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Avaliagdo da eficacia antimicrobiana de um PHMB sobre cepas de
Salmonella spp

O Brasil tem ocupado papel de destaque no mercado mundial como importante produtor de alimentos, demonstrando significativo potencial de produg&o e exportagdo de
alimentos de origem animal, dentre eles a carne suina. A carne suina é a fonte de proteina animal mais importante no mundo, com a produgdo de 100 milhdes de toneladas.
O Brasil é o quarto produtor e exportador mundial de carne suina com 3% da produgdo e 11% das exportagdes mundiais, ficando atras apenas da China, Unido Europeia e
Estados Unidos. Carne suina, assim como as outras carnes, apresenta alta atividade de agua, associada a sua composi¢do quimica complexa (agua 75%, proteinas 19%,
carboidratos 1,2%, compostos nitrogenados soluveis 1,6%, compostos inorgdnicos 0,6% e vitaminas) sendo suscetivel a proliferagdo de microrganismos, tanto deteriorantes
quanto patogénicos. Assim, os produtos de origem animal possuem uma variedade de microrganismos presentes naturalmente ou adquiridos durante o abate. Alguns podem
se multiplicar na carne causando deterioragdo e redugdo da vida de prateleira. Outros representam um perigo a satide dos consumidores por serem causas de intoxicagdes,
doengas infecciosas ou toxinfecciosas. Estudos revelaram presenca de agentes patogénicos como Salmonella spp, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni
e Listeria monocytogenes na carne suina e em produtos derivados. As doengas causadas pelo consumo de alimentos contaminados por Salmonella spp sdo conhecidas
genericamente por salmoneloses, doenga de maior incidéncia causada pelo consumo de alimentos infectados por salmonelas. Cloridrato polihexametileno biguanida,
popularmente conhecido como PHMB, é um agente antibacteriano catiénico, polimérico, soltivel em dgua, atéxico e indcuo aos sistemas vivos multicelulares e que tem sido
amplamente utilizado em diversas industrias alimenticias ao redor do Mundo com vistas a inibir o crescimento microbiano. No Brasil existem poucos estudos relacionados a
aplicagdo ou eficacia desinfetante daquele composto em carcagas de suinos de sistemas de abate. Com base nestas consideragdes, o presente projeto propds a avaliagdo da
eficdcia antimicrobiana de um PHMB sobre Salmonella spp encontrada em carcagas de suinos provenientes de granjas da regido.
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Evaluation of the antimicrobial efficacy of a PHMB on Salmonella
spp strains

Brazil has played a prominent role in the world market as an important food producer, demonstrating significant potential for production and export of food of animal origin,
among them pork. Pork is the most important source of animal protein in the world, producing 100 million tones. Brazil is the fourth largest producer and exporter of pork in
the world with 3% of production and 11% of world exports, behind only China, the European Union and the United States. Pork meat, like other meats, presents high water
activity, associated with its complex chemical composition (water 75%, proteins 19%, carbohydrates 1.2%, soluble nitrogen compounds 1.6%, inorganic compounds 0.6% and
vitamins) being susceptible to the proliferation of microorganisms, both deteriorating and pathogenic. Thus, products of animal origin have a variety of microorganisms present
naturally or acquired during slaughter. Some can multiply in the flesh causing deterioration and reduced shelf life. Others pose a danger to the health of consumers because
they are causes of poisoning, infectious or toxic-infectious diseases . Studies have revealed the presence of pathogens such as Salmonella spp, Escherichia coli, Yersinia
enterocolytica, Campylobacter jejuni and Listeria monocytogenes in pork and pork products. The diseases caused by the consumption of food contaminated by Salmonella spp
are generally known as salmonellosis, a disease of higher incidence caused by the consumption of salmonella-infected foods. Polyhexamethylene biguanide hydrochloride,
popularly known as PHMB, is a cationic, water-soluble, non-toxic, non-toxic polymeric antibacterial agent for living multicellular systems and has been widely used in a variety
of food industries around the world to inhibit microbial growth. In Brazil, there are few studies related to the application or disinfecting efficacy of that compound in pig
carcasses of slaughter systems. Based on these considerations, the present project proposed the evaluation of the antimicrobial efficacy of a PHMB on Salmonella spp found
in pig carcasses from farms of region.
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INTRODUGAO

O Brasil tem ocupado papel de destaque no mercado mundial como importante produtor de
alimentos, demonstrando significativo potencial de produgao e exportagao de alimentos de origem animal,
dentre eles a carne suina. A carne suina é a fonte de proteina animal mais importante no mundo, com a
producdo de 100 milhdes de toneladas. O Brasil é o quarto produtor e exportador mundial de carne suina
com 3% da producdo e 11% das exportagdes mundiais, ficando atrds apenas da China, Unido Europeia e
Estados Unidos (ABIPECS, 2015).

