UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO BIOCIENCIA ANIMAL

Listeria monocytogenes formadoras de biofilmes em presuntos fatiados e sua
sensibilidade aos sanitizantes

JESSICA MARTINS DE ANDRADE

RECIFE
2018



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO BIOCIENCIA ANIMAL

JESSICA MARTINS DE ANDRADE

Listeria monocytogenes formadoras de biofilmes em presuntos fatiados e sua

sensibilidade aos sanitizantes

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Biociéncia Animal da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, para obtencédo do grau
de Mestre em Biociéncia Animal.

Orientadora: Prof2. Dr2, Elizabeth Sampaio de
Medeiros

RECIFE
2018



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicagéo (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas da UFRPE
Biblioteca Central, Recife-PE, Brasil

Andrade, Jéssica Martins de.
Listeria monocytogenes formadoras de biofilmes em presuntos
fatiados e sua sensibilidade aos sanitizantes / Jéssica Martins de
Andrade. — Recife, 2018.
43 f.: il

Orientadora: Elizabeth Sampaio de Medeiros.

Dissertacdo (Mestrado em Biociéncia Animal) — Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal, Recife, 2018.

Referencias.

1. Alimentos prontos para consumo 2. Embutidos
3. Microrganismos patogénicos 4. Satde Unica I. Medeiros,
Elizabeth Sampaio de, orient. Il. Titulo
CDD 636.089




JESSICA MARTINS DE ANDRADE

Listeria monocytogenes formadoras de biofilmes em presuntos fatiados e sua

sensibilidade aos sanitizantes

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Biociéncia Animal da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, para
obtencdo do grau de Mestre em
Biociéncia Animal.

BANCA EXAMINADORA

Profé Dr2 Elizabeth Sampaio de Medeiros — Orientadora

Departamento de Medicina Veterinaria — UFRPE

Prof2 Dr2 Maria Betania de Queiroz Rolim

Departamento de Medicina Veterinaria — UFRPE

Prof2 Dr2 Alda Verbnica Souza Livera

Departamento de Nutricdo - UFPE



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por mais essa conquista e sempre me dar forcas para alcancar

meus objetivos.

Aos meus pais Maria de Fatima Andrade e Sebastido Andrade e as minhas tias
Marcia Martins e Kéatia Martins pelo apoio, carinho e por sempre incentivar meus

estudos.

Ao meu namorado lgor Leonardo pelo carinho e por sempre me apoiar e incentivar

minhas decisoes.

As minhas amigas, Fernanda Moura e Thayn& Milena, pela amizade, parceria e

apoio nas pesquisas e na vida pessoal.

A minha orientadora Prof2 Dr2 Elizabeth Sampaio, pelo conhecimento oferecido,

apoio, incentivo a pesquisa e amizade.
Aos meus amigos Mariana Lumack e Marcus Falcdo pelos conselhos e incentivos.

As companheiras do grupo de pesquisa: Karla, Aila, Ana e Goretti, pelo apoio nas

pesquisas.

Ao grupo de pesquisa do Laboratério de Inspecéo de Carne e Leite do

Departamento de Medicina Veterinaria, UFRPE.
Aos meus colegas da Pos-Graduacao em Biociéncia animal.
Ao Programa de Pés-Graduacgédo em Biociéncia animal, pela oportunidade oferecida.

E a todos os meus amigos e familiares me apoiaram e incentivaram.



RESUMO

Listeria monocytogenes € um patdégeno relevante nas contaminacdes de alimentos
prontos para consumo, pois € 0 agente etioldgico responsavel pela listeriose.
Objetivou-se com esse estudo realizar a pesquisa de L. monocytogenes em presuntos
fatiados e avaliar a sensibilidade aos sanitizantes. Foram adquiridas 40 amostras de
presuntos fatiados em supermercados na cidade de Recife - PE, sendo nove
provenientes de supermercados de grande porte e 31 de supermercados de médio
porte. No isolamento, 25g de cada amostra foi enriquecida em Caldo Demi Fraser e
Caldo Fraser e semeadas em Agar Seletivo Listeria segundo Ottaviani e Agosti. A
avaliacdo da capacidade de formacédo de biofiime e a avaliagcdo dos desinfetantes
sobre os biofilmes de L. monocytogenes em formacédo e consolidados in vitro foi
realizada em placas de microdiluicdo de poliestireno. Foram utilizados cloro na
concentracdo de 5% e amodnia quaternéria a 10%. ldentificou-se a presenca de L.
monocytogenes em 22,22% (02/09) das amostras adquiridas em supermercados de
grande porte da cidade e em 25,8% (08/31) nos supermercados de médio porte. No
teste de formacao de biofilmes in vitro, dois isolados foram capazes de formar biofilme,
ambos classificadas como fortes formadores. Nos biofiimes em formacéo, as duas
bactérias apresentaram aderéncia moderada frente ao cloro e ja em relacdo a aménia
guaternaria o isolado proveniente do supermercado de grande porte apresentou fraca
aderéncia e o pertencente ao supermercado de médio porte ndo apresentou
aderéncia. Os biofilmes consolidados apresentaram reducédo da aderéncia frente a
ambos desinfetantes, obtendo-se com o cloro uma reducéo de 75,44% e 79,76% nos
isolados dos supermercados de grande e médio porte respectivamente. A acdo da
amoOnia quaternaria frente aos mesmos representou uma diminuicdo de 64,84% e
66,13% dos biofilmes. A presenca de L. monocytogenes, principalmente das cepas
com capacidade de formar biofilmes, em presuntos fatiados € um fator relevante na
salde Unica. E necesséaria uma fiscalizacdo mais rigorosa, nos estabelecimentos,
referente a utilizacdo de sanitizantes adequados no processo de higienizacdo, bem
como a correta aplicacdo dos mesmos e a constante educacédo dos manipuladores de

alimentos.

Palavras-chave: Alimentos prontos para consumo; Embutidos; Microrganismos

patogénicos; Saude Unica.



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a relevant pathogen in contaminations of foods ready-to-
eat, as it is the etiological agent responsible for listeriosis. The objective of this study
was to investigate L. monocytogenes in sliced hams and to evaluate the sensitivity to
sanitizers. 40 samples of sliced hams were purchased in supermarkets in the city of
Recife - PE, nine from large supermarkets and 31 from medium sized supermarkets.
In isolation, 25¢g of each sample was enriched in Fraser Demi Broth and Fraser Broth
and seeded in Listeria Selective Agar according to Ottaviani and Agosti. The evaluation
of the biofilm formation capacity and the evaluation of the disinfectants on the biofilms
of L. monocytogenes in formation and consolidated in vitro was carried out in
microdilution plates of polystyrene. Chlorine at 5% concentration and 10% quaternary
ammonia were used. The presence of L. monocytogenes in 22.22% (02/09) of the
samples collected in large supermarkets in the city and 25.8% (08/31) in medium-sized
supermarkets was identified. When submitted to the in vitro biofilm formation test, two
isolates were able to form biofilm, both classified as strong formers. In the biofilms in
formation, treated with the sanitizers, the two bacteria presented moderate adherence
to chlorine and already in relation to the quaternary ammonia the isolate coming from
the large supermarket had poor adherence and the one belonging to the medium-sized
supermarket had no adhesion. The consolidated biofilms presented a reduction in
adhesion to both disinfectants, with a reduction of 75.44% and 79.76% in the idolates
of large and medium-sized supermarkets, respectively. The action of quaternary
ammonia compared to them represented a decrease of 64.84% and 66.13% of
biofilms. The presence of L. monocytogenes, especially of strains capable of forming
biofilms, in sliced hams is a relevant factor in single health. A more rigorous inspection
is required in establishments regarding the use of adequate sanitizers in the hygiene
process, as well as the correct application of them and the constant education of food
handlers.

