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RESUMO

A Salmonella Enteritidis (SE) é capaz de formar biofilmes e permanecer no ambiente de
processamento, havendo maior chance de transmissdo aos alimentos processados,
representando grandes riscos a seguranga alimentar, podendo levar a surtos de doengas
transmitidas por alimentos (DTA), sendo de extrema relevancia para a satde publica. A
industria alimenticia possui diversos materiais que compdem as superficies dos equipamentos
de processamento de alimentos. Por mais que se realizem os procedimentos de higienizagao
rotineiros, existe possibilidade de agregacdo de matéria organica e maior probabilidade de
adesdao de microrganismos patogénicos nestas superficies, reconhecidas fontes de
contaminagdo microbiana, além do aumento da resisténcia aos sanitizantes, caracteristica
preocupante dos biofilmes microbianos. Dessa forma, avaliou-se a capacidade da SE formar
biofilme em diferentes superficies, mimetizando procedimentos de higiene pré-operacional e
operacional para remové-los das superficies de contato com alimentos. Para tanto, superficies
de poliuretano, polietileno e aco inoxidavel, comumente utilizadas em abatedouro, foram
utilizadas como corpos de prova, imersas em culturas de Salmonella Enteritidis e incubadas a
3+1°C, 9+1°C, 25+1°C, 36+1°C e 42+1°C. Os tempos de incubagdo foram de 0, 4, 8, 12 ¢ 24
horas, simulando os periodos para higiene operacional e pré-operacional em abatedouros de
aves. Foram realizados testes com o uso de agua estéril aquecida a 45°C e a 85°C, nas quais
os corpos de prova permaneceram imersos por 3 minutos, € em solu¢des com 0s sanitizantes
acido peracético 0,5% e amoénia quaternaria 1%, nos quais os corpos de prova permaneceram
imersos por 5 minutos, simulando a higiene operacional e pré-operacional utilizada em
abatedouros avicolas. A aderéncia bacteriana indicou que ambas as SE aderiram no ago
inoxidavel, no polietileno e no poliuretano. A SE 24 ¢ a SE 69 aderiram sob todas as
temperaturas de exposicao, 3°C, 9°C, 25°C, 36°C e 42°C, aumentando a adesdo conforme
aumentava a temperatura. Nao houve diferenca estatistica na formacao dos biofilmes apos 4,
8, 12 e 24 horas de incubagdo em cada amostra. O acido peracético revelou-se o melhor
tratamento na remog¢do dos biofilmes. A amonia quaternaria e a agua a 85°C removeram o
biofilme, mas com menor eficidcia comparando com o acido peracético. De maneira geral, os
resultados demonstraram que esses materiais, utilizados na industria de alimentos,
propiciaram a aderéncia das SE nas diferentes condi¢des ambientais. Enfatiza-se a formacao
de biofilmes em temperaturas de refrigeracdo, principalmente a 3°C, descrita primeiramente
por nosso grupo de pesquisa como possivel para crescimento de Salmonella Enteritidis nestas
superficies. Nossos resultados sdo importantes para o desenvolvimento de estratégias de
controle de biofilmes de Salmonella Enteritidis e pode auxiliar a industria avicola a ter um
maior conhecimento das reais condigdes dos abatedouros, levando a um aprimoramento das
condig¢des higiénicas destes estabelecimentos.

Palavras-chave: Biofilmes, DTA, Salmonella Enteritidis.






ABSTRACT

Salmonella Enteritidis (SE) is able to form biofilms and remain in the processing
environment, with bigger chance of transmission to processed foods, representing major risks
to food safety and may lead to outbreaks of foodborne illness, and is extremely relevant to
public health. The food industry has various materials which compose the surfaces of food
processing equipment. Although perform the routine hygienisation procedures, there is a
possibility of aggregation organic material and higher probability adhesion of pathogenic
microorganisms in these areas, recognized sources of microbial contamination, and increased
resistance to sanitizers, worrying feature of microbial biofilms. Thus, we evaluated the SE
ability to form biofilms on different surfaces, mimetizing the pre-operational and operational
hygiene procedures to remove them from the surfaces of food contact. Therefore, surfaces of
polyurethane, polyethylene and stainless steel, commonly used in slaughterhouse, were used
as test samples immersed in Salmonella Enteritidis cultures and incubated at 3+1°C, 9+1°C,
25+1°C, 36£1°C and 42+1°C. Incubation times were 0, 4, 8, 12 and 24 hours, simulating the
periods of operational and pre-operational hygiene in poultry slaughterhouses. Tests were
performed using sterilized water heated at 45°C and 85°C, in which the samples remained
immersed for 3 minutes, and sanitizers solutions with 0.5% peracetic acid and 1% quaternary
ammonium in which the samples remained immersed for 5 minutes, simulating operational
and preoperational hygiene used in poultry slaughterhouses. Bacterial adherence showed that
both SE adhered in stainless steel, polyethylene and polyurethane. As regards the exposure
temperatures, SE 24 and SE 69 adhered to 3°C, 9°C, 25°C, 36°C and 42°C, increasing the
adhesion with increase in temperature. There was no statistical difference in the formation of
biofilms after 4, 8, 12 and 24 hours of incubation in each sample. Peracetic acid has proved to
be the better treatment for the removal of biofilms. Quaternary ammonia and water to 85°C
removed the biofilm, but with less effective compared with the peracetic acid. Overall, the
results demonstrated that these materials used in the food industry, results in the adherence of
SE in different environmental conditions. Emphasizes the formation of biofilms in
refrigeration temperature, especially at 3°C, first described by our research group as possible
for growth of Salmonella Enteritidis on these surfaces. Our results are important for the
development of strategies to control Salmonella Enteritidis biofilms and may assist the
poultry industry to have a better understanding of the actual conditions of the slaughterhouses,
leading to an improvement of the hygienic conditions of these establishments.

Key-words: Biofilms, Foodborne illness, Salmonella Enteritidis.
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1 INTRODUCAO

A Salmonella Enteritidis (SE) é uma das bactérias que mais causam doengas
transmitidas por alimentos (DTA) em todo o mundo, estando relacionada frequentemente em
surtos de origem alimentar, geralmente associados ao consumo de carne de aves e ovos,
acarretando em prejuizos econdmicos em varios paises (WHO, 2016).

Quando capazes de formar biofilmes em superficies em contato com os alimentos,
possuem maior chance de transmissao aos alimentos processados, contribuindo para surtos de
infec¢des alimentares (VAN HOUDT; MICHIELS, 2010).

O controle da formagao de biofilmes ¢ importante para a seguranga dos alimentos,
devido a adesdo das bactérias em superficies e utensilios em contato com os alimentos e sua
dificil remocao com agentes sanitizantes. Como estes biofilmes liberam células planctonicas,
que sdo células que se desprendem dos biofilmes, estas células livres contaminam o alimento,
estando os biofilmes associados aos surtos de doencas alimentares (VAN HOUDT;
MICHIELS, 2010).

Como a S. Enteritidis ¢ o principal sorovar isolado em humanos e alimentos e um dos
principais isolados em animais, ragdes e amostras ambientais, além de ser um grande causador
de infecgoes alimentares (WHO, 2012). Torna-se essencial sua pesquisa, visto que o
conhecimento das caracteristicas da S. Enteritidis e sua habilidade em formar biofilmes em
superficies, assim como o agente de sanitizagdo mais eficiente para a redugdo e/ou eliminagao
deste problema ¢ de grande importancia para as inddstrias de alimentos.

