF/Sem Det x AQ/Sem Det 3,37 (1,69-6-71)

AF/ Sem Det x AQ/Com Det 1,45 (0,77-2,76)
AF/Com Det x AQ/Sem Det 2,42 (1,21-4,84)
AF/Com Det x AQ/Com Det 1,05 (0,55-2,00)
AQ/Sem Det x AQ/Com Det 0,43 (0,22-0,86)

IC= Intervalo de confianca; AF= Agua fria; AQ= Agua quente; Sem Det=
Sem detergente; Com Det= Com detergente.

AQ/DetS | )

AQ/DetN L1 ) b
AF/DetS | | J] a
AF/DetN [ [ ] a

0% 20% 40% 60% 80% 100%

1 02 m3 md mj

Figura 4. Frequéncia de escores de contaminacdo para a interacdo entre agua e detergente, no
primeiro dia de vazio sanitario. Os diferentes preenchimentos das colunas estdo de acordo
com a seguinte escala: escore 1: <50 UFC; escore 2: 51 - 100 UFC; escore 3: 101 - 150 UFC,;
escore 4: 151-300 UFC e escore 5: > 300 - considerado incontavel. Os dados foram analisados
com regressdo logistica ordinal e letras diferentes indicam diferenca na chance da baia estar
menos contaminada.
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Tabela 3. Resultados da analise de regressdo logistica para a chance de
reducdo da contaminagdo de acordo com a interacdo entre detergente e

desinfetante no primeiro dia de vazio sanitario.

Tratamentos Razéo de chance (IC 95%)
Sem Det/Sem Des x Sem Det/Com Des 1,14 (0,59-2,21)
Sem Det/Sem Des x Com Det/Sem Des 1,32 (0,68-2,57)
Sem Det/Sem Des x Com Det/Com Des 0,56 (0,30-1,07)
Sem Det/Com Des x Com Det/Sem Des 1,15 (0,59-2,26)
Sem Det/Com Des x Com Det/Com Des 0,49 (0,26-0,94)
Com Det/Sem Des x Com Det/Com Des 0,43 (0,22-0,82)

IC= Intervalo de confianca; AF= Agua fria; AQ= Agua quente; Sem Det=
Sem detergente; Com Det= Com detergente; Sem Des= Sem desinfetante;
Com Des= Com desinfetante

DetS/DesS ) @

DetS/DesN | ) b

DetN/DesS | I

DetN/DesN [ J b
0% 20%  40%  60%  80%  100%

1 02 @3 @4 @3

Figura 5. Frequéncia de escores de contaminacdo para a interacdo entre detergente e
desinfetante, no primeiro dia de vazio sanitario. Os diferentes preenchimentos das colunas
estdo de acordo com a seguinte escala: escore 1: <50 UFC; escore 2: 51 - 100 UFC; escore 3:
101 - 150 UFC; escore 4: 151-300 UFC e escore 5: > 300 - considerado incontavel. Os dados
foram analisados com regressdo logistica ordinal e letras diferentes indicam diferenca na
chance da baia estar menos contaminada.

DesS S a
DesN e [
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Figura 6. Frequéncia de escores de contaminacéo para o efeito do desinfetante no terceiro dia
de vazio sanitario. Os diferentes preenchimentos das colunas estdo de acordo com a seguinte
escala: escore 1: <50 UFC; escore 2: 51 - 100 UFC; escore 3: 101 - 150 UFC; escore 4: 151-
300 UFC e escore 5: > 300 - considerado incontavel. Os dados foram analisados com
regressdo logistica ordinal e letras diferentes indicam diferenca na chance da baia estar menos
contaminada.
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Discussao

Existem poucos trabalhos tratando da eficacia do processo de limpeza e desinfeccéo
em granjas de suinos. Os estudos realizados usaram metodologias diferentes e, por isto, na
andlise dos mesmos, ndo foi possivel concluir sobre um pardmetro microbiol6gico
padronizado para determinar a eficacia dos processos usados.

