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Efeito bactericida in vitro da cal hidratada
sobre Corynebacterium pseudotuberculosis
em ambientes simulados

Patricia Yoshida Faccioli-Martins'
Raymundo Rizaldo Pinheiro?
Antonio Cezar Rocha Cavalcante®

Resumo: A linfadenite caseosa € uma das principais enfermidades bacteria-
nas de caprinos e ovinos. Os abscessos causados pela doenga apresentam
alta concentracdo do agente. Quando n&o tratados antes do rompimento, le-
vam a grande contaminagdo ambiental e aumento de casos no rebanho. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da cal hidratada, desinfetante de
baixo custo e facil aplicagéo, na eliminagao de Corynebacterium pseudotu-
berculosis em ambientes simulados. Para tanto, a cal foi aplicada em duas
apresentagdes (p6 e a 40%), sob duas condi¢gbes de umidade (35% e 100%)
e em dois tipos de superficies (lisa e rugosa). A umidade relativa do ar eleva-
da manteve a pintura de cal Umida por mais tempo, tendo sido removida mais
facilmente em contato com a agua. Conclui-se que tanto na superficie lisa
quanto rugosa, a cal hidratada em p6 reduz a contaminagao e a cal hidratada
a 40% elimina o agente, pois a ultima promove cobertura mais homogénea
das superficies.

Termos de indexagao: Corynebacterium pseudotuberculosis, linfadenite ca-
seosa, desinfecgao, superficies.

"Médica-veterinaria, doutora em Medicina Veterinaria Preventiva, pesquisadora da Embrapa Caprinos e
QOvinos, Sobral, CE.

2 Médico-veterinario, doutor em Ciéncia Animal, pesquisador da Embrapa Caprinos e Ovinos, Sobral, CE.
3 Médico-veterinario, doutor em Parasitologia, pesquisador aposentado da Embrapa Caprinos e Ovinos,
Sobral, CE.



6 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 06

In vitro bactericidal effect of hydrated lime
on Corynebacterium pseudotuberculosis
in simulated environments

Abstract: Caseous lymphadenitis is one of main bacterial diseases from
goats and sheep. Abscesses caused by the disease have a high concentra-
tion of the agent. When they are not treated before disruption, they lead to
high environmental contamination and increase cases on herds. The aim of
this work was to evaluate the efficacy of low cost, easy to use disinfectante
hydrated lime to eliminate Corynebacterium pseudotuberculosis in simulat-
ed environments. Therefore, hydrated lime was applied in two presentations
(powder and 40%), under two humidity conditions (35% and 100%) and on
two types of surfaces (smooth and rough). The high relative humidity kept the
lime paint moist longer and it was more easily removed in contact with water.
It is concluded that on both smooth and rough surfaces hydrated lime powder
reduces contamination and 40% hydrated lime eliminates the agent because
the latter promotes more homogeneous surface coverage.

Index terms: Corynebacterium pseudotuberculosis, caseous lymphadenitis,
disinfection, surfaces.
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Introducao

A Linfadenite Caseosa é uma enfermidade infecto-contagiosa de carater
cronico, causada por Corynebacterium pseudotuberculosis, uma bactéria
gram positiva. Acomete caprinos e ovinos e caracteriza-se pela hipertrofia
dos ganglios linfaticos com formagao de um exsudato purulento (abscessos),
processo que pode ocorrer em todo o organismo do animal (Faccioli-Martins
et al., 2014).

E uma das principais enfermidades da cadeia produtiva de caprinos
e ovinos responsavel por perdas econdmicas. A doenga é caracterizada
por debilidade geral do animal, afetando o ganho de peso, diminuigdo da
producao de carne e leite, desvalorizagao da pele, transtornos reprodutivos,
embargo comercial, condenagao de carcagas e visceras, eutanasia ou morte
dos animais severamente afetados e, ainda, custos com medicamentos e
mé&o de obra para tratamento dos abscessos (Baird; Fontaine, 2007).

