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Resumo

Pereira, Ytaiara Lima. Ocorréncia de Salmonella spp. no abate de bovinos
no Rio Grande do Sul: viruléncia, resisténcia, formacao de biofilme e acdo
de Oleos essenciais. 2023. 93f. Dissertacado (Mestrado) — Programa de Poés-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

No Brasil a producao de carne possui grande importancia econdmica, tanto para
0 mercado interno quanto para as exportacdes. A forma mais efetiva de garantir
gue os produtos carneos sejam produzidos de forma segura é através do
monitoramento constante de microrganismos, como Salmonella. Ha alertas
mundiais acerca de surtos de origem alimentar e Salmonella spp. € um dos
principais agentes envolvidos. Neste contexto, o objetivo do estudo foi avaliar a
ocorréncia de Salmonella spp. em carcacas e fezes em abatedouros-frigorificos
e cortes carneos bovinos do varejo do Sul do Rio Grande do Sul, determinar o
perfil fenotipico de suscetibilidade tanto a antimicrobianos como a sanitizantes,
perfil de viruléncia, avaliar o potencial de formacéo de biofilme dos isolados e
testar a acdo de 6leos essenciais (OE) na remocéo do biofilme formado. Foram
avaliadas 50 carcacas bovinas provenientes do frigorifico A e 50 carcacas do
frigorifico B, ambos localizados na cidade de Pelotas-RS em quatro pontos da
linha de abate: couro apos a sangria (P1), fezes antes da oclusao do reto (P2),
carcacga apos a evisceracao (P3) e carcaca apos a lavagem final (P4). Também
foram amostradas fezes de colaboradores e 24 cortes carneos bovinos obtidos
no varejo. Para o isolamento de Salmonella spp. utilizou-se o0 método 1SO 6579,
com modificacdes. A pesquisa dos genes de viruléncia hilA, invA, spvC, pefA e
sefA foi realizada através da técnica de PCR. A suscetibilidade dos isolados aos
antimicrobianos e sanitizantes foi avaliada por meio do teste de disco-difusdo em
agar, concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima
(CBM). Para avaliar o potencial de formacao de biofilme de Salmonella spp.,
cupons de aco inoxidavel AISI 304 foram usados. Foi avaliada a atividade
antimicrobiana dos OE de andiroba, copaiba, pimenta-rosa e tomilho branco,
bem como sua agdo na remocao dos biofilmes formados. Do total de 100
carcacas avaliadas, seis estavam contaminadas por Salmonella, sendo a maior
taxa de isolamento observada no ponto apés a lavagem final (4 %), seguido do
ponto apos a evisceracao (2 %) e apos sangria (1 %). Em nenhuma amostra de
fezes de colaboradores e cortes carneos houve deteccdo de Salmonella. Os
isolados de Salmonella obtidos foram identificados como pertencentes ao
sorovar Agona. Por meio da PCR observou-se que todos os isolados (n=7)
apresentaram o0s genes de viruléncia hilA e invA, e apenas trés isolados
apresentaram os genes spvC, pefA e sefA. Os isolados de Salmonella foram
susceptiveis a ampicilina, amoxicilina, ceftazidima, tobramicina, tetraciclina,
sulfametoxazol/trimetroprima e cloranfenicol, intermediarios para imipenem (20
— 22 mm) e um isolado intermediario para ciprofloxacina (30 mm). Dentre os
sanitizantes testados, apenas clorexidina mostrou-se eficaz, com CIM e CBM de
8 ug.mL?. Os isolados apresentaram potencial de formacgéo de biofilme em aco
inoxidavel nas temperaturas de 4 °C (5,45 UFC.cm™? — 7 UFC.cm), 25 °C (5,22
UFC.cm2-7,11 UFC.cm™) e 37 °C (5,32 UFC.cm™? - 6,80 UFC.cm™). Os OE de
andiroba, copaiba e pimenta rosa (verde e madura) ndo apresentaram acao
antimicrobiana, porém o OE de tomilho branco apresentou agdo, com formacao
de halo variando entre 18 mm — 26 mm. Além disso, o OE de tomilho branco foi



eficaz em remover biofilmes de Salmonella spp. em cupons de aco inoxidavel na
concentragdo de 29,06 mg.mL. Desta forma, a presenca de Salmonella spp.
carreando genes de viruléncia em abatedouros-frigorificos gera um alerta quanto
a necessidade de medidas higiénico-sanitarias mais rigidas durante o abate.
Apesar dos isolados néo apresentarem resisténcia aos antimicrobianos testados,
houveram classificacbes intermediarias que podem vir a configurar uma
resisténcia no futuro. A baixa eficicia dos sanitizantes testados é preocupante,
uma vez que todos os isolados foram potencialmente formadores de biofilme
sobre aco inoxidavel. Em contra partida, a concentrac&o inibitoria minima para o
OE de tomilho branco foi satisfatoria, demonstrando seu potencial tanto em inibir
Salmonella como em remover os biofilmes formados.

Palavras-chave: Patdégeno alimentar. Produtos carneos. Processamento de
carcacas. Adesao bacteriana. Alternativa natural.



Abstract

Pereira, Ytaiara Lima. Occurrence of Salmonella enterica subsp. enterica in
cattle slaughter in Rio Grande do Sul and characterization of virulence,
resistance and potential for biofilm formation. 2023. 93f. Dissertacdo
(Mestrado) — Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

In Brazil, meat production has great economic importance for the domestic
market and exports. The most effective way to ensure that meat products are
produced safely is by constantly monitoring microorganisms such as Salmonella.
There are global warnings about foodborne outbreaks caused by Salmonella spp.
In this context, this study aimed to evaluate the occurrence of Salmonella spp. in
carcasses and feces slaughterhouses and beef cuts from retail stores in southern
Rio Grande do Sul, to determine the phenotypic profile of susceptibility to both
antimicrobials and sanitizers, evaluate virulence profile, to evaluate the potential
for biofilm formation of the isolates, and test the action of essential oils (EO) in
removing the formed biofilm. 50 beef carcasses from slaughterhouse A and 50
carcasses from slaughterhouse B, both located in Pelotas-RS were evaluated at
four points on the slaughter line: skin after bleeding (P1), feces before rectal
occlusion (P2), carcass after evisceration (P3), and carcass after final washing
(P4). Fecal samples from employees and 24 bovine meat cuts from retail were
also sampled. The ISO 6579 method with modifications was used to isolate
Salmonella spp. The hilA, invA, spvC, pefA, and sefA virulence genes were
detected using PCR. The susceptibility of the isolates to antimicrobials and
sanitizers was evaluated using the disk diffusion method on agar, minimum
inhibitory concentration (MIC), and minimum bactericidal concentration (MBC).
Stainless steel AISI 304 coupons were used to evaluate the potential of
Salmonella spp. biofilm formation. The antimicrobial activity of andiroba, copaiba,
pink pepper, and white thyme essential oils (EOs) and their action in removing
pre-formed biofilms was evaluated. Of the 100 evaluated carcasses, six were
contaminated with Salmonella, with the highest isolation rate observed at the
point after the final washing (4 %), followed by the point after evisceration (2 %)
and after bleeding (1 %). No Salmonella was detected in any retail meat samples
and employee feces. The Salmonella isolates were identified as belonging to
serovar Agona. Through PCR, all isolates (n=7) presented the virulence genes
hilA and invA, and only three presented the genes spvC, pefA, and sefA. The
isolates of Salmonella were susceptible to ampicillin, amoxicillin, ceftazidime,
tobramycin, tetracycline, sulfamethoxazole/trimethoprim, and chloramphenicol,
intermediate to imipenem (20 — 22 mm), and one isolate intermediate to
ciprofloxacin (30 mm). Among the sanitizers tested, only chlorhexidine was
effective, with MIC and MBC of 8 ug.mL1. The isolates showed biofilm-forming
potential on stainless steel at temperatures of 4 °C (5.45 CFU.cm? — 7 CFU.cm’
2), 25 °C (5,22 CFU.cm? - 7,11 CFU.cm?), and 37 °C (5,32 CFU.cm™? — 6,80
CFU.cm™). The essential oils of andiroba, copaiba, and pink pepper (green and
ripe) did not show antimicrobial action, but the essential oil of white thyme showed
action, with a halo formation ranging from 18 mm to 26 mm. In addition, the
essential oil of white thyme effectively removed Salmonella spp. biofiims on
stainless steel coupons at a concentration of 29,06 mg.mL™. Thus, the presence
of Salmonella spp. carryng virulence genes in slaughterhouses creates a warning
about the need for strict hygienic-sanitary measures during slaughter. Although



these isolates do not shown resistance to the tested antimicrobials, there were
intermediate classifications that may come to configure resistance in the future.
The low effectiveness of the sanitizers tested is worrying, since all isolates were
potentially biofilm forming on stainless steel. In contrast, the minimum inhibitory
concentration for thyme EO was satisfactory, demonstrating its potential in
inhibiting Salmonella and removing formed biofilms.

Keywords: Food pathogen. Meat products. Carcass processing. Bacterial
adhesion. Natural alternative.
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, a pecuaria vem crescendo devido a expansdo da
demanda mundial por alimentos, o0 que garante a América Latina se enquadrar
entre os maiores exportadores de carne bovina do mundo (FAO, 2022). De
acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no
periodo de janeiro a setembro de 2022, o Brasil abateu cerca de 22.198.949
milhdes de cabecas bovinas, o que totalizou 5.916.905 milhdes de toneladas de
carcacas produzidas (IBGE, 2022). A exportacdo dessa proteina in natura
circulou entre 2.478,2 toneladas de carcaca equivalente (TEC), o que garantiu o
Brasil no topo do rancking, se enquadrando como o maior exportador de carne
bovina do mundo, tendo a China, Hong Kong, Chile e EUA como principais
importadores de carne bovina in natura (ABIEC, 2022). No Brasil, o estado do
Rio grande do Sul foi o nono estado das unidades federativas a contribuir com a
exportacao (IBGE, 2022).

A comercializacdo de proteinas de origem animal anda em paralelo com
a qualidade e sanidade do produto, 0 que torna o mercado altamente
competitivo, obrigando os exportadores a se enquadrarem nas exigéncias dos
paises compradores. Dentre os paises que importam carne bovina do Brasil,
destaca-se a China, que exige rigorosos padrdes de protocolos sanitarios dos
produtos, que incluem informacdes acerca dos veterinarios encarregados da
inspecédo; potenciais fontes poluidoras no entorno da planta de abate; risco de
contaminacdo cruzada dentro da fabrica de processamento; limpeza das
instalagcdes, armazenamento e transporte; tratamento da agua usada na
producao dos alimentos entre outras exigéncias (ABIEC, 2022; CALIARI, 2019).

O processo de abate dos animais apresenta diversos pontos que podem
favorecer a contaminacao microbiolégica do produto, sendo esfola, evisceracao
e toalete, os que configuram maiores riscos a seguridade do produto final
(NETO;NUNES;SILVA, 2021). Os microrganismos considerados patogénicos e
deteriorantes sao responsaveis por grandes perdas econémicas, sendo fonte de
contaminacgao cruzada nos pontos da linha de abate e processamento, podendo
ser transportadas de um ambiente a outro por meio de manipuladores ou ainda
utensilios e equipamentos (SANTOS et al., 2021; SILVA et al., 2020). Em se
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tratando de produtos carneos no varejo, alguns pontos interferem na qualidade
do produto, sendo estes a manipulacdo, estocagem, embalagem, os quais

interferem diretamente na qualidade microbioldgica (SIMOES, 2021).

Salmonella spp. é uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae,
a qual engloba microrganismos gram-negativos considerados patogénicos.
Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), Salmonella spp. encontra-se
entre os principais agentes etiologicos identificados em surtos de Doencas de
Transmissdo Hidrica e Alimentar (DTHA) que s&o notificados ao Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificagdo (Sinan) no Brasil (BRASIL, 2022).
Possuindo duas espécies responsaveis por causar doencas em humanos, S.
enterica e S. bongori, que se subdividem em subespécies. Salmonella enterica
subsp. enterica possui grande relevancia e impacto para a saude publica e se
configura como importante patégeno com potencial zoondtico capaz de causar

doencas entéricas e até mesmo septicemias em humanos (CDC, 2022).

O uso indiscriminado de antimicrobianos tem gerado um alerta quanto ao
surgimento de microrganismos resistentes e até multirresistentes, ou seja,
agueles que apresentam resisténcia a trés ou mais antimicrobianos
concomitantemente, o que dificulta ou até mesmo inviabiliza a antibioticoterapia
como alternativa de tratamento. Esse fato ocorre ndo somente na medicina
humana, como também na medicina veterinaria, onde os antimicrobianos séo
utilizados para transformar o sistema de produgcdo mais rentavel, seja como uso
profilatico em doencas de rebanho ou ainda como promotor de crescimento,
possibilitando assim uma maior produtividade animal (WHO, 2022). Essa
resisténcia aos antimicrobianos ja € considerada um dos maiores desafios do
sistema de saude na atualidade, uma vez que coloca em risco a eficacia dos

tratamentos e profilaxias de doencgas contemporaneas (HUEMER et al., 2020).

As bactérias resistentes podem transitar entre homens e animais por meio
da alimentacdo, agua e meio ambiente gerando prejuizos também para o setor
econdmico de um pais, reforcando a importancia de politicas publicas que visem
frear esse uso errbneo de medicamentos, bem como incentivo para criacao de
novas classes de medicamentos que supram as atuais necessidades dos

microrganismos mutados e, por conseguinte, multirresistentes (HUEMER et al.,
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2020; LIMA; BENJAMIM; SANTOS, 2017) .

Falhas na higienizacdo de superficies, utensilios e equipamentos em
industrias de alimentos e o desenvolvimento de resisténcia a sanitizantes pelos
microrganismos, pode ocasionar a formacgéo de biofilmes, os quais se tornam
fonte de contaminagéo de produtos (SWART et al., 2016). Os biofilmes sao
estruturas complexas formadas por microrganismos que se mantém aderidos a
uma superficie através da producdo de uma matriz polimérica extracelular de
exopolissacarideos (EPS) (FENG et al., 2017). Essa matriz dificulta a remocao
de bactérias aderidas a surpeficies por meio de agentes sanitizantes comerciais
(CORCORAN et al., 2014).

O mercado vem buscando alternativas ao uso de sanitizantes comerciais
devido a inefichcia dos produtos ja utilizados pelo desenvolvimento da
resisténcia microbiana e devido a toxicidade desses produtos, focando em
substancias que nado sejam ofensivas a saude do consumidor. Assim, Novos
compostos com acdo antimicrobiana obtidos a partir de espécies vegetais, como
os Oleos essenciais, surgem como alternativa para o controle microbiol6gico e

ainda como agentes de remocao de biofiimes (MIR et al., 2018).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia de
Salmonella spp. em carcacas e fezes de bovinos em abatedouros-frigorificos e
cortes carneos bovinos do varejo do Sul do Rio Grande do Sul, determinar o
perfil fenotipico de susceptibilidade a antimicrobianos e sanitizantes, avaliar o
perfil de viruléncia, o potencial de formacdo de biofilme e a acdo de Oleos

essenciais na remocéao do biofilme formado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Carne bovina: importancia na alimentacéo e a veiculacao de patégenos

Uma das principais proteinas inseridas na dieta alimentar humana € a
carne, compreendendo uma excelente fonte de aminoacidos, de alguns
minerais, vitaminas e acidos graxos essenciais, sendo fundamental para o bom
funcionamento metabdlico (GOBERT et al., 2014). O rebanho bovino brasileiro
€ 0 segundo maior mundialmente, configurando um total de 196,47 milhdes de
cabecas, participando de 13,66 % do mercado internacional. Desse montante,
39,14 milhdes de cabecas foram abatidas, o que gerou 9,71 milhdes de TEC,
onde 25,51 % foram destinados a exportacao, ou seja, 2,48 milhdes de toneladas
exportadas (ABIEC, 2022). Vale ressaltar que desde o ano de 2020, o Brasil se
configura como o maior exportador de carne bovina, possuindo um dos maiores
rebanhos mundiais (EMBRAPA, 2021).

