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RESUMO

A quarentenaepresenta importante sistema de controle pararexitntroducdo de agentes
potencialmente danosos para o ambiente, para & shslseres humanos e para a saude
animal; traz vantagens econdmicas, tanto na manutengcacedashos produtivos como na
manutencao da saude de animais de estimacado eedehsenanos. Permite maior seguranca
no manejo de populacbes de animais ameacadas idedextComo pedra angular de um
programa de biosseguranca a quarentena deve sieagaacom critérios e protocolos bem
estabelecidos. O presente trabalho apresenta w$ades do monitoramento bacteriol6gico
para os pontos criticos da quarentena para p®tido Hospital Veterinario da ITAIPU
Binacional. Com os resultados obtidos concluimos qguuso do Cloro a 1% como
desinfetante apresentou um desempenho ligeirameaitr em relacio ao uso de Alcool a
70%, de Monopersulfato e de lavagem com agua egeette. De quatorze pontos criticos
analisados inicialmente foram selecionados cinca parem utilizados na implantacdo de um
programa de controle de qualidade para quarent@spontoscontainerde ragdo Uumida,
containerde uniforme, luva do tratador e a bota destacaema positividade de turvacéo do
meio BHI, na positividade de isolamento de micraig@aos e na contagem de bactérias
heterotréficas. O ponto critico fundo de gaiolataesu-se na contagem de bactérias
heterotréficas em funcdo dos objetos da quareniadapendente do tipo de tratamento.
Foram utilizados trés métodos de controle: turvad@oneio Brain Heart Infusion — BHI,
positividade da amostra para espécies de bactgatmgénicas e contagem de bactérias
heterotréficas. O melhor método de controle, levasel em consideracdo o tempo de
execucao, o numero de etapas para a conclusdmdespo e a facilidade de execucéo, foi a
contagem de heterotroficas.

Palavras-chave: animais selvagens; biosseguraraggramas de reintroducéo; saude publica;
zooldgico; controle microbioldgico.



ABSTRACT

The quarantine is an important control system tevent the introduction of potentially
harmful agents into the environment, the healtthwihans and animals; brings economic
advantages, both in the maintenance of productvd im maintaining the health of pets and
humans. Enables greater security in managing ptpogof endangered animals. As the
cornerstone of a biosecurity program to quararghneuld be practiced with well-established
criteria and protocols. This paper presents theltsesf bacteriological monitoring the critical
points of the quarantine of parrots to the Vetagndospital of ITAIPU Binacional. With
these results we conclude that the use of 1% asiclldisinfectant performance was slightly
higher compared to the use of alcohol to 70% of opensulfate and washing with water and
detergent. Fourteen spots were analyzed initiadhgected five to be used to implement a
program of quality control for quarantines. Poirfiéed moist container, container of uniform,
gloves and boots attendant stood out in the tusbioh the positivity of BHI, the positive
isolation of microorganisms and heterotrophic b@&teount. The critical bottom cage stood
out on the count of heterotrophic bacteria in retatto the objects in the quarantine,
regardless of the type of treatment. We used tboe¢rol methods: turbidity of the medium
Brain Heart Infusion - BHI, positive sample for sps of pathogenic bacteria and
heterotrophic bacterial count. The best methodoatrol, taking into account the execution
time, the number of steps to complete the procedsease of execution, was the count of
heterotrophic.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com doencas transmissiveis provesiaig outras regides, sempre
colocou a humanidade em estado de alerta, primegrde os responsaveis pela saude de uma
determinada comunidade.

A importancia de se estabelecer maior controleeemtiransito de pessoas e animais
de areas naturais para o ambiente urbano ou mesteu em todo o mundo, como também a
importancia de doencas emergentes e reemergentes.

O estabelecimento de normas visando a reducdo padimento da entrada de
doencas incluiu a montagem de locais de quarergemasolamento de pessoas e animais
doentes, visando proteger as populacdes de saremba e de animais da entrada de agentes
patogénicos.

A guarentena nao deve ser vista como 0 empregmdsetor destinado a quarentena
dos animais”, ou como apenas a construcédo de wtio@éim como um programa amplo de
medidas profilaticas, visando a preservacdo daesddd animais, dos funcionarios e dos
visitantes de cada instituicao.

Varios protocolos gerais para o estabelecimentqudeentenas foram desenvolvidos
em diversas épocas e por diversos paises. Paraiarsitvestres 0s protocolos sdo mais
recentes, apesar da importancia decorrente dod&atmuitos deles virem para o cativeiro
diretamente de areas naturais com doencas infeascarglémicas.

Devido as caracteristicas de cada espécie oedia@sanimais silvestres normalmente
0s protocolos de quarentena sdo especificos pata gaupo. Durante a quarentena é
necessario buscar ativamente doencas especifigastencialmente danosas ao homem e ao
sistema produtivo de animais e plantas. Existentopotos especificos para primatas,
ungulados, psitacideos, aves em geral, roedorasé/oros. Nos casos inespecificos o 6érgao
regulador e fiscalizador devem determinar qual dhareprotocolo de quarentena e os
exames em busca de diagndstico, que devem sedesgui

Como etapa prévia a esta dissertacdo foram criadestabelecidos protocolos de
isolamento, manejo sanitario e nutricional, protosode entrada e saida de pessoal e
insumos, protocolos de higienizacdo e desinfecgimstalacées e materiais. A partir dos
protocolos foram mapeados os fluxos de trabalho,indemos e de dejetos. Foram
estabelecidos o0s principais pontos criticos derolente quais controles bacterioldgicos
seriam utilizados para a verificacdo da eficiciaisidamento e dos procedimentos de
higienizacdo e desinfeccdo aplicando-se o Sisten@is® de Perigos e Pontos Criticos de
Controle — APPCC

Relata-se, nesta dissertacdo, um trabalho de isasgpmparando a eficacia de trés
desinfetantes nos pontos criticos de controleentiss dentro de um Programa de Quarentena
para Psitacideos da Itaipu Binacional, em Foz dadg, Parana, Brasil. O embasamento
tedrico foi realizado através de revisdo bibliogafem forma de capitulos, com dois
trabalhos distintos. O primeiro compreende umaséevisobre a quarentena de animais
silvestres e 0 segundo trabalho discorre sobreaisande crescimento bacteriano em um
guarentenario de psitacideos da Itaipu Binacidfaildescrita a metodologia e os resultados
do controle bacteriolégico e da coleta nos dif@gipontos amostrais.
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1.1. OBJETIVO GERAL

Comparar a eficacia de trés desinfetantes em poettiisos em Programa de
Quarentena para Psitacideos da Itaipu Binacionalcgntrole bacteriolégico.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer, por meio da contagem de bactériasohéfecas, contagem de culturas
em BHI positivas e contagem de positividade pavéaisento de bactérias, qual o melhor
desinfetante utilizado no Sistema de Quarenterseetr possiveis diferencas entre eles.

Comparar a eficacia do uso dos desinfetantes chingo, alcool a 70% e
monopersulfato de potassio a 1% com o uso de agdetexgente e detectar possiveis
diferencas entre eles.

Determinar quais sdo os melhores pontos criticos p@nitoramento bacterioldgico
no sistema de quarentena estudado.
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2. IMPORTANCIA DOS PROGRAMAS DE QUARENTENA PARA ANI MAIS
SILVESTRES

2.1. RESUMO

Por se tratar da pedra angular de um programa assdguranca, a quarentena deve ser
praticada com critérios e protocolos bem estalddsciA quarenteneepresenta importante
sistema de controle para evitar a introducdo dentagepotencialmente danosos para o
ambiente, para a salde dos seres humanos e mrdeaamimaltraz vantagens econdmicas,
tanto na manutencéo dos rebanhos produtivos conmeanatencdo da saude de animais de
estimacgdo e seres humanos, permitindo uma maioraeg no manejo de populacbes de
animais ameacadas de extingdo. Recomenda-se antagéla de protocolos de controle de
gualidade dentro de uma quarentena tornando o gsocmais seguro e confiavel. O
estabelecimento de mecanismos de monitoramentandasa reducdo de riscos e 0
estabelecimento de pontos criticos de controleosdmais importantes aspectos a serem
abordados para verificar se os protocolos adotadios eficientes e sdo aplicados com
eficacia, permitindo a correcéo de eventuais falhas

Palavras-chave: animais selvagens; biosseguraraggramas de reintroducéo; saude publica;
zooldgico.



15

2.2. ABSTRACT

Because it is the cornerstone of a biosecurity qamog the quarantine must be practiced with
well-established criteria and protocols. The quananis an important control system to
prevent the introduction of potentially harmful atgeinto the environment, the health of
humans and animals; brings economic advantageh, ibathe maintenance of productive
herd in maintaining the health of pets and humaigwing a greater safety in the
management of populations of endangered animatsrdcommended the implementation of
protocols for quality control within a quarantin@kmng the process more secure and reliable.
The establishment of monitoring mechanisms aime@ducing risks and the establishment
of critical control points are the most importargpects to be approached to see if the
protocols used are effective and are applied eyt allowing the correction of any flaws.

Key words: biosafety; biosecurity; public healteintroduction programs; wild animals; zoo
animals.



