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Avaliacao da aderéncia ao aco inoxidavel e ao polietileno por trés sorovares
de Salmonella e da capacidade de desinfeccao dessas superficies'

Autor: Tais Raquel Marcon Machado
Orientador: Eduardo César Tondo; Co-Orientador: Adriano Brandelli

RESUMO

No Rio Grande do Sul, a Salmonella Enteritidis vem se destacando como o principal
microrganismo causador de surtos de doengas transmitidas por alimentos. A
capacidade desse sorovar em aderir ao aco inoxidavel e ao polietileno, assim como a
resisténcia a desinfetantes comumente utilizados nas industrias de alimentos foi
avaliada e comparada com outros dois sorovares de Salmonella. Para mensurar a
aderéncia bacteriana, corpos de prova de aco inoxidavel (2 x 2 x 0,1cm) e de
polietileno (2 x 2 x 0,7cm) permaneceram em contato com as culturas bacterianas por
15, 30 e 60 minutos e entdo ultrasonicados, para a realizagdo das contagens de
células aderidas. A resisténcia bacteriana aos desinfetantes foi avaliada através do
teste de suspensdo como preconizado pela legislacdo brasileira. Para desinfecgcéao
das superficies, os corpos de prova permaneceram por 15 minutos em contato com as
culturas bacterianas e, apdés dez minutos de exposi¢do aos desinfetantes, o numero
de células sobreviventes foi determinado. A aderéncia bacteriana ap6s os tempos de
exposicdo indicou que a S. Typhimurium aderiu significativamente mais ao aco
inoxidavel que ao polietileno, enquanto que a S. Bredeney aderiu mais ao polietileno.
Entretanto, ndo houve diferencas significativas nos niveis de aderéncia do sorovar S.
Enteritidis, mesmo que as analises de microscopia eletrbnica de varredura e de
hidrofobicidade tenham indicado diferengas significativas entre os materiais. Foi
observada a producéo de bioemulsificante pelos trés sorovares de Salmonella, sendo
que a S. Enteritidis e a S. Bredeney produziram quantidades bem maiores que a S.
Typhimurium. A resisténcia aos desinfetantes acido peracético, hipoclorito de sédio e
quaternario de amoénio, quando avaliados pelo teste de suspensédo, demonstraram
que, nas concentragdes indicadas pelo fabricante, os trés compostos foram capazes
de inativar os trés sorovares de Salmonella. Entretanto, na concentragédo de 200ppm
de hipoclorito de sédio comumente utilizada no Brasil, o sorovar S. Enteritidis foi o
mais resistente, uma vez que sobreviveu até 15 minutos de exposi¢do. Nenhum
desinfetante conseguiu inativar todas as células aderidas (aproximadamente 5log
UFC/cm?) em aco inoxidavel e polietileno, exceto o quaternario de aménio que
eliminou totalmente a S. Enteritidis do ago inoxidavel. Tendo em vista a importancia
desses microrganismos como patégenos alimentares, cuidados especiais devem ser
tomados nos processos de desinfeccao e contaminacao cruzada por Salmonella.

Palavras-chave: Salmonella Enteritidis, aderéncia, desinfetantes
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Evaluation of adherence of three Salmonella serovars to stainless steel and
polyethylene and the ability of disinfection of these surfaces’

Author: Tais Raquel Marcon Machado
Adviser: Eduardo César Tondo
Co-Adviser: Adriano Brandelli
ABSTRACT

In Rio Grande do Sul, southern Brazil, Salmonella Enteritidis have been considered
the principal microorganism responsible for foodborne disease. The ability of this
sorovar in adhering to stainless steel and polyethylene, as well as the resistance to
biocides commonly used in food industries was evaluated and compared with other
two serovars of Salmonella. To measure the bacterial adherence, coupons of stainless
steel (2 x 2 x 0,1cm) and polyethylene (2 x 2 x 0,7cm) remained in contact with the
bacterial cultures for periods of 15, 30 e 60 minutes and so that ultrassonicated for
count the adherent cells. The bacterial resistance to biocides was evaluated through
the suspension test as praised for the Brazilian legislation. For surfaces disinfection,
the coupons remained for 15 minutes in contact with bacterial cultures and after ten
minutes of exposition to biocides, the surviving cells were determined. Bacterial
adherence after 15, 30, and 60 minutes of exposure indicated that S. Typhimurium
adhered significantly more to stainless steel than to polyethylene, whereas S.
Bredeney adhered more to polyethylene than to stainless steel. However, there was
no significative difference in adherence levels of S. Enteritidis, even when analysis of
sacanning electronic microscopy has indicated expressive differences between
adherence to the materials. The production of bioemulsifier by Salmonella serovars
was observed, being that S. Enteritidis and S. Bredeney produced larger amounts than
S. Typhimurium. The resistance to peracetic acid, and quaternary ammonium biocides
when evaluated using suspension test in the presence of organic matter,
demonstrated that in the concentrations indicated by manufacturers, all of the three
biocides were able to inactivate the three serovars. However, using 200ppm of sodium
hypochlorite, commonly used in Brazil, S. Enteritidis showed to be the most resistant
serovar, since it has survived for up to 15 minutes of exposure. None of the biocides
inactivate all the cells adhered (approximately 5log CFU/cm?) in stainless steel and
polyethylene, except the quaternary ammonium which totally eliminated S. Enteritidis
on the stainless steel surface. In view of the importance of these micorrganismos as
alimentary pathogens, special cares of disinfection processes and cross-contamination
for Salmonella must be taken.

key-words: Salmonella Enteritidis, adherence, biocides.
' Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Faculdade de Agronomia,
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1 INTRODUCAO

A Salmonella é reconhecida mundialmente como um importante agente
causador de surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA), sendo
portanto, responsavel por significativos problemas de saude publica e importantes
perdas econémicas. No Estado do Rio Grande do Sul, a Salmonella Enteritidis tem
sido reconhecida como o principal agente etiolégico responsavel por DTA, nos
ultimos anos.

Devido a importancia desse agente, linhagens de S. Enteritidis
envolvidas em surtos ocorridos em diferentes locais do Rio Grande do Sul foram
caracterizadas fenotipica e genotipicamente, demonstrando a forte prevaléncia de
poucas linhagens, se ndo um soé tipo clonal, desse sorovar nas salmoneloses
humanas no RS (Ruschel, 1996, Geimba et al., 2004 e Oliveira, 2005). Por outro
lado, a analise de alimentos tem demonstrado que diferentes sorovares de
Salmonella podem ser encontrados em muitos alimentos produzidos no RS. As
razbes pelas quais, apenas uma linhagem especifica do sorovar S. Enteritidis ter
emergido como o principal patégeno alimentar identificado, ainda n&o estéo claras.
Muitos estudos tém sido realizados investigando a patogenicidade e os
mecanismos que capacitam linhagens virulentas de Salmonella a destacarem-se

dos demais microrganismos presentes em um alimento, possibilitando os surtos



15

alimentares. A capacidade de aderéncia e a resisténcia a desinfetantes podem ser
fatores que contribuem para o desenvolvimento dessas doengas. Existe uma
ampla variedade de materiais que sao utilizados em cozinhas e industrias de
alimentos, dentre eles, destacam-se o ago inoxidavel e o polietileno. As
propriedades desses materiais diferem quanto a muitos fatores como a
composi¢cao quimica, topografia e hidrofobicidade, as quais podem influenciar na
aderéncia de microrganismos. Do mesmo modo, existem diversos compostos
quimicos que podem ser utilizados para a desinfeccado dessas superficies, sendo
que o hipoclorito de sédio, o acido peracético e o quaternario de aménio sao
bastante utilizados nos processos de higienizacdo necessarios a producao de
alimentos.

Neste sentido, esse trabalho teve como objetivo avaliar a aderéncia de
sorovares de Salmonella em aco inoxidavel e polietileno, a producéo de
bioemulsificante, bem como a resisténcia desses sorovares aos compostos

hipoclorito de sédio, acido peracético e quaternario de aménio com as células

em suspensao e aderidas a esses materiais.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Salmonella e Salmonelose

As Dbactérias do género Salmonella pertencem a familia
Enterobacteriaceae. Sao bastonetes gram-negativos, nao formadores de esporos,
anaerobios facultativos, que nao fermentam da lactose, sacarose ou salicina,
porém, a glicose e outros monossacarideos podem ser fermentados com
producdo de gas (Koneman et al., 1997; Forsythe, 2002, Mortimer et al., 2004). A
maioria, com excec¢ao da Salmonella Gallinarum e Salmonella Pullorum, € moével
através de flagelos peritriquios (Andrews et al., 1992).

As bactérias que constituem esse género possuem trés diferentes tipos
de antigenos: o somético O, com propriedades aglutinantes, o antigeno flagelar H
e o capsular Vi. Esses antigenos estdo situados na superficie celular,
determinando a variacdo na sorotipificacdo do género Salmonella (Velge et al.,
2005). De acordo com o esquema de Kauffmann-White, primeiramente publicado
em 1929, o género Salmonella é dividido em mais de 2.500 sorovares (Mortimer et
al., 2004).

O género Salmonella esta dividido em trés espécies (S. bongori, S.
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Subterranea e S. enterica) e em seis subespécies: entericae, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica (Heyndrickx et al., 2005) Os membros da S. enterica
subespécie | (S. enterica subespécie entericae) sao responsaveis por
aproximadamente 99% das infeccbes humanas e em animais de sangue quente,
enquanto que as outras subespécies sdo geralmente isoladas de animais de
sangue frio e também do ambiente, sendo raro o isolamento em humanos (Uzzau
et al., 2000).

A nomenclatura de Salmonella € complexa e os cientistas utilizam
diferentes sistemas para se referir a esse género. Os sorovares de Salmonella
podem ser subdivididos pelo uso da biotipificacdo e da fagotipificacdo. Um biotipo
€ uma variagdo do perfil bioquimico entre microrganismos do mesmo sorovar,
enquanto que o fagotipo reflete diferengcas entre dois organismos com 0 mesmo
sorovar, mas com diferente susceptibilidade a um bacteriéfago litico (Ohi & Miller,
2001). A fagotipificagdo tem exercido um papel fundamental em estudos
epidemioldgicos em S. Typhimurium e também na compreensdo da evolugdo da
pandemia de S. Enteritidis (Velge et al., 2005). Apesar desses métodos de
sorotipificacdo serem estaveis e reproduzirem um bom resultado, ha algumas
limitagdes, como a viabilidade de antigenos, o custo e as medidas de controle de
qualidade necessérias. Visto isso, algumas técnicas de biologia molecular e
celular estdo sendo aplicadas para a identificacdo desses sorovares (Mortimer et
al., 2004).

A adaptacdo ao organismo hospedeiro varia entre os sorovares de

Salmonella e afeta a patogenicidade em humanos e animais. Os sorovares
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adaptados ao homem como S. Typhi e S. Paratyphi, frequentemente causam
doencas severas como a febre tifoide e ndo apresentam patogenicidade em
animais. Os sorovares que sao altamente adaptados a hospedeiros animais como
S. Gallinarum (aves) ou S. Abortusovis (ovinos), geralmente apresentam poucos
sintomas em humanos. Entretanto, S. Choleraesuis que tem os suinos como
hospedeiros primdrios, também causa doenga sistémica severa em humanos, da
mesma forma que S. Dublin, a qual esta adaptada aos bovinos, responsavel por
salmoneloses sistémicas. S. Enteritidis e S. Typhimurium afetam tanto humanos
quanto animais, geralmente causando gastrenterites (Velge et al., 2005).

Apesar da gastrenterite ser a sindrome mais frequente, Salmonella sp.
também podem ocasionar enfermidades extra-intestinais severas, como por
exemplo, bacteremias, meningites ou osteomielites (Butaye et al., 2006).

Desde 1980, S. Enteritidis vem emergindo como o principal agente de
gastrenterites na Europa e América, sendo classificada como causar uma
pandemia, como descrito pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC)
(Velge et al., 2005). Os fatores responsaveis por esta pandemia ainda nao estao
claros, contudo a dificuldade de deteccdo desse sorovar em portadores
assintomaticos, principalmente aves, pode contribuir para os surtos (Suzuki,
1994).

Salmonella Bredeney tem sido freqlientemente isolada na Inglaterra e
Irlanda do Norte, sendo classificada entre os 25 sorovares de Salmonella mais

freqientemente isolados. J& nos Estados Unidos, a freqiiéncia de isolamentos de
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S. Bredeney é menor que 0,1% ao ano, e o envolvimento deste sorovar em surtos

€ cada vez mais raro (Moore et al., 2003).

2.1.1 Salmoneloses no Rio Grande do Sul

Uma ampla variedade de alimentos tem sido pesquisada com o objetivo
de identificar a origem dos surtos de salmonelose ocorridos nos ultimos anos no
RS.

Dentre os alimentos relacionados com os surtos, destacam-se aqueles
preparados com ovos, frango, carne bovina e suina, leite e seus derivados
(Costalunga & Tondo, 2002; Santos et al., 2002; Nadvorny et al., 2004).

Costalunga & Tondo (2002), analisaram os surtos de salmoneloses
ocorridos no Rio Grande do Sul dos anos de 1997 a 1999. Dentre os alimentos
analisados, aqueles preparados com ovos, principalmente a maionese caseira,
foram responsaveis pela maioria dos surtos, seguido da carne bovina. Esses
dados corroboram os resultados obtidos por Nadvorny et al. (2004) sobre a
ocorréncia de surtos causados por Salmonella sp. no estado, no ano de 2000.

Um fato importante em relacdo a utilizagdo de ovos € que muitos
alimentos sado preparados misturando-se ovos crus aos alimentos cozidos, o que
possibilita que um dnico ovo contaminado provoque a contaminacdo de todo o
produto (Santos et al., 2002).

As residéncias, seguidas dos estabelecimentos comerciais, foram os
principais locais de preparo e consumo dos alimentos envolvidos nos surtos de

salmonelose no Rio Grande do Sul de 1997 a 2000. Algumas das principais
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razdes para isso parecem ter sido o armazenamento impréprio do alimento e
também o consumo dos alimentos sem inspecdo prévia, principalmente se
tratando dos ovos (Costalunga & Tondo, 2002; Nadvorny et al., 2004).

Segundo dados da Secretaria de Saude do RS, em 1990, o sorovar S.
Typhimurium foi isolado em 86% dos alimentos envolvidos nas salmoneloses
investigadas, enquanto o sorovar S. Enteritidis nao foi encontrado em nenhum dos
alimentos suspeitos. Porém, em 1993, o sorovar S. Enteritidis foi isolado em 64%
dos alimentos relacionados aos surtos, enquanto o sorovar S. Typhimurium foi
encontrado em apenas 4% dos alimentos investigados (FEPPS/IPS/LACEN,
1999). Logo, a partir da década de 1990, a S. Enteritidis ultrapassou a S.
Typhimurium, tornando-se 0 sorovar com maior envolvimento em surtos
alimentares, principalmente relacionado ao consumo de alimentos de origem
animal (Geimba et al., 2004, Oliveira, 2005, Oliveira et al., 2006).

No periodo de 1999 a 2006 (Geimba et al., 2004; Silveira, 2005; De
Paula, 2006) a S. Enteritidis foi o principal sorovar de Salmonella isolado dos
alimentos envolvidos em surtos, no Rio Grande do Sul. A analise genotipica
desses microrganismos revelou que apenas uma linhagem de S. Enteritidis foi a
causadora de mais de 90% dos surtos ocorridos entre 1999 e 2002 (Geimba et al.,

2004; Qliveira, 2005).

2.2 Aderéncia bacteriana e formacao do biofilme
Os biofilmes que ocorrem na natureza consistem primeiramente de

células, viadveis ou ndo, embebidas em substancias poliméricas extracelulares
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(EPS) ancoradas a superficie (Carpentier, 1993). Esses EPS podem conter
polissacarideos, proteinas, fosfolipideos, acidos nucléicos e teicoicos e outras
substancias, contendo de 85 a 95% de agua (Costerton, 1981). Os EPS
promovem protecdo do biofilme, dificultando o acesso de agentes biocidas,
concentrando nutrientes, sequestrando metais e toxinas e prevenindo a
desidratacao do biofilme (Carpentier, 1993).

A maioria dos microrganismos em seus habitats naturais esta aderida a
superficies (Davey & O'Toole, 2000), indicando a grande vantagem seletiva do
crescimento dos microrganismos no biofilme (Costerton, 1987; Carpentier, 1993).

