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RESUMO

O Brasil é 0 segundo maior produtor de carne de frango do mundo, e o primeiro
em exportacdo. Tamanha importancia leva a necessidade de um criterioso programa de
biosseguridade, buscando impedir problemas sanitarios que possam causar danos aos
plantéis ou comprometer a qualidade do produto final. Um dos patégenos mais
importantes na avicultura é a Salmonella spp., sendo a Salmonella Heidelberg (SH) um
sorovar frequentemente isolado e que vem destacando-se por sua dificuldade de
eliminacdo da cadeia avicola e seu potencial zoonético. A éagua eletroquimicamente
ativada (EA) é um composto bactericida produzido a partir da eletrélise de sal e dgua.
Através de membranas de eletrélise, os geradores EA produzem um composto com cloro
livre, &cido hipocloroso e outros radicais livres. Este método alternativo vem destacando-
se por ser seguro e ambientalmente responsavel para a reducdo da contaminacdo dos
produtos. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade da EA frente a 30
isolados de S. Heidelberg nas concentracdes de 5 ppm, 50 ppm e 200 ppm de cloro livre
com tempo de contato de 5, 10 e 40 minutos a 4° C e 25° C. O metodo utilizado foi o de
diluicdo, com teste de suspensdo em células plancténicas, e a contagem bacteriana
realizada através do método de Drop plate. Observou-se que nas trés concentracdes
utilizadas, a SH foi sensivel a dgua eletroquimicamente ativada, exceto na concentracao
de 5 ppm por 40 minutos. O tratamento de 5 ppm por 5 minutos obteve uma reducéo
significativa (3,3x10* UFC/mL) quando comparada ao grupo controle (sem tratamento)
(7,2x10* UFC/mL). Na concentragdo de 50 ppm, independentemente do tempo de
contato, todos os isolados obtiveram uma diminuicdo significativa da contagem média
bacteriana (1,1x10* UFC/mL), quando comparado ao grupo controle (5,1x10* UFC/mL).
Na concentracdo de 200 ppm com 10 minutos de contato, houve uma reducédo
significativa, sendo que dos 30 isolados de SH, apenas quatro foi observado crescimento
bacteriano. Os resultados encontrados demonstraram que a EA é efetiva na reducéo de
SH, podendo ser utilizada como composto antimicrobiano alternativo no setor avicola

para controle deste patogeno.

Palavras-chave: biosseguridade; avicultura; frango; patégenos



ABSTRACT

Brazil is the second largest producer of chicken meat in the world, and the first one to
export. Such importance leads to the need for a careful biosecurity program, seeking to
prevent sanitary problems that may cause damage to the plants or compromise the quality
of the final product. One of the most important pathogens in poultry farming is Salmonella
spp., With Salmonella Heidelberg (SH) being a frequently isolated serovar that has been
distinguished by its difficulty in eliminating the poultry chain and its zoonotic potential.
Electrochemically activated water (EA) is a bactericidal compound produced from the
electrolysis of salt and water. Through electrolysis membranes, EA generators produce
a compound with free chlorine, hypochlorous acid and other free radicals. This
alternative method has been noted for being safe and environmentally responsible for
reducing contamination of products. Therefore, the objective of this study was to evaluate
the effectiveness of EA against 30 S. Heidelberg isolates at concentrations of 5 ppm, 50
ppm and 200 ppm with contact time of 5, 10 and 40 minutes at 4°C and 25°C. The method
used was the dilution, with suspension test in planktonic cells, and the bacterial count
performed by the method of Drop plate. It was observed that in the three concentrations
used, SH was sensitive to electrochemically activated water, except at the concentration
of 5 ppm for 40 minutes. Treatment of 5 ppm for 5 minutes resulted in a significant
reduction (3.3x10* CFU / mL) when compared to the control group (without treatment)
(7.2x10* CFU / mL). At the concentration of 50 ppm, regardless of contact time, all the
isolates had a significant decrease in the mean bacterial count (1.1x10* CFU / mL) when
compared to the control group (5.1x10* CFU / mL). At the concentration of 200 ppm with
10 minutes of contact, there was a significant reduction, and of the 30 SH isolates, only
four showed bacterial growth. The results showed that the EA is effective in the reduction
of SH, and can be used as an alternative antimicrobial compound in the poultry sector to

control this pathogen.

Keywords: Biosecurity; poultry farming; poultry; pathogens.
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1. INTRODUCAO

A avicultura brasileira passou por grandes transformacdes a partir da década de
70, as quais levaram a uma grande tecnificacdo e organizacdo da producéo,
principalmente da regido Sul (SILVA, 2005). No ano de 2016, o Rio Grande do Sul foi
responsavel por 14,11% da producdo total de carne de frango, sendo a regido Sul
responsavel por 63,63%, segundo a Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA,
2017).

A qualidade dos produtos leva a conquista de novos mercados importadores. No
ano de 2016, 12,9 milhdes de toneladas de carne de frango foram produzidas, sendo
assim, o Brasil consolidou-se como o segundo maior produtor de carne de frango do
mundo, atras apenas dos Estados Unidos (ABPA, 2017). No Brasil o consumo per capita,
tendo como um dos fatores principais a redugdo do preco no varejo e a qualidade de
proteina animal, aumentou 47% nos Gltimos 10 anos, chegando a 44 kg/hab/ano, indice
superior ao das carnes suina e bovina (NETO, 2011).

Considerando a importancia desta atividade para o Brasil, a preocupacdo com o
aspecto sanitario dos plantéis torna-se uma constante. A modernizacdo da atividade
avicola faz com que a capacidade de alojamento seja maior, este fato, aliado ao processo
de melhoramento genético, torna as aves cada vez mais susceptiveis ao desenvolvimento
de enfermidades. Dentre 0s microrganismos de maior preocupacao na avicultura, esta a
Salmonella spp., a qual pode causar enfermidades, tanto nas aves quanto em humanos
(FORSYTHE, 2013).

A Salmonella Heidelberg pertence ao grupo das salmonelas paratificas, podendo
causar doencas em humanos e animais (BERCHIERI, 2009). Esse patdgeno vem sendo
isolado de produtos avicolas, (CARDOSO et al., 2015) e esta entre 0s cinco sorovares
mais comumente encontrados em casos de surtos por salmonelose em todo o mundo
(ROBINSOM, 2013).

Com a facilidade de acesso a informacéo, as pessoas vém buscando cada vez mais
produtos de qualidade e indcuos, ou seja, alimentos seguros que sejam livres de patdgenos
causadores de gastroenterites e de outras enfermidades. As bactérias do género
Salmonella spp. sdo um grande desafio para a avicultura mundial, além de serem
apontadas como uma das principais causas de gastroenterites em humanos na Europa e

nos Estados Unidos da América (EUA) (WHO, 2017). Esses surtos alimentares estdo
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associados principalmente ao consumo de carne de frango crua ou mal cozida e a
contaminacéo cruzada (EFSA, 2015).

A &gua eletroquimicamente ativada (EA) é uma tecnologia que torna possivel
produzir um biocida a partir de agua, sal e eletricidade. Através de membranas de
eletrolise, os geradores EA produzem um composto classificado como ndo toxico e
biodegradavel. Consiste em um método alternativo, rentavel, seguro e ambientalmente
responsavel para reducdo da contaminacao dos produtos (HUANG YU-RU et al., 2008;
RADICAL WATERS, 2017). Esse produto poderia ser utilizado no chiller, lavagem de
ovos comerciais e desinfeccdo de instalagdes em industrias alimenticias.

A aplicacdo de controles de qualidade, boas préaticas de higiene e fabricacao,
controles sanitarios do plantel, higienizacdo e selecdo dos melhores produtos de
desinfeccdo sdo praticas da industria avicola que buscam fornecer o melhor produto ao
mercado. Apesar da legislacdo rigorosa para controle de Salmonella desde as granjas até
os matadouros — frigorificos, a presenca deste patégeno ainda é tida como um problema.

Nesse contexto, o presente trabalho buscou verificar a efetividade da agua
eletroquimicamente ativada frente a isolados de Salmonella Heidelberg de origem

avicola.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracterizagdo do género Salmonella spp.

O género Salmonella estd amplamente distribuido no ambiente em todo o mundo.
Em 1885 foi isolado e identificado pela primeira vez por Daniel Elmer Salmon. E uma
bactéria Gram negativa, com formato de bastonetes curtos (1 a 2 um), anaerdbica
facultativa e ndo formadora de endo esporos. E termossensivel, podendo ser destruida a
60° C em 15 a 20 minutos. Com excecdo dos sorovares S. Pullorum e S. Gallinarum,
todas espécies sdo moveis com flagelos peritriquios. A temperatura 6tima de crescimento
do género € de aproximadamente 38° C e a minima fica em torno de 7° C. Fermenta a
glicose produzindo &cido e gas, e € incapaz de metabolizar a lactose e a sacarose
(TORTORA, FUNKE, 2012; FORSYTHE, 2013).

