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EFEITO DA DESINFECCAO DE NASCEDOUROS COM ACIDO PERACETICO E
COMPOSTOS QUATERNARIOS DE AMONIA ASSOACIADA A
GLUTARALDEIDO SOBRE A MUCOSA TRAQUEAL DE PINTOS DE UM DIA

RESUMO - O presente estudo teve como objetivo identificar lesbes no trato
respiratério de pintos causados pelas desinfeccbes de nascedouros, realizadas por
micro-aspersao com acido peracético e amonia associada ao glutaraldeido. O
experimento foi realizado em um incubatério no municipio de Uberlandia — MG, no
més de junho de 2013. Foram realizados trés tratamentos, um tratamento por
nascedouro, sendo que todos 0s nascedouros estavam na mesma sala e possuiam
0S mesmos mecanismos de controle de temperatura, umidade e ventilacdo. Os
tratamentos foram: pulverizacdo do nascedouro com solucdo de acido peracético,
diluicdo de 2 ml por litro de dgua — 300 ppm (T1), pulverizacdo do nascedouro com
solucdo de quaternério de amoénia associada ao glutaraldeido, diluicdo de 1 ml por
litro de agua - 75 e 450 ppm (T2) e pulverizacdo de agua (T3 ou controle). Ao final
de 48 horas nos nascedouros foram coletados 16 pintos de cada tratamento. Cada
traqueia foi dividida em trés amostras. Uma amostra foi fixada e processada para
avaliacado por microscopia de luz, outra amostra foi processada para avaliagdo por
microscopia eletrbnica de transmissdo e o dUltimo fragmento foi analisado
imediatamente apdés a coleta pelo método de cilioestase para avaliacdo de
movimentacao ciliar. Houve diferenca significativa apenas no material avaliado por
microscopia de luz entre os pintos expostos ao ambiente com amonia e glutaraldéido
(T2) em relagéo ao grupo controle (T3), sendo que estes pintos tiveram lesdes mais
severas, como areas de desciliagdo e areas de descamacéo da mucosa traqueal. Os
pintos expostos a desinfeccdo em nascedouros com &cido peracético nao
apresentaram lesfes de mucosa traqueal. Portanto, utilizando-se as dosagens deste
estudo o acido peracético aplicado por pulverizacdo € o desinfetante que melhor
substitui o formaldeido para a reducdo da contaminacdo em ambientes de
nascedouros em incubatérios comerciais, quando levado em consideragdo a
suscitacdo de possiveis lesdes traqueais.

Palavras-chave: desinfetantes, traqueia, cilios, nascedouros, incubatério e Gallus

gallus.
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EFFECT OF HATCHERS DISINFECTION WITH PERACETIC ACID AND
QUATERNARY AMMONIA COMPOUNDS ASSOCIATED WITH
GLUTARALDEHYDE ON THE TRACHEAL MUCOSA OF ONE DAY OLD CHICKS

ABSTRACT - This study aimed at identifying lesions in the respiratory tract of
chickens caused by hatchers disinfection, performed by micro-sprinkler with peracetic
acid and ammonia associated with glutaraldehyde. The experiment was conducted in
a hatchery in Uberlandia - MG, in June 2013. Three treatments were performed, one
treatment for hatcher, considering all hatchers were in the same room and had the
same mechanisms of temperature, humidity and ventilation control. The treatments
were: hatcher spraying with a solution of peracetic acid diluting two ml per liter of
water — 300 ppm (T1) hatcher spraying with a solution of ammonia associated with
glutaraldehyde diluting one ml of water per liter - 75 e 450 ppm (T2) and spraying
water (T3 or control). At the end of 48 hours, 16 chicks per treatment were collected
in the hatcher. Each trachea was divided into three samples. A sample was fixed and
processed for evaluation through light microscopy, another sample was processed
for evaluation through transmission electron microscopy and the last fragment was
analyzed right after its collection through cilioestase method for cilia movement
evaluation. There was a significant difference only in the material evaluated by light
microscopy between chicks exposed to environmental ammonia and glutaraldehyde
(T2) related to the control group (T3), considering that these chicks showed more
severe injuries, such as areas with less cilia and areas of tracheal mucosa flaking.
Chicks exposed to disinfection with peracetic acid in hatchers did not show lesions of
the tracheal mucosa. Therefore, when using dosages of this study, the peracetic acid
is the disinfectant which best replaces the formaldehyde to reduce contamination in
commercial hatchers environments in hatcheries, considering the emergence of

some possible tracheal lesions.

Keywords: disinfectants, trachea, cilia, hatchers, hatchery and Gallus gallus.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira passou a ter uma maior intensidade no seu processo de
producao devido a fatores como melhoria genética, introducéo de novas tecnologias,
uso de instalagcdes mais apropriadas, alimentacdo racional e parceria entre produtor
e a agroindustria. Desde entdo a avicultura passou a ter carater industrial,
impulsionada pelos constantes aumentos de producéo (TAVARES; RIBEIRO, 2007).