Realizar um experimento com cepas de S. Enteritidis provenientes de surtos, avaliando
a formacdo de biofilmes e mimetizando procedimentos de higiene pré-operacional e
operacional em superficies de contato com alimentos, ¢ de grande relevancia na avaliagdo das
condi¢des higiénico-sanitdrias de abatedouros avicolas, por auxiliar a industria avicola a ter
um maior conhecimento das reais condi¢oes dos abatedouros no Brasil, levando a um
aprimoramento das condic¢des higi€nicas destes estabelecimentos.

Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram avaliar a dindmica de formacao de
biofilmes por S. Enteritidis, provenientes de surtos de DTA, em superficies de ago inoxidavel,
polietileno e poliuretano, em diferentes condicdes ambientais, € mimetizar os procedimentos
de higiene operacional e pré-operacional utilizando os tratamentos com agua quente a 45°C,

agua quente a 85°C, acido peracético e amdnia quaternaria.






25

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 GENERO SALMONELLA

O género Salmonella é pertencente a familia Enterobacteriaceae. Sua classifica¢do
reconhecida atualmente inclui duas espécies: Salmonella bongori e Salmonella enterica, esta
ultima com 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.

No ano 2007, o Instituto Pasteur descreveu 2.579 sorovares através do esquema
Kauffmann-White-LeMinor (KWL) para caracterizar os diferentes sorotipos do género com
base em suas formulas antigénicas. Os sorovares devem ser escritos com a primeira letra
maiuscula, ou seja, Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Enteritidis, denominada
comumente S. Enteritidis (GRIMONT; WEILL, 2007).

A Salmonella é uma bactéria Gram negativa, anaerobica facultativa, ndo formadora de
endoesporos ¢ com formato de bastonetes curtos. A maioria das espécies sdo moveis, com
flagelos peritriquios. Fermenta a glicose produzindo acido e gas, porém ¢ incapaz de
metabolizar a lactose e a sacarose. Possuem como temperatura 6tima de crescimento
aproximadamente 38°C e a temperatura minima em torno de 5°C. Sao relativamente
termossensiveis, podendo ser destruidas a 60°C por 15 a 20 minutos (FORSYTHE, 2002).

A salmonelose ¢ uma das mais comuns e amplamente distribuidas doencgas
alimentares. Constitui uma grande responsabilidade em satde publica e representa um custo
significativo em muitos paises. Milhdes de casos em seres humanos sdo mundialmente
relatados todos os anos ¢ a doenga resulta em milhares de mortes (WHO, 2016).

No Brasil, no ano de 2015, até o més de outubro, o Ministério da Satde registrou 426
surtos de DTA, abrangendo 18.766 pessoas expostas, com 7.371 doentes e 4 oObitos, sendo
58,5% dos agentes etioldgicos responsaveis pelos surtos de DTA ndo identificados e em
seguida 14,4% causados por Salmonella spp. (BRASIL, 2015).

No Rio Grande do Sul, de 1980 a 2012, foram notificados 4.071 surtos de DTA,
abrangendo 358.161 pessoas expostas ao risco de adoecer e internar por diarreia e
gastroenterite de origem infecciosa, com 49.451 doentes e 11 obitos. A Salmonella spp. foi
responsavel por aproximadamente 60% dos surtos investigados (RIO GRANDE DO SUL,
2013).
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Em 2003, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, com a Instrug¢ao
Normativa n° 70 institui o Programa de Reducao de Patdgenos, visando conferir um controle
sobre o processo de abate em carcagas de frango para pesquisa de Salmonella sp., envolvendo
todos os estabelecimentos de abate registrados no Servico de Inspegao Federal (SIF), com isso
atendendo as exigéncias de seguranca do alimento no mercado interno e externo (BRASIL,
2003a).

Aliado a isso, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, com a Instru¢do
Normativa n® 78, refor¢cou a legislagao de controle de sorotipos de Salmonella spp. nas
granjas avicolas, enfatizando o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA),
contemplando que toda granja de reprodutoras de aves deve ser soroldgica e
bacteriologicamente monitorada para deteccdo de Salmonella Pullorum, Salmonella
Gallinarum, Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium (BRASIL, 2003b).

A Salmonella Enteritidis (SE) vem se destacando como o sorotipo mais comum nos
seres humanos, sendo a principal causadora de surtos de doencas transmitidas por alimentos,
especialmente na Europa, onde responde por 85% dos casos (MILJKOVIC-SELIMOVIC et
al., 2010).

Segundo dados da World Health Organization (WHO, 2012), em seu programa Global
Salm-Surv (GSS), até o ano de 2012 a SE esta entre os 15 sorovares mais sorotipificados de
amostras de animais, meio ambiente ¢ na alimentagdo animal. Entretanto, a SE ndo esta na
primeira posi¢ao do ranking nestas amostras. Em contrapartida, ¢ o sorovar mais detectado em
seres humanos e o segundo mais prevalente em alimentos para alimentacdo humana.
Resultados semelhantes sdo reportados em outros paises, o que torna a pesquisa de SE
essencial por ser um dos mais incidentes em infec¢des alimentares no mundo.

A S. Enteritidis foi identificada como causadora da maioria das salmoneloses
alimentares investigadas pela Secretaria de Saude do Estado do Rio Grande do Sul nos
ultimos anos (RIO GRANDE DO SUL, 2013) e, dentre as fontes de contaminacdo de SE, as
carnes e produtos a base de ovos sdo as mais importantes, sendo a carne de frango o veiculo
em numerosos casos de infec¢des humanas, gerando no homem quadros de salmonelose
(PERESI et al., 1999). Considerada um dos enteropatégenos humanos mais frequentemente
associados ao trato digestorio das aves, e originando-se de diferentes fontes do ambiente
avicola (CARDOSO et al., 2000), se torna essencial o seu controle em abatedouros avicolas,
por possuir relevancia como causadora de doencas veiculadas por alimentos e,
consequentemente, além das preocupagdes de satde publica, terem reflexo econdmico,

causando perdas no mercado interno € em exportagdes.
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2.2 FORMACAO DE BIOFILMES

A microbiologia tradicional caracterizou durante anos as células encontradas em
suspensoes, denominadas como planctonicas, ou seja, de vida livre. Entretanto, as primeiras
observagoes de células aderidas foram realizadas em 1683, por Antonie van Leuwenhoek que,
estudando amostras de dente, em seu microscopio, notou mais fragmentos de células
agregadas (sésseis) do que planctonicas. A capacidade das bactérias de formar comunidades
complexas e viver em agregados foi estudada desde os tempos de Robert Koch (CAIXETA,
2008).

A primeira publicacdo que descreve biofilmes foi descrita por Zobell em 1943, que
iniciou estudos sobre a adesdo de bactérias marinhas em cascos de navios e em diferentes
tipos de superficie que incluiam vidro, metal e plastico que estavam submersas (ZOBELL,
1943).

Em 1978, técnicas de microscopia mais sofisticadas e efetivas foram empregadas por
Costerton, o qual verificou que a maioria dos microrganismos nos ambientes naturais se
encontrava fixo a suportes, e ndo na forma livre. Aos microrganismos aderidos foi atribuido o
nome de biofilme (COSTERTON et al., 1995).

