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RESUMO

POLASSO, Jeferson. Avaliacdo de diferentes concentragcfes de 6xido de calcio
e a associacdo com acido peracético sobre a atividade antibacteriana em
Salmonella Heidelberg em cama de aviario de frango de corte. 2018. 29 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC 2) (Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas —
Licenciatura), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2018.

A Salmonella Heidelberg é uma bactéria patogénica que vem demostrando ser um
grande problema sanitario para a avicultura. Deste modo, o presente trabalho busca
avaliar a acao antibacteriana de diferentes concentracdes de 6xido de calcio (cal)
em associacao ou ndo com acido peracético (AP) sobre S. Heidelberg. Para isso, 0
experimento foi realizado in vitro, com cama de aviario autoclavada, onde foi
inoculada S. Heidelberg na proporcéo de 1,5 x 108 UFC/mL (unidades formadoras de
coldnias) para esse experimento foram utilizados 8 tratamentos com 50g de cama
em cada um deles sendo estes: T1 1% de cal, T2 2%, T3 3%, T4 1% de cal + 3% de
AP, T5 2% de cal + 3% de AP, T6 3% de cal + 3% de AP, T7 uma testemunha sem a
cal e AP, T8 uma testemunha s6 com a cama inoculada. Esse experimento ficou em
estufa com temperatura controlada em torno de 37°C para haver crescimento
microbiano em um tempo estipulado de 12 dias, durante esse periodo foram
coletada amostras dos experimentos, no dia do experimento e posteriormente com
4, 8 e 12 dias, totalizando 64 amostras. Em todas as amostras, foram coletados 59
de cama e enviadas ao laboratério para analises de presenca ou auséncia de
Salmonella Heidelberg. Foram feitas medi¢cdes de pH no segundo dia apds a
montagem do experimento e apos a Ultima coleta dos 12 dias. O uso da cal virgem
na concentracdo a partir de 1% mostrou-se efetivo, devido o aumento de pH e
diminuicdo de umidade, jA a associacdo com acido peracético ndo se constatou
diferencas nos resultados, onde as amostras também foram semelhantes a cal. Com
isso podemos afirmar que para a acdo de oxido de calcio como agente
antibacteriano devemos utilizar dosagens acima de 1%, sempre pesando a cama de

aviario para constatar seu peso.

Palavras-chave: Avicultura. Bactéria patogénica. Tratamento. Cal virgem.



ABSTRACT

POLASSO, Jeferson. Evaluation of different concentrations of calcium oxide
and the association with peracetic acid on antibacterial activity in Salmonella
Heidelberg in broiler poultry litter. 2018. 29 f. Course Completion Work (TCC 2)
(Undergraduate Degree in Biological Sciences - Licenciatura), Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand. Dois Vizinhos, 2018.

Salmonella Heidelberg is a pathogenic bacterium that has been proving to be a
major sanitary problem for poultry farming. Thus, the present work seeks to evaluate
the antibacterial action of different concentrations of calcium oxide (lime) in
association or not with peracetic acid (AP) on S. Heidelberg. For this, the experiment
was carried out in vitro with an autoclaved aviary bed, where S. Heidelberg was
inoculated in the proportion of 1.5 x 108 CFU / mL (colony forming units). For this
experiment, 8 treatments were used with 50 g bed in each one of them being: T1 1%
lime, T2 2%, T3 3%, T4 1% lime + 3% AP, T5 2% lime + 3% AP, T6 3% lime + 3 %
AP, T7 one control without lime and AP, T8 one control only with inoculated bed. This
experiment was kept in a temperature controlled oven at 37 ° C for microbial growth
at a stipulated time of 12 days. During this period, samples were collected from the
experiments, on the day of the experiment and then at 4, 8 and 12 days, totalizing 64
samples. In all samples, 5 g of bed were collected and sent to the laboratory for
analysis of the presence or absence of Salmonella Heidelberg. PH measurements
were made on the second day after the experiment was set up and after the last 12
day collection. The use of virgin lime in the concentration from 1% was effective, due
to the increase of pH and decrease of humidity, and the association with peracetic
acid did not show differences in results, where the samples were also similar to lime.
With this we can say that for the action of calcium oxide as an antibacterial agent we

must use dosages above 1%, always weighing the bed of aviary to verify its weight.

Key words: Poultry farming. Pathogenic bacteria. Treatment. Lime virgin.
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1 INTRODUCAO

A proteina animal esta entre as inUmeras fontes de alimento mais consumidas
no mundo, sendo a carne de frango, a proteina de maior destaque. No ano de 2016,
o Brasil ocupa o segundo lugar no ranking mundial em producao de carne de frango,
com estimativas superiores a 13 milhdes de toneladas, ficando atras apenas do EUA
com 18,2 milhBes de toneladas. Referindo-se as exportacdes, o Brasil ocupa o
primeiro lugar com 4,4 milhdes de toneladas, e em seguida, encontram-se o EUA
com 3 milhdes de toneladas (ABPA, 2017).