16

2.1. INTRODUCAO

Uma das estratégias de controle de transmissdoodacas € a utlizacdo de
Programas de Quarentena, um conjunto de medidd$aticas e preventivas que visa a
preservacdo da saude de animais e seres humah2(BR) (SILVA E CORREIA, 2007).

A Organizacdo Mundial de Sanidade Animal - OlEcpreza que a Estacdo de
Quarentena é um local controlado pela Autoridadeenféiria e que mantém os animais
isolados, sem nenhum contado direto ou indireto cmmtros animais para evitar a
transmissao de agentes patogénicos de importgpicianaioldgica, enquanto 0os animais sao
submetidos a observacdo durante um periodo de tel®j@ominado e, se for preciso, a
provas de diagnadstico e tratamento (OIE, 2008).

O conceito da necessidade de fazer a quarenteanimais silvestres que transitam
entre instituic6es mantenedoras como Zoolégicosal@uros vem sendo regulamentado em
todo o mundo, mas foi somente em 1989 que a AgsariAmericana dos Zooldgicos e
Aquaérios, reconhecendo a importancia da quareriegnam esboc¢o escrito de um protocolo
gue foi adotado em 1994 (MILLER, 1999).

A Associacdo Americana de Zooldgicos e Aquarios, ipeio de seu Guia para
Acreditacdo de Parques Zooldgicos e Aquados Estados Unidos — AZAecomenda
instalacdo separada para quarentena nas instguicoen a finalidade de acomodar
mamiferos, passaros, répteis, anfibios, e peixesandnais recentemente adquiridos devem
ser isolados da colecéo de animais ja estabelgmie@enindo a transmisséo de doencas. Tal
separacdo deve ser obrigatéria para primatas, mawifde pequeno porte, passaros, e
répteis, e na medida do possivel ser usada tambémnog mamiferos de grande porte tais
como grandes ungulados, carnivoros, mamiferos hagjne cetaceos.sOprocedimentos
para quarentena devem incluir: estrutura fisicagdarentenario, periodo de quarentena,
profissionais envolvidos e protocolos de procedimemue incluem os exames a serem
realizados para cada espécie animal e tratamerg@sniivos como vacinagdes. Durante a
guarentena existe a possibilidade de adequar oaamguebido ao manejo da instituicdo
incluindo a adaptacao a dietas e marcacao/ideagéi{AZA, 2007).

2.2. DESENVOLVIMENTO

A legislacdo para Zoolégicos e Criadouros no Brasstabelece a necessidade de
executar a quarentena de animais silvestres, ppo&énexiste protocolo especifico para esta
finalidade (BRASIL, 2002).

A Sociedade Paulista de Zoolégicos, reconhecengiamde problema de néo existir
legislacdo que especifique a quarentena exigidéenolll do art. 1° da Instrucdo Normativa
04, de 04 de marco de 2002, enviou ao IBAMA/SP éB#dMA/Brasilia uma sugestao de
um Programa de Quarentena minimo a ser executdds peoldgicos, destacando que a
guarentena ndo deve ser vista como o emprego désetor destinado a quarentena dos
animais” ou como a construcdo de um prédio e simocam Programa de Quarentena,
visando a preservacdo da saude dos animais, fémmene visitantes de cada instituicéo.
(SPz, 2009).
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Por outro lado existe a possibilidade de ingreksaoencas potencialmente danosas
aos sistemas produtivos de animais domeésticos eosisgquente implicacao socioeconémica
nos locais onde isso ocorrer. Por este motivo adzg¢cao Mundial de Sanidade Animal -
OIE, mantem estreita vigilancia e estabelece diretiprotocolos para o controle do transito
animal e sua vigilancia epidemioldgica em todo andwy incluindo neste caso também o
transito de animais silvestres. (OIE, 2008)

No Brasil o ingresso de animais no pais esta gocdo Ministério de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento — MAPA, que observa agagias para controlar o processo de
guarentena. Cabe ao IBAMA/ICMbio a verificacdo dgdlidade da importacdo de espécies
silvestres, levando-se em consideracdo que o Brasgnatario da Convencgéao Internacional
para o Transporte de Espécies Silvestres, queedstabcritérios para o transito de animais
silvestres com enfoque nas espécies ameacadasrgEiex

Dentre as Instrucbes Normativas editadas pelo MAIRAtaca-se a que trata da
Importacdo de Aves Ornamentais de Gaiola, ondenaeraalll especifica que nos requisitos a
serem cumpridos na quarentena de destino, duravéio sanitario deverao ser realizados
procedimentos de limpeza e desinfeccdo das indedagncluindo plagueamento para
controle microbiolégico do ambiente. A desinfecci@s instalacbes deve ser realizada com
produtos aprovados por este ministéB&RASIL, 2003).

Programas de quarentena, que estabelecem critépagocolos, instalagfes
necessarias e exames necessarios, podem serdeslizara receber ou enviar animais ao
exterior ou dentro do proprio pais, quando for asé&go o transito de animais entre regides
ou instituicdes mantenedoras e tem como principfageie o impedimento da transmissao de
patdgenos e a protecdo da saude das populacdentesi

Atualmente os programas de quarentena para ananaiados ao exterior solicitam
gue estes sejam mantidos isolados e que sejamad@di exames tanto no pais de origem
como no pais que recebe os animais. Os protocatabaedecidos nos programas de
guarentena sao formulados de acordo com a esp@e@mual sera realizada a quarentena. .
(AZA, 2007)

Observa-se que a preocupacédo principal durantar@mpena € a comprovacao de que
0s animais ndo estejam afetados pelas princip&isgds que ocorrem em cada espécie, que
podem ser transmitidas entre as diferentes espéciegue tenham importancia como
zoonose. Nao existem, porém, critérios para detemo grau de isolamento dos animais
mantidos em quarentena durante o aguardo pararagéo ou para a condenacao da entrada
do animal no pais ou no estabelecimento a quessimae

Vilani (2007) descreve um Programa de Quarentemfacando os fatores que
interferem no estabelecimento de critérios paraiaepntena, como informacdes limitadas
sobre o mecanismo de transmissédo de doencas ogascile animais selvagens para outros
animais e existéncia de um numero muito grande spe&oges nativas e exoticas, o que
dificulta o estabelecimento de protocolos geratr@azados. Para minimizar a transmissao
de agentes infecciosos ou parasitarios o0 isolamdot animais recém-chegados e um
protocolo sanitario adequado deve ser seguido. Renda que os protocolos de quarentena
devam ser estabelecidos para cada Zooldgico, dedaamm sua realidade sanitaria,
enfermidades endémicas da regido e a origem dwosasnirecebidos para o periodo de
guarentena. Deve-se levar em consideracdo que ummlaem quarentena é um doente
potencial e que os principais esforcos devem sercidnados para o diagndstico de
potenciais doencas. Nos animais que morrem duranperiodo de quarentena, realizar
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necropsia minuciosa, incluindo a realizacdo de esanmboratoriais visando uma
determinacao precisa de uma possivel causdis

Silva e Correia (2007) ao descreverem a impors@rda medicina veterinaria
preventiva nos parques zoologicos enfatizam qualbemte de um zooldgico continua sendo
propicio a disseminacéo de doencas, muitas delpstdacial zoondtico e que a quarentena é
imprescindivel para impedir a disseminacdo de agguatogenos e de doencas em colegdes
de espécies selvagens raras e muitas vezes imgsrtam programas de reproducdo. A
quarentena deve ser entendida como programa e edimgar ao espaco fisico do
guarentenario, estabelecendo-se que apenas amsagiis sejam incorporados ao acervo. A
estimativa do periodo de quarentena deve levar@sideracdo os periodos pré-patente no
caso de parasitas, o de incubacdo no caso das agdoémgcciosas e as praticas de
biosseguridade. Para o estabelecimento do progaemguarentena os itens de maior
importancia sao: identificacdo do animal, definigiotempo de quarentena para a espécie,
protocolos de exames clinicos, protocolo de exartasoratoriais, protocolos de
vermifugacdes e imunizacdes, destinacdo dos resisiidos e efluentes e protocolos de
medidas sanitarias como vazio sanitario, desinfededfémites e equipamentos, escolha dos
desinfetantes, controle de pragas e de animaistsipécos, e criagdo de barreiras estruturais
de desinfeccdo. Como requisitos importantes parplamacdo de um programa de
guarentena tém: a conscientizacdo dos profissioeai®lvidos, 0 estabelecimento de
responsabilidades, o estabelecimento de areas adbsjule isolamento e a utilizacdo de
protocolos de recebimento. Neste trabalho tambénfatizado que nem todos os zooldgicos
e criadouros possuem local especifico para reaizgwarentena ou a quarentena é mantida
em local inadequado. Estes fatos sdo apontados qmntos criticos no processo de
isolamento dos animais.