Key-words: Ready-to-eat food; Embedded; Pathogenic microorganisms; One health.
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1. INTRODUCAO

Doencas transmitidas por alimentos sdo caracterizadas como sindromes
originadas pela ingestdo de alimentos contaminados por microrganismos. Os
sintomas, de modo geral, incluem dores abdominais, nduseas, vomitos, diarreia e, em
alguns casos, febre. Os sintomas digestivos ndo séao as unicas manifestacdes, podem
haver afeccdes 6rgaos, a exemplo dos rins e do figado e no sistema nervoso central.
A duracado dos sintomas pode variar de algumas horas até em torno de cinco dias,
variacdo que depende das condic¢des fisicas do individuo, do tipo de microrganismo
ou toxina ingerida e de sua quantidade no alimento (OLIVEIRA et al., 2010; BRASIL,
2017).

Nesse contexto, a Listeria monocytogenes destaca-se como um patdégeno
oportunista causador de uma grave doenca transmitida por alimentos, a listeriose. A
bactéria foi isolada em diversos alimentos, incluindo frutos do mar, carnes, embutidos
e produtos lacteos, no entanto o desenvolvimento da enfermidade esta geralmente
associada ao consumo de alimentos prontos para consumo contaminados (OXARAN
et al., 2017).

Este organismo € de natureza ubiquitaria e pode sobreviver e, em diferentes
condicBes, se multiplicar sob situacdes desfavoraveis, tais como temperaturas de
refrigeracdo (LEONG et al., 2017; WIECZOREK e OSEK, 2017), sendo também
considerada mais resistente ao calor, em relagédo a maioria dos agentes patogénicos
nao esporulados. Essas caracteristicas a torna um grande problema na area de
seguranca de alimentos (BRASILEIRO et al. 2016).

Os ambientes de processamento de alimentos prontos para consumo Sao
reconhecidos como uma fonte consideravel de contaminacdo por L. monocytogenes,
razao pela qual a bactéria é considerada um grande desafio para os processos de
higienizacdo (KOCOT e OLSZEWSKA, 2017), sendo fundamental estabelecer
atitudes de monitoramento e controle das possiveis rotas de contaminacdo cruzada
(KOVACEVIC et al., 2012; LEONG et al., 2017). Principalmente na producdo de
alimentos que sédo consumidos sem necessidade de tratamento térmico pos-
processamento, tais como o presunto (FAI et al., 2011).

Além disso, a capacidade da L. monocytogenes de formar biofiimes em

superficies inoxidaveis favorece a colonizacdo persistente nas instalacoes de
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processamento de alimentos (LUO et al., 2017; KOCOT e OLSZEWSKA, 2017; REIS-
TEIXEIRA et al., 2017). O biofilme se constitui quando uma associacédo de células
microbianas, juntamente com uma matriz extracelular de material polissacaridico, se
adere a uma superficie (MERCIRI, 2006; STEPANOVIC, et al., 2007). Essa estrutura
do biofilme confere uma maior protecédo para 0os microrganismos, principalmente nas
areas de dificil limpeza e desinfeccdo, podendo aumentar a resisténcia das células
bacterianas aos agentes desinfetantes (LEE et al., 2017).

Os sanitizantes sao substancias quimicas que possuem acao bactericida ou
bacteriostatica (BERTIN e MENDES, 2011). Nesse contexto, é importante realizar a
escolha dos produtos de limpeza adequados que ndo comprometam a superficie, a
qual precisa ser limpa e que apresentem acéao eficiente. (PERACHI et al., 2011).

A realizacao desse estudo se justifica devido a relevancia do microrganismo na
saude publica, sendo importante a identificacdo de L. monocytogenes em alimentos
prontos para consumo, e principalmente de cepas que possuem a capacidade de
formar biofilmes, assim como da identificacdo de sanitizantes capazes de combaté-
las quando utilizados na rotina de higienizagéo dos estabelecimentos que manipulam

alimentos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Listeria monocytogenes

O género Listeria € composto por microrganismos anaerobios facultativos,
Gram-positivos que apresenta ampla distribuicio em amostras alimentares,
ambientais e clinicas (FARBER e PETERKIN, 1991; TAO et al., 2017). Devido a essa
condigc&o ubiquitaria e a tolerancia a severas condi¢cdes ambientais, a Listeria pode
contaminar alimentos em multiplos pontos durante as etapas de fabricacdo e
distribuicdo. Sua capacidade de crescer também em temperaturas de refrigeracao
eleva o risco de contaminacao dos alimentos refrigerados, sendo os alimentos prontos
para consumo, principalmente carne, aves e laticinios veiculos para a transmisséo
(LIU et al., 2015).

E composto pelas espécies L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri,
L.innocua, L.welshimeri e L. grayi (BARANCELLI et al 2011; MCLAUCHLIN et al.,
2004; OIE, 2014; LIU et al., 2015), no entanto a L. monocytogenes é considerada o
principal patdgeno de origem alimentar do género (JEYALETCHUMI et al, 2010; LIU
et al., 2015; KOCOT e OLSZEWSKA, 2017).

L. monocytogenes € um bastonete Gram-positivo pequeno com extremidades
arredondadas e néo é capaz de produzir esporos ou capsulas. E moével, por meio de
flagelos, quando cultivada entre 20 e 25° C, no entanto € imével ou apresenta
motilidade fraca a 37° C (FARBER e PETERKIN, 1991; JEMMI e STPHAN, 2006;
JEYALETCHUMI et al, 2010). A temperatura de crescimento varia de 1 a 45°C, mas
a faixa 6tima esta entre 30 a 37°C. Sado capazes também de suportar repetidos
congelamentos e descongelamentos (MANTILLA et al., 2007).

A L. monocytogenes foi diferenciada em 13 sorotipos: 1/ 2a, 1/ 2b, 1/ 2c, 3a,
3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e 7. Estes foram classificados em cinco sorogrupos: lla
(1/2a-3a), llb (1/2b-3b-7), llc (1/ 2c-3c), IVa (4a-4c) e IVb (4ab-4b, 4d-4e), o entanto
apenas quatro sorotipos (1 / 2a, 1 / 2b, 1 / 2c e 4b) séo tipicamente isolados de
aproximadamente 95% dos casos de listeriose humana. O sorotipo 1 / 2a apresenta
maior frequéncia nas detecgbes, com presenca observada em diversos tipos de
alimentos (WIECZOREK e OSEK, 2017).
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Sua presenca em alimentos prontos para consumo € bastante preocupante,
devido as suas caracteristicas psicrotroficas, resisténcia a alta concentracéo de sal e
capacidade para sobreviver e crescer em alimentos refrigerados, de forma aerdbica e
anaerdbia, em uma ampla gama de pH, que varia de 4,6 a 9,4 (FARBER e PETERKIN,
1991; JEMMI e STPHAN, 2006; JEYALETCHUMI et al, 2010; BRASILEIRO et al.
2016; DU et al., 2017).

A L. monocytogenes pode persistir em ambientes de processamento de
alimentos constituindo biofilmes, conferindo uma maior resisténcia aos
antimicrobianos e aos estresses ambientais do que na condicdo de células
planctonicas (HENRIQUES e FRAQUEZA, 2017). Os alimentos que s&o consumidos
sem tratamento térmico adicional sdo as principais fontes de surtos de listeriose. A
principal via de contaminacdo para L. monocytogenes € através da contaminacao
cruzada entre equipamentos e alimentos durante o processamento, pois a bactéria
possui a capacidade de persistir em nichos ambientais, como rachaduras em
equipamentos, 0s quais conferem protecdo contra a rotina de higienizacao
(CARPENTIER e CERF 2011; MORETRO et al., 2017).

Sua patogenicidade esta concentrada em sua habilidade de sobreviver e
multiplicar-se em células fagocitarias dos hospedeiros. A L. monocytogenes produz
protuberancias nas células adjacentes e entra no citoplasma para repetir o ciclo onde
escapa do vacuolo e se multiplica (CRUZ et al., 2008), por ser um patégeno
intracelular facultativo, capaz de crescer em macrofagos, células epiteliais e
fibroblastos. Todas as cepas virulentas produzem uma hemolisina, a listeriolisina O,
que tem relacdo genética com a estreptomicina O e a pneumolisina. Apos a ruptura
das membranas dos lisossomas, as enzimas séo liberadas e provocam a destruicao
dos macrofagos e mondcitos (MANTILLA et al., 2007).