O sucesso da industrializacdo da avicultura se deve aos altos padrbes
adquiridos ao longo dos anos em todos os pontos da cadeia produtiva. A producao
de ovos incubaveis e de pintos de um dia sdo processos importantissimos. Quanto
maiores 0s cuidados relacionados as aves e aos ovos, melhores serdo os resultados
alcancados na producdo de pintos que serdo, mais tarde, um alimento que ira a
mesa do consumidor (CONY, 2007).

O incubatério € um ambiente estratégico da producdo avicola, fortemente
vinculado a granja de matrizes, e recentemente reconhecido por influenciar no
desempenho e no crescimento de frangos de corte (GONZALES:; CAFE, 2003).

A principal meta do incubatério é transformar ovos férteis em pintos no
volume, prazo e qualidade desejados, reduzindo a incidéncia de anormalidades e
contaminagao

, de forma a atender as necessidades e expectativas da producéo avicola, ao
menor custo. A preocupacdo da industria avicola em manter altos indices de
produtividade fez com que surgissem acdes preventivas para evitar a introducéo e
permanéncia de agentes patogénicos dentro de um incubatério (HAYRETDAG,;
KOLANKAYA, 2008).

Dentre os procedimentos de biosseguridade utilizados em incubatérios de
frango de corte, a desinfeccdo de incubadoras e nascedouros € uma pratica de
rotina. A desinfeccdo de maquinas € vital a fim de proteger ovos e pintos contra
doencas e reduzir o numero de patdgenos no ambiente de incubacdo. Apds a

oviposi¢do ha a contaminagéo da casca do ovo por micro-organismos presentes no
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ambiente. As bactérias penetram a casca do ovo e infectam o embrido, resultando
em mortalidades embriondrias e baixa qualidade de pintos (HAYRETDAG;
KOLANKAYA, 2008).

Dentre os desinfetantes que sao utilizados em incubatoérios o formaldeido tem
sido estabelecido como o desinfetante de eleicdo no processo de incubacéo e
eclosao, devido a sua facil administracao e eficiéncia contra um largo espectro de
microrganismos. As desinfec¢des sao realizadas com o objetivo de reduzir a pressao
de contaminantes dentro das maquinas de incubacéo e eclosédo (FREITAS, 2007).

Porém, estudos mostram que o formaldeido causa lesGes de descamacéao de
cilios traqueais e lesbes de membrana ciliar de pintos submetidos a desinfecc¢éo por
fumigacdo em nascedouros (FREITAS, 2007). Além disso, atualmente os processos
industriais buscam outros desinfetantes como substitutos ao formaldeido devido a
proibicdo feita pela ANVISA, resolu¢cdo RDC n°91/2008 (BRASIL, 2008). As solugdes
de &cido peracético e/ou solucdo de amédnia associada ao glutaraldeido sdo os
desinfetantes comumente utilizados em substituicdo ao formaldeido.

O objetivo do presente estudo é identificar possiveis lesdes na traqueia de
pintos causados pelas desinfec¢cdes de nascedouros, realizadas por micro-aspersao
com acido peracético e compostos de amobnia quaternaria associada ao

glutaraldeido.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Sistema respiratorio e respiragdo das aves

O sistema respiratorio das aves € muito diferente do sistema respiratério dos
mamiferos. As aves tém pulmdes rigidos de volume fixo e sacos aéreos
complacentes que atuam para ventilar os pulmdes (SOARES, 2013).

As aves também nao possuem diafragma e os pulmdes nao colapsam quando
ficam em contato com a atmosfera. Os brénquios comunicam-se com 0S sacos

aéreos que estao distribuidos na cavidade toracoabdominal. Existem ao todo nove
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sacos aéreos e seus volumes dependem do tamanho da ave; um frango de
aproximadamente 2,9 kg, as capacidades volumétricas dos sacos aéreos somam um
total de 298 mL (MALHEIROS; FURLAN, 2005).

A mecanica respiratoria também € diferente nas aves. Na inspiracdo, o ar
atmosférico € subdividido nos pulmdes, certa quantidade de gas se movimenta
através do neopulmo para dentro dos sacos aéreos toracicocaudais e abdominal; o
restante do ar desloca-se através do paleopulmo para dentro dos sacos aéreos
cervicais, clavicular e toracicocranial. Durante a expiracdo, o gas dos sacos aéreos
toracicocaudal e addominal, passa novamente no neopulmo e desloca-se para o
paleopulmo na mesma dire¢do como durante a inspiracdo. O ar dos sacos aereos
cervical, clavicular e toracicocranial vao para a atmosfera, sem passar pela
superficie de trocas gasosas novamente. Este movimento unidirecional dos gases no
paleopulmo reduz os desvios do ar e aumenta a eficiéncia da ventilagdo (MACARI,
MALHEIROS; FURLAN, 2005).