Os biofilmes tém importancia em varias atividades humanas. Por
exemplo, em estacbes de tratamento de aguas ou de efluentes eles removem
organismos patogénicos e reduzem a quantidade de matéria organica. Numerosos
bioprocessos também utilizam biofilmes (Xavier et al., 2005). Nas industrias de
alimentos, a formacao de biofilmes tem grande importancia, uma vez que pode
dificultar a higienizagdo das superficies que entram em contato com o alimento,
possibilitando a ocorréncia de surtos. A formacéao de biofilmes devido a aderéncia
de Salmonella a superficies que entram em contato com os alimentos tem sido
reconhecida como um fator que pode contribuir com os surtos de infeccdes
alimentares (Frank & Chmielewski, 2003).

Sabe-se que o tipo de superficie que entra em contato com o alimento e
a sua topografia influencia a aderéncia bacteriana, pois superficies abrasivas
estdo mais sujeitas ao acumulo de sujidades e sao mais dificeis de limpar do que

superficies lisas (Holah et al., 1990). Devido a essas imperfeicdes da superficie e
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ao acumulo de sujidades, esses materiais propiciam a aderéncia bacteriana e a
formacdo de biofilme, podendo resultar na contaminacdo cruzada (Frank &
Chmielewski, 2003).

2.2.1 Fases da aderéncia bacteriana

A aderéncia de microrganismos as superficies pode ocorrer diretamente
pelo contato com alimentos contaminados ou indiretamente por particulas
bacterianas do ar, onde inicia-se 0 processo de adesdo da bactéria ao substrato

(Kusumaningrum et al., 2003).

2.2.1.1 Primeira fase: Interacoes fisico-quimicas entre a bactéria e
a superficie

Em muitos trabalhos relata-se que a adesado bacteriana consiste em
uma atracdo da célula pela superficie, seguida da adsor¢ao e, posteriormente,
aderéncia da célula bacteriana (Katsikogianni & Missirlis, 2004).

A adesao ocorre pela interacao da bactéria com a superficie do material
através de efeitos fisicos, como o movimento browniano, atracao por forcas de
Van der Waalls, forgcas gravitacionais, efeito eletrostatico da superficie, e
interacdes hidrofobicas (Katsikogianni & Missirlis, 2004; Gottenbos et al., 2000).

As interacdes fisicas séo classificadas como “long-range” e “short-
range” (Gottenbos et al., 2000). A interagéo “long-range” (ndo-especificas, mais de
50nm de distancia) entre a célula e a superficie é descrita por forcas mutuas em
funcdo da distdncia e a energia livre. As interagdes “short-range” tornam-se

efetivas quando a célula e a superficie ficam a uma distdncia menor que 5nm,
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separadas apenas por pontes quimicas (como as pontes de hidrogénio),

interacdes idnicas e dipolo (Sinde & Carballo, 2000).

2.2.1.2 Segunda fase: Interacoes molecular e celular entre a
bactéria e a superficie

Na segunda fase da aderéncia, as reagdes moleculares especificas
entre a bactéria e o substrato tornam-se predominantes. Isso implica a adesao
firme da bactéria a superficie através de estruturas poliméricas, como capsulas,
fimbrias ou pili. Uma vez que o microrganismo se aproxima da superficie, a
adesao é determinada pelas interacdes fisico-quimicas, que podem ser de atracao
ou repulsao, dependendo da bactéria e da superficie (Katsikogianni & Missirlis,
2004).

A aderéncia pode ser reversivel quando ha uma interagdo entre a
bactéria e o substrato, envolvendo forgas eletrostaticas e de Van der Waalls e
interacdes hidrofébicas. A aderéncia torna-se irreversivel quando o microrganismo
esta ancorado por apéndices ou por producédo de polimeros extracelulares (Sinde

& Carballo, 2000).

2.2.3 Aderéncia de microrganismos a superficies de materiais

A interacdo fisica da célula com a superficie por meio de material
extracelular de natureza polissacaridica ou protéica, produzida pela bactéria,
suporta a formacdo de biofilmes (Carpentier, 1997). Os biofilmes contém

particulas de proteinas, lipideos, fosfolipideos, carboidratos, sais minerais,
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vitaminas e agua que formam uma espécie de crosta sobre a superficie. Dessa
forma, os microrganismos continuam a crescer, gerando um substrato altamente
propicio para a aderéncia de outras bactérias, inclusive as patogénicas (Costerton,
1987; Kreft et al., 2001). Isso faz com que as superficies de equipamentos e
utensilios utilizados na produgao de alimentos possam ser focos de contaminagéao

bacteriana (Hola & Thorpe, 1990).

2.2.4 Fatores que influenciam a aderéncia

A aderéncia bacteriana as superficies depende de muitos fatores, como
a natureza e energia livre, hidrofobicidade, aspereza, a composicao quimica e a
presenca de proteinas na superficie (Carballo et al., 1992; Hood & Zotolla, 1997;
Sinde & Carballo, 2000).

Sabe-se que a composicao quimica da superficie influencia a adesao e
a proliferagdo bacteriana. Nos materiais dotados de diferentes grupos funcionais
em sua composigao quimica, ocorre uma diferen¢a do numero de células aderidas
devido ao fato da interacdo bactéria-superficie depender da hidrofobicidade e
carga do material (Katsikogianni & Missirlis, 2004).

O aco inoxidavel e o vidro sdo considerados materiais hidrofilicos.
Essas superficies geralmente permitem uma menor aderéncia bacteriana quando
comparados com superficies hidrofébicas como o teflon, ndilon e a ampla

variedade de polimeros, dentre eles o polietileno (Sinde & Carballo, 2000).
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2.2.4.1 Topografia

Tem sido constatado que irregularidades em superficies poliméricas
também influenciam adesdo bacteriana, enquanto que superficies lisas nao
favorecem tanto a adesdo bacteriana (Katsikigianni & Missirlis, 2004).

Varios tipos de superficies que séo utilizadas no processamento do
alimento, como o aco inoxidavel e os polimeros, sofrem desgastes com o0 uso
repetido e aumentam a possibilidade do acumulo de sujidades e bactérias (Holah
& Thorpe, 1990).

O aco inoxidavel AISI (American Iron and Steel Institute) 304 é
composto por aproximadamente 18-20% de cromo, 5% de niquel, no maximo 2%
de molibdénio, 0,08% de carbono, 0,045% de fésforo, 1% de silicio, 0,03% de
enxofre e o restante de ferro (Rozemwinkel, SD). Enquanto que no aco AlISI 316, a
sua composi¢ao varia ao redor de 17-20% de cromo, 10-15% de niquel, 2-3% de
molibdénio, 0,03-0,08% de carbono, 0,03% de fésforo, 0,75% de silicio, 2,0% de
manganés e 0,03 de enxofre (Brasil et al., 2001).

O aco inoxidavel AISI 304 é o mais utilizado para acabamentos e
equipamentos de cozinhas profissionais, enquanto o tipo AISI 316 é o mais

recomendado para contato direto com o alimento (Monteiro, 2004).

2.3 Biosurfactantes
Biosurfactantes sdo moléculas anfipaticas, isso €, possuem uma porg¢ao
hidrofilica e outra hidrofdbica (Dessai & Banat, 1997; Ron & Rosenberg, 2001).

Devido a sua natureza anfifilica, os surfactantes tendem a se acumular na
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superficie e nas interfaces ar-liquido, 6leo-liquido. Como resultado, os surfactantes
reduzem a tenséo superficial ou interfacial, formando microemulsdes, onde o0s
hidrocarbonos podem solubilizar em agua (Atlas & Bartha, 1992).

Uma emulséo € formada quando uma fase liquida esta dispersa como
gotas microscdpicas em outro liquido, formando uma fase unica. A atividade
emulsificante é verificada pela capacidade do surfactante gerar uma turbidez
devido a suspenséo de um hidrocarbono na fase aquosa (Desai & Banat, 1997).

Os biosurfactantes sao classificados de acordo com a sua composi¢ao
qguimica e origem microbiana. No geral, a estrutura do biosurfactante consiste em
uma porcao hidrofilica, que pode ser um aminoacido ou polissacarideos, e a
porcao hidrofébica que consiste de lipideos (saturado ou insaturado) ou acidos
graxos (Ron & Rosenberg, 2001).

Os surfactantes sdo adequados para uma ampla gama de aplicagdes
industriais, envolvendo: detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade
espumante, solubilizacdo e dispersao de fases (Nitschke & Pastore, 2002). A
maior utilizagdo dos surfactantes concentra-se na industria de produtos de limpeza
(sabbes e detergentes) (Nitschke & Pastore, 2002), na industria de petréleo
(Puntus et al., 2004) e na industria de cosméticos e produtos de higiene (Banat et
al., 2000).

Osterreicher-Ravid et al. (2000) analisaram o bioemulsificante alasan,
um emulsificante polimérico extracelular produzido por Acinetobacter
radioresistens KA53 que mostrou ligar-se a superficie de Sphingomonas

paucimobilis EPA505 e de Acinetobacter calcoaceticus RAG-1, diminuindo a
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hidrofobicidade da superficie celular dessas bactérias. Entretanto, quando A.
radioresistens KA53 (produtora de alasan) cresceu junto com A. calcoaceticus, o
alasan foi liberado da célula produtora e ligou-se a A. calcoaceticus demonstrando
que essa transferéncia horizontal dos polimeros de uma espécie de bactéria para
outra tem implicacdes significativas nas comunidades bacterianas, como o0s

biofilmes.

2.4 Controle e Remocao do Biofilme

A restricdo de agua e nutrientes, o tipo de equipamento e a temperatura
sao importantes para o controle do biofilme, entretanto geralmente nao é possivel
reduzir a quantidade de agua ou aprimorar o “design” do equipamento ou reduzir a
temperatura de operacdo, por isso o controle do biofilme esta focado nos
processos de limpeza e desinfeccao (Frank & Chmielewski, 2003).

Em condi¢des ideais, os equipamentos sao confeccionados de forma a
prevenir o acumulo de sujidades, permitindo uma maior qualidade do processo de
limpeza e desinfeccdo, para que nédo haja a formagdo de biofilmes (Frank &
Chmielewski, 2003).

Dentre o0s materiais mais utilizados em equipamentos para a
preparacdo de alimentos, tanto em nivel industrial quanto doméstico, o aco
inoxidavel tem sido o material de escolha devido a sua resisténcia a corrosao e
oxidagao, por ter uma maior durabilidade, por ser de facil fabricagdo e também por

ter uma maior facilidade no processo de limpeza e desinfec¢cdo, quando
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comparado com cobre, aluminio e com a ampla variedade de polimeros (Hola &
Thorpe, 1990; Rossoni & Gaylarde, 2000).

Para o processamento de alimentos, também destacam-se os utensilios
fabricados com polietileno, principalmente placas de corte. Devido a grande
variedade de alimentos que s&o preparados em residéncias ou em
estabelecimentos comerciais, um dos principais cuidados com essas placas é a
contaminagdo cruzada, a qual esta muito relacionada com a capacidade de
adesdo das bactérias contaminantes. Uma das maiores preocupacdes nesse
sentido é a contaminagao de placas de polietileno por Salmonella sp. patogénicas
(Carpentier, 1997).

Chen et al. (2001) quantificaram a contaminagé@o cruzada de alimentos
para placas de corte, e destas para o alimento. A avaliacdo da aderéncia
bacteriana indicou que a taxa de transferéncia foi bastante alta (aproximadamente
55%), demonstrando que uma maior taxa de contaminagdo por microrganismos

patogénicos pode ser gerada devido a utilizacao inadequada desse utensilio.

2.4.1 Processos de higienizacao

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2004), entende-se por higienizagdo a operagdo que compreende duas etapas, a
limpeza e a desinfec¢ao.

As operagcbes de higiene geralmente aplicadas nas industrias

alimenticias sao realizadas para o controle da aderéncia microbiana as superficies
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de contato com o alimento, mas muitas vezes as rotinas de limpeza nao sao
completamente efetivas (Mettler & Carpentier, 1998).

Sinde & Carballo (2000) indicaram que linhagens de Salmonella sp.
aderiram mais em superficies hidrofébicas. A correlacdo encontrada entre as
propriedades de materiais utilizados em cozinhas no processo de adeséo
bacteriana apds diferentes procedimentos de lavagem, indica que os desinfetantes
alteraram as propriedades de superficie dos materiais, causando a diminuigdo da
aderéncia bacteriana.

A escolha do desinfetante deve ser precedida de uma analise
detalhada, levando-se em conta aspectos como uso autorizado do produto pela
legislacao, grau de toxicidade, poder corrosivo, efeito residual sobre os alimentos,
efeito sobre o meio ambiente e o custo (Rossoni & Gaylarde, 2000). Entre os
agentes quimicos que seguem essa exigéncia, estdo os compostos liberadores de
cloro (como o hipoclorito de s6dio), os compostos a base de iodo organico, amonio
quaternario (cloreto de alquil dimetil benzil aménio, cloreto de alquil dimetil etil
benzil aménio), compostos de acidos anidnicos, o acido peracético e biguanidas
(Vialta et al., 2002).

No Brasil, o hipoclorito de sodio tem sido bastante utilizado,
demonstrando ser eficaz contra células aderidas a superficies e também bastante
barato. O acido peracético, por sua vez, também tem sido bastante utilizado, visto
que este composto ndo reage com proteinas para produzir compostos téxicos ou

carcinogénicos e tem sido reportado como o mais eficaz na remocao de biofilmes,
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além de causar um menor impacto ambiental (Holah et al., 1990; Rossoni &
Gaylarde, 2000).

Sinde & Carbalo (2000) indicaram que os compostos de amédnio
quaternario e o dietilenetriamina mostram-se eficazes na inativagdo de
Salmonella sp., entretanto a reducao da aderéncia bacteriana também dependeu
das propriedades do material estudado.

A eficiéncia da operacao de higienizagdo de um equipamento é medida
pela quantidade de microrganismos viaveis aderidos apos essa operagao e, de
uma maneira geral, os equipamentos e utensilios ndo devem conter mais do que
100 UFC/cm? (Vialta et al., 2002).

O controle da desinfecgao de utensilios é muito importante para
assegurar niveis aceitaveis de contaminacao e evitar consequiéncias adversas a
saude humana (Chen et al., 2000; Moyo & Baudi, 2004).

De acordo com o Ministério da Agricultura e do Abastecimento “os
utensilios utilizados na manipulagcdo de alimentos, devem ser resistentes a
corrosao e capazes de resistir a repetidas operacdes de limpeza e desinfeccédo. As
superficies deverdo ser lisas e estar isentas de imperfeicbes que possam
comprometer a higiene dos alimentos. Devera ser evitado o uso de diferentes
materiais com a finalidade de evitar corrosao por contato” (Brasil, 1997).

Segundo Rossoni & Gaylarde (2000), o ago inoxidavel enquadra-se na
citacdo acima no que se refere a resisténcia aos agentes corrosivos e a facilidade

de desinfeccdo do material. Entretanto, estudos realizados com materiais que
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passaram por processos de corrosdo, indicaram um aumento da adesédo
bacteriana (Kusumaningrum, 2002).

As placas de corte de polietileno apresentam superficies irregulares, o
que facilita a deposicdo de material organico. O acumulo de matéria organica
propicia a interacdo de microrganismos que se ligam fortemente a superficie, e
isso dificulta a agdo dos agentes desinfetantes (Sinde & Carballo, 2000).

Contudo, h& fortes indicios de que as propriedades dos materiais
utilizados na preparagdo do alimento e o processo de desinfecgdo inadequado
desses materiais estejam freqlentemente envolvidos no processo de
contaminacao cruzada (Carpentier, 1997).

Mesmo com a implementacédo de processos de limpeza e desinfecgao
regulares, as DTA ocorrem mundialmente (Silva & Duarte, 2002) e os mecanismos
pelos quais ocorre a transferéncia dos microrganismos para 0 homem néo estao

completamente elucidados (Li et al., 2002).

2.4.1.1 Limpeza

Entende-se por limpeza a operacdo de remocdo de substancias
minerais e ou organicas indesejaveis, tais como terra, poeira, gordura e outras
sujidades (ANVISA, 2004).

Os processos de limpeza podem remover 90% ou mais dos
microrganismos aderidos a superficie, contudo, 0os microrganismos remanescentes

podem formar biofilmes caso haja disponibilidade de agua e nutrientes. Devido a
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isso, 0 processo de desinfeccao apos a limpeza deve ser implementado (Frank &

Chmielewsky, 2003).

2.4.1.2 Desinfeccao

Entende-se por desinfec¢ao a operacao de reducao, por método fisico e
ou agente quimico, do numero de microrganismos em nivel que ndo comprometa
a qualidade higiénico-sanitaria do alimento (ANVISA, 2004).

Muitos dos desinfetantes utilizados nas industrias de alimentos sao
halogénios (como o cloro, bromo e iodo), acidos e compostos quaternarios de
amaonio.