O género Salmonella, pertencente a familia Enterobacteriaceae, possui mais de
2.600 sorovares identificados. O género é classificado em duas espécies: Salmonella
enterica e Salmonella bongori, sendo essas diferenciadas por testes bioquimicos e
soroldgicos. A espécie enterica possui seis subespécies: S. enterica subespécie enterica,
S. enterica subespécie salamae, S. enterica subespécie arizonae, S. enterica subespécie
diarizonae, S. enterica subespécie houtenae, S. enterica subespécie indica (FORSYTHE,
2013).

Infeccbes em humanos por Salmonella sdo consideradas um dos maiores
problemas de satde publica no mundo. A Organizacdo Mundial da Saude (do inglés
World Hearth Organization — WHO) afirma que a Salmonella é responséavel por um em
cada quatro casos de diarreia no mundo (WHO, 2017a). Todos os sorotipos de Salmonella
podem causar doencgas em humanos, no entanto alguns séo hospedeiro especifico e podem
residir em apenas uma ou algumas espécies de animais, por exemplo, Dublin em bovinos
e Choleraesuis em suinos. Embora todos os sorovares possam ser considerados
patogénicos, cerca de 200 tém sido associados a doencas em humanos (WHO, 2013). No
ano de 2013, os sorovares mais comumente reportados foram S. Enteritidis e S.
Typhimurium, representando, respectivamente, 39,5% e 20,2% de todos os casos de
Salmonella confirmados na Europa (EFSA, 2015; EFSA 2017).

A bactéria Salmonella comporta-se como patégeno intracelular facultativo. Seu
habitat é o trato gastro intestinal de animais e homens, ndo sendo apontada como parte

da microbiota normal. Nas diferentes espécies animais, encontram-se associadas a
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problemas entéricos, septicémicos e abortos, devido a sua capacidade de invasdo celular
e de sobrevivéncia dentro dos fagécitos (RODRIGUEZ; OCHOA, 2005).

A maioria das infec¢des humanas por Salmonella séo associadas a transmissdo de
origem alimentar a partir de carne, ovos e de produtos lacteos. Todavia, surtos tém sido
relacionados também com uma variedade de frutas e vegetais, portanto é essencial que
praticas higiénicas sejam adotadas durante a manipulagdo desses produtos para reduzir
sua contaminacdo (BERCHIERI, 2009; FORSYTHE, 2013).

Apesar do parentesco proximo, sorovares de Salmonella diferem nos seus
hospedeiros e sintomas que causam. Por exemplo, S. Enteritidis € um sorovar que costuma
ser relacionado com a contaminagio de ovos, e ndo tanto com a carne de frango. E
também chamado de Salmonella invasiva, por ser um sorovar capaz de entrar na corrente
sanguinea do animal e infectar o ovo. A S. Typhimurium possui muitas espécies como
hospedeiros, incluindo humanos, aves e camundongos. Esse sorovar é frequentemente
associado a ovos, mas é mais comum estar relacionado a carne de frango. Diferente da S.
Pullorum e S. Gallinarum que sdo especificas de aves, mas causam doencas distintas
(FORSYTHE, 2013).

Segundo dados do Ministério da Salde, entre 2007 e 2017 Salmonella foi
responsavel por 7,18% dos surtos alimentares, sendo que 70,6% nao foram identificados
(BRASIL, 2017). O numero exato de casos clinicos ndo é conhecido devido a
subnotificacdo. No entanto milhdes de casos em humanos sdo mundialmente relatados
todos os anos e a doenca resulta em milhares de mortos além de grandes perdas
econdmicas (WHO, 2017).

O controle das salmoneloses ¢ um grande desafio para a saude publica e para a
industria alimenticia, considerando o surgimento de novos sorovares, cepas mais
resistentes, tanto em paises industrializados quanto nos emergentes. Consumidores
também estdo mais exigentes e informados, buscando produtos seguros. Sendo assim, é
preciso conhecer o patdégeno que a industria enfrenta e as possibilidades de controle e

eliminacdo da cadeia produtiva.
2.2 Salmonella Heidelberg
A Salmonella enterica subesp. enterica sorovar Heidelberg pertence ao grupo de

Salmonellas paratificas e pode causar doenca em animais ou em humanos. Um dos fatores

que mais contribuem para a alta incidéncia de Salmonellas paratificas € o alto grau de
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diversidade antigénica que o género possui, facilitando sua adaptacdo a diversos
hospedeiros. Esse fator faz com que o controle dessa bactéria seja complexo, pois outros
animais e insetos podem carrear o patdgeno, necessitando-se de um controle ainda mais
severo (BERCHIERI, 2009). Salmonella Heidelberg € um dos sorovares de maior
distribuicdo no mundo e pertence ao sorogrupo O:4 (B) com férmula antigénica 1,4,
[5],12-r-1,2 (GRIMONT & WEILL, 2007).

No Brasil, S. Heidelberg foi relatada pela primeira vez em um estudo retrospectivo
de 30 anos, entre 1962 e 1991, em que foi isolada de aves e produtos derivados
provenientes de diversas regides do pais (HOFER et al., 1997). E um dos sorovares mais
detectados em humanos e mais prevalente em alimentos para consumo humano, o que
torna a pesquisa de S. Heidelberg essencial (WHO, 2013).

No Canada, S. Heidelberg é o terceiro sorovar mais isolado de pessoas com
salmoneloses. A maioria das infecgdes por S. Heidelberg levam a doengas suaves a
moderadas, sendo que a bactéria também pode causar doenca severa com complicaces
como septicemia, miocardite, infeccdes extraintestinais e morte. Em humanos a S.
Heidelberg vem se mostrando mais invasiva do que 0s outros sorovares que causam gastro
enterites (DUTIL et al., 2010).

De acordo com dados do Center for Disease Control and Prevention (CDC), 0s
sorovares mais encontrados em aves nos Estados Unidos sdo S. Heidelberg, S. Kentucky,
S. Typhimurium, S. Enteritidis e S. Senftenberg (CDC, 2008). Segundo Robinsom (2013),
S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Newport, S. Javiana e S. Heidelberg sdo os cinco
sorovares mais comumente encontrados em caso de surtos de salmoneloses em todo o
mundo, sem considerar a fonte de contaminagéo.

A Dbactéria S. Heidelberg é comumente isolada de aves sadias em granjas,
matadouros-frigorificos e produtos avicolas, sendo que muitos dos casos de salmonelose
humana estéo associados ao consumo de ovos e frangos (DUTIL et al., 2010). Em estudo
realizado por Nascimento et al. (1996), também avaliando a prevaléncia de Salmonella
em carcacas e partes de frango, constatou que a S. Heidelberg foi o terceiro sorovar mais
isolado (11%). Avaliando o processo higiénico-sanitario de abate de frangos em trés
matadouros-frigorificos no Sul do Brasil, observou-se que carcacas apresentaram
positividade para Salmonella, sendo a S. Heidelberg o sorovar de maior frequéncia de
isolamento (63,9%), seguido de S. Enteritidis (31,9%), S. Worthington (2,1%) e S.
Tennessee (2,1%) (DICKEL et al., 2004).
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Cardoso et al. (2015) avaliaram 609 carcacas de frangos resfriadas provenientes
de abatedouros do Estado de S&o Paulo, Brasil, no periodo de 2000 a 2010. Salmonella
foi isolada de 89 (14,6%) carcacas, sendo S. Enteritidis (49,4%) o sorovar prevalente,
seguida pelos sorovares S. Albany (15,7%), S. Infantis (11,2%), S. Agona (5,6%), S.
Tennessee (4,5%), S. Heidelberg (3,4%), Salmonella spp. (3,4%), S. Kentucky (2,3%), S.
Enterica O:4,5 (2,3%), S. Montevideo (1,1%) e S. Newport (1,1%).

De acordo com os dados do Sistema de Alertas Rapidos para Géneros
Alimenticios e Alimentos para Animais (do inglés Food and Feed Safety Alerts -
RASFF), S. Heidelberg esteve entre os sorovares mais encontrados nos anos de 2013 e
2014 na Europa (RASFF, 2013 ;2014). Esse fato torna a S. Heidelberg um dos sorovares

mais prevalentes em alimentos de origem avicola para consumo humano.

2.3 Salmonella spp. na avicultura

Na avicultura, um dos problemas sanitarios mais graves é a salmonelose, devido ao
risco de transmissao do microrganismo aos humanos através do consumo de carne e ovos.
O paratifo aviario ndo tem um agente especifico, e diversos sorotipos de Salmonella ja
foram isolados de aves com ou sem quadro de enfermidade. Os mais comuns séo S.
Enteritidis e S. Typhimurium. Mas outros, entre as quais, S. Agona, S. Infantis, S. Hadar
e S. Heidelberg também foram identificados (BERCHIERI, 2009).