Caso o sistema imune néo seja capaz de controlar de forma eficiente infeccéo,
a multiplicacdo persiste e a infec¢ao pode atingir a corrente sanguinea e os linfonodos.
Apoés a chegada na corrente sanguinea, a maioria das bactérias atingem o figado e o
baco, onde ocorre a replicacdo no interior dos macrofagos. Se ndo houver uma
resposta imune eficaz, o microrganismo pode atingir o cérebro e a placenta (VERA et
al., 2013).

As manifestagbes da doenga incluem septicemia, meningite ou

meningoencefalite e encefalite. Em mulheres gravidas, infec¢des intrauterinas ou do
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colo do utero podem resultar em aborto espontaneo ou natimortos e podendo ser
precedida por sinais semelhantes aos da gripe, incluindo febre. E clinicamente
definida quando a bactéria é isolada a partir de amostras de sangue, liquido
cerebrospinal, placenta ou feto (FORSYTHE, 2013; MCLAUCHLIN et al., 2004; OIE,
2014; LEONG et al., 2017).

Desde a segunda metade do século XX, a L. monocytogenes emergiu como
um importante agente patogénico de origem alimentar (MANTILLA et al.,, 2007,
REBAGLIATI et al, 2009). A listeriose € uma das doencas mais importantes de origem
alimentar em seres humanos (FORSYTHE, 2013; MCLAUCHLIN et al., 2004; OIE,
2014). Sua relevancia na saude publica é pouco reconhecida, principalmente porque
€ uma doenca relativamente rara, quando comparada a outras doencas transmitidas
por alimentos, como a salmonelose e o botulismo, no entanto, devido a sua elevada
taxa de letalidade, ela esta entre as causas mais frequentes de mortes por doencas
transmitidas por alimentos (FORSYTHE, 2013).

A ocorréncia da enfermidade no ser humano, depende de propriedades
inerentes ao agente, dentre elas a dose infectante, a viruléncia da linhagem e,
principalmente, de uma populacdo consumidora de alimentos prontos para consumo
cada vez mais portadora de fatores de risco predisponentes (BARANCELLI et al
2011). Apresenta um periodo de incubacao longo, que varia de 3 a 70 dias, 0 que
dificulta identificar o agente causador e rastrear a origem da contaminacao do alimento
(BARANCELLI et al 2011; FORSYTHE, 2013).

Apesar da morbidade da listeriose ser relativamente baixa, a mortalidade da
doenca sistémica pode ser elevada, com valores que variam de 20 a 30%. Idosos,
mulheres gravidas, recém-nascidos e imunocomprometidos séo grupos considerados
de alto risco para contrair a doenca. (MANTILLA et al., 2007; OIE, 2014; LEONG et
al., 2017).

Em casos de meningite listérica, a taxa de mortalidade pode chegar a 70%, ja
guando causa septicemia a taxa de mortalidade € de 50% e em infeccfes perinatais-
neonatais é acima de 80%. As infeccbes também podem ocorrer sem a presenca de
sintomas, resultando na excrecédo fecal de L. monocytogenes (FORSYTHE, 2013).

Apresenta¢cOes mais raras neste grupo, incluem meningoencefalite e encefalite, em
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conjunto com as infeccfes focais, dentre elas endocardite, pneumonia, peritonite e
formacéo de abscessos (MCLAUCHLIN et al., 2004).

No Brasil, os casos de listeriose sdo subdiagnosticados ou subnotificados, no
entanto ha estudos em relacdo a prevaléncia e caracteristica de cepas de L.
monocytogenes isoladas de pacientes no pais, porém nao se estabeleceu alguma
relacdo com a via de transmissdo do patdogeno (CRUZ et al., 2008). O perfil
epidemiologico das doencgas transmitidas por alimentos, no Brasil, ainda € pouco
conhecido, principalmente devido a baixa notificacdo, pois apenas alguns estados e
municipios dispéem de estatisticas e dados sobre os agentes etiologicos mais
comuns, alimentos mais frequentemente implicados, populagdo de maior risco e
fatores contribuintes (MARTINS et al., 2011).

No ano de 2015, Food and Drug Administration (FDA) listou mais de 25 casos
de alimentos prontos para o consumo devido a contaminagéo com L. monocytogenes
nos Estados Unidos (LUCHANSKY et al., 2017). Na maioria dos paises da Uniédo
Europeia, os casos de listeriose sdo de notificacdo obrigatoria. As infec¢des por L.
monocytogenes sdo comumente relatadas na populacédo idosa na faixa etaria entre
64 e 84 anos. De acordo com o Regulamento 2073/2005, a tolerancia permitida de um
valor menor ou igual a 100 unidades formadoras de colbnias por grama (UFC/Q)
aplica-se durante toda a vida de prateleira dos alimentos no mercado (European Food
Safety Authority, 2015). Ja nos Estados Unidos da América, os padrdes estabelecidos
para L. monocytogenes, em produtos prontos para consumo, € que esteja ausente em
25 g do alimento (MENA et al., 2004).

No entanto, a legislacao brasileira ainda nao possui padrdes oficiais em relagéao
a presenca e disseminacao de L. monocytogenes em carnes e produtos carneos, fator
que dificulta a fiscalizagcdo da qualidade desses produtos em estabelecimentos
varejistas (FAI, et al., 2011).

2.2. Biofilmes microbianos
Na natureza e nos alimentos, microrganismos sao capazes de se aderirem as
superficies, formando os biofilmes. A superficie, inicialmente, € condicionada a

adsorcdo de moléculas organicas e em seguida ocorre a colonizagdo bacteriana.
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Superficies rugosas proporcionam condicdes para colonizacdo, protegendo o
microrganismo da remoc¢ao mecanica (FORSYTHE, 2013).

E comum, na industria de alimentos, a presenca de biofilmes e representa uma
preocupacao, ja que as bactérias podem aderir a diversos tipos de superficie, tais
como plastico, particulas de metal e de vidro, solo, madeira e alimentos. A fixacdo das
bactérias aos produtos alimenticios ou em superficies de contato com esses produtos
leva a perdas econbmicas, além de um maior risco da ocorréncia de doencas
transmitidas por alimentos. Biofilmes bacterianos conferem vantagens para que seus
membros possam sobreviver, uma vez que sao protegidos contra condicdes
desfavoraveis ambientais, tal como a luz ultravioleta, desidratacdo, ao tratamento
antimicrobiano e desinfetantes, tornando sua eliminagcdo um significativo desafio.
Entretanto, podem ter acdo benéfica para a industria alimentar e pode ser utilizado
para aplicacdes biotecnoldgicas, a exemplo da producédo de alimentos fermentados e
no tratamento de residuos (WINKELSTROTER et al., 2014).

Os biofilmes microbianos podem ser definidos como comunidades formadas
por células sésseis, aderidas a substratos bidticos e abidticos e embebidas por
material extracelular formado de polimeros de exopolissacarideos (KUMAR E
ANAND, 1998; BOARI, 2008; KASNOWSKI et. al., 2010; KOCOT e OLSZEWSK,
2017; PILCHOVA et al., 2014; POULSEN, 1999; OLIVEIRA et al., 2010;
WINKELSTROTER et al., 2014). E composto por particulas de proteinas, lipideos,
fosfolipideos, carboidratos, sais minerais e vitaminas, que formam uma superficie
denominada matriz, abaixo dela os microrganismos continuam a crescer, formando
um cultivo puro ou uma associagdo com outros microrganismos e aumentando assim
a protecdo contra agressoes quimicas e fisicas (KASNOWSKI et. al., 2010; KUMAR
E ANAND, 1998). Podem conter tanto bactérias patogénicas quanto deteriorantes,
elevando o risco de contaminagao microbioldgica do produto final. Células aderidas
nos biofilmes podem aumentar a resisténcia a biocidas e ao tratamento térmico
(FORSYTHE, 2013).