A efetividade desses desinfetantes quimicos é limitada pela presenca
de sujidades, a dureza da agua, o tempo de aplicacao e a capacidade de interagir

fisicamente com os microrganismos (Gibson et al., 1999).

2.4.2 Desinfetantes

Entende-se por desinfetantes substancias ou preparacées quimicas
destinadas a higienizacao, desinfeccao ou desinfestacdo domiciliar, em ambientes
coletivos e/ou publicos, em lugares de uso comum e no tratamento de agua
(ANVISA, 2004).

De acordo com a portaria n® 15, de 23 de agosto de 1988, a ANVISA
determina com ambito federal, que a comprovagao da eficacia dos desinfetantes

domissanitarios com agéo antimicrobiana deva ser registradas e autorizadas para



33

0 uso mediante a andlise prévia realizada com o produto acabado e nas diluicées

recomendadas pelo fabricante.

2.4.2.1 Compostos clorados

O cloro e suas varias formas € o desinfetante mais comumente utilizado
no processamento de alimentos. Os compostos clorados geralmente incluem:
cloro liquido, hipocloritos, compostos clorados organicos e inorganicos (Schmidt,
2003).

O &cido hipocloroso é o agente efetivo que controla o crescimento de
bactérias. A quantidade de cloro livre que estara presente na solucdo dependera
do pH. Em pH igual a 8, somente cerca de 22% do cloro estdo na forma ativa, em
pH igual a 7 havera cerca de 73% e, em pH igual a 6, cerca de 96% do cloro
estara na forma ativa (Souza et al., 2006).

Os compostos clorados tém um amplo espectro germicida, agindo na
membrana celular, inibindo enzimas envolvidas no metabolismo da glicose,
causando danos no DNA e oxidando proteinas celulares (Schmidt, 2003).

De acordo com o Food and Drug Administration (FDA, 2001) o cloro
liquido e o hipoclorito de sodio sé@o utilizados nas concentragbes na faixa de 50 a
200ppm, com tempo de contato de 1 a 2 minutos em superficies e equipamentos.

As vantagens e desvantagens desse composto encontram-se na Tabela
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2.4.2.2 Compostos quaternario de aménio

Os surfactantes tém duas regides na sua estrutura molecular, uma
hidrofobica e outra hidrofilica. Dependendo da base da carga ou a falta de
ionizagdo do grupo hidrofilico, os surfactantes sao classificados em compostos
catibnicos, anidnicos e anfifilicos. Dentre esses agentes catidnicos, os
quaternarios de aménio (quat) sdo os anti-sépticos e desinfetantes mais utilizados
(McDonnell & Russell, 1999).

Os quat tem sido utilizados para uma variedade de propositos, como na
desinfeccdo da pele e mucosas e na desinfeccao e deodorizacdo de superficies
contaminadas (McDonnell & Russell, 1999).

Como os quat sao cations carregados positivamente, sabe-se que seu
modo de acao se da pela atracao por materiais carregados negativamente, ou
estruturas como as proteinas bacterianas (Schmidt, 2003).

Salton (1968) propds a seguinte seqUéncia de eventos dos
microrganismos expostos a agentes catidnicos:

()  adsorcao e penetracado do agente na parede celular;

(I) reacdo com a membrana plasmatica (lipideos ou
proteinas) seguido da desorganizagdo da membrana;

(Ill) saida do material de baixo peso molecular da célula,
ocasionando uma perda da organizagdo da estrutura e integridade da

membrana citoplasmatica e, consequentemente, inativacdo da célula.
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Os quat sao ativos em uma ampla faixa de temperaturas e apresentam
melhor atividade em pH alcalino, ndo tendo efeito corrosivo sobre superficies
(Schmidt, 2003 ; FDA, 2001).

As vantagens e desvantagens desse composto encontram-se na Tabela

2.4.2.3 Acido peracético (PPA)

Ha algum tempo tem-se o conhecimento das propriedades germicidas
deste composto, entretanto sua aplicacao esta restrita a industria de alimentos,
sendo promovido como um potencial substituto do hipoclorito de sédio e tendo
algumas vantagens sobre ele. Uma das vantagens é a nao producao de residuos
toxicos quando decomposto, ndo causando nenhum ambiental (Schmidt 20083;
Kunigk & Almeida, 2001).

O acido peracético pode ser preparado pela oxidagdo do acido acético
por peroxido de hidrogénio. Essa reacado é um equilibrio, em que estao presentes

0 acido acético, peroxido de hidrogénio, acido peracético e agua.

CHscOOH + H202 o I— CHscOOOH +H20

Como o peroxido de hidrogénio, o acido peracético age desnaturando
proteinas e enzimas e aumenta a permeabilidade da parede celular pela ruptura

das pontes sulfaricas e sulfidrilas (McDonnell & Russell 1999).
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As vantagens e desvantagens desse composto encontram-se na Tabela

TABELA 1. Vantagens e desvantagens dos desinfetantes hipoclorito de sédio,

acido peracético e quaternario de amaonio.

DESINFETANTE

CARACTERISTICAS

Hipoclorito de sdédio

Acido peracético

Vantagens: barato, eficiente,
desestabiliza e remove biofilmes, facil
manipulacdo, eficiente no controle do
desenvolvimento de biofilmes.

Desvantagens: baixa estabilidade,
agente oxidante, produz sub-produtos
toxicos, corrosivo, sao necessarias
concentragdes elevadas para destruir
esporos e bacteriéfagos, ions metalicos
aceleram a sua decomposicao,
eficiéncia muito reduzida em ph
superior a 7,0, pode alterar as
propriedades organolépticas do produto

Vantagens: muito eficiente em baixas
concentracoes, largo espectro de acao,
destréi esporos, decompde-se em acido
acético e agua, nao forma sub-produtos
toxicos, consegue penetrar em
biofilmes, eficiente em ampla faixa de
temperatura, nao é afetado pelos ions
qgue conferem dureza a agua, nao deixa
gosto residual no produto, né&o
necessita de um enxaglie final, nao
forma derivados téxicos na presenca de
matéria organica, € completamente
soluvel em 4&gua, sendo facilmente
removido das superficies, € compativel
com diversos polimeros e borrachas
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Continuacdo TABELA 1. Vantagens e desvantagens dos desinfetantes hipoclorito
de sodio, acido peracético e quaternario de aménio.

Quaternario de aménio

Desvantagens: corrosivo, relativamente
instavel, na forma concentrada séao
corrosivos e irritantes a pele e as
mucosas, incompativel com alcalis,
metais pesados, ferrugem e ions
metalicos

Vantagens: eficiente em  baixas
concentragées contra microrganismos
gram-positivos, bolores, leveduras e
virus, apresenta acgdo tensoativa,
toxicidade é relativamente baixa, €
adsorvido pelas superficies
apresentando acao antimicrobiana
residual, ndo € corrosivo e nem irritante
a pele, eficiente em pH entre 6 e 10,
suas solucdes sao facilmente
preparadas

Desvantegens: inativado por baixos
valores de pH, calcio, magnésio e
tensoativos aniénicos.

Fonte: Higiene e sanificagdo na industria de alimentos (Kunigk, 2006).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Culturas bacterianas

Foram utilizadas linhagens de Salmonella enterica de trés sorovares
distintos. A primeira linhagem, de S. Enteritidis, foi isolada de um repolho
envolvido em um surto de salmonelose ocorrido no Rio Grande do Sul, em 1999.
Esse microrganismo foi genotipificado por Geimba et al. (2004) e apresentou o
mesmo perfil genotipico das linhagens de Salmonella sp. envolvidas na maioria
das salmoneloses investigadas pela Secretaria de Estado da Saude (SES-RS) no
periodo de 1999 a 2002, no Rio Grande do Sul (Oliveira, 2005). As duas outras
linhagens estudadas nesse trabalho foram S. Typhimurium e S. Bredeney
isoladas, em 1999, a partir de fezes de suinos e de um embutido,
respectivamente. Esses dois ultimos microrganismos foram gentiimente cedidos
pela Profa. Dra. Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso, do Laboratério de Medicina
Veterinaria Preventiva da Faculdade de Veterinaria da UFRGS.

Para a realizagdo dos indculos, as trés linhagens foram cultivadas em
Caldo Nutriente (NB) (Synth, Sdo Paulo, Brasil) e Agar Nutriente (NA) (Merck,

Darmstadt, Alemanha) a 37°C, por aproximadamente 18 horas.
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3.2 Preparacéo dos corpos de prova de aco inoxidavel

e polietileno

Corpos de prova de ago inoxidavel AlSI 316 (Metalbras, Porto Alegre,
Brasil) e de polietilieno (Sanremo, Esteio, Brasil) foram confeccionados nas
dimensdes de 2cm X 2cm e 0,1cm (espessura), para 0 ago inoxidavel, 2cm X 2cm
e 0,7cm (espessura), para o polietileno.

Previamente aos ensaios de adesdo bacteriana, os corpos de prova
foram imersos em solucdo 3% de detergente neutro, por 1 hora, sendo em
seguida enxaguados com agua destilada e pulverizados com alcool 70% para
desinfeccdo. Em seguida, os corpos de prova foram secos a 60°C, por 2 horas, €
entdo autoclavados a 121°C, por 15 minutos (Rossoni & Gaylarde, 2000).

Os corpos de prova foram mantidos em placas de petri estéreis que

permaneceram a temperatura ambiente até o momento dos ensaios.

3.3 Contaminacao dos corpos de prova e avaliacao da capacidade

de aderéncia

Os corpos de prova foram imersos em 10mL de NB contendo culturas
individuais dos trés sorovares de Salmonella na concentracdo de
aproximadamente 108UFC/mL. Trés corpos de prova de aco inoxidavel e trés
corpos de prova de polietileno foram imersos na cultura de cada microrganismo,

por 15, 30 e 60 minutos, a temperatura ambiente (Kusumaningrum et al., 2003).
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Em seguida, os corpos de prova foram lavados com 3mL de PBS
(Tampéo Fosfato Salino pH 7,2) para remover as células pouco aderidas. Os
corpos de ago inoxidavel foram posteriormente imersos em 10mL de PBS e os de
polietileno em 15mL de PBS e imediatamente sonicados na lavadora ultrasénica
computadorizada (UNIQUE®-USC700) com poténcia ultrassdnica de 40KHertz
para que as ceélulas aderidas se soltassem da superficie testada (Sinde &
Carballo, 2000). Quatro diluicbes decimais de cada corpo de prova sonicado foram
preparadas (107, 102, 1073, e 10), sendo que 20uL das mesmas foram semeados
em meio NA, pelo método de gota (Millles & Misra, 1938) e, entao, incubados por
18h a 37°C para a contagem das UFC. Os experimentos foram realizados em

triplicata e cada experimento foi repetido duas vezes.

3.4 Avaliacao da hidrofobicidade pelo método da gota séssil
Este método foi utilizado para mensurar a hidrofobicidade do ago
inoxidavel e polietileno, bem como a hidrofobicidade dos trés sorovares de

Salmonella.

Os corpos de prova sofreram previamente higienizacdo como descrito
no item 3.2.
De acordo com as recomendacoes de Locatelli (2001), 20uL de agua

destilada foram cuidadosamente colocados sobre os corpos de prova de aco

inoxidavel e polietileno para medir 0 angulo da gota em contato com a superficie.
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Também foram colocados sobre os corpos de prova, 20uL do meio de cultura
Infusdo de Cérebro Coracdo (BHI) (Biobras, Belo Horizonte, Brasil) para que
pudessem ser avaliados os angulos de contato da gota com a superficie do meio
de cultura, contendo cada um dos trés sorovares de Salmonella.

A medida do angulo da gota séssil foi mensurada através da inclinacao
da reta formado entre o raio da base de contato e a altura da gota. Quanto maior o
angulo, mais hidrofébico foi considerado o material (Skolodowska et al., 1999).

As imagens das gotas foram obtidas no setor de fotodocumentagédo do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e foram fotografadas em maquina

digital (Sony® Cyber-Shot 5SMP modelo F707).

3.5 Determinacao do indice de emulsificacao

O indice de emulsificagdo foi avaliado conforme método de Cooper e
Goldenberg (1987) onde, em um tubo de ensaio graduado, 4mL de xileno foram
adicionados a 6mL de PBS, contendo aproximadamente 102 UFC/mL de cada
sorovar de Salmonella. Em seguida, a solugao foi agitada por dois minutos e, apos
24 horas, a altura da coluna da emulsdo (faixa entre a fase aquosa e o
hidrocarboneto) foi mensurada. A medida foi utilizada para calcular o indice de
emulsificacdo conforme a seguinte equacao:

.o L fase emulsificada (mm)
Indice de emulsificacao (Ez4) =

volume total do liquido na coluna (mm)
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Para o branco foram adicionados 4mL de xileno ao PBS sem as

culturas bacterianas.

3.6 Microscopia Eletronica de Varredura

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foi efetuada para a
obtencdo de imagens das bactérias aderidas ao ac¢o inoxidavel e ao polietileno.
Para esses ensaios, as culturas bacterianas contendo aproximadamente 10°
UFC/mL permaneceram em contato com o polietileno por 15 minutos € com o aco
inoxidavel por 30 minutos.

A preparagdo do material foi realizada de acordo com o protocolo
preconizado pelo Centro de Microscopia Eletrénica da UFRGS e esta descrita a
seqguir.

Os corpos de prova com as células aderidas foram lavados 3 vezes, por
30 minutos, com Tampao Fosfato 0,2M e agua destilada na proporcao de 1:1.

A seguir, foram fixados com glutaraldeido 12%, durante 7 dias, e
lavados novamente com Tampao Fosfato 0,2M. Apds, as amostras foram
desidratadas com acetona em concentracées crescentes de 30 a 100%, com
intervalo de 10 e 20 minutos. Depois de secas em temperatura ambiente, as
amostras foram submetidas a analise do ponto critico de secagem com auxilio de
CO. liquido, no equipamento Balzers® CPD030 (Balzers Union Ltd, Balzers,
Lichtenstein). Em seguida, as amostras foram cobertas com ouro (metalizagao) no

equipamento Balzers® SCD050 (Balzers Union Ltd, Balzers, Lichtenstein). Apds a
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metalizagdo, as amostras foram observadas no microscopio eletrénico de

varredura (Jeol® JSM-6060).

3.7 Teste de resisténcia aos desinfetantes

Foram avaliados os seguintes desinfetantes:

e Kalyclean® S380; composicdo: agua, peréxido de
hidrogénio, acido acético glacial e acido peracético (acido peracético
minimo de 14,5%);

e Kalyclean® S322; composicdo: hidroxido de sédio e
hipoclorito de sodio (4,0% de cloro ativo);

e Kalyclean® S370; composicao: cloreto de alquil dimetil
benzil aménio, bicarbonato de so6dio, carbonato de sdédio, EDTA e
agua (20% de cloreto de alquil dimetil benzil aménio);

O valor do pH foi mensurado através de fita de pH universa de 0 a 14
(Merck®).
Os desinfetantes foram testados nas concentracées indicadas na

Tabela 2.

TABELA 2. Concentracdes avaliadas dos desinfetantes testados.
ACIDO pH HIPOCLORITO  pH QUATERNARIO  pH

PERACETICO DE SODIO DE AMONIO

0,1% (150ppm) 3,5  0,05% (20ppm) 6,0 0,1% (200ppm) 55
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Continuacdo TABELA 2. Concentracdes avaliadas dos desinfetantes.

0,2% (300PPM) 3,5 0,1% (40PPM) 6,0 0,2% (400PPM) 55
0,3% (450ppm) 3,0 0,3% (120ppm) 6,0 0,3% (600ppm) 6,0
0,5% (750ppm) 3,0 0,5% (200ppm) 6,5 1% (2000ppm) 8,0
1,0% (1500ppm)* 3,0 1% (400ppm) 6,5 2% (4000ppm)* 9,0

2% (800ppm)* 7.0

* Concentracdes de uso recomendadas pelo fabricante.

3.7.1 Teste de resisténcia aos desinfetantes com as células em

suspensao

Este teste foi efetuado de acordo com a Portaria n° 101, de 11 de
agosto de 1993 do Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma
Agréria da Secretaria de Defesa Agropecuaria.

Os microrganismos foram incubados a 37°C, por aproximadamente 18
horas, em meio de cultura BHI. Apds o tempo de incubacao, as culturas foram
diluidas em agua peptonada 0,1% (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) para atingir uma
concentragdo de cerca de 10° UFC/mL.