As Salmonellas paratificas ndo sdo especificas de aves, sendo assim elas se adaptam
ao trato intestinal de outras espécies e podem persistir no trato entérico e ser eliminadas
nas fezes durante vérias semanas. Dessa forma, mesmo com o vazio sanitario, a bactéria
pode persistir na granja (BERCHIERI, 2009). A protecdo contra a entrada de novos
sorotipos na cadeia de producdo deve ser a mais rigorosa possivel e na prética, se
reconhece que o grau de protecdo ¢ melhor em granjas responsaveis por fornecer o
material genético (matrizes, avos e bisavos) (NETO et al., 2005).

A legislacéo é rigorosa tratando-se de Salmonella, e toda a cadeia de producdo de
produtos avicolas é periodicamente monitorada. Sdo realizados swabs de cama, avaliagdo
de meconio, fundo de caixa de transporte de pintinhos e testes soroldgicos em matrizes,
desde as linhagens mais puras de bisavos de frangos, que devem ser negativas para
qualquer sorotipo, até os produtos industrializados. Os sorovares S. Gallinarum, S.
Pullorum, S. Enteritidis e S. Typhimurium sd&o monitorados pelo Programa Nacional de
Sanidade Avicola - PNSA (BRASIL, 2003b). Os dois primeiros, quando presentes, e
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confirmados em isolamento, determinam o sacrificio dos lotes de matrizes, avds e
bisavos. Se matrizes forem positivas para S. Enteritidis e S. Typhimurium, os lotes sdo
passiveis de tratamento, no entanto 0s ovos nao serdo incubados (BRASIL, 2003b).

A presenca de salmonelas paratificas em frangos de corte ndo deve ser controlada
somente como barreira a exportacdo, devido ao risco de salde publica, mas também
devido a sua patogenicidade a satde animal, principalmente em aves no inicio do ciclo
de producdo. Até os 21 dias de idade, o sistema imune do intestino das aves esta imaturo
e por esta razdo agentes patogénicos como Salmonella spp., Campylobacter spp. e E. coli
podem persistir no limen intestinal por longos periodos, causando danos a mucosa

intestinal e baixos parametros zootécnicos nas aves adultas (ITO et al., 2007).

2.4 Importancia da Salmonella spp. em saude publica

Doengas transmitidas por alimentos séo definidas como doengas, de natureza
infecciosa ou toxica, causadas por agentes que entram no organismo por meio da ingestao
de alimentos ou agua. Sao consideradas um problema, pois os patdgenos envolvidos
adquirem maior resisténcia a antimicrobianos e sanitizantes ao longo dos anos
(FORSYTHE, 2013).

Segundo a WHO, Salmonella é uma das mais comuns e amplamente distribuidas
causas de surtos alimentares. A importancia das doencas transmitidas pelos alimentos
(DTA) é substancial: todos os anos quase 1 em cada 10 pessoas adoecem. As DTA’s
podem ser graves, especialmente para criancas. A diarreia € 0 sintoma mais comum
resultante do consumo de alimentos contaminados; 550 milhdes de pessoas ficam doentes
todos os anos, incluindo 220 milhdes de criangas com menos de 5 anos (WHO, 2017a).

Os principais sintomas de salmonelose sdo vomitos, diarreias, dores de cabega e
mal-estar. No entanto, pessoas imunocomprometidas podem vir a ébito. Um fator que
agrava a doenga € que alguns individuos podem tornar-se portadores crénicos e carrear o
patdgeno por varias semanas ou até anos sem apresentar qualquer sintomatologia e, diante
de situacOes estressantes, sofrer a reativacdo da multiplicacdo e excrecdo do agente
(FORSYTHE, 2013).

Estima-se que mais de 1,2 milh&o de casos de salmonelose ocorram todo ano nos
Estados Unidos, culminando em 55.000 hospitalizagcdes e 450 mortes (EFSA, 2014,
WHO, 2017) e representando um custo significativo para o pais.
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Salmonelose é uma zoonose que possui uma cadeia complexa. Dados do
Ministério da Saude apontam que no Brasil a maioria dos surtos sdo residenciais
(BRASIL,2017). Existem fatores sociais e educacionais envolvidos, pois € uma zoonose
vinculada principalmente ao mal preparo dos alimentos, com destaque para os produtos
avicolas e a contaminacdo cruzada (BRASIL, 2017).

No Brasil, Salmonella spp. foi responsavel por 7,2% dos surtos de doencas
transmitidas por alimentos no ano de 2016. Contudo 70,6% dos surtos ndo foram
identificados, 0 que demonstra uma falha no sistema de monitoramento e também no
conhecimento da populagdo a respeito de DTA’s, bem como sua notifica¢cdo aos 6rgaos
de saude (BRASIL, 2017).

2.5 Controle de Salmonella spp. nos matadouros-frigorificos

O consumo brasileiro de carne de frango per capita foi de 43,25 Kg em 2016
(ABPA, 2017). Esse dado revela o quanto os produtos avicolas estdo na mesa da
populacdo. Fatores econdmicos, como um custo mais acessivel, e fatores nutricionais sao
atribuidos a essa escolha. Assim a carne de frango deve ser produzida de maneira a obter
um produto indcuo, que ndo ofereca perigos ao consumidor.

A presenca de Salmonella spp. nas aves é um fator agravante para a industria
avicola e de processamento de carne, pois produtos contaminados e ou mal
acondicionados podem favorecer a multiplicacdo da bactéria. A contaminacdo das
carcacas de frango pelo patégeno pode acontecer devido a presenca do microrganismo
durante a fase de criacdo (FORSYTHE, 2013).

Os matadouros-frigorificos seguem normas rigidas de controle e boas préaticas de
higienizacdo e processamento (BRASIL, 2003b), porém estdo sujeitos a contaminagao
por Salmonella spp., podendo gerar riscos a exportacdo e causando impacto econdmico
indesejavel para a cadeia (BERCHIERI, 2009; COLLA, 2012b). Legislagdes foram
desenvolvidas para atender as exigéncias internacionais e garantir um produto inGcuo aos
consumidores. De acordo com a Resolucdo RDC N° 12, de 2 de janeiro de 2001, é
necessaria a auséncia de Salmonella spp. em 25 gramas de produto (ANVISA, 2001).
Para atender essa normativa, a industria possui controles internos, no qual continuamente
lotes de carne de frango e seus derivados sdo avaliados microbiologicamente. Com o
Programa de Reducdo de Patdgenos disposto na Instru¢cdo Normativa n° 70, de 06 de

outubro de 2003, o Monitoramento Microbiologico e Controle Sanitario de Salmonella
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spp. em carcacas de frangos e perus em estabelecimentos registrados junto ao SIF é
realizado (BRASIL, 2003b). Esse monitoramento gera um banco de dados para analise
dos indices de contaminacdo dos produtos avicolas, além de aumentar a garantia de
qualidade.

Com o objetivo de realizar uma avaliagdo sistematica do Programa de Reducéo de
Patogenos, institui-se a Norma Interna SDA n° 2, de 11 de outubro de 2013, que aprova
0 programa exploratério para pesquisa de Salmonella spp. em carcacas de frangos
abatidos em estabelecimentos registrados junto ao SIF (BRASIL, 2013). Essas analises
sdo realizadas apenas em laboratdrios pertencentes a Rede de Laboratérios Nacionais
Agropecuéarios (LANAGRO) do Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuaria.

A Comissdo do Codex Alimentarius juntamente com a Organizacdo das Nagdes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
criaram diretrizes para controle de Salmonella spp. em carnes de frango (FAO/WHO,
2009). Essas servem de base para a elaboracéo da legislacdo interna de cada pais, uma
vez que sdo elaboradas por membros voluntarios de diversos paises. O Codex determina
padrdes minimos de higiene para proteger a salde do consumidor e assegurar praticas
justas no comércio de alimentos, através da elaboracéo de padrbes e recomendacdes que
descrevem processos e procedimentos para o preparo seguro dos alimentos (FORSYTHE,
2013). Faz parte da rotina de empresas avicolas brasileiras 0 uso de métodos para o
controle de qualidade, buscando garantir a populacdo um produto de qualidade a baixos
custos. O Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) deve
estar presente em toda a industria alimenticia. Esse € uma ferramenta muito utilizada na

andlise e prevencao da contaminacdo de alimentos (FORSYTHE, 2013).

2.6 Higienizagdo na industria de alimentos

Durante o processo de fabricacdo de alimentos, ocorre 0 acimulo de materiais
indesejaveis, residuos como restos de alimentos, substancias quimicas do processo e
microrganismos (AZEVEDO & CERCA, 2012). Ha estudos que comprovam que
bacterias patogénicas sdo capazes de formar biofilmes em superficies de processamento
de alimentos. A presenca de biofilmes é comum na inddstria de alimentos, pois grande
quantidade de nutrientes esta disponivel aos microrganismos e esses se tornam mais
resistentes a acao de agentes quimicos e fisicos (LANGSRUD, 2003; ANDRADE, 2008;
AZEVEDO & CERCA, 2012).
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Toda inddstria alimenticia deve ser limpa e sanificada ap6s o término do processo
produtivo, e para isso ha fases de higienizacdo: 1) remocéo de residuos solidos; Il) pré-
enxague com agua quente (45°C); I11) aplicacdo de detergente; V) enxague com agua;
V) sanitizantes e V) enxague com agua. Esse processo é realizado em 12 horas e 24 horas
no final do turno de abate, e é denominada higiene pré-operacional. Durante o turno, em
tempos de 4 e 8 horas é realizada a higiene operacional, que consiste em um processo
rapido de higienizacdo durante intervalos na producdo através da remocao de residuos
solidos e de enxadgue (CONTRERAS et al. 2003; ANDRADE, 2008).