Com a crescente exportacdo de carne e carcacas bovinas, o Brasil vem
seguindo adaptacdes para atender ao mercado internacional, estando este
atento a qualidade dos produtos ofertados (VELHO et al., 2009; CALIARI, 2019).
Os produtos cérneos estdo frequentemente envolvidos em surtos alimentares,
uma vez que estdo associados a veiculacdo de patdgenos. Seu alto valor
nutricional e suas caracteristicas intrinsecas como pH e alta atividade agua
favorecem o crescimento dos microrganismos (RHOADES et al., 2009; SILVA et
al., 2020).

A contaminacéo das carcacas bovinas pode ocorrer em diversos pontos
do abate e em etapas que envolvem manipulacdo e processamento, entre eles
estdo a esfola, evisceracdo, cortes, embalagem, estocagem e resfriamento
(BORCH; ARINDER, 2002). Na industria de alimentos, o sistema de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) auxilia na deteccdo dos
principais pontos de contaminacado e de que forma essa problemética podera ser
contornada ou evitada, a fim de garantir a seguranca do alimento. No fluxograma
de abate bovino, os Pontos Criticos de Controle (PCC) envolvem a esfola,
evisceracdo e resfriamento (AZEVEDO, 2009; ARAUJO et al. 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as principais bactérias
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envolvidas nas Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar (DTHA) sé&o
Salmonella spp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus (BRASIL, 2018). A
presenca da Salmonella spp. em alimentos configura risco ao consumidor, sendo
um dos microrganismos patogénicos de maior relevancia para a carne bovina,
relatada em diversos estudos no Brasil e em outros paises (AQUINO et al., 1991,
ALMEIDA et al., 2002; BEACH et al., 2002; RANSOM et al., 2002; XAVIER,;
JOELE, 2004; NEL et al., 2004; BRASIL, 2011; COSSI, 2014; ARAUJO et al.,
2015).

No Brasil, ha legislagbes que determinam os padrées microbiolégicos dos
alimentos e a sua aplicabilidade, sejam estes de origem animal ou vegetal.
Assim, a RDC N° 724 de 2022 (BRASIL, 2022) e a IN N° 161 de 2022 (BRASIL,
2022) garantem a adequacéo dos produtos comercializados, prontos para o
consumo ou in natura, com a finalidade de garantir tanto a qualidade do produto,
como a saude do consumidor. Vale ressaltar que Salmonella spp. em todas as
categorias de alimentos deve estar ausente em 25 gramas de produto (BRASIL,
2022).

2.2 Salmonella enterica subsp. enterica: Aspectos importantes para a
saude publica

Salmonella € um género que pertence a familia Enterobacteriaceae e
apresenta duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori. A espécie
Salmonella enterica é subdividida em seis subespécies: enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Cada uma delas é dependente da
composicao de seus antigenos sométicos (O) e flagelares (H), sendo S. enterica
subsp. enterica a que possui maior niumero de sorovares (1.490) (BRASIL,
2011).

Esse género bacteriano possui o formato de bacilos curtos, com largura
de 0,4 a 1,5 um e comprimento de 2 a 5 um. Sao méveis através de flagelos
peritriquios em sua maioria, produzem gas H2S (sulfeto de hidrogénio) a partir
da fermentacéo da glicose e em sua maioria ndo fermentam lactose ou a fazem
lentamente. S&o oxidase negativa, catalase positivo, indol, Voges-Proskauer

(VP), Vermelho de Metila (VM), malonato e ureia negativa. Além disso, reduzem
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nitrato a nitrito e possuem também a capacidade de descarboxilar aminoacidos
como lisina e ornitina, bem como sdo capazes de usar como Unica fonte de
carbono o citrato (LEVINSON, 2011; BRASIL, 2011). Vale ressaltar que no caso
da Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum, além de ndo possuirem
mobilidade, também né&o produzem gés, sendo observado apenas em 5% delas.
Outras caracteristicas sado a nao formacao de esporos, hdo possuem capsulas e
sdo anaeroObios facultativos (ICMSF, 1996; YAN et al., 2003; D'AOUST;
MAURES, 2007; PUI et al.,, 2011). Vale ressaltar que podem crescer em
temperaturas que variam de 5 a 45°C, onde 37°C é a temperatura considerada
otima para sua multiplicacéo, o pH pode variar de 4 a 9, tendo a faixa de 7 como
ideal (MENDONCGCA, 2016).

A classificagdo taxondmica da Salmonella spp. passou por diversas
mudancas devido a diversidade de seus sorovares, despertando em um grupo
de pesquisadores microbiologistas a iniciativa de instituir a sorotipificacdo como
ferramenta de identificacao e classificacdo, sendo reconhecido com esquema de
Kauffmann-White em 1933 (BRASIL, 2011). Este baseia-se nos antigenos de
superficies presentes nesta bactéria, conhecidos como antigenos sométicos (O),
flagelares (H) e capsulares (Vi). Os antigenos O sdo nhomeados por numeros
arabicos (1, 2, 3...), os antigenos H por letras minusculas do alfabeto seguido de
nameros arabicos, porém, o niumero de antigenos H € superior a quantidade de
letras do alfabeto, portanto a Ultima letra (z) recebe expoentes numéricos (z1,
z2, z3...). Quanto ao antigeno Vi, existe apenas um tipo imunoldgico, presente
em S. Typhi, S. Dublin e S. Hirschfeldii (BRASIL, 2011; FRANCO; LANDGRAF,
1996).

Salmonella enterica habita o trato intestinal humano ou animal e sua
transmissdo para o meio ambiente ocorre através da excrecdo de fezes
contaminadas. Salmonella enterica apresenta uma ampla variedade de
hospedeiros, mamiferos ou néo, além de adaptacdo ao ambiente. A bactéria
pode ser encontrado no solo, agua, superficies de equipamentos e utensilios de
cozinha, na industria, fezes de animais e humanos (PEREIRA; SILVA, 2005;
SHINOHARA et al., 2008). Essa diversidade de fontes de transmissdo e/ou
contaminacdo predispde uma alta prevaléncia de infeccbes em humanos
(SHINOHARA et al., 2008; FERREIRA et al., 2013).
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A salmonelose é uma enfermidade de origem alimentar que causa
preocupacao mundial com alta incidéncia, sendo considerada uma das principais
causas de doencas alimentares no mundo (SANCHEZ-VARGAS, 2011; BRASIL,
2018). A infeccéo por Salmonella spp. pode ser classificada em quatro formas,
sendo elas: gastroenterite, sepse, febre entérica e colonizagdo assintomatica
(BENICIO, 2019; PUI et al., 2011). Em individuos imunocompetentes, a maior
parte dos sorovares nao tiféides esta associada a gastroenterite, ocasionando
uma infeccéo localizada no ileo terminal e célon. Os sintomas destas infec¢des
podem ser desconfortos abdominais, célicas, febre, nduseas, vémito e dor de
cabeca, sintomas estes inespecificos, ou seja, podem ser confundidos com
gualquer outra doenca gastrointestinal, sendo este um dos fatores de
subnotificacdo da doenca (PUI et al.,, 2011; BRASIL, 2018). Em individuos
iImunocomprometidos, as perdas de fungéo da barreira mucosa podem resultar

no desenvolvimento de bacteremia (PUI et al., 2011).

Quando se fala em prejuizos gerados pela Salmonella spp., os dados sé&o
preocupantes. Nos Estados Unidos da América (EUA) estima-se que a média
anual é de 1,35 milhdo de pessoas enfermas, 26,5 mil hospitalizadas e até 420
mortes. Os principais sorovares envolvidos nesses surtos sdo S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Newport e S. Javiana (CDC, 2022). Dados da Unido Européia
indicam que salmonelose foi a segunda infeccéo gastrointestinal transmitida por
alimentos mais comumente relatada em humanos ap6s a campilobacteriose,
sendo uma das principais causas de surtos de origem alimentar. Em 2021, o
namero de casos confirmados de salmonelose humana foi de 60.050 mil, 14,3
% mais elevado em comparagdo com a taxa em 2020. Os cinco principais
sorovares de Salmonella envolvidos nessas infecgoes foram: S. Enteritidis (54,6
%), S. Typhimurium (11,4 %), S. Typhimurium monofasico (1, 4,[5],12:i:-) (8,8
%), S. Infantis (2,0 %) e S. Derby (0,93 %) (EFSA; ECDC, 2022). Santos et al.
(2022), relataram quais os 10 principais sorovares de Salmonella isolados de
fontes humanas entre 2011 e 2020, tendo destaques para S. Typhimurium (29,4
%), S. Enteritidis (20,8 %) e S. Infantis (5,1 %). Nota-se a importancia que este

género bacteriano tem para a saude publica de um pais.

2.3 Problematica mundial da resisténcia antimicrobiana
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Os antimicrobianos sdo medicamentos que podem promover tanto a
eliminacdo como a inibicdo do crescimento de microrganismos e, portanto, séo
classificados como bactericidas ou bacteriostéticos respectivamente. Atuam em
nivel de parede celular, membrana plasmatica, sintese de proteinas e acidos
nucleicos (LOPES et al., 2016; YANG et al., 2016). Tanto na medicina humana
como na medicina veterinaria, sdo comumente empregados em procedimentos
terapéuticos contra infeccbes bacterianas primarias e, preventivamente, contra
as possiveis infec¢des secundérias (LOPES et al., 2016; WHO, 2020).

A resisténcia clinica aos antimicrobianos caracteriza-se pelo potencial de
sobrevivéncia dos microrganismos quando estes entram em contato com o
medicamento, tornando-o assim sem eficacia (WHO, 2020). Tratando-se do
critério microbiolégico, a resisténcia se manifesta como a capacidade do
microrganismo se multiplicar in vitro em concentracbes maiores do que o ponto
de corte estabelecido para cada cepa que esteja filogeneticamente relacionadas,
como exemplo temos o breakpoints (MAGIORAKOS et al., 2012).

A resisténcia bacteriana pode ocorrer por varios mecanismos sejam eles
intrinsecos ou adquiridos. A resisténcia intrinseca ocorre de forma natural,
podendo ser caracterizada como parte de um processo de evolucdo. Ja a
resisténcia adquirida ocorre quando ha pressao seletiva exercida pelo uso
indiscriminado de antimicrobianos, ocorrendo muta¢cdes genéticas, resultando
em genes de resisténcia que podem vir a ser transferidos entre as espécies
bacterianas (ANVISA, 2007; SANTANA et al., 2012).

Os mecanismos envolvidos na resisténcia adquirida podem compreender
a: alteracédo da proteina alvo, inativacdo enzimatica, alteracéo da permeabilidade
da membrana e mecanismo de efluxo. A alteracdo da proteina alvo esti
associada a alteracao do sitio especifico de ligacdo dos antibidticos na bactéria,
0 que acaba diminuindo a afinidade da droga pelo sitio (ANDRADE; DARINI,
2017). A inativacao enzimatica esta relacionada a capacidade que as bactérias
possuem em produzir enzimas como por exemplo, as B-lactamases, que
neutralizam as drogas e seus efeitos antibidticos (ANDRADE; DARINI, 2017). A
alteracdo da permeabilidade da membrana, corresponde a alteracdo dos canais

de porinas, que modificam a penetracdo e a acdo dos diferentes antibioticos
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(MUNITA; ARIAS; 2016). Ja o mecanismo de efluxo ou bomba de efluxo, faz com
gue ocorra a expulsao ativamente dos antibioticos para fora da célula, impedindo
assim a acao do antimicrobiano (MUNITA; ARIAS, 2016).

A resisténcia aos antimicrobianos tem surgindo devido ao uso intenso,
principalmente na producdo animal, sendo usado indiscriminadamente para
terapéutica, profilaxia e promocéo do crescimento em diversos paises. Esse uso
desregrado induz a selecédo de linhagens bacterianas resistentes aos diferentes
principios ativos, dificultando assim o tratamento de infecc¢des, tanto em
humanos como nos animais, podendo tornar simples procedimentos em sérias
complicacfes (ACAR et al., 2017; WHO, 2020).

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) em 2017, enquadrou Salmonella
spp. como grupo de alta prioridade global, quando se diz respeito a bactérias
resistentes a antimicrobianos, trazendo a tona a preocupacéo com essa bactéria
patogénica, uma vez que limita os antimicrobianos eficazes e emerge a
necessidade de novos medicamentos com a finalidade de suprir essa
necessidade, o que perdura até os dias atuais (WHO, 2017; TACONELLI et al.,
2018). Capuano (2012) observou que, em 10,41 % (5/48) dos isolados
provenientes do couro bovino e em 4,54 % (1/22) isolados de carcacas apés
esfola apresentaram resisténcia a ampicilina e tetraciclina concomitantemente.
Alcantara et al. (2012), encontrou 27,7 % de contaminagao por Salmonella spp.
ao avaliar 90 amostras carneas, onde todas as cepas eram resistentes, diferindo
apenas os antimicrobianos; ampicilina (100 %), amicacina (95 %), clindamicina
(90 %), canamicina (80 %), sulfazotrim (75 %), cloranfenicol (60 %),
ciprofloxacina (40 %), cefotaxime (25 %), trimetroprim (10 %), e neomicina (10
%). Fortes et al. (2020), encontrou resisténcia aos seguintes antimicrobianos:
trimetoprim, amoxicilina, tetraciclina, estreptomicina e ceftriaxona em duas cepas

provenientes do conteudo cecal de bovinos abatidos.

Nota-se que a demanda por novos medicamentos € crescente, reforcada
pela pressdo causada por essa resisténcia dos microrganismos aos
medicamentos empregados nas infecgdes. A estimativa mundial de mortes
devido a bactérias resistentes é de aproximadamente 700 mil, com crescimento
previsto de 1 milhdo de mortes até o ano de 2050 (WHO, 2019).
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2.4 Industria de alimentos e 0 uso de sanitizantes

Na industria de alimentos as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF)
compreendem um conjunto de normas que engloba os produtos, servigos,
processos e instalagcbes com a finalidade de alcancar a seguridade de um
alimento. Dessa forma, esse conjunto de regras garantem a qualidade sanitaria,
integridade do alimento, salubridade e conformidade dos produtos para fins
alimenticios com os regulamentos técnicos vigentes (ARCANJO; OLIVEIRA,
2019).