Os desinfetantes foram diluidos de acordo com a maior concentracao
indicada pelo fabricante, adicionado de 10%, conforme preconizado pela Portaria
101/93. Também foram utilizadas concentragées menores que as indicadas pelo
fabricante para avaliar a resisténcia dos sorovares de Salmonella frente aos

desinfetantes. Em seguida, 9mL de cada desinfetante foram colocados
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assepticamente em tubos de ensaio estéreis, aos quais foi adicionado 1mL de
solucdo de matéria organica (Albumina Bovina Sérica 1% - Oxoid, Hampshire,
Inglaterra), totalizando 10mL por tubo. As culturas bacterianas (0,1mL) foram
adicionadas, separadamente, aos tubos contendo cada desinfetante e solugéo de
matéria organica e o tempo foi cronometrado. Apés 5, 10, 15 e 20 minutos de
exposicao, uma aliquota de 10uL foi retirada e transferida para os tubos contendo
meio de cultura BHI estéril e esses tubos foram incubados por 96 horas,
verificando-se a turvacdo dos mesmos a cada 24 horas. No caso de turvagao dos

tubos, considerou-se os microrganismos resistentes.

3.7.2 Teste de resisténcia aos desinfetantes com as células

aderidas as superficies de aco inoxidavel e polietileno

Os corpos de prova de aco inoxidavel e de polietileno foram mantidos
por 15 minutos em contato com a suspensao bacteriana contendo
aproximadamente 10® UFC/mL.

Apos esse tempo de exposicao, os corpos de prova foram transferidos
para um recipiente contendo 10mL do desinfetante diluido, nas concentracdes
indicadas na Tabela 1, com a presenca de matéria organica e as solucdes
desinibidoras, conforme indicado abaixo**. Cada corpo de prova foi imerso por 10
minutos em cada desinfetante avaliado.

Em seguida, os corpos de prova foram imersos por 30 segundos em

solugdes desinibidoras, conforme preconizado por Joseph et al. (2003), e entdo
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transferidos para uma solucdo tampao (PBS, pH 7,2), sendo imediatamente
sonicados, duas vezes, por 10 minutos. Apds, cada amostra foi diluida
decimalmente (at¢é 10*) e entdo semeadas (20pL) em placas contendo NA,
através do Método da Gota (Milles e Misra, 1938), para posterior quantificacao.
Os corpos de prova utilizados como controle foram tratados com agua
destilada, ao invés de desinfetantes.
**As solucdes desinibidoras utilizadas foram:
e Para o hipoclorito de sédio e acido peracético: 0,6% tiossulfato
de sbdio
e Para o quaternario de aménio: 0,5% tween 80 (Kunigk, 2001;

Joseph et al., 2003; Kich, et al., 2004)

3.8 Analise Estatistica

Para a avaliacao estatistica dos dados obtidos nos testes de aderéncia,

foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) pelo programa Origin® 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da Capacidade de Aderéncia

Conforme demonstrado na Tabela 3, os trés sorovares apresentaram
niveis de aderéncia entre 5 e 6 log UFC/cm? no ago inoxidavel, apés os diferente
tempos de exposicao. A analise estatistica ndao demonstrou diferenca significativa
(a< 0,05) entre os niveis de adesdo dos sorovares, nos diferentes tempos de
exposicao dos corpos de prova.

A aderéncia ao polietileno demonstrou diferengas maiores de acordo
com o sorovar testado (Tabela 3). No tempo de 15 minutos, a S. Enteritidis
demonstrou 4,80 log UFC/cm?, a S. Typhimurium demonstrou 5,30 log UFC/cm?,
enquanto que a S. Bredeney aderiu em niveis de 6,22 log UFC/cm?. No tempo de
30 minutos, as contagens foram de 5,17, 546 e 6,39 log UFC/cm?
respectivamente, e no tempo de 60 minutos foram de 5,19, 5,64 e 6,45 e log
UFC/cm?. Pode-se observar que houve um aumento da aderéncia dos trés
sorovares de Salmonella ao longo do tempo, contudo essa diferenca nao foi

estatisticamente significativa.
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Embora todos os sorovares tenham aderido ao aco inoxidavel de forma
semelhantes (a< 0,05), nos trés tempos analisados (Tabela 3), no polietileno, em
15, 30 e 60 minutos, S. Bredeney aderiu significativamente mais que S.
Typhimurium e S. Enteritidis (Tabela 4).

Quando comparadas as adesdes de cada sorovar no aco inoxidavel e
no polietileno, apenas S. Typhimurium demonstrou diferenca significativa (o<
0,05), aderindo mais ao ago inoxidavel e S. Bredeney mais ao polietileno (Tabelas

3ed).

TABELA 3. Aderéncia (log UFC/cm? + DP) dos trés sorovares de Salmonella no
aco inoxidavel apés 15, 30 e 60 minutos de contato.

Tempo (min) S. Bredeney S. Typhimurium S. Enteritidis
15 5,63 + 0,34 5,68 £0,10 5,27 £ 0,17
30 5,77 £ 0,55 5,66 £ 0,54 5,53+0,15
60 5,75 + 0,51 5,89+0,15 5,43 £ 0,20

DP = Desvio Padrao

TABELA 4. Aderéncia (log UFC/cm? + DP) dos trés sorovares de Salmonella no
polietileno apés 15, 30 e 60 minutos de contato.

Tempo (min) S. Bredeney S. Typhimurium S. Enteritidis
15 6,22+ 0,15 5,30 £ 0,01 4,80 + 0,41
30 6,39 £ 0,08 5,46 £ 0,15 5,17 £ 0,12
60 6,45 + 0,01 5,64 £ 0,04 5,19 £ 0,21

DP = Desvio Padrao

4.2 Avaliacao da hidrofobicidade

Os resultados das medidas dos angulos das gotas sésseis indicaram

qgue o polietileno foi mais hidrofébico que o aco inoxidavel, uma vez que as gotas
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sobre a superficie do polietileno apresentaram maiores angulos de inclinacao que

aquelas sobre o0 ago inoxidavel (Tabela 5 e Figura 1).

TABELA 5. Medida do angulo (® =+ DP) da gota séssil sobre aco inoxidavel e
polietileno de culturas de S. Typhimurium, S. Enteritidis e S. Bredeney.

AGUA MEIO BHI BHI+ST BHI+SE BHI+SB
DESTILADA
Aco 44,5°+ 0,7 50,5°+ 0,7 45°+1,41 42°+1,41 44°+1,41

inoxidavel
Polietileno  52,2°+ 1,76  60,75+2,47 51°+0,00 44°+2,82 52°+1,41

DP = Desvio Padrao; BHI: Brain and Heart Infusion; ST: S. Typhimurium; SE: S.
Enteritidis; SB: S. Bredeney.

Se comparados os angulos obtidos com meio BHI puro (60,75 + 2,47) e
meio BHI com S. Enteritidis sobre o aco inoxidavel e o polietileno, pode-se notar
diminuicdo expressiva da inclinagdo do angulo da gota, demonstrando diminuicao

da hidrofobicidade (Tabela 5).

Comparando os angulos das culturas de cada microrganismo sobre 0 ago
inoxidavel e sobre o polietileno, pode-se observar que a S. Enteritidis demonstrou
menor diferenga nos angulos (42°+1, 41, no aco inoxidavel e 44° + 2, 82, no

polietileno) do que a S. Typhimurium e que a S. Bredeney.

A analise estatistica demonstrou que no aco inoxidavel nao houve diferenca
significativa (a<0,05) das medidas das gotas entre os trés sorovares. Ao contrario
do que foi observado no polietileno, onde a medida do angulo da gota formada por

S. Enteritidis diferiu estatisticamente (a<0,05) dos outros dois sorovares. Entre os
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dois materiais, S.Typhimurium e S. Bredeney formaram medidas de gotas
estatisticamente (0<0,05) diferentes, o que ndo ocorreu com o sorovar S.
Enteritidis, que ndo apresentou diferenca significativa (a<0,05) de hidrofobicidade

entre os dois materiais.

FIGURA 1. Gota séssil de meio Brain Heart Infusion (BHI) sobre polietileno (A) e
aco inoxidavel (B).

4.3 Determinacao do indice de emulsificacao

A Figura 2 ilustra a produgcdo de um bioemulsificante pelos trés
sorovares de Salmonella. O maior indice de emulsificagao foi detectado no sorovar
S. Bredeney (56%), seguido de S. Enteritidis (51%). Ja o sorovar Typhimurium

apresentou um indice de emulsificacao de apenas 1,5%.
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FIGURA 2. Producao de emulsificante. Da esquerda para a direita: 1) Branco; 2)
S. Typhimurium; 3) S. Enteritidis e 4) S. Bredeney.

TABELA 6. indice de emulsificacdo do xileno (mm + DP)por S. Typhimurium, S.
Enteritidis e S. Bredeney.

Sorovar Medida (mm) Indice
S. Bredeney 56 + 2,82 56%
S. Enteritidis 51 +7,07 51%
S. Typhimurium 1,5+£0,70 1,5%

DP: desvio padréo.

4.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
A Figura 3 demonstra a topografia do aco Inoxidavel AISI 316 e a

Figura 4 a topografia do polietileno, aumentadas 3.000 vezes.
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FIGURA 3. Imagem de Microscopia Eletrébnica de Varredura (3000 vezes)
ilustrando a analise topogréafica do ago inoxidavel. As bactérias aderidas séo S.
Bredeney.

FIGURA 4. Imagem de Microscopia Eletrébnica de Varredura (3000 vezes)
ilustrando a analise topografica do polietileno. As bactérias aderidas sdo S.
Bredeney.
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Como pode ser visualizado, o a¢o inoxidavel apresentou superficie mais
lisa que o polietileno. Mesmo assim, diversas irregularidades puderam ser
observadas no aco inoxidavel.

Nas Figuras 5 e 6 podem ser visualizadas S. Typhimurium e S.
Bredeney aderidas tanto em aco inoxidavel quanto em polietileno, além da
presenca de substancias extracelulares produzidas por esses microrganismos. A
andlise das figuras 5B e 6B sugerem o inicio da formacao de biofilme por S.
Typhimurium e S. Bredeney, respectivamente.

Nas fotos da Figura 7, demonstrando a colonizagcado de S. Enteritidis,
em ambos os materiais, foi evidenciada a presenca de grumos celulares, o que

nao foi visualizado na colonizagdo dos demais sorovares.

FIGURA 5. Sorovares de Salmonella colonizando a superficie de ago inoxidavel,
apds 30 minutos de contato. (A) S. Bredeney e (B) S. Typhimurium.
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FIGURA 6.‘ orovares de Salmonella colonizando a superficie de polietileno, apos
15 minutos de contato. (A) S. Typhimurium e (B) S. Bredeney.
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FIGURA 7. Foraéode biofilme por S. Enteritidis no ago ixidével, apés 30
minutos de contato (A); no polietileno, apds 15 minutos de contato (B).

4.5 Teste de resisténcia aos desinfetantes com as células em

suspensao

4.5.1 Acido Peracético
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Na concentragdo de uso indicada pelo fabricante (1% ou 1500ppm) e
na metade dessa concentracdo (0,5% ou 750ppm), todos o0s sorovares
demonstraram sensibilidade, em todos os tempos avaliados.

S. Bredeney foi sensivel a esse composto também nas concentracoes
de 0,3% (450ppm) e 0,2% (300ppm) o que nao ocorreu com S. Typhimurium e S.
Enteritidis. Na menor concentracdo testada (0,1% ou 150ppm) S. Bredeney
apresentou crescimento apenas até 5 minutos de exposicdo, enquanto que os
demais sorovares demonstraram crescimento em todos os tempos avaliados,

sendo considerados resistentes (Tabela 7).

TABELA 7. Resisténcia dos trés sorovares de Salmonella frente ao acido
peracético.

Concentracao S. Enteritidis S. Typhimurium S. Bredeney

1% (1500ppm)
0,5% (750ppm)
0,3% (450ppm)
0,2% (300ppm)
0,1% (150ppm)

DITITOLO®
DITITOLO®
TOLBHLLW!

R: resistente; S: sensivel.

4.5.2 Hipoclorito de sédio
Na concentracdo de 2% (800ppm), recomendada pelo fabricante,
todos os sorovares de Salmonella testados foram sensiveis ao hipoclorito de sédio
(Tabela 8). J& na metade da concentracdo indicada pelo fabricante (1% ou
400ppm), S. Enteritidis demonstrou resisténcia nos 5 e 10 primeiros minutos, o
gue nao ocorreu com os outros sorovares. Na concentragdo de 0,5% (200ppm),

pbde-se observar que todos os sorovares foram resistentes, porém S. Enteritidis
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resistiu por mais tempo que os demais sorovares. S. Enteritidis apresentou
crescimento em até 15 minutos de contato com o desinfetante, enquanto que os
outros sorovares demonstraram resisténcia ao hipoclorito de s6dio a 200ppm
apenas nos primeiros 5 minutos.

Nas concentragdes de 0,3 a 0,05% de hipoclorito de sédio, todos os

sorovares foram resistentes.

TABELA 8. Resisténcia dos trés sorovares de Salmonella frente ao hipoclorito de
sodio.

Concentracao S. Enteritidis S. Typhimurium S. Bredeney

2% (800ppm)
1% (400ppm)
0,5% (200ppm)
0,3% (120ppm)
0,1% (40ppm)
0,05% (20ppm)

DIVIVIDITN
DIVITIDOLON
DIVITIDDOLO

R: resistente; S: sensivel.

4.5.3 Quaternario de aménio

Na concentracdo indicada pelo fabricante para desinfec¢édo (2% ou
4000ppm), os trés sorovares de Salmonella foram sensiveis, bem como com a
metade dessa concentragao (1% ou 2000ppm) (Tabela 9).

Nas concentragcdes de 0,1% (200ppm), 0,2% (400ppm) e 0,3%
(600ppm), os trés sorovares de Salmonella foram resistentes, sobrevivendo ao

longo de 20 minutos de exposic¢ao.
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TABELA 9. Resisténcia dos trés sorovares de Salmonella frente ao quaternario de
aménio.

Concentracao S. Enteritidis S. Typhimurium S. Bredeney

2% (4000ppm)
1% (2000ppm)
0,3% (600ppm)
0,2% (400ppm)
0,1%(200ppm)

DITITOLO®W
DITITOL®W
DITITOLO®W

R: resistente; S: sensivel.

4.6 Teste dos desinfetantes em superficies

4.6.1 Acido peracético

As Figuras 8, 9 e 10 demonstram a sobrevivéncia das trés linhagens de
Salmonella aderidas ao polietileno e ao acgo inoxidavel, ap6s o tratamento com
diferentes concentracdes de acido peracético. As Tabelas 10 € 11 demonstram as
contagens de sobreviventes apds os tratamentos com o acido peracético e as
reducdes obtidas.

A Figura 8 ilustra que o sorovar S. Bredeney foi mais resistente
(0<0,05) ao processo de desinfecgdo, com todas as concentracbes de acido

peracético, quando aderido a superficie do polietileno do que aderido ao aco
inoxidavel.

Os sorovares S. Typhimurium e S. Enteritidis também apresentaram
maior resisténcia a todas as concentragdes do acido peracético quando aderidos
ao polietileno (Figura 9 e 10), exceto na concentracao de 0,3% para o sorovar S.
Typhimurium (Figura 9).

A concentracdo de 1% reduziu estatisticamente (o< 0,05), mais as

contagens de S. Typhimurium no aco inoxidavel do que no polietileno, enquanto
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que o mesmo ocorreu com a S. Enteritidis, porém na concentragédo de 0,5%. A

diferenca das demais contagens de S. Typhimurium e S. Enteritidis sobre os dois

materiais nao foram significativas (0t<0,05).

04 05 06 07 08 09 1,0 1,1 1,2 1,3
Concentracao (%)

FIGURA 8. Sobrevivéncia de Salmonella Bredeney aderida as superficies de ago
inoxidavel (listras) e polietileno (preto) apés 10 minutos de tratamento com o
desinfetante a base de acido peracético.
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FIGURA 9. Sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium aderida as superficies de
aco inoxidavel (listras) e polietileno (preto) apdés 10 minutos de tratamento com o
desinfetante acido peracético.