Cubas (2008) descreve que o risco de doencasapsaade de seres humanos e dos
animais € muito ampliado, quando ndo se adotanrgras de biosseguranca e constata que
a auséncia de instalacdes para quarentena € ulitideaem muitos zooldégicos no Brasil.
Concorda que planos e procedimentos de seguraseade animal devem ser elaborados
conforme particularidades regionais e que a imptgEd e manutencédo desses planos requer
organizacdo e disciplina administrativa, pois exisempre a tendéncia de afrouxar a
aplicacdo dos protocolos. A introducéo de doemgasriagdo deve ser uma preocupacao
constante do médico veterinario que trabalha entbgmos, principalmente em época em
que as doencas emergentes e enfermidades infecceselevado risco para o agronegdécio
nacional, tais como a doenca de Newcastle, Influe@vzaria e Febre aftosa estdo na agenda
do governo. Desta forma né&o se justifica o recebimde animais selvagens sem que estes
passem por um periodo de quarentena dentro dormeaégio, com a realizacdo de exames
laboratoriais de admisséao.

Como um fator complicador, temos a questdo darogincdo de animais em seu
ambiente natural. Programas de reintroducdo, deaasisilvestres na natureza, visando
reduzir a perda do patriménio genético, implicauaignivel de risco de transmissdo de
doencas (SEAL e ARMSTRONG, 2000). Para estes pmagade reintroducdo a
Organizacdo Mundial de Sanidade Animal — @litesentou em 2000, detalhado protocolo
de quarentena e vigilancia sanitaria a ser adqiegldamente a soltura de animais selvagens
(WOODFORD, 2000). Nesta questdo Catdo-Dias (20f3taca a importancia da reducéo
da perda de biodiversidade, que entre outros fafmwde ocorrer por epizootias devastadoras
gue sao transmitidas entre animais domésticosessies.
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Levando-se em consideracao a necessidade dddrénsee as populacdes de animais
cativas e de vida livre, Corn e Nettles (2001) deskveram um protocolo para reducéao do
risco de agentes parasitarios e infecciosos, diwie¢im cinco etapas: (1) avaliacdo do estado
sanitario da populacdo de origem, (2) quarente)agXame fisico e testes diagnosticos, (4)
estabelecimento de restricbes na translocacdo ideaiande certas areas geograficas ou
populacdes e (5) tratamento profilatico.

Silva e Correia (2007) comentam sobre dois traisafiioneiros de analises de fatores
de risco e pontos criticos nas colecdes de anisgggens em cativeiro. O primeiro uma
tese de doutorado de Silva (2001) relata sobreattwes de risco que poderiam estar
associados a ocorréncia de anticorpos Bmtieplasma gondiem felideos selvagens em
cativeiro e o segundo sobre fluxograma de veicolalgipatdgenos e pontos de maior risco
de contaminacg&o no Zooldgico de Sao Bernardo dgpGar8P, incluindo os agravos a saude
e avaliacdo do manejo empregado (GOMES, 2002)a $2001) recomenda mudanc¢as no
manejo da alimentacéo e a aquisicdo de equipampatastongelamento de carnes, visando
reduzir o risco de contaminacdo cdioxoplasma gondiem felideos selvagens. Gomes
(2002) conclui que € necesséario o monitoramentalaegla cozinha e implantou medidas
preventivas que levaram a uma reducdo dos custgasies com tratamento veterinario de
doencgas causadas por contaminac¢ao durante o praessanipulacdo de alimentos para os
animais silvestres do zooldégico.

2.3. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Apesar da quarentena de animais silvestres nacctearar-se cComo Processo
produtivo ou econdmico ela representa importangtersia de controle para evitar a
introducdo de agentes potencialmente danosos pambiente, para a salude de seres
humanos e animais, e para o sistema de producaorntos de origem animal. Nas ultimas
décadas, as diversas instituicbes e profissionaimhddos com medicina veterinaria
Preventiva tém reunido esfor¢cos para propor, intptae monitorar programas de quarentena
gue atendam aos mais modernos requisitos de bwsseg. Contudo osrgocolos de
biosseguranca recomendados, incluindo o isolant®@nimais, medidas de higienizacao e
controle de processos ainda ndo contemplam acfiesifisas para o controle de qualidade
em programas de quarentena.

A confeccéo de fluxogramas de processos e de plotde controle de qualidade
dentro de um protocolo de quarentena é altameptenendavel. Para a montagem destes
processos e protocolos pode-se utilizar como medsistemas adotados em zooldgicos,
centros hospitalares, biotérios e empresas de ggac®nto de alimentos de origem animal,
buscando as melhores préticas utilizadas em cadiesses estabelecimentos. A partir destes
modelos, protocolos especificos de controle deidpidé para protocolos de quarentena
podem ser formulados, tornando o processo maisrseguconfiavel. De todas estas
recomendacg0des, o estabelecimento de mecanismo®moramento visando a redugao de
riscos e o levantamento de pontos criticos sdoais importantes, pois permitem verificar se
0s protocolos adotados séo eficientes e sao apficambm eficacia, possibilitando
rapidamente a correcao de eventuais falhas endastra
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3. USO DE CONTROLE DE QUALIDADE BACTERIOLOGIQO EM P ONTOS
CRITICOS DO SISTEMA DE QUARENTENA PAR PSITACIDEOS D O HOSPITAL
VETERINARIO DA ITAIPU BINACIONAL, FOZ DO IGUACU, PA RANA - BRASIL.

3.1. RESUMO

A quarentena de animais silvestres tem papel fuedtahpara evitar a entrada de agentes
potencialmente patogénicos em colecdes zoologarass naturais ou areas de producéo
animal, além de representar importante agravo @esdd ser humano no caso das zoonoses.
A manutencdo de uma quarentena deve levar em evaséb a necessidade de controle de
gualidade do processo de isolamento dos animaigju@arentena procurando garantir que
nenhum agente patogénico atravesse as barreirasotianento. O presente trabalho
apresenta os resultados do monitoramento bactgiGoldpara 0s pontos criticos da
guarentena para psitacideos do Hospital Veterimitiaipu Binacional. Com os resultados
obtidos concluimos que o uso de cloro a 1% comainfé¢ante apresentou desempenho
ligeiramente superior em relacdo ao uso de alcotd%, monopersulfato e lavagem com
agua e detergente. Dos quatorze pontos criticdsatas inicialmente foram selecionados
cinco para serem utilizados na implantacdo de umgrama de controle de qualidade em
programas de quarentena. Os pommstainerde racdo umida;ontainerde uniforme, luva
do tratador e a bota destacaram-se na maior pdaii® de turvacdo do meio BHI, no
positividade de isolamento de microrganismos e waitigidade de isolamento de
heterotroéficas, levando-se em consideracdo o tgpdératamento. O ponto critico fundo de
gaiola destacou-se na contagem de bactérias héferas em funcdo dos objetos da
guarentena, independente do tipo de tratamentantatilizados trés métodos de controle:
turvacdo do meio Brain Heart Infusion — BHI, pasitade para bactérias patogénicas e
contagem de bactérias heterotréficas. Levando-seoasideracdo o numero de etapas para a
conclusao do processo, a facilidade de execugédopregomia de tempo, material de consumo
e recursos humanos, o melhor método de controke dontagem de bactérias heterotroéficas.

Palavras chavescontrole microbiolégico, animais silvestres, anigrsglvagens, zoologico.
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3.2. ABSTRACT

The quarantine of wild animals has a fundamental tmprevent the entry of potentially
pathogenic agents in zoological collections, natar@as or areas of animal production,
besides representing an important health probletinertase of human zoonosis. Maintaining
guarantine must take into account the need fontyuadntrol of the process of isolation of
animals in quarantine while ensuring that no pagimsgcross the barriers of isolation. This
paper presents the results of bacteriological manij the critical points of the quarantine to
parrot the Veterinary Hospital of ITAIPU Binacion&Vith these results we conclude that the
use of chlorine as a disinfectant to 1% a perforeastightly higher than the alcohol to 70%,
monopersulfate and washing with water and detergrthe fourteen critical points
analyzed were initially selected five to be usedriplement a program of quality control
programs quarantine. Points container of feed wetainer in uniform, gloves and boots
attendant stood out the most positive turbidityhaf BHI, the positive isolation of
microorganisms and the positive isolation of heteghic, taking into consideration the type
of treatment. The critical bottom cage stood outh@ncount of heterotrophic bacteria in
relation to the objects in the quarantine, regasite the type of treatment. We used three
control methods: turbidity of the medium Brain Hdafusion - BHI, positive for pathogenic
bacteria and heterotrophic bacterial count. Takitg account the number of steps to
complete the process, ease of implementationjrtfeedavings, supplies and human
resources, the best method of control was the anfumgterotrophic bacteria.

Key words: microbiological control, wild animals, wildlifeoo.
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3.3. INTRODUCAO

Animais selvagens recebidos em instituicdes comalGficos e Criadouros devem
passar por um periodo de quarentena com a reaizdE&xames admissionais (CUBAS,
2008). Segundo Catao-Dias (2008) a propagacaooffepdio) em cativeiro representa um
componente muitas vezes imprescindivel para a wobreia de determinada espécie
animal, citando como exemplo a ararinha-afiyanopsitta spixji e mutum-das-Alagoas
(Mitu mitu), que tem o cativeiro como ultima fronteira ardasompleta extin¢céo.