As BPF quando aplicadas na industria conseguem garantir: a seguranca
dos alimentos, a padronizacdo de processos fabris, as adequacbOes das
condicbes sanitarias, a reducdo de desperdicio, a confiabilidade perante
fornecedores, clientes e outras partes interessadas (BRASIL, 2002; RIISPOA,
2020).

De acordo com o Regulamento de Inspec¢do Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA), a higienizacdo rege duas etapas
distintas: limpeza e sanitizagdo, ambas realizadas em conjunto. A limpeza
consiste na remocao fisica de residuos, sejam eles organicos, inorganicos ou de
outro material indesejavel das superficies das instalagdes, dos equipamentos e
dos utensilios; ja a sanitizacao é a aplicacao de agentes quimicos aprovados por
orgao regulador da saude ou de métodos fisicos nas superficies das instalacoes,
dos equipamentos e dos utensilios. As etapas sdo dependentes entre si, de
forma a assegurar niveis de higiene microbiologicamente aceitaveis (BRASIL,
2020).

De acordo com Menegaro et al. (2015), os agentes quimicos comumente
empregados na industria alimenticia, quando se trata de higienizacao de
equipamentos e utensilios sdo: Hipoclorito de Sodio (70 %), Acido Peracético (20
%), Quaternario de Amaonio (10 %) e em pouca quantidade se utiliza biguanida e
alcool. Ja para sanitizacdo de instalacdes, as porcentagens modificam pouco,
sendo Acido Peracético (60 %), Hipoclorito de Sodio (20 %) e Biguanida (20 %).
Vale ressaltar que devem ser aplicados de acordo com cada necessidade, sendo
necessario a utilizacao correta para que se evite a possibilidade de resisténcia
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dos agentes patogénicos que podem se encontrar na inddstria, levando em
consideracdo o tempo de acdo, concentracdo final do produto, acdo mecanica
aplicada e temperatura (SILVA; DUPONT; MACHADO, 2022; INACIO, 2022;
SILVA; DUTRA; CADIMA, 2010). Na tabela 1 é possivel observar o tipo de

residuo e qual tipo de agente precisa ser empregado para uma boa higienizacao.

Na industria, as caracteristicas das superficies do ambiente em que o
alimento estard inserido, seja esta de utensilios, equipamentos ou instalacdo, é
um fator relevante para a escolha ndo somente do sanitizante a ser utilizado,
como também do tipo de acdo que sera empregada (ANDRADE, 2008). As
superficies devem ser inodoras, atoxicas, livres de ranhuras e/ou fissuras, de
facil limpeza, incapazes de interagir com alimento, ndo corrosiva e nao
absorvente (SILVA; DUTRA; CADIMA, 2010). Essas caracterisiticas, associadas
ao uso correto dos agentes quimicos sanitizantes podem contribuir para a
eficacia dessa etapa de higienizacéo e por conseguinte evitanto o surgimento de
resisténcia desses agentes (GERMANO; GERMANO, 2019).

Tabela 1. Relagéo de residuo, forma de solubilidade e grau de dificuldade de sua remocao

Residuo Solubilidade Dificuldade de remocéo

Carboidrato Geralmente sollveis em agua Facil

Insolaveis em agua, solaveis em .
Gordura ) o ] Dificil
alcalinos, sollveis por tensoativos

Proteina Soluveis em alcalinos e 4cidos Dificil
Sais minerais monovalentes o i .
Sollveis em agua Facil
(Na+, K+)
Sais minerais divalentes (Ca++, o . .
Soldveis em acidos Dificil

Mg++)

Fonte: Andrade, 2008.

2.4.1 Agentes empregados na desinfeccdo e sanitizacdo da industria de

alimentos

Os sanitizantes de modo geral sdo substancias capazes de reduzir o
namero de microrganismos até um nivel aceitavel previsto nas legislacdes.
Desse modo, a utilizacdo desses agentes sdo capazes de remover residuos
indesejaveis sejam eles organicos ou inorganicos que estejam presente em

equipamento ou em outras superficies da instalacdo (piso, teto e paredes)
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(FORSYTHE, 2013).

A eficacia dos agentes quimicos depende de uma série de fatores, que
incluem o ambiente e a interacdo deste agente com 0 meio, 0 que vai definir se
havéra substancias que podem diminuir a acdo esperada ou até mesmo inativar.
Andrade (2008), traz a acdo esperada de sanitizantes quimicos frente a
determinados grupos de microrganismos que podem estar presentes na industria

alimenticia, o que pode ser observado na Tabela 2.

2.4.1.1 Acido peracético (PAA)

Esta solucdo vem sendo estudada e empregada na industria de alimentos
ha décadas, seu primeiro estudo quanto suas propriedades esterelizantes e
desinfetantes ocorreram ap0s 0 seu primeiro preparo, sendo este datado de
1900. E uma solucéo constituida de mistura de acido peracético, peroxido de
hidrogénio, acido acético e um veiculo estabilizante. Esse agente quimico vem
sendo amplamente utilizado como desinfetante, sanitizante, alvejante, agente
esterilizante, oxidante e catalisador de polimerizacdo (SILVA; DUTRA; CADIMA,
2010; LUUKKONEN; PEHKONEN, 2016).

O PAA, por possuir uma propriedade acida, altera a estrutura e
permeabilidade da membrana celular, o que leva ao extravasamento dos
metabolitos internos da célula. Essa propriedade também permite penetrar na
célula e afetar negativamente as atividades intracelulares, como a replicacdo do
DNA e a sintese de proteinas, o que acaba gerando morte celular (INACIO,
2022). Mostra-se eficaz contra uma gama de microrganismos, incluindo
bactérias, fungos e virus (BALDRY; FRASER, 1988; JOLIVET-GOUGEON, et
al., 2006; ANDRADE, 2008; SILVA; DUTRA; CADIMA, 2010). Amostras de
Salmonella spp. provenientes de abate suino, submetidas a teste de eficacia
contra PAA 0,5 % demonstraram eficacia de 97,3 % ap06s 15 minutos de contato
(COLLA et al., 2014).
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Tabela 2. Sanitizantes quimicos mais usados para controle dos microrganismos em superficies para processamento na industria de alimentos e sua eficacia.

N Bactérias Fungos
o Concentracao ) Esporos .
Agente quimico pH filamentosos / ) Virus
(ug/mL Y Gram + Gram - bacterianos
leveduras
Hipoclorito de sédio 100 10 +++ +++ ++ - ++ - ++ -
Didxido de cloro 5 7 +++ +++ ++- ++- ++-
Cloraminas orgéanicas 100 6-7 +++ ++ + ++ - ++- ++-
lodoforos
e Manipuladores 15 55 +++ +++ ++- +-- +--
e Equipamentos/utensilios 15 3
Ambnia quaternéria 200 7-10 +++ +-- ++ + --- +--
Acido peracético 60 3 +++ ++ + ++ + +++ ++ +
Peroxido de hidrogénio 50000 4 +++ ++ - ++ - +++ ++-
Alcool 700000 (70%) 7
Clorexidina 100 4 +++ ++ +
Legenda: + + + = Eficaz  + + - = Moderadamente eficaz + - - = Baixa eficacia - - - = Ineficaz

Fonte : Andrade, 2008.
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Na industria de alimentos, o uso do PAA a 60 mg.L? é o que se faz eficaz
(ANDRADE, 2008). Este sanitizante possui algumas caracteristicas positivas, que
fazem dele um dos mais utilizados na indastria, sdo elas: alta toxicidade aos
microrganismos e baixa toxicidade as formas de vida superiores; eficacia a
temperatura ambiente; longa vida Util; baixa corrosividade, exceto ao ago inoxidavel;
capacidade desodorizante; ampla disponibilidade e custo razoavel. Apesar de seguro,
por ser uma substancia com capacidade irritante a pele e a mucosa, € interessante a
utilizacao de equipamentos de protecao individual (EPI) ao manusea-lo (GERMANO;
GERMANO, 2003; ANDRADE, 2008; SILVA; DUTRA; CADIMA, 2010; GERMANO;
GERMANO, 2019).

2.4.1.2 Hipoclorito de sédio (NaClO)

O hipoclorito de s6dio € um sanitizante quimico pertencente ao grupo dos
compostos clorados inoganicos, sendo um dos agentes mais utilizados na industria de
alimentos, podendo ser encontrado nas concetracfes que variam de 2 % a 10 % em
sua forma liquida. Conhecido popurlamente como 4gua sanitéria, possui uma eficacia
gue permite um o6timo custo beneficio, conferido pelas seguintes caracteristicas:
amplo espectro antimicrobiano, rapida acdo bacterida, solubilidade em agua,
facilidade de uso, pouca toxicidade, ndo inflamavel, incolor (ANDRADE, 2008;
LOPEZ-VELASCOS et al., 2012; CAVALCANTE, 2020).

A acdo desse sanitizante se da por diversos mecanismos, uma vez que estes
atuam como solventes gordurosos, onde reduzem a tenséo superficial da solugéo
remanescente, causando uma reacdo de saponificacdo. Pode também neutralizar
aminoacidos, formando agua e sal, essa reacao ocorre devido a saida dos ions de
hidroxila, o que gera uma reducao de pH (COSTA, 2020). O acido hipocloroso (HOCI),
substancia presente na solucao hipoclorito de sodio, e ions de hipoclorito (OCI), que
interferem no metabolismo celular. Isso permite ele agir tanto na membrana externa
como interna da célula alvo, o que aumenta a taxa de inativacdo desse sanitizante. A
sua acdo de oxidacdo esta associada a oxidacdo de grupos sulfidrila de algumas
enzimas essenciais, que por sua vez gera efeitos deletérios na sintese de DNA
(ANDRADE, 2008; LOPEZ-VELASCOS et al., 2012; COSSU, 2017; CHAVES et al.,
2019).
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Outros fatores que determinam a eficacia desse agente é o pH e a presenca de
matéria organica. O pH neutro acaba interferindo na disponibilidade do cloro livre
dessa substéncia, estando este na forma de ion hipoclorito e acido hipocloroso, formas
mais eficazes na desinfec¢cdo e oxidacdo de matéria organica. J& a matéia organica,
por reagir com hipoclorito acaba reduzindo a eficicia na desinfec¢@o e sanitizacédo
(CHAVES et al., 2019).

2.4.1.3 Cloreto de benzalconio (BACs)

O cloreto de benzalcénio possui ampla aplicagdo devido seu potencial
antimicrobiano de amplo espectro, seja contra bactérias, fungos ou virus. Seu primeiro
relato de uso é de 1935, por Gerhard Domagk, sendo este comercializado como
desinfetante e antisséptico. Desde entdo vem sendo comercializado para diversos
fins, com concentracbes e formulacdes diferentes dependendo da aplicagcéo
(PEREIRA; TAGKOPOULOS, 2019).

O mecanismo de acao dos BACs se assemelha aos Quaternarios de Amonia,
umavez que sao pertecentes a esse grupo, permeiam a membrana plasmatica devido
a presenca das cadeias de alquila e provocam a quebra na distribuicdo de carga desta
membrana devido ao nitrogénio que carregam, assim, promovem 0 esgotamento
celular (WESSELS; INGMER, 2013; PEREIRA;TAGKOPOULQOS,2019).

Seu uso é amplamente difundido para sanitizacdo de pisos, paredes e
equipamentos, podendo ser incluidos em aplicagdes domésticas e industriais
(ANDRADE, 2008; NASCIMENTO; DELGADO; BARBARIC, 2010). E uma substancia
de facil preparo e aplicacao, além de contribuir com a neutralizacdo de odores. Porém,
algumas desvantagens podem ser citadas, como a baixa eficicia contra bactérias
Gram-negativas, ineficientes aos esporos e o0 alto custo (ANDRADE, 2008;
NASCIMENTO; DELGADO; BARBARIC, 2010; PEREIRA;TAGKOPOULOQOS, 2019).

2.4.1.4 Clorexidina (CHX)

E um agente antimicrobiano de amplo espectro, sendo utilizado para fins
clinicos desde 1950. Este agente € um composto quimico sintético que pertence ao
grupo das biguanidas, podendo ser utilizado na industria de alimentos na
concentragdo de 100 mg.L* no processo de sanitizacéo, visto que ndo gera danos a
pele e mucosas devido sua baixa toxicidade (ANDRADE, 2008; BROOKES et al.,
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2020).

Nas células alvo podem gerar modificacdes citoldgias e fisiologicas na mebrana
plasmatica envolvendo principalmente a permeabillidade da mesma. Assim, em
baixas concentracdes (0,02 % — 0,06 %) tém-se efeito bacteriostatico devido ao
deslocamento de Ca2+ e Mg2+ e perda de K+ da parede celular, e em altas
concentracdes (>0,1 %) um efeito bactericida, devido ao extravasamento de todos os
principais componentes intracelulares ( ANDRADE, 2008; CIEPLIK, 2019; BROOKES
et al., 2020).

Nas bactérias Gram-negativas, a acdo da CHX pode ser limitada pela
membrana externa dessas bactérias, onde esta atua como uma barreira de
permeabilidade, assim, ndo permite que esse agente chegue até a membrana
citoplasmatica (CIEPLIK, 2019). Quando se trata de acdo antiviral, a CHX causa
alteracdo na permeabilidade da membrana, tendo melhor acdo em virus envelopados
do que em nao envelopados (BROOKES et al., 2020).

2.5 Biofilme e seu potencial de contaminacao

A induastria de alimentos € um ambiente propicio para o desenvolvimento de
biofilmes bacterianos, uma vez que ha disponibilidade de nutrientes para esses
microrganismos (ANDRADE, 2008). Neste sentido, entender a mecanica desta

formacéao e os danos que ocasionam quando aderidos se faz necessario.

Entende-se por biofime um aglomerado de bactérias aderidas a uma
superficie, sendo esta envolta por particulas de matéria organica, que garantem a
permanéncia e desenvolvimento desse aglomerado. A aderéncia se da por meio de
filamentos, de natureza polissacaridica ou protéica, denominados glicocalix ou o que
vem sendo denominado de exopolissacarideo (EPS) (ANDRADE, 2008; WELLS et al.,
2011). Funciona como uma estratégia de sobrevivéncia para bactérias, uma vez que,
dependendo da sua fase de desenvolvimento (Figura 1), a remogao por meio de
sanitizantes sintéticos comerciais se torna ineficaz (BAZARGANI; ROHLOFF, 2016).
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Figura 1: As cinco etapas do desenvolvimento do biofilme sobre superficie.

A formacéao do biofilme é um processo ciclico que se da de maneira progressiva e especifica em cinco
estagios. 1 (Fixacdo reversivel)- Células plancténicas individuais entram em contato com a superficie
e se fixam por meio do pdlo celular ou flagelo seguindo da fixagéo longitudinal. Aqui temos atuacao da
forca de Van der Walls. 2 (Fixagéo irreversivel) — Ha reducéo nas taxas de reversao dos flagelos e
producéo de componentes da matriz do biofilme. 3 (Estagio de maturagéo I) — Surgem os aglomerados
celulares, embutidos na matriz celular com células em diferentes estagios. 4 (Estagio de maturacéo )
— Células completamente amadurecidas, formando microcolénias também permeadas pela matriz
exopolissacaridica. 5 (Dispersdo) — Ocorre a desagregacao de parte do biofilme, coincidindo com a
diminuicdo e degradacgéo dos componetes da matriz, podendo ser uma etapa de maior susceptibilidade
as drogas. Fonte: Adaptado de Sauer et al., 2022, p. 611.