Ferimentos na pele, ocasionados por fatores fisicos, facilitam a penetragao
do micro-organismo, presente no ambiente, devido a ruptura de abscessos
de individuos infectados. Assim, uma das formas de controle e tratamento é
o isolamento de animais acometidos e remogao dos abcessos por drenagem
cirdrgica e cauterizagdo quimica, antes que se rompam no meio ambiente.
A auséncia de tratamento do abscesso previamente a sua ruptura aumenta
em 10,34 vezes o risco de ocorréncia da doenca nos animais, dada a alta
concentracao do agente infeccioso no material purulento eliminado (Farias
et al., 2019).

C. pseudotuberculosis permanece cronicamente nos rebanhos pela difi-
culdade de se eliminar o0 agente dos animais e do ambiente contaminado, e é
capaz de sobreviver por longos periodos nas fezes, solo e fémites (Augustine;
Renshaw, 1986; Spier et al., 2012). Dessa forma, é importante que formas
eficazes e de baixo custo de controle do agente no ambiente, associadas ao
tratamento dos abscessos nos animais, estejam disponiveis.

Entre esses desinfetantes esta a cal hidratada, produto facilmente encon-
trado no comércio, de baixo custo, facil aplicacdo e indicado para uso em
instalagdes de diferentes sistemas de produgao animal. Na caprinocultura é
utilizada a 40% em pediluvio, utilizada na desinfeccao de ambientes a 20%
(dgua de cal) e esta regulamentada nos Estados Unidos como desinfetante
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quimico alcali pela EPA (U.S. Environmental Protection Agency). Na Uniao
Europeia ¢é indicada na desinfecgao de instalagées de animais, com seu uso
na forma em pg, levemente hidratada apds sua aplicagdo, ou como agua de
cal (European Lime Association, 2009; USDA, 2014).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da cal hidratada, desinfetan-
te de baixo custo e de facil aplicagao, na eliminagao de C. pseudotuberculosis
em ambientes simulados na forma em p6 e a 40%.

Materiais e Métodos

O experimento foi realizado no laboratério de Bacteriologia da Embrapa
Caprinos e Ovinos em outubro de 2015. Foi avaliado o efeito bactericida da
cal hidratada sob as seguintes condigdes: 1) duas formas de apresentacao
(cal hidratada em p6 e cal hidratada a 40%); 2) duas condi¢bes de umidade
relativa do ar (35% e 100%); e dois tipos de superficies contaminadas com
pus (lisa e rugosa). Foi realizada uma réplica para cada combinagao de va-
riaveis e seus respectivos controles positivos (superficies contaminadas com
material purulento, sem aplicacdo de cal). A concentragao de cal hidratada
a 40% foi escolhida por ensaios prévios in vitro sob papel-filtro, simulando
a superficie de aplicacao da pintura, que demonstraram a formagdo de uma
camada uniforme e consistente de cal nessa concentracgao.

A superficie lisa foi simulada pela utilizagéo de placas de petri em poliesti-
reno de 90x15 mm estéreis. A superficie rugosa imitando cercas e instalagbes
de madeira foi simulada por fragmentos de madeira do género Manilkara,
conhecida como Macgaranduba, medindo 0,5 cm x 0,3 cm x 5 cm (largura x
altura x comprimento), esterilizados por autoclavagéo.

Como fonte de C. pseudotuberculosis, utilizou-se conteudo purulento ob-
tido de animal que apresentava nédulo em linfonodo superficial. O abscesso
foi drenado assepticamente, e o material foi encaminhado ao laboratério de
Bacteriologia da Embrapa Caprinos e Ovinos para processamento.