Programas de criacdo em cativeiro e programas ohroducao trazem como
consequéncia o constante movimento de animaisssibgedentro e fora do pais e entre as
instituicbes mantenedoras na manutencdo de umgmagde reproducdo que visa maior
diversidade genética possivel entre as populacéasejadas. Este trabalho exige a
observacdo de protocolos de quarentena que sd@adis principalmente para impedir a
entrada de agentes patogénicos em um plantel kstaloeem cativeiro ou a introducéo de
doencas em regides naturais, agricolas ou urbamagprometendo a saude de animais
domésticos e de pessoas, além de comprometer acam@nimal e a economia da regido
envolvida (CATAO-DIAS, 2008) (CUBAS, 2008) (SILVA@ORREA, 2007).

Em 2007, antes da reativacdo do quarentenaricadar@ia, a pedido do IBAMA, o
hospital veterinario da Itaipu Binacional executoquarentena de um exemplar de ararinha-
azul Cyanopsita spix)i proveniente da Alemanha que ingressaria no B articipar do
programa de reproducédo em cativeiro. Este progmorura evitar a extingdo da espécie. O
protocolo de quarentena estabelecido para esteahrsonstou dos seguintes passos:
isolamento externo da area de quarentena, inatvdgs rejeitos soélidos por autoclavagem,
tratamento do esgoto gerado pelo sistema, coletaaterial bioldgico para diagnéstico de
Mycoplasmasp. e Salmonellasp., exames parasitoldgicos, protocolo de entragaida de
pessoal e de alimento, higienizacao e desinfecgdoaderiais e superficies durante o periodo
de quarentena.

Apés a realizacdo da quarentena desta ave levaptaunecessidade de estabelecer
um protocolo de verificacdo da qualidade do isol@mem sistemas de quarentena, ja que na
época pouca atenc¢édo foi dada ao controle de qdalidia processo e do isolamento utilizados
no Programa de Quarentena para Psitacideos dotaloggierinario da ITAIPU Binacional.

Os protocolos de quarentena sao procedimentoszadkils com dois objetivos
principais: manter o isolamento de animais duramteperiodo suficiente para permitir a
manifestacdo de possiveis doencas infecciosasegaacentram no periodo de incubacgéo e
coletar amostras para deteccdo de provaveis ag@ategénicos. Os animais devem
permanecer em quarentena até que os resultados dejalgados. Nos casos negativos 0s
animais sao liberados e nos casos positivos, depdondda doenca, os animais podem ser
tratados, repatriados ou até mesmo eliminados,a@senca seja potencialmente virulenta e
agressiva.

O Ministério de Agricultura e Producdo Animal - MARSstabelece protocolos para o
funcionamento de um quarentenario, determinandoneamento da unidade operacional, 0
uso de uma quarentena especifica para aves; cdot@ias de entrada e saida de pessoal;
protocolos de limpeza; desinfeccdo de superfi@sterilizacdo de dejetos; tratamento de
efluentes; uso de equipamento de protecédo indivifaBl), por parte dos tratadores e
veterinarios; exames a serem efetuados; periodeerem cumpridos; alimentacdo e
atendimento aos animais em quarentena. Este sigtemilzado para aves e em especial para
psitacideos que ingressam no pais. (BRASIL, 2010)
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As principais doengas infecciosas que ocorrem eitagideos, sumarizada na
TABELA 1, de acordo com Godoi (2007), tem origenralki bacteriana, micotica e
parasitaria. Silva e Correia (2007) recomendam squisa deSalmonelaspp. para
psitaciformes como parte do programa de quarentéani (2007) recomenda além da
pesquisa dSalmonelaspp. também a pesquisa@amidia psitaci

TABELA 1: Principais doencas infecciosas em psitacideos

Doencas Virais Doencas Bacterianas D.o e’n'gas Doengas Parasitarias
Micoticas
Doenca de Pacheco Colibacilose Aspergilose Capitarios
Traqueite Infecciosa Salmonelose Candidiase Asoardi
Poliomavirose Kleibsielaspp. Megabactéria Cestodeos
Papilomavirose Bordetelaspp. Coccidiose

Circovirose

Paramixovirose

Adenovirose

Poxvirose

Citrobacter freundii
Pseudomonaspp.
Tuberculose aviaria

Psitacose

Sarcosporidiose
Criptosporidiose
Giardiase

Tricomoniase

Sindrome da dilatagédo do Estafilococose

proventriculo
Estreptococose

Enterococose

FONTE: Sumarizado de Godoi (2007).

Foram criados e estabelecidos protocolos de isol@menanejo sanitario e nutricional,
protocolos de entrada e saida de pessoal e insyrascolos de higienizacdo e desinfec¢éo de
instalagdes e materiais. A partir dos protocoloarfomapeados os fluxos de trabalho, de insumos e
de dejetos. Foram estabelecidos o0s principais powtiticos de controle e quais controles
bacterioldgicos seriam utilizados para a verificada eficacia do isolamento e dos procedimentos de
higienizacdo e desinfecgéo aplicando-se o Sistenddis® de Perigos e Pontos Criticos de Controle —
APPCC de acordo com o Guia de elaboracdo do PIRRCE (SENAC, 2001).

A desinfeccdo prévia, realizada com agua, sabagéde mecanica, potencializa as
acOes dos desinfetantes por permitir por si so, ni@ahacdo consideravel dos microrganismos
presentes, além de eliminar completamente a matngénica presente no material
contaminado§0OUZA, 1998) sendo este o motivo da utilizacdo da agua cordosebmo um
dos descontaminantes neste trabalho. O alcoatetli70% € o mais empregado no Brasil,
como desinfetante e também na descontaminacaqoédisie de bancada, de fluxo laminar,
equipamentos de grande e médio porte, para ardgiasg@ps maos e de muitos equipamentos
de uso hospitalar (BRASIL, 1994; HIRATA e FILHO,(QR). Os compostos liberadores de
cloro ativo tém uma ampla aplicacdo em diversaasai®io apropriados para desinfecgcdo em
geral de objetos e superficies inanimadas, inauat/ contaminadas com matéria organica,
sdo ainda recomendados para uma variedade delfida$i, entre elas desinfeccdo de agua



26

para 0 consumo humano e para processos industégiss de piscinas, alimentos e
superficies relacionadas (HIRATA e FILHO, 2008)Monopersulfato de Potassio (MPSK)
tem acéo rapida, matando 99,999% dos microorgasismeEsmo na presenca de matéria
organica (B. BRAUN, 2010).

O objetivo desse estudo é apresentar os resulthosonitoramento bacterioldgico
desenvolvido para os pontos criticos estabelecmhra 0 Sistema de Quarentena para
psitacideos do Hospital Veterinario da Itaipu Bional realizado no periodo de marco de
2010 a marco de 2011.

N&o foi objetivo deste trabalho a realizacdo dgriiatico de doencas infecciosas nos
psitacideos utilizados no processo de quarenteeaddl como base a tabela 1 convém
ressaltar que ndo foi realizada pesquisa de agémtesciosos virais e parasitarios. A
pesquisa de bactérias patogénicas nas amostrasrdaardie neswabde cloaca e orofaringe
excluiu Clamidia sp.Bordetelaspp. e Micoplasma spp. Das doencas infecciosastinas
somente a presenca de leveduras foi relatada ia garkeitura de amostras coradas com a
coloracdo de Gram.

3.4. MATERIAL E METODOS

Os animais utilizados para esta pesquisa foramrauatemplares de ararinha-
maracanad Kropyrrhura macacana e um exemplar de papagaio-verdadeiAmézona
aestivg, recebidos de apreensdes ou provenientes desanstiuicdes e que necessitavam
passar pelo processo de quarentena para ingress@ipu Binacional e foram alojados no
Hospital Veterinario localizado no Refugio BiologiBela Vista (RBV), situado dentro da
area da Usina Hidrelétrica Itaipu Binacional, lexadia em Foz do Iguacu, estado do Parana,
na regiao sul do Brasil (25°32'45"S, 54°35'07"W)s Astruturas utilizadas foram: sala de
internacéo especial (com box de internacdo e oorael manejo que funcionou como sala de
quarentena), vestiario, setor de nutricdo do Hakpieterinario, setor de lavagem de
materiais e inativacao de patégenos e setor deligsigho de materiais.

Os animais foram isolados individualmente em gaioddélica com medidas de 1,2 x
0,5 x 0,7 metros, contendo poleiros de madeira,ecmmros de ago inox, sendo um para
alimentos secos e um para frutas e verduras e bedbaro plastico de tamanho suficiente
para a dessedentacdo e eventual banho. Para reduga de novos animais optou-se por
sistema de revezamento, estendendo-se a permami@scanimais no Hospital Veterinario
até o término do experimento. Os animais entrarari8istema de Quarentena e participaram
no minimo em duas repeticdbes e no maximo em ty@stiges realizadas com intervalo
minimo de dois meses entre repeticbes, onde peamamésolados em quarentena por cinco
dias em cada uma. A sala principal, onde foi calacagaiola, possui sistema de exaustao de
ar, abastecimento com agua tratada, sistema déoeslgenagem de efluentes e sistema de
coleta seletiva de lixo hospitalar.

A alimentacao dos animais foi dividida em duasdes; como racdo seca utilizou-se
Racdo para Papagaios e Araras - Psita Sticks (H¢& Umida foi preparada no setor de
nutricdo do Hospital Veterinario, fracionando-seitga, mamao, banana, cenoura, beterraba
e girassol. A alimentagdo dos animais ndo foi afterdurante o experimento.