Sanitizante € um composto capaz de reduzir as contagens microbianas a niveis
seguros de salde publica e minimizar as chances de transmissdo da doenca entre um
organismo e outro (BRASIL, 1993; TORTORA et al., 2012). Na avicultura atual, 0 uso
dos sanitizantes tornou-se imprescindivel, mesmo adotando-se medidas rigorosas de
higiene. Para que o processo seja efetivo, deve-se estabelecer um programa com objetivos
claros, tais como susceptibilidade do agente patogénico, populagcbes mistas de
microrganismos, tipo de superficie e construcdo, condicdes ambientais (umidade e
temperatura) e quantidade de matéria organica (MORGULLIS, 2005; KUANA, 2009).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e 0 MAPA séo
0s Orgdos responsaveis pela regulamentacdo do uso de saneantes. Antes da
comercializacdo, os dois Orgdos atuam no registro e notificacdo desses produtos,
observando critérios de qualidade para garantir a eficacia e a seguranca dos produtos. A
Resolucado da Diretoria Colegiada (RDC) n° 14 de 2007 aprova o Regulamento Técnico
para Produtos Saneantes com agdo antimicrobiana destinados ao uso em objetos,
superficies inanimadas e ambientes (domiciliar, industrial, hospitalar e outros
estabelecimentos publicos e privados de atendimento a saude) (BRASIL, 2007). Além
disso, a Instrugcdo Normativa (IN) n° 26/2009 do MAPA regulamenta a fabricacéo,
controle de qualidade e comercializagdo de produtos antimicrobianos de uso veterinario
(BRASIL, 2009).

Os detergentes diminuem a carga bacteriana das superficies, embora seu objetivo
principal seja a remog&o de residuos organicos e minerais. A sanitizacdo que é a Gltima
etapa do procedimento de higienizacdo, busca reduzir microrganismos alteradores e
eliminar patdgenos até niveis seguros, para obter um produto de boa qualidade higiénico
sanitaria (MORAES, 1997). O sanitizante deve ser selecionado levando-se em conta
algumas caracteristicas: aprovacdo pelos 6rgdos competentes, apresentarem amplo

espectro de acdo e capacidade de destruir os microrganismos. Serem estaveis e com baixa
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toxicidade e corrosividade. A acdo deles é afetada pelas caracteristicas da superficie,
tempo e temperatura de contato, concentra¢do de uso, tipos de residuos presentes nas
superficies, pH, o tipo e a quantidade de microrganismos contaminantes (ANDRADE,
2008; ALTERTHUM, 2015).

O é&cido peracético é um sanitizante comumente utilizado na industria. Ele possui
algumas vantagens, como ndo produzir compostos tdxicos ou carcinogénicos, ter baixo
impacto ambiental e ter agdo contra biofilmes. E um sanitizante bactericida, esporicida, e
fungicida, sendo eficaz contra bactérias gram positivas, gram negativas, fungos
filamentosos, leveduras, virus e esporos bacterianos (ROSSONI, 2000). Contudo, é
irritante para pele, libera vapores irritantes, apresenta odor forte, incompatibilidade com
cobre, ferro e aluminio e baixa estabilidade de estocagem. Também causa oxidacdo de
grupos sulfidrilas das enzimas pela interferéncia em processos metabdlicos e na funcéo
quimiosmotica da membrana citoplasmatica (ANDRADE, 2008).

A solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO), com 10 a 12% de cloro ativo, € um
dos principais compostos clorados inorganicos utilizados para desinfeccdo (ANDRADE,
2008; MACEDO; OLIVEIRA, 2010). Entre as principais vantagens que apresenta em
relacdo a outros sanitizantes quimicos estdo: custo baixo, facil preparacdo e aplicacéo,
acdo rapida, ndo afetado pela dureza da &gua, efetivo contra grande variedade de
microrganismos e, em baixas concentrac@es, relativamente ndo-toxico (ANDRADE,
2008).

A adicdo de cloro, hipoclorito de sédio e outros compostos clorados na agua
formam o &cido hipocloroso (HOCI), considerado a forma mais efetiva do cloro, pois tem
carga neutra e se difunde tdo rapidamente quanto a agua através da célula (ANDRADE,
2008; VERMELHO et al., 2011). O &cido hipocloroso age através da inibicdo de alguns
sistemas enzimaticos do metabolismo bacteriano, levando a oxidacdo dos grupos
sulfidricos dos amino&cidos sulfurados presentes nas enzimas bacterianas (PAULINO,
2006; ANDRADE, 2008). No entanto, o sanitizante também apresenta algumas
desvantagens: instabilidade ao armazenamento, inativacdo pela matéria organica,
corrosao, irritacdo da pele, baixa eficiéncia em pH mais elevado e oxidacéo da borracha,
que muitas vezes € componente de equipamentos (ANDRADE, 2008).

Os compostos de amonia quaternaria sao largamente utilizados como antissépticos
e desinfetantes, devido a acdo surfactante e a baixa toxicidade, aliado ao poder biocida.
Sdo detergentes catidnicos sintéticos com atividade antimicrobiana, sendo eficientes
contra bactérias, bolores, leveduras e virus (MCDONELL,1999; ZOCCHE, 2004). O
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mecanismo de acdo desse grupo se da atraves da desnaturacdo e da precipitacdo das
proteinas da membrana celular e do citoplasma bacteriano, liberando nitrogénio e potassio
das células. Também agem quebrando os complexos lipoprotéicos da célula bacteriana e
liberando enzimas autoliticas. Geralmente, os compostos de amodnia quaternaria
combinam-se com proteinas, gorduras e alguns fosfatos e tém alto poder de adsor¢do na
parede celular, onde exercem acdo antibacteriana (PAULINO, 2006). Porém estas tém
atuacdo limitada na presenca de matéria organica e em superficies com restos de sabdes
e detergentes anionicos (ZOCCHE, 2004).

Nesse contexto, devido a necessidade de um controle rigoroso na industria, aliado
as caracteristicas indesejaveis dos desinfetantes citadas acima, bem como o aumento da
resisténcia antimicrobiana a estes compostos (MCDONNELL, 2012; MELO; BRAGG et

al., 2014), a busca por produtos alternativos faz-se necessaria.

2.7 Agua eletroquimicamente ativada

A EA é um biocida cujo componente principal é o &cido hipocloroso (HCIO) que
aliado a uma carga elétrica (ORP), a grande quantidade de oxigénio livre (> 30 mg/l), ao
pH baixo, e a outros componentes, produzem um mecanismo de destruicdo microbiana
ou impedindo sua atividade e 0 metabolismo de energia (ANDRADE et al., 2008).

Os microrganismos sdo inativados, pois a EA age aumentando a permeabilidade
da membrana e levando a um vazamento do conteudo intracelular, bem como diminuindo
as desidrogenases e as atividades de redutases de nitrato (KIURA et al., 2002; ZENG
et al., 2010). Seus efeitos bactericidas em patdgenos transmitidos pelos alimentos sdo
documentados por numerosos estudos (IZUMI, 1999: GOMEZ-LOPEZ et al.,2008;
PARK et al., 2008; DING et al., 2010). Ela tem multiplas vantagens sobre o uso de agua
clorada. A EA pode ser produzida no local, as matérias-primas (agua e cloreto de sédio)
sdo encontradas facilmente, além disto € ambientalmente correta, reduz custos e perigos
associados ao tratamento com outros compostos liberadores de cloro, tem baixa
citotoxicidade e o desenvolvimento de cepas resistentes ainda néo foi relatado (AL-HAQ),
2002; HUANG et al., 2008; GOMEZ-LOPES, 2012).

Quando imersos nessa solucdo, 0s microrganismos serdo expostos a oxidantes que
sequestram elétrons com alta eficiéncia dos seus compostos estruturais, causando a
ruptura de ligac6es bioguimicas e subsequente perda de funcdo. Além disso, acredita-se

que um ambiente de alta osmolaridade desequilibra as concentracfes internas dos
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organismos em relacéo a solugdo, danificando estruturas da membrana. Isso ira levar a
um aumento da porosidade da membrana, permitindo a entrada de oxidantes no
citoplasma bacteriano, danificando proteinas, &cidos nucleicos e lipidios, como
consequéncia levando a morte celular (THORN et al., 2011).