Biofilmes sdo comunidades constituidas por células sésseis, mono ou multi-espécies,
embebidos em uma matriz de substincias poliméricas extracelulares (EPS), aderidas a um
substrato bidtico ou abidtico, em cuja formagdo os microrganismos exibem diferenciados
fenotipos, metabolismo, fisiologia e transcrigdao genética (DONLAN; COSTERTON, 2002).

Os biofilmes podem estar aderidos a qualquer superficie, que por sua vez sdo
envolvidas por uma matriz de polimeros orgénicos, local onde os microrganismos estdo
fortemente aderidos a uma superficie por meio de filamentos de natureza proteica ou
polissacaridica, denominados glicocédlice e, atualmente, conhecidos como substancias
poliméricas extracelulares (EPS) (COSTERTON et al., 1999). A adesdo superficial dos
microrganismos forma o EPS, que sobrevive a ambientes hostis, de modo a bloquear e reter
0s nutrientes necessarios para o crescimento dos biofilmes, além de oferecer protegdao as
células planctonicas contra agentes antimicrobianos (TORTORA et al., 2000).

Os biofilmes contém particulas de proteinas, lipideos, fosfolipideos, carboidratos, sais
minerais e vitaminas, debaixo das quais os microrganismos continuam a se multiplicar, seja
em cultivo puro ou em associagdo com outros microrganismos. Sendo assim, nos biofilmes os
microrganismos estao mais resistentes a acao de agentes fisicos e quimicos como os utilizados

nos procedimentos de higienizagdo (MARQUES, 2005).
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A formacdo dos biofilmes segundo Notermans et al. (1991), consiste em trés etapas
(Figura 1), que seria a fixagdo das bactérias, seguida pela consolidagdo das bactérias nas

superficies e, por ultimo, a colonizac¢do ¢ a multiplicagdo das bactérias nas superficies.

Figura 1 - Teoria de formagao de biofilmes em trés etapas: fixagdo, colonizagao e multiplicagao.

Fonte: PIZZOLITTO, 2016.

Outra teoria (Figura 2) sugere a formacdo de biofilmes em cinco etapas: I)
condicionamento da superficie pela adsor¢do de material organico; II) transporte de células e
nutrientes para o sitio de aderéncia; III) inicio do processo de adesdo bacteriana; IV)
crescimento celular, colonizagdo e adesdo irreversivel e V) biofilme com alta atividade

metabolica e liberacdo de células localizadas na periferia (CHARACKLIS, 1984).

Figura 2 - Teoria de formacao de biofilmes em cinco etapas: eventos de pré-adesao, adesao reversivel, adesao

irreversivel, maturagdo ¢ destacamento.

Fonte: STOODLEY et al., 2002.



29

Depois do contato inicial com a superficie, os microrganismos iniciam a producgdo de
fibras finas, que podem ser vistas por microscopia eletronica. Essas fibras se tornam mais
grossas com o tempo, levando a formacao das matrizes dos biofilmes, e dentro das matrizes,
outras substancias organicas e inorganicas e material particulado podem existir juntamente
com microrganismos. A producdo de EPS aumenta conforme a adesdo das bactérias as
superficies (KUMAR; ANAND, 1998).

Uma vez constituidos, os biofilmes agem como pontos de contaminagdo constante,
liberando fragmentos ou células planctonicas dos microrganismos, como Salmonella spp.,
podendo comprometer a qualidade microbiologica de produtos (FUSTER-VALLS et al.,
2008).

Microrganismos em seu estilo de vida séssil resistem significativamente mais aos
agentes empregados nos procedimentos de higienizag¢do. Pesquisadores relatam que estas
células sejam quinhentas a mil vezes mais resistentes que as células planctonicas
(COSTERTON et al., 1995), devido a rede de EPS, uma barreira fisica que impede acgao de
agentes sanitizantes.

A formacao do biofilme pelas células bacterianas gera susceptibilidade reduzida aos
desinfetantes, tornando a sua eliminag¢do de instalagdes de processamento de alimentos um
grande desafio. A limpeza impropria, assim como a desinfeccao de equipamentos realizada de
maneira ineficaz, ¢ uma das principais fontes de contaminagao dos produtos em uma indistria
de alimentos, gerando um impacto negativo em vdrias atividades, representando perdas
significativas para industrias alimenticias (JESSEN; LAMMERT, 2003).

Diversas técnicas de microscopia podem ser utilizadas para a visualizagdo dos
processos de aderéncia, crescimento e formacdo do biofilme. A visualizagdo da
microtopografia dos biofilmes ¢ muito importante, pois fornece a possibilidade de analise
desde o inicio dos agregados celulares até a formagao praticamente consolidada das EPS,
além da observacdo de rugosidade dos materiais. De acordo com Wimpenny et al. (2000), a
microscopia eletronica de varredura pode ser uma informacao util sobre a superficie estrutural
de um biofilme, apresentando mais um dado para o trabalho, enriquecendo a pesquisa sobre

biofilmes.
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2.2.1 Biofilmes de Salmonella

O género Salmonella é capaz de formar biofilmes de forma significativa em diferentes
tipos de materiais: abidticos, como, plastico, borracha, vidro e ag¢o inoxidavel, ou bioticos,
como plantas, células epiteliais e calculos biliares, possuindo uma habilidade que contribui
para a sua resisténcia e persisténcia em ambos os ambientes de acolhimento
(STEENACKERS et al., 2012).

Biofilmes formados por Salmonella spp. em equipamentos e superficies de
processamento de alimentos servem como um reservatdrio persistente de contaminacdo,
comprometendo a seguranga alimentar e a saiide humana (VAN HOUDT; MICHIELS, 2010),
como a adesdo em superficies de ago inoxidavel e polietileno (MANIJEH et al., 2008).

A celulose ¢ um dos principais componentes do biofilme produzido por S. Enteritidis,
representando um fendtipo essencial do ciclo de vida do organismo para uma melhor
adaptacdo da sobrevivéncia bacteriana no ambiente ¢ maior probabilidade de colonizagdo em
um hospedeiro animal (SOLANO et al., 2002).

Rodrigues et al. (2009), avaliando a formagdo de biofilmes em placas de poliestireno
por S. Heidelberg isoladas de abatedouros avicolas verificou que todas as amostras foram
capazes de formar biofilmes no caldo TSB sem glicose, porém, no caldo TSB com 0,5%, 1%
e 1,5% de glicose, todas as amostras foram fracamente formadoras de biofilmes e no caldo
TSB com 2% a 4% de glicose a maioria das amostras ndo formou biofilme, o que demonstra a

capacidade de desenvolvimento de biofilmes em ambientes sem glicose.

2.3 HIGIENIZACAO EM ABATEDOUROS AVICOLAS

Segundo a AviSite (2016), em 2015 a produgao brasileira de carne de frango chegou a
13,146 milhdes de toneladas, volume 3,58% superior ao registrado no ano de 2014. Com este
resultado, o Brasil se consolidou como segundo maior produtor de carne de frango do mundo,
superando a China, que ocupava o segundo lugar, atras dos Estados Unidos.