Considerou-se como equipamentos e insumos utikzada éarea interna da
quarentena: balde de aco inox, esponja de nylam,paasilha para detergente liquido de
plastico, vasilha para desinfetante de plasticdre@8o, gaiola, tanque de lavagem de

(1) Alcon Eco Club, pacote de 700 gral
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materiais de ago inox, mangueira de agua de pdastiesa de apoio de aco inox, vasilha de
racao seca de plastico, vasilha para esponja degalapapel toalha.

Considerou-se como equipamentos e insumos queant® sairam diariamente da
guarentena: vasilha de alimentos umidos de plastmatainer para uniformes e toalha de
banho de plastico, uniforme tratador, toalha dénban

O processo de higienizacéo e desinfeccao utilipata entrada e saida na Quarentena
esta sumarizado na TABELA 2.

TABELA 2: Processo de higienizagdo e desinfeccao utilizadmsgntrada e saida da quarentena para psitacideos
realizada no Hospital Veterinario da ITAIPU Binawd, durante o periodo de marco de 2009 a mar@d tie.

Uniforme e

. . Residuos
Periodo Preparo da Tratador Alimentos toalha de Solidos
Quarentena (diario) (diario) banho -
o (diario)
(diario)
Processado no
. Lavados e
Retirada da Setor de .
Lavagem, L esterilizados em
A roupa na entrada  Nutricdo e
higienizagdo e s autoclave e
. i do vestiario,  transportado em
Entrada desinfecgdo dos ; . transportados em
; Banho, vestir vasilha ;
insumos e . L container
. ~ uniforme e higienizagéo e T
instalagbes, quando . < higienizacédo e
luvas de desinfeccdo . =
for o caso . desinfec¢éo
procedimento quando for o
guando for o caso
caso
Retirar e
N Sobras
higienizar e . transportados em
: recolhidas e .
Lavagem, desinfetar botas, container
LS9 saco para L x
higienizagdo e Descartar luvas higienizagdo e .
p . 2 autoclavagem e . ~ recolhidos em
Saida desinfecgdo dos de ) desinfecgéo
: . vasilha saco para
insumos e procedimento, AR quando for o caso
. ~ : . higienizagédo e : autoclavagem
instalagbes, quando retirar uniforme, desinfeccio Encaminhados
for o caso Banho, colocar G para lavagem e
: quando for o o 2
roupa na saida esterilizacao.
o caso
do vestiario

FONTE: O autor (2011)

Dos equipamentos e insumos utilizados na areanmterdos que sairam e entraram
diariamente da quarentena, foram escolhidos comtogpariticos a serem monitorados 0s
seguintes materiais: vasilha para agua, vasiltegdanento, grade lateral da gaiola, fundo da
gaiola, container racdo seca, balde para lavagem, pano, esponja, dacvasilha de
detergente, esfregdopntainerda racdo umida, container do uniforme do trataldmg de
procedimentos do tratador, bota do tratador, nuat tie 14 itens.

Foram executados dois controles dentro do escogwasente trabalho: controle de
método e controle do tratamento. Entende-se conmirate de método o controle das
possiveis fontes de contaminacdo do processo deerqema a partir da pesquisa
microbioldgica executadas nos seguintes pontosiadu tratador (apés a retirada da luva na
saida do tratador da quarentena, conforme relatadabela 2), a racdo seca e a racdo umida,
representando a contaminacdo exters&ab de orofaringe e cloaca representando a
contaminacdo interna, proveniente do animal emenqi@na. Entende-se como controle do
tratamento a coleta de amostras antes do procesdoigeenizacdo e desinfeccdo para
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verificar se ocorreu a redugéo da contaminagéoor@ae de tratamento foi executado nos
seguintes pontos: grade lateral da gaiola e fuadgagbla.

No presente trabalho foram utilizados como tratdosgndentro do processo de
desinfeccdo, agua e detergente, alcool a 70%, neosudfato de potassio e cloro ativo a 1%,
de um mesmo lote, conforme especificacdes da TABBLAJtilizou-se o tempo minimo
recomendado de contato para desinfetantes de usd de 10 minutos conforme
recomendado pela ANVISA (BRASIL, 2007), antes dietem as amostras.

TABELA 3: Desinfetantes utilizados, principios aisy indicagbes de uso, data de fabricacdo e pmzaldlade dos
produtos utilizados na quarentena do Hospital &eo da ITAIPU Binacional em Foz do Iguacu, Pdrao
periodo de marco de 2010 a marco de 2011.

Concentragéo
L do Principio
Produto Pr|n_C|p|os Principio Indicacbes Ativo no Teste DaFa dei Dqta de Lote
Ativos . Fabricagéo Validade
Ativo no
Produto %
Diluicdo recomendada para
Alcool antissepsia de méaos e 70%
1 o 92,8° desinfeccéo de superficies. Junho/2009 Junho/2012 02/06/9
Etilico < -
Alcool Etilico
Limpeza e desinfecgao
2-2,5 doméstica e hospitalar 1%
2 Cloro Ativo ' P ' Julho/2010 Janeiro/2011 010
piv .
Cloro Ativo
If:i)Xe:Slnfecgao de superficies 1%
3 MPSK 49,4 % ’ Junho/2008 Junho/2011 08060127
MPSK

FONTE: O autor (2011)

Todo os processos de manipulacdo dos animais emergeiaa, higienizacao e
desinfeccdo de superficies, autoclavagem de degetmdeta de amostras foram realizados
pelo autor do presente trabalho, visando reduzssipeis variaveis nos tratamentos
realizados (FIGURA 1)
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FIGURA 1 — RECINTO E GAIOLA DE QUARENTENA PARA PSITACIDEOS NO HOSPITAL
VE'I:ERINARIO DA ITAIPU BINACIONAL, FOZ DO IGUACU, 2010.
A: HIGIENIZACAO DO FUNDO DA GAIOLA. B: HIGIENIZACAO DA GRADE DA GAIOLA

FONTE: Marchetti (2010)

O clima predominante em Foz do Iguacgu € subtropicado, podendo atingir no
verao temperatura superior a 40°C e no invernoacthe&gima temperatura abaixo dos 5°C.
Neste trabalho ndo foram controladas as alterag@demperatura e umidade ao longo das
estacdes do ano.

O Hospital Veterinario esta incluido em um Progradea Controle de Pragas e
Vetores realizado pela Itaipu binacional em susklacdes. Medidas para evitar a entrada de
insetos e roedores na area de quarentena fazeerdpaPrograma.
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3.4.1. COLETA E TRANSPORTE DE AMOSTRAS

Observou-se o0s procedimentos convencionais reatsdes pela ANVISA
(BRASIL, 2004) para a obtencdo das amostras egegalizacdo de exames bacterioldgicos,
assim sendo utilizou-se equipamentos de proteghaidoal - EPIs (luvas de procedimento e
jalecos) para evitar a contaminacdo por agente®ditos. Nos animais realizou-se a
contencéo fisica com a ajuda de luvas de courogamdeta de amostras de sangwssvabs
de orofaringe e cloaca. A racdo seca semanalmenteahsferida da embalagem original
para um container de ragdo seca, que ficava digglam quarentena para a retirada diaria da
porcdo a ser oferecida ao psitacideo, amostraa degsto foram coletadas em frasco estéril e
encaminhada ao Laboratorio Ambiental para processtmA coleta de amostras ambientais
superficiais como luva, bico do detergente, badde, foi realizada com swab seco passado
na superficie do material a ser analisado (FIGURAA2coleta de amostras foi distribuida
em 16 semanas aleatdrias, entre marco de 2010¢® m@r2011. Realizou-se as analises no
Laboratdrio Ambiental-Itaipu Binacional, Foz do é&gu-Parana — Brasil. Manipulou-se as
amostras em cabine de fluxo laminar, marca TROX HRIK, CURITIBA, BR, tipo
vertical, classe Il (A), série FLV-M-bioldgica. Reau-se um estudo piloto para a
padronizacdo de técnicas e procedimentos.

FIGURA 2 — COLETA DE AMOSTRAS REALIZADAS NA QUARENTENA PARA PSITACIDEOS NO
HOSPITAL VETERINARIO DA ITAIPU BINACIONAL, FOZ DO IGUACU, 2010.
A: LUVA DO TRATADOR. B: MAO DO TRATADOR

FONTE: Marchetti (2010)
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3.4.2 TIPOS DE ANALISES

Realizou-se para cada amostra as seguintes andéises de presenca/ auséncia e
quantificacdo de bactérias heterotroficas, testepmsenca ou auséncia de crescimento
microbiano (bactérias e/ou leveduras). Utilizoussanédia aritmética das amostras em
triplicata para o tratamento estatistico. Parstetde presenca ou auséncia e identificacdo de
Bactérias Aerdbicas, utilizou-se as amostras pasitdo teste de presenca ou auséncia de
crescimento microbiano (SANTOS,1999).