A regido sul do Brasil, 0 ano de 2016 se destaca na producdo de carne de
frango, sendo responsavel por 63,63% da producéo nacional. O Estado do Parana é
responsavel por 33,46% dessa producdo, pois a maioria dos produtores € de
pequeno e médio porte, onde a avicultura se torna viavel em pequenas
propriedades, ocupando a mao de obra familiar, evitando o éxodo rural (ABPA,
2017).

Segundo Pra et al. (2009), devido a alta quantidade de aviarios no Brasil, ha
uma grande necessidade de matéria-prima para a producdo das aves, a matéria
mais utilizada é a cama de aviario, mas devido seu alto custo de producao faz-se
necessario o uso de um elevado ndmero de lotes sobre a mesma cama. Essas
condicdbes de relso podem contribuir para a presenca de microrganismos
patogénicos, como a bactéria Salmonella no ambiente de producao.

Analisando esse contexto, é necessario grande controle de qualidade nos
processos de producdo, visto que segundo os dados da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), a Salmonella é um agente bacteriano frequentemente responsavel
por casos de doencas transmitidas por alimento no mundo todo. Alimentos tais como
a carne, ovos e leite sdo as principais fontes contaminadas por esta bactéria
(NASCIMENTO et al., 2012).

A espécie Salmonella Heidelberg pode resultar de leves a moderadas
infec¢des, mas se ndo tratada a enfermidade, a bactéria pode causar complicagbes
como septicemia, miocardite, infecgcdes extras intestinais e em casos mais graves da
doenca, pode levar a morte (DUTIL et al., 2010).

Para manter a viabilidade econdmica em cria¢cdes nas granjas € necessario a

reutilizacdo das camas por varios lotes subsequentes. O método de tratamento da



cama com a cal virgem € muito utilizado apés a entrega do lote, onde € incorporado
na cama como tratamento que é realizado juntamente com o vazio sanitario que
dura 12 dias desde a entrega do lote até o recebimento dos pintinhos para o proximo
lote. Este procedimento visa reduzir as contaminacfes através do processo de
alcalinizacdo, onde os ions OH- saponificam os lipidios que envolvem externamente
as bactérias e virus envelopados, ocorrendo a destruicdo dessas estruturas de
superficies (PRA et al., 2009).

A partir deste contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar diferentes
concentracbes de cal virgem no tratamento de cama, para verificar a eficacia
antimicrobiana das mesmas, analisando também, o fator tempo na acéo da cal.

Para produzir alimentos de qualidade e livre de microrganismos patégenos é
indispensavel que haja baixa quantidade de bactérias no processo de criacdo e
industrializacdo. Desse modo, € preciso métodos de controle eficazes, para reduzir a
quantidade bacteriana na granja e a utilizacdo de cal virgem se faz necessario
devido a sua acdo antimicrobiana, mas € indispensavel identificar dosagens
apropriadas para nao haver desperdicio ou favorecer o desenvolvimento de

resisténcia da Salmonella Heidelberg e outros microrganismos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Salmonella: CARACTERISTICAS GERAIS

A Salmonella é uma bactéria de género pertencente a familia
Enterobacteriaceae, contendo duas espécies, Salmonella enterica e Salmonella
bongori. A Salmonella enterica € subdividida em seis subespécies: S. enterica, S.
salamae, S. arizonae, S. diarizonae, S. houtenae e S. indica (FORSHELL; WIERUP,
2006).

Existem 2.610 diferentes sorotipos identificados nas subespécie, sendo
distribuidos em subespécie enterica (1.547 sorovares); subespécie salamae (513
sorovares); subespécie arizonae (100 sorovares); subespécie diarizonae (341
sorovares); subespécie houtenae (73 sorovares); subespécie Indica (13 sorovares);
Salmonella bongori (23 sorovares); 0s quais ndo reconhecem a espécie proposta
Salmonella subterranea tendo sido a mesma inserida como sorovar da espécie
bongori (GUIBOURDENCHE et al., 2010).

Este género de bactéria em geral € um bacilo gram negativo, aerdbio e
anaerobio facultativo, sendo um patdégeno que se comporta como intracelular e sua
movimentacdo se da por flagelos peritriqueos, com excecdes de algumas
salmonelas como Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum que sao imoveis
(FORSHELL; WIERUP, 2006).

Na espécie S. enterica, alguns sorotipos se destacam, como Salmonella
Gallinarum, Pullorum, Enteritidis e Typhimurium. As mesmas sao monitoradas pelo
Plano Nacional de Sanidade Avicola — PNSA através da instrucdo normativa n°78 de
03 de novembro de 2003 (BRASIL, 2003), que fiscaliza o patégeno em matrizes de
frango de corte e o Programa de Reducéo de Patdgenos (PRP) estabelecido pela
instrugcdo normativa n° 70 de 06 de outubro de 2003 (BRASIL, 2003), que fiscaliza
abatedouros onde essas cepas sao isoladas com maior frequéncia em produtos
avicolas e em casos de infec¢des alimentares (CARVALHO, 2012). A Salmonella
esta entre as trés principais cepas isoladas, que sdo encontradas em pessoas com
toxinfec¢Bes alimentares na regido Norte Americana, jA em outras regides do mundo
€ pouco encontrada (MENCONI et al., 2011).