Quando composto por varias camadas de células, pode apresentar canais que
possibilitam o fluxo de liquido e gases, a dispersdo de nutrientes e o descarte de
componentes. Nos ambientes naturais, em torno de 95% a 99% dos microrganismos
existem na forma de biofilmes, podendo ser encontrados em quase todos os

substratos que possuam um nivel de umidade suficiente para suportar seu
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crescimento. Nesse contexto, a forma de vida bacteriana livre ou plancténica pode ser
observada apenas como um meio de translocacao entre superficies (OLIVEIRA et al.,
2010).

O primeiro relato publicado referente a biofilmes de bactérias de origem
alimentar descreveu as propriedades de fixacdo da Salmonella sp. E, desde entéo,
muitas bactérias tém sido identificadas na formacéo de biofilmes nas instalacdes de
indUstrias alimentares, dentre elas Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
Campylobacter jejuni, Staphylococcus spp. e Escherichia coli 0O157: H7
(WINKELSTROTER et al., 2014).

Na formacao dos biofilmes, a primeira etapa é caracterizada pela adsorcao de
moléculas organicas ou inorganicas a superficie, formando o filme condicionante. Os
residuos proteicos, lipidicos e de carboidratos, provenientes de produtos derivados do
leite ou de carnes, sdo elementos importantes na formacao da camada condicionante.
Esses residuos, aderidos aos equipamentos e utensilios, sdo considerados fontes
potenciais de contaminacdo. Em seguida, ocorre a fixacdo de células livres oriundas
do meio liquido, nas superficies sélidas, minutos apds o transporte e a adsorcéo de
substancias organicas e inorganicas dissolvidas no meio aquoso. Os microrganismos,
em seu estilo de vida plancténico, recebem um estimulo para que ocorra a aderéncia
em uma superficie (OLIVEIRA et al., 2010; KOCOT e OLSZEWSK, 2017).

A camada de nutrientes afeta as propriedades fisico-quimicas da superficie, a
exemplo da energia livre da superficie, mudancas na hidrofobicidade e cargas
eletrostaticas, favorecendo a colonizacdo (FORSYTHE, 2013). Para que ocorra a
adesdo devem haver forcas atrativas, entre a célula e a superficie, mais fortes que as
repulsivas (KASNOWSKI et. al., 2010). Inicialmente, a adesé&o é reversivel atraves das
forcas de atracdo de Van Der Walls, forcas eletrostaticas e forcas de interacéo
hidrofébicas e mais adiante reversivel pelas interagBes dipolo-dipolo, ligagbes
covalentes e ibnicas e interacdes hidrofbicas. Os flagelos bacterianos, as fimbrias e
0s exopolissacarideos estdo envolvidos no contato com filmes condicionantes. O
exopolissacarideo é fundamental da ades&do célula-célula e célula-superficie,
protegendo contra a desidratacdo (KOCOT E OLSZEWSK, 2017). Bactérias aderidas
de forma irreversivel se multiplicam, formando microcolénias. Durante essa fase, as

células produzem um maior nimero de polimeros adicionais que aumentam sua
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fixacdo, possibilitando uma estabilizacdo da colonia contra flutuacdes do ambiente
(FORSYTHE, 2013).

A camada de biofilme pode, em poucos dias, apresentar varios milimetros de
espessura. A formacéo do biofilme maduro ocorre num periodo de 3 a 6 dias ap0s a
adesao inicial, podendo chegar a 10 dias. A maturidade acontece, principalmente,
devido ao aumento da densidade populacional, além da pronunciada producéo e
deposicdo de polimeros extracelulares que aumenta a espessura do biofilme
(KASNOWSKI et. al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010).

Ao longo do tempo, o biofiime tende a se desfazer, o que possibilita a
descamacédo de particulas de biomassa. As bactérias presentes nas areas que
descamaram podem contaminar o alimento ou dar inicio a formag¢édo de um novo
biofime (FORSYTHE, 2013; KASNOWSKI et. al., 2010). Ha trés processos de
dispersédo, a expansiva, quando parte das células de uma microcol6nia sofre lise e
outra retoma a motilidade e séo liberadas da estrutura, a fragmentacéo, onde por¢cdes
de matriz extracelular associadas a microrganismos sao liberadas, e a superficial, a
qual se da pelo crescimento do préprio biofilme (KASNOWSKI et. al., 2010).

A disperséo ocorre devido a mecanismos ativos ou passivos. Os ativos estao
associados a presenca de estruturas bacterianas ou com a producéo de substancias
extracelulares. Os passivos sdao mediados por forcas externas, sendo elas de
cisalhamento ou eroséo, referente a eliminacdo continua de células individuais ou em
pequenos grupos, em baixos niveis, durante os ultimos estagios da formacédo do
biofilme e de abraséo, que esta relacionada ao desprendimento devido a colisdo de
particulas sdlidas com o biofilme. No entanto, a dispersédo pode ser induzida pela
intervencdo humana através de meios quimicos, fisicos e remocao biolégica e
também por relagdes entre espécies, como competicdo, mutualismo, predacdo ou
parasitismo (WINKELSTROTER et al., 2014).

Na industria de alimentos, os biofilmes sédo capazes de se acumular em uma
variedade de substratos, a exemplo do ago inox, vidro, borracha, polipropileno,
formica, ferro, polietileno de baixa densidade e policarbonato. E valido ressaltar que o
biofilme, quando submetido ao calor, pode cristalizar e formar depdsitos ou crostas
muito aderentes, favorecendo a protecdo de novos microrganismos e dificultando
ainda mais a eficacia da higienizacdo (KASNOWSKI et. al., 2010).
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Os microrganismos formadores de biofilmes podem causar danos e
deterioracéo aos alimentos, gerando alterac6es na aparéncia, odor, cor e sabor. Além
de propiciarem espacgo e condi¢Oes para a proliferagdo de microrganismos, podem
gerar a corroséo das superficies de equipamentos, reduzindo sua vida util, por outro
lado, a formacédo de biofilmes microbianos, dependendo das espécies, podem até
proteger a superficie de corrosédo (BOARI, 2008; KASNOWSKI et. al., 2010; OLIVEIRA
et al., 2010; SHI e ZHU, 2009).

Biofilmes compostos por bactérias patogénicas, como a L. monocytogenes,
geram graves danos na industria de alimentos, principalmente porque 0s mecanismos
de sobrevivéncia ainda ndo foram totalmente elucidados, porém foi identificado que
os flagelos, proteinas associadas ao biofilme e a comunicacao célula-célula possuem
um papel significativo no processo de formagéo de biofilmes pela L. monocytogenes
(KOCOT e OLSZEWSK, 2017).

Uma medida eficaz para prevenir a formacdo de biofiimes microbianos € a
aplicacao de procedimentos operacionais de higienizagéo eficientes (KASNOWSKI et.
al., 2010; SHI e ZHU, 2009). A higieniza¢cao adequada dos equipamentos e a higiene
pessoal do manipulador, no processamento de alimentos prontos para consumo, € de
fundamental importancia. Bem como um desing adequado dos equipamentos, ja que
a microtopografia da superficie pode dificultar a limpeza, pois fendas e imperfei¢cdes
podem proteger células aderidas. (FORSYTHE, 2013).

2.3. Presuntos Suinos

No periodo entre 2007 e 2017, no Brasil, o Ministério da Saude registrou 7170
surtos de doencgas transmitidas por alimentos, no entanto destes 70,6% nao tiveram o
agente identificado e em 57,1% dos casos néo identificacdo do alimento causador. Os
produtos carneos e derivados foram confirmados em 2,1% dos surtos (BRASIL, 2017).