A agua eletroquimicamente ativada é uma tecnologia que torna possivel produzir
um biocida a partir de agua, sal e eletricidade. Através de membranas de eletrolise, 0s
geradores EA produzem um composto classificado como néo toxico e biodegradavel. A
estes beneficios une-se a possibilidade de alta reducéo de custos, uma vez que 0s insumos
utilizados séo extremamente baratos e abundantes, resultando numa operagdo mais
econdmica, quando comparada aos produtos industrializados tradicionais (HUANG Y U-
RU et al, 2008; RADICAL WATERS, 2017). Estudos mostram que a EA é eficiente no
controle de Salmonella, E. coli e Listeria monocytogenes (PARK et al., 2004; ABADIAS
et al., 2008; CHUANG et al., 2013). Esses resultados estimulam novos estudos e 0 uso
do produto na inddstria alimenticia.

Em um recipiente, o cloreto de sédio (NaCl) diluido em &gua, é colocado para ser
utilizado na producdo da EA. O equipamento recebe a solucdo de sal e de agua potavel
por duas vias de acesso independentes (Figura 1). Quando a corrente elétrica passa pela
juncdo da agua com a solucdo salina, a membrana no equipamento, que apresenta um
elevado grau de compostos quimicos que favorecem a reacdo, transforma o eletrélito
NaCl em estado ativado, formando radicais livres, acido hipocloroso, entre outros

compostos através da modificacdo das estruturas idnicas (THORN et al., 2011).
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Figura 1 - Esquema da geracdo da agua eletroquimicamente ativada e seus compostos.
Fonte Huang Yu-Ru et al., (2007).
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Dentro de uma célula eletrolitica, 0 anodo e o catodo sdo separados por uma
membrana. Ao submeter os eletrodos a tensGes de corrente direta, ions carregados
negativamente, como cloreto e hidréxido, na solucdo de sal diluida, deslocam se para o
anodo para doar elétrons e se tornam gas oxigénio, gas cloro, ion de hipoclorito e acido
hipocloroso. Enquanto que os ions carregados positivamente, como hidrogénio e sédio
movem se para o catodo para receber elétrons e se tornam gas hidrogénio e hidroxido de
sodio em uma menor propor¢do (HUANG YU-RU et al., 2007).

Duas solucdes podem ser produzidas, sendo uma delas com um baixo pH 2,3-
4,5, alto potencial de oxi-reducdo (ORP), elevado teor de oxigénio dissolvido e de cloro
livre. A concentracdo depende da configuracdo da maquina, sendo produzida no lado do
anodo. A EA com pH elevado possui altos niveis de hidrogénio dissolvido e baixa ORP
(-800 a -900 mV), sendo produzida no lado do catodo (HUANG YU-RUet al., 2008;
THORN et al.,, 2011). As caracteristicas da solugdo pronta dependem de alguns
parametros, como a célula eletroquimica, a condutividade em um pH baixo e o alto
potencial de oxidagdo-reducdo (ORP). Normalmente, esses parémetros que sdo almejados
durante a fabricacdo (THORN et al., 2011).

O ORP ¢ definido como a capacidade de ganhar ou perder elétrons. O valor ORP

positivo indica receber elétrons, enquanto os valores negativos designam doar elétrons.
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Os sequestradores de elétrons da EA atraem elétrons da membrana celular bacteriana,
tornando-a instavel (JAY, 2005). Uma caracteristica da EA é que quando ela entra em
contato com matéria organica, ou é diluida em agua, torna a solucéo inicial (GOMEZ-
LOPEZ et al., 2013). Assim, possui menor impacto negativo no ambiente, bem como na
salde dos usudrios. Além disso, em compara¢do com outras técnicas de desinfec¢do
convencionais, é facil de manusear, tem poucos efeitos colaterais e é relativamente barata
(TANAKA et al., 1999). Foi comprovado que a presenca de matéria organica reduz a
eficacia do produto. Essa informacdo € importante pois quando ha grande presenca de
matéria organica, faz se necessario um alto ORP ou uma constante renovacdo da EA para
que se mantenha a efetividade do produto (THORN et al., 2011).

A desvantagem do uso da EA é o fato de que a solucdo rapidamente perde sua
atividade antimicrobiana se nao for continuamente renovada por eletrolise (KIURA et al.,
2002). Em contraste com a reduc¢do do cloro livre residual, os niveis de concentragdo de
pH, potencial oxi-redutor e condutividade sdo relativamente estaveis durante o
armazenamento a curto prazo, indicando que o potencial oxidante desta solucdes €
mantida (THORN et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade da agua eletroquimicamente ativada frente a Salmonella
Heidelberg de origem avicola.

3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a atividade antimicrobiana da EA nas concentragdes de 5, 50 e 200 ppm de
cloro livre frente a isolados de S. Heidelberg.

b) Avaliar a atividade antimicrobiana da EA nas temperaturas de 4°C e 25°C,
respectivamente, frente a isolados de S. Heidelberg.

c) Avaliar a atividade antimicrobiana da EA frente aos isolados S. Heidelberg nos tempos
de contato de 5, 10 e 40 minutos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local do estudo

Os experimentos foram realizados no Centro de Diagnéstico e Pesquisa em
Patologia Aviaria (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Todos os equipamentos necessarios para o estudo pertencem ao laboratorio.

4.2 Isolados de Salmonella Heidelberg

Os isolados de S. Heidelberg utilizados para a realizacdo do experimento séo de
fonte avicola, procedentes da regido sul do Brasil e seus dados encontram-se disponiveis
no Apéndice A. Dentre as 30 cepas selecionadas para o estudo, 20 foram isoladas em
2006 (BORSOI et al., 2009) e pertencem a bacterioteca do CDPA. As 10 cepas restantes
foram isoladas em 2016 e gentilmente cedidas de um laboratdrio.

Os isolados encontravam-se armazenados a -80° C em tubos tipo eppendorf
contendo caldo Brain-Heart Infusion (BHI - Ox0id®) com glicerol na proporcéo 3:1. Para
a sua reativacdo, foi utilizado primeiramente &gar Xylose Lysine Deoxycholate (XLD -
Merck®). As placas foram incubadas a 36 + 1°C e ap0s 24 horas, foi observada a presenca
de col6nias compativeis com Salmonella spp. Uma coldnia caracteristica foi selecionada

e semeada em caldo BHI sob as mesmas condi¢des de incubacdo anteriormente descritas.

4.3 Avaliacdo da atividade bactericida da dgua eletroquimicamente ativada

4.3.1 Determinagdo das varidveis do teste e preparo da AE para 0s ensaios

antimicrobianos

A susceptibilidade dos isolados de S. Heidelberg foi avaliada, em suspenséo,
frente a trés diferentes concentragdes da EA. As concentracGes de teste fazem referéncia
aquelas indicadas pelo fabricante do equipamento e que séo rotineiramente utilizadas nas
instalagdes e industrias avicolas.

De acordo com a Portaria 210 de novembro de 1998, a 4gua de renovagao do
sistema de pré-resfriamento por imersdo podera ser hiperclorada, permitindo-se no

méaximo 5 ppm de cloro livre. Com a finalidade de ser utilizada no chiller, e obedecendo
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a esses parametros, a EA foi testada na concentracdo de 5 ppm. Da mesma forma, a
temperatura de 4°C + 1°C foi utilizada visando simular a temperatura maxima da 4gua do
chiller proximo a sua saida (BRASIL, 1998). O tempo de contato de 40 minutos
correspondeu ao tempo médio que as carcagas permanecem nos tanques de resfriamento.
Foi também utilizado o tempo de 5 minutos com o objetivo de verificar a eficicia do
produto em um tempo de exposicao reduzido.

A concentracao de 50 ppm de cloro livre foi testada com a justificativa do seu uso
ser permitido na dgua do chiller nos EUA (USDA, 2017). De acordo com esta hormativa,
o0 acido hipocloroso gerado eletroquimicamente pode ser utilizado em diversos processos
da industria alimenticia. De maneira semelhante ao utilizado para a concentracdo de 5
ppm, os testes para 50 ppm foram também realizados a 4° C + 1° C com 40 minutos de
contato. O tempo contato de 5 minutos também foi avaliado para simular um tempo de
exposicao reduzido.

A concentracgdo de 200 ppm de cloro livre foi justificada por ser a concentragéo
frequentemente utilizada na desinfeccdo de equipamentos e superficies na industria
avicola (FDA, 2012). Os tempos de contato foram de 5 e 10 minutos, sendo esses 0s mais
aproximados com a realidade da industria. A temperatura utilizada para esta concentracao
foi de 25 + 1° C, simulando a temperatura ambiente.