11

O género Salmonella pode sobreviver por anos no meio ambiente, podendo
ser resistente a dessecacdo e congelamento. O que facilita sua resisténcia, seu
contato com o ambiente e a interacdo com o hospedeiro € a camada de
lipopolissacarideos (LPS), responsavel por proporcionar que a Salmonella seja
resistente h4 varios ambientes e condicbes, como ambientes secos com poeira,
fezes, acidez do estdbmago, lumen do intestino, espacos extracelulares dos tecidos
do hospedeiro e dentro de macréfagos (SUO et al., 2010).

Em condi¢cGes laboratoriais o0 crescimento 6timo se da numa temperatura
Otima de 37°C a 43°C, mas é possivel crescer em temperatura de 7°C a 45°C. No
entanto, sdo sensiveis a exposicao de raios solares e a maioria de desinfetantes
como fendis, clorados e iodados devido estes terem alto grau de acdo bactericida
(BOROWSKY et al., 2006). A bactéria cresce em um pH entre 6,5 e 7,5 com
tolerancia de pH de 4,5 e 9,0 (TORTORA et al., 2003).

Diante esses motivos, a Salmonella se adapta com facilidade no ambiente em
condicBes extremas, conseguindo sobreviver tanto em pH acido como pH alcalino,
tendo resisténcia a desidratacdo e a baixas temperaturas até mesmo o0
congelamento, mas séo destruidas a temperatura de 60°C por 5 min e pela maioria
dos desinfetantes utilizados comumente, como aménia quaternaria e hipoclorito de
sédio e compostos fendlicos (BONI, 2007). Em cama de aves a Salmonella
Heidelberg sobrevive por meses, podendo também se manter por um longo tempo
nos equipamentos pertencentes ao galpdo, no solo e nas excretas de animais
silvestres (BONI, 2007).

2.3 Salmonella enterica SOROVAR HEIDELBERG

by

A Salmonella Heidelberg pertence a subespécie Salmonella enterica
subespécie enterica, do sorotipo B que prevalece na regido norte americana como
Canada e Estados Unidos, ja em paises Europeus é considerada rara (CURY,
2013). Entre o sorotipo de Salmonella, a S. Heidelberg é causadora de infecgbes
alimentares em humanos, que viabiliza seu isolamento em aves e produtos finais, no
entanto, este isolamento vem aumentando consideravelmente nos ultimos tempos
(RAGHIANTE et al., 2010).

A S. Heidelberg pode resultar em infec¢des leves a moderadas, mas se nao

tratada a bactéria pode causar complicacdes como septicemia, miocardite, infec¢des
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extras intestinais e em casos mais graves da doencga, pode levar a morte (DUTIL et
al., 2010). No Brasil, desde 1962 a S. Heidelberg vem sendo isolada e relatada em
produtos de origem avicola (BORSOI et al., 2011).

S. Heidelberg pertence ao grupo de Salmonella paratificas. Este sorotipo nédo
é de especificidade em aves, ou seja, ndo é especifica de aves e causa doengas em
humanos, através da ingestdo de carne e ovos de aves contaminadas, causando
enorme prejuizo a industria e perigo a saude publica. A grande diversidade que esse
grupo possui facilita sua adaptacdo a varios hospedeiros (BERNDT et al. 2007). A
bactéria causa alteracdes semelhantes na mucosa intestinal das aves, comparadas
com Salmonella Enteritidis, apesar de que aves infectadas por S. Heidelberg
excretam menos bactérias, comparada com S. Enteritidis (BORSOI et al., 2011).

Em um estudo com 15 cepas de S. Heidelberg isoladas de plantas frigorificas
foi avaliado a permanéncia no processamento em plantas frigorificas. Nas amostras
coletadas foi observada a formagdo de um biofilme em placas de poliestireno,
potencializando sua permanéncia em abatedouros de aves (RODRIGUES et al.,
2009).

As contaminacfes por S. Heidelberg apresentam crescimento no campo,
provocando aumento de positividade na indUstria e de modo consequente no
produto final, prejudicando a comercializacédo e exportacdo. Com a formacao de
biofilme e hidrofobicidade as praticas comuns de biosseguranca séo desafiadas para
o controle da Salmonella (SANSEN, 2015). A formagdo de biofime e alta
hidrofobicidade, é reconhecida como caracteristicas especiais quando comparado a
outros sorotipos isolados (RODRIGUES et al., 2009).