A industria avicola brasileira tem um bom desempenho devido a sistemas de
tecnologia avangados que fazem do Brasil o maior exportador mundial de carnes de frango,
permitindo a populagdo adquirir um produto de boa qualidade a baixos custos (FURLAN,
2000). Aliado a isso se tem a necessidade de manutencao da sanidade dos plantéis avicolas e,

também, das condi¢des higiénico-sanitarias dentro dos abatedouros.
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A higiene nas industrias de alimentos avicolas se inserem dentro das Boas Praticas de
Fabricagdo (BPF) e dos programas de qualidade, como o de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC), visando a obtengdo de alimentos seguros. Durante o processo
de fabricacdo de alimentos, ocorre acumulo de materiais indesejaveis, como restos de
alimentos, substancias quimicas do processo e microrganismos. Esses materiais indesejaveis
sao designados de “residuos” ou “sujidade” (AESBUC, 2016).

No processo de fabricagdo vérios tipos de superficies sdo utilizadas no processamento
do alimento, como o ago inoxidavel e os polimeros, que sofrem desgastes com o uso repetido
e aumentam a possibilidade do acimulo de sujidades e bactérias (HOLAH; THORPE, 1990).
Dentre os materiais mais utilizados em equipamentos para a preparacao de alimentos, tanto
em nivel industrial quanto doméstico, o a¢o inoxidavel tem sido o material de escolha devido
a sua resisténcia a corrosdo e oxidacgdo, por ter uma maior durabilidade, por ser de facil
fabricacdo e também por ter uma maior facilidade no processo de limpeza e desinfecgdo,
quando comparado com cobre, aluminio e com a ampla variedade de polimeros (HOLAH,;
THORPE, 1990; ROSSONI; GAYLARDE, 2000).

Para o processamento de alimentos, também se destacam as esteiras de poliuretano e
os utensilios fabricados com polietileno, principalmente placas de corte. Um dos principais
cuidados com essas placas ¢ a contaminagdo cruzada, a qual estd muito relacionada com a
capacidade de adesdo das bactérias contaminantes, principalmente por Salmonella spp.
(CARPENTIER, 1997). As placas de corte de polietileno apresentam superficies irregulares, o
que facilita a deposi¢ao de material organico dificultando a acdo dos agentes desinfetantes
(SINDE; CARBALLO, 2000).

Toda planta de uma industria alimenticia avicola deve ser limpa e sanificada apos o
término do processo produtivo, € para isso ha fases de higienizacao: I) remog¢ao de residuos
solidos; II) pré-enxdgue com agua quente (45°C); III) aplicacdo de detergente; IV) enxague
com agua; V) sanitizantes e VI) enxdgue com agua. Esse processo € realizado em 12 horas e
24 horas no final do turno de abate. Durante o dia, em tempos de 4 e 8 horas ¢ realizada a
higiene operacional, que consiste em um processo rapido de higienizacdo durante intervalos
na produc¢do, que envolve etapas de remocao de residuos solidos e enxdgue (CONTRERAS et
al., 2002).

O procedimento de higieniza¢ao nos matadouros de aves consiste fundamentalmente
no uso de agua a 45°C, que garante as etapas de enxdgue, cuidando com elevadas
temperaturas que coagulam proteinas e propiciam maior aderéncia em superficies levando a

formacao de biofilmes. O uso de dgua a 85°C para higienizagao de utensilios como facas de
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corte, e o uso de detergentes e sanificantes, como o acido peracético e amonia quaternaria, sao
comumente utilizados nos processos de higienizacdo de salas de corte nos frigorificos do
Brasil.

Embora os detergentes diminuam a carga bacteriana das superficies, o objetivo
principal do seu uso ¢ a remocao de residuos organicos e minerais. A sanitizacdo, que ¢ a
ultima etapa do procedimento de higienizagdo, visa reduzir microrganismos alteradores e
eliminar patogénicos até niveis seguros, de modo a obter um produto de boa qualidade
higiénico-sanitaria (MORAES et al., 1997).

Os compostos de amodnia quaternaria (quats) sao largamente utilizados como
antissépticos e desinfetantes devido a sua acdo surfactante e a baixa toxicidade, aliado ao seu
poder microbiocida (McDONELL; RUSSEL, 1999). O écido peracético ¢ um sanitizante que
possui algumas vantagens, como nao produzir compostos tdxicos ou carcinogénicos, ter baixo
impacto ambiental e ser relatado como eficaz contra biofilmes (ROSSONI; GAYLARDE,
2000).

2.4  TEMPERATURAS PRECONIZADAS EM ABATEDOUROS AVICOLAS

Segundo a Portaria n° 210 de 1998 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, os estabelecimentos que realizarem cortes e/ou desossa de aves devem
garantir temperatura ambiente nao superior a 12°C e o resfriamento dos produtos de aves a
uma temperatura da agua do chiller de no méximo 4°C, respeitando, assim, o Regulamento
Técnico da Inspec¢dao Tecnoldgica e Higiénico-Sanitaria de Carne de Aves (BRASIL, 1998).
Entretanto, os estabelecimentos que exportam seus produtos para a Unido Europeia (UE)
devem garantir temperatura ambiente ndo superior a 10°C nas salas de corte. Partindo deste
pressuposto, serao mimetizadas as temperaturas preconizadas em abatedouros avicolas: 3+1°C
(temperatura de resfriamento, méaximo a 4°C); 9+1°C (temperatura da sala de cortes para UE,
maximo 10°C); 25+1°C (temperatura ambiente); 36£1°C (padrdo 6timo para crescimento de
mesofilos) e 42°C+1°C (temperatura de enriquecimento seletivo para Salmonella e, devido a
posteriores estudos com bactérias termofilas, como Campylobacter, para pesquisa de
biofilmes multiespécies).

A refrigeracdo dos produtos avicolas entre 4 e 8°C tem demonstrado diminuir a
intensidade de crescimento de Salmonella. Em alimentos como a carne de frango, onde
diversas intervencdes tentam reduzir o agente patogénico, mais investigacdes sao necessarias

para proporcionar uma temperatura 6tima de refrigeragdo que realmente iniba o crescimento
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da Salmonella, sendo importante para a manuten¢do da vida de prateleira ¢ para reduzir custos
no processo. E essencial estudar os padrdes de crescimento de Salmonella Enteritidis em
temperaturas de refrigeracdo, ja que sdo escassos os dados sobre crescimento em baixas

temperaturas (MOREY; SINGH, 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

Os testes de avaliagdo da formacao de biofilmes foram realizados no Laboratorio de
Bacteriologia e Micologia do Hospital Veterinario da Faculdade de Agronomia e Medicina

Veterinaria (FAMYV) da Universidade de Passo Fundo (UPF).

3.1 AMOSTRAS DE SE

Foram analisadas duas amostras de Salmonella Enteritidis (SE), quanto a formagao de
biofilmes mono-espécie, em corpos de prova de superficies de ago inoxidavel, polietileno e
poliuretano.

Ambas as cepas sdo provenientes de surtos, sendo uma isolada de fezes (coprocultura),
identificada como SE 24 e a outra isolada de salada de maionese com batatas, identificada
como SE 69, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Eduardo César Tondo da UFRGS. O sorovar
foi confirmado geneticamente por Microarray pelo equipamento Check&Trace (R-Biopharm
AG, Darmstadt, Germany).