A maioria dos surtos alimentares € resultado da associacéo entre a ingestao de
alimentos contaminados pela manipulagéo inadequada e conservacao ou distribuicao
em condic¢des improprias. Algumas bactérias, como L. monocytogenes e Escherichia
coliO157:H7, apresentam doses infectantes com valores muito baixos, permitindo que
haja infeccdo se ndo houver outra etapa pés-processamento que elimine esses
microrganismos (OLIVEIRA et. al., 2010).
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Nesse contexto, um aspecto importante a ser considerado é a salubridade dos
alimentos, pois a populacdo vem apresentando mudancas nos habitos alimentares,
fator que gera uma crescente preferéncia por alimentos prontos para consumo. Sabe-
se que a maioria dos agentes patogénicos séo destruidos por tratamentos térmicos,
entretanto os alimentos prontos para consumo nao necessitam ser reaquecidos pelo
consumidor, aumentando o risco da ocorréncia de doencas transmitidas por alimentos
(MARTINS et al., 2011; BRASILEIRO et al. 2016).

Ha uma crescente preocupacdo quanto a importancia de produtos carneos
derivados de suinos como possiveis veiculadores de L. monocytogenes, (FAI et al.,
2011; GAMBOA-MARIN et al., 2012). A presenca do agente patogénico, em suinos,
esta associado ao fato que estes animais sédo transportadores de L. monocytogenes,
pois foi demonstrado que a carne suina é capaz de alojar est4 bactéria em tonsilas e
no intestino. Assim, se durante a evisceracao ha ruptura de 6rgaos, a carcaca pode
ser contaminada (GAMBOA-MARIN et al., 2012).

No ultimo trimestre de 2016, 10,81 milhdes de cabecas de suinos foram
abatidas, valor que representa aumentos de 0,8% em relacdo ao trimestre anterior e
de 5,8% em relacdo ao mesmo periodo de 2015. Este resultado € considerado um
recorde desde o0 ano de 1997, quando iniciaram as pesquisas na area. No total em
2016 foram abatidas 42,32 milhdes de cabecas de suinos, que caracteriza um
aumento de 7,8% em relagdo ao ano de 2015 (IBGE, 2017).

Na producdo de embutidos, destaca-se o uso da carne suina. As carnes
utilizadas no preparo devem ser livres de aponeuroses, de residuos de sangue e
sujidades, sendo conservadas em baixa temperatura. (ROCCO, 1996). O presunto é
o produto céarneo industrializado obtido exclusivamente com o pernil de suinos,
desossado, adicionado de ingredientes, e submetido a um processo de cozimento
adequado (BRASIL, 2000). Caracteriza-se por apresentar minimo de 14% de proteina
bruta, pH entre 5,9 e 6,1 e atividade de 4gua na faixa de 0,91 a 0,97, parametros que
tornam esse produto bastante susceptivel a contaminacdo bacteriana (FAI et al.,
2011).

No preparo de produtos fatiados prontos para consumo, tais como presunto
suino, uma maquina fatiadora de frios € comumente utilizada como ultimo passo do
processo, seguido da embalagem do produto. S&o itens que se encontram disponiveis

na sec¢ao de alimentos refrigerados dos supermercados, fornecidos por industrias que
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produzem em maior escala ou fatiados na propria loja, 0 que o0s torna mais populares
com grande demanda (SHEEN, 2008). Em estabelecimento varejistas, a ocorréncia
de agente patogénicos, como a L. monocytogenes, em produtos carneos prontos para
consumo, foi associada com contaminacdo cruzada durante as operagdes pos-
processamento (BRASILEIRO et al. 2016).

O processo de fatiar esses produtos, que ndo sofrerdo um posterior tratamento
térmico, é considerado uma importante etapa no monitoramento da contaminagéo por
L. monocytogenes durante a producdo (SHEEN, 2008). Sakate et al., 2003 em suas
45 amostras analisadas de salame, identificaram trés que apresentaram populacoes
de L. monocytogenes, sendo duas pertencentes ao sorotipo 1/2a e uma ao 1/2b. Em
estudos realizados na Nova Zelandia sobre o risco microbioldgico da L.
monocytogenes, em paté, pastas de carne e embutidos carneos foram considerados
0S maiores riscos relativos no grupo de produtos prontos para consumo (FORSYTHE,
2013).

2.4. Sanitizantes utilizados em estabelecimentos manipuladores de

alimentos

A sanitizacdo é a etapa do processo de higienizacdo que corresponde ao
conjunto de procedimentos realizados para garantir condi¢des ideais de higiene do
estabelecimento e do processo. Dentre 0s grupos de sanitizantes, pode-se destacar

o cloro e seus derivados e os quaternarios de amoénia (BERTIN e MENDES, 2011).

Desinfetantes a base de cloro, principalmente o hipoclorito de sodio, sao
bastante utilizados na industria de alimentos, devido ao seu amplo espectro contra
bactérias, alta eficacia e baixo custo (SILVA et al., 2017; HENRIQUES e FRAQUEZA,
2017). Possui acao capaz de destruir a capsula bacteriana de protecéo e oxidacao do
protoplasma celular. Também formam cloraminas toxicas, as quais alteram a
permeabilidade celular e, dessa forma, comprometem a regeneracdo enzimatica
(NASCIMENTO et al., 2010).

Além do cloro, a aménia quaternaria também pode ser aplicada, por ser um
tenso ativo catiénico eficaz contra diversos patdogenos (HENRIQUES e FRAQUEZA,
2017). Sua acdo ocorre quando entra em contato com membrana celular dos
microrganismos, pois possui a capacidade de alterar a permeabilidade da mesma,
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devido ao estimulo da glicolise e assim acarretando um esgotamento celular
(NASCIMENTO et al., 2010).

Um sanitizante ideal deve atender a alguns requisitos, sendo eles: nao ser
COITOSiVO aos equipamentos, ndo ser toxico, ter enxague facil, possuir uma acao
rapida, ser econémico e ter condicdo para ser armazenado. Nesse contexto, devem
ser avaliadas as vantagens e desvantagens de utilizacdo antes da escolha do produto
(NASCIMENTO et al., 2010).

Antes da aplicacdo do sanitizante, € essencial conhecer sua funcao,
concentracao efetiva, modo de acéo e a forma como devem ser usados, para otimizar
sua aplicacéo e obter um efeito satisfatério com uma quantidade minima (SILVA et al.,
2017). As células bacterianas podem apresentar sensibilidades diferentes a uma
determinada concentracdo bactericida. Bem como o desenvolvimento da resposta
adaptativa por células de biofilme como resultado de uso excessivo do desinfetante
(OLSZEWSKA, et al., 2016).

Os desinfetantes de uso ja consolidado na inddstria alimenticia apresentam, de
modo geral, acdo satisfatdria contra microrganismos na forma planctdnica, no entanto
em biofilme pode haver uma alteracéo a resposta dos mesmos (OLSZEWSKA, et al.,
2016; HENRIQUES e FRAQUEZA, 2017). Além disso, podem restar residuos das
sujidades, onde o0s microrganismos poderdo continuar o seu desenvolvimento,
favorecendo a formacdo dos biofilmes microbianos (NASCIMENTO et al., 2010;
PERACHI et. al., 2011). Também é importante considerar que a atividade germicida
do produto esta relacionada com algumas condicdes, dentre elas as variaveis fisico-
guimicas dos sanitizantes, tempo em contato com a superficie, tipo de superficie,
espécie e concentracdo dos microrganismos presentes (NASCIMENTO et al., 2010).

Para microrganismos como L. monocytogenes, fatores tais como temperatura,
dureza da agua, caracteristicas da superficie e residuos de alimentos dificultam a
eficacia dos procedimentos de sanitizacao, fornecendo condi¢cdes para a geracéao de

uma fonte potencial de contaminagao aos alimentos (BOLOCAN et al., 2016).

s

Portanto, € importante realizar o monitoramento do procedimento de
desinfeccao para identificar se 0 mesmo foi realizado de forma satisfatéria. As formas
utilizadas envolvem a avaliagdo visual, avaliagdo do cumprimento das etapas e
procedimentos previamente estabelecidos e avaliagdo da carga microbiana, através

de analises laboratoriais (BERTIN e MENDES, 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Realizar a pesquisa de Listeria monocytogenes formadoras de biofilmes em

presuntos fatiados e avaliar sua sensibilidade aos sanitizantes.