0,4 : 0,5 0,6 : 0,7 : 0,8 : 0,9 : 1,0 1,1 : 1,2 : 1,3
Concentragéao (%)

FIGURA 10. Sobrevivéncia de Salmonellla Enteritidis aderida as superficies de
aco inoxidavel (listras) e polietileno (preto) apdés 10 minutos de tratamento com o
desinfetante acido peracético.
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Quando comparada a resisténcia entre os sorovares, ao analisar 0s
resultados das Tabelas 10 e 11, pode-se observar que o sorovar Typhimurium foi
mais resistente a desinfeccédo pelo acido peracético do que os outros sorovares,
tanto no aco inoxidavel quanto no polietileno. As maiores reducdes obtidas para S.
Bredeney foram 4,03 log (99,99%), no ago inoxidavel e 2,68 (99%), no polietileno,
enquanto que a para a S. Enteritidis as redugdes foram de 4,07 (99,99%), no aco
inoxidavel e 3,09 (99,9%), polietileno. Ja as maximas reducdes obtidas para S.
Typhimurium foram 3,27 log (99,9%), no ago inoxidavel e 2,61log (99%), no
polietileno. Contudo, nenhuma diferenca significativa (o< 0,05) de resisténcia
entre os sorovares foi constatada no aco inoxidavel.

TABELA 10. NUmero de sobreviventes dos trés sorovares de Salmonella aderidos
ao aco inoxidavel (log UFC/cm?) apds acido do &cido peracético.

Concentracoes (%) S. Bredeney S. Typhimurium S. Enteritidis
Controle 5,36 £ 0,02 5,01 +0,17 5,42 £0,10
0,1% (150ppm) 2,75+ 0,00 3,58 + 0,49 2,96 + 0,41
0,2% (300ppm) 2,31+ 0,79 2,04 + 0,42 2,42 +0,35
0,3% (450ppm) 1,74 + 0,00 2,68 + 0,77 1,92+ 1,10
0,5% (750ppm) 1,74 £ 0,00 1,83 +0,12 1,35+ 0,39
1% (1500ppm) 1,33+0,15 1,74 £ 0,00 1,38 £ 0,29

Maior reducdo obtida 4,03 (99,99%)  3,27(99,9%) 4,07 (99,99%)

TABELA 11. NUmero de sobreviventes dos trés sorovares de Salmonella aderidos
ao polietileno (log UFC/cm?) ap6s acdo do acido peracético.

Concentracao (%) S. Bredeney S. Typhimurium S. Enteritidis
Controle 5,91 £ 0,49 5,63 £ 0,04 5,40 +£0,13
0,1% (150ppm) 4,01 £0,05 4,96 £ 0,20 3,28 £ 0,21
0,2% (300ppm) 3,23 £0,26 3,31 £0,28 2,86 £ 0,02
0,3% (450ppm) 3,44 £ 0,004 2,47 £ 0,06 3,02 +£0,35
0,5% (750ppm) 3,34 £ 0,02 3,13+0,63 2,83+0,03
1% (1500ppm) 3,46 + 0,01 3,02 +0,80 2,31 +£0,11

Maior reducdo obtida 2,68 (99%) 2,61 (99%) 3,09 (99,9%)
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4.6.2 Hipoclorito de sédio

As Figuras 11, 12 e 13 ilustram a sobrevivéncia dos trés sorovares de
Salmonella aderidos ao polietileno e ao aco inoxidavel, apos o tratamento com
diferentes concentrag¢des de hipoclorito de sédio. As Tabelas 12 e 13 demonstram
as contagens de sobreviventes apés os tratamentos com o hipoclorito de sédio e
as reducoes obtidas.

Os sorovares Bredeney e Typhimurium foram mais resistentes ao
hipoclorito de sddio quando aderidos na superficie de polietileno do que no ago

inoxidavel, em todas as concentragées (Figuras 11 e 12). Entretanto, S. Bredeney
apresentou diferenca significativa (0<0,05) nas contagens obtidas, nas duas

superficies, na concentracdo de 1% (400ppm), enquanto que o sorovar
Typhimurium mostrou-se estatisticamente mais resistente ao hipoclorito de sédio,
no polietileno, na concentracao de 0,1%.

S. Enteritidis foi mais resistente ao hipoclorito de s6dio quando aderida
no polietileno na maioria das concentragdes, exceto nas concentracdes de 0,05%
e 0,1%. Entretanto, nas concentracbes de 1%, 0,5% e 0,1% esse sorovar foi
estatisticamente (a<0,05) mais resistente ao hipoclorito de sédio quando aderido
ao polietileno.

Para melhor expressao dos resultados, a concentragao de 0,05% nao

foi inserida nos graficos.
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FIGURA 11. Sobrevivéncia de Salmonella Bredeney aderida as superficies de ago
inoxidavel (listras) e polietileno (preto) ap6s 10 minutos de tratamento com o

desinfetante hipoclorito de sdodio.
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Figura 12. Sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium aderida as superficies de
aco inoxidavel (listras) e polietileno (preto) apdés 10 minutos de tratamento com o

desinfetante hipoclorito de sodio.
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FIGURA 13. Sobrevivéncia de Salmonella Enteritidis aderida as superficies de ago
inoxidavel (listras) e polietileno (preto) ap6s 10 minutos de tratamento com o
desinfetante hipoclorito de sdédio.

Quando comparada a resisténcia entre os sorovares, 0 sorovar S.
Bredeney mostrou-se mais resistente ao processo de desinfeccdo no ago
inoxidavel, sendo reduzido em 3,36 log (99,9%), enquanto que o hipoclorito de
sédio eliminou 99,99% de S. Typhimurium (4,17 log) e S. Enteritidis (4,51 log), na
superficie de aco inoxidavel (Tabela 12). O sorovar Bredeney mostrou-se
significativamente (0<0,05) mais resistente que o sorovar Typhimurium nas
concentrgdes de 2% e 0,5%. Na concentracdo de 0,5% S. Enteritidis também foi
mais resistente (0<0,05) ao processo de desinfeccdo quando comparado com S.

Typhimurium.
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TABELA 12. NUmero de sobreviventes dos trés sorovares de Salmonella aderidos
ao aco inoxidavel (log UFC/cm?) apés acéo do hipoclorito de sédio.

Concentracao (%) S. Bredeney S. Typhimurium S. Enteritidis
Controle 5,73+0,23 5,55 + 0,01 5,54 £ 0,36
0,05% (20ppm) 5,56 +£ 0,03 5,06 £ 0,14 5,35+0,24
0,1% (40ppm) 4,88 +0,83 4,72 £ 0,02 5,02 £ 0,09
0,3% (120ppm) 3,52 +£0,02 2,93 £ 0,08 3,26 £ 0,39
0,5% (200ppm) 3,42 £ 0,05 2,55+0,28 3,68 £ 0,06
1% (400ppm) 2,37 £0,08 2,72 £ 0,00 2,68 £0,11
2% (800ppm) 2,54 + 0,04 1,38 £ 0,21 1,03 £ 0,00

Maior reducao obtida

3,36 (99,9%)

4,17 (99,99%)

4,51 (99,99%)

No polietileno (Tabela 13), S. Enteritidis foi 0 sorovar nitidamente mais

resistente, sendo reduzido em 2,74 log (99%), comparado com as reducdes de

3,11 log (99,9%) de S. Bredeney e 3,68 log (99,9%) de S. Typhimurium.

As analises estatisticas indicaram que o sorovar S. Enteritidis resistiu

significativamente (a<0,05) mais ao hipoclorito de sédio na concentracao de 1%

quando comparado com os demais sorovares.

TABELA 13. Numero de sobreviventes dos trés sorovares de Salmonella aderidos

ao polietileno (log UFC/cm?) ap6s acdo do hipoclorito de sédio.

Concentracao (%) S. Bredeney S. Typhimurium S. Enteritidis
Controle 5,70 £ 0,35 5,56 + 0,06 5,36 £+ 0,19
0,05% (20ppm) 5,33+ 0,07 5,43 £ 0,05 5,18 £ 0,35
0,1% (40ppm) 4,79 + 0,63 5,00 £ 0,03 4,34 £ 0,09
0,3% (120ppm) 3,86 £ 0,60 4,78 + 0,31 4,26 = 0,11
0,5% (200ppm) 3,83+0,74 3,81 £0,47 4,18 + 0,06
1% (400ppm) 3,12+ 0,09 2,80 £ 0,01 3,93 £0,03
2% (800ppm) 2,59 £ 0,61 1,88 £ 0,25 2,62 £ 0,08

Maior reducéo obtida

3,11 (99,9%)

3,68 (99,9%)

2,74 (99%)
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4.6.3 Quaternario de aménio

As Figuras 14, 15 e 16 ilustram a sobrevivéncia das trés linhagens de
Salmonella aderidas ao polietileno e ao aco inoxidavel, apos o tratamento com
diferentes concentragdes de composto a base de quaternario de aménio. As
Tabelas 14 e 15 demonstram as contagens de sobreviventes apos os tratamentos
com 0 mesmo composto e suas respectivas redugoes.

Comparando-se a resisténcia de S. Bredeney entre os dois materiais
avaliados (Figura 14), esse sorovar mostrou-se mais resistente ao quaternério de
aménio em quase todas as concentracoes testadas quando aderido no polietileno,
exceto na concentracao de 0,2% (400ppm). Entretanto, somente na concentracao
de 1% (2000ppm), foi estatisticamente (a < 0,05) mais resistente.

Ja os sorovares S. Typhimurium e S. Enteritidis mostraram-se mais
resistentes ao quaternario de aménio em todas as concentragées quando aderidos
no polietileno (Figuras 15 e 16). As analises estatisticas demonstraram que S.
Typhimurium foi significativamente (o < 0,05) mais resistente no polietileno nas
concentracoes de 1 % (2000ppm) e 2% (4000ppm) e que o sorovar S. Enteritidis
apresentou diferenca significativa (a0 < 0,05) de resisténcia ao desinfetante em

todas as concentracdes testadas.
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FIGURA 14. Sobrevivéncia de Salmonella Bredeney aderida as superficies de ago
inoxidavel (listras) e polietileno (preto) ap6s 10 minutos de tratamento com o
desinfetante quaternario de aménio.
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FIGURA 15. Sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium aderida as superficies de
aco inoxidavel (listras) e polietileno (preto) apdés 10 minutos de tratamento com o
desinfetante quaternario de aménio.
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FIGURA 16. Sobrevivéncia de Salmonella Enteretidis aderida as superficies de
aco inoxidavel (listras) e polietileno (preto) apdés 10 minutos de tratamento com o
desinfetante quaternario de aménio.

Para melhor expressao dos resultados, a concentracdo de 2% nao foi inserida nos
graficos.

TABELA 14. NUmero de sobreviventes dos trés sorovares de Salmonella aderidos
ao aco inoxidavel (log UFC/cm?) apés agdo do quaternario de amonio.

Concentracao (%) S. Bredeney S. Typhimurium S. Enteritidis
Controle 5,73+0,23 5,34 £ 0,09 6,24 + 0,98
0,1% (200ppm) 4,88 +0,83 1,59 +£2,25 2,28 + 0,27
0,2% (400ppm) 3,52 +0,02 1,66 + 2,34 1,74 £ 0,65
0,3% (600ppm) 3,42 £ 0,05 2,86 +0,98 1,59 £ 0,21
1% (2000ppm) 2,37 £ 0,08 0,90 +1,28 0,87 +1,23
2% (4000ppm) 0,52+0,73 0,92 +1,31 ND

Maior reducdo obtida 5,21 (99,999%) 4,44 (99,99%) 6,24 (99,9999%)

ND: nao detectado
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TABELA 15. NUmero de sobreviventes dos trés sorovares de Salmonella aderidos
ao polietileno (log UFC/cm?) ap6s acdo do quaternario de amonio.

Concentracao (%) S. Bredeney S. Typhimurium S. Enteritidis
Controle 5,70 £ 0,35 5,12+ 0,14 5,29 £ 0,60
0,1% (200ppm) 4,79 + 0,63 414 +£1,18 5,06 £ 0,25
0,2% (400ppm) 3,86 + 0,60 4,11 +1,81 5,12 +0,19
0,3% (600ppm) 3,83+0,74 3,67 £ 1,01 5,19+0,18
1% (2000ppm) 3,12+ 0,09 2,83 £ 0,21 4,89 + 0,31
2% (4000ppm) 1,58 + 0,62 2,60 +0,14 4,07 +1,36

Maior reducao obtida 4,12 (99,99%) 2,52 (99%) 1,22 (90%)

Quando comparada a resisténcia entre os sorovares, a Tabela 14
demonstra que no ago inoxidavel o sorovar S. Typhimurium foi mais resistente ao
quaternario de amoénio que os demais, uma vez que a maior reducao obtida foi de
4,44 log (99,99%), enquanto que o sorovar S. Bredeney apresentou 5,21 log
(99,999%) e o S. Enteritidis 6,24 log (99,9999%).

Na concentracao de 2% (4000ppm), o sorovar S. Enteritidis mostrou-se
estatisticamente (o< 0,05) mais sensivel ao quaternario de aménio do que o
sorovar S. Bredeney. Ja na concentracdo de 1% (2000ppm), S. Bredeney foi
significativamente (o < 0,05) mais resistente do que os outros dois sorovares.

No polietileno (Tabela 15), o sorovar S. Enteritidis se mostrou mais
resistente ao quaternario de amoénio do que os outros sorovares, pois a maior
reducao obtida foi de 1,22% (90%), enquanto que o sorovar S. Typhimurium
apresentou uma reducao de 2,52 log (99%) e o S. Bredeney uma reducao de 4,12
log (99,99%). Essas diferencas foram estatisticamente significativas nas

concentragoes de 2%, 1% e 0,3%.



5 DISCUSSAO

5.1 Avaliacao da Capacidade de Aderéncia

O fenbmeno da formacéo de biofilme por Salmonella em superficies
utilizadas no processamento de alimentos tem sido bastante estudado (Joseph et
al., 2001; Sinde & Carballo, 2000; Giaouris & Nychas, 2006).

No presente estudo, a aderéncia de Salmonella na fase estacionaria e
por periodos de tempo de até 1 hora, demonstrou a capacidade dessa bactéria em
formar biofilmes contendo entre 5 e 6 logUFC/cm?, no ago inoxidavel, e entre 5 e
7 log UFC/cm?, no polietileno. Resultados semelhantes foram apresentados por
Joseph et al. (2001), demonstrando que dois isolados de Salmonella (S.
Weltevreden e linhagem FCM40) foram capazes de formar biofilmes de
aproximadamente 10° UFC/cm?, no ago inoxidavel, e cerca de 10’ UFC/cm?, no

polietileno, em dez dias de incubacao, a 28+2°C.

No presente trabalho, os trés sorovares testados nao apresentaram
diferencas (a<0,05) nas aderéncias ao ago inoxidavel e ao polietileno ao longo do
tempo, indicando que os periodos de exposi¢cao nao influenciaram na quantidade
de células aderidas. Do mesmo modo, Hood & Zotolla (1997) quantificaram o

biofilme formado por diversas bactérias, dentre elas, S. Typhimurium no acgo
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inoxidavel, por tempos de contato de 1 a 72 horas, e obtiveram niveis de
aderéncia de 10° células/cm® Os resultados indicaram que a aderéncia dos

microrganismos ndo aumentou apos 1 hora de contato.

Giaouris & Nychas (2006), quando avaliaram a formacao de biofilmes
por S. Enteritidis PT4, no ago inoxidavel, por 18 dias de incubagéo, relataram que
esse sorovar foi capaz de formar um biofilme consistente, chegando a 10°
UFC/cm? quando o meio de cultura foi reposto. Ao contrario disso, sem reposicéo
de nutrientes, S. Enteritidis formou biofilme com aproximadamente 10* UFC/cm?,
permanecendo estavel por apenas 4 dias. Com esses resultados, os autores
sugeriram que a formacao do biofilme é limitada pela disponibilidade de nutrientes.

Entretanto, para Beresford et al. (2001), independente da
disponibilidade de nutrientes, durante a aderéncia bacteriana, existem interagoes
fracas e fortes, podendo ser reversiveis ou ndo. Quando o tempo de contato é
curto (menos de duas horas), os microrganismos ligam-se a superficie e entre eles
de uma forma reversivel, através de ligacdes fracas. Entretanto, segundo esses
autores, com o0 passar do tempo, essas ligacbes tornam-se mais fortes e

irreversiveis.

De maneira geral, os resultados apresentados neste trabalho
demonstraram que tanto o aco inoxidavel quanto o polietileno, materiais
amplamente utilizados no processamento de alimentos, propiciaram a aderéncia
de diferentes sorovares de Salmonella. Além disso, mesmo curtos periodos de

contato ja propiciaram a aderéncia de contagens expressivas desse
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microrganismo, demonstrando potencial capacidade de contaminagdo cruzada

durante a manipulagéo dos alimentos.

5.2 Avaliacao da hidrofobicidade

Ja é bem conhecido na literatura que a hidrofobicidade, tanto do
material quanto dos microrganismos, influenciam na aderéncia bacteriana (Sinde

& Carballo, 2000).