As amostras estavam armazenadas, congeladas a -20°C, em Caldo Brain-Heart
Infusion (BHI, HiMedia®) com 20% de glicerol. Elas foram reativadas para verificar se
estavam puras, utilizando um meio de enriquecimento ndo seletivo (BHI, HiMedia®), e
incubadas a 37°C. Apds 24 horas foram inoculadas em Caldo Rappaport Vassiliadis (RV,
HiMedia"), e incubadas a 42°C. Depois de 24 horas foram isoladas em Agar Xilose-Lisina
Desoxicolato (XLD, HiMedia"), e incubadas a 37°C. Depois de 24 horas foi observado o
padrdo das colonias para avaliar se eram compativeis com Salmonella spp. e confirmadas
bioquimica e sorologicamente através da metodologia descrita pelo Bacteriological Analytical

Manual (BAM, 2016).

3.2 PREPARACAO DE CORPOS DE PROVA

Foram utilizados, como corpos de prova, superficies de aco inoxidavel AISI 316,
polietileno e poliuretano, limpos e esterilizados, com area de 1 cm?, confeccionados nas
dimensdes de 1 cm x 1 cm e 0,1 cm de espessura, como mostra a Figura 3. Os materiais
utilizados para a preparacdo dos corpos de prova foram obtidos do ambiente de

processamento de cortes de aves. Os mesmos foram submetidos aos seguintes procedimentos:
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a) limpeza manual com auxilio de esponja, agua e detergente neutro liquido;
b) enxague com agua destilada;

c) imersdo em alcool etilico 70% (v/v) por 1 hora a temperatura ambiente;
d) enxague com agua destilada;

e) esterilizacdo em autoclave a 121°C por 30 minutos.

Figura 3 - Corpos de prova de ago inoxidavel, polietileno e poliuretano provenientes de abatedouros avicolas.

A B

Fonte: elaborada pelo Autor (2016).

Legenda: A: aco inoxidavel; B: polietileno; C: poliuretano.

3.3 FORMACAO DO BIOFILME

Para a formagao dos biofilmes os corpos de prova foram cultivados individualmente
em microplacas estéreis de poliestireno com 12 pocos (Nest®™). Foi adicionado 2,75 mL de
caldo triptona de soja sem glicose (TSB, Difco®) e 250uL de culturas individuais de cada SE,
com aproximadamente 10° UFC.mL" em cada poco. Esta populacio foi verificada, em todo o
experimento, por semeadura em placas contendo Agar Padrdo de contagem (PCA, HiMedia®).

Os corpos de prova de ago inoxidavel, polietileno e poliuretano foram imersos na
cultura de cada microrganismo e incubados a 42+1°C, 36£1°C, 25+1°C, 9+1°C e 3=£1°C,
simulando as temperaturas do ambiente de processamento, 6timas dos microrganismos e de
termotolerancia, e avaliados nos tempos 0, 4, 8, 12 e 24 horas, simulando os periodos para
higiene operacional e pré-operacional em abatedouros de aves (ROSSONI; GAYLARDE,
2000; KUSUMANINGRUM et al., 2003).

3.4  AVALIACAO DOS PROCEDIMENTOS DE HIGIENIZACAO

A eficécia dos tratamentos foi testada sobre os biofilmes formados nas trés superficies,
em todos os tempos e temperaturas. Os corpos de prova, previamente incubados apds a
remocao das células planctonicas, foram colocados em recipientes com 5 mL de dgua estéril

aquecida a 45°C por 3 minutos, agua estéril aquecida a 85°C por 3 minutos, e nas solugdes de
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acido peracético 0,5% (Kalykim®, Brazil) e aménia quaternaria 1% (Kalykim®, Brazil), por

um tempo de 5 minutos.

35 REMOCAO DO BIOFILME

Nos tempos determinados, os cupons foram retirados dos meios de cultivo com o
auxilio de uma pinga estéril e imersos em 5 mL de Agua Peptonada 0,1% (AP, HiMedia®),
por 1 minuto, para a remogao de células planctonicas.

Apos a remogao das células planctonicas, os corpos de prova foram imersos em 5 mL
de Agua Peptonada 0,1% com agentes neutralizantes por 1 minuto (JOSEPH et al. 2001; ISO
18593:2012), introduzidos em tubos contendo 5 mL de Agua Peptonada 0,1% e sonicados por
10 minutos em banho de ultrassom para desadesdo de células sésseis (SCHERBA et al., 1991;
WEBBER et al., 2015).

Diluigdes apropriadas foram transferidas para placas de Petri contendo Agar PCA e
utilizado o método de contagem em gota (Drop plate), inoculando cinco gotas de 10uL de
cada dilui¢ao (WEBBER et al., 2015), com leitura apds 24 horas de incubacao a 37°C.

Todos os ensaios foram realizados com trés repeticdes, resultando em 1125 ensaios de
formagoes de biofilmes nas trés superficies, temperaturas e tempos, para cada amostra de SE,

totalizando 2250 analises (Figura 4).

Figura 4 - Formacao de biofilme em todas as superficies, temperaturas e tempos testados.

| FORMAGAO DE BIOFILME |

— Experimento em triplicata
— 1125 formacgdes de biofilme para cada SE
—> Total: 2250 ensaios

ANTES DOS DEPOIS DOS
TRATAMEMNTOS TRATAMENTOS
4h m E m m B
AGO - 8h | HE E =B B
el AN | 42°C 12h [ B 0 B m
36°C
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Fonte: elaborada pelo Autor (2016).
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3.6 DETERMINACAO DOS RESULTADOS

Para determinar o resultado, foi aplicada a formula:

VD D
-2 —(— —
UFC.cm (VA).M.(A)

(M

sendo:

Vp: volume do diluente usado no enxague (5 mL);

Va: volume da aliquota usada no plaqueamento (0,05 mL ou 0,1 mL);
M: média da contagem obtida nas placas em UFC;

D: diluigdo utilizada na contagem;

A: area do corpo de prova (2 cm?).

Os resultados foram convertidos em log e expressos em log10.UFC.cm™ (GIBSON et
al., 1999; CARELI, 2005; ISO 18593:2012).

3.7 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados obtidos foram analisados por meio da andlise de varidncia. A

compara¢do das médias foi realizada com o teste Tukey a 5% de probabilidade. A andlise

estatistica foi feita utilizando o software ASSISTAT versao 7.7 beta (SILVA, 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 VARIABILIDADE DAS AMOSTRAS DE SE

Ao compararmos as duas amostras de Salmonella Enteritidis, ambas provenientes de
surtos de DTA, a SE 24, isolada de fezes (coprocultura), formou mais biofilmes que a SE 69,
isolada de salada de maionese com batatas, com diferenca estatistica significativa, conforme

mostra a Tabela 1.

Tabela 1 - Média das repeti¢des da formagao de biofilmes pelas S. Enteritidis em todas as superficies e condigdes

ambientais testadas.

MEDIA DE
CEPA FORMACAO*
SE 24 6,602 a
SE 69 6,238 b

Fonte: elaborada pelo Autor (2016).