Carne suina, assim como as outras carnes, apresenta alta atividade de agua, associada a sua
composicdo quimica complexa (dgua 75%, proteinas 19%, carboidratos 1,2%, compostos nitrogenados
sollveis 1,6%, compostos inorganicos 0,6% e vitaminas) sendo suscetivel a proliferagdo de microrganismos,
tanto deteriorantes quanto patogénicos (FRAZIER et al., 1993). Assim, os produtos de origem animal possuem
uma variedade de microrganismos presentes naturalmente ou adquiridos durante o abate. Alguns podem se
multiplicar na carne causando deterioracao e reducao da vida de prateleira. Outros representam um perigo
a saude dos consumidores por serem causas de intoxicagdes, doencas infecciosas ou toxinfecciosas (ICMSF,
1997; CORTEZ, 2003). Estudos revelaram presenca de agentes patogénicos como Salmonella spp, Escherichia
coli, Yersinia enterocolitica, Campylo bacterjejuni e Listeria monocytogenes na carne suina e em produtos
derivados (BORCH et al., 1996; MULLEN, 2000; SANTOS et al., 2006; FORSYTHE, 2005).

Nesse estudo, em especial, serd dado enfoque ao microrganismo patogénico Salmonella spp.
Salmonella spp. é um dos patégenos com maior envolvimento com doengas de origem alimentar (WHO,
2002). De acordo com Franco et al. (2010), essa bactéria possui pH étimo para sua multiplicagdo em torno
de 7,0, com valores inibidores superiores a 9,0 e inferiores a 4,5, e temperatura ideal entre 35°C e 37°C. As
salmonelas também ndo toleram concentragdo de sal superior a 9%. As doengas causadas pelo consumo de
alimentos contaminados por esse patdgeno se subdividem em trés grupos: febre tifdide, causada por
Salmonella typhi; as febres entéricas causadas por Salmonella para typhi e as enterocolites também
conhecidas por salmoneloses, causadas pelas demais salmonelas (FRANCO et al., 2010). A salmonelose é a
doencga de maior incidéncia causada pelo consumo de alimentos infectados por salmonelas. Os sintomas da
salmonelose surgem em torno de 12 a 14 horas apds a ingestdo do alimento contaminado e podem persistir
por dois a trés dias, sendo os mesmos: nauseas, vomito, dores abdominais, dor de cabeca, calafrios e diarreia
(JAY, 2005).

Cloridrato polihexametileno biguanida, popularmente conhecido como PHMB, é um agente
antibacteriano cati6nico, polimérico, solivel em dgua, atdxico e indcuo aos sistemas vivos multicelulares e
gue tem sido amplamente utilizado em diversas industrias alimenticias ao redor do Mundo com vistas a inibir
o crescimento microbiano, sendo aplicado ainda em processos de tratamento de dgua, como solugdo
antisséptica em diferentes ramos de atividade, no tratamento de ovos fertilizados a fim de se prevenir o
contagio por Salmonela spp (MILLER et al., 2013) dentre outras aplicagdes. No Brasil existem poucos estudos

relacionados a aplica¢do ou eficacia desinfetante daquele composto em carcacas de suinos de sistemas de
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abate. Com base nestas consideracdes, o presente projeto propds avaliar a eficdcia antimicrobiana de um
PHMB, Nippolat IB®, sobre Salmonella spp encontrada em carcagas de suinos provenientes de granjas da
regido.

A carne suina é a fonte de proteina animal mais importante no mundo, com a produgao aproximada
de 120 milhGes de toneladas anuais, sendo o Brasil o quarto produtor e exportador mundial daquela fonte.
Dados recentes demonstram que, de dezembro a janeiro de 2014, o Brasil exportou aproximadamente
495.000 toneladas de carne suina para diversos paises do mundo, com destaque para a Russia, totalizando
aproximadamente USS 1.600.000.000 em recursos financeiros representando, assim um importante ramo
de atividade contribuinte para a balanga comercial brasileira. Por outro lado, o aumento da producao de
alimentos tem gerado uma preocupacao inevitavel com a seguranca alimentar, uma vez que os alimentos
podem ser veiculadores de doencas, representando um risco a saude publica.

Segundo a WHO (2002), dentre os produtos de origem animal, as carnes ocupam o segundo lugar
dos alimentos mais frequentemente envolvidos em (DTAs). Isso ocorre devido a muitos agentes patogénicos
pertencerem a microbiota natural dos animais de corte (trato digestdrio, faringe, tonsilas, narinas, tecido
linfatico) contaminando as carcacas durante o abate (MATSUBARA, 2005). Dentro desta realidade, certos
paises como Estados Unidos e Unido Europeia passaram a exigir medidas mais rigorosas de controle de
inocuidade de alimentos para garantir a segurancga alimentar dos produtos por eles importados nos ultimos
anos. Com o crescimento das exportagdes, existe uma maior preocupagdo das empresas em fornecer carne
com qualidade microbiolégica compativel com as exigéncias do mercado externo, aumentado assim sua
competitividade (SAMULAK, 2013).

