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RESUMO

A biosseguridade na avicultura assegura que os animais permane¢am saudaveis através de um
conjunto de praticas que minimizem os agravos causados por agentes infecciosos. Ao longo
dos anos, medidas alternativas foram criadas com o intuito de disponibilizar & sociedade
novas chances do uso de produtos alternativos que possam substituir de forma parcial ou total
o uso de sanitizantes convencionais, que além de gerarem muitos residuos, sdo capazes de
provocar resisténcias. Para isso, nos ultimos tempos, as disponibilizagdes da ciéncia e dos
centros de pesquisa se propuseram a buscar por modelos alternativos ao que concerne o uso
de fitoterapicos, aliando o excelente potencial nacional ao que diz respeito a flora e seus
compostos que ainda estdo sendo detectados, caracterizados e testados nos animais, provando
suas eficacias e trazendo uma vertente diferente aos quimicos comumente usados. As
caracteristicas culturais favorecem que o uso dos alternativos fitoterdpicos possam ser uma
realidade palpavel, além de aferir o enorme potencial para inibigdo no crescimento de
bactérias deletérias. Por sua vez, diversos compostos sdo descobertos a cada ano, aliando as
producdes que potencializam a economia nacional com os aspectos ambientais, tais como a
reducdo dos poluentes e descoberta de compostos que sdo excelentes para serem usados como
sanitizantes. A preocupacdo mundial com os aspectos ambientais e¢ as resisténcias dos
microrganismos aos antimicrobianos possibilita que o uso de substincias até entdo
desconhecidas, possam fazer parte da rotina da medicina veterindria preventiva. Objetivou-se
com presente trabalho testar a acdo do extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis em
solugdes aquosas para pedilivios de galpdes de galinhas criadas em sistema caipira.
Inicialmente, foram identificadas 13 bactérias recuperadas do pedilivio, botas e bebedouros
no Setor de Avicultura da UFERSA. As amostras foram processadas pela técnica da
microdilui¢do, semeadas em microgota em meio Plate count Agar ¢ levadas a estufa
bacteriologica a 37,5°C. As UFC/mL foram contadas manualmente, em duplicata para cada
dilui¢do utilizada, 10', 10? e 10° para todos os tratamentos. Para os processamentos, a solu¢ao
de extrato pirolenhoso a 5% quando comparado ao tratamento controle com solucdo de
hipoclorito de sodio a 1%, ndo diferiu significativamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey (5%)
ao longo das cinco repetigdes. Ao longo dos periodos, manha e tarde, as solu¢des de extrato
pirolenhoso a 5% comparada a solugdo de hipoclorito de sédio a 1% ndo diferiu
significamente (p < 0,05) e a solu¢do do controle negativo, agua destilada, diferiu
significamente de ambas (p > 0,05) pelo teste de Tukey (5%). Em relacdo aos crescimentos de
UFC/mL das botas que foram imersas nas solu¢des propostas, o comportamento de inibi¢ao
permaneceu similar ao das solucdes em si, onde as UFC/mL das botas referentes ao
tratamento do extrato pirolenhoso a 5% quando comparado a solugdo de hipoclorito de sdédio
a 1%, ao longo das cinco repeti¢des, ndo diferiu significamente (p < 0,05) e as contagens
referentes a bota da solugdo do controle negativo, dgua destilada, diferiu significamente de
ambas (p > 0,05) pelo teste de Tukey (5%). Houve crescimentos bacterianos em placa das
solucdes do extrato pirolenhoso a 5% e das botas referentes desse tratamento, refor¢ando a
necessidade de se testar novas concentragdes e mensurar fatores ambientais que podem
desfavorecer sua acdo antimicrobiana. Novos estudos deverdo ser feitos para verificar
possiveis ajustes e trazer uma solugdo mais estdvel e com maiores indices de inibi¢ao.

Palavras-chave: Fitoterdpicos, galinhas caipiras, sanidade avicola, vinagre de madeira.



ABSTRACT

Biosecurity in poultry farming ensures that animals remain healthy through a set of practices
that minimize damage caused by infectious agents. Over the years, alternative measures have
been created with the aim of providing society with new opportunities to use alternative
products that can partially or completely replace the use of conventional sanitizers, which in
addition to generating a lot of waste, are capable of provoking resistance. To this end, in
recent times, the availability of science and research centers has proposed the search for
alternative models with regard to the use of herbal medicines, combining the excellent
national potential with regard to flora and its compounds that are still being detected,
characterized and tested on animals, proving their effectiveness and bringing a different
perspective to commonly used chemicals. Cultural characteristics favor the use of herbal
alternatives to be a tangible reality, in addition to reducing the enormous potential to prevent
the growth of harmful bacteria. In turn, several compounds are discovered each year,
combining productions that boost the national economy with environmental aspects, such as
reducing emissions and discovering compounds that are excellent for use as sanitizers. Global
concern about environmental aspects and the resistance of microorganisms to antimicrobials
means that the use of hitherto unknown substances can be part of routine preventive
veterinary medicine. The objective of this work was to test the action of the pyroligneous
extract of Eucalyptus urograndis in aqueous solutions for footbaths in chicken sheds raised in
a free-range system. Initially, 13 bacteria were identified recovered from the footbath, boots
and drinking fountains in the Poultry Sector at UFERSA. The samples were processed using
the microdilution technique, sown in microdrops on Plate Count Agar medium and taken to a
bacteriological oven at 37.5°C. CFU/mL were counted manually, in duplicate for each dilution
used, 10", 102 and 10° for all treatments. For processing, the 5% pyroligneous extract solution,
when compared to the control treatment with 1% sodium hypochlorite solution, did not differ
significantly (p < 0.05) by Tukey's test (5%) over the five repetitions. Throughout the periods,
morning and afternoon, the 5% pyroligneous extract solutions compared to the 1% sodium
hypochlorite solution did not differ significantly (p < 0.05) and the negative control solution,
distilled water, differed significantly of both (p > 0.05) using the Tukey test (5%). Regarding
the growth of CFU/mL of the boots that were immersed in the proposed solutions, the
inhibition behavior remained similar to that of the solutions themselves, where the CFU/mL
of the boots referring to the treatment with 5% pyroligneous extract when compared to
hypochlorite of 1% sodium, throughout the five replications, did not differ significantly (p <
0.05) and the counts referring to the boot of the negative control solution, distilled water,
differed significantly from both (p > 0.05) by the test of Tukey (5%). Day 2 (D2) CFU/mL
counts of all treatments showed an increase in growth across all treatments. Statistically, the
5% pyroligneous extract and the 1% sodium hypochlorite solution, applied in experimental
footbaths used in chicken coops raised in a free-range system, did not differ in their means
throughout the replications. There was bacterial growth in the plaque from the 5%
pyroligneous extract solutions and the boots used in this treatment, reinforcing the need to test
new concentrations and measure environmental factors that could negatively affect their
antimicrobial action. New studies must be carried out to verify possible adjustments and
provide a more stable solution with higher inhibition rates.

Keywords: Herbal medicines, free-range chickens, poultry health, wood vinegar.
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1 INTRODUCAO

A biosseguridade na avicultura compreende as praticas que minimizam as chances de
entrada e saida de agentes patogénicos nos plantéis avicolas e controle de doencas (Ferreira,
2021) e isso demarca uma das premissas relacionadas as praticas da medicina veterinaria
preventiva (Otutumi, 2014).

A preocupacdo com a sanidade dos plantéis avicolas ¢ proveniente de um status
sanitario garantido mediante as agdes conjuntas para supressao € minimizacdo dos agravos
ocasionados por agentes, que encontram empecilhos para multiplicar-se dentro dos sistemas,
reduzindo possiveis agravos nas producdes de aves (Lagatta; Gameiro, 2017).