Legenda: * Resultados em log'®.UFC.cm™. As médias seguidas das mesmas letras mintsculas nas colunas, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Conforme Ronner ¢ Wong (1993), para caracterizar a formagao de biofilme sdo
necessarios um nimero minimo 10° UFC (3 log'®.UFC.cm™) aderidas por cm”. Desse modo,
ambas as cepas estudadas formaram biofilmes nas trés superficies avaliadas e em todas as
condi¢gdes ambientais testadas, sendo algo preocupante para a industria de alimentos e para a
saude publica.

Segundo Azevedo e Cerca (2012) e Wang et al. (2013), poucos estudos avaliam a
capacidade de formacdo de biofilme com vdrias estirpes do mesmo microrganismo, € mais
limitados sdao os dados de pesquisa disponiveis sobre a producao de biofilme por diferentes
cepas do mesmo patdogeno em diferentes condigdes ambientais.

Assim, alguns trabalhos relatam que a diferenca estatistica que encontramos na
formagdo de biofilme nas duas cepas de SE ¢ devido a variabilidade de cada cepa. Vestby et
al. (2009), Lianou e Koutsoumanis (2012) e Wang et al. (2013), relatam diferencas
significativas entre os sorovares de Salmonella spp. sobre a capacidade de formar biofilme.
Além disso, observaram que a variabilidade das estirpes na formagao do biofilme ¢ afetada
por todos os parametros ambientais testados, e pareceu aumentar a formacao do biofilme a

medida que as condigdes tornaram-se menos favoraveis para o microrganismo.
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4.2  FORMACAO DE BIOFILME NAS DIFERENTES SUPERFICIES

Houve formacdo de biofilme pelas SE no aco inoxidavel, no polietileno e no
poliuretano. Entretanto, houve maior formac¢do de biofilme no polietileno em ambas as
amostras.

Na SE 24 houve maior formacao de biofilmes no polietileno, com diferenca estatistica
significativa quando comparamos com o ago inoxidavel e o poliuretano. Na SE 69 s¢ existiu
diferenca entre o polietileno e o poliuretano. A adesdo no ago inoxidavel, comparada com o

polietileno e o poliuretano, foram semelhantes, conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2 - Média das repeticdes da formagdo de biofilmes pelas S. Enteritidis em ago inoxidavel, polietileno e

poliuretano, sob todas as temperaturas de incubagao.

SUPERFICIES*
CEPA Aco inoxidavel Polietileno Poliuretano
SE 24 6,188 Aa 7,116 Ba 6,501 Aa
SE 69 6,217 ABa 6,558 ABb 5,939 Ab

Fonte: elaborada pelo Autor (2016).

Legenda: * Resultados em log'®.UFC.cm™. As médias seguidas das mesmas letras maitsculas nas linhas, ¢ das mesmas letras
minusculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

A aderéncia de microrganismos a uma superficie estd intimamente relacionada com as
propriedades do material testado. Relatos tém demonstrado que a Salmonella consegue formar
biofilmes em superficies abidticas, como plastico, borracha, cimento, vidro e aco inoxidavel
(JOSEPH et al., 2001; SOLANO et al., 2002; PROUTY; GUNN, 2003; ARNOLD; YATES,
2009; MORETRO et al., 2009; O'LEARY et al., 2013).

Na industria de alimentos, o a¢o inoxidavel tem sido o material de escolha mais
utilizado por ter uma maior facilidade no processo de limpeza e desinfeccdo, quando
comparado com vdrios polimeros. Porém sua aplicabilidade ¢ limitada em locais que sdo
necessarios materiais flexiveis (HOLAH; THORPE, 1990; ROSSONI; GAYLARDE, 2000).
No processamento de alimentos, principalmente em abatedouros de frangos de corte, se
destacam as esteiras de poliuretano e os utensilios fabricados com polietileno, principalmente
placas de corte (CARPENTIER, 1997; STEENACKERS et al., 2012; RODRIGUES et al.,
2013).

Algo preocupante para a industria de alimentos foi a capacidade das SE aderirem no
aco inoxidavel e formarem biofilme com a mesma capacidade do poliuretano nas duas
amostras, € com a mesma capacidade no polietileno na amostra SE 69. Por ser uma superficie

menos irregular, o agco inoxidavel evidencia maior adequacao aos processos de higienizagao.
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Porém, Oliveira et al. (2006), sugere que nao ¢ a distancia entre as rugosidades que abriga as
células, e sim a profundidade dessas imperfei¢cdes que leva a uma maior adesao microbiana.

Houve maior formagdo de biofilmes no polietileno, possivelmente por ser uma
superficie de natureza polimérica com maior manipulagdo. Sinde e Carballo (2000) afirmam
que as placas de corte de polietileno apresentam superficies irregulares, o que facilita a
deposi¢ao de material organico dificultando a ag¢do dos agentes desinfetantes. Em
contrapartida, o polietileno ¢ muito usado por ser atoxico e proporcionar menor desgaste das
facas de corte.

Stepanovic et al. (2004), observou a formagdo de biofilme por Salmonella spp. ¢
Listeria monocytogenes em superficie de plastico e, em todos os testes, ambos
microrganismos produziram biofilme estando em um meio adequado. Ao observar o meio de
crescimento, a Salmonella spp. produziu mais biofilme em meio mais limitado em nutrientes,
enfatizando o uso do TSB sem glicose em nossa pesquisa. Rodrigues et al. (2009) corroboram
a capacidade de desenvolvimento biofilme por Salmonella spp. em ambiente sem glicose, ao
avaliar a formagao de biofilme na superficie de poliestireno por S. Heidelberg, observando
que todas as amostras foram capazes de formar biofilme.

Rodrigues et al. (2013), avaliaram a adesdo de Salmonella e Listeria nas superficies de
aco inoxidavel, poliuretano e polietileno no processo de higiene pré-operacional em sala de
cortes em um abatedouro de aves. Somente foi isolado Listeria do poliuretano e da mesa de
aco inoxidavel, antes da lavagem, ndo obtendo achados na superficie de polietileno.

Os resultados apresentados nesse trabalho demonstraram que tanto o aco inoxidavel,
quanto o polietileno e o poliuretano, materiais amplamente utilizados na induastria de
alimentos, propiciaram a aderéncia de ambos os sorovares de S. Enteritidis. Este fato ¢
preocupante para a industria de alimentos e para a satide dos consumidores, devido a potencial

contaminacao cruzada durante o processamento de alimentos.

43  EFEITO DAS TEMPERATURAS NA FORMACAO DO BIOFILME

Os abatedouros avicolas brasileiros que exportam seus produtos para a Unido Europeia
(UE) devem garantir no resfriamento dos produtos de aves temperatura de no maximo 4°C e
na sala de cortes temperatura ambiente nao superior a 10°C, respeitando, assim, o
regulamento técnico da inspecao tecnoldgica e higi€nico-sanitaria de carne de aves, conforme

a Portaria n® 210 (BRASIL, 1998).
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A partir disso, mimetizamos as temperaturas preconizadas em abatedouros avicolas:
3+1°C, temperatura de resfriamento, maximo a 4°C; 9+£1°C, temperatura da sala de cortes para
UE, méximo 10°C; 25£1°C, temperatura ambiente; 36+1°C, padrdo 6timo para crescimento de
mesofilos; e 42°C£1°C, temperatura de enriquecimento seletivo para Salmonella, devido a
termotolerancia.

