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RESUMO - Avaliou-se a capacidade da Salmonella Enteritidis formar biofilmes em superficies de aco
inoxidavel, polietileno e poliuretano, superficies comumente utilizadas em abatedouros avicolas, e também o
agente de sanitizacdo mais eficaz para sua reducéo e/ou eliminacdo destes biofilmes. Corpos de prova das trés
superficies foram colocados frente a duas cepas de Salmonella Enteritidis e incubados a 42+1°C, 36+1°C,
25+1°C, 9+1°C e 3£1°C, por 0, 4, 8, 12 e 24 horas. Para higienizacdo foram testadas aguas estéreis aquecidas a
45°C e 85°C e solugBes de amonia quaternaria 1% e acido peracético 0,5%. As duas cepas de Salmonella
Enteritidis aderiram as trés superficies e houve formagéo de biofilmes em todas as temperaturas de incubacéo,
3+1°C, 9+1°C, 25+1°C, 36+1°C e 42°C+1°C. O 4cido peracético 0,5% se mostrou o melhor tratamento na
reducdo dos biofilmes nas amostras analisadas, ressaltando a importancia de um eficaz processo de higienizacao
na industria de alimentos.
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1 INTRODUCAO

A Salmonella Enteritidis (SE) é uma das bactérias que mais causam doencas 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, 2012). Quando capazes de formar biofilmes em superficies de contato, possuem maior chance de
transmissao aos alimentos processados (VAN HOUDT; MICHIELS, 2010).
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Por estes motivos, o controle da formacao de biofilmes é importante para a seguranca dos alimentos,
devido a adesdo das bactérias em superficies e utensilios em contato com os alimentos e sua dificil remogdo com
agentes sanitizantes. Como estes biofilmes liberam células plancténicas, 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).

A Salmonella Enteritidis é o principal sorovar isolado de humanos e alimentos e um dos principais
isolados em animais, racdes e amostras ambientais, além de ser um grande causador de infeccBes alimentares.
Por este motivo, avaliou-se a sua habilidade em formar biofilmes em superficies de ago inoxidavel, polietileno e
poliuretano, em diferentes condi¢des ambientais, assim como o agente de sanitizacdo mais eficaz para a reducéo

e/ou eliminacdo deste problema em abatedouros avicolas.

2 MATERIAL E METODOS

Foram analisadas duas amostras de Salmonella Enteritidis, quanto a formacdo de biofilmes
monoespécie, em corpos de prova com area de 1 cm? de superficies de aco inoxidavel, polietileno e poliuretano,
obtidos do ambiente de processamento de corte de aves. Ambas as cepas sdo provenientes de surtos, sendo uma
isolada de fezes (coprocultura), identificada como SE 24 e a outra isolada de maionese com batatas, identificada
como SE 69.

Os corpos de prova foram imersos em 2,75 mL de Caldo Triptona de Soja sem glicose (TSB), em
microplacas de 12 pogos, e em cada po¢o foi adicionado 250 pL com aproximadamente 103 UFC/mL de cada
cepa de Salmonella Enteritidis no volume final. Esta populagdo foi verificada, em todos os experimentos, por
semeadura em placas contendo Agar Padréo para Contagem (PCA). Os corpos de prova de cada material imersos
na cultura de cada microrganismo foram incubados a 3+1°C (temperatura de resfriamento, maximo a 4°C);
9+1°C (temperatura da sala de cortes para a Unido Europeia, 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 termdfilas, como Campylobacter, para pesquisa de
biofilmes multiespécies), e nos tempos por 0, 4, 8, 12 e 24 horas, simulando os periodos para higiene pré-
operacional e operacional em abatedouros de aves (ROSSONI; GAYLARDE, 2000; KUSUMANINGRUM et
al., 2003). O experimento foi realizado em triplicata, e resultou em 1125 ensaios de formagdes de biofilmes nas
trés superficies, para cada amostra de Salmonella Enteritidis, totalizando 2250 analises.

Nos tempos determinados, os corpos de prova de cada material com area de 1 cm? foram retirados dos
meios de cultivo com o auxilio de uma pinga estéril e lavados com 5 mL de Agua Peptonada 0,1% com
neutralizante (AP 0,1% com neutralizante), por cerca de 30 segundos, para a remocéo de células planctonicas.