De acordo com a orientacdo da Organizagdo Pan-Americana da Saude, OPAS (2023),
deve-se pesquisar sobre outros métodos quando se considera o uso de substancias contra
microorganismos, justificado pela geracdo de perfis de multiplas resisténcias (Aguiar ef al.,
2023) abrindo possibilidades para a descoberta e uso de antimicrobianos alternativos, tais
como os fitoterdpicos (Tamminen et al., 2018; Melzig et al., 2022; Huffman, 2022).

Para isso nos ultimos anos, a utilizacao de fitoterapicos avangou muito e atualmente
tem-se mostrado uma excelente alternativa e boa perspectiva futura (Ali et al., 2018; Blanco-
Penedo ef al., 2019). O Brasil possui enorme potencial para identificacdo de substancias com
potenciais antimicrobianos visto sua vasta quantidade de espécies vegetais (Filardi et al.,
2019; Staude et al., 2023), colaborando para a descoberta de novos principios e prover sua
adequada utilizagao e aplicagdo.

Outro fato importante ¢ associar atividades ja existentes, objetivando a melhoria dos
métodos de producdo e colaborando para redugdo de danos ambientes, tais como eixos de
producdo que possuem substincias com potencial fitoterdpicos, que muitas vezes geram
muitos poluentes, como no caso das producdes de carvao (Silva, 2022 ; Duarte, 2023), mas
que podem ter esses agravos minimizados pela captagdo das porgdes gasosas €
transformando-as em produtos que ja revelam agdes potenciais no efeito contra
microrganismos deletérios (Pucci, 2017; Cheman, 2018; Silva, 2022; Oliveira,2023).

Cita-se o extrato pirolenhoso (wood vinegar) como excelente alternativa, visto a
amplitude da producdo de carvao vegetal no pais (Moura, 2023) e a necessidade da
recuperagdo e diminui¢do da poluicdo, além do cardter alternativo ao uso de quimicos
industrializados, sugerindo novas propostas de utilizagdo e disponibilizando dados

importantes para a sociedade e para a ciéncia.
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O extrato pirolenhoso est4d sendo pesquisado de forma difusa, e novas descobertas de
seu uso estdo sendo evidenciadas nos centros de pesquisa e universidades, tais como as agoes
antimicrobianas relatadas por Yang (et al., 2016), que testou a acdo do extrato pirolenhoso sob
bactérias patogénicas e relatou que sua eficiéncia sob bactérias resistentes foi superior,
inclusive, as bactérias nao resistentes.

Na avicultura, estdo sendo comprovados com ensaios nutricionais, adicionando
propor¢des desse produto na dieta das aves para melhorar a qualidade da cama e reduzir a
carga microbiana, tal como relatou Mohammadi (ef al., 2021), que obteve respostas positivas
com efeito biocida da inclusdo do extrato pirolenhoso na racdo das aves em diferentes
concentracoes.

Para Watarai (et al., 2005), o uso de extrato pirolenhoso associado com carvao vegetal
foi capaz de reduzir a eliminagao de Salmonella Enteretidis nas excretas, e, portanto, na cama,
reforgado pela acdo antimicrobiana nesse género de bactéria com trabalhos que exemplificam
a eficiéncia do extrato contra enterobactérias patogénicas (Sirimongkolvorakul et al., 2015).

J& Shin (et al., 2013) verificaram que ervas medicinais acrescidas de extrato
pirolenhoso demonstraram-se como uma forte combinagdo para controle antimicrobiano,
sendo sugerido que essa associagdo possa ser um potencial substituto para substancias
industrializadas com o mesmo fim, bem como o relato de Elsahn (2021), que utilizou de uma
suplementagdo com mistura de carvdo e extrato pirolenhoso na avaliacdo de parametros
zootécnicos e contagem de bactérias intestinais, conferindo uma reducdo microbiana
significativa quando comparou-se o grupo controle com o grupo submetido ao tratamento
com o fitoterapico, além de melhores indices produtivos testados.

As redugdes dos patdogenos para avicultura sdo essencialmente importantes para
assegurar as boas praticas de biosseguridade, associados com bons manejos gerais além de
estruturas adequadas para prevenir a entrada e saida de patdgenos, tais como os pedilivios
(Kouam et al., 2018; Oyeniran et al., 2021).

Considerando as acdes antimicrobianas do extrato pirolenhoso e a necessidade da
busca por sanitizantes alternativos, ressalta-se a importancia de desenvolver novos métodos
para o controle desses agentes e colaborar para reducdo de possibilidades de agravos aos

plantéis avicolas criados em sistema caipira.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Verificar a capacidade antimicrobiana do extrato pirolenhoso a base de Eucalyptus urograndis
aplicado em solucao aquosa em pedilivios experimentais de galpdes de galinhas criadas em

sistema caipira.

2.2 Objetivos especificos

o [solar bactérias mesofilas dos galpdes de galinhas criadas em sistema caipira no setor de
avicultura da UFERSA;

o Identificar perfis de sensibilidade das bactérias ao extrato pirolenhoso de eucalipto
(Eucalyptus urograndis), analisando as eficacias das solugdes quando a inibigdo do

crescimento, para sugestdo da melhor solugdo a ser aplicada.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Avicultura caipira no Brasil

De acordo com a Associacao Brasileira de Proteina Animal, ABPA, no ano de 2023 o
Brasil se destacou mais uma vez no cenario mundial da avicultura, introduzindo no Produto
Interno Bruto, PIB, 112,145 bilhdes de reais, sendo as principais atividades em destaque a
producdo de frangos de corte e ovos, sendo 68,80% dos produtos e subprodutos para consumo
interno e 33,20% para exportagdes (ABPA, 2023), além de atingir produtividades elevadas,
tornando-se amplamente competitiva frente as poténcias mundiais (Aguiar et al., 2020).

Além dos processos industriais e tecnoldgicos da criacdo de galinhas em sistema
controlado, uma vertente muito difundida no pais sdo as criacdes de galinhas caipiras de
multiplas ragas e linhagens que compreendem um marco dos sistemas coloniais, além de
conjuntos genéticos de aves consideradas nativas, favorecendo sucessos por seus excelentes
desempenhos e pesquisas voltadas as produtividades gerais (Carvalho ef al., 2020).

Carioca Junior (et al., 2015), relataram que outro fato importante para difusdo de
praticas avicolas em sistemas caipiras ¢ que essa atividade ndo concorre diretamente com os
perfis da avicultura industrial, sendo alguns aspectos organolépticos os de maior interesse
para as exigéncias do mercado para essa linha de criagao.

De acordo com a FAO (2020), as aves caipiras compreendem em uma série ampla de
espécies que sdao encontradas em diversos sistemas de producdo, sendo essas criagdes
essenciais para manutengdo de aspectos alimentares importantes para as pessoas (Reck e
Schultz, 2016). O inicio e evolugdo das criacdes racionais de aves domésticas no pais se
deram nos meados do inicio da colonizacdo europeia no pais, sendo mantidas aves de
linhagens puras que vieram do mesmo continente (Carvalho, 2016).