Para Lima et al. (2002), a microbiota de um alimento é composta por microrganismos associados a
matéria prima e por contaminantes adquiridos durante etapas de processamento, através da agua, das
instalacGes ou equipamentos. Um alimento estd sujeito a contaminacdo de diversas origens. Porém, é
possivel realizar um controle para manter a microbiota em um nimero aceitavel que ndo cause problemas
de saude publica. Para Marra (2009), a carne serve como substrato para a multiplicacdo de microrganismos,
devido seu alto valor biolégico e sua composi¢do quimica. As etapas anteriores a sua comercializacdo, quando
realizadas inadequadamente, podem se transformar em fontes de contaminagdo, comprometendo a
qualidade do produto.

Assim, os produtos de origem animal possuem uma variedade de microrganismos, presentes
naturalmente, ou adquiridos durante o abate. Alguns podem se multiplicar na carne causando deterioragao
e reducdo da vida de prateleira. Outros representam um perigo a saude dos consumidores por serem causas
de intoxicagdes ou doengas infecciosas (ICMSF, 1997; CORTEZ, 2003). Os animais sdo os principais geradores
de carga microbiana a partir do conteudo gastrointestinal, pele, pelos, regido orofaringea. Como esses
microrganismos sobrevivem bastante tempo no ambiente, os suinos portadores constituem uma fonte de
infeccdo, tanto para animais quanto para o homem (MARTINS et al., 2004; BORCH et al., 1996).

Diferentes estudos desenvolvidos para verificar as condi¢Ges sanitarias de carcacgas suinas, bem

como, de embutidos derivados de carne suina, tém identificado a presenca de salmonelas em diversas
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amostras (MURMANN et al, 2009; VAN DER GAAG et al., 2004; LIMA et al., 2004; DIAS et al., 2008; SPRICIGO
et al., 2008; SEIXAS, et al., 2009). Para Jay (2005), a contaminac¢do da carne suina por essa bactéria pode ser
originada tanto pela contaminagdo pelo conteudo fecal presente no trato intestinal desses animais quanto
pelos manipuladores de alimentos que ndo possuem boas praticas de higiene durante as operagdes de abate
e processamento. Seixas et al. (2009) refor¢a que para controlar o crescimento de Salmonella spp em suinos
é imprescindivel identificar os periodos em que o animal é contaminado, os fatores que levam a multiplicagdo
desse patdgeno e as condigdes em que se pode ocorrer contaminac¢do da carne durante o procedimento de
abate.

Durante as diversas etapas do abate de suinos podem ocorrer contaminagao, oriundas dos préprios
animais, ou por meio de contaminacdo cruzada pelo ambiente, superficie, equipamentos ou pelo operador.
Matsubara (2005) destaca que a carne e seus derivados estdo envolvidos na veiculagdo de DTAs, pois, 0s
micro-organismos patogénicos estdo presentes na microbiota natural dos animais de corte (trato digestério,
narinas, faringe, cavidade bucal, tonsilas e tecido linfatico) e contaminam as carcagas durante o abate, ou
acabam sendo transportados do ambiente contaminado para elas, pelo manipulador, utensilios,
equipamentos ou mesmo pela agua.

Segundo Borchet et al. (1996), o trato digestério dos suinos abriga naturalmente diversos tipos de
patégenos e durante o processo de abate podem contaminar partes internas expostas, incluindo-se os
musculos, anteriormente considerados estéreis. Salmonella spp merece atengdo especial, pois, uma vez
dentro da cadeia fornecedora de granjas de abate, quando contaminada e processada, pode se tornar um
problema que acarreta prejuizos consideraveis sendo as unidades produtoras passiveis de interdi¢cdes
pontuais por o6rgdos de fiscalizacdo, gerando inseguranca alimentar para consumidores e perda da
capacidade produtiva da cadeia.

A aplicacdo do cloridrato de polihexametileno biguanida em baixas concentracdes mostra-se
altamente eficazes na redugdo da carga bacteriana patogénica e deteriorante de carcagas de frangos tratadas
com essas solugdes o que pode viabilizar o uso dos mesmos como sanitizantes em outros setores da industria
alimenticia, a exemplo da suinocultura (MESQUITA et al., 1997). O efeito biocida de um tipo de PHMB
(Nippolat I1B®) foi demonstrado no tratamento de salmoura quando a contagem global de microrganismos
foi reduzida de um total de 5000 UFC/mL para 2000 UFC/ml apds sua aplicagdo (FURTADO et al., 2005).
Confirmando-se a eficacia de sanitizantes, em conjunto com a aplicagdo de um PHMB em diferentes dosagens
sobre carcacas contaminadas com Salmonella spp, antes de sua entrada para processamento dentro da
indUstria processadora de carnes suinas, espera-se reduzir os custos com interdi¢des por contaminacgdes de
Salmonela spp pelo drgao fiscalizador oferecendo segurancga alimentar do produto final para o consumo.