O material purulento foi distribuido em placas de petri e sobre os fragmen-
tos de madeira com o auxilio de espatula metalica estéril, em finas camadas,
sendo que na placa a area de aplicagéo foi de aproximadamente 3 cm x 3
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cm, e na madeira cobriu-se apenas a face superior (numa area de 0,5cm x 5
cm). Esse procedimento foi repetido trés vezes, para que o material pudesse
ser acompanhado em trés situagdes: controle (sem a aplicagdo de cal); p6
(aplicacédo de 2 g de cal hidratada em pd); e 40% (aplicacdo de 2 mL de cal
hidratada a 40%, diluida em agua destilada estéril). Todos os tratamentos
foram incubados em estufa clinica a 37,0 + 2 °C, por 24 h, em que cada répli-
ca foi submetida simultaneamente a condigbes de umidade relativa do ar de
35% ou 100% (Figuras 1A, 1B, 2A, 2B, 2C e 2D).

S — —w

- g
Placa controle Placa controle Madeira controle Madeira controle
35% Umidade 100% Umidade 35% Umidade \ 100% Umidade

Foto: Patricia Yoshida Faccioli-Martins

Figura 1. Superficies lisas (A) e rugosas (B) contaminadas com pus e sob duas con-
dicdes de umidade (35% e 100%).

Cal em po Cal em po Cal em po Cal em po
35% Umidade 100% Umidade 35% Umidade 100% Umidade

- BN 7 3 re

Foto: Patricia Yoshida Faccioli-Martins

Cal a 40% Cal a 40% Cal a 40% Cal a 40%
35% Umidade 35% Umidade 100% Umidade

Figura 2. Superficies lisas (A e C) e rugosas (B e D) contaminadas com pus, sob
duas condigbes de umidade (35% e 100%) e tratadas com duas formulagdes de cal
hidratada (p6 e diluida a 40%).
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A unidade relativa do ar a 35% foi obtida naturalmente, e a umidade relati-
va de 100% foi alcangada com a deposicao das placas em recipiente plastico
com tampa, adicionado de gaze umedecida com agua. A umidade foi aferida
com um termo-higrémetro digital (Highmed®, modelo HM-02).

Apods as 24 h de incubagao, tanto a superficie lisa quanto a superficie
rugosa, tiveram os excessos de cal hidratada em p6 e de cal hidratada a
40% removidos (por movimentagao mecénica no primeiro, e por instilagéo
de solucéo salina no segundo) antes do cultivo em agar sangue e em caldo
cérebro-coracéo (Himedia®) com 0,1% Tween® 80 (BHI-T).

Seguida a essa remogé&o, o material exposto foi colhido com suabe estéril
umedecido em solugéo salina 0,85% e cultivado em agar sangue. Para o
enriquecimento, o suabe oriundo da superficie lisa e o proprio fragmento de
madeira foram imersos em caldo BHI-T, seguidos de incubagéo por 24 h a 37
°C (Figuras 3,4 e 5).

O material obtido do enriquecimento foi cultivado em agar sangue e in-
cubado por 24 h. Os caldos com os suabes foram reincubados a 37 °C por
mais 24 h (totalizando 48 h) e plaqueados em agar sangue, para verificar a
sobrevivéncia de C. pseudotuberculosis.

| 5 F ]
ontrole " ontrole ¥ ' ontrole

35% Umidade | 100% Umidade 0 100% Umidade

Figura 3. Suabe da superficie lisa (placa de petri) (A) e a superficie rugosa (madeira)
(B), mantidos sem tratamento por 24 h, sob umidade baixa e alta, e incubados em
BHI-T por 24 h para enriquecimento.
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al em po = i L gem po

35% Umidade ! 100% Umidade
o | I

al em po ’ ‘Cal em pd
100% Umidade 3 35% Umidade

Foto: Patricia Yoshida Faccioli-Martins

Figura 4. Suabe da superficie lisa (placa de petri) (A) e a superficie rugosa (madeira)
(B) tratados com cal em p6 por 24 h, sob umidade baixa e alta, e incubados em BHI-T
por 24 h para enriquecimento.