Ao ponto de vista de regulamentacao, atualmente corre em vigéncia a NBR 16389 de
08/2015 , intitulada “Avicultura - Produgdo, abate, processamento e identificagdo do frango
caipira, colonial ou capoeira”, que trata dos fomentos legais para producdo e comercializagao
de galinhas caipiras e seus subprodutos, fortalecendo a cadeia de producdo, assegurando

instrumentagao legal e seguranca alimentar (ABNT, 2015).
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3.2 Biosseguridade em instala¢des avicolas

A biosseguridade compreende um conjunto de atividades que, compiladas, garantem a
redu¢do de riscos da entrada de agentes patogénicos economicamente importantes,
favorecendo seu controle e minimizando a persisténcia de riscos gerais as producdes (Avila et
al., 2017; Oie, 2020; Ornelas et al., 2020; Delpont et al., 2023), além da reducdo de
enfermidades cronicas ou agudas em um determinado plantel (Luciano e Castro, 2014).

A construgdo dos preceitos da biosseguridade acompanha o elevado controle de
patdgenos nas producdes animais, enfaticamente, na producdo avicola de acordo com os
avancos estratégicos do mercado exportador de produtos de origem animal do Brasil
transformando os modelos de producao antigos apds a maximiza¢do econdmica na década de
1990 (Veiga e Alievi, 2012), trazendo melhor equilibrio ao produzido.

A exigéncia para os criadores em exceléncia no cumprimento das boas praticas de
produgdo, inclusive ao que concerne ao tema, conforme descrito por Santini (2006), evidencia
o sucesso da produgdo brasileira em uma triade, conferindo o eixo sanidade como um dos
propulsores desse sucesso.

Mendes (2013), evidencia que o Brasil tem sido destaque para o controle dos perfis
sanitarios das granjas avicolas por dois motivos principais: a sanidade das aves respaldadas
pelos controles internos por meio de boas praticas, além do Programa Nacional de Sanidade
Avicola (PNSA), que assegura que os acordos sanitarios sejam efetivos. Para isso, ¢
necessario citar o PNSA como um instrumento de favorecimento para que as granjas tomem o
status essencial para a internacionalizagdo para comercializagao atual (Santos ef al., 2022).

Para que haja um efetivo controle no que ampara as defini¢cdes, ha um fluxo de
execugdo que forma uma rede equilibrada para que todos os requisitos minimos que trazem
fluidez da ferramenta sejam cumpridos, tais como os controles fisicos, com modelos
sugeridos por Viana (et al., 2013), que prezam por uma estrutura fisica adequada para o
controle da entrada e saida de patdogenos, considerando as construcdes e seus materiais como
essencialmente importantes para a biosseguridade, abrindo o ponto para discussdo sobre as
falhas estruturais que levam ao aumento dos casos de problematicas fissurais correlacionados
a esses erros (Racicot et al., 2011).

Entretanto, as medidas que colaboram para formagdo dos planos de biosseguridade
ndo devem ser isoladamente construidas, pois a adequacdo a um perfil integrativo ¢
importante para garantir os sucessos esperados para essas producdes (Inata biologicos, 2019).

Para Buim (et al., 2013) os pontos preventivos para a contencao dos patdégenos € um trabalho
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constante, por ser o ambiente avicola um favorecedor em potencial de agravos para os plantéis
nacionais. Entre as principais medidas para assegurar a biosseguridade, sdo amparadas por
elos especificos que constroem um fluxograma recomendado para os programas, tais como o
citado por Avila (2003).

As praticas de biosseguridade para avicultura alternativa estdo também relacionadas a
todas as partes que compdem os registros sanitarios, tais como a verificagdo dos perfis de
procedéncia das aves, diminuicao dos agravos através da utilizagdo alternativa de fitoterapicos
e medidas estruturais que favoregam esses controles (Neto et al., 2017). Além disso, ¢
importante que a estrutura do local seja adequada, com o controle no fluxo das pessoas, bem
como, manejos sanitarios gerais, como os elos destacados por Bassi (et al., 2008), que
afirmam que essas praticas independem do tamanho da criagao.

Uma das formas de se evitar a entrada desses patdgenos nas granjas sao as aplicagdes
de sanitizantes na entrada das granjas e dos galpdes (Jaenisch, 1998; Tozzetti et al., 2009),
através de produtos que possuam a capacidade de reduzir a carga microbiana, sendo
necessaria a reducdo prévia de matéria organica dos calgados para se evitar a inativagdo dos
sanitizantes (Cobb-Vantress, 2008).

Essas praticas consideram a aplicagdo de sanitizantes no ambiente, através de um
controle efetivo dos materiais utilizados, bem como, orientagdes de sugestdo de dimensoes e
localizagdes para o fluxo para o interior da granja com a presenga estratégica de barreiras

fisicas e quimicas, como os pediltivios, por exemplo (Camargo ef al., 2023).

3.3 Sanitizantes convencionais

No mercado atualmente sdo dispostos a venda diversos sanitizantes que podem ser
utilizados para diversas situacdes dentro da producdo animal, como cloro e derivados,
compostos fendlicos, iodo e derivados, perdxidos e surfactantes catidnicos (Palermo et al.,
2005; Oliveira, Santos, 2018), sendo citados os desinfetantes como compostos ou substancias
que possuem a capacidade quimica de destruir os microrganismos e suas formas, além de
assegurar a redugdo da carga microbiana em superficies inanimadas (Spinosa et al., 2006;
Maillard, McDonnell, 2012), minimizando as chances de transmissao de doencas (Tortora et
al.,2012).

Para a avicultura industrial, o uso de sanitizantes ndo pode ser desvencilhado das boas
praticas sanitarias dentro das criagdes, uma vez que ¢ parte do protocolo a redugdo da carga

microbiana, reduzindo potenciais riscos (Maduka et al., 2016).
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No Brasil, ha regulamentos especificos para o uso de produtos destinados a agdes
sanitizantes, tais como a RESOLUCAO-RDC N° 14, DE 28 DE FEVEREIRO DE 2007, que
versa sobre a utilizagdo de compostos com acdo sanitizantes capazes de ter agdes
antimicrobianas, além da NOTA TECNICA N° 17/2022/ANVISA que trata sobre o registro e
notificagdo dos produtos usados para esse mesmo fim em cadeias da produgdo animal
(ANVISA, 2022).

Os sanitizantes mais utilizados dentro da produ¢ao animal com o intuito de promover
a redugdo de contaminagdes nos plantéis sdo descritos pelas literaturas a medida da utilizagao
e comprovagdo de suas eficcias, tais como os aldeidos, com énfase nos formaldeidos
(Spinosa et al., 2006 ; Grezzi, 2009 ; Silva et al., 2021), compostos fendlicos (Colla et al.,
2012), os halégenos, sendo essa classe representada pelo cloro e seus derivados (Palermo et
al., 2005; Jaenisch et al., 2010; Reino, 2023; Chimborazo, 2023), os peroxidos,
exemplificando o peréxido de hidrogénio e acido peracético (Kuana, 2009), além dos
surfactantes cationicos, sendo esse grupo representada pela amonia quaternaria (Rashid et al.,
2016; Hauck et al., 2017; Ito et al., 2018; Morishita e Derksen, 2021).

Pelo fato de serem comumente utilizados, os sanitizantes convencionais sdo descritos
ha alguns anos pelo efeito que causam na colaboragdo para as resisténcias microbianas,
inclusive para as mais famosas classes de sanitizantes, a exemplo, a propria amonia
quaternaria (Hegstad ef al., 2010), além de resisténcias relatadas para os aldeidos (Marshall et
al., 2022 ), e de associagdes de amodnia quaternaria glutaraldeido que ndo eliminaram a
presenca de microorganismos altamente patogénicos em granjas (Hauck et al., 2017), tais
como as bactérias do género Salmonella spp. e Klebsiella pneumonie ( Mohammed, 2022).