O presente projeto de pesquisa visa, portanto, avaliar a sensibilidade de 21 (vinte e uma) cepas de
Salmonella de diferentes origens, submetidas a sorotipagem, empregando-se o soro-kit para Salmonella
Probac do Brasil, frente ao composto PHMB avaliado, determinar as concentragdes inibitoria minima (CIM)
e concentragcdo bactericida minima (CBM) do PHMB sobre cepas de Salmonella spp de referéncia e

determinar o valor residual do PHMB Nippo lat IB nas diferentes concentragdes testadas sobre carcacgas de
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suinos.

MATERIAIS E METODOS
Determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida Minima (CBM)

A CIM é considerada a menor concentragdao de um agente antimicrobiano capaz de impedir o
crescimento visivel de um microrganismo em testes de sensibilidade por diluicido em Agar ou Caldo (Macro
ou Microdilui¢do). A CIM obtida usando o teste de diluicdo poderd mostrar ao médico qual a concentragao
do agente antimicrobiano necessaria para inibir o organismo infectante. CIM, entretanto, ndo representa um
valor absoluto. A verdadeira CIM esta em um ponto situado entre a menor concentracdo do teste que inibe
o crescimento do organismo e a proxima menor concentra¢do do teste. A CIM foi determinada pelo método
de microdiluicdo em caldo conforme descrito pelo Clinica land Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003),
com modificacdes. A execucdo desta etapa do experimento visa, sobretudo, determinar a concentragao
bacteriostatica e a concentracdo bactericida do PHMB em estudo frente a uma cepa de Salmonella entericade
referéncia ATCC 10708. Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia da UEMG —

Unidade Divindpolis MG e no Laboratério de Quimica de Proteinas da UFSJ-Campus CCO.

Padrao de turbidez para preparagao do inéculo

A bactéria congelada foi reativada em Caldo Nutriente por 24h a 359C. A partir do caldo foi semeada,
por meio de estria composta, em placas de Petri contendo Agar Nutriente, incubada por 24h a 359C. Col6nias
isoladas foram coletadas e transferidas para um tubo de ensaio contendo 10mL de solugdo salina estéril de
0,145mol/L (8,5g/L de NaCl; salina a 0,85%) até atingir turvagdo equivalente a escala 0,5 de Mc Farland (no
caso de bactérias corresponde a 108 UFC/mL). A densidade correta foi verificada por meio da leitura em

espectrofotdbmetro a 625nm, na qual a absorbancia devera variar entre 0,08 a 0,10.

Armazenamento das cepas

As cepas foram armazenadas de maneira a reduzir a possibilidade de mutacdo. O estoque deve ser
confeccionado segundo protocolo do laboratdrio e congelado a—80°C. Para armazenamento, em curto prazo,
o estoque de trabalho foi cultivado em tubos contendo Agar Nutriente inclinado, por 24h, sendo

posteriormente armazenado a temperatura de 2 a 8°C.

Meio de cultura e suspensao de trabalho

Para os ensaios de MIC com as bactérias foi utilizado o meio Mueller Hinton (MHB). O pH do meio foi
ajustado para permanecer entre 7,2 a 7,4 a temperatura ambiente de 25°C.Uma aliquota de 50uL do pré-
inéculo foi adicionada a 10mL de Caldo Mueller Hinton (MHB) para confec¢do do indculo, resultando na

concentracdo final de 10° UFC/mL nos po¢os.
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Diluicdao do agente microbiano e inoculagdo nas placas de microdiluicao

O agente antimicrobiano foi diluido em dagua. Extratos de plantas e compostos sintéticos sdo
normalmente solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) 100% e, posteriormente, diluidos numa solugao
aquosa de DMSO 20% (v/v). A solugcdo estoque do agente antimicrobiano foi preparada a 20.000ug/mL. A
partir desta concentracdo, a diluigao foi realizada diretamente nos pogos. Realizou-se uma dilui¢do de 1:10
no primeiro poco e, a partir do segundo, uma diluicdo em série de 1:20.

Com a dilui¢cdo seriada do agente antimicrobiano concluida, adicionou-se 100uL do inéculo nos pogos
resultando numa nova diluicdo de 1:2 e num volume final de 200uL nos pogos. Ao confeccionarmos uma
solucdo estoque na concentragdo de 20.000ug/mL teremos no primeiro poco, a concentragdo de 1000ug/mL.
Nos demais pogos, concentracdes de 500upg/mL, 250ug/mL, 125upg/mL, 62,5ug/mL, 31,25ug/mL, 15,
63ug/mLe 7,81ug/mL.