A industria de alimentos configura-se como um ambiente ideal para fixacao
microbiana e formacéao de biofilme, onde a falha na higienizacéo das superficies que
entram em contato com alimentos, equipamentos e ambiente de processamento como
um todo, podem contribuir para a aderéncia deste agregado celular, uma vez que
residuos de alimentos estardo presentes (ANDRADE, 2008). Tendo em vista que a
EPS garante uma estrutura inabalavel frente aos sanitizantes, esses microrganismos
tornam-se persistentes (ANDRADE, 2008; WELLS et al., 2011). Sendo assim, 0s
biofilmes s&o relatados como principal causa de contaminacao do produto final, fonte
de transmissao de doencgas, reduzindo a vida util e qualidade dos alimentos e ainda,
considerado como reservatoério de patdgenos infecciosos (SATPATHY et al., 2016;
ABEBE, 2020). Logo, reforca-se a importancia das boas praticas de fabricacao (BPF)

como norteadoras da higienizacdo de forma correta dos estabelecimentos,
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equipamentos e utensilios do processo fabril, de modo a evitar 0 desenvolvimento

dessa possivel fonte de contaminacao.

2.6 Oleos essenciais como alternativas aos sanitizantes

Os 6leos essenciais (OE) exercem funcdo de protecéo as plantas, mantendo
os predadores e/ou microrganismos distantes, como também podem atrair
polinizadores (LUPE, 2007; COSTA et al., 2008). Possuem caracteristicas e
propriedades que Ihes conferem cor, aroma e acao antisséptica, o que aguca os olhos
dos pesquisadores (ALMEIDA; ALMEIDA; GHERARDI, 2020). A composi¢cdo dos
OFE’s vai depender da espécie da qual foi extraido e tipo de extracdo utilizado, época
do ano e area geografica (BURT, 2004). A industria farmacéutica e cosmeética utiliza
OE h& algumas décadas, sendo as primeiras pesquisas atribuidas ao pesquisador
alemdo Theodor Peckolt, onde seus estudos sobre a fauna e flora brasileira
esbarraram na producéao, rendimento e composicao de OE (BIZZO; REZENDE, 2009;
REIS et al., 2020).

O aumento da procura por alimentos Clean label na atualidade, destaca
alimentos cada vez mais naturais, sem aditivos sintéticos e com preocupacao sobre
0s impactos ambientais e a saude (CALDEIRA, 2017). Os OE surgem como
alternativas dentro do mercado alimenticio visto suas propriedades antimicrobianas e
antioxidantes (SANTOS et al., 2020). A extracdo desse 6leo pode ser oriunda de
folhas, frutos, rizomas, cascas, sementes e flores e podem ser empregados diversos
métodos como hidrodestilacdo, extragcdo por solventes orgéanicos, destilacéo a vapor,
extracdo por fluido supercritico, enfloracédo, prensagem a frio dentre outros métodos
(ALMEIDA; ALMEIDA; GHERARDI, 2020).Vale ressaltar que a técnica empregada
para extracao pode interferir na composicéo e rendimento do mesmo (NAVARRETE
et al., 2011; ALMEIDA; ALMEIDA; GHERARDI, 2020).

J& ha alguns anos, alertas da Organizacdo Mundial da Saude tratam da busca
por novos compostos, agentes e farmacos com acao antimicrobiana, visto o aumento
da selecéo de organismos resistentes aos ja existentes (WHO, 2017). Tendo em vista
essa preocupacao mundial é que se tem realizado estudos cada vez mais encorpados
acerca da utilizacdo de OE como agente antimicrobiano natural. O mecanismo de
acdo, de modo geral, envolve muta¢des morfologicas e funcionais da estrutura celular

(BURT, 2004). Nas bactérias, esse OE degrada a parede celular, comprometendo as
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fungbes celulares como a regulagdo metabdlica e manutencédo do estado energético
(BURT, 2004; RASOOLI; ABYANEH, 2004; NAZZARO et al., 2013; WHO, 2017; MIR
et al., 2018). Estudos como os de Santos et al. (2020) e Reis et al. (2020) que
comprovam a agdo de 6leos esseciais contra 0s principais patdgenos alimentares so

reforcam essa nova alternativa para enfrentar essa problematica de satde publica.

2.6.1 Andiroba

Andiroba (Carapa guianensis), também conhecida popurlamente por andiroba-
saruba, carapa, carapa, andirova, nandiroba e landiroba, é uma arvore robusta
encontrada na regido de bacia amazbnica como varzeas e regibes alagadicas
(LORENZI, 1992; VAUCHER et al, 2015). Espécie pertencente a familia das Meliaceae
gue pode atingir mais de 30 metros de altura e com seu tronco mede em torno de 50
— 120 cm de didametro, € apreciada pela importancia empregada a industria madeireira
e por suas propriedades medicinais (LORENZI, 1992). O 6leo possui em sua
composicdo uma variedade de acidos graxos como: oléico, palmitico, linoléico,
estearico e palmitoleico, sendo estes seus principais componentes (MELO et al.,
2018).

Estima-se que a producéo de sementes gira em torno de 180 kg a 200 kg de
sementes por arvore ao ano, e que estas concentram cerca de 60-70 % do 6leo
(FERRAZ; CAMARGO; SAMPAIO, 2002). Em Manaus, cidade situada na regiao norte
do Brasil, o 6leo possui grande importancia para a economia regional, uma vez que
seu uso foi introduzido pela medicina indigena e se difundiu, popularizando-se devido
sua acdo antiinflamatéria, antialérgica, acaricida, larvicida e antimicrobiana
(LORENZI, 1992; SILVA et al., 2004; BARROS et al., 2012; CAMPOS et al., 2013;
MECCIA et al., 2013; WANZELER et al., 2017). Santos et al., (2012), avaliaram a acao
bactericida contra isolados de Paenibacillus larvae, ndo sendo observado nenhuma
célula viavel ap6s 24 horas de contato do isolado com o OE, comprovando assim sua

eficacia contra bactérias (Figura 2).
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Figura 2: Ourico de andiroba com suas sementes.
Fonte: Préprio autor, 2022.

2.6.2 Copaiba

Copaibeiras sdo arvores que pertencem a familia das Leguminosae, subfamilia
Caesalpinoideae, género Copaifera com varias espécies sendo encontradas na
Amazo6nia, onde a mais recorrente no norte do pais € a Copaifera officinalis L (PIERI;
MUSSI; MOREIRA, 2009). Popularmente € denominada como copaiba, copaibeira,
pau-de-6leo, copalva, copai, copaibarana, copaibo, copal, marimari e balsamo dos
jesuitas (CASCON, 2004; PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009). A arvore pode chegar até
60 metros, a depender da espécie, variando em diametro também (PIERI; MUSSI;
MOREIRA, 2009; CORREA et al., 2021) (Figura 3). A composicdo deste 6leo-resina
varia conforme a espécie, mas em sua maioria 0s sesquiterpenos e diterpenos sao
encontrados predominantemente (CASCON; GILBERT, 2000; VEIGA-JUNIOR et al.,
2007), onde B-cariofileno e o acido copalico os elementos encontrados na maioria das
copaiferas (LEANDRO et al., 2012).

O Oleo-resina extraido da arvore é utilizado por populares ha décadas, sendo
um dos produtos florestais ndo madeireiros mais explorados (VEIGA JUNIOR; PINTO;
2002). Estudos recentes demonstram seu potencial como anti-inflamatorio,
antiblenorragico, antirreumatico, cicatrizante, antissépticas, larvicida antimicrobiana;
antifingica, ansiolitico, larvicida, parasiticida e neuroprotetor. O mercado farmacéutico

e cosmeético ja explora as propriedades da copaiba ha tempos, sendo encontrado
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produtos como shampoo, perfumaria, sabonetes, cremes, géis entre outros (VEIGA
JUNIOR; PINTO; 2002; CORREA E AL., 2021; LAMEIRA et al., 2022). Pieri (2007)
também testou in vitro a atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba, sobre a bactéria
Streptococcus pyogenes, obtendo resultados satisfatérios quanto a inibicdo do

crescimento da bactéria.

Figura 3: Extracdo do dleo de Copaibeira.
Fonte:https://www.stcp.com.br/sem-categoria-pt/projeto-manejo-de-copaiba-da-mrn/

2.6.3 Pimenta rosa

A Schinus terebinthifolius Raddi é uma espécie conhecida no Brasil
popularmente como pimenta rosa, aroeira da praia, aroeira negra, aroeira vermelha,
aroeira de Minas, podendo receber outras denominacdes fora do pais como: Brazilian
peppertree e Florida Holly (Estados Unidos); Christmas-berry (Havai); False pepper
or Faux poivrier (Riviera Francesa); Chichita (Argentina); Copal (Cuba) e Pimienta de
Brasil (Porto Rico) (SANTOS et al., 2020). Pertencente a familia das Anacardiaceae,

€ nativa da América do Sul e devido a sua rapida propagacao e desenvolvimento é
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considerada como uma espécie invasora (CLEMENTE, 2006; MACEDO, 2018). A
composicdo quimica do OE de pimenta-rosa baseia-se em monoterpenos e
sesquiterpenos, onde [-mirceno e [-cubebeno sdo os principais compostos
(DANNEMBERG, 2017).

Diferentes partes da planta, como frutos, caule, casca do caule e folhas vem
sendo utilizadas na medicina popular de diversas formas, seja em chas, em forma de
Oleos ou pé (CLEMENTE, 2006). Isso se da devido suas propriedades farmacologicas
como atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria, antiulcerogénica,
anticancerigena, cicatrizante, entre outras (GILBERT; FAVORETO, 2011; ENNIGROU
et al., 2018). As substancias bioativas presentes em espécies dessa familia tem
despertado interesse em estudos onde estes sdo utilizados em substituicdo de
agentes sintéticos, muito pela busca de aditivos mais naturais (SANTOS et al., 2020).
Os seus frutos possuem sabor suave e levemente picante, e devido a essas
caracteristicas sensoriais, sdo amplamente utilizados na culinaria internacional,

podendo ser consumidos inteiros ou moidos (GOMES et al., 2004) (Figura 4).

Ja se tem estudos demonstrando a acao desse OE contra bactérias, como o
de Dannemberg (2017), que avaliou a CIM e CBM de sete bactérias patogénicas de
interresse alimentar, sendo trés Gram positivas (S. aureus, L. monocytogenes e B.
cereus) e quatro Gram negativas (P. aeruginosa, S. dysenteriae, E.coli e S.
Thyphimurium). Dessas, todas as Gram-positivas e apenas duas Gram-negativas (P.

aeruginosa e S. dysenteriae) demostraram atividade antimicrobiana.
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Figura 4: Frutos verdes e maduros da Pimenta rosa.

Fonte: Dannemberg, 2014, p. 23.

2.6.4 Tomilho branco

O tomilho (Thymus vulgaris L.) € uma planta que pertence a familia Lamiaceae,
esta por sua vez engloba cerca de 150 géneros, com aproximadamente 2.800
espécies distribuidas em todo o mundo (PORTE; GODOQY, 2007). Esse arbusto é
originario da regidao mediterranea e vem sendo cultivada no Sul e Sudeste do Brasil,
possui um ciclo de vida que varia de 10 a 15 anos, possuindo floragdo nos meses de
junho e julho (ROCHA, 2013; MANDAL, DEB-MANDAL, 2016) (Figura 5). A
composicdo do OE de tomilho-branco pode variar, mas em sua maioria 0S compostos

sdo: carvacrol, timol, y-terpineno e p-cimeno (Yaagoubi et al, 2021).

Sua utilizacdo permeia o mercado condimentar, medicinal e aroméatico, uma vez
gue possui atividade antioxidante, antimicrobiana, antifungica expectorante, entre
outros. A sua aplicagdo na induastria alimenticia como aditivo natural vem sendo
amplamente estudada devido sua composicdo rica em Timol, componente que
confere acdo antibacteriana, antihelmintica e antifingica (FREIRE et al., 2014; HYUN
et al., 2015; MERLIM; CRUZ, 2021; DEMARTELAERE et al., 2021).
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Figura 5: Exemplar de arbusto do Tomilho banco.

Fonte: https://www.biodiversity4all.org/taxa/85469-Thymus-vulgaris
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia de Salmonella spp. em diferentes pontos do abate de
bovinos e em cortes carneos bovinos do varejo do Sul do Rio Grande do Sul,
determinar o perfil fenotipico de susceptibilidade a antimicrobianos e sanitizantes,

avaliar o potencial de formacéao de biofilme e a acao antibiofilme de 6leos essenciais.

3.2 Objetivos Especificos

Objetivo 1 — Avaliar a ocorréncia de Salmonella spp. em carcagas bovinas e em fezes
em pontos distintos da linha de abate de bovinos de dois abatedouros-frigorificos de

Pelotas, RS sob inspecéo estadual;

Objetivo 2 - Avaliar a ocorréncia de Salmonella spp. em cortes carneos bovinos do

varejo provenientes de supermercados de Pelotas, RS;

Objetivo 3 — Determinar os genes de viruléncia hilA, invA, pefA, spvC e sefA nos

isolados de Salmonella spp.;

Objetivo 4 — Determinar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos por meio do
teste de disco-difusédo em agar;

Objetivo 5 — Determinar o perfil de susceptibilidade a sanitizantes por disco-difusédo
em agar, CIM e CBM;

Objetivo 6 — Determinar o potencial de formacdo de biofilme em cupons de aco

inoxidavel,

Objetivo 7 — Avaliar a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais (OE), bem como sua

acao sobre biofilmes pré-formados de Salmonella spp. em superficies de aco inoxidavel.
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4. ARTIGO 1 - Resistance to antimicrobials and sanitizers and potential for
biofilm formation in Salmonella spp. isolated from beef carcasses in Brazil.

Resisténcia a antimicrobianos e sanitizantes e potencial para formacéo de biofilme
em isolados de Salmonella spp. de carcagas bovinas no Brasil.