Além disso, diversos trabalhos comprovam que altas taxas de acimulo de matéria
organica, tais como os depositados em pedilavios nas criagdes animais, sdo fatores
importantes para diminuicdo das taxas de efetividade para os sanitizantes industrializados
(Skinner et.al, 2018), e mesmo aplicado em outras culturas animais, sdo igualmente descritos
pela reducdo da eficiéncia nesses casos (Manning et al., 2017; Goulart et al., 2021; Chen et
al., 2022).

A exemplo, a cal virgem, ou oxido de cdlcio que estd sob a formula CaO, ¢
comumente utilizado como sanitizante para pediluvios na avicultura (Bento et al., 2009;
Almeida, 2019; Almeida et al., 2023) tanto como agente acidificante do meio, como
demonstrado por Pra (et al., 2009) que verificou a redu¢dao de enterobactérias na cama de

frango apos aplicagdo desse sanitizante, bem como sua acdo contra importantes protozoarios
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do género Eimeria, (RAMA, 2016) além do seu poder antimicrobiano e redugdo de entrada e
saida de patogenos nos galpdes (Ruiz, 2016; Oliveira et al., 2021).

A cal virgem ¢ um produto relativamente barato, utilizado em diversas culturas para
desinfeccao de instalagdes (Silva, 2023) e possui um mecanismo de agcdo baseado na elevacao
do pH e redugdo da umidade, provocando um ambiente de dificil multiplicagdo
microbioldgica (Quadros et al., 2022). Saraiva (2018; Ngnitcho et al., 2017) confirmou a acao
da cal virgem para inibigao de bactérias multirresistentes, contudo, sua eficiéncia ¢ melhor
quando associada com outros sanitizantes.

Para que haja um adequado controle, o pediluvio devera receber sanitizantes tais como
a cal virgem ou solugdes, e que deve ser exclusiva para sanitizagdo dos calgcados que por sua
vez deverdo ser exclusivos de cada galpao (Care, 2018; Burbarelli, 2012).

Outro excelente sanitizante utilizado, a clorexidine, ¢ um composto cationico que
possui elevado mecanismo de acdo contra biofilmes de bactérias, além de romper as
membranas do citoplasma desses microorganismos, tendo uma a¢ao ampla contra bactérias
gram positivas, negativas, fungos e virus (Cruz, 2023; Horner, 2012).

Tem uma ampla acdo sobre bactérias mesofilas, tais como, a familia
Enterobacteriaceae (Fontana, 2023), assim como relatado por Peixoto (et al., 2015), que
comprovou sua agdo a 2% contra Staphylococcus spp.. Na Medicina veterindria, outros usos
da clorexidine ¢ na aplicagdo de pediliivios para tratamentos de afecgdes podais em aves
(Marques, 2014) e para sanitizagdo de materiais cirargicos e hospitais (Lopes et al., 2023), e
sendo verificada a utilizagdo de novas tecnologias como a adicdo do composto de
nanoparticulas em emulsdo de base aquosa em 0,25% para controle de bactérias de pele em
animais (Horstmann et al., 2020)

A utilizagdo de sanitizantes quimicos ¢ essencial para manutengdo dos estados
sanitarios das criagdes, contudo, alternativas estdo sendo descobertas através do uso
controlado e alternativo de produtos e subprodutos com capacidade antimicrobiana (Araujo,

2018; Brugnera, 2023; Gama et.al, 2023).

3.4 Fitoterapicos com potencial antimicrobiano

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas ao longo do curso da
humanidade ¢ uma atividade cultural que estd sendo relatada em varios hemisférios (Oliveira,
Lehn, 2015), sendo nos paises em desenvolvimento uma pratica terapéutica muito difundida,

inclusive nas criagdes animais como a avicultura (Silva, 2022).
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A eficacia do ponto de vista terapéutico estdo relacionadas a producdo de diversos
compostos que sdo provenientes de partes vegetais e produtos metabdlicos, que vem sendo
relatados como potenciais substitutos para as drogas comumente utilizadas (Marinho et al.,
2007), relatando ainda, um mecanismo de agao amplo por diversos compostos, produzindo
menores efeitos colaterais quando comparados aos produtos comerciais (Moreno, 2014) e
apresentando atividades antimicrobianas proximas a inibi¢do provocada por farmacos de
mercado (Silva, 2020).

Na medicina veterinaria com a elevagao dos perfis de resisténcia aos antimicrobianos
convencionais a utilizacdo dos fitoterapicos estd ganhando notoriedade, por conta de suas
propriedades bioativas que colaboram para a inibicdo do crescimento de microrganismos
causadores de doencgas (Nabi et al., 2023).

Existem diversas plantas que possuem elevados potenciais antimicrobianos, sendo
encontradas muitas literaturas que versam sobre esse assunto (Novais et al., 2003; Campos et
al., 2009; Mendonga et al., 2014; Sousa et al., 2020; Gama et al., 2023). Retrospectivamente,
relata-se o uso de fitoterapicos com ac¢ao antimicrobiana em produgdes animais, onde seu uso
¢ muito diversificado, utilizando derivados de partes dos tecidos vegetais, sendo
predominantemente as folhas como o produto de maior ocorréncia nos trabalhos (Rempel et
al.,2019).

No estudo retrospectivo de Belém (et al., 2021) os achados bibliograficos dao énfase
as plantas comumente utilizadas por suas agdes antimicrobianas, tais como a familia
Fabaceae, relatada por outros trabalhos como sendo um importante grupo para os estudos das
acoes fitoterapicas (Tomaz et al., 2013; Holanda ef al., 2021). Ademais, Sousa (et al., 2020)
refor¢a o uso de plantas medicinais para cura de doengas nos animais no nordeste brasileiro.

Para o uso in vivo, resultados promissores quanto ao uso de extratos de algumas
plantas demonstraram potenciais redutores da carga microbiologica, como a ac¢do de extratos
de quebra-pedra (Phyllanthus sp.) (Silva et al., 2010), de decotos de folhas de caja
(Fernandes, 2019), extratos de pau ferro (Libidibia ferrea) e marmeleiro (Croton
blanchetianus Baill) (Nascimento et al., 2020) e atividade antimicrobiana da jurema-preta
(Mimosa tenuiflora) em bactérias causadoras de problemas podais em grandes animais (Lima
etal., 2011).

Em relacdo aos estudos in vivo, relata-se a acdo antimicrobiana promovida pela
utilizagdo de decocto de Macela (Achyrocline satureioides) em Staphylococcus aureus
(Oliveira, 2012) além dos efeitos redutores no crescimento das bactérias através do uso de

Oleos essenciais de jambu (Acmella oleracea) (Alencar, 2021), acdo antimicrobiana de folhas
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de jucéd (Libidibia férrea) sob bactérias patogé€nicas para os animais (MEDEIROS, 2020) e
acdes de extratos pirolenhosos (Desvita et al., 2022; Xue et al., 2022; Budak et al., 2022) e o
efeito sanitizante de Libidibia férrea (Holanda et al., 2019) para o uso ambiental, o uso de
produtos derivados das plantas sdo restritos e seu uso limitado em situa¢des pontuais, para
isso, muitas adaptagdes surgem nos ultimos anos como formas alternativas de amparo as
diminui¢des de entrada, saida e manutencdo de patdgenos nas criagdes, tais como as relatadas
por Hanchai (et al., 2021), que demonstra o uso dos fitoterapicos como uma excelente
alternativa para reducdo do crescimento bacteriano na cama de frangos de corte. Gama
(2023), relata que a acdo do extrato pirolenhoso de eucalipto e bambu com suas acdes

antimicrobianas comprovadas.