Quando avaliamos os resultados da formacao de biofilmes pelas duas cepas de SE
frente as diferentes temperaturas utilizadas para incubacdo, tanto a SE 24 como a SE 69,
aderiram a 3°C, 9°C, 25°C, 36°C e 42°C. No entanto, observou-se uma maior adesao da S.
Enteritidis com o aumento das temperaturas de incubacdo. A SE 24 revelou diferenca
estatistica na formacdo de biofilme quando comparamos a temperatura de 3°C com as de
25°C, de 36°C e de 42°C. A SE 69 revelou diferenga significativa na formacao de biofilme

quando comparamos as temperaturas de 3°C e de 9°C com a temperatura de 36°C (Tabela 3).

Tabela 3 - Média das repeticdes da formagdo de biofilmes pelas S. Enteritidis sob diferentes temperaturas de

incubacdo em todas as superficies testadas.

TEMPERATURAS*
CEPA 3°C 9°C 25°C 36°C 42°C
SE 24 6,072 Aa 6,413 ABa 6,844 Ba 6,876 Ba 6,802 Ba
SE 69 5,768 Aa 5,906 Ab 6,470 ABCa 6,813 BCa 6,235 ABCb

Fonte: elaborada pelo Autor (2016).

Legenda: * Resultados em log'®.UFC.cm™. As médias seguidas das mesmas letras maitsculas nas linhas, e das mesmas letras
minusculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Enfatiza-se a formacgdo de biofilmes por S. Enteritidis na temperatura de 3°C, nas
superficies de ago inoxidavel, polietileno e poliuretano, descrita primeiramente pelo nosso
grupo de pesquisa como possivel para crescimento de Salmonella spp. nestas superficies
(WEBBER, 2015). Fato este extremamente preocupante, uma vez que as temperaturas de
refrigera¢do atuam na conservagao dos alimentos inibindo o crescimento microbiano.

Morey e Singh (2012) salientam que temperaturas baixas, como 4°C e 8°C, foram
fatores importantes na determina¢do da sobrevivéncia e crescimento de S. Typhimurium e S.
Heidelberg. Em nosso estudo destacamos, também, a importdncia da manutencdo de
alimentos a temperaturas de refrigeragdo o mais préximo possivel de 0°C, pois a formacgao de
biofilmes a 9°C foi semelhante a temperatura 6tima na SE 24 e a temperatura ambiente ¢ de
termotolerancia na SE 69.

Conforme Rode et al. (2007) e Reuter et al. (2010), os microrganismos na forma de

vida séssil adaptam-se melhor ao meio, e isso permite a sobrevivéncia e crescimento sob
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condigdes prejudiciais e estressantes. Os resultados reportados em nosso estudo corroboram
com esta possibilidade de desenvolvimento de biofilmes de S. Enteritidis em condig¢des

indspitas, como temperaturas baixas e de termotolerancia.

44  EFEITO DO TEMPO NA FORMACAO DO BIOFILME

Os abatedouros avicolas devem ser limpos e sanificados apds o término do processo
produtivo. Esse processo ¢ realizado no final do turno de abate, sendo conhecido como
higiene pré-operacional, e ocorre a cada 12 e 24 horas. Durante o processo produtivo, em
tempos de 4 e 8 horas costuma-se realizar a chamada higiene operacional, nos intervalos de
producdo. Partindo disso, mimetizamos os tempos preconizados no processo de higienizacao
operacional, 4 e 8 horas, e pré-operacional, 12 e 24 horas, em abatedouros avicolas.

As amostras de Salmonella Enteritidis ndo revelaram diferenga significativa na

formagdo de biofilmes apos 4, 8, 12 ¢ 24 horas de incubagdo, conforme mostra a Tabela 4.

Tabela 4 - Média das repetigdes da formagdo de biofilmes pelas S. Enteritidis sob diferentes tempos de

incubacdo em todas as superficies e temperaturas testadas.

TEMPOS*
CEPA 0 horas 4 horas 8 horas 12 horas 24 horas
SE 24 0,000 Aa 6,569 Ba 6,652 Ba 6,058 Ba 6,527 Ba
SE 69 0,000 Aa 6,562 Ba 5,986 Bb 6,081 Bb 6,324 Ba

Fonte: elaborada pelo Autor (2016).

Legenda: * Resultados em log'. UFC.cm™. As médias seguidas das mesmas letras maitisculas nas linhas, ¢ das mesmas letras
minusculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Diante dos resultados, podemos verificar a importancia do processo de higieniza¢do
nos abatedouros avicolas. As duas cepas Salmonella Enteritidis foram capazes de formar
biofilmes sem diferenca estatistica apds 4, 8, 12 e 24 horas de incubacdo. Ressaltamos a
importancia do processo de higiene operacional em intervalos de poucas horas durante o
processo produtivo, evitando que residuos aderidos se tornem fontes de contaminagdo, € ndo
esperando somente o término do processamento para que seja realizada apenas a higiene preé-
operacional. Parizzi e Andrade (2004) salientam que o nimero de células aderidas nas
superficies aumentardo com o tempo de contato do microrganismo. Consequentemente,
quanto maior a taxa de contaminac¢ao mais se prejudica o resultado efetivo da higienizacao.

Em relagdo a satde publica, além do perigo de transmissdo de enfermidades aos
consumidores, em um biofilme as bactérias sdo mais resistentes a antimicrobianos, quando

comparadas as mesmas cé¢lulas planctonicas (CHAVANT et al., 2007), justificando a
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necessidade da realizagdo da higiene operacional em intervalos de poucas horas durante o

processo de producao.

45 TRATAMENTOS DE HIGIENIZACAO

Frente aos tratamentos testados para remog¢ao de biofilmes em ambas as amostras, o
acido peracético 0,5% foi o melhor tratamento na remog¢ao dos biofilmes nas trés superficies e
em todas as temperaturas e tempos de formacao, seguido pela acdo da amdnia quaternaria a
1%, da agua estéril aquecida a 85°C e da agua estéril aquecida a 45°C, como mostra a Tabela

5.

Tabela 5 - Médias das repeti¢cdes da quantificagdo da remocdo de biofilmes por duas cepas de S. Enteritidis
provenientes de surtos de DTA, nas superficies de aco inoxidavel, polietileno e poliuretano frente a diferentes

procedimentos de higienizagao.

TRATAMENTOS*
CONTROLE AGUA AGUA ACIDO AMONIA
CEPA ESTERIL ESTERIL  PERACETICO QUATERNARIA
AQUECIDA AQUECIDA 0,5% 1%
45°C 85°C
SE 24 6,602 Aa 6,189 Ba 2,860 Ca 1,186 Da 2,174 Ea
SE 69 6,238 Ab 5,567 Bb 2,371 Cb 1,327 Da 1,690 Db

Fonte: elaborada pelo Autor (2016).

Legenda: * Resultados em log'®.UFC.cm™. As médias seguidas das mesmas letras maiusculas nas linhas, e das mesmas letras
minusculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Em ambas as amostras, a dgua estéril aquecida a 45°C e a 85°C, e os sanitizantes acido
peracético 0,5% e amonia quaternaria 1%, revelaram diferenca estatistica frente ao controle e
entre os tratamentos, demonstrando remocdo dos biofilmes formados por Salmonella
Enteritidis. Contudo, ndo houve diferenca estatistica entre a amonia quaternaria 1% e o acido
peracético 0,5% na SE 69.