A principal estratégia usada no sul do Brasil para a remocéo de sujidades e crostas na
limpeza das creches é o uso de lava jato com agua quente ou fria, pois promove uma efetiva
remoc¢do da sujeira acumulada e, ao finalizar o processo, a superficie lavada apresenta-se
visualmente limpa. O equipamento € de facil manuseio e com resultados mais rapidos do que
a lavagem convencional com &gua com baixa pressdo e vassoura. Além da remocdo de
sujidades grosseiras, a lavagem com lavadora auxilia na remoc¢do dos biofilmes formados
durante o periodo de alojamento nas creches.

Com relacdo a comparacdo entre agua fria ou quente na lavagem, no estudo atual
houve maior efeito na reducdo da contaminacdo com o lava jato de agua fria do que com o de
agua guente, no primeiro dia de vazio sanitario. Algumas hipoteses podem ser levantadas para
explicar a superioridade da agua fria. A primeira refere-se a quantidade de calor capaz de
inativar coliformes, que morrem apds exposicao a 60°C por 15 a 20 minutos (Wilson e Miles,
1975). Segundo (Andrade, 2008), para efeito bactericida, a temperatura da dgua deveria estar
em torno de 80°C e permanecer em contato direto com a superficie molhada por 5 minutos.
Em piso vazado, como no presente experimento, a gua da lavagem escoava rapidamente para
a fossa abaixo do piso, fazendo com que o calor atua e nas bactérias por poucos segundos. Por
isso, é improvavel, nessas condicdes, a existéncia de efeito bactericida significativo. Em
segundo lugar, a superioridade da lavagem com agua fria poderia teoricamente ser explicada
pela maior pressdo do jato de 4gua do aparelho de agua fria (200 bar) ao ser comparado com 0
de agua quente (140 bar), resultando numa melhor remogdo mecénica de sujidades e
biofilmes. No presente experimento as pressdes variaram de 200 bar (4gua fria) a 140 bar
(dgua quente). Como ndo ha relatos sobre os diferentes para avaliar o efeito de desses e de
outros niveis de pressdo na limpeza de instalagbes de suinos, novos estudos devem ser
realizados avaliando diferentes pressdes nas duas temperaturas avaliadas para melhorar o
entendimento das diferencas encontradas.

Placas de contato sdo Uteis para avaliar superficies por serem rapidas de aplicar e

faceis de contar, mas pode ser avaliado apenas um espaco limitado nas mesmas (25 cm?).
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Antes da limpeza, todas as placas tiveram crescimento bacteriano incontével, assim como no

trabalho de Luyckx et al. (2015a). E, mesmo ap0s trés dias de vazio sanitario, poucas foram
negativas, apesar da pequena area de contato.

Gibson et al. (1999) recomendaram o uso de agua quente na industria alimenticia pelo
efeito na remocéo de biofilmes. Em outros paises, € comum o uso de dgua quente na limpeza
de granjas e suinos (Luyckx et al., 2016). Na prética, Luyckx et al. (2015b) ndo encontraram
diferenca entre os protocolos de limpeza com agua quente ou fria em instalacGes de frangos
de corte, pois a combinacdo entre agua fria e os produtos utilizados nas mesmas foram
suficientes para dissolver gorduras. Entretanto, o uso de 4gua quente diminuiu a quantidade de
agua necessaria para a limpeza, o tempo de servico e contribuiu para o conforto dos
operadores durante a lavagem.

No primeiro dia de vazio sanitario foi possivel observar um efeito positivo das
interacOes do detergente com a &gua e com o desinfetante. Hurnik (2005) relatou que o uso do
detergente diminuiu o tempo de lavagem em 8 minutos por baia (cerca de 12%). J& na
comparacdo do desempenho dos animais, a &gua quente nao teve efeito sobre o ganho de peso
diario, mas o uso associado de detergente e desinfetante melhorou. Nesse trabalho ndo é
especificada a metodologia de contagem bacteriana, apenas que que 0 uso de detergente ndo
diminuiu as contagens bacterianas, mas que pode ter tido efeito positivo no desempenho dos
suinos. Diferentemente, no presente trabalho, a adicdo do detergente reduziu a carga
bacteriana quando associado a desinfetante.