3.5 Extrato Pirolenhoso

O Brasil ¢ o maior produtor de carvao vegetal do mundo (Rodrigues, Junior, 2019;
IBGE, 2021; Fao, 2022), e com isso, ¢ possivel que essa atividade possa ser explorada em
outra vertente, como o aproveitamento secundario de substancias provenientes de sua queima
com potencial comercial e ecologico (Silva, 2022).A atividade carvoeira estd associada a um
grande potencial na produgdo de biomassa vegetal, plantagdes cultivadas (IBA - INDUSTRIA
BRASILEIRA DE ARVORES, 2022) e associagdo com a industria da produgdo de ferro-gusa,
que utiliza o carvao para produgdo desse metal.

Um dos subprodutos dessa produgdo, o extrato pirolenhoso ou “wood vinager” como
chamado internacionalmente ¢ derivado da producdo de carvao vegetal através da pirdlise,
que se trata da reducdo de materiais através da aplicagdo de altas temperaturas que podem
chegar at¢ 800°c (Chen et al., 2014; Moreira et al., 2019; Kasar et al.,, 2020). O
processamento para obten¢do da fracdo liquida desse processamento se da através da
utilizacdo de um sistema condensador para captacdao de gases (Canal et al., 2016) acoplado a
um sistema de resfriamento, que transforma as partes organicas da fumaca produzida nessa
queima em uma fra¢do aquosa (Vieira et al., 2014).

De acordo com Sena (et al., 2014), apdés a combustdo da madeira, apenas 30% da
biomassa vegetal torna-se carvao, sendo o restante disperso no ambiente através dos gases,
porém, com a captagdo sdo reaproveitados unindo aspectos econOmicos € ambientais,
reduzindo em até 50% as emissdes de gases para atmosfera (Morvova et al., 2003; Batista et

al., 2013). Sousa (et al., 2021) relata que o uso do extrato pirolenhoso ¢ promissor por
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apresentar uma série de vantagens para o uso, tais como producdo economicamente viavel,
além dos fatores ndo toxicos dos agentes que compdem o liquido (Soares ef al., 2020).

A composi¢ao do extrato pirolenhoso ¢ variada de acordo com o material vegetal
utilizado, bem como o tempo de combustao e a porcentagem de dgua na madeira (Pimenta et
al., 2018). Relata-se que os compostos presentes nos extratos pirolenhosos derivam da
decomposi¢cdo dos componentes estruturais da madeira, sendo os compostos fendlicos em
maiores quantidades (Pimenta et al., 2018), sendo que lignina e celulose as responsaveis pela
maior parte dos compostos de interesse que foram isolados dos extratos pirolenhosos (Zhu et

al., 2008) além de compostos bioativos (Lourenco et al., 2021).

3.5.1 ACOES DOS EXTRATOS PIROLENHOSOS

A eficiéncia do uso dos extratos pirolenhosos ja vem sendo descrita em diversas
espécies (Soares ef al., 2021; Silva et al., 2023) e sua composi¢do sendo mais bem relatada
apos técnicas de purificagdo e caracterizagdo quimica (Pimenta er al., 2018), além da
atividade in vitro quanto a eficdcia em relagdo aos agentes bacterianos mais relatados, tais
como acdo sobre Escherichia coli (Lima, 2022) e demais bactérias multirresistentes (Souza et
al.,2019).

Muitas pesquisas com o extrato pirolenhoso revelaram seus diversos potenciais de
controle antimicrobiano, contra bactérias (Aratjo et al., 2018; Gama et al., 2023; Feijo et al.,
2023; Silva et al., 2023), além de sua agdo contra fungos (Amaral, 2020; Lima, 2022; Vieira,
2019). No Brasil a utilizagdo do extrato pirolenhoso ¢ recente quando comparado a outros

paises (Petter et al., 2013).

3.5.2 OUTRAS ACOES DO EXTRATO PIROLENHOSO

Para as criacdes animais, o extrato pirolenhoso ¢ utilizado ha muitos anos,
promovendo agdes no que diz respeito a reducdo de microrganismos patogénicos em sistema
digestorio, assumindo agdo como promotor de crescimento (Wang et al., 2012; Didgenes,
2017; Azevedo, 2022; Reis, 2022) e ainda o uso desses extratos na alimentagdo animal como
controle antimicrobiano para frangos de corte (Chemane, 2018) e como suplemento alimentar
na alimentacdo de suinos (Bandeira, 2023). Outros efeitos descritos sdo as agodes
antiparasitarias descritas em grandes animais para protozodrios (Watarai et al., 2008) e para

tratamento de parasitas de peixes (Lopes et al., 2020).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais utilizados

O presente experimento ocorreu no Setor de Avicultura pertencente a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido, na cidade de Mossord,RN, sendo coletadas amostras durante 5
repeticoes. Foram utilizadas durante o experimento trés bacias plasticas com capacidade para
14 litros, que foram mimetizadas como os pedilivios, conforme mostradas na figura 1. Ainda,
utilizaram-se trés pares de botas plasticas, figura 2, sendo mantidas para suas respectivas
bacias durante todo o tratamento, reduzindo as chances de interferéncias quanto a possiveis
contaminagdes cruzadas. As solucdes foram preparadas utilizando agua destilada autoclavada
previamente, garrafas de vidro ambar com capacidade para 1 litro, pipeta graduada de vidro
de 20mL, garrafa de 1 litro de hipoclorito de sdédio comercial (a4gua sanitaria) a 2% e extrato

pirolenhoso a base de Eucalyptus urograndis bidestilado.

Figura 1 - Modelo de bacia pléstica utilizado na experimentacao

Fonte: Arquivo pessoal (2023).
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Figura 2 - Modelo de bacia pléstica utilizado na experimentacao

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

4.1.1 PRODUCAO E PURIFICACAO DO EXTRATO PIROLENHOSO

O extrato pirolenhoso a base de Eucalyptus urograndis bidestilado utilizado nesse
experimento foi proveniente da Escola Agricola de Jundiai, pertencente a Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, situada na cidade de Macaiba-RN. Inicialmente para sua
produgdo, cortes de Eucalipto cultivado sdo levados para secagem ao sol, objetivando a
reducdo da umidade, ficando exposto no ambiente por um periodo variavel de até 6 meses.

A queima do material se deu através da utilizagdo de forno, sendo preconizado o
tempo de aquecimento de em média 1,25°C/min, até atingir temperaturas que variam até os
550°C. Os gases produzidos dessa queima eram encaminhados por um condensador de metal,
passando por um processo de resfriamento, sendo desta forma, produzido a por¢do liquida e
condensével da fumaca ap6s sua conversao.

A etapa posterior ¢ a produgdo das partes brutas do liquido, sendo entdo essa por¢ao
fluida submetida a temperaturas de até 450°C. O produto dessa condensagdo foi mantido em
geladeira entre 4°C.

Os liquidos entdo foram bidestilados através de filtros de membrana com diametro de
0,22mm reduzindo os contaminantes € demais compostos, tais como o alcatrdo e porgdes

graxas.
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O extrato foi mantido sob refrigeragdo em frasco ambar e encaminhados

posteriormente para o Laboratorio de Microbiologia da UFERSA, para o uso.

4.1.2 PREPARACAO DA SOLUCAO PARA CONTROLE POSITIVO

Utilizou-se uma solug¢do de agua sanitaria a 1%, sendo feitas as seguintes diluigdes:
500mL de 4gua sanitaria a 2% acrescida de 500mL de agua destilada. Apds seu resfriamento,
através de passagem direta, a agua destilada foi repassada para garrafa e acrescida de S00mL
de agua sanitaria. Essa transferéncia se deu dentro do fluxo microbioldgico, com o exaustor
de ar for¢ado ligado, a fim de minimizar possiveis contaminagdes.