Durante o desenvolvimento embrionario a fungcdo respiratéria se da
principalmente pela area vasculosa, membrana corioalantoide e pulmfes. A area
vasculosa desempenha papel importante na funcéo respiratéria aproximadamente
do segundo ao sexto dia de incubac¢do, neste momento inicia uma transi¢cdo da area
vasculosa para a membrana corioalantoide, que a partir do oitavo dia de incubacgéo
assume a funcdo de trocas gasosas. A funcdo da corioalantoide estende-se até
qguase a fase final da vida embrionaria (BARBOSA, 2011).

O estagio de desenvolvimento do embrido divide-se em duas fases: pré-natal
até a ocorréncia da bicagem interna (cuja respiracdo ocorre através da area
vasculosa e, posteriormente, da corioalantoide); e perinatal, que vai da bicagem
interna até a bicagem externa da casca. Apos a eclosdo, a ventilacdo pulmonar é
estabilizada e os pulmdes assumem assim a funcao respiratéria (BARBOSA, 2011).

O ar fornecido ao incubatério ndo € estéril, portanto, certa quantidade de
microrganismos € carreada, continuamente, para as diferentes se¢bes (LAMAS DA
SILVA, 1981). As condi¢cdes ambientais nas incubadoras e nascedouros industriais
promovem o desenvolvimento embrionario, mas também podem aumentar a
proliferacdo de microrganismos potencialmente patogénicos, devido a condi¢des

otimas como temperatura em média de 37,5°C e umidade em torno de 82 a 85%.
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Quando o pinto rompe a casca, ocorre a liberagdo de particulas de poeira
(casca em po), que pode disseminar particulas de salmonelas e outros patdégenos
dentro da maquina de eclosdo (MICTCHEL; WALTMAN, 2003). E neste momento
também, no inicio da respiracdo pulmonar, que o embrido respira as particulas
contaminantes como fungos e bactérias, e inala juntamente particulas dos

desinfetantes empregados em nascedouros comerciais (TESSARI et al., 2002).

2.2Contaminacéao do ovo

A contaminacdo bacteriana € fator que contribui consideravelmente para
reducdo da eclosdo em incubatérios comerciais. Durante a incubacdo existem
condicBes para a ocorréncia e manutencao de microrganismos patogénicos. Quando
os procedimentos de higienizacdo e desinfeccdo ndo sdo bem executados
aumentam as possibilidades de transmissdo horizontal desses microrganismos
(LYUTSKANOV; URUMOVA; ZHELEYV, 2010).

Patdgenos oportunistas como E.coli, Proteus sp, Bacillus sp e Enterococcus
sp, sado os principais causadores de onfalite, enfermidade que causa morte do
embrido ou mortalidade elevada dos pintos nos primeiros dias apds nascimento.
Assim, é necessario ter um bom manejo de coleta de ovos nas granjas reprodutoras,
a fim de reduzir o tempo de contato da casca com a cama e ninho, além de um bom
método de desinfeccdo dos ovos apos coleta (FERREIRA; KNOBL, 2009).

Além disso, a higienizacdo feita em incubadoras e nascedouros, quando
deficiente, pode colocar a perder todo trabalho de coleta, armazenagem e
desinfeccdo dos ovos realizada nas granjas reprodutoras (CONY, 2007).

Sendo assim, controlar o estado sanitario de uma central de incubacéao,
significa conhecer e manter sobre controle os tipos e a quantidade de
microrganismos indesejaveis presentes neste ambiente (MARQUES, 1986). A
biosseguridade dos incubatdrios compreende medidas que visam evitar a entrada de
patégenos, reduzir os riscos de multiplicacdo e sua contaminacdo bacteriana e
fungica. Todas as préaticas sanitarias tém como objetivo reduzir a carga de
microrganismos do interior do incubatorio (LAMAS DA SILVA, 1981).
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2.3Desinfetantes utilizados na avicultura

Durante a incubacdo, ha condicbes para a ocorréncia e manutencao de
microrganismos nas incubadoras. Quando os procedimentos de limpeza e
desinfeccdo no incubatério ndo sdo executados corretamente, aumentam as
condi¢cbes para transmissao de agentes infecciosos entre os lotes (LYUTSKANOV;
URUMOVA; ZHELEV, 2010).

O processo de desinfeccdo € complexo e multifacetado, influenciado por
diversos fatores e condi¢gbes. Algumas delas relacionadas com a propriedade dos
desinfetantes, outros para o tipo e resisténcia dos microrganismos ou condi¢coes
ambientais na éarea onde a desinfeccdo ocorre (LYUTSKANOV; URUMOVA;
ZHELEV, 2010).

Dentre os desinfetantes utilizados nos processos de desinfeccdo em
incubatdrios, o formaldeido tem sido estabelecido como o desinfetante mais utilizado
no processo de incubacdo e eclosdo (STEINLAGE et al., 2002). Porém, por ser
considerado carcinogénico, a industria vem substituindo o formaldeido por outros
desinfetantes que oferecem menor risco aos trabalhadores (MORGULIS; SPINOSA,
2005).