3.2. Especificos

e Avaliar a ocorréncia de L. monocytogenes em amostras de presuntos fatiados;
e Determinar a capacidade da L. monocytogenes produzir biofilmes in vitro;
e Testar a sensibilidade de amostras de L. monocitogenes, que apresentaram

capacidade de formar biofilmes, frente a acdo de sanitizantes.
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Listeria monocytogenes formadoras de biofilmes em presuntos fatiados e sua

sensibilidade aos sanitizantes

RESUMO

Listeria monocytogenes é um patdgeno relevante nas contaminagdes de alimentos prontos para
consumo, pois é o agente etiologico responsavel pela listeriose. Objetivou-se com esse estudo
realizar a pesquisa de L. monocytogenes em presuntos fatiados e avaliar a sensibilidade aos
sanitizantes. Foram adquiridas 40 amostras de presuntos fatiados em supermercados na cidade
de Recife - PE, sendo nove provenientes de supermercados de grande porte e 31 de
supermercados de médio porte. No isolamento, 25g de cada amostra foi enriquecida em Caldo
Demi Fraser e Caldo Fraser e semeadas em Agar Seletivo Listeria segundo Ottaviani e Agosti.
A avaliacdo da capacidade de formacdo de biofilme e a avaliagdo dos desinfetantes sobre os
biofilmes de L. monocytogenes em formagéo e consolidados in vitro foi realizada em placas de
microdiluigdo de poliestireno. Foram utilizados cloro na concentragdo de 5% e amonia
quaternaria a 10%. Identificou-se a presenca de L. monocytogenes em 22,22% (02/09) das
amostras adquiridas em supermercados de grande porte da cidade e em 25,8% (08/31) nos
supermercados de médio porte. No teste de formacao de biofilmes in vitro, dois isolados foram
capazes de formar biofilme, ambos classificadas como fortes formadores. Nos biofilmes em
formacéo, as duas bactérias apresentaram aderéncia moderada frente ao cloro e ja em relacdo a
amoOnia quaternaria o isolado proveniente do supermercado de grande porte apresentou fraca
aderéncia e o pertencente ao supermercado de médio porte ndo apresentou aderéncia. Os
biofilmes consolidados apresentaram reducdo da aderéncia frente a ambos desinfetantes,
obtendo-se com o cloro uma reducdo de 75,44% e 79,76% nos isolados dos supermercados de
grande e médio porte respectivamente. A acdo da amodnia quaternaria frente aos mesmos

representou uma diminuicdo de 64,84% e 66,13% dos biofilmes. A presenca de L.
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monocytogenes, principalmente das cepas com capacidade de formar biofilmes, em presuntos
fatiados € um fator relevante na satde Gnica. E necessaria uma fiscalizagdo mais rigorosa, nos
estabelecimentos, referente a utilizacdo de sanitizantes adequados no processo de higienizagéo,
bem como a correta aplicacdo dos mesmos e a constante educacdo dos manipuladores de

alimentos.

Palavras-chave: Alimentos prontos para consumo; Embutidos Microrganismos patogénicos;

Saude Unica.

INTRODUCAO

O crescimento da demanda de produtos carneos industrializados, refrigerados e prontos
para 0 consumo, vem contribuindo para a elevacdo do risco de doencas transmitidas por
alimentos, aumentado a possibilidade de contaminacdo cruzada durante as etapas poés-
processamento (FAI, et al., 2011; WANG, et al, 2016; LEONG et al., 2017).

Listeria monocytogenes é um patdgeno de destaque nessas contaminagdes, pois é o
agente etioldgico responsavel pela listeriose, enfermidade de baixa incidéncia, porém uma alta
taxa de mortalidade (LIU et al., 2015; LUCHANSKY et al., 2017; LUO et al., 2017). A
manifestacdo pode ser invasiva, podendo levar a septicemia e meningite ou ndo invasiva, cujo
quadro clinico de gastroenterite vem acompanhado de febre e vomitos (IACUMIN et al., 2016).

A L. monocytogenes € ubiquitaria, sendo encontrada em diversos ambientes, como o
solo, a &gua, animais e seres humanos, fator que torna dificil sua eliminacdo do ambiente de
processamento de alimentos (IACUMIN et al., 2016; LEONG et al., 2017). Além disso, a L.
monocytogenes é capaz de formar biofilmes em superficies bioticas ou abiéticas, incluindo os
ambientes de processamento de alimentos. Esse biofilme é composto por exopolissacarideos,
proteinas e acidos nucléicos e, apds sua consolidacéo, torna-se mais dificil de ser removido (LI

etal., 2018).
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Como medidas de prevencdo e controle, desinfetantes quimicos sdo adotados na
higienizacdo das superficies que entram em contato com alimentos, visando a eliminagdo dos
microrganismos (BELTRAME et al., 2015). Compostos a base de cloro e aménia quaternaria
sdo frequentemente empregados, devido a facilidade de aplicagdo e baixo custo (SILVA et al.,
2017). Objetivou-se com esse trabalho realizar a pesquisa de L. monocytogenes em presuntos
fatiados em supermercados da cidade do Recife-PE e a avaliar sua sensibilidade aos
sanitizantes.

MATERIAL E METODOS

Foram adquiridas 40 amostras de presuntos fatiados, em estabelecimentos varejistas na
cidade de Recife-PE, sendo uma amostra obtida por estabelecimento. Nove amostras foram
provenientes de supermercados de grande porte e 31 de supermercados de médio porte. Elas
estavam dentro do prazo de validade estabelecido nas etiquetas pelo local que as manipulou e
embalou. As amostras foram acondicionadas e transportadas, em caixas isotérmicas contendo
gelo reciclavel, para o laboratorio onde se realizou as analises.

Para o isolamento, se utilizou 25g por amostra de presunto e o método aplicado foi o
ISO 11290-1:1996/Amd.1:2004, com adaptacdes, as quais incluem a semeadura por
esgotamento em placas de Petri contendo agar Chromocult Listeria Seletivo de acordo com
Ottaviani e Agosti - ALOA (Merck®), suplementado com 5mg de Anfotericina B (Laborat6rio
Cristalia) e 10mg de Ceftazidima (Antibidticos do Brasil - ABL).

As colbdnias que apresentaram caracteristicas sugestivas de L. monocytogenes foram
identificadas através de suas caracteristicas morfo-tintoriais e bioquimicas. A coloracdo de
Gram e os testes de motilidade em meio SIM, catalase e CAMP foram realizados de acordo
com Barrow e Feltham, 1993. O teste de - hemolise foi executado conforme Pagotto et al.,

2001. Utilizou-se como controle positivo de L. monocytogenes a cepa American Type Culture

30



Collection, fornecida pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (ATCC®

19115™),

Para a avaliagdo da producdo de biofilme, foi utilizada a metodologia segundo
Rodrigues et al. (2010), com adaptac6es, onde colbnias isoladas de L. monocytogenes foram
inoculadas em tubos contendo 3mL de Caldo Triptona Soja (Himedia®) até turvacdo 0.5 de
MacFarland e incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas. Apds esta etapa, 100ul
da solucdo foram inoculados em placas de microdiluicdo de 96 pogos e seguiu-se a incubagéo
a 37°C por 24 horas. Em seguida, o contedo de cada poco foi aspirado e estes foram lavados
trés vezes com &gua destilada estéril. A secagem das placas ocorreu em temperatura ambiente.
As células aderidas foram coradas com 200ul violeta de genciana a 0,25%. Apds 5 minutos da
aplicacdo do corante, os pogos foram submetidos a lavagem e secagem, como descrito
anteriormente, e foram adicionados 200ul de alcool: acetona na proporcéao 80:20. Em cada placa
foi utilizado um poco contendo somente Caldo Triptona Soja como branco, uma cepa de
Escherichia coli ATCC® DH 5a como controle negativo e os testes foram realizados em
triplicata. A leitura da densidade dptica dos pocos foi realizada por espectrofotometria a 620nm.
Para classificar os isolados quanto a producdo de biofilme, foi medida a densidade 6tica média
(DO) do controle negativo (DOcn) e comparada com a DO média dos isolados (DOis), sendo
estes classificados como: negativo (DOjs< DOcn); fraco (DOcn<DO)s<2.DOcn); moderado

(2.D0cn<DO)s<4.DOcn); forte (4.D0cn<DOis) formadores de biofilme.