~ . 8 g
al a 40% al a 40%

35% Umidade j ‘ 100% Umidade
e A ol

al a' 40%
100% Umidade

4 ‘4 ?k l!/‘”' :

Foto: Patricia Yoshida Faccioli-Martins

Figura 5. Suabe da superficie lisa (placa de petri) (A) e superficie rugosa (madeira)
(B) tratados com cal a 40% por 24 h, sob umidade baixa e alta, e incubados em BHI-T
por 24 h para enriquecimento.
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Resultados e Discussao

Os resultados das figuras 6 e 7 demonstram que a simulagéo dos tipos de
superficies contaminadas com pus no experimento foi adequada, visto que
houve o isolamento de C. pseudotuberculosis nos controles positivos realiza-
dos em superficie lisa (placas de petri) e rugosa (fragmentos de madeira) sob
as duas condi¢des de umidade relativa do ar (35% e 100%).

Controle — Mw umidade al em po— Mw umidade al a 40%— 35% umidade

Figura 6. Reducéo de C. pseudotuberculosis com o uso da cal em po e sua eliminacéo
com cal a 40%, em superficie lisa, sob as duas condigbes de umidade.

. N

\ ~

-

Figura 7. Redugao de C. pseudotuberculosis com o uso da cal em p6 e sua eliminagao
com cal a 40%, em superficie rugosa, sob as duas condigdes de umidade.

A cal em po, aplicada sobre as superficies lisas e rugosas contaminadas
com pus, promoveu a redugdo significativa das colénias de C. pseudotuber-
culosis, sob as duas condi¢des de umidade. A cal a 40% apresentou efeito
bactericida mais pronunciado, promovendo a eliminagdo das colbénias das
superficies tratadas, sob as duas condi¢cdes de umidade (Figuras 6 e 7).
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Tabela 1. Avaliagéo do isolamento de C. pseudotuberculosis com 35% de umidade
relativa do ar.

Superficie lisa

Isolamento Controle Cal Po Cal 40%
Agar Sangue CcP Redugao 50% Neg
de CP
Pés 24h BHI-T CP + bacilo Bacilo Neg
Pés 48h BHI-T CP Bacilo Neg
Superficie rugosa
Isolamento Controle Cal P6 Cal 40%
Agar Sangue CP Redugao 50% Neg
de CP
Pés 24h BHI-T Bacilo Bacilo Neg
P6s 48h BHI-T nr nr nr

CP — C. pseudotuberculosis; Neg — sem isolamento; Nr — ndo realizado; h = horas

Tabela 2. Avaliagdo do isolamento de C. pseudotuberculosis com 100% de umidade
relativa do ar.

Superficie Lisa

Isolamento Controle Cal Po Cal 40%
Agar Sangue CP Redugao 50% de CP Neg
P6s 24h BHI-T CP Bacilo Neg
Pdés 48h BHI-T CP Bacilo Bacilo

Superficie rugosa

Isolamento Controle Cal Po Cal 40%
Agar Sangue CP Redugéo 50% de CP Neg
Pés 24h BHI-T CP + 2 espé- Bacilo Neg

cies de bacilos

P6s 48h BHI-T nr nr nr

CP — C. pseudotuberculosis; Neg — sem isolamento; Nr — n&o realizado; h = horas

O enriquecimento dos suabes e fragmentos de madeira em caldo BHI-T
por 24 h demonstraram que o patégeno nao sobreviveu ao tratamento com
as duas apresentagdes de cal, sob as duas condi¢des de umidade relativa
do ar (Tabelas 1 e 2). Houve apenas o aparecimento de poucas colbnias de
bacilos, ndo representativos e considerados contaminantes de coleta.



14 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 06

A maior eficiéncia de eliminagao de C. pseudotuberculosis na forma liqui-
da da cal hidratada pode ser explicada pelo melhor contato do produto com
a superficie. A cal em p6é n&o conseguiu ser distribuida de forma uniforme
sobre as superficies, tanto lisa quanto rugosa, deixando lacunas. Por outro
lado, a cal a 40% espalhou-se por completo, deixando uma camada uniforme
de cobertura.