Artigo a ser submetido para o periodico International Journal of Food Microbiology,
Qualis CAPES Al.
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Resistance to antimicrobials and sanitizers and potential for biofilm formation in
Salmonella spp. isolated from beef carcasses in Brazil
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Abstract

In Brazil, meat production is of great economic importance for the domestic market and
exports. The most effective way to ensure that meat products are produced safely is
by constantly monitoring microorganisms, such as Salmonella. In this context, the
objective was to evaluate the occurrence of Salmonella spp. in slaughterhouses and
beef cuts at retail stores in southern Rio Grande do Sul, determine the phenotypic
profile of susceptibility to both antimicrobials and sanitizers, evaluate the potential for
biofilm formation of the isolates, and test the action of essential oils (EO) in the removal
of formed biofilm. Of the 100 evaluated carcasses, six were contaminated with
Salmonella, with the highest isolation rate observed after the final washing point (4 %),
followed by the point after evisceration (2 %) and after bleeding (1 %). No samples of
retail meat cuts or employee feces showed Salmonella detection. All isolates (n=7)
were identified as belonging to serovar Agona and presented the virulence genes hilA
and invA.Only three presented the genes spvC, pefA, and sefA. The isolates were
evaluated for resistance to antimicrobials and sanitizers, biofilm formation potential,
and antimicrobial action of EO. Thus, S. Agona isolates were susceptible to ampicillin,
amoxicillin, ceftazidime, tobramycin, tetracycline, sulfamethoxazole/trimethoprim, and
chloramphenicol, intermediate to imipenem, and one isolate was intermediate to
ciprofloxacin. Among the sanitizers tested, only chlorhexidine was effective, with a MIC
of 8 ug.mL1. The isolates showed potential for biofilm formation on stainless steel
coupons at temperatures of 4 °C, 25 °C, and 37 °C. The EO of andiroba, copaiba, and
pink pepper (green and ripe) did not show antimicrobial action, but the EO of white
thyme showed activity, with halo formation ranging from 18 mm - 26 mm. In addition,
the EO of white thyme was effective in removing biofilms of S. Agona on stainless steel
coupons at a concentration of 29,06 mg.mL™1. Thus, the study highlights the importance
of monitoring and controlling Salmonella spp. contamination in meat production to
ensure food safety. The use of alternative methods, such as essential oils, mainly white
thyme, could effectively control the biofilm formation of Salmonella Agona.

Keywords: slaughter; meat; adhesion; stainless steel; essential oil.

1 Introducéo

Uma das principais bactérias relacionadas a surtos de Doengas de

Transmissdo Hidrica e Alimentar (DTHA) é Salmonella spp. Este microrganismo
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pertence a familia Enterobacteriaceae, e possui duas espécies responsaveis por
causar doencas em humanos, S. enterica e S. bongori, que se subdividem em
subespécies. Salmonella enterica subsp. enterica possui grande relevancia e impacto
para a saude publica e se configura como importante patégeno com potencial
zoonotico, capaz de causar doencgas entéricas e até mesmo septicemias em humanos
(BRASIL, 2022; CDC, 2022). Sua patogenicidade esta associada aos genes presentes
nas ilhas de patogenicidade, o que denota a viruléncia da Salmonella spp. ( Campioni
et al., 2012).

A carne bovina € uma das proteinas mais consumidas mundialmente com
grande representatividade econémica para 0s paises produtores. No Brasil, o
consumo per capita de carne bovina, no ano de 2021, foi de 34,3 kg/ano (ABIEC,
2022). O rebanho bovino brasileiro esta enquadrado como o segundo maior rebanho
do mundo, configurando um total de 196,47 milhdes de cabecgas. Do total de carne
produzida em 2021, 25,51 % foram destinadas a exportacado, ou seja, 2,48 milhdes de
toneladas exportadas, o que coloca o Brasil no rancking de maior exportador. A China
€ um dos maiores consumidores da carne bovina brasileira (IBGE, 2022, ABIEC,
2022). Ressalta-se que atrelado a exportacdo encontram-se aspectos relacionados a
sanidade e securidade do produto (CALIARI, 2019).

Os microrganismos encontram na carne um ambiente ideal para sua
multiplicacéo, devido a sua composi¢cao rica em nutrientes, atividade de agua e pH
favoraveis (RHOADES et al., 2009; SILVA et al., 2020). Na inddstria de alimentos, o
programa de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) auxilia na
deteccao dos principais pontos de contaminacédo e de que forma os perigos podem
ser minimizados ou eliminados, a fim de garantir a seguranca do alimento (QUINTINO;
RODOLPHO, 2018). No fluxograma de abate bovino, os Pontos Criticos de Controle
(PCC) envolvem a esfola, evisceracao e resfriamento (BORCH; ARINDER, 2002;
AZEVEDO, 2009; ARAUJO et al., 2015).

Falhas na higienizacdo de superficies e equipamentos na industria podem
propiciar a contaminacao dos alimentos e desencadear surtos de DTHA, uma vez que,
atrelada aos mecanismos de adaptacéo e resisténcia de um microrganismo, podem
ocasionar a formacdo de biofiimes microbianos e se tornar fonte promissora de
contaminagdes do produto final (PARIZZI et al., 2004). Os biofilmes sao estruturas
complexas formadas por microrganismos que se mantém aderidos a uma superficie

através de uma matriz polimérica extracelular de exopolissacarideos (EPS), sendo
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esta produzida por eles (FENG et al.,, 2017). A matriz dificulta a remocao dessas
bactérias aderidas a surpeficies por meio de agentes sanitizantes comerciais e, por
consequéncia, contaminando a carne (CORCORAN et al., 2014).

A busca por alternativas ao uso de sanitizantes comerciais devido a ineficacia
dos produtos ja utilizados pelo desenvolvimento da resisténcia microbiana e, devido a
toxicidade desses produtos, focando em substancias e em concentracbes menos
ofensivas a saude do consumidor, tem sido objeto de estudo (WHO, 2017; ALMEIDA,;
ALMEIDA; GHERARDI, 2020). Assim, novos compostos com agao antimicrobiana
obtidos a partir de espécies vegetais, como 0s 0Oleos essenciais, surgem como
alternativa para o controle microbiolégico e ainda como agentes de remocdo de
biofilmes (MIR et al., 2018).

A resisténcia aos antimicrobianos é elencada como um dos maiores desafios
do sistema de saude na atualidade, uma vez que coloca em risco a eficacia dos
tratamentos e profilaxias de doencas contemporaneas (HUEMER et al., 2020). O uso
errdbneo de farmacos ocorre ndo somente na medicina humana, como também na
medicina veterinaria, onde séo utilizados para transformar o sistema de producéo mais
rentavel, seja como uso profilatico em doencas de rebanho ou ainda como promotor
de crescimento, possibilitando assim uma maior produtividade animal (WHO, 2022).
As bactérias expostas de forma incorreta aos antimicrobianos, seja pela aplicacédo ou
ainda tempo de uso, se tornam resistentes e podem transitar entre homens e animais
por meio da alimentagdo, 4gua e meio ambiente (WHO, 2022). Microrganismos
resistentes surgem constantemente e sao propagados pela cadeia produtiva de
alimentos, gerando um alerta mundial. A WHO considera Salmonella spp. como grupo
de alta prioridade global, quando se diz respeito a bactérias resistentes a
antimicrobianos (WHO, 2017; TACONELLI et al., 2018).

Nesse contexto, 0 estudo tem por objetivos avaliar a ocorréncia de Salmonella
spp. em carcagas e fezes de bovinos de abatedouros-frigorificos e cortes carneos
bovinos do varejo, determinar o perfil fenotipico de susceptibilidade a antimicrobianos
e sanitizantes, avaliar o potencial de formacéao de biofilme e acao antibiofilme de dleos

essenciais.
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2 Material e Métodos

2.1 Coleta

Durante o periodo de novembro de 2021 a agosto de 2022, 100 carcacgas
bovinas provenientes de dois frigorificos (A e B) localizados na cidade de Pelotas-RS
foram amostradas em quatro (4) pontos diferentes da linha de abate, sendo eles: couro
apos a sangria (P1), fezes antes da ocluséo do reto (P2), carcaca ap0s a evisceracao
(P3) e carcaca ap0s a lavagem final (P4). Utilizou-se a técnica de swab de superficie,
com auxilio de esponjas esterilizadas previamente umedecidas com solug¢do salina
peptonada (0,85 % NaCl e 0,1 % peptona), sendo friccionadas contra a carcaca na
area do peito, compreendendo uma area de aproximadamente 400 cm? (BRASIL,
2019). As fezes foram coletadas com swab esterilizado e transportadas em meio Cary
Blair (ABSORVE-CRAL). Fezes de colaboradores também foram avaliadas quanto a
presenca de Salmonella spp.. Os colaboradores foram previamente orientados acerca
dos procedimentos de coleta do material (Anexo A), bem como apresentados ao termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice A). Assim, disponibilizou-se
coletores universais e swab estéril, de modo que a coleta fosse realizada em ambiente
domiciliar, seguindo orientagdes de coleta do Lacen (BAHIA, 2022). Durante o periodo
de outubro de 2022 foram coletadas 24 amostras de carnes fracionadas bovinas, in
natura expostas nas gondolas refrigeradas, de trés supermercados, escolhidos
aleatoriamente, localizados na cidade de Pelotas, RS. Os cortes escolhidos foram
peito com 0sso e coxao de fora, por disponibilidade nos estabelecimentos, contendo
uma média de 0,356 gramas cada, as amostras foram obtidas diretamente dos
balcGes refrigerados. Todas as amostras foram transportadas acondicionadas em
caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel. O estudo foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFPel, sob o numero
04536218.6.3002.5317.

2.2 Isolamento de Salmonella enterica subsp. enterica

Para o isolamento de Salmonella spp. utilizou-se o método ISO 6579, com
modificagdes. Cada amostra, constituida por quatro esponjas, recebeu 180 mL de
Agua Peptonada Tamponada (APT) 1% e foi homogeneizada em Stomacher a 230
rpm por 1 min e incubadas a 37 °C por um periodo de 24h. Apds incubacéo, aliquotas

de 0,1 mL foram depositadas em tubos contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassilidis
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(RV) e aliquotas de 1,0 mL para tubos contendo 10 mL de caldo Tetrationato (TT), os
quais foram previamente adicionados de 0,2 mL de solucédo de iodo e 0,1 mL de
solucéo de verde brilhante. Os tubos de RV foram incubados em banho-maria a 42 °C
por 24h e os tubos de TT incubados em estufa a 37 °C pelo mesmo periodo. Aliquotas
dos caldos RV e TT foram semeadas em placas. Col6nias caracteristicas no meio
Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e Hektoen Entérico (HE), com morfologia tipica do
género Salmonella spp., foram selecionadas (no minimo 3 colbnias caracteristicas), e
semeadas em placas de Petri contendo agar Triptona de Soja (TSA), incubadas a 37
°C por 24h, e submetidas a posterior identificacdo bioquimica através do cultivo nos
meios (BRASIL, 2011): Agar Triplice Acucar Ferro (TSI) (Teste do metabolismo de
carboidratos); UREIA (Teste de hidrdlise da ureia); e Agar Lisina Ferro (LIA) (Teste de
descarboxilagdo da lisina e producdo de H2S). As amostras que apresentaram
comportamento bioquimico caracteristico nesses testes foram avaliadas em relacdo
ao antigeno O (somatico) e H (flagelar) por sorologia, utilizando os soros polivalentes
para os antigenos somatico e flagelar de Salmonella spp. (PROBAC Ltda.). Em todas
as analises, a cepa de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 foi utilizada como
controle positivo.

2.3 Extracdo de DNA e Perfil de Viruléncia

A extracdo de DNA se deu por fenol cloroférmio, como descrito por Sambrook
(2001), com pequenas adaptacdes. A pesquisa dos genes hilA, invA, spvC, pefA e
sefA foi realizada através da técnica de PCR. A sequéncia dos primers e referéncias
utilizados neste estudo estdo demonstrados na Tabela 3. A pesquisa de cada gene foi
realizada separadamente. As cepas de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e
Salmonella Enteritidis ATCC 13076, foram utilizadas como controles positivos nas

reacOes de PCR.
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Tabela 3. Primers utilizados para a confirmacédo do género Salmonella e dos genes de viruléncia.

Gene Primer (5° - 3) Amplicon Referéncia

hilA F: GCGAGATTGTGAGTAAAAACACC 413 Craciunas et al. (2012)
R: CTGCCCGGAGATATAATAATCG

invA F: TTGTTACGGCTATTTTGACCA 521 Swamy et al. (1996)
R: CTGACTGCTACCTTGCTGATG

spvC F: CGGAAATACCATCTACAA ATA 669 Swamy et al. (1996)
R: CCCAAACCCATACTTACTCTG

pefA F: TTCCATTATTGCACTGGGTG 497 Haneda et al. (2001)
R: AAGCCACTGCGAAAGATGCC

sefA F: GCAGCGGTTACTATTGCAGC 330 Woodward and Kirwan (1996)
R: TGTGACAGGGACATTTAGCG

As reagdes de PCR compreenderam um volume final de 25 pL, sendo: 10 ng
de DNA da amostra; 12,5 puL de GoTaq Green Master Mix (CELLCO®); 8,5 uL de 4gua
ultrapura e 20 pmol de cada primer. As condi¢cdes de amplificacdo para os genes invA,
spvC, pefA e sefA consistiram em uma etapa de desnaturagédo a 94 °C por 2 min,
seguida de 35 ciclos (94 °C por 30 s, 55 °C por 45 s e 72 °C por 1 min) e extensao
final a 72 °C por 7 min (MJ Research). Para o gene hilA as condi¢des de amplificagao
do DNA foram: desnaturacao a 94 °C por 4 min, seguida de 30 ciclos (94 °C por 1 min,
63 °C por 1 min e 72 °C por 1 min) e extenséo final a 72 °C por 10 min (MJ Research).

A separacao e visualizagcédo dos produtos amplificados ocorreu por eletroforese
em gel de agarose (Ludwing Biotec) a 1,5 % por aproximadamente 70 minutos, com
utilizacdo do marcador de peso molecular de 1 Kb (iNVITROGEN®). Utilizou-se gel red
para que os geis fossem visualizados sob luz ultravioleta em transiluminador (Loccus

Biotecnologia®).

2.4 Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos e sanitizantes

2.4.1 Teste de suscetibilidades aos antimicrobianos

A suscetibilidade dos isolados identificados como Salmonella enterica subsp.
enterica aos antimicrobianos foi avaliada por meio do teste de disco-difusdo em agar,
de acordo com CLSI (2022) para bactérias da familia Enterobacteriaceae, sendo
classificados como: suscetiveis, intermediarios ou resistentes. Foram preparadas
suspensdes bacterianas em solucdo salina 0,85 %, ajustando a turbidez até 0,5 na

escala de McFarland (1,5 x 108 UFC.mL™1). Aliquotas foram semeadas, com auxilio de
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swab estéril, na superficie do agar Muller-Hinton. Aguardou-se cerca de trés minutos
para que esse indculo fosse absorvido e entdo os discos de antimicrobianos foram
adicionados. As placas foram incubadas a 37 °C por 18h. O resultado da zona de inibicdo
foi expresso em milimetros (mm). Foram testados nove agentes antimicrobianos de
diferentes classes, conforme demonstrado na Tabela 4. A cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 foi utilizada como controle do teste.

Tabela 4 — Agentes antimicrobianos e critérios interpretativos para o teste de suscetibilidade por disco-
difusdo em &gar.

Classe Antimicrobiano CLSI*
Disco Suscetivel Intermediario  Resistente
Penicilinas Ampicilina 10 ug =17 14-16 <13
Amoxicilina**

Cefalosporinas Ceftazidima 30 ug =21 18-20 <17
Carbapenens Imipenem 10 pg =23 20-22 <19
Fluoroquinolonas  Ciprofloxacina 5 ug =31 21-30 <20
Aminoglicosideos  Tobramicina 10 ug =15 13-14 <12
Tetraciclinas Tetraciclina 30 ug 215 12-14 <11
Outras Classes Sulfametoxazol/ 23.75/ > 16 11-15 <10

Trimetroprima 1.25 ug

Cloranfenicol 30 pg =18 13-17 <12
* CLSI — Clinical and Laboratory Standard Institute, Document M100, 32nd edition, 2022.
** Parametros interpretativos para o teste de suscetibilidade por disco-difusdo em agar de acordo com
EUCAST.