Apobs a remocdo das células plancténicas, os corpos de provas foram submetidos aos tratamentos,
exceto o controle. Os corpos de prova foram colocados em recipientes com 5 mL de agua estéril aquecida a 45°C
e a 85°C por 3 minutos, e em recipientes com 5 mL de solucdo de amdnia quaternaria 1% por 5 minutos e

solucéo de acido peracético 0,5% por 5 minutos.
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Em seguida, os corpos de provas foram introduzidos em tubos contendo 5 mL de Agua Peptonada 0,1%
(AP 0,1%) e imergidos em Banho de Ultrassom, frequéncia de 40 kHz e poténcia de 81 W, durante 10 minutos
para a remocdo de células sésseis, protocolo modificado a partir de Lindsay e von Holy (1997) e Parizzi et al.
(2004). DiluicGes apropriadas foram transferidas para placas de Petri contendo PCA e como alternativa para o
método de espalhamento em superficie foi utilizado o método de contagem em gota (Drop Plate) para inoculacéo
de microrganismos em placa, que foi dividida em setores e em cada setor foi inoculado cinco gotas de 10 pL de
cada diluicdo da amostra. As placas foram incubadas a 37°C e a leitura foi realizada apés 24 horas de incubacéo.
O resultado obtido foi multiplicado por 20 para obtencdo do nimero de células viaveis por mililitro. Apds, para
determinar o resultado, foi aplicada a férmula:
) &
VA

UFC. _2=<
cm 1

Sendo:
Vp: volume do diluente utilizado na rinsagem (mL);
V: volume da aliquota utilizada na inoculagdo (mL);
M: média da contagem obtida nas placas em UFC;
D: diluig&o utilizada na contagem;

A: 4rea do corpo de prova (cm?).

Os resultados foram convertidos em log e expressos em log;QUFC.mL™ (GIBSON et al., 1999;
CARELLI, 2005).
Os resultados obtidos foram analisados por meio da andlise de variancia. A comparagdo das médias

foi realizada com o teste Tukey a 5% de probabilidade.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As duas amostras de Salmonella Enteriditis foram capazes de formar biofilmes em todas as
temperaturas avaliadas (42+1°C, 36+1°C, 25+1°C, 9+1°C e 3+£1°C). Estes resultados sdo muito preocupantes para
a industria de alimentos, pois as SE foram capazes de formar biofilmes em temperaturas de refrigeracdo, 3°C e
9°C, mesmo sendo mesdéfilas com padrdo étimo de crescimento a 36°C.

Segundo Steenackers et al. (2012), o género Salmonella é capaz de formar biofilmes de forma
significativa em diferentes tipos de materiais abidticos, como, plastico, borracha, vidro e aco inoxidavel, ou
bidticos, como plantas, células epiteliais e calculos biliares, possuindo uma habilidade que contribui para a sua
resisténcia e persisténcia em ambos os ambientes de instalacéo.

Os resultados das médias das repeticGes da quantificacdo da formacéo de biofilmes nas superficies de
aco inoxidavel, polietileno e poliuretano, frente aos tratamentos com agua estéril aquecida a 45°C e a 85°C, e

com os sanitizantes amdnia quaternaria 1% e &cido peracético 0,5%, estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Média das repeti¢des da quantificagdo da formacéo de biofilmes nas superficies de ago inoxidavel,

polietileno, poliuretano e poliuretano frente aos tratamentos rotineiros de higienizagéo em abatedouros avicolas.

Amostras
Tratamentos SE 24* SE 69**
(logiQUFC.mL™) (logiQUFC.mL™)

Controle 5,28" 4,99"

Agua estéril aquecida a 45°C 4,95" 4,458
Agua estéril aquecida a 85°C 2,288 1,89¢
Amdnia quaternéria 1% 1,73¢ 1,35°
Acido peracético 0,5% 0,94° 1,06°

*SE 24: amostra de coprocultura; **SE 69: amostra de maionese com batatas.

As médias seguidas das mesmas letras maitsculas nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Na amostra SE 24 somente o tratamento com &gua estéril aquecida a 45°C ndo revelou diferenca
estatistica frente ao controle, ndo demonstrando boa reducédo dos biofilmes formados por Salmonella Enteritidis
nas trés superficies. Ja os tratamentos com agua estéril aquecida a 85°C e com os sanitizantes acido peracético
0,5% e amdnia quaternaria 1%, revelaram diferenca estatistica frente ao controle, demonstrando maior eficacia
sobre os biofilmes. Na amostra SE 69 os tratamentos com agua estéril aquecida a 45°C e a 85°C, acido peracético
0,5% e amonia quaternaria 1% revelaram diferenca estatistica frente ao controle, demonstrando eficacia sobre os
biofilmes formados por Salmonella Enteritidis. Ndo houve diferenca estatistica entre a amonia quaternaria 1% e
0 &cido peracético 0,5%