Os aldeidos, como folmaldeido e o glutaraldeido, sdo os desinfetantes de
maior importancia na avicultura, possuem amplo espectro de atividade contra
microrganismos, incluindo os virus; atuam alquilando grupos quimicos existentes nas
proteinas e nos acidos nucleicos (MORGULIS; SPINOSA, 2005). O formaldeido é
um gas normalmente utilizado em solucdo aquosa a cerca de 37% em massa,
contendo metanol (1 a 3%) como preservativo contra a polimerizagdo. Sem
coloragdo, possui odor irritante e € miscivel com a agua (FREITAS, 2007).

Além de formaldeido outro aldeido utilizado em processos de desinfeccéo de
superficies € o glutaraldeido. O glutaraldéido é um desinfetante de largo espectro,
atua razoavelmente bem na presenca de matéria organica, e o pH alcalino aumenta
sua atividade antimicrobiana. Atua provocando uma alquilagdo de grupos amino e
sulfidrilicos (-SH) de proteinas e do nitrogénio do anel da base purina dos &cidos
nucléicos (DNA e RNA) da célula bacteriana e, também, pode interferir nas proteinas

da membrana e do citoplasma das bactérias. Eficaz contra todos os tipos de
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microrganismos, inclusive virus e esporos bacterianos e seu uso como esterilizante
quimico é ideal para artigos de borracha, plastico, metal e instrumentos delicados de
corte (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2006).

Segundo Cony (2007), a habilidade do glutaraldeido de destruicdo de esporos
talvez seja a sua mais importante propriedade, visto que a atividade esporocida &
uma rara caracteristica em desinfetantes quimicos. A 2% o glutaraldeido € mais
eficaz contra esporos que o formaldeido a 8%. Atua nos microrganismos interagindo
com as proteinas das células, causando uma aglutinacéo destas devido a formacéao
de aberturas na parede celular pela agédo do desinfetante nas camadas externas da
célula.

O &cido peracético é um desinfetante que também pode ser utilizado tanto em
processos de desinfeccdo de ovos, como nas desinfec¢cdes de incubatorios como
substituinte do formaldeido. O acido peracético (CH3COOH) ¢é preparado
comercialmente a partir do perdéxido de hidrogénio a 90%, &cido acético e &cido
sulfarico como catalisadores. E mais ativo como agente esporocida e bactericida do
gue o peroxido de hidrogénio (MORGULIS; SPINOSA, 2005), é um agente oxidante
que age desnaturando as proteinas levando a alteracbes da permeabilidade da
membrana celular (SALLE; MORAES, 2009). Em concentrac¢des de 250 a 500 ppm o
acido peracético é eficaz contra ampla gama de bactérias dentro de 5 minutos em
pH 7,0, na temperatura de 20°C. Na presenca de matéria organica, € necessaria
uma concentracéo ligeiramente aumentada (MORGULIS; SPINOSA, 2005).

Por fim, os compostos de amobnia quaternaria (surfactantes catidnicos),
também serdo foco deste trabalho. Os compostos de aménia quaternaria possuem
propriedades efetivas contra bactérias (bacteriostaticos sobre os Gram negativos e
bactericida sobre os Gram positivos). Tem atuacgdo limitada em presenca de matéria
organica e em superficies com restos de sabdes e detergentes anionicos. E efetivo
contra virus (boa atividade sobre os virus envelopados e nula sobre os néo
envelopados), e fungos. N&o é esporicida e nas solu¢des usuais ndo é irritante para
a pele, nem corrosivo. A amodnia quaternaria tem acdo em pH &cido e alcalino, é
inodora, ndo mancha e tem rapida acdo sobre microrganismos sensiveis a ela
(SALLE; MORAES, 2009).
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2.4Métodos de desinfeccdo de nascedouros

Dois métodos de desinfeccdo de incubadoras e nascedouros sdo comumente
utilizados: a desinfeccdo a seco (fumigacédo) e desinfeccdo umida (pulverizacdo). A
fumigacédo a seco de nascedouros consiste em colocar pratos com formalina 37%
dentro de cada nascedouro e fazer trocas da formalina em periodos de 6, 8 ou 10
horas. A pulverizacdo de desinfetantes consiste em sistemas de spray automaticos
instalados dentro dos nascedouros, programados para ligar e desligar em periodos
pré-determinados, lancando solu¢des de desinfetantes na forma de gota grossa
dentro do ambiente dos nascedouros (FREITAS, 2007).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1Delineamento

O experimento foi realizado em um incubatério no municipio de Uberlandia —
MG, no més de junho de 2013. O Trabalho foi aprovado pelo CEUA (Conselho de
ética na utilizacao de animais) da UFU, sob o nimero de protocolo 062/13.

Foram utilizados 16 pintos de cada tratamento, no total de 48 pintos da
linhagem Cobb, provenientes de matrizes da mesma idade, livres de Mycoplasma
gallisepticum, M. synoviae, Salmonella Enteritidis, S. Pullorum, S. Galinarum e S.
Typhimurium.