Luyckx et al. (2016) avaliaram o efeito do vazio sanitario de 10 dias em creches sobre
o crescimento de Enterococcus spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), mesdfilos totais e coliformes fecais. A carga microbiana foi medida antes
e nos dias 1, 4, 7 e 10 apds a desinfeccdo. A Unica diferenca foi na contagem de meséfilos,
mais baixa no 4° dia ap06s a desinfeccdo. Os autores sugeriram que pequenas flutuacdes na
contagem podem estar relacionadas com a capacidade de algumas bacterias sobreviverem em
condigcdes adversas, mas em estado ndo cultivavel. Outra explicacdo seria a de que a
microbiota residual poderia proliferar apos a desinfeccdo pela inibicdo competitiva em relacéo
a outras bactérias, sobrevivendo ao processo de lavagem e desinfeccdo pela presenca de
mecanismos de resisténcia (Mcdonnell e Russell, 1999). Com relacéo a duracdo do periodo de
vazio sanitario, deve ser considerado que existem pontos negativos, como o fato de que um
longo periodo sem usar a instalacdo pode ter impacto financeiro negativo, pode ocorrer a

recontaminagdo por vetores como moscas e roedores, especialmente quando outros salas
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ainda estiverem ocupadas com animais, ou por residuos de matéria organica, como agua de

lavagem acumulada dentro de comedouros ou em desniveis do piso (Meerburg et al., 2007).

O conhecimento preciso da dose de E. coli capaz de causar doenca em leitdo apos o
contato com uma superficie de baia contaminada seria importante para determinar o limite
aceitavel de contaminacdo residual das baias por ocasido do alojamento dos animais. Em
suinos, utiliza-se a dose de 10® UFC para testes de avaliagdo de eficiéncia vacinal para E. coli
enterotoxigénicas (Fairbrother et al., 2017). Como todas as referéncias encontradas para
suinos foram expressas em UFC em diluices em escala logaritmica de meios liquidos ou
fezes, ndo foi possivel estabelecer correlacdo entre os valores necessérios para causar doenca
e os observados nas superficies analisadas ap6s a aplicagdo dos diferentes protocolos de
lavagem e desinfeccdo.

Em avaliacdes sobre a atividade antibacteriana in vitro dos desinfetantes mais usados
em abatedouros suinicolas, todos foram efetivos na auséncia de matéria orgéanica (Kich et al.,
2004). No entanto, a eficicia de produtos a base de amonia quaternéria, hipoclorito de sddio
(0,1%), glutaraldeido/cloreto belzalconio e iodoforo foi reduzida na presenca de matéria
organica. Os derivados de fenol, &cido peracético e hipoclorito 1% foram eficientes para
amostras de Salmonella Typhimurium (Kich et al., 2004). A retirada total ou quase total da
matéria organica das instalacoes de suinos e dificil pelas dificuldades de manejo e em acessar
algumas estruturas das creches, o que deve ser considerado na escolha dos produtos a serem
usados. No caso de dificuldade na higienizacdo, devem ser usados produtos ativos na
presenca de matéria organica. O desinfetante usado no presente estudo (aménia quaternaria)
foi eficaz na reducdo da contaminacédo por coliformes totais, apesar de ter sido ineficaz contra
Salmonella spp., em testes realizados in vitro na presenca de matéria organica em comparagéo
com outros principios ativos (Kich et al., 2004; Colla et al., 2012; Colla et al., 2014; Scur et
al., 2014; Mion et al., 2016). No entanto, nesses trabalhos a eficacia do desinfetante foi
avaliada em 20 minutos no maximo, desconsiderando a acdo residual. Desinfetantes a base de
amonia quaternaria sdo estaveis em armazenamento, mas facilmente inativados por matéria
organica, detergentes, sabdes e agua com grau elevado de calcio e magnésio (Dvorak et al.,
2005). Considerando que ao terceiro dia existiam placas incontaveis nos tratamentos em que
foi aplicado o desinfetante, sua acdo pode ter sido prejudicada pela presenca de matéria
organica e detergente. Porém, o uso do desinfetante reduziu a chance de contaminacao, esta
informacdo enfatiza a importancia de respeitar o tempo de acdo do desinfetante, que pode

variar conforme o principio ativo.
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Conclusoes

