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RESUMO - A Salmonella Enteritidis (SE) vem se destacando como o sorotipo mais comum nos seres humanos
em ambito mundial, sendo o principal causador de surtos de doencas transmitidas por alimentos. A Salmonella
spp. pode aderir e formar biofilmes em superficies de processamento de alimentos e agir como pontos de
contaminagdo constante, pois microrganismos na forma séssil resistem significativamente mais aos agentes
empregados nos procedimentos de higienizagdo, para obtencdo de produtos de boa qualidade higiénico-sanitaria.
O polietileno usado nas placas de corte é de natureza polimérica e apresenta superficies irregulares, facilitando a
deposicdo de material organico dificultando a agdo dos agentes desinfetantes. Avaliou-se a capacidade da SE
formar biofilme em superficie de polietileno usada na inddstria de alimentos e processos de higienizagéo.
Cupons de polietileno foram postos frente a duas cepas de SE (SE84 e SE106) e incubados a 42+1°C, 36+1°C,
25+1°C, 9+1°C e 3+1°C por 24 horas. Para higienizacao foram testadas aguas estéreis aquecidas a 45°C e 85°C e
solugdes de &cido peracético 0,5% e amdnia quaternaria 1%. As SE aderiram no polietileno e houve formagdo de
biofilmes em todas as temperaturas, ressaltando a 3°C, temperatura ainda ndo citada para adesdo de SE. O acido
peracético e a agua 85°C tiveram a¢do semelhante, seguido da amonia quaternaria, ja a 4gua a 45°C ndo foi
eficaz. A avaliagdo de formacdo de biofilme e a mimetizacdo de procedimentos de higiene nessa superficie sao
de grande relevancia por auxiliar a indUstria avicola a ter um maior conhecimento das reais condi¢Ges dos
abatedouros no Brasil.
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1 INTRODUCAO

A Salmonella Enteritidis (SE) vem se destacando ha varios anos como o sorotipo mais comum nos
seres humanos. E considerada um dos enteropatgenos humanos mais frequentemente associados ao trato
digestorio das aves, originando-se de diferentes fontes do ambiente avicola. Produtos como ovos e carne sdo 0s
mais comumente causadores de gastroenterite, sendo responsaveis por até 47% do total das infeccdes, e a SE a
principal causadora desses surtos (CARDOSO et al. 2000; CDC 2013; MILIKOVIC-SELIMOVIC et al., 2010).
Com isso se torna essencial o seu controle em abatedouros avicolas, por possuir relevancia como causadora de
doencas veiculadas por alimentos.

Uma das preocupacOes é a formacao de biofilmes que, uma vez constituidos, agem como pontos de
contaminagdo constante (FUSTER-VALLS et al., 2008). A Salmonella spp. pode aderir e formar biofilmes em
superficies inertes de processamento de alimentos, como o polietileno, usado nas placas de corte em frigorificos
no Brasil. Microrganismos na forma séssil resistem significativamente mais aos agentes empregados nos
procedimentos de higienizagdo, que consistem no uso de agua quente, detergentes e sanificantes, visando reduzir
0s microrganismos até niveis seguros e obter um produto de boa qualidade higiénico-sanitaria (COSTERTON et
al., 1995).

Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar se temperaturas de refrigeragdo (3°C e 9°C),
ambiente (25°C), 6tima (36°C) e de termotolerancia (42°C) influenciam a formacdo de biofilmes por SE na

superficie de polietileno e também diferentes tratamentos de remogé&o.

2 MATERIAL E METODOS

Foram analisadas duas amostras de Salmonella Enteritidis (SE) quanto a formagao de biofilmes mono-
espécie, previamente isoladas e confirmadas geneticamente por MicroArray (Check&Trace®). Dessas, uma cepa
é proveniente de cortes de aves destinados ao consumidor e ndo envolvidos em surtos, denominada SE 84, e a
outra oriunda de swabs de arrasto de ambientes de frangos de corte, denominada SE 106.

Para a formacdo dos biofilmes os corpos de prova de polietileno, com &rea de 1cm? foram cultivados
individualmente em microplacas estéreis de poliestireno com 12 pocos. Foi adicionado 2,75 mL de caldo triptona
de soja sem glicose e 250pL de culturas individuais de cada SE para obtencdo de concentracdo final de
10°UFC/mL. As microplacas foram incubadas a 42+1°C, 36+1°C, 25+1°C, 9+1°C e 3+1°C, simulando as
temperaturas do ambiente de processamento, por 24 horas. Todos os ensaios foram realizados com trés
repeticdes. Resultou em 375 ensaios de formacGes de biofilmes no polietileno em todas as temperaturas, para
cada amostra de SE, totalizando 750 andlises.

Nos tempos determinados, os cupons foram retirados dos meios de cultivo e imersos em 5 mL de Agua
Peptonada 0,1%, por 1 minuto, para a remogao de células planctdnicas. Em seguida foram introduzidos em tubos
contendo 5 mL de Agua Peptonada 0,1%, e sonicados por 10 minutos em banho de ultrassom (frequéncia de 40
kHz e poténcia de 81 W) para desadesdo de células sésseis (SCHERBA et al. 1991). Dilui¢Ges apropriadas
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foram transferidas para placas de Petri contendo Agar PCA e utilizado o método de contagem em gota (drop
plate), com leitura ap6s 24 horas de incubacéo a 37°C.