As tampas das garrafas foram lavadas com clorexidina, enxaguadas e secas, e
posteriormente submersas em alcool absoluto dentro de frascos de coleta estéreis. As tampas
eram resgatadas do alcool com auxilio de uma pinga anatdmica previamente flambada no bico
de Bunsen. Sendo entdo, fechada a solu¢do e reservada. Ademais, as solugdes foram

renovadas a cada repeti¢cdo, durante os dias de tratamento.

4.1.3 PREPARACAO DA SOLUCAO DO EXTRATO PIROLENHOSO

Para a metodologia utilizada da solu¢do do extrato, foram usados 950mL de agua
destilada para 50mL do extrato pirolenhoso, conformando assim uma solucdo a 5%.,
totalizando 1 litro. Apds a dgua destilada esfriar, o extrato foi colocado ao volume através de
uma pipeta de vidro autoclavada. A metodologia de resgate da tampa para vedacdo da garrafa
seguiu da mesma forma da solucao anterior.

As solucdes foram renovadas a cada repeti¢do, durante os dias de tratamento.

4.1.4 PREPARACAO DA SOLUCAO PARA CONTROLE NEGATIVO

O controle negativo se deu pela utilizagdo de 1 litro 4gua destilada autoclavada.
Primeiramente levada para autoclave em ciclo normal de esterilizagdo e posterior
transferéncia para garrafa de vidro ambar, lacrada com tampa plastica mediante 0 mesmo
protocolo das solugdes anteriores. As solucdes foram renovadas a cada repeticdo, durante os

dias de tratamento.
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Figura 3 - Processo de transferéncia da agua destilada autoclavada para as garrafas de vidro

ambar

Fonte: arquivo pessoal (2023).

Figura 4 - Solu¢des prontas para serem aplicadas nas bacias

Fonte: arquivo pessoal (2023).
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Figura 5 - Solugdes aplicadas nas bacias, entrada do galpao 3 do setor de avicultura, UFERSA

Fonte: arquivo pessoal (2023).

4.2 Preparaciao do material para coleta

Durante o periodo experimental, para as cinco repeti¢des, os materiais utilizados eram
preparados, a fim de trazer dinamismo para os processamentos. Preparou-se a autoclavagem
de placas de vidro, tubos de vidro secos, tubos de vidro com 2mL de 4gua destilada e o meio
de cultura utilizado, agar Plate count, preparados conforme indica o fabricante, sendo
autoclavado e posteriormente evertido nas placas, guardadas na geladeira. Reservou-se em
caixa de isopor seis seringas estéreis de 3mL e luvas de procedimentos, juntamente com a
vidraria citada. Esse material era preparado previamente um dia antes das coletas.

Para identificagdo das bactérias do setor, coletou-se suabes estéreis nos horarios dos
manejos gerais, sendo 07h30minh e 15h30minh. Foram coletadas 18 amostras através de
suabes estéreis, dos bebedouros, pediluvio e botas do galpao experimental, situado no Setor
de Avicultura da Universidade Federal Rural do Semi-Arido. Apés as coletas, as amostras
foram acondicionadas em caixa de isopor e levadas ao Laboratorio de Microbiologia
Veterinaria da mesma instituigao.

O plaqueamento se deu de forma direta em Agar MacConkey e Agar sangue,
rotacionando o suabe sob o meio de cultura e semeando por esgotamento de al¢a. As colonias
isoladas foram recuperadas com o auxilio de al¢a de platina e semeadas em caldo BHI para

enriquecimento e incubadas em estufa bacteriologica a 37,5°C, por 24h.
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4.2.1 COLETAS DAS AMOSTRAS

Foram realizadas as seguintes coletas durante as cinco repeti¢des do experimento: a)
da solugdo sanitizante e b) superficie da sola das botas. Para a coleta da solugdo sanitizante
foi utilizada uma seringa estéril 3 mL, que apoés homogeneizagdo na bacia, coletou-se o
volume total da seringa. Para a superficie da bota, foi coletado com o auxilio de um suabe
estéril o conteudo em 1 cm?, na 4rea posterior do solado e reservado em tubo de vidro estéril.
Todos esses materiais foram coletados e encaminhados ao laboratério de Microbiologia
Veterindria em caixa térmica para processamento.

Um suabe foi utilizado para coleta da superficie da bota em 1 cm? (Figura 7) apos 5
minutos de imersao na saida do galpao (Figura 6), sendo feita posterior analise de contagem

de bactérias.

Figura 6 - Imersao das botas apos a saida

Fonte: arquivo pessoal (2023).
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Fonte: arquivo pessoal (2023).

4.2.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS: SOLUCOES E BOTAS

No laboratério, 1 mL de solugdo sanitizante de hipoclorito de sodio, solucao de extrato
pirolenhoso e agua destilada foram colocadas em um tubo de vidro vazio e estéril,
individualmente, trocando as ponteiras da pipeta para cada. As aliquotas foram processadas
pela técnica da microdilui¢do e semeadas em microgota, em amostras seriadas utilizando uma
placa de 96 pogos.

Em cada pogo, foi adicionado uma aliquota de 180uL de agua destilada primariamente.
Apoés isso, adicionou-se 20ul da solugdo de hipoclorito de so6dio a 1% no pogo
correspondente a 107!, fazendo a dilui¢do seriada, passando pelo 107 e chegando ao 107, para
formar as diluigdes em cada poco descartando no pogo posterior a ultima diluicdo. Para a
solugdo do extrato pirolenhoso a 5%, a metodologia segui como da solu¢do anterior,
adicionando um volume de 180uL de 4gua destilada primariamente, seguindo da adi¢do 20uL
da solugiio de extrato no pogo correspondente a 107!, fazendo a lavagem, passando pelo 107 e

chegando ao 107. Para a solu¢do de controle negativo, ou seja, apenas agua destilada,
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adicionou-se novamente 180uL de dgua destilada autoclavada nos pogos correspondentes para
as dilui¢des 107!, 102 e 107, adicionando 20uL da solugdo coletada para as seguintes
lavagens.

Os tratamentos foram disponibilizados da seguinte forma: Controle positivo (+): Al)
107, A2) 102, A3) 1073; Solucdo de Extrato Pirolenhoso: B1) 107!, B2) 102, B3) 107 ¢
Controle negativo (-): C1) 10", C2) 102, C3) 107,

Na figura 8 € possivel observar as siglas ao lado esquerdo, que indicam em que linhas

foram feitas cada dilui¢dao e o pogo de descarte das amostras, marcado em “x”.

Figura 8 - Modelo de placa de 96 pocos utilizada para as repeti¢des em cada dia.
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Fonte: arquivo pessoal (2023).

O simbolo “+” ¢ referente a solugdo de controle positivo NaClO (1%), o simbolo “e”

[

para solucdo de extrato pirolenhoso (5%) e o indicando a solucdo de controle negativo,
agua destilada. Bot (+) indica as botas imersas em solu¢dao de NaClO (1%), Bot (e) para as
botas referentes a solu¢do do extrato pirolenhoso a 5% e Bot (—) para as botas destinadas a
solugdo de agua destilada. E possivel centralmente observar os periodos coletados, manha e
tarde.

Na figura 9 ¢ possivel observar o crescimento bacteriano apos 24 h de incubacdao em
estufa bacteriologica. A técnica utilizada favorece processamentos multiplos em uma mesma
placa. A técnica Drop Plate foi utilizada e favorece a contagem de colOnias de bactérias

viaveis em uma suspensdo. Utilizou-se a féormula para as Unidades Formadoras de Colonia,

sendo, UFC= Numero de colonias na placa X fator de dilui¢ao/ volume do in6culo.
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Figura 9 - Modelo de divisdo de placa utilizada para microdilui¢des

Fonte: arquivo pessoal (2023).