Para avaliar a sensibilidade dos isolados frente aos sanitizantes, foram testados dois
produtos, sendo eles: cloro na concentracdo de 5% e aménia quaternaria a 10%. Ambos nas
devidas diluicdes preconizadas pelo fornecedor. Os produtos tém seu uso autorizado pelo

Ministério da Saude para ambientes que manipulam alimentos.
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A avaliacédo dos desinfetantes sobre os biofilmes de L. monocytogenes em formagéo e
consolidados foi realizada conforme Peixoto et al. (2015), com altera¢Ges. Para os dois testes
as colonias de L. monocytogenes formadoras de biofilmes foram inoculadas em tubos contendo
3mL de Caldo Triptona Soja (Himedia®) até turvacdo 0.5 de MacFarland e incubadas a 37°C
por 24 horas. Para o biofilme em formag&o, adicionou-se 100ul da solu¢do juntamente com
100ul do sanitizante, em placa de microdiluicdo de 96 pogos, e seguiu-se a incubacgéo a 37°C
por 24 horas. Ao final desse periodo, o contetido de cada poco foi aspirado e foram realizadas
trés lavagens com &gua destilada estéril. A secagem da placa ocorreu em temperatura ambiente
e as células aderidas foram coradas com 200ul violeta de genciana a 0,25% por 5 minutos.
Novamente os pocos foram lavados e submetidos & secagem. Em seguida, foram adicionados
200ul de alcool:acetona na proporcao 80:20. Em cada placa foi utilizado um poco contendo
somente Caldo Triptona Soja como branco, uma cepa de Escherichia coli ATCC® DH 50 como
controle negativo e os testes foram realizados em triplicata. A leitura da densidade éptica (DO)
dos pocos foi realizada por espectrofotometria a 620nm. A determinacdo do grau de aderéncia,
foi realizada conforme Merino et al., 2009, onde foram utilizadas as seguintes equacdes: (DO)s<
DOcn) negativo; (DOcn<DO)s<2.DOcnj fraco; 2.DOcn<DO)s< 4.DOcn = moderado; DOis>4.

DOcn = forte.

Para os biofilmes consolidados, adicionou-se 100ul da solugdo em placa de
microdiluicdo de 96 pocos e seguiu-se a incubacdo a 37°C por 24 horas. Em seguida, o conteido
de cada poco foi aspirado e trés lavagens com agua destilada estéril foram realizadas. Apés a
secagem em temperatura ambiente, adicionou-se 200ul do sanitizante testado em cada pogo e
realizada de imediato uma leitura da densidade Optica a 620nm. A placa foi incubada a 37°C
por 24 horas e, logo em seguida, foi realizada a segunda leitura da densidade dptica. A
interpretacdo dos resultados foi realizada conforme Marino et al. (2010), onde a DO dos pocos

foi determinada imediatamente apos a adi¢do do sanitizante (Oh) e 24 horas apds incubacgéo da

32



placa a 37°C, por espectrofotometria a 620nm, sendo a acdo dos sanitizantes no biofilme

consolidado definida pela equacdo: 100 - [(DO24h média /[DOOh média) x 100].

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as nove amostras coletadas em supermercados de grande porte na cidade do
Recife, duas apresentaram resultado positivo para a contaminagdo por L. monocytogenes,

identificando-se assim 22,22% (02/09) de amostras positivas (Tabela 1).

Identificou-se a presenga de L. monocytogenes em oito amostras das 31 amostras
adquiridas em supermercados de médio porte, também da cidade do Recife-PE, resultando em

um percentual de 25,8% (8/31) de amostras positivas (Tabela 2).

A presenca de amostras apresentando contaminacdo por L. monocytogenes é uma
constatacdo importante, tendo em vista que os produtos sdo provenientes de supermercados
pertencentes a redes que possuem programas de higienizacdo e sanitizantes aprovados pelo

Ministério da Satde em suas instalagdes.

Estudo realizado por Fai et al. (2011) obteve um resultado superior ao apresentado nesse
trabalho, pois isolaram L. monocytogenes em 17 das 40 amostras de presuntos fatiados, obtendo
assim 42,50% de isolados, dos supermercados, de grande e médio porte da cidade de Fortaleza
- CE.

Alguns pesquisadores apresentaram resultado inferiores, dentre eles Pettinati et al.
(2006) que avaliaram a presencga da bactéria em 14% amostras de salsichas provenientes de
estabelecimentos varejistas da cidade de Sdo Paulo - SP, pois obtiveram 56 isolados de L.
monocytogenes dentre 394 amostras testadas.

Lapenda (2010), que isolou 21 cepas da bactéria em 47 amostras de presuntos e
salsichas, identificou a presenca de L. monocytogenes em 12,5% (06/47) e 6,25% (03/47) das

amostras de presunto e em 10,42% (05/47) e 14,58% (07/47) das amostras de salsichas,
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respectivamente em supermercados e em mercados publicos da cidade do Recife — PE.
Cornelius et al. (2008) realizaram o isolamento de L. monocytogenes em dez amostras de
presuntos fatiados dentre as 301 pesquisadas em supermercados nas cidades de Auckland,
Wellington e Christchurch, na Nova Zelandia, representando 3,3% do total.

Os valores identificados, neste estudo, indicam a necessidade de uma maior atencéo,
dos oOrgdos ligados a salde publica, para o estabelecimento de padrdes para a presenca do
microrganismo em produtos carneos, principalmente prontos para consumo. Tendo em vista
que a L. monocytogenes apresenta uma dose infectante baixa, a contaminacao é facilitada se
ndo houver outra etapa pds-processamento para elimina-la antes do consumo (OLIVEIRA et.

al., 2010).

O presunto sofre tratamento térmico suficiente para eliminar a L. monocytogenes, o que
sugere que a contaminacdo, desse alimento, ocorra em etapas pos-processamento, estando
relacionada a contaminagdes cruzadas durante a manipulacédo do produto. A etapa de fatiamento
eleva o risco de contaminacdo, devido as condi¢des de higiene durante a manipulacdo e ao
contato com superficies higienizadas de forma inadequada (FAI et al., 2011). Para eliminar a
contaminacdo da L. monocytogenes em produtos prontos para consumo, S80 Necessarios
treinamentos adequados para que os manipuladores se informem da necessidade de realizar o

processo de higienizacio corretamente (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2010).

Nesse contexto, é valido ressaltar a capacidade da L. monocytogenes formar biofilmes
em superficies que entram em contato com alimentos, os quais dificultam sua remocdao através
do processo de sanitizacdo (KOCOT e OLSZEWSK, 2017). Essa condi¢do sugere que o
microrganismo pode estar presente em maquinas de fatiadoras de frios, mas também pode
persistir em ambientes industriais.

Quando submetidas ao teste de formac&o de biofilmes in vitro, identificou-se duas cepas

de L. monocytogenes capazes de formar biofilme, representando um valor total de 20% (02/10),
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sendo uma (Isolado 1) proveniente de um supermercado de grande porte representando 50%
(01/02) e a outra (Isolado 2) pertencente ao grupo dos supermercados de médio porte,
correspondendo ao valor de 12,5% (01/08).