Os ovos foram incubados em maquinas da marca Petersime, modelo VB504
de estagio multiplo com capacidade para 50400 ovos, seguindo a rotina normal de
incubacdo em um incubatdrio comercial. Antes da incubacdo todos os ovos foram
submetidos aos mesmos procedimentos, desde a granja ao incubatorio. Os ovos
foram coletados e selecionados, retirando-se ovos deformados, trincados ou ovos
com qualquer outra caracteristica visual que pudesse interferir na qualidade do pinto.

O tempo total de incubacdo foi de 504 horas para todos os tratamentos,

sendo que as 48 horas finais foram nos nascedouros, também da marca Petersime,
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modelo KK168, com capacidade de 16800 ovos, onde o0s ovos e pintos foram
expostos aos tratamentos deste estudo.

Foram realizados trés tratamentos, um tratamento por nascedouro, sendo que
todos os nascedouros estavam na mesma sala e possuiam 0S mesmos mecanismos
de controle de temperatura, umidade e ventilacdo. O sistema de desinfec¢céo era
automético, sendo que a cada 30 minutos um jato de 45 mL de desinfetante era
lancado dentro de cada nascedouro. Os tratamentos foram:

e T1 — pulverizacdo do nascedouro com solucdo de acido peracético a 15%.
Diluicdo de 2 mL por litro de agua (300 ppm),

e T2 — pulverizagdo do nascedouro com solugdo de composto de amonia
quaternaria (cloreto de benzalc6nio) associada ao glutaraldeido. Cloreto de
benzalcénio a 7,5% (75 ppm) e glutaraldeido a 42,5% (425 ppm). Diluicdo de
1 mL por litro de 4gua e,

e T3 - controle — pulverizacdo de agua.

Ao final de 48 horas nos nascedouros, foram retirados de dentro da maquina
de eclosdo de cada tratamento (mantendo a altura aproximada de 1,20 m em
relacdo ao piso) 16 pintos. Os pintos estavam nas bandejas na parte traseira do
carro de eclosdo, como o bico de aspersdo de cada maquina estava instalado na
parede do fundo da maquina, nesta posicdo os pintos ficaram com exposicao
maxima aos produtos. Os pintos foram anestesiados utilizando os farmacos
cloridrato de cetamina, na dose de 60 mg/kg, via de administracdo intramuscular e
cloridrato de xilazina (CDB 09208), na dose de 15 mg/kg, via de administracao
intramuscular. Apds anestesia os pintainhos foram sacrificados por deslocamento
cervical.

Um fragmento de traqueia cervical médio de cada animal foi coletado e
dividido em trés amostras. Uma amostra foi fixada com glutaraldeido na
concentracdo de 3% em tampéo fosfato a 0,1 M e pH 7,2 para microscopia
eletrbnica de transmisséao, outro fragmento foi e o ultimo fragmento foi analisado em

microscopio de luz imediatamente apos a coleta para avaliar atividade ciliar.
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3.2Parametros analisados

O material coletado no incubatério foi preparado para as avaliacdes
ultraestruturais ao microscopio eletrénico de transmissdo e para as avaliacdes
microestruturais utilizando microscopia de luz, no Laboratério de Histologia e no
Centro de Microscopia Eletrobnica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal de Uberlandia (ICBIM-UFU).

3.2.1 Avaliagéo da atividade ciliar

Imediatamente apds o sacrificio dos pintainhos e extracdo da traqueia, um
dos fragmentos foi colocado em placa de petri contendo meio para manter os cilios
em movimento. Foi utilizado meio composto por DMEN e TC199, na proporcao de
2:1,a 38 °C.

Os critérios da avaliacdo da atividade ciliar estdo descritos na Tabela 1, e
seguiram os critérios utilizados pela Embrapa segundo o trabalho de Trevisol et al.
(2011).

Tabela 1. Escore Embrapa para avaliacdo da atividade ciliar em anéis de tragueias.

Atividade de cilios Velocidade do movimento Grau
Todos Vigoroso Zero
Todos Lento 1
Alguns muito lento 2
nenhum sem movimento 3

Fonte: Adaptado de Trevisol et al. (2011).

3.2.2 Avaliacao de lesdes por microscopia de luz

As amostras de traqueia fixadas em solucdo de formol 10% foram
processadas de acordo com o protocolo classico de inclusdo em parafina. Os cortes

foram de 6um de espessura, sendo realizados dois cortes de cada traqueia
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analisada. As laminas foram coradas com a técnica usual para hematoxilina-eosina
(HE).

As laminas foram observadas em microscopio Optico com objetiva de 4x, 10x
e 40x. As imagens das laminas foram digitalizadas em microscéopio Leica DM500
acoplado a camera Leica ICC50, ligada a um computador PC contendo o software

para captura e analise de imagem Leica LAS EZ.

As avaliacbes das lesdes traqueais foram feitas seguindo o modelo de

escores utilizado por Fauziah et al. (1995), apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Descricdo dos escores utilizados para avaliar o grau de lesdes nos
epitélios traqueais, pelo método de microscopia de luz.