A eficacia dos tratamentos foi testada sobre os biofilmes formados no polietileno. Para os tratamentos
de higienizagdo 0s cupons permaneceram por 3 minutos em &gua estéril aquecida a 45°C, e a 85°C, e nas
solugdes de acido peracético 0,5% e amoénia quaternaria 1%, por 5 minutos.

Os resultados obtidos foram analisados por meio da analise de variancia. A comparacdo 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.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A SE 84 obteve maior adesdo no polietileno, quando comparada a SE 106 (Figura 1), com diferenca
estatistica (P=0,0338). Por ser de natureza polimérica e com maior manipulagéo, essa superficie pode apresentar
irregularidades que facilitam a ades&o dos microrganismos e dificultam a acdo dos agentes desinfetantes. Além
disso, ao analisarem os genes de viruléncia dessas SE, Silva (2014), observou que somente a SE 84 possuia 0
gene spiA em seu perfil genético. Este gene foi descrito como um dos envolvidos na formacéo de biofilmes por
Salmonella spp. (DONG et al., 2011).

Segundo Ronner e Wong (1993), para caracterizar a formagdo de biofilme sdo necessarios um nimero
minimo 10° UFC aderidas por cm?® (3 log'®.UFC.cm™). Sendo assim, ambas as cepas estudadas formaram
biofilmes no polietileno, em todas as temperaturas avaliadas.

As SE 84 e SE 106 possuem a mesma capacidade de formar biofilmes sob temperatura de refrigeracéo
(3°C e 9°C), temperatura ambiente (25°C), temperatura 6tima de crescimento de microrganismos mesofilos
(36°C) e temperatura de termotolerdncia de Salmonella (42°C). Ressaltamos que o crescimento a 3°C,
temperatura de refrigeracdo, ndo foi até entdo descrita como propicia para o desenvolvimento de Salmonella
nessa superficie (Figura 1).

Estad documentado por diferentes autores que o género Salmonella ndo possui habilidade de crescimento
abaixo de 5°C (MOREY & SINGH 2012, TORTORA et al., 2012, GAST 2008). Tortora et al. (2012) colocam
gue a temperatura minima de crescimento da Salmonella é 5°C e a temperatura 6tima é de 37°C. Morey & Singh
(2012) salientam que ja esta bem documentado que a Salmonella néo cresce entre 4°C e 8°C.

O desenvolvimento em temperaturas de refrigeracdo deve ser investigado, ja que é considerado um ponto
critico durante a producéo e conservacdo de alimentos (LIMA et al., 2004).
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Figura 1. Formacdo de biofilmes de SE 106 e SE 84 sob diferentes temperaturas de incubacéo.
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Para que as superficies sejam consideradas higienizadas os sanitizantes devem reduzir os microrganismos
em no minimo 4 log, conforme recomendagdes do teste de superficies da Unido Européia (UE) (MORETRO et
al., 2009). Obtivemos, com o 4cido peracético e com a agua a 85°C, uma reducéo média de 4,13 log'®.UFC.cm™
e 4,42 log™®.UFC.cm™, respectivamente. A amdnia quaternaria obteve uma remocéo de 2,32 log'®.UFC.cm?, ndo
sendo considerada efetiva nesta superficie, segundo a UE (Figura 2).

Figura 2. Tratamentos na remocéo do biofilme.
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Legenda: AG. 45°C = 4gua estéril aquecida a 45°C; AG. 85°C = agua estéril aquecida a 85°C; ACIDO P. = 4cido
peracético 0,5%; AMONIA Q. = amdnia quaternaria 1%.

A 4gua a 45°C também néo atendeu as recomendac6es, reduzindo somente 0,27 log'®.UFC.cm™. Destaca-
se o fato de que o uso da agua aquecida a 45°C foi semelhante estatisticamente ao controle. Deste modo,
conforme Contreras et al. (2003), deve-se ressaltar a necessidade do uso de pressao para a remogdo dos residuos,
além do aquecimento da &gua a esta temperatura, garantindo assim a eficiéncia da etapa de pré-enxague.

A resisténcia dos microrganismos a desinfeccéo é frequentemente associada com a presenca de biofilmes
em superficies (BRESSLER et al., 2009). Os biofilmes constituem uma forma privilegiada de vida para as
bactérias, e uma compreensdo mais clara dos processos envolvido em sua resisténcia a desinfetantes é crucial

para o seu controle.

4 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que o polietileno, material amplamente utilizado na inddstria de alimentos,
propicia a aderéncia das duas cepas de SE sob todas as temperaturas testadas. Ressaltamos a capacidade de
formacdo de biofilme em baixas temperaturas, pois nas salas de cortes as placas de polietileno sdo mantidas
nestas temperaturas, possibilitando crescimento microbiano e contaminacgdo cruzada. O acido peracético foi a
melhor opc¢do para a sanitizacdo desta superficie, seguido do uso de agua aquecida a 85°C. A amdnia quaternaria
ndo foi efetiva. O uso de agua aquecida a 45°C, sem o uso de pressdo, ndo atendeu as recomendagdes de

higienizacéo.
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