Identificou-se, nos biofilmes em formacdo, diferentes resultados para os produtos
testados. Ambos os isolados, quando tratados com o cloro, apresentaram aderéncia moderada.
Frente a amonia quaternaria, houve uma melhor resposta, pois o isolado 1 se apresentou com
fraca aderéncia e o isolado 2 ndo apresentou aderéncia. Nos biofilmes consolidados, o cloro
apresentou diminuigdo na aderéncia nas amostras testadas, obtendo uma reducéo de 75,44% e
79,76% nos isolados 1 e 2, respectivamente. A acdo da amdnia quaternaria frente representou
uma diminuigéo de 64,84% no isolado 1 e 66,13% no isolado 2 (Tabela 3).

A presenca de 20% dos isolados formadores de biofilmes se assemelha com resultados
obtidos por Carandina (2013) que avaliou isolados de L. monocytogenes obtidos de amostras
de ambientes de laticinios, queijos e salmouras, em Pirassununga — SP, e identificou que 16,2%
(06/37) dos isolados foram capazes de formar biofilmes, nos ensaios em microplaca de
polistireno. Ja Bonsaglia (2012), que avaliou cepas de L. monocytogenes, isoladas de amostras
de leite, vegetais e ambientes de processamento em Botucatu - SP apresentou um valor
percentual inferior a esse estudo, pois obteve 6,2% (02/32) dos isolados capazes de aderir em
placas de microdiluicdo. Nesse contexto, é importante considerar a presenca de cepas
formadoras de biofilmes em diferentes alimentos e ambientes, condicéo facilitada por se tratar
de uma bactéria ubquitaria. Além disso, L. monocytogenes possui a capacidade de suportar
diversos estresses ambientais e persistir em ambientes de manipulacdo de alimentos

(MEDRALA etal., 2003; SILVA et al., 2017).

As amostras isoladas foram classificadas como fortes formadoras de biofilmes. Essa
capacidade de adesdo pode ser influenciada pelas caracteristicas da superficie aderente, pH,

temperatura e das particularidades da bactéria (SILVA et al., 2017).
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Ambos os sanitizantes foram capazes de reduzir a aderéncia nos biofilmes em formacéo
e consolidados, no entanto o desinfetante a base de aménia quaternéria apresentou um melhor
desempenho, corroborando com o estudo realizado por Silvaetal., 2017, o qual avaliou isolados
de L. monocytogenes provenientes de amostras de superficies de equipamentos de um Agougue
e obteve reducdo da aderéncia, dos biofilmes em formacéo e consolidados, utilizando ambos os

sanitizantes, porém a amonia quaternéria foi mais eficiente que o cloro.

Os tratamentos realizados com o sanitizante a base de cloro apresentaram uma melhor
eficiéncia para reduzir o biofilme consolidado, em ambos os isolados, em relagéo ao biofilme
em formagdo. Folsom e Frank (2006), que identificaram uma maior resisténcia de L.
monocytogenes ao cloro quando se apresenta em células planctonicas, em relacdo ao biofilme
consolidado. Afirmam ainda que a resisténcia do biofilme constituido por L. monocytogenes a
esse sanitizante tem relagdo com caracteristicas genéticas, ndo identificando essa relagéo para
as células livres. Outro fator relevante é o pH do produto, pois solugdes de cloro abaixo da
neutralidade tendem a mais eficientes contra as células de vida livre (BREMER et al. 2002).
Entretanto a partir de informacdes da ficha técnica do sanitizante pode-se constatar que o

mesmo apresenta um pH alcalino que varia entre 12,5 e 13,5.

A acdo do quaternario de amonio foi bastante significativa nos biofilmes em formacao,
corroborando com a informacdo contida na ficha técnica do produto, a qual informa que o
desinfetante é eficiente no controle da L. monocytogenes em sua forma livre. Além disso, 0
sanitizante conseguiu reduzir a aderéncia dos biofilmes consolidados, ndo havendo, no entanto,

uma atuacao satisfatoria em relacéo ao biofilme em formagéo.

Uma vez que um biofilme estd formado, sua remog&o torna-se mais dificil (LI et al.,
2018). Tratamentos com desinfetante mostraram pouco efeito em biofilme. Além disso, as

bactérias associadas a matriz do biofilme podem diminuir a sensibilidade aos desinfetantes, em
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comparagdo com as células planctdnicas, ao longo do tempo, pois a matriz de
exopolissacarideos forma uma barreira que dificulta a penetragdo dos sanitizantes, impedindo
a atuacdo dos mesmos nas camadas internas (BAN E KANG, 2016; OLSZEWSKA et al., 2016;

Lletal, 2018).

Foi identificado que as células de L. monocytogenes podem apresentar resisténcia ao
tratamento com o cloro e com amdnia quaternaria (LIU et al., 2017). A dispersdo do
microrganismo no ambiente € desencadeada por mudancas ambientais ou nutricionais no
biofilme (WOOD et al.,, 2011). Assim essas formagOes sdo capazes de desenvolver
caracteristicas adaptativas a exposicao reincidente a desinfetantes, tornando mais dificil o

controle e a erradicacgdo dos biofilmes (SILVA et al., 2017).

O isolamento de L. monocytogenes formadoras de biofilmes em alimentos é um aspecto
de relevancia na satde publica, a medida que o biofilme permite uma maior disseminacdo da
bactéria, a qual pode se distribuir no ambiente e iniciar ligagdes em outras superficies

facilitando assim a contaminacdo dos alimentos (OLSZEWSKA et al., 2016)

CONCLUSOES

A presenca de L. monocytogenes, principalmente das cepas com capacidade de formar
biofilmes, em presuntos fatiados provenientes de redes de supermercados de médio e grande, é
um fator relevante na salde Unica, tendo em vista que se trata de um alimento pronto para
consumo. E necessaria uma fiscalizagdo mais rigorosa, nos estabelecimentos, referente a
utilizacdo de sanitizantes adequados no processo de higieniza¢do, bem como a correta aplicacao
dos mesmos e a constante educacao dos manipuladores de alimentos para possibilitar melhores
condicdes de higiene e evitar a contaminacdo cruzada, visando combater a L. monocytogenes e
prevenir a formacdo de biofilmes pelo microrganismo.
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Tabela 1. Frequéncias absoluta e relativa dos resultados, para presenca de L. monocytogenes,
das amostras de presuntos adquiridas em supermercados de grande porte da cidade do Recife —
PE.

Amostras Frequéncia Absoluta (FA) Frequéncia Relativa (FR)
Positivas 2 22,22%
Negativas 7 77,78%

Total 9 100%

Tabela 2. Frequéncias absoluta e relativa dos resultados, para presenca de L. monocytogenes,
das amostras de presuntos adquiridas em supermercados de médio porte da cidade do Recife —
PE.

Amostras Frequéncia Absoluta (FA) Frequéncia Relativa (FR)
Positivas 08 25,8%
Negativas 23 74,2%

Total 31 100%

Tabela 3. Classificacdo dos isolados de L. monocytogenes quanto a capacidade de formar
biofilmes e a interferéncia dos sanitizantes.

Capacidade de formar Aderéncia do biofilme em Reducéo da aderéncia do
biofilme formacéo biofilme consolidado
Isolado  Classificagdo Cloro Amonia Cloro Amonia
1 Forte Moderada Fraca 75,44% 64,84%
2 Forte Moderada  Sem aderéncia 79,76% 66,13%
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de L. monocytogenes, principalmente das cepas com capacidade
de formar biofilmes, em presuntos fatiados provenientes de redes de supermercados
de médio e grande, € um fator relevante na saude Unica, tendo em vista que se trata
de um alimento pronto para consumo. E necesséaria uma fiscalizacdo mais rigorosa,
nos estabelecimentos, referente a utilizacdo de sanitizantes adequados no processo
de higienizacédo, bem como a correta aplicacdo dos mesmos e a constante educacgao
dos manipuladores de alimentos para possibilitar melhores condi¢cdes de higiene e
evitar a contaminacdo cruzada, visando controlar a L. monocytogenes e prevenir a

formacdao de biofilmes pelo microrganismo.
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