2.4.2 Concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM) de sanitizantes

A CIM foi realizada com a finalidade de quantificar a resisténcia de quatro
sanitizantes amplamente utilizados na industria de alimentos, sendo eles: acido
peracético, cloreto de benzalconio, clorexidina e hipoclorito de sédio, de acordo com
a metodologia de microdiluicdo em caldo (BELTRAME, 2009). Para isso, a ATCC
14028 de Salmonella Typhimurium e isolados de Salmonella enterica subsp. enterica
foram reativados em caldo BHI e incubados a 37 °C por 24h, sendo esgotados em
placas contendo agar TSA e novamente incubados a 37 °C por 24h. Apés esse
periodo, preparou-se a suspensao celular em solugéo salina 0,85 %, ajustando a
turbidez até 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC.mL™1).

As placas de microtitulagdo foram preenchidas com a suspensao bacteriana
(20 pL) e caldo Mueller-Hinton proveniente da diluicdo dos sanitizantes (180 pL)
utilizando concentracdes variando de 0,5 pg.mL? a 4.096 pug.mL?, sendo estas
incubadas a 37 °C por 24h. A CIM considerada foi a menor concentragdo de

sanitizante que inibiu completamente o crescimento bacteriano visivelmente. A CBM
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foi realizada ap0s a determinacédo da CIM, indicando qual a concentracdo minima de
composto capaz de eliminar o microrganismo. Assim, 10 pL do produto do pocinho da
microplaca onde ndo ocorreu crescimento bacteriano, foram cultivados em &gar
Mueller-Hinton e incubados por 37 °C por 24h, atestando se a concentracéo teve acao
bactericida (Filho et al., 2019). Como ponto de corte considerou-se as seguintes
concentragées: 10 pg.mL* de cloreto de benzalconio ( MULLAPUDI et al., 2008), 200
ug.mL* de clorexidina (UEDA; KUWABARA, 2007) e 200 pg.mL?! para &cido
peracético e hipoclorito de sddio (FDA, 2018).

2.5 Avaliagdo da formacdo de biofilme em ago inoxidéavel

Para avaliar o potencial de formacdo de biofilme dos isolados de Salmonella
enterica subsp. enterica, cupons de aco inoxidavel AlSI 304 (rugosidade de 0,366 mm,
guadrado, 10 mm:10 mm:1 mm) foram usados. Antes do uso, os cupons foram lavados
com detergente neutro, enxaguados com agua destilada, imersos em etanol 70 % (v/v)
por 1h a temperatura ambiente, enxaguados novamente com &gua destilada,
colocados individualmente em tubos de vidro contendo 9 mL de TSB e esterilizados a
121 °C por 15 min (Parizzi et al, 2004). A cepa de Salmonella Typhimurium ATCC
14028 foi utilizada como controle positivo.

A formacéo de biofilme de isolados de Salmonella enterica subsp. enterica foi
realizada de acordo com o método descrito por Andrade et al. (1998), com
adaptacdes. Para a realizacdo do teste, 1 mL do inéculo ajustado a 0,5 na escala de
McFarland (1,5 x 108 UFC.mL?) foi adicionado aos tubos contendo cupons
esterilizados e 9 mL de caldo TSB (Merck®), e incubados nas temperaturas de 4 °C,
25 °C e 37 °C por 24h. Posteriormente, os cupons com biofilmes formados foram
adicionados a tubos contendo 5 mL de Agua Peptonada (AP) (acumedia®) 0,1 % e
deixados em repouso por 1 min para remover as células planctdonicas. Em seguida, os
cupons foram colocados em tubos contendo 10 mL de AP e submetidos ao vortex por
2 min para remover células sésseis. Diluicbes decimais seriadas foram preparadas e
semeadas em placas de agar TSA (HIMEDIA®), as quais foram incubadas a 37 °C por
24h. As colbnias foram contadas e os resultados expressos em UFC.cm™2. Os testes

foram realizados em triplicata e o experimento em trés repeticoes.

2.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de andiroba

(Carapa guianensis), copaiba (Copaifera spp.), pimenta-rosa (Schinus
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terebinthifolius Raddi) e tomilho branco (Thymus vulgaris L).

A atividade antimicrobiana dos OE foi avaliada qualitativamente, pela técnica
de disco-difusdo em agar e, quantitativamente, pela concentracdo inibitéria minima
(CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM). Para a técnica de disco-difusédo em
agar, os inoculos bacterianos foram preparados ajustando a turbidez até 0,5 na escala
de McFarland (1,5 x 108 UFC.mL™) e, posteriormente, semeados em placas de petri
contendo agar Mueller Hinton (MH, Kasvi, Brasil). Discos esterilizados de papel filtro
em branco foram colocados na superficie do meio e impregnados com 10 pL dos OE
puros. Como controles positivo e negativo foram usados discos de ampicilina (10 pg)
e agua destilada esterilizada (10 uL), respectivamente. As placas foram incubadas a
37 °C por 24h. A formacé&o de zonas de inibicdo ao redor dos discos indicou atividade
antimicrobiana e foi medida em milimetros (mm). Foram realizadas duas repeticdes
do teste em duplicata.

A CIM de cada OE foi testada pelo método de microdiluicdo em placa (CLSI,
2018). Em cada poco da placa, foram adicionados 50 uL de caldo Muller Hinton (MH,
Kasvi, Brasil) acrescido de 1 % do emulsificante Tween 80 (Sigma®, EUA). Foram
realizadas diluicdes decimais de base dois dos OE variando de 25 % a 0,012 %.
Imediatamente, adicionou-se 50 pL do indculo, ajustado a 0,5 na escala de McFarland
(1,5 x 108 UFC.mL™1). As placas foram incubadas a 37 °C por 24h. Como controle
negativo, foi utilizado meio de cultura e, como controle positivo, meio de cultura com
indculo bacteriano (sem adicao de OE). Também foi feito o controle de esterilidade de
cada OE. Os testes foram realizados em triplicata com trés repeticbes para cada
isolado. Apos o periodo de incubagdo, 10 yL do reagente revelador Resazurina
(Exodo®, Brasil), foram adicionados em cada poco da placa, a qual foi posteriormente
incubada a 37 °C por 2h. A alteracéo da cor azul para rosa indicou atividade celular.

Para a determinacdao da CBM, 10 yL de cada pog¢o que nao apresentou
multiplicagdo bacteriana aparente foram semeados em placas de &gar TSA e
incubados a 37 °C por 24h. A acéo bactericida foi determinada através da auséncia
ou presenca de multiplicacéo bacteriana. O teste foi realizado em triplicata e com trés

repeticdes para cada isolado.

2.7 Avaliacdo da remocéo do biofilme de Salmonella enterica subsp. enterica

em aco inoxidavel por OE
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A avaliagao da acao do OE sobre o biofiime formado de Salmonella em acgo
inoxidavel, foi realizada com trés isolados provenientes de carcacas bovinas que
apresentaram os cinco genes de viruléncia estudados. A acdo antibiofilme do OE foi
avaliada em biofilmes formados a 37 °C, nas concentracdes de CIM determinadas na
avaliacao da CIM do OE com melhor resultado na acdo antimicrobiana. Foi preparado
solucdo do OE em agua destilada contendo 1 % do surfactante Tween 80 (Sigma®).
Apos a formacéo de biofilme por Salmonella spp. em 24h, os cupons de aco inoxidavel
foram transferidos para tubos contendo 5 mL de 4gua peptonada 0,1 % (AP), e ficaram
imersos em repouso por 1 min, para remoc¢éo de células planctdnicas. Logo apés,
foram transferidos para tubos contendo 2 mL da solucdo do OE nas concentracdes a
serem testadas (CIM), e ficaram imersos durante 15 min. Apds, foram colocados em
tubos contendo 3 mL de tiossulfato de sédio 0,1 M por 1 min, para neutralizar a acédo
da solucdo de OE (VERAS et al., 2014). Posteriormente, foram transferidos para tubos
contendo 10 mL de AP 0,1 %, e submetidos a agitacdo em vortex por 2 min, para
remocao de células sésseis. Finalmente, foram realizadas diluicdes decimais seriadas
em microtubos contendo 0,9 mL de AP 0,1 %, e cada diluicdo foi semeada em placas
de petri contendo agar TSA, e incubadas a 37 °C durante 24h. Apés este periodo, as
células viaveis foram contadas e os resultados foram expressos em Log UFC.cm2. Os

testes foram realizados em triplicata.
2.8 Anédlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e Tukey test (p <

0.05) no programa estatistico Past.
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3 Resultados
3.1 Ocorréncia de Salmonella spp. em fezes, carcacas bovinas e cortes carneos

do varejo

Das 100 carcacas amostradas, seis do frigorifico A estavam contaminadas com
Salmonella spp., resultando em uma ocorréncia de 6,0 %. A maior taxa de isolamento
de Salmonella spp. ocorreu no P4, que corresponde a carcaca apos a lavagem final,
com quatro (4,0 %) carcacas contaminadas. No couro apds a sangria e na carcaca
apos a evisceracao, a taxa de isolamento de Salmonella spp. foi de 1,0 % e 2,0 %,
respectivamente. Salmonella spp. ndo foi encontrada em amostras de fezes bovinas
coletadas antes da oclusdo do reto, no momento do abate (Tabela 5). Com relacdo a
fezes de colaboradores que atuam diretamente na linha de abate, Salmonella spp.
também néo foi detectada. Todos os isolados de Salmonella foram identificados como
pertencentes ao sorovar Agona.

Tabela 5. Isolamento de Salmonella spp. em diferentes pontos da linha de abate de bovinos.
Frigorifico Coleta Couro apds Fezes antesda Carcagcaapdés Carcaca apés

sangria (P1) ocluséo do evisceracao lavagem final
reto (P2) (P3) (P4)
A 1° 0 0 0 0
A 20 C14* 0 C14* Cl12* e C19*
A 3° 0 0 0 C24* e C25*
A 40 0 0 C35* 0
A 50 0 0 0 0
B 6° 0 0 0 0
B 7° 0 0 0 0
B 8° 0 0 0 0
B 9° 0 0 0 0
B 10° 0 0 0 0
Total de isolados 1 (1,0%) 0 2 (2,0%) 4 (4,0%)

* |dentificag8o da carcaca

Foram coletadas 24 amostras de cortes carneos do varejo da cidade de
Pelotas-RS, provenientes de trés supermercados distintos (A, B e C). Em cada
supermercado foram coletadas quatro amostras de cada tipo de corte, sendo eles
coxao de fora e peito bovino com 0sso. Dos 24 cortes amostrados, nenhum estava
contaminado com Salmonella spp. (Tabela 6).
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Tabela 6. Isolamento de Salmonella spp. em cortes carneos bovinos do varejo.
Numero de amostras coletadas  NUmero de amostras positivas para

Supermercado = - . o Salmon_ella .
Coxao de Peito bovino com Coxao de Peito bovino com
fora 0SSO fora 0SSO
A 4 4 0 0
B 4 4 0 0
C 4 4 0 0
Total 12 12 0 0

3.2 Perfil de viruléncia

Os fragmentos esperados para os genes hylA e invA, utilizados para a
confirmacdo do género Salmonella, foram amplificados em todos os sete isolados
testados. Em trés isolados (124, 125 e 126) foi possivel observar a presenca dos

genes de viruléncia spvC, pefA e sefA, frequentemente relatados em Salmonella spp.
3.3 Perfil de suscetibilidade a antimicobianos e sanitizantes

Os isolados de S. Agona que apresentaram os genes de viruléncia spvC, pefA
e sefA (124, 125 e 126) foram caracterizados quanto a suscetibilidade a
antimicrobianos e sanitizantes, e avaliados quanto a habilidade de formar biofilme.
Todos os isolados de testados foram suscetiveis a ampicilina, amoxicilina,
ceftazidima, tobramicina, tetraciclina, sulfametoxazol/trimetroprima e cloranfenicol.
Todos os isolados apresentaram halos de inibicdo classificados como intermediarios
ao imipenem (entre 20 e 22 mm), na disco-difusdo em &gar. Apenas um isolado
apresentou halo de inibig&o classificado como intermediario a ciprofloxacina (30 mm).
Resisténcia antimicrobiana nao foi observada frente a nenhuma droga testada.

Em relacédo aos sanitizantes avaliados no presente estudo, apenas clorexidine
mostrou eficacia contra todos os isolados de Salmonella spp. testados, com valores
de MIC e CBM de 8 pg.mL?. No entanto, os isolados demonstraram reduzida
suscetibilidade ao acido peracético, cloreto de benzalcdnio e ao hipoclorito de sodio.
Os valores de MIC foram de 4.096 pug.mL* para o acido peracético, 32 ug.mL* para o
cloreto de benzalconio e variaram de 1.024 a 2.048 pug.mL* para o hipoclorito de sédio.
A CBM do acido peracético, cloreto de benzalconio e hipoclorito de s6dio também
corresponderam a 4.096 pug.mL%, 32 ug.mL* e 1.024-2.048 pg.mL1, respectivamente
(Tabela 7).
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Tabela 7. Suscetibilidade & sanitizantes em isolados de Salmonella enterica subsp. enterica sorovar
Agona provenientes de carcacas bovinas.

Suscetibilidade aos sanitizantes (ug.mL™?)

Acido Cloreto de Clorexidina  Hipoclorito
Isolado Carcaga Ponto o A L
peracético  benzalcOnio de sodio
CcM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
124 C12 P4 4.096 4.096 32 32 8 8 1.024 1.024
125 Cl14 P1 4.096 4.096 32 32 8 8 1.024 1.024
126 Ci14 P3 4.096 4.096 32 32 8 8 2.048 2.048

P4 - Carcaca apos lavagem final ; P1 - Couro apés sangria; P3 - Carcaca ap0s evisceracao.

3.4 Avaliagéo da fomacéao de biofilme

Os isolados de S. Agona (124, 125 e 126) foram submetidos ao teste de
formacéao de biofilme em aco inoxidavel em trés diferentes temperaturas: 4° C, 25° C
e 37° C. Na Tabela 8 é possivel observar as médias de contagens bacterianas. Os
trés isolados de S. Agona foram considerados potencialmente formadores de biofilmes
em todas as temperaturas avaliadas.

Tabela 8 — Potencial de formacdo de biofilme de isolados de Salmonella enterica subsp. enterica

sorovar Agona em cupons de aco inoxidavel em diferentes temperaturas.
Médias de contagens bacterianas em cupons de aco

Isolado Carcaca Ponto* inoxidavel (UFC.cm?)
4°C 25° C 37°C
124 Ci12 P4 5,45 + 0,403 6,57 + 0,63 7,00 + 0,354
125 C14 P1 5,22 + 03 6,43 + 0,3 7,11 +0,16%
126 C14 P3 5,32 +0,32% 6,59 + 0,50 6,80 + 0,52¢A

P4 - Carcaga apoés lavagem final ; P1 - Couro apds sangria; P3 - Carcaca ap0s evisceracgio.