3.4.3 PROCEDIMENTOS PARA A QUANTIFICACAO DE BACTERI AS
HETEROTROFICAS PELA TECNICA DE POUR PLATE

Para as amostras liquidas utilizou-se fiDQpara semeadura. Para as amostra sélidas
de superficie pesou-se swabsantes e apds a coleta para verificar o peso, antlizse o
swabem 5 ml de agua deionizada estéril. Para as amsasbtidas (racdo seca), pesou-se um
valor préximo a um grama e adicionou-se 20 ml deaatgionizada estéril. Apds a diluicao
das amostras na agua aguardou-se no minimo 1 imor@peuso. Homogeneizou-se e retirou-
se uma aliquota de 5@ e 100uL da amostra respectivamente para realizacdo ds@ana
Semeou-se as aliqguotas em Plate Count Agar, maX€i) HAMPSHIRE, UK, validade
dez. 2012 (FIGURA 3A). Incubou-se em aerobiose stufe bacteriol6gica a 350,5° C,
por 48 horas. As placas foram inicialmente classifas como presenca/ auséncia de
bactérias heterotroficas. Contou-se as colonidsadirias heterotréficas das placas positivas
em um contador de col6nias tipo Quebec (FIGURA &BJesultado para amostras liquidas
foi expresso em unidades formadoras de coldniabad&erias heterotroficas por mililitro
(UFC/ml) e para amostras soélidas em unidades favraadde colonias de bactérias
heterotréficas por grama (UFC/g) (CETESB,1993),TEEB, 1997), (SANTOS,1999).
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FIGURA 3 — CONTAGEM DE BACTERIAS HETEROTROFICAS REXADA EM AMOSTRAS
COLETADAS DA QUARENTENA PARA PSITACIDEOS NO HOSPITAVETERINARIO DA ITAIPU
BINACIONAL, FOZ DO IGUACU , 2010.

A: PLAQUEAMENTO DA AMOSTRA EM MEIO ACP. B: VISUALIZAGAO DE COLONIAS DE
BACTERIAS HETEROTROFICAS EM CONTADOR DE COLONIAS TIPO QUEBEC - AUMENTO DE
100 X.

FONTE: Marchetti (2010)
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3.4.4 PROCEDIMENTO PARA O TESTE DE PRESENCA OU AUSENCIA DE
CRESCIMENTO MICROBIANO (BACTERIAS E LEVEDURAS)

Utilizou-se 100uL da amostra liquida ou da amostra sélida diluid@uéd. da amostra
sélida superficial diluida. Semeou-se no meio Bid@art Infusion - BHI, marca DIFCO,
LAURENCE, USA, validade jan. 2012. Incubou-se enmob®se em estufa bacteriologica a
35t 0,5° C, por 24 — 48 horas. Os tubos que apresemtaurvacdo do meio, comparadas
visualmente com um tubo de meio n&o inoculadonicckassificados como positivos para a
presenca de crescimento microbiano. Os tubos quepr&sentaram turvacao do meio foram
considerados negativos (SANTOS, 1999).

3.45 PROCEDIMENTO PARA O TESTE DE PRESENCA OU AUSENCIA E
IDENTIFICACAO DE BACTERIAS AEROBICAS

Utilizou-se as amostras positivas do teste antprocedendo-se a identificacado para
bactérias Gram negativas e Gram positivas, pelaragdo de Gram (SANTOS, 199%a
bacteriologia empregou-se 0s seguintes meios derauhgar Mac Conkey marca DIFCO,
LAURENCE, USA, validade nov. 2011; Agar Pseudomamasca OXOID, HAMPSHIRE,
UK, validade set. 2011; Agar SS — Salmonella e 8lagnarca BD, FRANKLIN LAKES,
USA, validade dez. 2011; Agar Manitol - Mannitoltsagar, marca BBL, MARYLAND,
USA, validade nov. 2011. Na identificacdo de baaseiGram negativas fermentadoras
utilizou-se as provas bioquimicas contidas no rdei®ugai com Lisina, marca NEWPROV,
PINHAIS, BR, validade maio 201Rergey's Manual of Determinative Bacteriologth ed.
(21) Santos 1999, e na identificacdo de cocos Gpasitivos empregou-se as provas de
Manitol, Catalase e Sorotipagem pdsa aureusmarca LABORCLIN, PINHAIS, BR,
validade abril. 2011 (SANTOS, 1999).

3.4.6 PROCEDIMENTO PARA A VALIDACAO DO PROCESSO DE
AUTOCLAVAGEM DE MATERIAIS

As toalhas de banho e uniformes foram atoclavaaiods lavagem, assim como 0s
residuos solidos provenientes do processo de gigio da Quarentena. Foram colocados
junto ao material autoclavado envelopes contengores deBacillus stearethermophilus
gue apds o procedimento foram incubados em cald®@Hlepor 7 dias em banho-maria a
57°C (SANTOS, 1999).

Como controle positivo utilizou-se as amostrasldaaga e orofaringe dos animais em
quarentena; racdo seca e ragdo Umida; grade d#& gaidundo da gaiola antes dos
procedimentos de higienizagcdo e desinfeccdo. Copmirale negativo em todos o0s
procedimentos de andlise incubou-se junto com astaas, um tubo contendo BHI e agua
deionizada estéril.
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3.4.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes as bactérias heterotroficasnfaransformados por meio da
funcédo f(x) = 1+ log (heterotroficas) para obtendadaistribuicdo normal dos dados.

Os valores referentes as bactérias heterotrofiohdos no controle de qualidade da
guarentena (Controles de Método, Controle de Tratémne Tratamentos) foram comparados
por meio do teste ANOVA-fator unico.

Os dados referentes as semanas de quarentena?, (132 2 4%) foram também
comparados por meio do teste ANOVA-fator unico.

O cruzamento dos dados de formagbes de heterasoBon relacdo ao tipo de
tratamento (desinfetantes) e o controle de quatidkdquarentena foi realizado por meio do
teste ANOVA-fator duplo.

Cada tipo de controle de qualidade da quarenter@ifioparado quanto as formacgdes
de bactérias heterotroficas e 0s objetos avaliadbsquarentena. Esta comparacdo foi
realizada por meio do teste ANOVA-fator unico.

O numero de formagfes de bactérias heterotréfitie es objetos da quarentena foi
comparado por meio do teste ANOVA-fator unico, peledente do tipo de tratamento
realizado.

Os dados referentes as bactérias e leveduras asofaxd tratamentos (agua, alcool,
monopersulfato e cloro) foram avaliados por meio asélise de cluster aglomerativa
hierarquica, utilizando dissimilaridade por meiolRlatancia Euclidiana e método Ward para
aglomeracdo em dendrogramas. A interpretacdo dodralgramas indica que quanto mais
préximo a zero o valor de dissimilaridade, maisimailaridade entre as amostras.

Além disso, foram realizadas as correspondéncias edpécies de bactérias e
leveduras isoladas em relacdo aos tratamentos @do o analise multivariada de
correspondéncia, realizando o teste de indeperalgoncimeio do teste de Qui-quadrado.

Em todos os testes foi utilizado o nivel de sigaificia de 0,05.

3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Processou-se 568 amostras relativas aos tratameatdesinfeccdo, 48 amostras de
controle de tratamento e 126 amostras de conteoteatodo, totalizando 742 amostras. Estas
amostras foram manipuladas em triplicata, totalpa®226 amostras. Foram executados o0s
teste de presenca/ auséncia e quantificacdo déribacheterotroficas, teste de presenca ou
auséncia de crescimento microbiano (bactérias leimduras), totalizando para estes dois
tipos de exames 4452 analises.

Os resultados encontrados no teste de presen@icausle bactérias heterotroficas,
no teste de presenca/ auséncia de crescimento i deecultura BHI e no teste de
positividade de isolamento de bactérias estédo septados respectivamente nas Tabelas 3, 4
eb.
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TABELA 4 — Porcentagem de amostras positivas paeste de presenga e auséncia de bactérias héfiesstr
nos tratamentos com agua, alcool, monopersulfatore, realizados na quarentena do Hospital Veieonnda
ITAIPU Binacional de margo de 2010 a marco de 2011.

AGUA ALCOOL MONOPERSULFATO CLORO
Total de 140 140 144 144
Amostras
Amostras 62 83 64 48
positivas
Porcentagem de
amostras 44,29% 59,29% 44,44% 33,33%

positivas

FONTE: O autor (2011)

TABELA 5 — Porcentagem de amostras positivas emadas no teste de presenca e auséncia de creszinoent
meio de cultura BHI, nos tratamentos realizados émua, alcool, monopersulfato e cloro, realizadas n
guarentena do Hospital Veterinario da ITAIPU Bimael de marco de 2010 a marco de 2011.

AGUA ALCOOL MONOPERSULFATO CLORO
Total de 140 140 144 144
Amostras
Amostras 60 65 56 34
positivas
Porcentagem de
amostras 42,86% 45,71% 38,89% 23,61%

positivas

FONTE: O autor (2011)

TABELA 6 — PORCENTAGEM DE AMOSTRAS POSITIVAS NO THE& DE POSITIVIDADE DE
ISOLAMENTO DE BACTERIAS NOS TRATAMENTOS COM AGUA, ACOOL, MONOPERSULFATO E
CLORO REALIZADO NA QUARENTENA DO HOSPITAL VETERINARD DA ITAIPU BINACIONAL
DE MARCO DE 2010 A MARCO DE 2011

AGUA ALCOOL MONOPERSULFATO CLORO
Total de 140 140 144 144
Amostras
Amostras 56 55 52 30
positivas
Porcentagem de
amostras 40,00% 38,19% 36,11% 20,83%

positivas

FONTE: O autor (2011)

Verificou-se que em todos os resultados represestas Tabelas 1, 2 e 3, 0
tratamento com cloro foi o que obteve a menor paagem de amostras positivas, o que é
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desejavel, mostrando que este produto promove eth&do da carga bacteriana maior do
gue a dos outros tratamentos.