De acordo com Sinde & Carballo (2000), um material € mais hidrofébico
qguando a medida do angulo formado entre uma gota e a superficie € maior que o
angulo obtido em outro material. No presente estudo, a comparacdo das
hidrofobicidades foi realizada seguindo esse critério, demonstrando que o
polietileno foi mais hidrofobico que o ago inoxidavel, uma vez que as gotas sobre a
superficie desse material apresentaram maiores angulos de inclinagdo. Na
literatura, materiais de natureza hidrofobica sdo apontados como superficies que
propiciam maior aderéncia bacteriana (Djordevic et al., 2002). Outros autores,
pesquisando a hidrofobicidade desses materiais, corroboraram com os resultados
obtidos no presente estudo. A medida do angulo da gota séssil no aco inoxidavel
se aproxima do valor encontrado por Flach (2005), utilizando o ago inoxidavel do
tipo 410, esse autor mensurou um angulo médio de 45,72°. No polietileno, Oliveira
et al. (2006a) relataram que a medida do angulo médio do polietileno (74,39) foi

maior do que a medida encontrada no presente estudo, ou seja, 52,2°.
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No presente trabalho, também foi demonstrado que os angulos das
gotas sésseis foram menores, tanto no polietileno quanto no ago inoxidavel,
quando as Salmonella estavam presentes, indicando que esses microrganismos
foram hidrofilicos. Tal caracteristica foi mais marcante com o sorovar S. Enteritidis
sobre polietileno.

Corroborando esses dados, Sinde & Carballo (2000) e Oliveira et al.
(2006a) relataram que a Salmonella € um microrganismo hidrofilico, uma vez que
suas culturas diminuiram os angulos das gotas sésseis. Os isolados de
Salmonella analisadas no trabalho de Sinde & Carballo (2000) demonstraram
angulos de contato de 35% 25,4° e 32,8° no ago inoxidavel. Ja no trabalho de
Oliveira et al. (2006a), quatro cepas de S. Enteritidis foram analisados
(denominadas MUSC, BEM, AL e PC), e geraram angulos bem mais baixos no
polietileno, variando de 9,7 a 14°. Cabe ressaltar que os angulos encontrados no
presente trabalho, tanto para aco inoxidavel quando para polietileno, foram
maiores que os encontrados pelos autores acima citados. Essas discrepancias na
comparacao dos resultados obtidos nesse trabalho com os resultados de outros
autores sao resultado da utilizagdo de uma ampla variedade de testes para
mensurar a hidrofobicidade o que dificulta a comparagéao e a interpretagdo dos
resultados bem como as diferengas das estruturas dos materiais testados

(diferentes tipificac6es, diferentes fabricantes) (Sinde & Carballo, 2000).

No presente trabalho, o polietileno foi considerado mais hidrofébico que

0 aco inoxidavel, contudo os sorovares demonstraram hidrofobicidades
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semelhantes, mas diferentes capacidades de adesao (Tabela 3 e 4). Logo, tal
diferenca ndo pode ser explicada pela hidrofobicidade das bactérias ou dos
materiais, sugerindo que outro fator, como por exemplo, a sintese de material

extracelular, esteja envolvida com a capacidade de adesao.

5.3 Determinacao do indice de emulsificacao

A producédo de biosurfactante, dentre outros métodos, € detectada pela
medida da emulsificacdo (Youssef, 2004). Os resultados obtidos por esse indice
sugeriram a produgao de bioemulsificante pelos trés sorovares testados.

Diversos microrganismos Ja foram relatados como produtores de
surfactantes. Dentre eles, membros dos géneros Pseudomonas, Rhodococcus,
Bacillus e principalmente do género Acinetobacter (Ron & Rosenberg, 2001).

Alguns compostos de origem microbiana exibem propriedades
surfactantes, isso é, diminuem a tensdo superficial e possuem alta capacidade
emulsificante. Sabe-se que esses compostos podem estar envolvidos na
patogenicidade bacteriana, através de lipopolissacarideos, por exemplo, em
Pseudomonas aeruginosa e na formacao de biofilme (Olvera et al., 1999).

Quando um biosurfactante é excretado, pode ser formado um filme
condicionante na interface ar-liquido ou éleo-liquido, estimulando ou inibindo a
aderéncia de alguns microrganismos (Neu, 1996). Por exemplo, a hidrofobicidade
da superficie celular de P. aeruginosa foi aumentada na presenga de um
bioemulsificante (Zhang & Miller, 1994), enquanto que a hidrofobicidade da

superficie celular de Acinetobacter, na presenca de bioemulsificante, diminuiu.
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Esses dados sugeriram que 0s microrganismos podem utilizar o biosurfactante
produzido para regular as suas propriedades de superficie celular para aderir ou
se desprender das superficies, de acordo com as suas necessidades fisiolégicas
(Ron & Rosenberg, 1983).

Contudo, alguns surfactantes diminuem a tensao interfacial, enquanto
outros tém pouco impacto sobre a tensao interfacial.

Uma vez que o indice de emulsificagcdo foi bastante diferente entre os
sorovares testados, mas eles aderiram em quantidades semelhantes, a aderéncia

desses microrganismos parece nao ser influenciada pelo emulsificante.

5.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A utilizacdo da microscopia eletrbnica de varredura permitiu a
visualizagdo das superficies de aco inoxidavel e de polietileno, bem como a
observacdo da aderéncia e da formacao de biofilme pelos trés sorovares de
Salmonella aqui estudados.

No aco inoxidavel pode-se observar irregularidades na topografia do
material, as quais ndo podem ser observadas macroscopicamente.

Barnes et al. (1999) compararam a aderéncia de Staphylococcus
aureus ao ago inoxidavel polido e ao ago inoxidavel aspero (sem polimento) e
observaram que um numero maior de S. aureus aderiram a superficie aspera. De
acordo com 0s mesmos autores, a microscopia eletrbnica de varredura

demonstrou que os microrganismos ndo aderiram tanto nas zonas polidas. Com
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isso, foi sugerido que a aspereza da superficie tem um papel importante na
aderéncia bacteriana.

O polietileno demonstrou uma superficie bem mais irregular, devido a
sua natureza polimérica. Oliveira et al. (2006) sugerem que néo € a distancia entre
essas irregularidades que abriga as células, mas sim a profundidade dessas
reentrancias, o que pode ser observado também nas imagens obtidas no presente
estudo.

Vale salientar que os materiais dos corpos de prova testados ndo foram
utilizados previamente as analises, indicando que as arranhaduras nao foram
provocadas por desgaste ou uso demasiado.

Quanto ao processo de aderéncia, as imagens obtidas pela microscopia
constataram a capacidade dos trés sorovares de Salmonella de aderir as duas
superficies testadas. Ap6s 15 minutos de contato, as culturas bacterianas
demonstraram a producao de substancia extracelular, além da formacao de
biofilme por S. Enteritidis. As analises foram realizadas apenas com 15 minutos de
contato, uma vez que o0s experimentos de adesdao nao demonstraram diferengas
significativas entre as contagens. Além disso, 0 menor tempo de contato pode se
aproximar melhor das situagbes encontradas no cotidiano, da producdo de
alimentos.

A observagao da formagao de grumos celulares somente pelo sorovar
S. Enteritidis pode ter sido influenciado pelo campo de visualizagdo, bem como
pelos processos da preparagdo das amostras, contudo as analises foram

realizadas da mesma forma, para todos os sorovares. Em vista disso, essa
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caracteristica pode ser uma propriedade exclusiva do sorovar S. Enteritidis,

necessitando maiores investigacoes.

5.5 Teste de resisténcia dos sorovares de Salmonella aos

desinfetantes com as células em suspensao e aderidas as superficies

Nos ultimos anos, houve um progresso consideravel na compreensao
das respostas de diferentes tipos de bactérias a agentes antimicrobianos
(McDonnell & Russell, 1999). A avaliacdo das resisténcias a desinfetantes por
microrganismos de relevancia na seguranga dos alimentos, tais como as
Salmonella, assume grande importancia, uma vez que isso pode influenciar na

ocorréncia de surtos de toxinfecgdes alimentares.

5.5.1 Acido Peracético

O acido peracético tem sido amplamente utilizado como um eficiente
desinfetante hospitalar e no tratamento da agua (Souza & Daniel, 2005), sendo
que, em 1993, a Portaria N°122, do Ministério da Saude, autorizou a utilizagdo
desse desinfetante também na industria alimenticia. Esse composto, além de ser
utiizado como desinfetante para superficies que entram em contato com o
alimento, também pode ser utilizado na desinfecgao do préprio alimento, conforme
a resolucdo RDC N?202, de 08 de janeiro de 2004, da ANIVISA.

Os resultados do teste de suspensdo efetuado nesse trabalho

mostraram que na concentragdo recomendada pelo fabricante (1% ou 1500ppm) e
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na metade dessa concentracdo, o acido peracético foi eficaz na inativagcdo dos
trés sorovares de Salmonella (aproximadamente 4 log). No entanto, as
subconcentracées de 0,3%, 0,2% e 0,1% indicaram uma maior resisténcia dos
sorovares S. Typhimurium e S. Enteritidis.

Kich et al. (2004) avaliaram a atividade antibacteriana do acido
peracético, através de testes de suspensao, frente a amostras de S. Typhimurium
isoladas de suinos do RS. Esses autores obtiveram 4 log de redugdo desse
patégeno, em 15 minutos de contato com o &cido peracético (composto ativo:
15%, diluicdo: 1:3000).

No presente trabalho, o teste de eficacia do desinfetante com os
microrganismos aderidos as superficies demonstrou que os trés sorovares de
Salmonella ndo foram completamente inativados pelo processo de desinfec¢do em
todas as concentragdes testadas, inclusive na concentracdo indicada pelo
fabricante (1% ou 1500ppm). Apés a desinfeccdo com essa concentracao, restou
aproximadamente 1 log dos trés sorovares sobre a superficie de ago inoxidavel e
de 2 log de S. Enteritidis e 3 log dos outros dois sorovares no polietileno. Esses
resultados salientam a necessidade de emprego de agdo mecanica em conjunto a
acao quimica na remocao de biofilmes.

Quando comparada a resisténcia dos sorovares de Salmonella aderidos
aos materiais, observou-se uma menor redugdo decimal apds o processo de
desinfeccdo quando os sorovares estavam aderidos ao polietileno do que quando
aderidos ao aco inoxidavel. Os sorovares Typhimurium e Bredeney sofreram

reducdes de 99% (2,6 log) com 1500ppm do desinfetante, enquanto que no ago
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inoxidavel, os sorovares Enteritidis € Bredeney foram reduzidos em 4 log
(99,99%).

Rossoni & Gaylarde (2000), avaliando a eficiéncia do acido peracético
em Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens e Staphylococcus aureus aderidos
ao aco inoxidavel, apés 1 hora de contato, indicaram uma reducao de 90% de E.
coli e P. fluorescens, com 250ppm do desinfetante. Com uma concentracao de
1000ppm, as populacdes de S. aureus e P. fluorescens foram reduzidas em 90%
(1log), enquanto que a populagao de E. coli foi reduzida em 2 log, apés 10 minutos
de contato com o acido peracético. Esses autores indicaram que houve uma maior
reducdo decimal com o aumento da concentracdo utilizada, corroborando os
dados obtidos no presente estudo.

Kunigk & Almeida (2001) avaliaram a acao do acido peracético sobre as
bactérias E. coli e S. aureus em suspensao ou aderidos ao ago inoxidavel. Para
uma suspensdo contendo 108 células, uma solucdo de 60ppm de acido peracético
causou a reducdo de 8 log de E. coli, em 3,1 minutos, e 40ppm reduziu a
suspensdo bacteriana de S. aureus em 8 log, em 4 minutos de contato. Esses
autores relataram que o S. aureus foi mais resistente ao acido peracético que a E.
coli. Quando as células foram aderidas ao ago inoxidavel (por 30 minutos), S.
aureus demonstrou uma reducao de 4 log (99,99%), durante 25 minutos de
contato com o desinfetante.

Penna et al. (2001) avaliaram as concentracdes inibitérias minimas
(CIM) através do método de diluicdo com as células em suspensdo. Os

microorganismos envolvidos em surtos de infeccdo hospitalar, dentre eles
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Staphylococcus aureus e Escherichia coli foram objetos de estudo desse trabalho.
Para esses autores a CIM para reduzir 6 log dos microorganismos analisados,
variou de 2310ppm para E. coli e 4620ppm para S. aureus de acido peracético.
Segundo Andrade & Macédo (1996), as concentracdes de &cido
peracético utilizadas nas industrias de alimentos variam de 300 a 700ppm. No
intervalo que abrange essas concentracdes, neste trabalho foi constatado que
apenas o sorovar Bredeney foi sensivel, quando avaliado pelo teste em
suspensdo. Contudo, na concentracdo de 750ppm de acido peracético, todos os
sorovares foram inativados, quando avaliados pelo mesmo teste. J& com as
células aderidas ao acgo inoxidavel, uma reducao de 3 log foi demonstrada para os
trés sorovares expostos a 300ppm de acido peracético. Com 750ppm do mesmo
composto, 4 log de reducdo foram observados para os trés sorovares de
Salmonella. No polietileno, com 750ppm, 2 log de redugao foram observados para
S. Bredeney e S. Typhimurium, enquanto que 3 log de redugéo foram constatados

para a S. Enteritidis.

5.5.2 Hipoclorito de sédio

O hipoclorito de sédio € um desinfetante amplamente utilizado no Brasil
devido ao seu baixo custo e amplo espectro de agdo. De acordo com a Portaria
89/1988, do Ministério da Saude, as solugbes aquosas a base de hipoclorito de
sodio sdo consideradas “Agua Sanitaria” quando o teor de cloro ativo estiver entre

2,0% p/p a 2,5% p/p, durante o prazo de validade (maximo de seis meses). Esse
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produto podera conter apenas hidroxido de soédio ou calcio, cloreto de sédio ou
célcio e carbonato de sodio ou calcio como estabilizante.

O Food and Drug Administration (FDA, 2001) permite o uso do
hipoclorito de sédio como agente desinfetante para superficies que entram em
contato com alimentos em concentragdes acima de 200ppm. De acordo com
Andrade & Macedo (1996), as concentragdes entre 100 a 200ppm podem ser
utilizadas para desinfec¢ao de utensilios e equipamentos.

No presente estudo, os resultados obtidos pelo teste de suspenséo,
indicaram que o hipoclorito de sédio, na concentragao indicada pelo fabricante
(2% ou 800ppm) foi eficiente, inativando totalmente os trés sorovares de
Salmonella. Na concentracao de 400ppm (1%), S. Enteritidis foi o Unico sorovar a
apresentar resisténcia frente a esse composto €, em 200ppm, ela sobreviveu em
até 15 minutos de exposicao.

Quando os sorovares estavam aderidos, ao aco inoxidavel, apés o
tratamento com hipoclorito de sédio, houve uma reducdo de até 4 log (99,99%)
para S. Enteritidis e S. Typhimurium, enquanto que no polietileno uma menor
reducao foi observada, reduzindo 2 log (99%) do sorovar Enteritidis. Esses dados
foram semelhantes aos resultados do trabalho de Joseph et al. (2001), que
analisaram a formacao de biofilmes por Salmonella sp. (S. Weltevreden e FCM 40)
e a sensibilidade a desinfetantes. No polietileno, com um tratamento com 100ppm
de cloro, houve a completa inativacdo de Salmonella na concentracédo de 3,4 x 107
UFC/cm?, ap6s 20 minutos de contato com o desinfetante, enquanto que no aco

inoxidavel, 15 minutos foram suficientes para a inativagao de 3 x 10° UFC/cm?.
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Scher et al. (2005) avaliaram a resisténcia de S. Typhimurium em
suspensdo e observaram que apdés 15 minutos de contato com 50ppm de
hipoclorito de sodio houve a reducdo de 8 log. As células do mesmo
microrganismo, quando presentes em biofilmes, foram reduzidas em 4 log quando
desinfetadas com 250ppm de hipoclorito de sddio. Esses resultados indicaram que
as células em suspensdo estdo mais sensiveis ao processo de desinfecgao
guando comparadas com as células em biofilme.

Penna et al. (2001) avaliaram as concentracdes inibitérias minimas
(CIM) através do método de diluicio com as células em suspensdo. Os
microrganismos envolvidos em surtos de infec¢do hospitalar, dentre eles S. aureus
e E. coli foram objetos de estudo desse trabalho. Para esses autores a CMI para
reduzir 6 log dos microorganismos analisados, a concentracao foi de 150ppm de
hipoclorito de sédio.