2.4 CONTROLES DE Salmonella sp NA AVICULTURA

Boas praticas de producdo devem ser adotadas para um bom controle de
contaminagdes por sorovares de Salmonella. Na cadeia produtiva de aves, a
biosseguridade é fundamental, sendo uma ferramenta que visa proteger toda a
corrente que compdem a producdo. Em casos de contaminacdes de sorovares de
maior importancia econ6mica ou saude publica, devem ser adotadas acgles
especificas como uso de antibioticos, aditivos alimentares e controles de visitas
(BARROW, 2007).
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Algumas medidas devem ser praticadas para a boa sanidade da granja, entre
elas podemos citar controle de roedores, controle de visitas, ndo ter criacdo de
outras aves silvestres na propriedade, inclusive passaros domésticos e deve se
adotar programas de higiene e desinfeccdo. Devido a alta quantidade de matéria
organica nas instalagbes avicolas, € importante lembrar que desinfetantes séo
prejudicados em sua acdo, devido os desinfetantes ndo agirem sobre matéria
organica, entretanto, ndo se deve reutilizar a cama sem tratamento (BERCHIERI
JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

Diante da grande quantidade de aviarios no Brasil e a sua importancia para a
economia, a necessidade de insumos para a avicultura cresce a cada dia, a cama ja
€ reutilizada a cada lote devido seu alto custo para reposicdo, com isso a
necessidade de manejo da mesma para diminuir a presenca de microrganismos
como Salmonella é de extrema importancia (CHERNAKI-LEFFER et al., 2002).

Para manter a viabilidade econdmica em criagcbes nas granjas de corte, é
necessaria a reutilizacdo de camas por varios lotes subsequentes. A partir deste
modelo de criacdo, deve ser realizado tratamento de cama adequado, para que a
carga bacteriana presente nela seja controlada (PRA et al., 2009). O uso de
fermentacdo da cama tem-se demonstrado uma opg¢ao vantajosa, uma vez que, a
utilizacdo de cobertura da cama com lonas plasticas induz a reducdo de
enterobactérias, além de controlar vetores como o cascudinho (Alphitobius
diaperinus) devido a temperatura alta alcancada pela fermentacdo, somada a
liberacdo de amodnia, altamente toxica em altas concentracdes (SILVA et al., 2007).

A cama do aviario é estruturada por uma cobertura de aproximadamente 5
cm, onde a mesma fica espalhada sobre o piso do aviario. E obtida através de
raspagens de madeira consideradas maravalha ou serragem, de pinus, eucalipto,
madeira de lei, casca de arroz, bagaco de cana, sabugo de milho ou palha (AVILA et
al., 1992; OLIVEIRA et al., 2003).

Os métodos utilizados apdés a entrega do lote é o tratamento da cama,
realizada juntamente com o vazio sanitario, sendo o periodo entre os lotes. Neste
momento € tratada com &cidos organicos, uso de revira associada com
amontoamento da cama e o uso da cal virgem ou Oxido de célcio (PRA et al., 2009).
A cada ciclo de producdo a cama pode ser renovada ou reutilizada entre quatro a

seis lotes de frango, onde o periodo de criacdo varia em média no geral 45 dias, e a
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quantidade pode variar de 12 a 15 aves por metro quadrado do aviario (FERREIRA
et al., 2004).

Existem alguns fatores que aumentam a temperatura da cama e a
proliferacdo microbiana, uma delas é a umidade, que em elevada quantidade leva a
fermentacdo e a liberagcdo de nitritos, nitratos, amoénia e sulfato de hidrogénio
(McWARD; TAYLOR, 2000). Para os microrganismos a sua adaptacédo ao meio e o
seu equilibrio dindmico, é o que ira determinar seu desenvolvimento e a sua maior
ou menor competitividade (CORREA et al., 2009).

Estudos realizados por PRA et al., (2009) demostraram que diferentes niveis
da cal virgem adicionados sobre a cama aumentam o pH. Apés 12 dias da utilizacao
do cal sobre a cama, um valor de pH é obtido respectivamente, dependendo das
guantidades utilizadas em seus tratamentos, T1 (pH 8,95 para 0,0g de cal/m?2), T2
(pH 9,91 para 300g de cal/m?), T3 (pH 10,75 para 600g de cal/m?), T4 (pH 11,11
para 900g de cal/m?). Resultado que interfere diretamente na microbiota da cama,
incluindo o género Salmonella onde em pH acima de 9,5 reduz a viabilidade celular
destes microrganismos (McCWARD; TAYLOR, 2000; FERREIRA et al., 2004).

PRA et al., (2009), conclui em seu experimento que o nimero de UFC
(Unidades Formadoras de Colbnias) de Salmonella spp. e Clostridium spp. teve uma
reducdo de 82 e 97 % com a aplicagcdo do cal virgem na dosagem de 300g m?2,
enquanto que no uso de 600 e 900g m2 teve uma reducdo de 100%, onde essas
duas dosagens tiveram uma resposta excelente ao comparar com o controle (antes
da aplicacdo). No tratamento controle n&do foram encontradas diferencas
significativas durante as coletas, desse modo a cama permaneceu contaminada
durante o periodo experimental. Neste contexto, tratamentos a partir de 300g m2 sé@o
eficientes para controle das Salmonellas spp. e Clostridium spp. pois a elevacéo do
pH pela cal, torna 0 meio indspito para as bactérias, onde este mineral ainda atua no
controle de agua livre diminuindo a atividade de &gua da cama do aviario
(FERREIRA et al., 2004).