Médias * desvio padrdo com letras minlsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa pelo Teste Tukey (p<0.05).

Médias + desvio padrao com letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa pelo Teste Tukey (p<0.05).

3.5 Atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais de andiroba, copaiba,

pimenta-rosa e tomilho branco.

Para determinar a atividade antimicrobiana dos OE de andiroba, copaiba,
pimenta-rosa e tomilho branco foi realizado teste de disco-difuséo em agar. Dentre 0s
OE testados, a formacgdo de um halo de inibi¢cdo foi observada apenas para o OE de
tomilho branco frente aos isolados testados (Figura 6). A CIM e a CBM do OE de
tomilho branco foi de 29,06 mg.mL* (3,125 %).



Figura 6: Disco-difusdo em agar Miiller-Hinton do 6leo essencial de tomilho branco e pimenta rosa
(verde e madura) frente aos isolados de Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Agona
Fonte: Préprio autor, 2022.

Tabela 9 — Zonas de inibi¢cdo dos 6leos essenciais de andiroba, copaiba, pimenta rosa e tomilho
branco frente aos isolados de Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Agona

Zonas de inibicdo dos 6leos essenciais (mm)
Andiroba Copaiba Pimentarosa Tomilho branco

Isolado Carcaca Ponto”

124 C12 P4 0 0 0 26 +1,15
125 C14 P1 0 0 0 25+0,57
126 Cl4 P3 0 0 0 18+2

P4 - Carcacga apdés lavagem final ; P1 - Couro apds sangria; P3 - Carcacga apds evisceragao.
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3.6 Avaliagdo do OE de tomilho branco na remocéo do biofilme de Salmonella

spp. em aco inoxidavel

A acdo do OE de tomilho branco foi avaliada em biofiimes de S. Agona

formados em cupons de aco inoxidavel a 37 °C, utilizando-se a CIM do OE (29,06

mg.mL1). A remocéo de biofilme por meio do OE de tomilho branco foi 100 % eficaz

em todos os isolados testados, uma vez que ndo houve a presenca de unidades

formadoras de col6nia na presenca do OE apdés o contato por 15 min (Figura 7).
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Figura 7: Atividade do dleo essencial de tomilho branco na remocédo do biofilme formado em acgo
inoxidavel a 37 °C por Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Agona. A: contagens bacterianas
do isolado 125 nas diluicdes 101, 102 e 103, sem a presenca do 6leo essencial de tomilho branco; B:
contagens bacterianas do isolado 125 nas diluicdes 10, 102 e 103, ap6s contato por 15 min com o
6leo essencial de tomilho branco.Fonte: Proprio autor, 2022.

4 Discussao

Das 100 carcacas avaliadas em quatro pontos distintos do abate de bovinos,
seis estavam contaminadas, sendo observada contaminacdo em trés pontos da linha
de abate. Resultado semelhante foi observado por Bier et al. (2018) que detectaram
Salmonella spp. em 6,7 % (6/90) das carcacas bovinas em frigorificos do Mato Grosso
do Sul habilitados para exportacdo. Em contrapartida, Loiko et al. (2016) isolaram
Salmonella spp. em apenas 0,93 % (1/108) das carcacas bovinas em frigorificos do
Rio Grande do Sul.

A contaminagdo das carcagcas no abatedouro pode ocorrer em diferentes
pontos da linha de abate, através das fezes dos animais, do couro e do trato
gastrointestinal, bem como através de manipulacdo, superficies e equipamentos
contaminados (SILVA; BUENO, 2018). Diversos estudos apontam o couro apos a
sangria como sendo a principal fonte de contaminacdo de carcac¢as no processo do
abate de bovinos. Em estudo realizado por Silva (2011), quatro de 120 carcacas
bovinas avaliadas, provenientes de abatedouro-frigorifico exportador do Sul do Brasil,

estavam contaminadas com Salmonella spp., sendo todas isoladas do couro. Em
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pesquisa realizada por Matos et al., (2013), em nove de 100 carcacgas bovinas houve
o isolamento de Salmonella spp., sendo oito provenientes do ponto apos a esfola e
uma do ponto de apds a evisceragcdo, demonstrando uma possivel contaminacao
cruzada envolvendo o couro do animal. De acordo com Rodrigues (2019), a carga
microbiana do couro do animal pode estar relacionada com a contaminagcdo nos
pontos iniciais da linha de abate. Esta contaminacdo do couro pode prejudicar e
comprometer a seguridade das carcacgas, uma vez que se torna fonte promissora de
contaminacgao cruzada.

Para Bonesi e Santana (2008), a etapa de evisceracéo indica alto risco de
contaminac¢do na sala de abate, haja vista que a microbiota intestinal do animal possui
chances de entrar em contato com a carcaca, uma vez que perfuracédo de visceras é
um dos maiores problemas tecnoldgicos.

A contaminagdo de carcagas em etapas como lavagem final indicam falhas
neste processo. Martnéz-Chavez et al. (2015), demonstraram que em 18 % das
carcacas observadas ocorreu presenca de Salmonella spp. apdés a lavagem final.
Estes dados destacam a importancia de controle durante todas as etapas do abate,
uma vez que fica evidente que as carcacas estdo sendo expostas a multiplas fontes
de contaminagao.

Cossi (2014) em seu estudo observou a presenca de Salmonella spp. em seis
carcagas (2,87 %), onde a maior prevaléncia se deu, de forma decrescente, apos o
enxague final (50 %), apos a evisceracao (33,33 %) e apos a esfola (16,66 %),
achados que corroboram com os resultados do presente estudo, tendo em vista que
0S pontos em que carcacas estavam contaminadas foram lavagem final (4 %), apés
evisceracdo (2 %), e couro apos sangria (1 %). Com isso, fica claro que,
contaminacgdes nesta etapa representam risco direto ao consumidor, visto que ja serao
destinadas ao mercado. Sendo assim, para obtencdo de carcacas in6cuas e que
possam ser destinadas ao consumo, deve haver melhor treinamento dos
manipuladores, elencando os ponto criticos de contaminacao cruzada.

Segundo Damasceno Neto et al. (2021), ao analisar as principais condenacdes
de carcacas e visceras oriundas de abatedouros-frigorificos do Norte da Amazonia
Oriental, a contaminacdo de carcacas é a segunda maior (29,5 %) causa de
condenacéo, ficando atras apenas das contusdes (35,1 %), demonstrando assim que
ha necessidade de treinamento dos manipuladores a respeito das problematicas

geradas a partir da contaminac¢éo, no que tange prejuizos econdmicos nao somente
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para industria mas como também para saude publica como um todo (SANTOS et al.,
2021).

Nos ultimos anos, as redes varejistas tém representado grande importancia na
comercializagdo de carnes, sendo este um mercado interno em que mais se tem
contato direto com o consumidor final (URSO, 2007). Tendo em vista que a carne
bovina pode favorecer a proliferacdo microbiolégica (RHOADES et al., 2009; SILVA et
al., 2020), sequir as legislacfes vigentes fundamental para que se garanta produtos
de qualidade no varejo (BRASIL, 2022). No presente estudo, todas as amostras
encontraram-se dentro do estabelecido que € auséncia de Salmonella spp. (BRASIL,
2022). Muito embora este seja o ideal, nem sempre é possivel encontrar este
parametro nas gondolas refrigeradas, como relatam Velho et al. (2015) em seu estudo
acerca da avaliacao de carnes in natura comercializadas em Mossoro- RN, no qual 63
% das carnes dos estabelecimentos de supermercados estavam contaminados com
Salmonella spp. Esse alto percentual é preocupante, uma vez que ndao ha garantias
de que este alimento tera preparo e cozimento correto, afim de néo prejudicar o
consumidor, podendo ocasionar prejuizos econémicos e a saude do consumidor.

A presenca de genes de viruléncia em isolados bacterianos € o que confere a
eles a patogenicidade, uma vez que sdo responsaveis pelos processos de adeséo,
invasdo ou producdo de toxinas. No presente estudo, todos os sete isolados de
Salmonella enterica subs. enterica sorovar Agona confirmaram a presenca dos genes
hilA e invA. O gene hilA é responséavel pela invasdo de macréfagos e apoptpse,
enquato o gene invA é responsavel por codificar uma proteina na membrana de
Salmonella spp. e assim conferir a invaséo de células entéricas (MATIAS et al., 2010;
TURKI et al.,, 2012). Os genes invA e hilA sdo considerados os de eleicdo para
confirmacédo de Salmonella spp. pelo método de PCR.

Em trés isolados (124,125,126) foi possivel observar a presenca dos genes de
viruléncia spvC, pefA e sefA, frequentemente relatados em Salmonella spp. O gene
spvC, € um gene plasmidial, ou seja, se caracteriza por ser um elemento genético
movel, podendo ser transmitido via horizontal ou vertical (SILVA et al., 2017; FARIA,
2013; ANDESFHA et al., 2019), localizam-se em regido altamente conservada, sdo
agrupados de acordo com sua funcionalidade sendo este gene organizado no operon
SpvRABCD (ALMEIDA et al., 2015; FAULA, 2021). O gene spvC vem sendo
relacionado com o aumento da gravidade de casos de S. Enteritidis, bem como na

contribuicdo da difusdo de infeccdo sistémica (SILVA et al., 2017). Assim como 0
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spvC, o pefA é transmitido por plasmideos, e este por sua vez, esta diretamente
relacionado a adeséo bacteriana junto a células epiteliais hospedeiras, dada pela
expressédo de fimbrias em isolados de Salmonella spp. (LIU et al., 2011; MUSA et al.,
2013).

Siddiky et al. (2021), ao verificar a presenga de oito genes de viruléncia (invA,
agfA, IpfA, hilA, sivH, sefA, sopE e spvC) em isolados de Salmonella enterica de
frangos em mercados Uumidos (onde ocorre venda de carnes, peixes e produtos
pereciveis) em Dhaka, Bangladesh, encontraram os genes invA e hilA em 100 % dos
isolados, corroborando com os achados deste estudo. Fardsanei et al. (2021)
avaliaram os genes de viruléncia de Salmonella enterica sorovar Enteritidis de
pacientes com gastroenterite em varias cidades iranianas, e relataram que os genes
iNvA, hilA e sefA estavam presentes em 100 % dos isolados, enquanto os genes pefA
e spvC estavam presentes em 85,2 % e 70,4 % dos isolados, respectivamente.
Haubert et al. (2022) analisaram 160 amostras de ovos crus de supermercados e de
feiras livres no sul do Brasil e observaram Salmonella em apenas 3,2 % (2/160) das
amostras. Os genes hilA, invA, sefA e spvC foram detectados em 100 % dos isolados,
enquanto o gene pefA esteve presente em 50 %. E notdrio que isolados de Salmonella
spp. provenientes de alimentos carreando genes de viruléncia, podem ser transmitidos
aos seres humanos e causar uma DTHA mais severa (DANTAS et al., 2020).

A resisténcia aos antimicrobianos € considerada uma das maiores
problematicas mundiais de saude publica. No presente estudo, os isolados né&o
apresentaram resisténcia aos antimicrobianos testados, mas alguns apresentaram
halos de inibicdo considerados intermediarios na disco-difusdo em &gar para
ciprofloxacina e imipenem. Segundo o CLSI, o objetivo dos testes fenotipicos de
suscetibilidade a antimicrobianos é classificar os microrganismos em “suscetiveis”,
“intermediarios” ou “resistentes”, fornecendo um progndstico em relagéo a eficacia do
tratamento com 0 agente antimicrobiano. A categoria intermediaria consiste em
isolados bacterianos que necessitam de concentragcdes inibitérias minimas mais
elevadas e as taxas de resposta ao tratamento podem ser menores que em isolados
suscetiveis (CLSI, 2018).

A ciprofloxacina, azitromicina e ceftriaxona sdo antimicrobianos preconizados
em tratamentos de infec¢des graves de Salmonella (MSD, 2022; CARON, 2021). Uma
vez que um isolado com perfil intermediario seja exposto constantemente a um

determinado antimicrobiano, a probabilidade que este torne-se resistente ao farmaco
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é alta, dificultando assim o tratamento da infecdo (GEBREYES et al., 2017). Caron
(2021) avaliou isolados antigos (2004, 2005 e 2006) e isolados novos (2019 e 2020)
de Salmonella spp. de carne de frango quanto a resisténcia aos seguintes
antimicrobianos: gentamicina; estreptomicina; ertapenem; imipenem; meropenem;
ceftazidima; cefoxitina; ciprofloxacina; norfloxacina; sulfazotrim; ampicilina;
cloranfenicol e tetraciclina. O autor observou que todos os isolados antigos (n=63)
apresentaram suscetibilidade ao imipenem e apenas 7,94 % se enquadraram como
intermediérios para ciprofloxacina. No entanto, entre os isolados novos (n=24) houve
uma mudanga nessa configuragéo, 4,17 % foram classificados como intermediarios
para imipenem e 50 % para ciprofloxacina.

Os sanitizantes sao utilizados no processo de higienizagdo dos
estabelecimentos e industrias alimenticias. No presente estudo a concentracdo
minima inibitéria (MIC) e concentragdo bactericida minima (CBM) de isolados de S.
Agona foram 8, 32, 1.024 e 4.096 pug.mL* para clorexidina, cloreto de benzalconio,
hipoclorito de sodio e acido peracético respectivamente para os isolados 124 e 125,
para o isolado 126 o MIC e a CBM foram 8, 32, 2.048 e 4.096 pug.mL?! para os
sanitizantes clorexidina, cloreto de benzalcénio, hipoclorito de sddio e acido peracético
nesta sequéncia. Considerando os pontos de cortes utilizados neste estudo, apenas
o0 sanitizante clorexidina mostrou-se eficaz frente aos isolados de S. Agona. Com isso,
fica claro que a utilizacdo de forma incorreta, seja por tempo de exposi¢céo
inadequado, produto em superficie imprépria ou ainda concentracdes erradas, podem
acarretar nessa susceptibilidade reduzida. Outros estudos também apontam essa
reducdo de suscetibilidade aos sanitizantes, como nos achados de Haubert et al.
(2022), onde o MIC e CBM para cloreto de benzalconio correspondeu a 64 pg.mL™,
sendo o menor valor encontrado em seus isolados. Colla et al. (2012), analisaram
isolados de 2005 e 2009 quanto a suscetibilidade de sanitizantes e observaram que
todos os isolados foram suscetiveis ao acido peracético, enquanto que houve uma
acao reduzida frente aos composto de quartenario de aménia e clorexidine em relacéo
ao ano de 2009, demostrando que exposicao errbnea vem ocorrendo e ressaltam a
necessidade de rodizios no uso dos compostos a fim de evitar essa resisténcia.

O potencial dos isolados de S. Agona em formar biofilme sobre superficie de
aco inoxidavel variou quando o mesmo isolado foi comparado quanto as diferentes
temperaturas testadas (p<0,05). Isolados diferentes comparados em relagcdo a mesma

temperatura ndo diferiram significativamente (p>0,05). Piton (2012) avaliou a
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formacédo de biofiilme de Salmonella spp. a temperatura de 20 °C em dois meios
diferentes TSB e APT. O autor observou que em TSB incubado por 24 h as médias
de contagens bacterianas variaram de 4,90 a 5,95 UFC.cm, enquanto que em APT
as médias de contagens bacterianas variaram de 3,0 a 3,8 UFC.cm2, demonstrando
gue em meios mais nutritivos a multiplicacdo bacteriana é favorecida. Para Jayaweera
et al. (2021), a capacidade de formacdo de biofiime de diferentes isolados de
Salmonella spp. diferiu quanto ao material, tendo maior formacdo em superficie
plastica, variando de 5,09 a 5,29 UFC.cm™. Vale ressaltar que a formacé&o de biofilme
é considerada a partir de 5 log UFC.cm? (RONNER; WONG, 1993).