Leitura dos resultados

Realizada visualmente apds 18 horas de incubag¢do a 35°C.A CIM foi considerada a menor
concentracdo do agente testado capaz de impedir 100% do crescimento microbiano visivel, sendo o mesmo
confirmado por leitura em espectrofotometro a 625nm. As Figuras 1 (placa amostra) e 2 (placa controle),
abaixo, descrevem o conteldo dos pocos e as etapas de diluicdo das amostras aplicadas nas Placas de Elisa,
devendo-se ressaltar que foram executadas trés repeticdes para cada tratamento. A atividade
antimicrobiana foi determinada a partir dos resultados de CBM a partir da inoculagdo de aliquotas de 10uL
das mesmas em placas de petri contendo meio dagar-nutriente sendo a mesma referente a menor
concentracdo do PHMB em estudo capaz de causar a morte do indculo. Como controle positivo, foram
utilizados pogos contendo apenas bactérias e meio de cultura e como controle negativo pogos contendo

apenas meio de cultura.

| PLAcA AMoOSTRA
\b NN
1 2 3 4 5 6 7 § 9 10 11 12

A | 1804 meio « 200L Composto X | 1001 meio 200uL meio 21001 meio 2001 e 21004 meio 2004 meio 2001 meio M | BM | BM
|| (8ranco da amestra) 1
B8 | 150ulmeio « 20ulcomposto X | 1004l melo 1000l meio 10041 meio 200uL meio 100ul melo 100ul melo 2001 melo @ | |

004 indcdo 200k indcuto | 100ukindcuto | 100w indcuo | 100uLimdcuto | 100uA indcuo 100k indcudo | 200kL indcuso

1] 3000ug/mt_ Usooug/mt | ()2s0ugimt | [)125ug/mt | (j625ug/mt | ()31, 250g/mt | (115 6%g/mt | ()7 810g/mi
€ | 180uimeio « 20ulcomposto X | jdem em idem idem dem em idem

100Ul indouto

L] 2000pg/mt__
O | 180uimeio « 20uLcomposto X | idem oem idem idem oem em igem

1000l Indcuto

1] 1000g/mL

€ | 1804l meio « 20ulcomposto y | 2001 meio 200uL meio 001 meio A00ul med 2004 meio 001 meio 2001 meio
(8rancods amostra)
F | B0k meioe 20ul composto y | 2001 meio 100mL meso 1001 meio 200l meso 100uL meio 1004 meio 1001 meio

10008 Indcuto 100ul indcuto | 200uLndcuto | 100uLindcuto | 200uLinéculo | 100uLindcuo | 100uLindcuo | 200MLIndcuo
1] 2000ug/mi psooug/mt | p2soug/mt | p12sug/mi | 62sug/mi | [)3125ep/mi | [)15.63p/mt | [)7.8ug/mL
G | 180 meio « 20uLcompostoy | idem ioem isem idem ioem hoem igem
1004} Indcuo
1] 3000pg/mi.
W | 1804 meio « 20uLcompostoy | idem idem igem idem ioem haem idem
1008 indcuio
{] 3000g/mt.

Figura 1: Descri¢do do conteldo dos pogos da placa de Elisa contendo a amostra de PHMB
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L] 1000pg/mL [1500ug/mt | [1250ug/mt | [112%ug/mt | [1625ug/mt | (]33 25pp/mt | []1563ug/mt | []781ug/mL
G | 180uLmeio « 20uL Antibiceico | idem idem igem idem sem idem idem

100 indcuto

] 1000ug/mL
M | 150ul meio « 20uL Antibidtico igem em igem igem oem. idem em

200uL inccuto

1) 1000ug/mL

Figura 2: Descri¢dao do conteldo dos pogos da placa de Elisa contendo os controles do experimento.

Sensibilidade de diferentes isolados de Salmonella spp frente ao agente PHMB avaliado

Vinte e uma bactérias foram submetidas a sorotipagem utilizando Sorokit para Salmonela Probac do
Brasil® e o perfil de sensibilidade ao agente PHMB estudado foi desenvolvido utilizando a metodologia
descrita pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 1993). Apds reativacdo
das bactérias em agar BHI uma col6nia isolada foi inoculada em caldo BHI e deixada a 37°C por 24 horas. O
composto foi diluido seguindo a concentragdo recomendada pelo fabricante, ou seja, 1% (v/v) e 9mL
distribuido em tubos que continham 1 mL de extrato de levedura. Foram feitas diluicGes seriadas das culturas
e entdo o plagueamento em duplicata para verificagdo do nimero de células que iniciariamos o experimento.
A partir da dilui¢do 10%foi retirado 0,1mL, o qual foi adicionado nos tubos contendo o composto. Nos tempos
de 5, 10, 15 e 20 minutos, em que a cepa foi mantida em contato com a solugdo clorada, 10uL desta solugdo
foi transferida para caldo BHI e em seguida, incubada nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas a 37°C. Dos tubos
que apresentaram turvacdo, 10 uL foram plaqueados em dgar BHI e as placas incubadas a 37°C por 24 horas
para confirmar a presenca de coldnias vidveis. Segundo o fabricante do produto, 10 minutos de exposi¢do
seriam suficientes para eliminar cepas de Salmonella contaminantes. Para verificagdo da porcentagem de
morte, concomitante a transferéncia para o caldo BHI, 100uL foram plaqueados em duplicata apds diluicdo

para verificacdo da porcentagem de morte.