Conforme recomendacbes da American Public Health Association (APHA, 2014), para que as
superficies sejam consideradas higienizadas os sanitizantes fisicos ou quimicos devem reduzir em até 2 UFC.cm’
2 0 nlimero de microrganismos das superficies. Em superficies aderidas, de acordo com a norma EN 13697:2001
do teste de superficies da Unido Europeia, deve representar uma reducdo de no minimo 4 log (Unido Europeia,
2001; Moretro et al., 2009). Os resultados das medias das repeticdes da redugdo da formagdo de biofilmes nas
superficies de aco inoxidavel, polietileno e poliuretano, frente aos tratamentos com agua estéril aquecida a 45°C

e a 85°C, e com os sanitizantes aménia quaternaria 1% e acido peracético 0,5%, estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Média das repeti¢bes da reducao da formagdo de biofilmes nas superficies de aco inoxidavel,

polietileno, poliuretano e poliuretano frente aos tratamentos rotineiros de higienizagdo em abatedouros avicolas.

Amostras
Tratamentos r r
SE 24* (log;gUFC.mL™)  SE 69** (log;QUFC.mL"™)
Agua estéril aquecida a 45°C 0,33 0,54
Agua estéril aquecida a 85°C 3,00 3,10
Amonia quaternaria 1% 3,55 3,64
Acido peracético 0,5% 4,34 3,93

*SE 24: amostra de coprocultura; **SE 69: amostra de maionese com batatas.
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Na amostra SE 24 obtivemos uma reducgéo de 4,34 IogmUFC.mL'1 com 5 minutos de contato com o
4cido peracético 0,5%, e a amonia quaternaria 1% reduziu 3,55 log;QUFC.mL™. A 4gua estéril aquecida a 85°C
com 3 minutos de contato reduziu 3,00 log;QUFC.mL™. J4 a &gua estéril aquecida a 45°C ndo atendeu as
recomendac@es para higienizacdo correta de uma superficie, com reducdo de somente 0,33 log;QUFC.mL™.

Na amostra SE 69 obtivemos uma reducéo de 3,93 log;UFC.mL™ com 5 minutos de contato com o
4cido peracético 0,5%, e a amonia quaternaria 1% reduziu 3,64 log,UFC.mL™. A 4gua estéril aquecida a 85°C
com 3 minutos de contato reduziu 3,10 log;,QUFC.mL™. J& a 4gua estéril aquecida a 45°C ndo atendeu as
recomendagcdes para higienizacao correta de uma superficie, com redugdo de somente 0,54, log,QUFC.mL™.

Destaca-se o fato de que o uso da agua estéril aquecida a 45°C foi semelhante estatisticamente ao
controle. Deste modo, conforme Contreras et al. (2003), deve-se ressaltar a necessidade do uso de pressdo para a
remocado dos residuos, e 0 aquecimento adequado da &gua, para garantir a eficicia da etapa de pré-enxague.

O é&cido peracético 0,5% se mostrou o melhor tratamento utilizado na reducdo dos biofilmes na
amostra SE 24, mas na amostra SE 69 ndo houve diferenga estatistica entre o acido peracético 0,5% e a amonia
quaternaria 1% na reduc¢do dos biofilmes. Todavia, o &cido peracético 0,5% obteve a maior reducéo de biofilmes
nas duas amostras, possuindo algumas vantagens em seu uso, como ndo produzir compostos tdxicos ou
carcinogénicos, ter baixo impacto ambiental e ser relatado como eficaz contra biofilmes (ROSSONI;
GAYLARDE, 2000).

Biofilmes formados por Salmonella spp. em equipamentos e superficies de processamento de
alimentos servem como um reservatério persistente de contaminacdo, comprometendo a seguranca alimentar e a
salde humana (VAN HOUDT; MICHIELS, 2010). Dessa forma, a sanitizagdo na industria avicola € um
procedimento obrigatorio e necessario, como verificado no presente trabalho, ja que os sanitizantes apresentaram

melhor ac&o na reducdo de biofilmes do que apenas 0 uso da agua estéril aquecida a 45°C e a 85°C.

4 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que ambas as cepas de Salmonella Enteritidis foram capazes de formar
biofilmes em diferentes temperaturas e superficies comumente utilizadas em abatedouros avicolas, ressaltando a
importancia do controle de biofilmes bacterianos na indudstria avicola, através de um processo de higienizacdo
eficaz. O 4cido peracético foi o sanitizante mais eficaz. Destaca-se a formacdo de biofilme em baixas

temperaturas, que amplia os riscos de contaminacdo cruzada durante o processamento de alimentos.
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