A atividade antimicrobiana dos OE de andiroba, copaiba, pimenta-rosa e
tomilho branco foi avaliada através do teste de disco-difusdo em agar. Dentre os OE
testados, a formacéo de halo de inibicédo foi observada apenas para o OE de tomilho
branco frente aos isolados de S. Agona testados. O 6leo de tomilho branco apresentou
halos de inibicdo que variaram de 18 a 26 mm, demonstrando assim sua acao
antimicrobiana frente aos trés isolados de S. Agona. testados, com MIC e CBM de
29,06 mg.mL*. Cruz et al. (2019) relataram a a¢do antimicrobiana do OE de Thymus
vulgaris contra Staphylococcus saprophyticus em uma concentracéo de 0,0008 pL.mL"
1 e contra as cepas padrdo ATCC de Staphylococcus aureus, Salmonella
choleraesuis, Staphylococcus epidermidis e Proteus vulgaris e as bactérias de
isolados das mé&o de equipe cirdrgica como: S. aureus, S. epidermidis e Bacillus sp.
com CIM 2 0,10 uL.mL*. Essa diferenca nas concentracdes de inibicdo podem ter
relacdo com diversos fatores, como sitio de acdo especifica para cada bactéria,
diferenca entre Gram positiva e negativa e ainda origem desses isolados. Tardugno
et al. (2022) avaliaram a acdo antimicrobiana contra Listeria monocytogenes sendo o
OE com diferentes composic¢fes devido a sua vegetacao de cobertura, porém todas
com boa acao contra o patégeno. Laviniki (2013), ao avaliar a atividade antimicrobiana
in vitro de OE como: canela da china, éregano, pimenta negra e tomilho branco frente
a amostras de Salmonella enterica isoladas de aves, encontrou um percentual de 91,3
% eficacia do OE de tomilho branco frente a esses isolados, corroborando assim, com
os dados do presente trabalho, onde este OE teve 100 % de eficacia contra os
iIsolados de Salmonella testados.

Lascaris et al. (2022), realizou teste de disco-difusdo para alguns OE incluindo
0 Oleo de copaiba, encontrando halos de 10 mm para cepas ATCC de S. Typhimurium
(14028) e 9,83 mm para S. Enteritidis (13076) e CIM de 5 mg.mL™* para ambos, o que
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ja demonstrou sua baixa eficacia, destoando dos achados no presente trabalho. Com
isso, evidencia-se que a acdo do Oleo pode divergir, uma vez que esta depende de
epoca e forma de extracdo, conservacdo do OE e componentes (SANTOS et al.,
2016). Para pimenta rosa, os achado corroboram com o estudo em questéo
(DANNENBERG, 2017), uma vez que este ja havia sido demonstrado que ndo tem
acao contra Salmonella spp., bem como os achados de 6leo de andiroba puro frente
a bactérias S. aureus e E. coli (MONTEIRO, 2017). Refor¢ca-se mais uma vez que
acdo antimicrobiana de 0leos essenciais inclui multifatores, sejam eles intrinsecos
(espécie e composicdo) ou extrinsecos (localizacdo, extracdo, conservacao,
armazenamento e cultivo), e ainda, quando se trata de bactérias Gram negativas a
acao do OE pode ser dificultada devido a membrana externa (SANTOS et al., 2016;
SPISNI et al., 2020).

Tendo em vista o potencial antimicrobiano do OE de Thymus vulgaris, a
remocao do biofilme de Salmonella spp. em cupons de aco inoxidavel foi avaliada. No
presente estudo, o uso de OE de tomilho branco foi capaz de eliminar o biofilme
formado em cupons de aco inoxidavel dos trés isolados de S. Agona testados,
utilizando-se a CIM do OE (29,06 mg.mL?) por 15 min., demonstrando assim a alta
eficacia desse OE em atuar como antibiofilme, uma vez que estudos afirmam que para
ocorrer esta acao € necessario aumentar em 100 ou até 1.000 vezes a concentracao
da CIM encontrada (MACIA; ROJO-MOLNERO; OLIVER, 2014). Por se tratar de um
composto vegetal natural, se sobresai vantajosamente quando comparado com
sanitizantes sintéticos, muito devido sua baixa toxicidade. Estudos tém demonstrado
gue os OE sao eficazes na remocao de biofilmes formados em diferentes superficies,

tempos de contato e concentracgdes.

Conclusao

Conclui-se que Salmonella Agona estad presente em carcacas bovinas de
abatedouros-frigorificos do Sul do Rio Grande do Sul, sendo os principais pontos de
contaminacdo na linha de abate os seguintes: carcaca ap0s sangria, carcaga apos
evisceracao e carcaca apos lavagem final. Amostras de cortes carneos de varejo, bem
como as de fezes de colaboradores ndo apresentaram Salmonella spp. Todos os
isolados testados foram sensiveis aos antimicrobianos e todos foram pontencialmente
formadores de biofilme bacteriano sobre aco inoxidavel. O sanitizante clorexidina

apresentou a melhor resposta frente aos isolados testados. Os 0leos essenciais de
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copaiba, andiroba e pimenta-rosa ndao demonstraram agao antibacteriana contra os
isolados, em contrapartida, o OE de tomilho branco apresentou acdo a partir da
concentragdo de 29,06 mg.mL*?, e ainda foi eficaz acdo de remocédo de biofilme

formado em ago inoxidavel.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir do estudo realizado é possivel afirmar que Salmonella Agona esta
presente em plantas frigorificas do Sul do Rio Grande do Sul. Apesar de os isolados
nao terem apresentado resisténcia aos antimicrobianos testados, o perfil intermediario
para ciprofloxacina e imipenem gera um alerta para acompanhar a evolucdo dessa
resisténcia ou ainda como alarme para medidas cautelares, a fim de frear o
desenvolvimento da resisténcia. Para os sanitizantes mais utilizados pela industria de
alimentos, como &cido peracético e hipoclorito de sodio, concentragBes elevadas
foram necessérias tanto para inibir quanto para erradicar S. Agona, o0 que pode estar
associado ao uso errbneo destes agentes sanitizantes trazendo a tona falhas no
processo de higienizacdo. Os isolados de S. Agona mostraram-se potencialmente
formadores de biofilmes em superficie de ago inoxidavel, o que confere perigo para
0s ambientes fabris e de manipula¢do, uma vez que este é um material presente na
industria de alimentos. O OE de tomilho branco demonstrou acdo antimicrobiana
frente aos isolados de S. Agona testados e foi capaz de remover o biofilme pré-
formado em cupons de aco inoxidavel, sendo uma boa alternativa aos sanitizantes

guimicos tradicionalmente utilizados.
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Apéndice A: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O/A Sr./a esta sendo convidado/a, como voluntario/a, a participar da pesquisa “Uma
abordagem em One Health para estabelecer as potenciais rotas de distribuicado de
resisténcia a antibioticos entre animais, alimentos, ambiente e humanos”. Nesta
pesquisa pretendemos caracterizar o potencial de diferentes cadeias produtivas de
alimentos de origem animal no Brasil em disseminar a resisténcia a diferentes antibioticos
entre animais, ambiente de producdo e processamento, alimentos e humanos,
contemplando uma abordagem em Satde Unica. O motivo que nos leva a executar este
trabalho é a necessidade de obtermos informacdes consistentes e relevantes para
investigar a distribuicdo da resisténcia nas cadeias produtivas, e avaliar de forma precisa o
papel de cada cadeia na manutencao e disseminacdo de cepas resistentes, devido a
preocupag¢do com o impacto que isso pode causar na saude humana e animal. Embora os
agentes antimicrobianos sejam utilizados com diferentes finalidades na produgao animal,
as consequéncias que a resisténcia representa para a saude publica é de nivel global, ja
que podem resultar em complicagdes do quadro clinico de pacientes infectados, podendo
ter como desfecho o 6bito. Assim, os dados que serdo obtidos permitirdo responder algumas
questdes sobre o tema “resisténcia aos antibidticos” que ainda estdo em aberto, sendo
essas respostas de alta relevancia para o planejamento do enfrentamento deste queé um
dos maiores desafios para a medicina nos dias atuais.

Para esta pesquisa adotaremos a realizacdo de coleta de fezes por swab fecal de
funcionarios envolvidos em alguma etapa da cadeia de producdo de alimentos de origem
animal (propriedades rurais, abatedouros frigorificos e laticinios), saudaveis, sem
envolvimento em surto de origem alimentar ou que apresentem qualquer patologia
gastrointestinal, e que nao tenha tomado antibiéticos recentemente. Na sua participacao
vocé recebera o material necessario para realizacdo da coleta que podera ser realizado na
sua casa (frasco de coleta, swab estéril, tubo contendo meio de transporte e manual de
instrucdes). Este material receberd um cédigo de forma a ndo permitir a sua identificacao.
Apoés este procedimento sera pedido a vocé que armazene a amostra até a equipe de
trabalho passar pegar para processamento no laboratério.

Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em riscos minimos, relacionados a
eventuais constrangimentos e/ou identificacdo pessoal. Para tais riscos serem evitados, o
convite a pesquisa sera realizada individualmente, garantindo o pleno direito de recusa em
participar da pesquisa. E importante ressaltar que a pesquisa ndo possui vinculos diretos
com os estabelecimentos, sendo um projeto livre de custo ao local de coleta, financiado por
orgado publico e de interesse exclusivo cientifico, onde os resultados nado serdo
disponibilizados para o empregador de forma individual. Este estudo traz beneficios para
os envolvidos e a toda populacdo, uma vez que os resultados permitirdo a caracterizacao
do tema “resisténcia a antibiéticos” considerando uma visdo ampla e abrangente, uma vez
gue sera possivel a cobertura de todas as etapas das cadeias produtivas de alimentos de
origem animal, desde suas etapas iniciais (animais de producao), passando pelos estagios
de producédo primaria (fazendas), processamento (industria, funcionarios) e chegando as
etapas finais (produtos), contemplando os elementos “animal’, “ambiente” e “homem”, num
contexto de Saude Unica. Esse tema é considerado um problema atual e crescente, com
previsdo de ser o principal responsavel por mortes nas proximas décadas, caso nao seja
controlado adequadamente nos dias atuais. Assim, uma abordagem ampla contribuira para
o entendimento do problema e definicdo de propostas para seu controle.

Para participar desse estudo o Sr./a ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer
vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos
provenientes dessa pesquisa, o Sr./a tem assegurado o direito a indenizac¢do. O/A Sr./a tem
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garantida plena liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu consentimento, em
gualquer fase da pesquisa, sem necessidade de comunicado prévio. A sua participacéo €
voluntéria e a recusa em patrticipar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na
forma em que o Sr./a € atendido/a pelo pesquisador. Os resultados da pesquisa estarao a
sua disposicéo quando finalizada. O/A Sr./a néo sera identificado/a em nenhuma publicac&o
gue possa resultar. Seu nome ou o material que indique sua participacdo nao serao
liberados. A amostra entregue por cada participante receberd imediatamente uma
identificagdo numérica, sem relacdo com o TCLE, de forma a garantir a ndo identificacdo
do participante.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que
uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, da Universidade Federal de Pelotas, e
a outra sera fornecida ao Sr./a.

Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos apés o término da pesquisa, e depois desse
tempo serdo destruidos. Os/As pesquisadores/as tratardo a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo e confidencialidade, atendendo a legislacéo brasileira, em especial, a
Resolucéo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, e utilizardo as informacdes somente
para fins académicos e cientificos.

Eu,
contato :
fui informado(a) dos objetivos da pesquisa “Uma abordagem em One Health para
estabelecer as potenciais rotas de distribuicdo de resisténcia a antibidticos entre
animais, alimentos, ambiente e humanos” de maneira clara e detalhada, e esclareci
minhas davidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacbes e
modificar minha decisdo de participar se assim o desejar. Declaro que concordo em
participar. Recebi uma via original deste termo de consentimento livre e esclarecido e me
foi dada a oportunidade de ler e esclarecer minhas davidas.

, de de 20 .

Assinatura do/a Patrticipante

Assinatura do Pesquisador

Nome da Pesquisador Responsavel: Wladimir Padilha da Silva
Endereco: Campus Capéao do Leéo - Universidade Federal de Pelotas, s/n
CEP 96010-900 - Caixa Postal 354 - Pelotas - RS

Telefone: (53)3275-7284 - Ramal 210

E-mail: wladimir.padilha2011@gmail.com

Em caso de discordancia ou irregularidades sob o0 aspecto ético desta pesquisa, vocé
podera consultar:

CEP - FAMED — UFPel

Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas
Avenida Duqye de Caxias, 250, Bairro: Fragata. CEP: 96.030-001. Pelotas/RS
E-mail: cep.famed@gmai.com/ Telefone: (53)3284-4960


mailto:wladimir.padilha2011@gmail.com

ANEXO

91



Anexo A: IntrugcBes para coleta de amostra de fezes ds funcionarios

92

INSTRUGOES PARA COLETA DE AMOSTRAS

TITULO: Procedimentos para Coleta, Acondicionamento e Envio de Amostras de Fezes — SUABE FECAL

1. Coleta
A coleta devera ser feita em ambiente domiciliar seguindo as instrugdes:

1 1
1 1
1 1
1 1
i i
1
i - Utilizar o frasco de boca larga fornecido e coletar as fezes i
4 1
: 1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1

o A
1 . ~ . !
! é?, - Higienizar bem as mé&os antes de abrir o suabe i
1 ]
1 . . . !
! A - Abrir primeiro o frasco com as fezes i
1 1

1

1

- Em seguida, abrir a embalagem expondo somente a tampa
do suabe (“cotonete”)

H - Retirar apenas o suabe (“cotonete”) da embalagem
i SEGURANDO SOMENTE pela tampa

1

1

- Mergulhar a ponta do suabe (“cotonete”)
diretamente nas fezes, mexendo para que

1

1

toda ponta esteja mergulhada i

yrila i
cl |
1

1

]

]
i - Remover a tampa do outro tubo (que contém o meio de
\ transporte)

- Inserir o suabe (“cotonete”) com a amostra dentro do tubo.
Fechar bem a tampa do tubo com o suabe (“cotonete”) ja
inserido

- O restante das fezes devera ser descartado em local
apropriado, armazenando e enviando APENAS o tubo com o
suabe (“cotonete”) dentro

2. Armazenamento e envio
Manter o tubo com o suabe (“cotonete”) refrigerado em geladeira e encaminhar imediatamente (dentro de um

prazo de 24h) ao responsavel informado no dia da entrega do material de coleta

Referéncia
Manual de procedimentos técnicos para coleta, acondicionamento e transporte de amostras bioldgicas/ LACEN - Laboratdrios Centrais de

Salde Publica
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