Quando é usada a cal virgem no processo de alcalinizagdo, os ions OH"
saponificam os lipidios que envolvem externamente as bactérias e virus
envelopados, ocorrendo a destruicdo dessas estruturas de superficies. Quando o pH
€ superior a 10 o peptideoglicano bacteriano sofre uma desorganizagdo, 0s
nucleotideos sofrem hidrdlise e ja pH acima de 12 micobactérias entram em atuagéo
(PRA et al,. 2009 apud RODRIGUEZ; ELIAS, 1999).
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O uso de acido peracético vem aumentado, devido a muitas restricdes de
outros desinfetantes como glutaraldeido, encontrar um substituto para acao
sanitizante vem se tornando crucial. O acido peracético (acetil hidroperéxido ou
acido peroxiacético) pode ser encontrado na forma liquida incolor ou em pé de cor
branca, com um odor avinagrado, oxidante, com caracteristicas corrosivas para
metais, pH &acido e com baixas concentracdes tem acdo positiva contra
microrganismos. A desinfeccéo do acido se da pela oxidacdo das estruturas celular,
isto é, liberacdo de oxigénio ativo que interage com ligacdes de enxofre nas
proteinas, enzimas e quaisquer metabolitos de microrganismos, desfavorecem
func@o osmotica e transporte através de lipoproteinas da membrana citoplasmética e
causando a lise celular. Uma das grandes vantagens de se usar acido peracético é a
biodegrabilidade, pois ap6s o0 uso se transforma em acido acético, agua e oxigénio
(NASCIMENTO et al., 2015).

A importancia de produzirmos alimento de qualidade e livre de
microrganismos patogenos é indispensavel a baixa quantidade de bactérias em
nosso processo de criacdo, desse modo precisamos de métodos de controle e
tratamentos no processo, para reduzir a quantidade bacteriana na granja, e a
utilizacdo de cal virgem se faz necessario devido sua atividade conhecida, e a
associacdo com acido peracético se torna uma boa alternativa para suplementar a

acao da cal e a sua quantidade de uso que este trabalho procurou demostrar.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes concentracdes de Oxido de calcio e a associacdo desta
substancia com acido peracético sobre a atividade antibacteriana em Salmonella

Heidelberg em cama de aviario de frango de corte.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a presenca ou auséncia de Salmonella Heidelberg com o uso de
diferentes concentracdes de cal virgem e associacdo com acido peracético;

Verificar o pH das amostras no inicio e final dos experimentos ap0s 0 uso da
cal virgem e associacdo com acido peracético;

Encontrar a concentracdo ideal de oxido de célcio, que seja eficiente para
acdo antibacteriana de Salmonella Heidelberg em cama de aviario de frango de
corte;

Analisar a influencia da utilizacdo de acido peracético em associagdo com a
cal virgem;

Comparar a agdo da cal virgem sobre a Salmonella Heidelberg em diferentes

concentracoes;
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratorio de Microbiologia da Universidade
Tecnologica Federal do Parana - UTFPR, Campus Dois Vizinhos — Parana. As
amostras coletadas foram encaminhadas para o laboratério de andlises patoldgicas
da BRF em Concordia-SC para analises de presenca ou auséncia de Salmonella
Heidelberg, pois estas ndo foram possiveis realizar na universidade.

A cama para o experimento foi coletada em um aviario de frango de corte de
um produtor rural de Dois Vizinhos-PR. O procedimento de coleta se conduziu da
seguinte forma: foi demarcada uma area de 1,0m de comprimento por 1,0m de
largura e 13,5cm de altura, deste sendo realizados a coleta, armazenamento e
pesagem da cama, obtendo um volume de 53 kg/m3. Em seguida, uma amostra de 5
kg da cama foi encaminhada ao laboratério da UTFPR para ser autoclavada a 15
psi, 121°C por 20 minutos para eliminacdo de microrganismos contaminantes.

A cepa de Salmonella Heidelberg foi cedida por uma empresa privada, com
transporte e armazenamento em condi¢cées adequadas para o sorotipo. A cal virgem
foi adquirida por doacdes de produtores que ja o utilizam e o acido peracético foi
comprado comercialmente. Todos os itens foram armazenados em ambiente
adequado e seco no laboratdrio de microbiologia da UTFPR Dois Vizinhos.

A Salmonella foi repicada em placa contendo agar Mueller Hinton (MH) para
crescimento por 24 horas, sendo posteriormente inoculadas em 250 mL de caldo MH
por mais 24 horas para entdo serem aplicadas nos experimentos. Para saber a
guantidade a ser inoculada foi medida a absorbancia do meio utilizando a escala
nefelométrica de Mc Farland. Nesta escala a turbidimetria a 0,5 corresponde a 1,5 x
10® UFC/mL. O inéculo foi entdo ajustado para conter 9 x 102 UFC/mL, o que foi
posteriormente inoculado na cama de aviario autoclavada. Apds o0s ajustes da
guantidade de células, 2 mL do meio contendo as bactérias foram transferidos para
tubos tipo eppendorf e posterior centrifugacdo. Apos a formacgéo de pellet foi retirado
0 meio de cultura, e adicionado 2 mL de agua salina e homogenizado com auxilio do
agitador formando uma mistura que foi toda borrifada em 14 dos 16 erlenmeyers
utilizados para o experimento com 50 gramas de cama em cada, os dois
erlenmeyers restantes ficaram como controles contendo somente a cama
autoclavada.