Anadlise residual do PHMB nas carcagas

A determinacdo do residual do PHMB encontra-se em execucdo, sendo realizada por
espectrofotometria na regido do UV (237nm) empregando-se espectrofotometro NOVA®, a partir das
amostras coletadas apods lavagem das carcacas alvo dos testes, seguindo-se metodologia descrita por
Menegon (2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinagao da CIM e CBM

A Tabela 1, apresentada abaixo, lista os valores de absorbancia obtidos a partir das amostras
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aplicadas em placas de Elisa de 96 pogos com a leitura realizada em espectrofotémetro a 625nm. O contetdo

do material aplicado em cada po¢o encontra-se descrito no tépico Materiais e Métodos.

Tabela 1: Valores de absorbancia a 625nm das amostras de PHMB aplicadas aos pogos inoculados com cepa de
Salmonella enterica ATCC 10708
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,04 0,039 0,038 0,04 0,039 0,038 0,039 0,04 0,047 0,041 0,042 0,041
0,04 0,038 0,038 0,038 0,039 0,039 0,038 0,038 0,045 0,356 0,327 0,406
0,04 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 0,039 0,038 0,048 0,046 0,05 0,045
0,039 0,039 0,038 0,039 0,038 0,039 0,038 0,039 0,047 0,046 0,044 0,046
0,118 0,092 0,071 0,057 0,047 0,042 0,039 0,04 0,046 0,045 0,045 0,046
0,118 0,085 0,071 0,057 0,05 0,046 0,044 0,375 0,045 0,046 0,049 0,044
0,116 0,089 0,067 0,06 0,052 0,046 0,152 0,347 0,047 0,046 0,045 0,045
0,103 0,085 0,073 0,061 0,052 0,047 0,307 0,368 0,046 0,045 0,044 0,046

I@mMMmOoOO|m >

A Figura 3 a seguir ilustra o aspecto da placa de Elisa, objeto da leitura em espectrofotémetro a
625nm, apds incubacdo em estufa a 37°C.Destaque para os pogos apontados na figura (Linhas F, G e H,
colunas 7 e 8) que indicam aqueles com crescimento microbiano detectado macroscopicamente por visdo
direta. A CIM encontrada, portanto, foi de 31,25ug/mL, conforme mapa de diluicdo apresentado no tdpico

Material e Métodos, frente a cepa de referéncia Salmonella entérica ATCC 10708.

Figura 3: Fotografia da placa de Elisa inoculada com cepa de referéncia de Salmonella ATCC 10708 contendo
composto PHMB em alguns dos pogos.

A Figura 4, apresentada abaixo, ilustra por sua vez os resultados referentes a CBM, indicando, a
esquerda, uma placa-controle com visivel crescimento bacteriano na superficie da placa contendo meio de
cultivo agar nutriente e, a direita, placa inoculada com aliquotas do poco F5, indicando inibicdo do
crescimento bacteriano pela auséncia do surgimento de colbnias visiveis. Neste caso a concentracdo

bactericida encontrada foi de 125,0 ug/mL.

Figura 4: Fotografia de placas de petri contendo meio agar nutriente com vistas a determinagdo da CBM.
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Muitos pesquisadores tém buscado compostos com potencial agdo antimicrobiana sobre isolados de
Salmonella spp a partir de extratos vegetais diversos, especialmente dleos essenciais. De Bona et al. (2012)
avaliaram o efeito inibitdrio de extrato de agafrao frente a 14 sorovares de Salmonella spp isolados de frango,
sendo que a CIM encontrada para S.Bandaka, S. Heidelberg e S.Lexington foi de 100, 150 e 200 pg.mL*
respectivamente, entretanto, a determina¢do de composi¢cdo quimica destes extratos ndo foi totalmente
elucidada. Por outro lado, para éleo essencial de gengibre, Majolo et al. (2014) encontraram uma variagao
da CIM de 2500 a 5000 pg.mL-1 e da CBM de 5000 a 10000 pg.mL?. Para extrato de malte, De Bona et al.
(2010) concluiu que S. Lexigton demonstrou maior sensibilidade ao extrato, sendo que as concentragdes de
50 e 100 mg/mL apresentaram efeito bacteriostatico e a partir de 150 mg/mL o efeito foi bactericida. Foi
encontrada atividade bacteriostatica na concentracdo de 150 mg/mL para S.Mbandaka, S.Enteritidis,
S.Enterica, S.Derby e a 200 mg/mL para S. Infantis e S. Orion. A atividade bactericida pode ser verificada na
concentracdo de 150 mg/mL para S.Lexigton e a 200 mg/mL para S. Derby, S. Kentucky,S .Enterica e S.
Enteritidis. Os dados que coincidem com Girolometto et al. (2009) para alguns dos isolados testados.
Considerando-se os valores encontrados no presente trabalho, CIM (31,25ug/mL) e CBM (125,0 pg/mL) para
o PHMB testado, percebe-se claramente a necessidade de uso de concentragdes bem abaixo daquelas
necessdrias a obtencdo de efeitos bacteriostaticos ou bactericidas para os compostos provenientes dos
extratos vegetais apresentados, embora ndo sejam sanitizantes quimicos. Deve-se considerar também que
ainda existe certa falta de padroniza¢do das técnicas empregadas resultando em determinadas variagdes nas
CIM’s e CBM’s, mesmo quando da utilizacdo de compostos de composi¢ao similar.