Escores Descricao
0 Nenhuma leséo
1 Areas pequenas e isoladas de desciliacio
2 Aglutinacdo ciliar e/ou grandes areas de
desciliacéo
3 Areas de descamacéo local
4 Grandes areas de descamacao

Fonte: Adaptado de FAUZIAH et al. (1995)

3.2.3 Avaliacao das lesdes por microcopia eletrénica

As amostras fixadas em glutaraldeido na concentracdo de 3% em tampao
fosfato a 0,1 M e pH 7,2, foram levadas ao Centro de Microscopia Eletrbnica do
ICBIM-UFU. As amostras foram recortadas em cubos de aproximadamente 1mm3 e
colocadas em tampao fosfato a 0,1 M e pH 7,2 para serem lavadas em trés banhos
de cinco minutos cada. Em seguida, foram colocadas em uma solucdo 1% de
tetroxido de Osmio. Depois de uma hora, essa solugdo recebeu uma dose de
ferrocianeto de potassio (1,25%) e o material ficou nesta solugcdo por mais trinta
minutos. Ao final dos trinta minutos, os fragmentos receberam um banho de tampéao

fosfato a 0,1 M e pH 7,2 por cinco minutos e foram desidratados em séries alcodlicas
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crescentes a 50%, 70%, 85%, 90%, 95%, 100%, 100% e 100%, ficando cinco
minutos em cada concentragdo. Em seguida, passaram por dois banhos de quinze
minutos com oxido propileno a 100%, para retirada do alcool impregnado nas
amostras. Posteriormente, o material foi colocado em uma solucdo de 2:1 de resina
Epon e 6xido de propileno por doze horas. Apos esse periodo, a solugdo contendo o
material foi colocada na estufa a 37°C por quatro horas e, em seguida, a solugéo de
resina e oxido de propileno foi substituida por uma solucéo de resina pura, na qual o
material permaneceu por mais quatro horas. Finalmente, os cubos foram incluidos
em resina Epon para serem cortados em ultramicrétomo para obtencdo de cortes
ultrafinos, conforme descrito por Bozzola e Russel (1998).

Os cortes ultrafinos foram corados com acetato de uranila por 45 minutos, em
estufa a 37°C e, posteriormente, com citrato de chumbo por trinta minutos, em
temperatura ambiente, também com base em Bozzola e Russel (1998). A avaliagdo
e a documentacao fotografica dos cortes ultrafinos foram realizadas em microscépio
eletrbnico de transmissao (Zeiss Eletron Microscope EM 109, acoplado a sistema de
captura de imagem digital Olympus Megaview 3), sendo avaliados os graus de

lesdes conforme Tabela 3.

Tabela 3. Descricdo dos escores utilizados para avaliar o grau de lesdes nos
epitélios traqueais, pelo método de microscopia eletrénica.

Escores Descricao

0 Sem leséo

1 Poucas células com lesdo de membrana superficial

2 Poucas células com alteracdes de estrutura ciliar e alteracdes
discretas do citoplasma

3 Muitas células com alteracBes de estrutura ciliar e alteracdes
discretas do citoplasma

4 Grande numero de células com alteragBes citoplasmaticas

severas, com areas de perda de cilios e epitélio.
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3.2.4 Anédlise Estatistica

Por se tratar de avaliagcdes subjetivas de escores, nas andlises estatisticas foi
utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskall Wallis e o pos-teste de Wilcoxon
(CONOVER,1998). Para todas as variaveis foi considerado um nivel de significancia
dea<0,1.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os escores das técnicas utilizadas para avaliacdo das lesbes epiteliais
estdo na Tabela 4.

Tabela 4. Mediana dos escores das avaliagbes de cilioestase, microcopia de luz e
microscopia eletronica.

Método de Avaliacdo T1 T2 T3
Cilioestase 02 02 0?
Microcopia de luz 1,52 25° 12
Microscopia eletronica 1 @ 252 28

Letras distintas na mesma linha representam diferencas estatisticas entre grupos
(p=<0, 1).

A técnica de cilioestase € comumente utilizada para avaliar atividade ciliar em
culturas de traqueia. Petersen et al. (2012) utilizou da cilioestase para avaliar
atividade ciliar de culturas de traqueia inoculadas com diferentes subtipos do virus
da influenza, ja Winter, Herrler e Neuman (2008) utilizaram da técnica de cilioestase
para avaliar a motilidade ciliar em culturas de traqueias inoculadas com o virus da
bronquite.

Neste trabalho a cilioestase foi aplicada para avaliar se os desinfetantes
utilizados causaram alguma alteracdo da motilidade ciliar. Nao houve diferenca da
atividade ciliar entre os grupos, sendo que a mediana dos trés grupos testados foi

escore 0, ou seja, as amostras mostraram atividade méaxima de movimentacéo.
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Assim, os desinfetantes utilizados neste estudo ndo causaram nenhuma alteracéo
na atividade ciliar dos pintos testados, de acordo com a técnica de avaliacdo
utilizada.