O desenho experimental consistiu em oito tratamentos em duplicatas: 2
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controles, 3 concentragbes de cal virgem e 3 concentracdes da associacédo de cal
com acido peracético. O grupo controle contém dois frascos somente com a cama
autoclavada e outra duplicata com o inoculo. O tratamento com a cal foi adicionado
concentracdes de 1, 2 e 3% separadamente em duplicatas. Os erlenmeyer contendo
a associacdo de cal mais acido seguem a mesma concentracdo do tratamento com
a cal adicionados 3% do acido em cada erlenmeyer.

Esse experimento ficou em estufa com temperatura controlada em torno de
37°C por 12 dias para crescimento microbiano, realizando coletas de 5g no dia da
montagem do experimento e posteriormente com 4, 8 e 12 dias, totalizando 64
amostras até o final do experimento, sendo armazenadas em sacos nasco e
enviadas ao laboratério para teste de presenca ou auséncia de S. Heidelberg.

Foi realizado medicdo de pH das amostras dos erlenmeyers no inicio do
experimento, para verificar a eficiéncia da cal, em relagdo a mudanca do pH do
meio, onde para a medi¢cdo do pH foi feito com a ajuda de pHmetro digital, sendo
retirada uma aliquota de 5g da amostra de cama e diluida em 50 mL de &gua
destilada para fazer a medicao.

Os exames laboratoriais seguiram a ISO 6579: 2017 para verificar a
positividade. As amostras foram pré-enriquecidas em meio ndo seletivo com agua
peptonada tamponada e incubadas a 37°C +/- 1°C por 18h +/- 2 horas. Apds
incubacado foi inoculado 100uL dividido em 3 gotas na placa com agar MSRV
(Rappapor t-Vassiliadis modificado) e incubado a 41,5°C +/- 1°C por 24h +/- 3h, as
placas negativas foram reincubadas por mais 24 horas +/- 3 horas, as positivas
apareceram crescimento suspeito de Salmonella, este caracterizado como um cinza-
esbranquicado formando uma &area com halo significativo ao redor do local
inoculado.

Posteriormente, foi semeado em placa de XLD (Xilose lisina Desoxicolato) e
VB (Verde brilhante) e Incubado a 37°C +/- 1°C por 18 horas +/- 2 horas. Em agar
XLD as colbnias tém um centro preto e uma zona levemente transparente de cor
avermelhada, devido a mudancga de cor do indicador, sorotipos de Salmonella H,S
negativas (por exemplo, S. paratyphi A) sao de cor rosa, com um tom mais escuro,
Salmonella lactose positiva sdo amarelas com ou sem escurecimento, em agar VB
as colbnias apresentam-se incolores ou de cor rosada, entre translucidas a

ligeiramente opacas, quando rodeadas por microrganismos fermentadores de
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lactose, podem apresentar-se de cor verde amarelada, apds foi utilizado culturas
isoladas/puras para confirmagéo bioquimica e sorologica.

A confirmacao bioquimica foi por meio de inoculagdo em meios especificos
onde as colbnias selecionadas foram inoculadas e incubadas a 37°C +/- 1°C por 24
horas +/- 3 horas. Os meios utilizados sdo Agar Triplice Aguicar Ferro (TSI), caldo
Descarboxilase 0,5% L-Lisina, agar Uréia, agar Nutriente (AN) tubo e placa de NA,
caldo triptofano (triptona 1%), B-galactosidade (orto-nitrofenil-3-D-galactopiranosideo
— disco ONPG), demontrados no quadro 1.

Quadro 1. Leitura bioquimica preliminar:

Salmone
) s S. S. S. lla spp
BIOQUIMICO Typhi Paratyphi | Paratyphi | Paratyphi subespé
A B C :
cie |
Acido glicose + + + + +
Gas glicose - + + + +
TS| 'Agzldo lactose - - - - -
Acido sacarose - - - - -
H2S + - + + +
LISINA Descarboxilacao + - + + +
Ll Indol - - - - -
triptofano
UREIA Urease - - - R _
B- galactosidade - - - - -

Fonte: ISO 6579 2017

A confirmacao soroldgica é feita com detecgéo da presencga de Salmonella O-,
Vi- e H- e antigenos, € testada através de aglutinagdo em lamina, se houver
positividade somente no antissoro “O” polivalente (ndo nos grupos), o resultado é
dado como Positivo para Salmonella spp. Se houver reagdo negativa (néo
aglutinacdo), é avaliado novamente todo o resultado bioquimico e se nem todos
estiverem compativeis com Salmonella, o resultado é tido como “Negativo para
Salmonella spp”.