Desta forma, os valores de CIM e CBM encontrados revelam potenciais efeitos promissores do PHMB
testado neste trabalho, sobretudo em um contexto em que isolados de Salmonella spp mostram-se
resistentes a uma série de antimicrobianos e até mesmo multirresistentes como os relatados no trabalho de
Azevedo (2012) que, ao estudar a caracterizagdo fenotipica e genotipica de isolados de Salmonella spp. em
caprinos e ovinos clinicamente saudaveis no sub médio Sdo Francisco, identificou 18 (46%) dos isolados de
Salmonella spp. multirresistentes, especialmente na espécie ovina onde 16 isolados apresentar a mesma
caracteristica. A multirresisténcia é uma grande preocupagdo em Salmonella spp. Especialmente ao se
considerar seu potencial zoondtico e de transmissdo via alimentos (MOLLA et al., 2007). Salmonella spp.
multiresistentes tem sido descritas em varios trabalhos tanto em isolados obtidos a partir de animais em
abatedouro (MOLLA et al.,, 2007), como em alimentos prontos (CHANDRA et al., 2006). O potencial de

transmissdo de genes de resisténcia entre isolados de Salmonella spp. é bem conhecida (HELMUTH, 2000).

Perfil de sensibilidade de isolados de Salmonella spp provenientes de fontes diversas ao PHMB avaliado

A Tabela 2 apresenta os resultados de porcentagem de morte dos 21 (vinte e uma) isolados de
Salmonella spp provenientes de alimentos diversos frente ao PHMB testado. A partir dos resultados listados
da Tabela 2 percebe-se que, a partir de 5 minutos de exposi¢cdo ao PHMB a 1% (v/v), valores superiores a
99,9990% de eliminagdo dos isolados ja sdo observados, embora o fornecedor do produto indique a

necessidade de 10 minutos de exposi¢cdo para a obtencdo de resultados efetivos.
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Tabela 2: Porcentagem de morte de 21 isolados de Salmonella spp obtidos de fontes diversas submetidas a exposi¢do
ao PHMB a 1,0% (v/v).

V 5 minutos . 10 minutos - 15 minutos [ 20 minutos
Bactéria | Entrada (UFC/mL) | | | | 1
UFC/mL Ymorte UFC/mL | %morte | UFC/mL | ¥morte | UFC/mL | %morte
Rifrango| 20040 | 230" | 999989% | 100a0° 1000000%| 0 | 10000% | o0 | 10000%
|R2farofa | 50000° | 0,006400 | 100,0000% | 0006400 |100,0000%| O | 10000% | 0 | 10000% |
R2Mac | 16500° | 100d0° | 959994% | 250a0° | 93998% | 0 | 10000% | o0 | 10000%
R2Mac | 7000 | 440d0° | 99999%% | 2200° [1000000%| O | 10000% | 0 | 10000%
|R3Mao | 200d0° | 200d0' | 999999% | 40DAC" |99999% | 0 | 10000% | 0 | 10000% |
Relre | 8040 | 78000° | 99999%% | 600d0° | 99999%% | O | 10000% | 0 | 10000%
RéMao' | S0 | 480d0' | 999999% | 21000 1000000%| 0 | 10000% | o0 | 10000%
ReMaio | 32000 | 000600 | 1000000% | 00OEX00 |2000000%| 0 | 10000% | 0 | 10000% |
ReSt | 13200 | 10000° | 995999% | 980d0° [ 933999% | 0 | 10000% | 0 | 10000%
ReSE | 10300* | 10000 | 999999% | 970a0' | 999999% | 0 | 10000% | 0 | 10000%
RASc | 800d0 | 2000 | 999998% | 980 | 939%9%% | 0 | 10000% | 0 | 10000% |
R6S | 810d0° | 31000' | 999996% | 100a0° (933999% | 0 | 10000% | 0 | 10000%
R7feifio | 10040 | 8000 | 999992% | 9700 | 999%9%% | 0 | 10000% | 0 | 10000%
Rifrango| 980" | 79000 | 999999% | 300" |100000%| 0 | 10000% | 0 | 10000% |
RMre | 50040 | 400d0' | 999992% | 0O0E+00 1000000%| 0 | 10000% | 0 | 10000%
| RMac | 12200° | 42000 | 959997% | 10000° | 999999% | 0 | 10000% | 0 | 10000%
RISt | 1030 | 1000' | 959990% | 200d0° 1000000%| O | 10000% | 0 | 10000% |
ROMac | 20d0' | 500d0' | 959998% | 180qC° 999999 | 0 | 10000% | 0 | 10000%
R9Mao | 107a0° | 50000 | 959995% | 48000 |999%55% | 0 | 10000% | 0 | 10000%
ROSI |  10200' | 8000’ | 999992% | 4800 1000000%| O | 10000% | 0 | 10000% |
RIOSE | 100d0° | 300d0° | 999991% | 800A0° | 99.9992% | 1000 | 999999% | 0 | 10000%