Todas as analises dos materiais autoclavados riverasultados negativos.
Considerou-se que a autoclavagem atingiu o objeti#godescontaminagdo dos objetos
analisados.

Foi possivel verificar que houve diferencas egte#is significativas entre os
controles de quarentena ,(3=60,371; p=0,00), sendo que todas as amostras foram
consideradas estatisticamente diferentes entr& siaior média foi obtida no controle de
tratamento (6,63 + 2,67 intervalos de confiangagugla do controle de método (5,38 + 2,82
intervalos de confianga) e por fim, os menoresresl@btidos nos tratamentos (3,26 + 2,62
intervalos de confianca) (Fig. 4). Este dado estdadordo com a proposta de que os
tratamentos reduzissem a carga bacteriana dosiamtagienizados e desinfetados.

Current effect: F(2, 737)=60,371, p=0,0000
10

1+log10(heterotréficas)

controle de método controle de tratamento tratamento

controles

Figura 4 — Médias + intervalos de confiancas dagrotes de quarentena

Ao comparar as médias do crescimento de bactégstrdiréficas ao longo das
semanas de quarentena, também foi possivel verdiexisténcia de diferencas estatisticas
significativas (B, 7367,4896; p=0,00006). Na primeira semana de quarant®ram
observados os maiores valores de heterotréficd 42,89 intervalos de confianca), sendo
esta média equivalente & segunda semana (4,04 inBeBvalos de confianga) (p<0,05). Na
terceira semana de quarentena, observa-se a ggedeaiva da média das formacgbes de
bactérias (3,15 + 2,70 intervalos de confianca)relacdo a primeira semana (p<0,05). A
guarta semana apresentou uma média (3,72 + 2@&%¥afds de confianga) estatisticamente
equivalente a segunda e a terceira semana (p>QF0§) 5). Nao foram encontradas
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justificativas para esta diferenca, podendo seritathm a hipotese de influéncia climatica,
gue permaneceu inconclusiva em funcao de naottetestada no presente trabalho.

Current effect: F(3, 736)=7,4896, p=,00006
5,5

5,0}

4,5t

1+log10(v5)

4,0 |

Var6:
|
|

35 ¢}

3,0}

2,5

10 20 30 40
semanas

Figura 5 — Médias + intervalo de confianga das sexmae quarentena.

Houve diferencas estatisticas significativas eagr€ontroles de quarentena em cada
um dos diferentes tratamentos. Contudo, vale tassglie o conjunto dos cruzamentos
apresentou comportamento semelhanie/{&7,4896; p=0,00006).

Ao avaliar o tratamento com agua, verificou-se ggemédias dos tratamentos +
intervalos de confianca sdo significativamente mes@3, 25 + 2,67) do que os controles de
meétodo (5,32 + 2,92) e controles de tratament®(6,8,07) (p<0,05). Ja estes dois ultimos
mostraram-se equivalentes entre si (p>0,05). Esma comportamento foi observado para
o tratamento com alcool e cloro, sendo que a negliiatamento de alcool + intervalos de
confianca foi de 4,13 + 2,77, o controle de mét&géQ + 2,76 e controle de tratamento, 7,23
+ 2,84; No tratamento com cloro, o valor da médidrdtamento foi 2,57 + 2,27, o controle
de método 5,31 + 2,91 e controle de tratamento 6383 (FIG. 3).

No tratamento com monopersulfato, todos os corgrdi quarentena se mostraram
diferentes entre si (p<0,05), sendo que a médiatervialos de confianca obtida durante o
tratamento foi de 3,14 + 2,54, o controle de métwdd + 2,80 e controle de tratamento 7,57
+ 1,34 (Fig. 6).
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Current effect: F(6, 728)=,75769, p=,60342
11

10 ¢

1+log10(heterotréfica)
(o))

AGUA ALcooL MONO CLORO

== Controle de Método
—§ - Controle de Tratamento
§ Tratamento

Figura 6 — Médias + intervalos de confiancas dasitnentos em relacéo aos controles de quarentena

Em relagdo ao controle de método, o numero de fgiasa médias de bactérias
heterotréficas nos objetos da quarentena seguimasmo padrdo quando comparados aos
desinfetantes @114#0,41712, p=0,86636). Contudo, entre 0s objetopdssivel identificar
algumas diferencas significativas, sendo possieetlair que a racdo umida apresenta os
maiores valores meédios + intervalos de confiangaadéérias heterotréficas, independente do
tipo de desinfeccao (agua — 8,70 + 1,26; alcoa36 & 1,02; monopersulfato — 8,50 + 0,91;
cloro — 8,68 + 0,87) (Fig. 7). Estes dados erameresios pois a racdo Umida foi a que sofreu
maior manipulacdo durante sua elaboracéo, ampliamissibilidade de contaminacao.
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Controle de Método
Current effect: F(6, 114)=,41712, p=,86636
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Mé&o tratador Racéo - pelet Racéo umida - alimento

Figura 7 — Médias + intervalos de confiancas ddagmm de bactérias heterotréficas no controle dedoém
funcéo dos tipos de tratamentos e objetos da oiesman

Nas comparacdes das bactérias heterotroficas apetrasos tratamentos de desinfeccéo,
foi possivel verificar que todos os tratamentosueeg 0 mesmo comportamento entre 0s
objetos aferidos @@, 51=0,94967, p=0,55979) (FIG. 8). Contudo, algumaserdiicas
significativas foram observadas, ao analisar ostobjseparadamente. Estas diferencas estao
listadas a segquir:

a) Fundo de gaiola: diferenca significativa entre raédt intervalos de confiancds

tratamento com alcool (5,41 + 1,85) e do tratameato cloro (2,54 + 2,12);

b) Container racdo seca: diferencas significativas entre asiasédl intervalos de
confianca dos tratamentos com alcool (5,93 + 0@§)a (2,70 + 2,40) e cloro (2,98 +
2,78);

c) Pano: diferenca significativa entre as médias erwalos de confianca do tratamento
com agua (4,89 + 2,56) e cloro (2,52 + 2,10);

d) Esfregéo: diferenca significativa entre o trataroezdm alcool (4,43 + 2,90) e cloro
(1,85 + 2,40);

e) Container racdo Umida: diferenca significativa entre as @®d+ intervalos de
confianca do tratamento com alcool (4,91 + 3,18peo (2,62 + 2,50);

f) Luva do tratador: diferenca significativa entrenaédias_+ intervalos de confianca do
tratamento com agua (1,86 + 1,85) e alcool (4,3722).
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Tratamentos
Current effect: F(39, 511)=,94967, p=,55979
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Figura 8 — Médias + intervalos de confiangas daag®em de bactérias heterotroficas em funcéo dos tie
tratamentos e objetos da quarentena.

Em relagdo ao numero de formagfes de bactériasmotiéfecas entre os objetos da
guarentena foi possivel verificar que houve difeasn estatisticas significativas 14F
720=1,972; p=0,02091) (Fig. 9). Foi possivel idendficdiferencas entre as médias +
intervalos de confianca nos objetos, sendo que nodofude gaiola apresentou
significativamente maior frequéncia de bactéria81(4 2,94) quando comparado aos demais
objetos (p<0,05), com excecédo dos objetos vasehalichento (3,89 + 2,66), grade da gaiola
(3,99 + 2,96), balde (3,87 + 2,68) e pano (3,6846P2que se mostraram equivalentes ao
fundo de gaiola com as maiores frequéncias (p>0@B3ervamos que estes objetos tiveram
maior contato com materiais contaminados como régéda, fezes, o animal em quarentena
ou foram utilizados para a limpeza de pontos ostimais contaminados como o balde e o
pano.
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Current effect: F(13, 585)=1,9720, p=,02091
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Figura 9 — Médias + desvio padrao da contagem dwélias heterotréficas em funcdo dos objetos da
guarentena, independente do tipo de tratamento.

Foi possivel verificar que mesmo com os tratameoctns agua e detergente, alcool,
monopersulfato e cloro, os objetos com maior comagédo foram fundo de gaiola, vasilha
de alimento, grade da gaiola, balde e pano (Fiy. EStes dados demonstram a maior
dificuldade de reducéo da carga bacteriana emazbfeais contaminados.
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Figura 10 — Média + desvio padrao da contagem di&bas heterotréficas nos objetos de quarentemaaier
contaminacéo.
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Em relagdo a comparagdo da positividade do isoleomede bactérias do tipo
heterotroéficas, positividade do isolamento de migaaismos e positividade de turvamento
do BHlI, foi possivel observar que em todos 0s objes comportamentos foram equivalentes
(F26, 620,32116; p=0,99954). Mas, este resultado tornatseessante uma vez que todas as
maiores positividades foram encontradas nos mesirjetos, sendo eles: container de ragéo
Uumida, container de uniforme, luva do tratadoral®fundo de gaiola (Fig. 11). Demostra-se
qgue independentemente do método de andlise ublipach determinar a contaminagédo dos
objetos estudados os objetos com tendéncia a roamaminacdo Sdo 0s que tem maior
positividade.