Também nado foi observada diferenca significativa na avaliacdo de
microscopia de luz e microcopia eletrbnica entre o grupo controle (T3) e o tratamento
com acido peracético (T1) (Figuras 1, 2 e 3). Este resultado concorda com o trabalho
realizado por Khater et al. (2013). Khater e seus colaboradores utilizaram do &cido
peracético na concentracao de 0,05% na forma de banhos em aves poedeiras para
o controle do parasita Argas persicus. Seus estudos mostraram que acido peracético

foi eficiente e ndo causou irritacao respiratéria ou lesdes nos olhos e pele.

Figura 1. Fotomicrografia de corte histolégico de parede de tragueia de pinto
exposto a micro-aspersao com acido peracético no nascedouro. Notar na mucosa,
todo epitélio ciliado, sem lesbes. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. Microcopia de
luz. Barra = 50 um.
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acido peracetico
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Figura 2. Eletromicrografia de cilios da traqueia de pinto exposto a micro-aspersao
com acido peracético no nascedouro. Area com cilios integros e epitélio preservado.
Escore 0. Barra = 1 pum.

Figura 3. Eletromicrografia de cilio de traqueia de pinto exposto a micro-asperséo
com acido peracético no nascedouro. Area de membrana ciliar integra (setas).
Escore 0. Barra = 100 pm.
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Apenas 3 animais apresentaram lesbes de escore 4 na microcopia de luz
quando expostos a micro-aspersao com acido peracético, apresentado lesdes de
descamacéo da mucosa, porém esses valores ndo foram representativos (Figuras 4
e 5).

Ndo foram observadas alteracbes histopatolégicas na lamina propria

submucosa de qualquer dos materiais avaliados.

50 ym

Figura 4. Fotomicrografia de corte histolégico de cilios de traqueia de pinto exposto
a micro-aspersao com acido peracético no nascedouro. Notar areas de auséncia de
cilios (setas). Coloracao: Hematoxilina e Eosina. Microcopia de luz. Barra = 50 pm.
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500 pm

Figura 5. Fotomicrografia de corte histologico de cilios na mucosa da traqueia de
pinto exposto a micro-aspersao com &cido peracético no nascedouro. Notar areas de
descamacéao (setas). Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. Microcopia de luz. Barra =
500 pm.

O acido peracético apresentas vantagens a sua aplicacdo. O acido peracético
permanece ativo mesmo na presenca de matéria organica, apresenta como produto
de decomposicdo substancias ndo toxicas (acido acético e oxigénio) e nao
mutagénicas, possui baixa dependéncia de pH e necessita de pouco tempo de
contato para promover efetiva desinfeccdo. Além disso, o acido peracético, na
auséncia de matéria organica, é mais eficaz que a amonia quaternaria, hipoclorito de
sédio e cloro ativo, frente a S. Enteritidis e igualmente efetivo, independente da
matéria organica, frente ao S. aureus e E. coli, revelando-se uma opcéo valida para
desinfeccédo na avicultura (LACERDA, 2011).

Em relacdo ao tratamento com quaternario de aménia e glutaraldeido houve
diferenca significativa apenas na microcopia de luz entre os pintos expostos ao
ambiente com amoénia e glutaraldéido (T2) em relacdo ao grupo controle (T3), sendo
que estes pintos tiveram lesdes severas, como areas de desciliagdo e areas de
descamacgao da mucosa traqueal. As Figuras 6, 7 e 8 mostram as diferencas entre
mucosas traqueais sem lesdes e mucosas com lesdes de descamacao e auséncia

de cilios. Segundo o estudo realizado por Zeiger, Gollapudi e Spencer (2005)
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semelhante aos efeitos relatados em seres humanos, o0s principais efeitos
toxicolégicos observados em animais expostos ao glutaraldeido sé&o irritacdo quando
inalado e quando em contato com a pele.

O glutaraldeido também € conhecido por causar irritacdo das vias aéreas
quando inalado por funcionarios que utilizam do glutaraldeido como desinfetante de
materiais em hospitais. A American Conference of Governmental Industrial
Hygienists estipulou que o valor limite de exposi¢cao ao glutaraldeido € de 0,05 ppm
(0,2mg/m?) (ZEIGER; GOLLAPUDI; SPENCER, 2005).

Figura 6. Fotomicrografia de corte histolégico de cilios de traqueia de pinto do grupo
controle, sem exposicdo a desinfetantes no nascedouro. Coloragdo: Hematoxilina e
Eosina. Microcopia de luz. Barra = 50 pm.
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Figura 7. Fotomicrografia de corte histologico de cilios de traqueia de pinto exposto
a micro-aspersdo com quaternario de amodnia associada ao glutaraldeido no
nascedouro. Notar areas de auséncia de cilios (setas). Coloracdo: Hematoxilina e
Eosina. Microcopia de luz. Barra = 50 pm.