Outros pesquisadores, por sua vez, ao testarem o efeito da exposicao de isolados de Samonella spp
a diversos sanitizantes, em diferentes concentragdes e tempos de exposicao, chegaram a resultados menos
efetivos que aqueles encontrados no presente trabalho sob o ponto de vista de tempo de exposicdo e
porcentagem de eliminagcdo. Em trabalhos desenvolvidos por Colla et al. (2014) observou-se melhor acdo
dentre trés sanitizantes testados para o acido peracético a 0.5%, efetivo a partir de 10 minutos (94,6%) e 15
minutos (97,3%) de contato; amonia quaternaria a 1% por 10 minutos (89,2%) e 15 minutos (97,3%) e
clorexidina a 0.5% por 10 minutos (70,3%) e 15 minutos de contato (72,8%). Todas as amostras testadas
apresentaram multirresisténcia e seis (15,3%) apresentando resisténcia a ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina, sulfonamida e tetraciclina (denominado grupo ACSSuT), indicando a necessidade de
monitorara propagacdo da resisténcia aos antimicrobianos em Salmonella spp. oriundas de suinos. Os
sanitizantes rotineiramente utilizados em frigorificos como amonia quaterndria, acido peracético e
clorexidina tém um desempenho reduzido ou nulo em presencade matéria organica (SANTOS et al. 2007) e
sua ac¢do seriamais relacionada com as condi¢des de utilizacdo dos produtos, sobretudo a presenga de
matéria organica e o tempo de exposicdo, do que com um eventual perfil de resisténcia de Salmonella spp.
presente nas granjas (KICH et al. 2004).A clorexidina, componente do PHMB avaliado, é um agente cati6nico
do grupo das biguanidas com mecanismo de acdo com alteracdo da permeabilidade da membrana
citoplasmatica, precipitacdo de proteinas, alteracdo do balanco osmético, interferéncia no metabolismo,
crescimento e divisdo celular e inibicdo da enzima ATPease, sendo desde os anos 50 utilizada em areas como
odontologia, medicina humana e veterinaria (SANTOS et al. 2007).

Outros estudiosos (ZIECHET al., 2016), por sua vez, recentemente relataram ineficiéncia de acido
peracético como sanitizante aplicado sobre isolados de Salmonella spp formadoras de biofilme a 0,2% (v/v),
embora tradicionalmente empregado na industria de alimentos com a finalidade de combater biofilmes de

bactérias diversas, a exemplo de Salmonella. Tal fato revela a importancia de se buscar novos compostos
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com acgdo sanitizante efetiva sobre cepas de Salmonella, tendo em vista o desenvolvimento de resisténcia

por parte de um grande nimero de contaminantes de alimentos.

CONCLUSOES

O composto PHMB avaliado no presente estudo mostrou-se bastante efetivo e promissor, tendo em
vista a concentracdo reduzida necessdria a obtencdo de resultados bacteriostaticos e bactericidas
satisfatdrios, frente a uma cepa de Salmonella de referéncia, e comparativamente aos relatos encontrados
na literatura. No que se refere a sensibilidade ao composto por 21 isolados de Salmonella de diferentes
fontes, pode-se concluir que os resultados foram bastante animadores quando comparados aqueles
apresentados por outros pesquisadores testando sanitizantes diversos, tanto considerando a necessidade de
menor tempo de exposi¢cao ao PHMB quanto a porcentagem de morte obtida apds 5 minutos de contato com

o composto. Encontra-se ainda em fase de execucdo os testes relacionados a analise residual do PHMB a

partir de sua aplicacdo sobre carcagas provenientes de frigorificos, partindo-se dos melhores valores de

concentragdes obtidas para o composto nos experimentos aqui desenvolvidos.
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