Current effect: F(26, 624)=,32116, p=,99954
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Figura 11 — Médias + intervalos de confiancas datip@ade de bactérias BHI, Isolamento de Microiganos
e positividade de isolamento de heterotréficas amgdo dos objetos da quarentena.

Em relacdo ao agrupamento observado para a avalilgitratamentos, foi possivel
verificar a formacdo de trés grupos. O primeiromfado pela dgua e monopersulfato
(dissimilaridade = 119), o segundo pelo alcoolgjdidlaridade = 156) e o ultimo pelo cloro
(dissimilaridade = 626). Estes valores de dissmiigmle sdo bastante elevados,
demonstrando a elevada diferenca entre os tratamésg. 12).
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Figura 12 — Dendrograma da anélise de agrupamensogs tratamentos.

As diferencas das frequéncias de ocorréncia forgnifisativas entre os tratamentos
(a?=75,502; gl=36; p=0,00), sendo possivel verificaroarespondéncia do tratamento com
agua e maiores frequéncias de ocorrénci&eleatia sp.; correspondéncia dghigelasp.,
Estreptococcusp. e leveduras com o tratamento com alcBtdphylococcus aurewsm 0
tratamento com monopersulfato e, por fim, corredpania deKlebsiella sp. com o
tratamento com cloro. Logo, estas correspondémigasnstram as bactérias e/ou leveduras
gue apresentam 0S maiores crescimentos nos meiosultl@as com 0s respectivos
tratamentos (Fig. 13). Esta analise mostra queesmigtantes utilizados neste caso podem
ter comportamento seletivo, sendo 0 mais preocapamresenca detaphylococcus aureus
no tratamento com monopersulfato.



44

Eixos F1 e F2:79,51%

ns Clero T
Jelbisizla

. StaphyoSp @
Alcaligenas [nterocbacter

Fro zbilis #® Fseudomonas
nmts L Alcool, 7 '5""‘5 m |
- t

i Y — '

acilus
o o®
5 aureus

® serratia

F2 (33,89 %]
(=]

C.ccli @

0.5 0 0.5 1 1.5 2
F1(45,62 %)

¢ Tratamentos ¢ Bactérias isoladas e Leveduras
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A identificacao dos tratamentos esta destacadaeemelhos e as espécies de bactérias e leveduras em
azul .

3.6. CONCLUSOES

Tendo como premissa que os esforcos para diminuisam de transmissdes de
infec¢des incluem programas nos quais os desinéstatesempenham papel crucial e que a
desinfeccdo € um dos mais importantes aspectosedenzdo de enfermidade (BRASIL,
2010), com o resultado do presente trabalho fosipek demonstrar que a utilizagdo de
procedimentos de higienizacédo e desinfec¢cdo enopaniticos de controle para o Protocolo
de Quarentena reduziu o nimero de bactérias h&tiécas; de bactérias e leveduras isoladas
em BHI e de espécies de bactérias encontradaglagdo aos controles utilizados.

Observou-se uma contaminacédo alta na racdo urRl@a {), demonstrando que o0s
procedimentos de preparo dessa racdo devem saliagd@g visando a reducdo da carga
bacteriana.

Apesar do trabalho néo ter sido estatisticamentelasivo (p= 0,05) em relacdo ao
melhor desinfetante para utilizagao nestes Pratsai¢ Quarentena, observamos que o cloro
a 1% apresentou os melhores indices gerais de desbm(figura 8).

Foi possivel também determinar os melhores poatii€os para implantacdo de
controle de qualidade em Sistemas de Quarenteia 9, 10 e 11). Para objetos que
transpde a barreira de isolamento podemos usar egeroplo ccontainerde ragdo Umida e
o containerde uniforme. Para os objetos que séo higienizadatescartados antes da saida
da quarentena podemos usar a luva do tratadootaaPara os objetos internos ao Sistema
de Quarentena podemos usar o fundo de gaiola ¢ualmente, a grade da gaiola, o balde e
o pano. Estas escolhas reduzem a necessidade ti®latotodos o0s pontos criticos
estabelecidos, reduzindo méo-de-obra, custos, tempsumos utilizados para este controle
de qualidade.
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Quanto ao melhor método de controle, ficou estaidd que ndo existisse diferencas
significativas entre contagem de heterotréficasitagem de culturas em BHI positivas e
isolamento de bactérias. Neste caso sugerimos dqumtagem de heterotroficas pode ser
considerada como a forma mais rapida e facil déicaar a eficacia da higienizacdo e
desinfeccdo em Sistemas de Quarentena, obtendo-sentagem das coldnias em
aproximadamente 48 horas. A rapidez na obtencaoadndtados aliada a simplicidade do
método e seu baixo custo em relacdo ao isolamentegpécie torna este método elegivel
como parametro para a verificacdo de possiveiagaib processo. A obtencao de parametros
confidveis permite auxiliar na tomada de decisapossibilitar possiveis corre¢bes de
procedimentos de higienizacdo e desinfeccdo aniepgssa ocorrer um comprometimento
do processo de isolamento do Sistema de Quarentena.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos a epidemiologia e a saude colébivaram-se destaque em funcéo
do surgimento de enfermidades emergentes. Destaafestudos sobre sua influencia na
dindmica das populacdes e principalmente como itapt fator de risco de extincdo de
espécies animais ameacadas tem sua importancielesida. E possivel perceber que esta
ocorrendo constante melhoria nas propostas deqmote processos de quarentena visando
aprimorar a deteccdo de enfermidades e protegetéaem cativeiro e populagdes de vida
livre, além de proteger a producédo de animais dboodspara consumo humano.

Os resultados desse trabalho demonstram que nadickerge a elaboragdo de
protocolos de higienizacéo e desinfeccdo, poisréiesgarantem a qualidade do isolamento
dos animais em quarentena. A utilizacdo de pontibeas de controle € uma ferramenta
importante para monitorar o desempenho do processmolamento.

Com esse trabalho também fica clara a importanociausb de ferramentas de
organizacdo de processos e de controle de qualigewheipalmente com o objetivo de
corrigir possiveis falhas ainda com o processo emamento. Observa-se que s&o
necessarias mais pesquisas e discussoes paraipadmoontrole de qualidade em Sistemas
de Quarentena, podendo-se utilizar como “benchmgtkbs processos ja consagrados em
empresas que processam alimentos ou que utilizasnegsos laboratoriais além de
programas de organizagdo de processos como a Argdiderigos e Pontos Criticos de
Controle- APPCC.
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5. ANEXOS

5.1. APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal do Parana
s Setor de Ciéncias Agririas
UFPR Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA SCA

CERITIFICADO

Certiicamos que o protocolo no. 006/2014, referente ao projeto "Analise de pontos criticos e
controle bacteriologico de sistemas de quarentena para animais silvestres ”, sob a responsabilidade
de Wanderlei de Moraes . na forma que foi apresentado. foi aprovado pela Comissio de Ftica no
Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias, em reunido realizada dia 29 de abril de 2011, Este
certificado expira em 29 de abril de 2012.

CERTIFICATL

We certily that the protocol number 006/2011, regarding the project “Analysis of critical points and
bacteriological control for quarantine systems of wild animals”, in charge of Wanderlei de Moraes,
in the terms it was presented, was approved by the Animal Use Ethics Committee of the
Agricultural Sciences Campus of the Universidade Federal do Parana (Federal University of the
State of Parana, Southern Brazil) during session on April, 2011. This certificate expires on April,
2012

Curitiba, 29 de abril de 2011,

mmnﬂ%mmnon . atrick Schmidt

Presidente Vice-Presidente

Comissio de Etica no Uso de Animais
Setor de Ciéncias Agrarias
Universidade Federal do Parana.
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5.2. IMAGEM AEREA DO REFUGIO BIOLOGICO BELA VISTA

1\':’- T

i -_h‘;t % s, (AN
FIGURA 1 — FOTO AEREA DA AREA CONSTRUIDA DO REFUGIO BIOLOGICO BELA VISTA —
Municipio de Foz do Iguacu — Parana — BRASIL, 2010.
NOTA: HV: Hospital Veterinario; QN: quarentenario; CASIB: Criadouro de Animais Selvagens da
Itaipu Binacional; ZOO: Zoolégico Roberto Ribas Lange.
Fonte: Adaptado de Google heart, 2010.




5.3. FLUXO DE PROCESSOS EM PROGRAMAS DE QUARENTENA
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6. VITA

Médico Veterinario Formado pela Universidade Fdddaninense — UFF, em 1985.
Especialista em Primatologia pela Universidade i@siBa — UNB, em 1986.

Professor da disciplina de Medicina Veterinaria Alemais Silvestres na Universidade
Federal Fluminense — UFF, em 1987/1988.

Responsavel técnico pelo Criadouro de Animais Sites da ITAIPU Binacional — CASIB e
pelo Zooldgico “Roberto Ribas Lange”, pertencerdaeSTAIPU Binacional onde trabalha
desde 1989.

Aperfeicoamento em Meio Ambiente e Gestdo Ambiep&h Universidade Paranaense —
UNIPAR em 1999.