4.3 Estatistica

Foram tabulados em planilha do Excel os dados das coletas das trés solugdes nos
turnos manha e tarde, semeadas em duplicata para cada diluigdo, além das amostras coletadas
dos suabes de cada bota referentes as solugdes, semeadas em duplicata para os turnos da
manha e tarde, durante as cinco repeticoes do experimento. As UFC foram contabilizadas e as
médias comparadas pelo teste estatistico de Tukey ao nivel de 5% de significancia, através do

programa SISVAR ®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Bactérias isoladas do setor de avicultura da UFERSA

Os achados constam na Tabela 1, logo abaixo.

Tabela 1 - Lista de bactérias isoladas do setor de avicultura — UFERSA

Bactéria isolada Local de coleta % (do total)
Bacilo Gram negativo ndio Bebedouro 7,7%
fermentador
Escherichia coli Bebedouro 7,7%
Proteus mirabilis Bebedouro 7,7%

V)
Enterobacter sp. Bebedouro 15,4%

Pantoea agllomerans Bebedouro, Pediluvio e Bota 61,5%

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Foram selecionados os tubos com aparente crescimento bacteriano pela turbidez, de
acordo com a escala McFarland (1907). Apds, foram feitas as citologias e as seguintes provas
bioquimicas: Urease, Teste de motilidade, Teste de sintetizacdo de triptofano, Producdo de
H2S, Teste da oxidade, Teste de fermentacdo de carboidratos, Teste da catalase ¢ Teste Citrato
como fonte de carbono. 18 amostras isoladas resultaram em uma identificacdo sugestiva, treze
delas. Sendo isoladas dos seguintes locais: sete amostras isoladas dos bebedouros, trés
isoladas de pediluvios e trés isoladas das botas. No grafico 1 abaixo, ¢ possivel visualizar as
bactérias isoladas e suas proporgdes gerais.

As bactérias isoladas fazem parte da microbiota encontrada de forma ampla em
galpdes de aves, conforme descrito por Escobar (2020), que isolou enterobactérias como
Enterobacter sp. e E.coli em granja avicola. Outros trabalhos que verificaram a populagao de
alguns microorganismos também relatam a presenca de coliformes em mais de 70% das
amostras coletadas, inclusive em locais altamente contaminados, como a cama (Silva,2016).

Para Ferreira (et al., 2023), as enterobactérias isoladas de residuos de criagao animal,
tal como cama de frango, foram isoladas cepas multirresisténcia de Proteus mirabilis e E.coll,
sendo reforcado ainda que a cama das aves possuia A cama de aves apresentou maior

quantidade de bactérias resistentes quando comparadas & camas utilizadas para outras
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espécies. Ainda sobre a Familia Enterobacteriaceae, os isolamentos feitos revelaram a
presenca de Proteus mirabilis, Enterobacter sp., ¢ a propria E. coli, sendo esses
microoganismos relatados como comensais no sistema digestorio dos animais € humanos sem
muitas vezes causar alteragdo alguma (Kola et al., 2005; Mori et al., 2023).

O trabalho de Burbalelli (2012) descreveu a presenga de enterobactérias em coletas
feitas no ambiente, tais como cama, parede, ¢ bebedouros e revelou a presenca de E.coli nas
amostras isoladas, sendo esta uma bactéria oportunista que causa problemas secundarios em
espécies animais € nos seres humanos (Manés et al., 2010).

A Pantoea agglomerans ¢ uma bactéria gram negativa que possui associagdes com
plantas, contudo, geram problemas em humanos e animais a depender do estado imunolégico
(Kaur et al., 2020). Os achados no setor de avicultura da UFERSA revelam que mais de 61%
das bactérias isoladas no setor foram P. agllomerans, que apesar de ser uma bactéria
ambiental, pode causar prejuizos graves em seres com baixa resposta imunoldgica, como
pneumonias, por exemplo, (Biiyiikcam, 2018).

O perfil de maior frequéncia quanto ao isolamento de P. agllomerans em galpdes de
aves também foi relatado em outros trabalhos, como o descrito por Luyckx (et al.,2017), que
demonstrou que as enterobactérias estdo presentes em muitas amostras recuperadas do
ambiente. Por sua vez, os bacilos Gram negativos ndo fermentadores (BGNNF) sdo
microrganismos aerobios, ndo esporulados que sdo considerados também oportunistas e
associados geralmente a infec¢des hospitalares (Deliberali et al., 2011), além de descritos
como possuindo alta classe de resisténcias aos antimicrobianos, tais como aminocumarinas,
aminoglicosideos, antibioticos a base de peptideos, macrolideos, fluoroquinolonas,
nitroimidazdis e tetraciclinas (Guevarra et al., 2021).

Enterobacter sp. foi relatado também sendo recuperadas do ambiente ou associadas
com a presenca de insetos, onde encontraram uma relacdo da presenga do Alphitobius
diaperinus com o isolamento dessa bactéria. (Chernaki-Leffer et al., 2002). Um fato
importante de sua presenca € que a utilizacao de antimicrobianos nas produgdes animais pode
induzir esse género de bactérias a permanecer sendo comumente isolado em ambiente,

servindo como sentinela (Hayes et al., 2004).
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5.2 Acao do extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis (5%)

Na tabela 2 ¢ possivel verificar valores referentes ao crescimento bacteriano em
UFC/mL nas solugdes comparadas entre si durante os 5 dias de tratamento, além das médias
dos tratamentos individuais dentro dos dias. E possivel observar a utilizagio das UFC/mL em
unidade fatorial, com objetivo de reduzir o volume numérico, favorecendo uma visdo mais

rapida, dinamica e confortavel.

Tabela 2 - Valores médios de UFC/mL das solucdes ao longo periodo experimental.

TRATAMENTO MEDIAS
Solug¢do de NaClO (1%) 0°
Agua destilada 8,0x10°2
Solugdo de extrato pirolenhoso (5%) 5,0x10%®
p-valor 0,0040

As letras minusculas diferentes indicam que houve diferencga estatistica entre as médias para o teste de Tukey ao
nivel de 5% (p< 0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

A média das UFC da solugao de NaClO (1%) ndo apresentou diferenca significativa (p
> 0,05) durante os cinco dias de tratamento, assim como a solucdo de extrato pirolenhoso nao
apresentou diferencas significativas (p > 0,05) de crescimento bacteriano ao longo dos dias.

Na figura 10, € possivel verificar o comparativo das médias gerais do experimento.
Dessa forma ¢ expressa em colunas a acdo de inibicdo de cada solugdo. Conforme elucidado
na tabela acima, estatisticamente nao houve diferencas significativas (p > 0,05) em relagdo a

Solugdo de NaClO (1%) e a Solugdo de extrato pirolenhoso (5%).
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Figura 10 - Médias gerais dos trés das solucdes
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Os resultados da tabela 1 corroboram com as agdes de inibicdo que as solugdes de
dgua sanitaria tém, conforme descritas por Berroa (et al., 2023), que verificou perfis de
inibi¢do para esse composto em bactérias mesoéfilas, somando a outros achados quando a
reducdo de cargas microbianas ambientais (Gehlen, 2016).

A ac¢do do hipoclorito de sodio ¢ descrito como um importante quimico que provoca
alteragcdes em metabolismo celular dos microrganismos e colaboram para destruicdo de
fosfolipidios de membrana (Estrela et al., 2002) além de processos de oxidagdo (Rodriguez-
Lopez et al., 2018) e que sdo muitas vezes superiores para inibigdo de bactérias quando
comparados a outros sanitizantes eficientes para bactérias (Berroa et al., 2023).