Comparando-se as superficies lisas cobertas com a cal a 40%, expostas
a 35% e 100% de umidade relativa do ar, observou-se diferenca na textura
das coberturas formadas. A placa sob umidade baixa apresentou secagem e
aderéncia da cal ao pus, ndo sendo removida pela lavagem com a solugao
salina. A cal a 40% aplicada na placa de petri sob umidade alta manteve seus
aspectos liquidos, sendo facilmente removida pela lavagem (Figura 8), de-
monstrando que as condi¢des ambientais de umidade no momento da aplica-
¢ao podem interferir na durabilidade do tratamento de cal na superficie. Esse
resultado indica que no periodo seco a pintura vai aderir por mais tempo nas
superficies, aumentando o intervalo necessario para reaplicagoes.

Foto: Patricia Yoshida Faccioli-Martins

Figura 8. Tratamento do pus com cal a 40% sob 35% de umidade — aderida, ndo
lavavel. Remocgao do excesso de cal com suabe e coleta de C. pseudotuberculosis
abaixo da camada de cal (A). Tratamento do pus com cal a 40% sob 100% de umida-
de — lavavel com solucéo salina (B).

O efeito desinfetante da cal a 40% ja foi demonstrado em tratamento de
lodo de esgoto (Passami et al., 2002), e na inativagdo de ovos de parasitas de
pacas em cativeiro (Alves et al., 2014). No primeiro caso, ocorre a inibicdo do
crescimento de coliformes fecais e destruicdo de ovos de helmintos, e no se-
gundo ha uma redugéo intensa nas larvas de Strongyloides. Os autores jus-
tificam o efeito desinfetante pelo aumento da temperatura, quando utilizando
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cal virgem seguida de hidratacéo, e pelo aumento do pH tanto na cal virgem
quanto na hidratada. Segundo a literatura, os desinfetantes alcalis ttm uma
acao antimicrobiana pela dissociagéo dos ions hidroxila (-OH) que alteram o
pH ambiental. Ha um efeito detergente sobre gorduras e lipideos que contri-
bui com o processo de limpeza. Além disso, a atividade desses produtos é
maior em pH superior a nove (USDA et al., 2011).

Finalmente, a umidade baixa desfavoreceu a sobrevivéncia de C. pseu-
dotuberculosis na lasca de madeira, pois a bactéria nao pode ser recuperada
do controle pelo enriquecimento em BHI-T apés 24 h, diferente a lasca de
madeira sob umidade alta. Essa observacao corrobora com os achados de
Augustine e Renshaw (1982b) que registraram a sobrevivéncia de C. pseu-
dotuberculosis a 37 °C em superficie de madeira por apenas um dia. Os
estudos desses autores demonstraram que a presenga de matéria organica,
agua e temperaturas mais amenas favorecem a maior permanéncia do micro-
organismo no ambiente e utensilios (Augustine; Renshaw, 1982a). Vale res-
saltar que todos os estudos realizados até o momento para determinagao
da sobrevivéncia de C. pseudotuberculosis em ambientes e utensilios foram
realizados em ambiente simulado, com material a ser inoculado estéril, e com
contaminagao experimental a partir de pus proveniente de abscessos de lin-
fadenite caseosa ou de crescimento puro do agente. Isso porque essa bac-
téria cresce somente em meios ricos, como agar sangue, tem crescimento
lento e ndo consegue ser isolada de material contaminado. O presente expe-
rimento, portanto, reflete a melhor metodologia disponivel para a verificagao
da viabilidade do agente no ambiente.

Conclusoes

A cal hidratada em p6 reduz a contaminacao por C. pseudotuberculosis
em superficies lisas e rugosas.

A cal hidratada a 40% elimina a contaminagé&o pelo agente nas superficies
lisa e rugosa.

A maior umidade relativa do ar mantém a pintura de cal umida por mais
tempo, sendo removida mais facilmente da superficie tratada pelo contato
com a agua.
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Os resultados obtidos demonstram que a cal em p6 e a 40% ¢é eficaz no
controle da contaminacdo de superficies lisas e rugosas por material puru-
lento contendo C. pseudotuberculosis. Entretanto, a cal a 40% promove uma
cobertura mais homogénea e elimina o agente mais eficientemente.
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