Em seguida, apds a deteccdo da positividade da amostra foi realizado outro
exame para tipificacdo de Salmonella spp, através de técnica biomolecular de micro
arranjo utilizando kit CHECK&TRACE de PCR por micro arranjo de origem
Holandesa fabricada pela DSM, onde se consegue obter na tipificacdo até 100
subtipos de Salmonella enterica. Primeiramente foi utilizado agar de isolamento néo

seletivo caldo de nutriente e adicionado 100uL de solug&o-tampéao ( Lysis Buffer) em
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um tubo eppendorf de 1,5 mL, em seguida foi retirado uma pequena quantidade de
células de uma Unica coldnia cultivada em uma placa de agar XLD usando o palito
gue acompanha o kit. As células foram colocadas em suspensao na solucao-tampéao
(Lysis Buffer) e deixadas em temperatura ambiente durante 2 minutos, o palito foi
girado entre os dedos polegar e o indicador para liberar as células na solucéo-
tampéo e, em seguida, os tubos foram fechados. Na proxima etapa foi realizado a
extracdo do DNA, transferindo os tubos de 1,5 mL com as células em suspensao
para um bloco de aquecimento e incubado a 99°C durante 15 minutos, o
termomisturador € utilizado para este propésito com programacdo de 99°C e 400
rpm. Essa incubacdo de 15 minutos a 99°C lisa as células e libera o DNA na
solugdo-tampéo (Lysis Buffer). Esse extrato de DNA bruto pode ser usado
diretamente para o CHECK & TRACE Salmonella.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

O uso de 6xido de calcio (cal virgem) mostrou-se eficiente para controle de
Salmonella Heidelberg em cama de aviario de frango de corte, esta observacéo foi
constatada pela auséncia da bactéria nas amostras contendo a substancia (Tabela
1). A associacdo de acido peracético com a cal ndo apresentou ser mais eficiente,
pois também teve o mesmo resultado de auséncia no final do experimento e
manteve positividades nas amostras de 4 dias. As analises de auséncia ou presenca
de Salmonella foram realizadas com 4, 8 e 12 dias em todas as amostras (Tabela 1).

Com esses resultados podemos verificar que os controles 01 e 02, ou seja,
somente a cama de aviario autoclavada se mantiveram negativas no decorrer do
experimento, significando que a cama foi bem autoclavada apresentando-se livre de
Salmonella Heidelberg. As amostras 03 e 04 mantiveram-se positivas até a segunda
coleta. No entanto, a amostra 04 apresentou-se negativa a partir da terceira e quarta
coletas, provavelmente por uma falha na homogeneizacdo, ou ainda, reducdo do
namero de células viaveis o que pode ter dificultado no processo de contagem nas
andlises.

Das amostras 5 a 16 todas foram positivas na 1° coleta, garantido que o
in6culo foi efetivo e que a cal e a associacdo com &cido ndo teve acdo de imediato
apos a aplicacdo. A medida do pH realizada no segundo dia do experimento nessas
amostras foi em média de 12,48 (Tabela 2). No entanto, observa-se que as amostras
11 e 12 apresentaram um pH inicial inferior a média e que nestas amostras houve a
presenca de Salmonella mesmo na segunda e terceira coleta respectivamente
(Tabela 1). Segundo Pra e colaboradores (2009) em pH superior a 10, a parede
celular bacteriana comeca a sofrer uma desorganizacdo sendo que o pH superior a

12 é o mais efetivo.
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Tabela 1 — Analises das coletas presenca ou auséncia de Salmonella Heidelberg

Amostra Composigéo 12coleta 22coleta 3?coleta 42coleta

1dia 4 dias 8 dias 12 dias
1 Controle 01 - - - _
2 Controle 02 - - - }
3 Inéculo 01 + + + +
4 In6culo 02 + + - -
5 Cal 1% 01(0,530Kg/m?) + - ] ]
6 Cal 1% 02(0,530Kg/m?) + - ; )
7 Cal 2% 01(1.06Kg/m?) + - - .
8 Cal 2% 02(1.06Kg/m?) + - - )
9 Cal 3% 01(1.59Kg/m?) + ; ) ]
10 Cal 3% 02(1.59Kg/m°) + - ; )
11 Cal 1%01(0,530Kg/m?)+3%Acido(1.59Kg/m?) + + + -
12 Cal 1%02(0,530Kg/m?)+3%Acido(1.59Kg/m?) + + ; ;
13 Cal 2%01(1.06Kg/m*)+3%Acido(1.59Kg/m?) + - - .
14 Cal 29%02(1.06Kg/m?)+3%Acido(1.59Kg/m?) + - ; )
15 Cal 3%01(1.59Kg/m?)+3%Acido(1.59Kg/m?) + - ; )
16 Cal 3%02(1.59Kg/m*)+3%Acido(1.59Kg/m?) + + - .

Amostras + e - para Salmonella Heidelberg, e amostras de cal/m? referente a uma cama de 53 Kg/m”.

Quando se considera apenas 0 grupo tratamento (amostras 5 a 16) observa-
se que a partir das coletas realizadas com 4 dias, houve 75% de auséncia de
bactérias nas analises. Na coleta de 8 dias foram verificados 91,66% de auséncia e
com 12 dias 100%. A auséncia de crescimento bacteriano além de ser causada pelo
aumento do pH também é promovida pelo controle de agua livre resultando na
diminuicdo da atividade de 4gua da cama do aviario (FERREIRA et al., 2004).