50 uym

Figura 8. Fotomicrografia de corte histolégico de cilios de traqueia de pinto exposto
a micro-aspersao com quaternario de amédnia associada ao glutaraldeido no
nascedouro. Notar areas de descamacéo (setas). Coloracdo: Hematoxilina e Eosina.
Microcopia de luz. Barra = 50 pm.
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7

O desinfetante utilizado em T2 €& uma associagdo de amonia (7,5% e
glutaraldeido a 42,5%). Véarios desinfetantes a base de glutaraldeido sdo formulados
com compostos de amoénia quaternaria para melhorar sua capacidade detergente.
Mesmo assim, o glutaraldeido é considerado pouco eficiente em incubatorios por ser
muito sensivel as variagfes de pH. Por exemplo, uma pequena variagdo de pH pode
resultar no aumento de até cinco horas para que o glutaraldeido destrua um
microrganismo como a E. coli (MORGULIS; SPINOSA, 2005). Além disso, segundo
Scott e Swetnam (1993) o glutaraldeido apresentou o maior custo quando
comparado aos demais desinfetantes comumente utilizados em incubatorios para o
processamento de 10.000 ovos desinfetados.

As lesdes avaliadas pela microcopia eletrénica realizada nos pintos expostos
ao ambiente com amoénia e glutaraldeido (T2) néo tiveram diferenca significativa do
grupo controle (T3). Este resultado também foi observado no trabalho de Essa,
Mashhadani e Beck (1985), onde aves foram submetidas a ambiente atmosférico
com diferentes concentragcdes de amoénia e ndo houve diferencas observaveis na
morfologia de pulmdes e traqueias das aves.

Apesar dos escores avaliados na microcopia de luz néo evidenciar diferencas
entre 0s grupos testados, foram observadas lesdes de degeneracédo celular,
deciliacdo e aglutinacao de cilios, conforme Figuras 9 e 10. A aglutinacao ciliar pode
ser causada pelo aumento de muco; esse tipo de lesao foi observado também por
Freitas (2007) quando foi utilizou o formaldeido por fumigacdo em nascedouros.

Outro trabalho que referencia os efeitos tdxicos da aménia foi realizado por
Preller et al. (1995) que verificaram a relacdo existente entre exposicdo a amonia e
doencas respiratorias crénicas em suinocultores. Para verificar as diferentes formas
de exposicdo que um suinocultor estd submetido durante uma desinfeccdo de
instalacdo foram testadas, dentre outras variaveis, a frequéncia de aplicacao
semanal (1 ou duas aplicagbes de amobnia nas instalacbes), concentracdo do
desinfetante e tempo de duracdo da aplicagdo do produto. Os resultados
demonstraram que houve um maior nimero de suinocultores sintomaticos para
doencas respiratorias cronicas quanto maior o tempo de exposicao e frequéncia de

aplicacao do produto.
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Outro aspecto importante que deve ser levado em consideracao na utilizacao
de desinfetantes é a degradacdo corrosiva dos equipamentos, decorrente do
emprego de agentes quimicos. Diversos produtos, embora eficientes no aspecto
microbiolégico, apresentam forte acéo corrosiva, inviabilizando seu emprego.
Segundo Ceretta (2008) o acido peracético nas concentragdes de 800, 1500 2500
ppm/ml pode ser utilizado com seguranga em materiais de acgo inox, cobre e platina.
Além desses materiais 0 acido peracético € utilizado em outras superficies em
incubatorios como pecas em aluminio, borracha e plastico, onde seu efeito corrosivo
pode deve ser melhor estudado.

O glutaraldeido possui efeito corrosivo menor que o 4cido peracético e pode
ser utilizado para artigos de borracha, plastico, metal e instrumentos delicados de

corte (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2006).

- TN
HV Mag
80000 KV|12000 x|

Figura 9. Eletromicrografia da mucosa da traqueia de pinto exposto a micro-
aspersdo com amodna e glutaraldeido no nascedouro. Notar aglutinacdo de cilios.
Barra = 2 pm.
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Figura 10. Eletromicrografia de traqueia de pinto exposto a micro-aspersao com
ambna e glutaraldeido no nascedouro. Notar vacuolizacdo celular e area de
auséncia de cilios. Barra = 5 um.

5 CONCLUSAO

Os pintos expostos a desinfeccdo em nascedouros com acido peracético
apresentam discretas lesbes de mucosa traqueal nao diferindo de animais que
receberam micro-aspersao de agua; ja os pintos expostos a micro-aspersdo com
quaternario de amobnia associada ao glutaraldeido apresentaram areas de
descamacdo e auséncia de cilios. Assim, utilizando as dosagens deste estudo o
acido peracético é o desinfetante que melhor substitui o formaldeido para a reducéo
da contaminacdo em ambientes de nascedouros em incubatérios comerciais,
quando levado em consideragdo a suscitacdo de possiveis lesGes traqueais. Mais
estudos devem ser realizados para avaliar diferentes dosagens influenciando lesdes
do trato respiratério de pintos quando expostos a desinfeccbes em incubadoras e
nascedouros, bem como para avaliar a eficiéncia na eliminacdo de agentes
patogénicos e os efeitos dessas micro-lesées no desempenho produtivo dessas

aves.
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