Nossos resultados vém ao de encontro ao relatado por Webber (2015), que obteve
melhor reducdo de biofilmes em duas amostras de S. Enteriditis, ndo envolvidas em surtos,
em superficies de ago inoxidavel, polietileno e poliuretano, com o uso do sanitizante acido
peracético.

Na Diretiva 471/2001 da Unido Europeia, no teste de superficies, o nivel aceitavel ¢é
até no maximo 10 UFC.cm™ (1,5 log'’UFC.cm™) de microrganismos mes6filos e 1 UFC.cm™
(0,15 loglOUFC.cm'z) de enterobactérias. Os estabelecimentos habilitados a exportagdo para a

Unido Europeia devem atender a esta diretiva (UNIAO EUROPEIA, 2001a).
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Entretanto, para testes de superficies em contato com alimentos, de acordo com a
Norma EN 13697:2001 da Unido Europeia, os procedimentos de sanitizagdo devem realizar
uma reducdo de no minimo 4 log na contagem bacteriana (UNIAO EUROPEIA, 2001b;
MORETRO et al., 2009).

Analisando a remoc¢ao de biofilmes, apesar da diferenca estatistica, a agua estéril
aquecida a 45°C ndo atendeu as recomendacdes para higienizagdo correta de uma superficie,
conforme a norma EN 13697:2001 (UNIAO EUROPEIA, 2001b), com reducio de somente
0,413 logloUFC.cm'2 na SE 24 ¢ 0,671 logloUF C.cm™na SE 69, ao avaliar a média de reducao
em todas as superficies, tempos e temperaturas de incubacao. Destaca-se o fato de que no uso
da agua estéril aquecida a 45°C, conforme Contreras et al. (2002), deve-se utilizar pressao
para a remog¢ao dos residuos e garantir o aquecimento adequado da dgua, para obter uma boa
eficacia da etapa de pré-enxague.

A remocao de biofilmes na superficie de ago inoxidavel, em todas as temperaturas e

tempos de incubacdo, ap0s a realizagdo dos tratamentos, esta descrita na Figura 5.

Figura 5 - Remogao de biofilme de S. Enteritidis proveniente de surtos de DTA em ago inoxidavel, por diferentes

procedimentos de higienizacao.

ACO INOXIDAVEL

2
33330

33333

'::‘f:x IRt nanlRinansnsningnin
$esiaesd “{: $e5i2333% 4«33.:3’ FrEestitiseitiisishy ‘\L e st

CONTROLE |

» p SR Z??..»...’:{i!i%!.,. s ..,...eéfi.....,%%io. RN RN
o BE R B B : ::l

= 0“‘ 0:01

qé AGUA 85°C i :ﬁ%zmzf i
=

c
= ACIDO PER.

AMONIA QUAT.

2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00

Log!®UFC.cm2
SE24 OSE 69

Fonte: elaborada pelo Autor (2016).

Legenda: Agua 45°C: dgua estéril aquecida a 45°C; Agua 85°C: agua estéril aquecida a 85°C; Acido Per.: 4cido peracético
0,5%; Amonia Quat.: amonia quaternaria 1%.
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Os sanitizantes demonstraram eficacia na redugdo dos biofilmes, € o uso da agua a
85°C ficou muito proximo da redugdo de 4 log exigida (UNIAO EUROPEIA, 2001b).
A remogdo de biofilmes na superficie de polietileno, em todas as temperaturas e

tempos de incubacdo, apos a realizagdo dos tratamentos, esta descrita na Figura 6.

Figura 6 - Remogao de biofilme de S. Enteritidis proveniente de surtos de DTA em polietileno, por diferentes

procedimentos de higienizacao.
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Fonte: elaborada pelo Autor (2016).
Legenda: Agua 45°C: agua estéril aquecida a 45°C; Agua 85°C: agua estéril aquecida a 85°C; Acido Per.: 4cido peracético
0,5%; Amonia Quat.: amonia quaternaria 1%.
O sanitizante amonia quaternaria apresentou menor eficacia no polietileno do que nas

demais superficies.

A remocao de biofilmes na superficie de poliuretano, em todas as temperaturas e

tempos de incubacado, ap0s a realizagdo dos tratamentos, esta descrita na Figura 7.
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Figura 7 - Remocao de biofilme de S. Enteritidis proveniente de surtos de DTA em poliuretano, por diferentes

procedimentos de higienizacao.
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Fonte: elaborada pelo Autor (2016).

Legenda: Agua 45°C: agua estéril aquecida a 45°C; Agua 85°C: agua estéril aquecida a 85°C; Acido Per.: 4cido peracético
0,5%; Amonia Quat.: amonia quaternaria 1%.

Em suas pesquisas Silva et al. (2014) e Sinde e Carbalo (2000) relatam a eficacia dos
sanitizantes frente a SE, e ressaltam que a redu¢@o da aderéncia depende das propriedades do
material testado. J& Borowsky et al. (2006) demonstraram a resisténcia de amostras de S.
Typhimurium apo6s 5 minutos de exposicao aos sanitizantes, mas, apés 15 minutos, de contato
nenhuma foi resistente.

A sobrevivéncia dos microrganismos a desinfeccdo ¢ frequentemente associada com a
presenca de biofilmes em superficies (BRESSLER et al., 2009). Os biofilmes constituem uma
forma privilegiada de vida para as bactérias, € uma compreensdo mais clara dos processos
envolvido ¢ crucial para o seu controle.

Estudos de Bridiera et al. (2011) evidenciam que a resisténcia do biofilme a um
desinfetante ¢ intimamente relacionada com a sua estrutura tridimensional, por ser uma
bioestrutura heterogénea e multifatorial, resultado de uma acumulagdo de diferentes
mecanismos. Em vista do observado, ¢ fundamental que se leve em conta o “modo de vida”

dos biofilmes, ja que incidem sobre a avaliacdo da eficacia de um desinfetante.
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Diante dos resultados, a melhor op¢do para a remocao de biofilmes de SE, em
superficies usadas comumente em abatedouros, ¢ a utilizagao de acido peracético como agente
sanitizante e o uso da 4gua aquecida a 85°C para os utensilios.

Além disso, esses resultados salientam a necessidade de emprego de agdo mecanica
em conjunto a ac¢ao quimica na remocao dos biofilmes. Os resultados demonstraram a
importancia dos procedimentos de higiene nas superficies que entram em contato com o0s
alimentos, ja que se verificou que a formagdo de biofilme pode ocorrer mesmo em um curto

periodo de tempo, o que enfatiza a necessidade de bons procedimentos de higieniza¢ao

durante todo o processamento de alimentos.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se, que:

a) As S. Enteritidis foram capazes de aderir em nas superficies de ago inoxidavel,
polietileno e poliuretano, sendo o polietileno a superficie com maior formagdo de
biofilme.

b) A SE 24 e SE 69 formaram biofilmes em todas as condi¢des de temperaturas
testadas, inclusive nas propicias para a conservagdo dos alimentos sob refrigeragdo, de
3°C e 9°C.

c¢) As S. Enteritidis formaram biofilmes em todos os tempos de incubagao (4, 8, 12
e 24 horas), sem diferenca estatistica significativa.

d) O 4acido peracético foi o melhor tratamento utilizado para a remocdo dos

biofilmes formados pelas SE nas trés superficies.
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