Apos produzida, a EA foi imediatamente submetida a mensuracao do cloro livre.
A concentracdo média da EA foi de 250 ppm, sendo esta diluida em agua destilada estéril
até estar ajustada na concentracdo desejada. As mensuracGes foram feitas com o
equipamento Medidor de Cloro Multipardmetro — Micro 7 Plus da marca Exact na
indUstria, estando essa a uma distancia de 115 km do CDPA. Logo ap6s a producdo, a
agua eletroquimicamente ativada era transportada em caixa isotérmica. Chegando no
CDPA, as amostras da EA foram novamente mensuradas e foi visto que permaneciam na
mesma concentragdo. A seguir, foi distribuida, em tubos de ensaio, 9,8 mL de cada
concentracdo a ser testada. A adicdo de 1% de Soro Fetal Bovino (Gibco®), indicando a
presenca de matéria organica, foi realizada imediatamente antes do inicio do ensaio. Os
ensaios foram realizados em no méximo quatro dias ap6s a producdo da EA, sendo que

nédo houve diferenca apos esse periodo em relagdo ao primeiro dia do ensaio.



31

4.3.2 Determinagéo da suspenséo teste

Apo0s a reativacdo dos isolados de S. Heidelberg, uma aliquota do caldo BHI
inoculado foi retirada e adicionada a um tubo contendo 4gua peptonada tamponada 0,1%
(APT - Himedia®), a fim de se obter turbidez compativel com a escala 0,5 de MacFarland
(aproximadamente 108 UFC/mL). Para confirmagéo da concentragdo bacteriana desejada,
foi mensurada a densidade dptica (DO) por espectrofotdmetro (SP 22, Biospectro, Brasil)
no comprimento de onda de 625 nm e o indculo bacteriano foi padronizado entre 0,08 a
0,1 nm (CLSI, 2003). Apds, 1 mL da suspensdo foi diluida em 10 mL de APT 0,1%, a
fim de se atingir uma concentracéo de aproximadamente 10® UFC/mL.

4.3.3 Caldo BHI com neutralizador

O Caldo BHI foi preparado conforme indicacdo do fabricante. Antes da
esterilizagcdo, foram adicionados, 10 mL de polissorbato TWEEN 80 (Sinth®), 2 g de
lecitina de soja (DELAWARE®) e 2 g de tiossulfato de sodio, para cada litro do caldo,
segundo British Standard Institution (2006), com adaptacdes.

4.4 Ensaios antimicrobianos

4.4.1 Método qualitativo

Um dos métodos utilizados para a avaliagdo da eficiéncia da &gua
eletroquimicamente ativada foi o de diluicdo, com teste de suspensdo em células
planctdnicas, conforme descrito pela Portaria n°® 101 do MAPA (BRASIL, 1993).

Os tubos de ensaio contendo as diluicdes da EA foram submetidos a duas
condicgdes de temperatura (4 £ 1°C e 25 + 1°C). A cada tubo, contendo 9,8 mL da EA
acrescida do soro fetal bovino (GIBCO®) para simular a presenca de matéria organica,
foram adicionados 0,1 mL do indculo. Apds o tempo de exposicao, aliquotas de 10 puL
das suspensdes foram retiradas e transferidas em triplicata para tubos contendo caldo BHI
acrescidos de solucdo neutralizante, para que o efeito antimicrobiano da EA fosse
inativado.

As amostras foram incubadas a 36 + 1°C por 96 horas. Os tubos com turvacao,

formacgdo de pelicula na superficie ou de precipitado no fundo foram considerados
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positivos (crescimento bacteriano) e confirmados através do repique de uma aliquota em
placas contendo meio seletivo XLD, a fim de confirmar a viabilidade bacteriana e excluir
a possibilidade de presenca de microrganismos contaminantes. As placas foram
incubadas a 36 = 1°C por 24 horas. Ao final, as cepas testadas foram classificadas como

resistentes ou sensiveis perante a agdo da EA.

4.4.2 Método quantitativo (Drop plate)

Foi utilizado como referéncia o teste de suspensdo quantitativo para avaliar a
atividade bactericida de desinfetantes e anti-sépticos quimicos (fase 1), conforme o
protocolo do Comité Europeu de Padronizacdo (CEN) BS EN 1040:2005 (British
Standards Institution, 2006).

A cada tubo, contendo 9,8 mL da EA acrescida do soro fetal bovino, foram
adicionados 0,1 mL do indculo. Transcorrido o tempo de teste, 1 mL da solugdo foi
inoculada em 9 mL de BHI com neutralizador. Aguardou-se 0 tempo de 5 minutos de
contato e uma aliquota de 1 mL foi transferida para 9 mL de solucéo salina 0,85%, sendo
realizadas diluicdes seriadas até 10, sequido de semeadura em meio XLD, pela técnica
de Drop-Plate ou contagem em gota (MILLES & MISRA, 1938), inoculando-se 10 pL
de cada diluicio em quintuplicata (cinco gotas). Posteriormente, as placas foram
incubadas a 36° £ 1°C por 24 horas e foi realizada a contagem de col6nias caracteristicas

de Salmonella spp.

4.4.3 Controle negativo

Os 30 isolados utilizados foram submetidos as mesmas condi¢fes de tempo e
temperatura com agua destilada estéril. Apos, foi realizada a contagem de células viaveis
pela técnica de Drop-Plate ou contagem em gota inoculando 5 gotas com 10 pL de cada

diluicdo.
4.5 Andlise estatistica
A analise estatistica descritiva foi usada para determinar as médias de contagem

bacteriana em cada tratamento e para determinar o agrupamento das amostras conforme

a presenca de crescimento bacteriano. O teste t para comparacdo de duas medias foi
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utilizado para avaliar a contagem entre os periodos de tempo de tratamento. O programa
PASW Statistics 18 foi utilizado para as analises, adotando-se como referéncia o nivel de
significancia de 5%. O teste ndo-paramétrico de McNemar foi utilizado para avaliar a
comparacdo entre os tratamentos para as amostras correlacionadas. O programa PASW
Statistics 18 foi utilizado para as analises, adotando-se como referéncia o nivel de
significancia de 5%.
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5 RESULTADOS
5.1 Producdo da agua eletroquimicamente ativada

A égua eletroquimicamente ativada foi produzida de acordo com as instrugdes do
fabricante. Ap6s sua producgdo, os parametros fisico-quimicos foram imediatamente

mensurados, conforme consta na Tabela 1.

Tabela 1 - Pardmetros fisico-quimicos da EA

Parametros EA Data de coleta
14/08 04/09
ORP 571,8 812,4
pH 7,37 8,15

ORP: potencial oxi-redutor
pH: potencial hidrogeni6nico

5.2 Avaliacao da eficicia da 4gua eletroquimicamente ativada — Teste quantitativo

A &gua eletroquimicamente ativada obteve um efeito bactericida sob os isolados
de S. Heidelberg testados. No tratamento com 5 ppm, houve diminuicéo significativa (p
< 0,05) na média da contagem bacteriana quando comparado ao grupo controle, com

excecédo da concentragdo nos 40 minutos de contato (Tabela 2).

Tabela 2 — Contagem bacteriana de 30 isolados de S. Heidelberg tratados com 5 ppm de
cloro livre da agua eletroguimicamente ativada, comparados ao grupo controle, de acordo
com o tempo de contato.

Tratamento
Tempo de contato
Controle* 5 ppm*
5 min 7,2x10% + 92139,83 a 3,3x10* + 18614,02 b
40 min 5,1x10* + 58755,18 a 3,4x10% + 17846,67 a

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (p < 0,05).
* Resultados em UFC/mL.

No tratamento com a agua eletroquimicamente ativada na concentragdo de 50
ppm, independentemente do tempo de contato (5 ou 40 minutos), a média bacteriana foi

significativamente inferior quando comparada ao grupo controle (Tabela 3).
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Tabela 3 — Contagem bacteriana de 30 isolados de S. Heidelberg tratados com 50 ppm de
cloro livre da dgua eletroquimicamente ativada, comparados ao grupo controle, de acordo
com o tempo de contato.

Tempo de contato Tratamento
Controle* 50 ppm*
5 min 7,2x10* £ 92139,83 a 2,6x10* £ 9012,38 b
40 min 5,1x10* + 58755,18 a 1,1x10* + 12695,71 b

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (p < 0,05).

Na concentracdo de 200 ppm, independentemente do tempo de exposicdo, houve
diminuicdo da contagem média bacteriana das cepas de Salmonella Heidelberg
selecionadas para o estudo (Tabela 4). De 30 isolados, 26 ndo tiveram crescimento do
XLD.

Tabela 4 - Contagem bacteriana de 30 isolados de S. Heidelberg tratados com 200 ppm
de cloro livre da agua eletroquimicamente ativada, comparados ao grupo controle, de
acordo com o tempo de contato.

Tratamento
Tempo de contato
Controle* 200 ppm*
5 min 5x10* + 33051,47 a 4,9x10? + 1366,60 b
10 min 6,9x10* £ 56308,83a  1,3x10%+ 44537 b

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (p < 0,05).

Em relacdo ao tempo de contato, a contagem média bacteriana somente apresentou
diferenca significativa (p<0,05) na concentracdo do produto a 50 e a 200 ppm. Com
relacdo, a 50 ppm a contagem bacteriana foi menor ap6s 40 minutos de contato, e no caso

de 200 ppm foi menor nos 10 minutos de contato (Tabela 5).
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Tabela 5 - Variacdo da contagem bacteriana de S. Heidelberg tratada com agua
eletroguimicamente ativada em diferentes tempos de contato.