A escolha do hipoclorito de sodio nesse caso foi por considerar seu excelente poder
como sanitizante para situacdes onde haja uma necessidade de uma inibi¢do realmente eficaz,
visto o tratamento com esse composto nesse experimento ser o controle positivo, onde Brasao
(et al., 2019) testou solugdo de NaClO a 1% e verificou sua a¢do contra enterobactérias, assim
como Almeida (et al., 2012) ao verificar que o agentes sanitizantes a base do mesmo
composto apresentaram uma ac¢ao bactericida sobre todas as linhagens de Escherichia coli
recuperadas do ambiente.

Além das agdes comprovadamente eficientes quanto ao seu uso, sua diluicdo em agua
¢ realmente necessdaria, visto que sua a¢do de oxidacdo bem como seu carater sanitizante sao
obtidos pelo acido hipocloroso (Coronado et al., 2011), resultante da hidrélise apds sua jungao
com a agua.

A eficacia da solugdo de NaClO frente a inibicdo de bactérias ¢ dependente de uma
controlada quantidade de matéria organica, conforme descrita por Souza e Daniel (2005) que
verificam a ineficiéncia do hipoclorito de s6dio em doses de 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg/LL em

solucdo com carbono organico dissolvido, diferindo dos resultados desse experimento. Essa
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variagdo pode ser justificada pela variacdo do tipo em matéria organica e a concentracao
utilizada no trabalho citado.

Estudos demonstram ainda que a eficacia das solugdes de NaClO dependem de suas
concentracgoes, onde ideal para suas acdes sanitizantes sao de até 2% (Pereira, 2021), contudo,
os resultados ao longo do experimento mostraram que uma solucdo mesmo que a 1% foi
capaz de inibir o crescimento das bactérias em placa durante todas as repetigdes.

A solugdo do extrato pirolenhoso inibiu o crescimento bacteriano, onde
estatisticamente nao houve diferencas significativas entre quando comparado ao tratamento da
solucdo de NaClO a 1%, corroborando com os estudos feitos por Almeida (2012) e Soares
(2020) que aferem a capacidade antimicrobiana do extrato pirolenhoso de eucalipto sob
bactérias ambientais, sendo inexistentes estudos que utilizem o extrato como solugdo para
pedilavios.

O controle do crescimento em placas quando se considera as UFC/mL da solug¢ao do
extrato pirolenhoso comparativamente ao controle negativo, € possivel claramente observar a
diferenga estatistica, onde para os dados gerais da solug¢do do extrato pirolenhoso, apresentam
como média geral de 50.433 UFC/mL e a solucdo de agua destilada, 8.087.100 UFC/mL (p <
0,05).

A 4gua destilada utilizada em todas as solugdes oferece um meio excelente para
diluicdes quanto aos tratamentos do controle positivo (Solugao de NaClO (1%), ndo alterando
suas concentragdes, visto que a agua encanada distribuida tem porcentagens de cloro que
podem chegar até 0,2 miligramas por litro (mg/L) e no maximo de 5 mg/L de cloro residual
livre (Brasil, 2017).

A solu¢do de agua destilada cumpriu para o crescimento de bactérias e assumiu o

comportamento de ndo inibicdo, controle e redu¢do, conforme esperado.
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Tabela 3 — Valores médios de UFC/mL das superficies das botas ao longo periodo

experimental
TRATAMENTO MEDIAS
Solug¢do de NaClO (1%) 0°
Agua destilada 1,3x 1082
Solugdo de extrato pirolenhoso (5%) 2,3x 103"
p-valor 0,0006

Letras minusculas diferentes indicam que houve diferenca estatistica entre os tratamentos (solugdes) ao longo
das repeti¢des (p< 0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

As diversas contaminagdes presentes nas botas podem colaborar para disseminagdo de
agentes nas granjas, provocados pela presenca de uma alta carga microbiana na superficie dos
materiais (Archawakulathep et al., 2018).

Durante as repetigdes, a solugdo permaneceu com as botas imersas durante os dois
periodos, sendo possivel que a elevacdo da carga microbiana possa ser justificada pela
introdugdo e permanéncia desse material contaminado, conforme relatado por Emmanuel (et
al., 2014), que revela em seu trabalho que o cloro e seus derivados sdo mais estaveis, contudo,
precisam de mais tempo para fazer efeito. Kohler (et al., 2018) relata que tratamentos de até 5
minutos sdo suficientes para produzir efeito sanitizante em solugdo de NaOCl 0,008%, sendo
necessarias uma concentragao até 40 vezes maior para inibir de forma eficiente na presenga de
matéria organica.

Um fator relevante a ser considerado sdo as elevadas temperaturas associadas a
crescentes indices de radiagdo na regido semidrida. A elevacdo da temperatura provoca
alteracdes na evaporagdo das solugdes e podem concentrar os principios (Vieira, 2019), pela
radiacdo solar, ou inativar os microrganismos pela luz ultra violeta (Panini, 2019; Quezada,
2023).

Novas repetigdes sdo sugeridas para que se comprove a eficiéncia da solucdo de
extrato exposta ou ndo ao sol, conforme relatou Nascimento (et al., 2010), onde se considera
que a estabilidade do sanitizante € um dos pontos chaves para sua eficacia no controle dos
microorganismos (Alcantara, 2022), justificando dessa forma, o aumento no numero de
bactérias quanto a solucdo do extrato no periodo da tarde

Foi observado que ndo ha diferenga significativa entre os tratamentos da Solucdo de
NaClO (1%) e solucao do extrato pirolenhoso (5%), ndo gerando diferencas significativas e

refor¢ando a capacidade sanitizante do extrato (Yildizli et al., 2023).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente experimento corrobora para a verificacdo de perfis antimicrobianos do
extrato pirolenhoso de Eucalipto (Eucalyptus urograndis). E importante frisar que o ambiente
onde ocorreu esse experimento ¢ naturalmente contaminado e as bactérias ali encontradas
fazem parte de uma biota muitas vezes bem estabelecida e que podem provocar problemas as
aves quando em baixas dos programas de biosseguridade.

Poucos relatos sobre sanitizantes alternativos em pediluvios de galinhas caipiras
influenciaram para que este trabalho pudesse ocorrer, e aliado aos aspectos ambientais, pode
colaborar com os dados que se somam aos mais diversos trabalhos que comprovaram que os
extratos pirolenhosos sao importantes, eficientes e que seu uso pode ser aplicado as mais
diversas culturas. Os dados aqui apresentados poderdo servir de base para novos estudos e
definir protocolos melhorados ¢ adaptados para solugdes aquosas usadas em pedilavios.

Durante toda experimentagdo o extrato pirolenhoso inibiu o crescimento bacteriano
estatisticamente similar o grupo controle em um ambiente altamente contaminado, com
elevadas temperaturas e sendo colocado em uma pressdao ambiental que pode desfavorecer
suas eficacias, contudo, conforme demonstrado nesse trabalho, os potenciais do extrato ainda
sdao pouco explorados e € necessaria que novas pesquisas considerem seus usos, inclusive ao
que concernem outras apresentagdes € concentragdes.

Por fim, o uso de extrato pirolenhoso a base de Eucalipto foi capaz de ser eficiente na
metodologia sugerida e ao modelo experimental utilizando, abrindo novas possibilidades de
uso e experimentacdes, contribuindo para a movimenta¢ao das comprovagdes das eficacias

dos fitoterapicos e seus subprodutos.
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