Rossoni & Gaylarde (2000) avaliaram o efeito do hipoclorito de sédio
em concentracdoes de 100 a 200ppm, com 10 minutos de contato, sobre culturas
bacterianas aderidas ao aco inoxidavel. Esses autores observaram que o numero
de células de E. coli aderidas ao aco inoxidavel foi reduzido de 1,18x10° para
1,0x10°UFC/mm?. Os mesmos pesquisadores concluiram que o hipoclorito de
sédio foi mais eficiente que o acido peracético frente as amostras testadas. Outra
observacao importante no trabalho de Rossoni & Gaylard (2000) foi que nao
houve diferencas significativas entre 100 e 200ppm de hipoclorito de s6dio quando

as células estavam aderidas ao aco inoxidavel. Resultados semelhantes foram
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observados no presente trabalho com os trés sorovares de Salmonella que
estavam aderidos ao ago inoxidavel.

Scher et al. (2005) avaliando o efeito de acidos organicos (acido citrico
e fosfato de sddio dibasico, pH 3), do calor e da cloracao sobre S. Typhimurium
em biofilme formado na interface dgua-ar, mostraram uma maior resisténcia desse
sorovar ao cloro do que ao calor e aos acidos. Com isso, esses autores sugeriram
que a matriz exopolimérica do biofilme pode reagir quimicamente com o cloro e
diretamente neutralizar as moléculas reativas. Alternativamente, os polimeros da
matriz também podem ter agido como uma resina da troca iénica a qual removeu
ativamente as moléculas ativas de cloro.

Solano et al. (2002) demonstraram que capsulas de celulose foram
diretamente responsaveis pela resisténcia ao cloro em biofilme formado por S.
Enteritidis, uma vez que mutantes deficientes do gene que sintetiza a celulose nao
sobreviveram a baixas concentragcdes desse composto (30ppm).

De forma geral, as células que constituem um biofilme sdo mais
resistentes ao processo de desinfeccdo, sugerindo-se que podem ser fontes de

contaminagao durante o processamento do alimento.

5.5.3 Quaternario de aménio
A Portaria N°15 de 23 de agosto de 1988, do Ministério da Saude,
autoriza o principio ativo quaternario de aménio com finalidade antimicrobiana

para o uso nas industrias de alimentos.
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E bastante enfatizado pela literatura a alta eficiéncia dos compostos
quaternario de aménio (quat) contra bactérias gram-positivas (McDonnell &
Russell, 1999). As concentracbes comumente utilizadas na industria de alimentos,
segundo Andrade & Macedo (1996), variam de 300 a 400ppm. Entretanto, em
ambientes hospitalares, a concentragdo de uso do quaternario de aménio é de
2000ppm (Penna et al. 2001).

No presente estudo o sorovar Typhimurium demonstrou ser o mais
resistente ao quaternario de aménio quando aderido ao ago inoxidavel, obtendo
uma reducdo de 4,44log (99,99%). O sorovar Enteritidis foi o mais sensivel
havendo uma reducdo de 6,24log (99,9999%), entretanto quando aderido a
superficie do polietileno, foi o sorovar mais resistente, com reducdo de apenas
1,22log (90%). Na concentracao indicada pelo fabricante (2% ou 4000ppm) e na
metade dessa concentracao, todos os sorovares foram sensiveis no teste feito em
suspensao.

Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos com os quat, os quais tem
sido classificados como surfactantes catiénicos (Neu,1996). Sabe-se que os quat
ligam-se por quimiosor¢do na superficie das células bacterianas, uma vez que
esta é carregada negativamente (Aveyard, 1984).

Jones et al. (1989), indicaram que a resisténcia de Pseudomonas
aeruginosa ao quaternario de amonio esta associada a alteragdes na composi¢ao
e na estrutura dos lipideos da membrana externa.

Em um estudo realizado por Penna et al. (2001), foram analisadas as

CIM através do método de diluicdo com as células em suspensdo. As CIM para
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reduzir 6log de S.aureus e E. coli foi de 59ppm de quat apdés 24 horas de
incubacao.

Borowsky et al. (2006) avaliaram a sensibilidade e resisténcia de 96
amostras de S. Typhimurium isoladas de suinos, no Rio Grande do Sul, frente ao
quaternario de aménio. O teste foi feito em suspensédo e os tempos de contato
foram de 5, 15, 30 e 60 minutos e as concentracdes utilizadas foram de 0,3 e 0,6
mg/L (15g/100mL de composto ativo). No trabalho destes autores, foi constatado
que as amostras de S. Typhimurium testadas apresentaram resisténcia nas duas
concentragbes em cindo minutos de exposicdo. Em 15 minutos de contato,
nenhuma amostra foi resistente. Vale salientar que tais resultados foram obtidos
sem a adicao de matéria organica aos tubos avaliados.

Entretanto Kich et al. (2004), avaliaram a atividade do desinfetante
quaternario de aménio, dentre outros, frente a amostras de S. Typhimurium
isoladas de suinos no RS, na presenca e auséncia de matéria organica. Esses
autores concluiam que a presenca da matéria organica, o quaternario de aménio
teve prejuizo na sua atividade, uma vez que na auséncia de matéria organica,
esse composto demonstrou ser completamente efetivo (composicdo de 80g/
100mL, diluicdo 1:2000). Esse resultado ndo foi observado na presenca de
matéria organica, onde apenas dois tubos (total de 5) apresentaram crescimento

bacteriano a 30°C.
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5.5.4 Comparacao entre os trés desinfetantes

Nas concentragbes utilizadas, tanto o acido peracético quanto o
hipoclorito de sodio reduziram de 3 a 4 log as células aderidas ao ago inoxidavel e
de 2 a 3 log no polietileno, dependendo do sorovar.

No teste de suspensdo com o desinfetante hipoclorito de sdédio, o
sorovar S. Enteritidis demonstrou resisténcia com até 400ppm do composto ativo,
0 que nao foi evidenciado nos outros sorovares. Quando as células estavam
aderidas ao polietileno, 0 mesmo sorovar foi 0 que apresentou a menor reducao
(1log) com 200ppm e o que obteve a menor reducao decimal ao final de 800ppm,
2 log, comparado com os outros sorovares que foram reduzidos em 3 log.

O quaternario de amdnio foi o desinfetante que causou a maior reducao
decimal quando as células estavam aderidas ao aco inoxidavel, variando de 5 a 6
log. Ja no polietileno, a reducao gerada por esse composto foi de 1 a 4 log,
dependendo do sorovar.

S. Enteritidis foi totalmente inativada (redugé@o de 6 log) por 4000ppm
de quaternario de aménio quando aderida ao aco inoxidavel, ao contrario do que
ocorreu com 0s demais sorovares, 0s quais ndo foram totalmente inativados.
Entretanto, no polietileno, esse sorovar apresentou maior resisténcia nas mesmas
condi¢des, uma vez que foi reduzido em apenas 1 log e os demais sorovares
foram reduzidos em aproximadamente 4 log.

Durante os testes de resisténcia frente aos desinfetantes utilizados, foi
observado que as células foram mais resistentes quando aderidas as superficies

do que em suspensao e que a topografia e a natureza do material que passa pelo
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processo de desinfeccdo sao muito importantes no que se refere a capacidade de
aderéncia, hidrofobicidade e desinfec¢ao.

Quanto as células bacterianas aderidas as superficies, nao foi
observada alguma relagdo entre aderéncia, hidrofobicidade e produgdo de
bioemulsficante, um explicagdo para isso, de acordo com Beresford et al, 2001,
quando o tempo de contanto da cultura bacteriana é curto, isso é, as células estao
aderidas de forma reversivel através de ligagdes fracas. Entretanto, mesmo com
curtos periodos de contato das culturas bacterianas com as superficies, os trés
sorovares adeririam de forma significativa a ambos os materiais.

A resisténcia bacteriana a desinfetantes demonstrou que o sorovar S.
Enteritidis foi o mais resistente ao hipoclorito de sbédio na concentragao
comumente utilizada no Brasil (200ppm) tanto no teste de suspensao quanto
quando estava aderido no polietiieno. Sabe-se que na presenca de matéria
orgéanica o hipoclorito de sodio tem sua atividade prejudicada, conforme descrito
por Kich et al. (2004). Contudo os testes foram efetuados de igual forma para os
trés sorovares, podendo ser essa caracteristica de maior resisténcia ao hipoclorito
de sddio, que faz com que este sorovar tem sido 0 mais isolado dos surtos de

toxinfec¢des alimentares no RS.
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6 CONCLUSOES

1. Os trés sorovares de Salmonella aderiram em quantidades significativas
ao aco inoxidavel e ao polietileno, sendo que o tempo de exposi¢cao nao interferiu
de forma significativa na quantidade de células aderidas.

2. O sorovar Typhimurium aderiu significativamente mais ao aco inoxidavel,
enquanto que S. Bredeney aderiu mais ao polietileno. Nao foram observadas
diferencas significativas na aderéncia do sorovar Enteritidis entre os dois materiais
analisados.

3. O polietileno apresentou maior hidrofobicidade do que o aco inoxidavel
testado.

4. Os trés sorovares de Salmonella mostraram-se hidrofilicos e foram
capazes de produzir bioemulsificantes.

5. Nos testes de suspensdo, os compostos acido peracético, hipoclorito de
sodio e quaternario de amdnio, nas concentragbes indicadas pelo fabricante,
foram capazes de inativar totalmente os sorovares testados, contudo nenhum
composto foi capaz de eliminar totalmente as células aderidas ao ago inoxidavel e
ao polietileno, exceto o quaternario de amoénio que inativou completamente a S.

Enteritidis no aco inoxidavel.



88

6. O sorovar S. Enteritidis demonstrou maior resisténcia ao hipoclorito de
sédio nas concentracdes de 200 e 400ppm em suspensdo e quando aderido ao
polietileno.

7. Se forem consideradas apenas as células aderidas, as maiores redugdes
decimais foram obtidas no ago inoxidavel, demonstrando maior adequagao

desse material frente aos processos de higienizagao.
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7 PERSPECTIVAS

1. Avaliar a capacidade de formagé&o de biofilme por sorovares de
Salmonella por mais de 24 horas;

2. Caracterizar o biosurfactante produzido pelos sorovares de
Salmonella;

3. Estudar os mecanismos de resisténcia de S. Enteritidis aos agentes

desinfetantes, especialmente ao hipoclorito de sédio;
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APENDICE 1.
1.1 Contagem dos sorovares de Salmonella (UFC/cm?) aderidos

nos corpos de prova de aco inoxidavel.

STH ST2 SE1 SE2 SB1 SB2
Data 16/ago 5/abr 1/set 26/out 21/set 25/abr
Inéculo 1,22E+08 2,68E+08 3,50E+08 3,62E+08 2,37E+08 9,33E+08
15 min 8,50E+04 6,25E+05 1,15E+05 1,21E+05 1,62E+05 6,37E+05

2,58E+05 4,08E+05 1,10E+05 3,33E+05 3,45E+05 6,50E+05
7,25E+05 4,60E+05 1,47E+05 2,13E+05 1,37E+05 6,91E+05

Média/10mL 3,56E+06 4,98E+06 1,24E+06 2,22E+06 2,15E+06 6,59E+06
area/cm’ 4,05E+05 5,66E+05 1,41E+05 2,53E+05 2,44E+05 7,49E+05

30 min 1,06E+05 1,55E+06 4,70E+05 3,11E+05 2,65E+05 1,33E+06
1,42E+05 8,10E+05 3,10E+05 2,66E+05 1,50E+05 1,32E+06
2,62E+05 6,25E+05 3,65E+05 1,25E+05 2,25E+05 1,28E+06

Média/10mL 1,70E+06 9,95E+06 3,82E+06 2,34E+06 2,13E+06 1,31E+07
area/cm’ 1,93E+05 1,13E+06 4,34E+05 2,66E+05 2,42E+05 1,49E+06

60 min 6,20E+05 8,16E+05 2,12E+05 1,85E+05 2,85E+05 1,30E+06
4,82E+05 1,06E+06 4,00E+05 1,48E+05 1,85E+05 8,00E+05
5,07E+05 7,60E+05 3,97E+05 1,79E+05 1,77E+05 1,39E+06

Média/10mL 5,36E+06 8,79E+06 3,36E+06 1,71E+06 2,16E+06 1,16E+07
area/cm’ 6,09E+05 9,98E+05 3,82E+05 1,94E+05 2,45E+05 1,32E+06

ST: S. Typhimurium; SE: S. Enteritidis; SB: S. Bredeney
1: média da triplicata do experimento um
2: média da triplicata do experimento dois

*Area total do aco: 8,8 cm?
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1.2 Contagem dos sorovares de Salmonella (UFC/cm?®) aderidos

nos corpos de prova de polietileno.

ST1 ST2 SE1 SE2 SB1 SB2
Data 29/set 6/out 17/out 10/nov 4/out 21/mar
Inoéculo 3,21E+08 3,31E+08 3,41E+08 1,66E+08 3,75E+08 3,97E+08
15 min 2,30E+05 2,27E+05 7,16E+04 3,12E+04 1,17E+06 2,07E+06

2,27E+05 1,70E+05 1,11E+05 1,05E+04 1,35E+06 1,65E+06
7,70E+04 1,65E+05 1,56E+05 4,62E+04 1,02E+06 2,22E+06

Média/10mL 1,78E+06 1,87E+06 1,13E+06 2,93E+05 1,18E+07 1,98E+07
area/cm® 1,96E+05 2,07E+05 1,24E+05 3,23E+04 1,30E+06 2,18E+06

30 min 3,02E+05 1,35E+05 1,20E+05 7,87E+04 1,90E+06 2,16E+06
4,70E+05 5,57E+04 1,63E+05 7,62E+04 4,90E+05 2,91E+06
2,41E+05 4,30E+05 2,18E+05 1,82E+05 3,57E+06 2,69E+06

Média/10mL 3,38E+06 2,07E+06 1,67E+06 1,12E+06 1,99E+07 2,59E+07
area/cm’ 3,72E+05 2,28E+05 1,84E+05 1,24E+05 2,19E+06 2,85E+06

60 min 5,50E+05 2,10E+05 1,75E+05 1,02E+05 2,65E+06 2,21E+06
3,12E+05 3,07E+05 3,05E+05 1,17E+05 2,50E+06 2,11E+06
4,10E+05 5,95E+05 1,25E+05 8,12E+04 2,72E+06 3,09E+06

Média/10mL  4,24E+06 3,71E+06 2,02E+06 1,00E+06 2,62E+07 2,47E+07
area/cm® 4,68E+05 4,09E+05 2,22E+05 1,10E+05 2,89E+06 2,72E+06

ST: S. Typhimurium; SE: S. Enteritidis; SB: S. Bredeney
1: média da triplicata do experimento um
2: média da triplicata do experimento dois

*Area total do polietileno: 13,6 cm?



102

APENDICE 2. Avaliacdo da hidrofobicidade dos materiais (aco
inoxidavel e polietileno) e dos sorovares de Salmonella através da medida

do angulo da gota séssil.

ACO 1 2 M DP
Data: 27/06/2006

ST 44 46 45 1414214
SE 44 40 42 2828427
SB 43 45 44 1414214
AGUA 45 44 445 0,707107
BHI 50 51 50,5 0,707107
POLIETILENO 1 2 M DP
Data: 27/06/2006

ST 51 51 51 0
SE 42 46 44 2828427
SB 51 53 52 1414214
AGUA 53,5 51 52,25 1,767767
BHI 59 62,5 60,75 2,474874

ST: S. Typhimurium; SE: S. Enteritidis; SB: S. Bredeney;
BHI: Brain Heart Infusion; M: Média; DP: Desvio Padrao
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APENDICE 3. Teste dos desinfetantes com os sorovares de

Salmonella em suspensao.

- Acido peracético

Obs.: nas concentracdes 1% e 0,5% nenhum tubo turvou.

S. Enteritidis S. Typhimurium S. Bredeney

Tempo(min)/ 03 02 01 03 02 01 03 02 01
Concentracao (%)

5 33 2/3 3/3 23 33 33 03 03 273

10 23 23 33 03 13 253 0/3 03 0/3

15 03 0/3 23 03 03 253 0/3 03 0/3

20 03 03 13 03 0/3 253 0/3 0/3 0/3

Total de tubos 512 442 942 212 412 912 0 0 212

tuvados

- Hipoclorito de sédio

Obs.: na concentragao de 2% nenhum tubo turvou. Nas concentracoes de 0,1% e

0,05% todos os tubos turvaram.