Tempo de contato

Concentracéo i : i
5 min* 10 min* 40 min*
5 ppm 3,3x10* + 18614,02 a - 3,4x10* + 17846,67a
50 ppm 2,6x10%+ 9012,38 @ - 1,1x10*+ 1269571 b
200 ppm 4,9x10°+ 1366,60 a2  1,3x10°+ 44537 b -

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (p < 0,05).
- Teste ndo realizado.

A contagem média bacteriana apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre as
concentragdes do produto avaliadas (5 ppm e 50 ppm) no tempo de contato de 40 minutos.
A concentracdo de 50 ppm apresentou menor contagem média em relagdo a concentragao
de 5 ppm. N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre as concentragcdes do produto

avaliadas (5 ppm e 50 ppm) no tempo de contato de 5 minutos (Tabela 6).

Tabela 6 - Variacdo da contagem bacteriana de S. Heidelberg tratada com agua
eletroguimicamente ativada de acordo com a concentragdo do tratamento.

Tratamento
Tempo de contato
5 ppm* 50 ppm*
5 min 3,3x10% + 18614,02 a 2,6x10% + 9012,38 a
40 min 3,4x10% + 17846,67 a 1,1x10* + 12695,71 b

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (p < 0,05).

5.3 Avaliacéo da eficicia da agua eletroquimicamente ativada - teste qualitativo

A EA néo impediu a turvacao dos isolados de S. Heidelberg nos tratamentos com
5 e 50 ppm, independentemente do tempo de contato. No tratamento a 200 ppm por 5
minutos de contato, houve a turvacdo de 50% (15/30) das amostras, sendo que em 10
minutos 53,3% (16/30) n&o turvaram. A presenga de crescimento bacteriano ndo variou
(p>0,05) entre o tratamento a 200 ppm do produto por 5 minutos em rela¢do ao tratamento
a 200 ppm por 10 minutos (Tabela 7).
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Tabela 7 — Frequéncia absoluta de cepas de Salmonella Heidelberg sensiveis a agua
eletroquimicamente ativada nas concentracgdes de 5, 50 e 200 ppm, por tempo de contato
de 5, 10 e 40 minutos.

Tempo de contato

CEPAS ) Concentracéo(ppm)
(minutos)
5 50 200
5 0 0 15
n =30 SH
10 - - 16
40 0 0 -
N&o inativadas - - 24

- Nao foi realizado o teste
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6 DISCUSSAO

O teste de eficiéncia da agua eletroquimicamente ativada foi realizado para avaliar
a resisténcia dos isolados de Salmonella Heidelberg testados em fase planctonica. Foram
utilizadas concentragdes e tempos de contato estabelecidos pela legislagdo (BRASIL,
1998) e usuais em matadouros-frigorificos e ou em estabelecimentos que realizem
desinfeccdo como pratica rotineira para o controle microbiano. Os resultados de eficiéncia
da EA encontrados no presente trabalho foram favoraveis. Em todos os isolados,
independentemente da concentragdo e do tempo utilizado, a EA foi eficaz, com excecao
do teste a 5 ppm por 40 minutos.

Os resultados obtidos estdo de acordo com outros estudos, nos quais 0s
microrganismos Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes e Escherichia coli
0157:H7 também foram sensiveis a EA (ABADIAS et al., 2008; CAO et al., 2009; XU
et al., 2014; ZANG et al., 2015). Além disso, alguns trabalhos vém demonstrando que a
EA pode ser utilizada em produtos avicolas, como carcacas, cortes e mitdos de frango
(HUANG YU-RU et al., 2008; LORETZ et al., 2010). Esses resultados sdo importantes,
pois estimulam novas pesquisas para a utilizacdo do produto na producdo animal, de
alimentos e inclusive em locais que sdo pontos criticos de controle.

O teste realizado na concentracdo de 5 mg/L de cloro residual na temperatura de
4° C obteve uma reducao significativa na contagem bacteriana média (3,3x10* UFC/mL)
nos cinco minutos de contato quando comparado ao grupo controle (7,2x10* UFC/mL).
Resultado semelhante foi encontrado por Akbas e Olmez (2007) a partir da inoculagéo de
L. monocytogenes e E. coli em alface e posterior lavagem com EA. Os autores
constataram que a atividade antimicrobiana da EA deu se ja nos primeiros minutos de
contato. Esse resultado é importante pois demonstra que ndo ha a necessidade de aguardar
um periodo para que haja acdo do produto. A mesma concentracdo de 5 ppm foi testada
com 40 minutos de contato, a 4°C, contudo ndo se observou uma reducéo significativa na
contagem bacteriana. Provavelmente a baixa concentragdo de cloro livre e de acido
hipocloroso, somado a presenga de matéria orgénica pode ter saturado com o passar do
tempo, ndo havendo um efeito bactericida significativo.

Cao e colaboradores (2009) testaram isolados de S. Enteritidis frente a EA na
concentracdo de 6 mg/L, e constataram reducdo na contagem do patdégeno apos o
tratamento, corroborando com os resultados encontrados no presente estudo. Park et al.

(2004) também avaliaram a eficacia da EA na concentracdo de 5 mg/L frente a cepas de



39

E. coli O157: H7 e L. monocytogenes, e observaram uma importante reducdo da carga
microbiana para ambos microrganismos. Ainda, neste estudo os mesmos isolados foram
desafiados com a mesma concentracdo de cloro livre, no entanto com pH 3,0, 5,0 e 7,0.
Como resultado, os autores constataram que quando o pH era menor, a sensibilidade a
AE foi maior, e que acrescido disso, em baixas concentracfes de pH o ORP era maior, 0
gue aumentou o potencial bactericida, constatando que o &cido hipocloroso estad em maior
proporcéo quando o pH é mais &cido. Entretanto isso ndo quer dizer que a EA néo tenha
acao bactericida em pH neutro, o que é demonstrado no estudo de Zang et al., (2015).

Segundo a Portarian® 210 de 1998 do MAPA, os estabelecimentos que realizarem
cortes e/ou desossa de aves devem garantir temperatura ambiente ndo superior a 12°C e o
resfriamento dos produtos de aves a uma temperatura da dgua do chiller de no maximo
4°C, respeitando, assim, o regulamento técnico da inspecdo tecnoldgica e higiénico-
sanitaria de carne de aves. Os resultados obtidos nesse estudo com a EA a 5 ppm na
temperatura de 4°C sdo importantes, pois demonstram a possibilidade deste
antimicrobiano ser utilizado de maneira alternativa ao cloro no chiller, visto que durante
a passagem das carcacas pelo chiller, ocorreria o reabastecimento continuo da EA. Seu
uso a 5 ppm seria uma alternativa para reducdo da contaminagdo por Salmonella
Heidelberg. O equipamento que produz a EA poderia ser instalado na planta frigorifica,
e logo apds a fabricacdo da EA, essa abasteceria o chiller. Aliado a isso a EA apresenta
como vantagem a caracteristica de ndo possuir efeito corrosivo em superficies metalicas
(ABADIAS 2008). Nos EUA a EA ja é utilizada no chiller, no entanto sua concentracao
é de 50 ppm (USDA, 2017).

Conforme descrito pelo MAPA - Portaria n°® 101 (BRASIL, 1993), foi realizado o
teste de desinfetantes, sendo que nenhum dos isolados foi sensivel no teste qualitativo,
pois em todos o0s tubos foi verificado crescimento bacteriano ao término das 96 horas nas
concentracdes de 5 ppm e 50 ppm. Esses resultados eram esperados visto que houve uma
reducdo na contagem, mas ndo a eliminacgéo total do microrganismo. Visando a utilizacdo
da concentragdo de 5 ppm para a 4gua do chiller, sendo o reabastecimento continuo para
evitar a saturacdo, pode se indicar que o efeito da EA é positivo, pois a contaminagao
nesse local ndo é eliminada por completo, e sim reduzida, pois ha uma entrada constante
de carcagas contaminadas (BRASIL,1998).

Nos testes em que foi utilizada a concentracdo de 50 ppm, houve a reducédo da
contagem média bacteriana (2,6x10* UFC/mL em 5 minutos e 1,1x10* em 10 minutos)

quando comparada ao grupo controle (7,2x10* UFC/mL), independentemente do tempo
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em que 0 microrganismo permaneceu em contato com o produto. A redugéo foi maior
quando comparada a concentracdo de 5 mg/L de cloro residual, o que ja era previsto, visto
gue guanto maior a concentracdo do produto, maior sua eficacia (Park et al., 2004;
Chuang et al., 2013).