Os resultados encontrados por Pra et al. (2009), demostraram que diferentes

niveis da cal virgem adicionados sobre a cama aumentam o pH. No entanto, os



23

melhores resultados foram obtidos aos 12 dias da utilizacdo da cal sobre a cama,
com variacao do pH dependendo das quantidades utilizadas em seus tratamentos:
T1 (pH 8,95 para 0,0g de cal/m?), T2 (pH 9,91 para 300g de cal/m?), T3 (pH 10,75
para 600g de cal/m?), T4 (pH 11,11 para 900g de cal/m?), resultado esses que
tivemos com 4 dias de aplicagdo, devido & maior alcalinidade atingida com as
concentragdes testadas. Entretanto PRA et al., (2009), obteve 100 % de reduc&o do
numero de UFC (Unidades Formadoras de Colbnias) de Salmonella spp. e
Clostridium spp. com uma aplicacdo de 600 e 900g/m? nos 12 dias de aplicacéo,
resultado este que também foi observado neste experimento.

Estudos realizados por LUCCA et al. (2012), avaliou diferentes tratamentos
guimicos em cama de aviario de frango de corte, os produtos que utilizou foram o
hidréxido de calcio (500g/m?), sulfato de aluminio (500g/m?), sulfato de calcio
(1000g/m?), sulfato de célcio 48% + filosilicato expandido 28% (500g/m?). Foram
coletadas amostras da cama a cada sete dias para determinacao do pH, umidade e
contagem bacteriana. O pH medido até a terceira semana o hidroxido de calcio se
manteve mais alcalino que os demais, isso devido ser sua caracteristica, mas a
partir da terceira semana o pH comeca a ser igualada aos demais. Para o controle
de enterobactérias totais em cama aviaria, o sulfato de calcio associado ao
Filosilicato é eficaz. Na reducao de umidade todos os produtos foram eficazes até a
terceira semana, a partir desta faze as aves ja estdo maiores e eliminam mais
umidade sobre a cama, havendo necessidade de mais uma aplicacédo de produto.

A aparente ineficiéncia do &cido peracético apontada nesta pesquisa, se deve
provavelmente ao seu uso como produto em pé e ndo em solucdo aquosa. E a
mistura de produtos acidos e alcalinos que possivelmente ocorra a neutralizacéo de
ambos, e a mudanca brusca de pH ndo ocorram. A aplicacdo do produto em p6 foi
necessaria uma vez que em solucdo aquosa poderia afetar a estrutura da cama de
aviario e consequentemente prejudicando os animais. A atividade desinfetante do
acido peracético é decorrente da oxidacao celular através da liberacdo de oxigénio
ativo que interage com ligagbes de enxofre nas proteinas, enzimas e outros
metabdlitos celulares (NASCIMENTO et al., 2015).



Tabela 02- Analises de pH das amostras

Amostra Composigéo pH inicial pH final
1 Controle 01 9,2 9,1
2 Controle 02 91 9,0
3 Inéculo 01 9,0 9,0
4 Inéculo 02 9,1 9,1
5 Cal 1% 01(0,530Kg/m?) 12,3 9,3
6 Cal 1% 02(0,530Kg/m?) 12,3 9,4
7 Cal 2% 01(1.06Kg/m?) 12,7 9,9
8 Cal 2% 02(1.06Kg/m?) 12,6 9,5
9 Cal 3% 01(1.59Kg/m?) 13 10,2
10 Cal 3% 02(1.59Kg/m?) 13,1 10,2
11 Cal 1%01(0,530Kg/m?)+3%Acido(1.59Kg/m?) 10,2 10,3
12 Cal 1%02(0,530Kg/m?)+3%Acido(1.59Kg/m?) 10,2 10,5
13 Cal 2%01(1.06Kg/m*)+3%Acido(1.59Kg/m?) 12,2 10,1
14 Cal 2%02(1.06Kg/m?)+3%Acido(1.59Kg/m?) 12,1 10,4
15 Cal 3%01(1.59Kg/m?)+3%Acido(1.59Kg/m?) 12,1 10,2
16 Cal 3%02(1.59Kg/m?)+3%Acido(1.59Kg/m?) 12 10,6

Amostras de pH do inicio e final do experimento.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados podemos concluir que a partir de 1% de Oxido
de calcio € possivel controlar Salmonella Heidelberg em cama de aviario e a
associagcdo com 4&cido peracético ndo demostrou interferéncia nos resultados,

provavelmente devido a sua nédo utilizacdo em condi¢cdo aquosa.

Diante destas concentracfes avaliadas, € interessante que seja utilizada uma
quantidade de 1 % de Oxido de calcio, considerando o peso da cama de aviario
encontrado em uma de area de 1 m? e ndo utilizar uma quantidade do produto

apenas considerando a 4rea em m?.

A adicdo de oxido de calcio (cal virgem) foi extremamente efetivo para o
aumento de pH e desta forma atuando como agente bactericida contra S.

Heidelberg.
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