Para monitorar a contaminacdo residual de instalacdes de suinos, as placas Rodac
mostraram-se eficientes para a contagem bacteriana. O conceito de muitos técnicos de ligados
a suinocultura de que a dgua quente funciona melhor do que agua fria para os processos de pré
lavagem e lavagem néo se confirmou no presente trabalho. Entretanto, como existia maior
pressdo no lava jato de agua fria do que no de agua quente, esse dado deve ser melhor
avaliado. Considerando os resultados, o detergente teve um efeito melhor do que a agua
quente no processo de lavagem. E nas analises realizadas, a melhor alternativa para lavagem-
desinfeccdo das instalacBGes seria 0 uso combinado de lavagem com &gua fria em presséo
elevada com detergente, seguido do uso de desinfetante.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O uso da agua quente na limpeza e nas interagdes mostrou-se menos eficiente do que a
agua fria em relacdo a diminuicdo da carga bacteriana. Este fato pode ter sido determinado
pela diferenca de pressdo entre os dois aparelhos usados (aparelho de agua fria com maior
pressdo do que o de agua quente), o que pode ter determinado uma melhor remocéo de
sujidades e biofilmes pela lavadora com maior pressdo. A agua quente poderia ser justificada
por seu efeito na remocao e gorduras e biofilmes e talvez num equipamento de maior presséo,
mas isso néo foi especificamente avaliado no presente experimento;

Os desinfetantes tiveram acgdo positiva em todas as associa¢fes. Novos trabalhos com
maior numero de principios ativos poderiam contribuir para a definicdo de protocolos mais
adequados a reducdo de coliformes totais apds lavagem e desinfeccdo de instalacdes de
suinos.

O estudo avaliou apenas coliformes totais e um desinfetante de amonia quaternéria.
Por isso, ndo pode-se afirmar que os protocolos avaliados venham a ser aplicaveis a outros
patdgenos relevantes para suinos na fase de creche.

O método bacterioldgico utilizando placas de contato Rodac mostrou-se eficiente para
a medida da contaminacéo residual das instalacdes apds a adocdo dos manejos de limpeza e

desinfeccéo.
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Figura 7. Frequéncia de escores de contaminacao para a interac@es entre dgua e desinfetante e
entre agua, detergente e desinfetante, no primeiro dia de vazio sanitario. Os diferentes
preenchimentos das colunas estdo de acordo com a seguinte escala: escore 1: <50 UFC;
escore 2: 51 - 100 UFC; escore 3: 101 - 150 UFC; escore 4: 151-300 UFC e escore 5: > 300 -
considerado incontavel. Os dados foram analisados com regressao logistica ordinal e ndo
foram observados efeitos dessas interagbes (P>0,05) na chance da baia estar menos
contaminada.
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Figura 8. Frequéncia de escores de contaminagdo para a interagdes entre dgua e detergente,
agua e desinfetante, detergente e desinfetante e entre agua, detergente e desinfetante, no
terceiro dia de vazio sanitario. Os diferentes preenchimentos das colunas estdo de acordo com
a seguinte escala: escore 1: <50 UFC; escore 2: 51 - 100 UFC; escore 3: 101 - 150 UFC,;
escore 4: 151-300 UFC e escore 5: > 300 - considerado incontavel). Os dados foram
analisados com regressdo logistica ordinal e ndo foram observados efeitos dessas interacoes
(P>0,05) na chance da baia estar menos contaminada.