Park e colaboradores (2002) testaram a EA na concentragéo de 50 mg/L de cloro
residual frente a Campylobacter jejuni e ndo recuperaram 0 microrganismo apos 0
tratamento. O pH 2,57 e 0 ORP 1082 mV pode explicar uma eficacia maior que a
encontrada nesse estudo, visto que o pH e o ORP também influenciam na acédo
bactericida. No mesmao estudo, os autores testaram a EA e cloro diluido em agua, ambos
na concentracdo de 25 ppm. A EA teve uma maior eficacia quando comparada ao cloro,
0 que pode ser justificado pelo fato de possuir ORP e outros radicais livres em sua
composicdo. Esse resultado é importante, pois demonstra que a EA possui um melhor
efeito bactericida em relagéo o cloro. Por outro lado, Abadias et al. (2008) néo verificaram
diferenga na reducédo da contagem de E. coli O157:H7, Salmonella spp., L. innocua e E.
carotovora quando comparado EA a 50 ppm e dgua clorada a 120 ppm. Da mesma forma,
Lindsey et al., (2009) ndo observaram diferenca significativa de reducdo da contagem de
E. coli O157:H7 em folhas de alface utilizando EA (50 ppm) e cloro (200 ppm).

Guentzel e colaboradores (2008) testaram a eficacia da EA nas concentracGes de
20 ppm, 50 ppm, 100 ppm e 120 ppm com tempo de contato de 10 minutos. Os
microrganismos estudados foram E. coli, S. Typhimurium, S. aureus, L. monocytogenes
e Enterococcus faecalis na concentracdo de 108 UFC/mL. Os autores verificaram reducio
da contagem microbiana para todos os isolados, independente da concentracdo testada.
Ao testar a EA em uma faixa de pH mais proxima a neutralidade (6,3 — 6,5), observaram
que a EA também possui acdo bactericida mesmo ndo estando com um pH &cido. O
mesmo pdde ser constatado no presente trabalho com o uso da EA a 50 ppm, em que 0
produto mostrou-se eficaz no controle de S. Heidelberg em condi¢bes de pH proximo a
neutralidade.

E sabido da importancia da higiene das caixas de transporte de aves, para evitar a
contaminagdo cruzada entre os lotes. Considerando que o transporte dos animais até o
matadouro-frigorifico € de muito estresse, ha o aumento da excrecdo de fezes e
consequentemente de patdégenos como a Salmonella spp. (BERCHIERI, 2009). Diante
desta problematica, Zang et al. (2015) verificaram a eficacia da EA em um pH préximo
a neutralidade, na concentracdo de 50 ppm contra a S. Enteritidis em caixas de transporte

de aves, observando reducéo significativa da contagem microbiana. Estes resultados estdo
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de acordo com o obtido no presente estudo, e estimulam a utilizagdo da EA na lavagem
de caixas visando reduzir a contaminagéo por S. Heidelberg, cuja fonte de infecgéo pode
estar relacionada a estas caixas.

De acordo com a Portaria n° 1, de 21 de fevereiro de 1990 do MAPA, ovos
destinados a industrializacdo devem ser previamente lavados, observando os requisitos
estabelecidos pelo Servico de Inspecdo Federal para o procedimento mencionado, sendo
que se recomenda a ndo utilizacdo de compostos de cloro em niveis superiores a 50 ppm
como sanitizante na dgua de lavagem de ovos em natureza. Visto que na concentracdo de
50 ppm, 5 minutos de contato reduziram a contaminacdo de SH, os resultados obtidos
nesse estudo e em outros previamente citados, sugerem a utilizacdo da EA na lavagem de
ovos, buscando a reducdo de sua contaminacéo. O teste nesse trabalho foi realizado a 4°C,
contudo a temperatura para lavagem de ovos é de 35° C a 45° C. Considerando que o
efeito antimicrobiano da AE é mais pronunciado em temperaturas mais elevadas, assim
como o ocorre com os desinfetantes, estima-se que este produto possa também apresentar-
se uma boa alternativa para a industria de ovos.

Al Holy e Rasco (2015) desenvolveram um estudo no qual inocularam E. coli
0157:H7, S. Typhimurium, e L. monocytogenes em diferentes matrizes alimenticias.
Obtiveram resultados de reducdo, semelhante a esse trabalho, no entanto nenhum
tratamento eliminou completamente e contaminacdo, o que pode ser explicado pela
grande quantidade de matéria organica presente nos alimentos. E importante destacar que
no trabalho desenvolvido com S. Heidelberg, mesmo na presenca de matéria organica, a
EA foi eficiente nas trés concentracdes testadas, possuindo boa efetividade contra o
microrganismo mesmo em baixas concentracfes. Zang et al., (2015) verificaram que um
tempo maior de contato com o agente melhora a eficacia do produto, corroborando nossos
resultados, j& que o uso de 50 ppm por 40 minutos permitiu uma maior reducdo de S.
Heidelberg ao comparar com 5 minutos de contato.

Quando os isolados de S. Heidelberg foram testados com uma concentracédo de
200 ppm, os resultados foram ainda mais favoraveis. Dos 30 isolados, 86,6%, (26/30)
foram sensiveis a EA, ndo se evidenciando crescimento bacteriano. Nas 13,4% amostras
restantes, (4/30) foi verificado crescimento, contudo a contagem microbiana foi baixa
(1,3x10? UFC/mL) ap6s 10 minutos de contato a 25°C quando comparado ao controle
sem tratamento (6,9x10* UFC/mL). Chuang et al., (2013) constataram que a EA a 200

ppm também foi efetiva frente a isolados de E. coli e Bacillus subtilis.
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Este resultado é importante, pois estimula a utilizacdo da EA a 200 ppm como
produto alternativo aos desinfetantes comuns apos a etapa de limpeza, como parte do
processo de higienizacdo. Outro estudo realizado com EA a 200 ppm demonstrou que
houve uma maior reducdo da contaminacgdo conforme o aumento do tempo de contato (5,
10, 20 e 30 minutos) (LEE et al., 2014). Corroborando com esse resultado, Ju (2016)
também verificou que houve uma maior reducdo microbiana com a EA estando a 200
ppm quando comparada a 100 ppm.

Além da sua eficacia como antimicrobiano e ser de facil manuseio, a EA néo é
toxica (HUANG YU-RU et al., 2008). O teste qualitativo (BRASIL, 1993) ratifica os
resultados do teste quantitativo, uma vez que houve a turvacdo. No entanto, aos 10
minutos de contato, 53,6% dos isolados foram sensiveis a EA, o que é uma grande
reducdo visto que nas outras concentracdes 100% dos isolados tiveram crescimento no
caldo BHI. A técnica de quantificacdo € melhor quando se pretende avaliar a atividade
antimicrobiana de um produto, j& que considera a reducao da contagem, ao passo de que
o teste qualitativo s6 avalia a inativacdo ou ndo do microrganismo pelo produto.

Os isolados de S. Heidelberg eram de mesma origem, porém de anos distintos
(2006 e 2016). No entanto, ndo foi observada nenhuma diferenga de resisténcia a EA entre
eles, diferente do que ocorreu no estudo de Bassani (2017), em que 0os mesmos isolados
no teste de susceptibilidade a antibi6ticos, sendo que os isolados de 2016 foram mais
resistentes que os de 2006. Isso pode ser explicado pelo fato da EA ndo ser utilizada na
producdo avicola ou frigorificos, ndo sendo verificados relatos de resisténcia até o
momento.

E sabido da importancia e da preocupacio com bactérias resistentes aos
antimicrobianos (WHO, 2014). Frente a isso, sendo a EA produzida a partir de sal e agua,
e o fato de ndo ser uma reacdo permanente, ocorrendo a dissociacdo das moléculas, a
torna um produto que néo prejudica ou degrada o ambiente. O fato da solucdo voltar aos
compostos iniciais pode diminuir o efeito de resisténcia, caracteristica extremamente
desejada em se tratando de um produto com poder bactericida. No entanto, estudos mais

aprofundados séo necessarios para verificar essas caracteristicas.
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7 CONCLUSAO

No presente trabalho, foi reportada a sensibilidade da Salmonella Heidelberg isolada
de fontes avicolas, frente a agua eletroquimicamente ativada.

1. Em todas as concentragcfes da EA 5, 50 e 200 ppm, os 30 isolados testados foram
sensiveis, exceto aos 5 ppm em 40 minutos.

2. A agua eletroquimicamente ativada € uma possivel alternativa a outros produtos
liberadores de cloro, visto que foi efetiva na inativacdo de S. Heidelberg.

3. A medida que a concentragdo de cloro livre da EA e o tempo de contato
aumentam, aumenta a inativagdo de S. Heidelberg.

4. A EA ndo elimina totalmente a S. Heidelberg, apenas reduz sua carga microbiana.

8 PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Avaliar a atividade da EA frente a SH em fontes alimenticias.

2. Realizar testes sensoriais em produtos testados com EA.

3. Avaliar a atividade da EA frente a outros patdgenos alimentares e também bactérias
deteriorantes.

4. Avaliar a atividade da EA na remogcé&o e anti formacao de biofilmes microbianos.
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APENDICE A — Isolados de S. Heidelberg: ano de isolamento e origem
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