TEMPO(MINUTQOS) S. Enteritidis S. Typhimurium S. Bredeney
Tempo (min)/ 1 05 03 1 05 03 1 0,5 0,3
Concentracao (%)
5 283 383 33 03 33 33 03 23 3/3
10 1/3 33 33 03 03 33 03 0/3 3/3
15 03 13 33 03 03 23 03 0/3 3/3
20 03 03 33 03 03 23 03 03 3/3

Total de tubos 312 712 12/12 012 3/12 10/12 012 2/12 12/12

turvados
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- Quaternario de amonio
Obs.: nas concentragdes de 2% e 1% nenhum tubo turvou e nas concentracdes
de 0,2% e 0,1% todos os tubos turvaram.

Concentracao de 0,3%

Tempo(minutos) S. Enteritidis S. Typhimurium S. Bredeney
5 2/3 3/3 2/3
10 1/3 2/3 2/3
15 1/3 2/3 0/3
20 1/3 2/3 0/3
Total de tubos 5/12 9/12 4/12

turvados
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APENDICE 4. Contagem (UFC/cm?) dos sorovares de Salmonella
aderidos ao polietileno e ao aco inoxidavel apoés o tratamento com os
desinfetantes acido peracético, hipoclorito de soédio e quaternario de
amonio.

4.1 Contagem dos sorovares de Salmonella aderidos ao aco
inoxidavel e no polietilenoapés a desinfeccao com diferentes concentracoes
do hipoclorito de sédio.

4.1.1 S. Bredeney

Aco inox 15/jul 17/jul  MEDIA Resultado expresso em cm2

total 5,32E+08 4,05E+08 4,69E+08 média 15/jul 17/jul
controle 3,30E+05 7,00E+05 5,15E+05 5,85E+05 3,75E+05 7,95E+05
2% 3,75E+02 3,30E+02 3,53E+02 4,01E+02 4,26E+02 3,75E+02
1,00% 2,38E+02 1,80E+02 2,09E+02 2,38E+02 2,70E+02 2,05E+02
0,50% 2,56E+03 2,15E+03 2,36E+03 2,68E+03 2,91E+03 2,44E+03
0,30% 2,80E+03 3,08E+03 2,94E+03 3,34E+03 3,18E+03 3,50E+03
0,10% 2,61E+05 1,75E+04 1,39E+05 1,58E+05 2,97E+05 1,99E+04
0,05% 3,42E+05 3,01E+05 3,22E+05 3,65E+05 3,89E+05 3,42E+05
polietileno 15/jul 17/jul  MEDIA Resultado expresso em cm2
total 5,32E+08 4,05E+08 4,69E+08 média 15/jul 17/jul
controle 1,24E+06 3,90E+05 8,15E+05 5,99E+05 9,12E+05 2,87E+05
2% 1,45E+03 1,98E+02 8,24E+02 6,06E+02 1,07E+03 1,46E+02
1,00% 1,55E+03 2,11E+03 1,83E+03 1,35E+03 1,14E+03 1,55E+03
0,50% 3,15E+04 2,80E+03 1,72E+04 1,26E+04 2,32E+04 2,06E+03
0,30% 2,69E+04 3,70E+03 1,53E+04 1,13E+04 1,98E+04 2,72E+03
0,10% 3,05E+04 2,41E+05 1,36E+05 9,98E+04 2,24E+04 1,77E+05
0,05% 2,58E+05 3,35E+05 2,97E+05 2,18E+05 1,90E+05 2,46E+05




4.1.2 S. Typhimurium

Aco inox

19/jul

20/jul

MEDIA

Resultado expresso em cm2

total
controle
2%
1,00%
0,50%
0,30%
0,10%
0,05%

2,50E+08
3,05E+05
1,50E+01
4,65E+02
2,00E+02
4,45E+03
4,45E+04
8,00E+04

4,65E+08
3,20E+05
3,00E+01
4,65E+02
5,00E+02
1,30E+02
4,90E+04
1,30E+05

3,58E+08
3,13E+05
2,25E+01
4,65E+02
3,50E+02
2,29E+03
4,68E+04
1,05E+05

MEDIA

3,55E+05
2,56E+01
5,28E+02
3,98E+02
2,60E+03
5,31E+04
1,19E+05

19/jul 20/jul
3,47E+05 3,64E+05
1,70E+01 3,41E+01
528E+02 5,28E+02
2,27E+02 5,68E+02
5,06E+03 1,48E+02
5,06E+04 5,57E+04
9,09E+04 1,48E+05

polietileno
total
controle
2%
1,00%
0,50%
0,30%
0,10%
0,05%

19/jul
2,50E+08
5,50E+05
1,60E+02
9,00E+02
8,00E+02
5,00E+04
1,45E+05
4,05E+05

20/jul
4,65E+08
4,50E+05
7,00E+01
8,50E+02
9,80E+04
1,40E+05
1,30E+05
3,35E+05

MEDIA

3,58E+08
5,00E+05
1,15E+02
8,75E+02
4,94E+04
9,50E+04
1,38E+05
3,70E+05

Resultado expresso em cm2

MEDIA

3,68E+05
8,46E+01
6,43E+02
3,63E+04
6,99E+04
1,01E+05
2,72E+05

19/jul 20/jul
4,04E+05 3,31E+05
1,18E402 5,15E+01
6,62E+02 6,25E+02
5,88E+02 7,21E+04
3,68E+04 1,03E+05
1,07E+05 9,56E+04
2,98E+05 2,46E+05

4.1.3 S. Enteritidis

Aco inox

22/jul

24/jul

MEDIA

Resultado expresso em cm2

total
controle
2%
1,00%
0,50%
0,30%
0,10%
0,05%

1,25E+08
1,70E+05
0,00E+00
3,50E+02
3,85E+03
8,50E+02
8,00E+04
1,35E+05

4,05E+08
5,567E+05
1,05E+02
5,10E+02
4,70E+03
3,10E+03
1,10E+05
3,01E+05

2,65E+08
3,64E+05
5,25E+01
4,30E+02
4,28E+03
1,98E+03
9,50E+04
2,18E+05

MEDIA

4,13E+05
5,97E+01
4,89E+02
4,86E+03
2,24E+03
1,08E+05
2,48E+05

22/jul 24/jul
1,93E+05 6,33E+05
0,00E+00 1,19E+02
3,98E+02 5,80E+02
4,38E+03 5,34E+03
9,66E+02 3,52E+03
9,09E+04 1,25E+05
1,53E+05 3,42E+05

polietileno
total
controle
2%
1,00%
0,50%
0,30%
0,10%
0,05%

22/jul
1,25E+08
4,30E+05
5,00E+02
1,10E+04
2,30E+04
2,05E+04
3,55E+04
3,70E+05

24/jul
4,05E+08
2,27E+05
6,50E+02
1,25E+04
1,85E+04
3,00E+04
2,60E+04
1,15E+05

MEDIA

2,65E+08
3,29E+05
5,75E+02
1,18E+04
2,08E+04
2,53E+04
3,08E+04
2,43E+05

Resultado expresso em cm2

MEDIA

2,42E+05
4,23E+02
8,64E+03
1,53E+04
1,86E+04
2,26E+04
1,78E+05

22/jul 24/jul
3,16E+05 1,67E+05
3,68E+02 4,78E+02
8,09E+03 9,19E+03
1,69E+04 1,36E+04
1,51E404 2,21E+04
2,61E+04 1,91E+04
2,72E+05 8,46E+04
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4.2 Contagem dos sorovares de Salmonella aderidos ao aco
inoxidavel e no polietilenoapés a desinfeccao com diferentes concentracoes
do acido peracético.

4.2.1 S. Bredeney

Aco inox 30/jun 4/jul  MEDIA Resultado expresso em cm2

total 2,66E+08 2,40E+08 2,53E+08 MEDIA 30/jun 4/jul
controle 1,95E+05 2,15E+05 2,05E+05 2,33E+05 2,22E+05 2,44E+05
1% 2,50E+01 1,50E+01  2,00E+01 2,27E+01  2,84E+01 1,70E+01
0,50% 5,00E+01 5,00E+01  5,00E+01 5,68E+01  5,68E+01  5,68E+01
0,30% 5,00E+01 5,00E+01 5,00E+01 5,68E+01  5,68E+01 5,68E+01
0,20% 6,60E+02 5,00E+01  3,55E+02 4,03E+02 7,50E+02  5,68E+01
0,10% 5,00E+02 5,00E+02 5,00E+02 5,68E+02 5,68E+02  5,68E+02
polietileno 30/jun 4/jul  MEDIA Resultado expresso em cm2
total 2,66E+08 2,40E+07 1,45E+08 MEDIA 30/jun 4/jul
controle 2,50E+06 4,98E+05 1,50E+06 1,10E+06 1,84E+06 3,66E+05
1% 3,90E+03 4,10E+03 4,00E+03 2,94E+03 2,87E+03 3,01E+03
0,50% 3,15E+03 2,90E+03 3,03E+03 2,22E+03 2,32E+03 2,13E+03
0,30% 3,75E+03 3,81E+03 3,78E+03 2,78E+03 2,76E+03 2,80E+03
0,20% 3,60E+03 1,51E+03 2,56E+03 1,88E+03 2,65E+03 1,11E+03
0,10% 1,28E+04 1,53E+04 1,41E+04 1,03E+04 9,41E+03 1,13E+04

4.2.1 S. Typhimurium

Ago inox 7/jul 9/jul  Média Resultado em cm2

total 6,30E+08 3,48E+08 4,89E+08 MEDIA 7/jul 9/jul
controle 1,20E+05 1,05E+05 1,13E+05 1,28E+05 1,36E+05 7,72E+04
1% 5,00E+01 5,00E+01 5,00E+01 5,68E+01 5,68E+01 5,68E+01
0,50% 7,50E+01 5,00E+01 6,25E+01 7,10E+01 8,52E+01 5,68E+01
0,30% 1,50E+03 1,20E+02 8,10E+02 9,20E+02 1,70E+03 1,36E+02
0,20% 1,00E+03 1,00E+01 5,05E+02 5,74E+02 1,14E+03 1,14E+01
0,10% 1,50E+03 7,50E+03 4,50E+03 5,11E+03 1,70E+03 8,52E+03
polietileno 7/jul 9/jul  MEDIA Resultado expresso em cm2
total 6,30E+08 3,48E+08 4,89E+08 MEDIA 7/jul 9/jul
controle 6,30E+05 5,40E+05 5,85E+05 4,30E+05 4,63E+05 3,97E+05
1% 5,35E+02 3,90E+02 4,63E+02 3,40E+02 3,93E+02 2,87E+02
0,50% 5,16E+03 6,60E+02 2,91E+03 2,14E+03 3,79E+03 4,85E+02
0,30% 4,50E+02 3,70E+02 4,10E+02 3,01E+02 3,31E+02 2,72E+02
0,20% 1,76E+03 4,40E+03 3,08E+03 2,26E+03 1,29E+03 3,24E+03
0,10% 9,00E+04 1,76E+05 1,33E+05 9,78E+04 6,62E+04 1,29E+05




4.2.1 S. Enteritidis

Aco inox 11/jul 13/jul  MEDIA Resultado em cm2
total 1,74E+08 3,75E+08 2,75E+08 MEDIA 11/jul 13/jul
controle 1,98E+05 2,75E+05 2,37E+05 2,69E+05 2,25E+05 3,13E+05
1% 1,40E+01 3,50E+01 2,45E+01 2,78E+01 1,59E+01 3,98E+01
0,50% 3,80E+01 1,10E+01 2,45E+01 2,78E+01 4,32E+01 1,25E+01
0,30% 4,54E+02 1,30E+01 2,34E+02 2,65E+02 5,16E+02 1,48E+01
0,20% 4,15E+02 1,31E+02 2,73E+02 3,10E+02 4,72E+02 1,49E+02
0,10% 4,08E+02 1,58E+03 9,94E+02 1,13E+03 4,64E+02 1,80E+03
Polietileno 11/jul 13/jul  MEDIA Resultado em cm2
total 1,74E+08 3,75E+08 2,75E+08 MEDIA 11/jul 13/jul
controle 2,75E+05 4,25E+05 3,50E+05 2,57E+05 2,02E+05 3,13E+05
1% 2,31E+02 3,40E+02 2,86E+02 2,10E+02 1,70E+02 2,50E+02
0,50% 9,77E+02 8,75E+02 9,26E+02 6,81E+02 7,18E+02 6,43E+02
0,30% 8,16E+02 2,60E+02 5,38E+02 3,96E+02 6,00E+02 1,91E+02
0,20% 9,63E+02 1,05E+03 1,01E+03 7,40E+02 7,08E+02 7,72E+02
0,10% 1,83E+03 3,70E+03 2,77E+03 2,03E+03 1,35E+03 2,72E+03
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4.3 Contagem dos sorovares de Salmonella aderidos ao aco

inoxidavel e no polietilenoapés a desinfeccao com diferentes concentracoes

do quaternario de aménio.

4.2.1 S. Bredeney

Acgo inox 25/jul 2/ago MEDIA Resultado expresso em cm2
total 5,32E+08 4,05E+08 4,69E+08 MEDIA 25/jul 2/ago
controle 3,30E+05 7,00E+05 5,15E4+05 5,85E+05 3,75E+05 7,95E+05
2% 0,00E+00 1,00E+01 5,00E+00 5,68E+00 0,00E+00 1,14E+01
1,00% 2,38E+02 1,80E+02 2,09E+02 2,38E+02 2,70E+02 2,05E+02
0,30% 2,56E+03 2,15E+03 2,36E+03 2,68E+03 2,91E+03 2,44E+03
0,20% 2,80E+03 3,08E+03 2,94E+03 3,34E+03 3,18E+03 3,50E+03
0,10% 2,61E+05 1,75E+04 1,39E+05 1,58E+05 2,97E+05 1,99E+04
polietileno 25/jul 2/ago MEDIA Resultado expresso em cm2
total 5,32E+08 4,05E+08 4,69E+08 MEDIA 25/jul 2/ago
controle 1,24E+06 3,90E+05 8,15E+05 5,99E+05 9,12E+05 2,87E+05
2% 1,45E+02 1,90E+01 8,20E+01 6,03E+01 1,07E+02 1,40E+01
1,00% 1,55E+03 2,11E+03 1,83E+03 1,35E+03 1,14E+03 1,55E+03
0,50% 3,15E+04 2,80E+03 1,72E+04 1,26E+04 2,32E+04 2,06E+03
0,30% 2,69E+04 3,70E+03 1,53E+04 1,13E+04 1,98E+04 2,72E+03
0,10% 3,05E+04 2,41E+05 1,36E+05 9,98E+04 2,24E+04 1,77E+05




4.2.1 S. Typhimurium

Aco inox

28/jul

26/set

MEDIA

Resultados expressos em cm2

total
controle
2%
1,00%
0,30%
0,20%
0,10%

3,21E+08
2,30E+05
0,00E+00
0,00E+00
3,25E+03
1,85E+03
1,37E+03

1,12E+08
1,66E+05
0,00E+00
0,00E+00
1,30E+02
5,80E+01
6,40E+01

2,17E+08
1,98E+05
0,00E+00
0,00E+00
1,69E+03
9,54E+02
7,17E+02

MEDIA

2,25E+05
8,59E+00
9,20E+00
1,92E+03
1,08E+03
8,15E+02

28/jul
2,61E+05
1,02E+01
1,36E+01
3,69E+03
2,10E+03
1,56E+03

26/set
1,89E+05
6,98E+00
4,80E+00
1,48E+02
6,59E+01
7,27E+01

polietileno
total
controle
2%

0,30%
0,20%
0,10%

28/jul
3,21E+08
2,27E+05
4,33E+02
6,50E+02
3,35E+04
3,41E+05
1,30E+05

26/set
3,00E+08
1,43E+05
6,91E+02
1,32E+03
1,22E+03
9,20E+02
2,75E+03

MEDIA
3,11E+08
1,85E+05
5,62E+02
9,85E+02
1,74E+04
1,71E+05
6,64E+04

28/jul
1,67E+05
3,18E+02
4,78E+02
2,46E+04
2,51E+05
9,56E+04

26/set
1,05E+05
5,08E+02
9,71E+02
8,97E+02
6,76E+02
2,02E+03

média
1,36E+05
4,13E+02
7,24E+02
1,28E+04
1,26E+05
4,88E+04

4.2.1 S. Enteritidis

Aco inox

31/jul

16/ago

MEDIA

Resultado expresso em cm2

total
controle
2%
1,00%
0,30%
0,20%
0,10%

5,10E+08
3,12E+05
0,00E+00
5,00E+01
2,50E+01
1,42E+02
2,62E+02

3,35E+08
7,75E+06
0,00E+00
0,00E+00
5,00E+01
1,70E+01
1,08E+02

4,23E+08
4,03E+06
0,00E+00
2,50E+01
3,75E+01
7,95E+01
1,85E+02

MEDIA
4,58E+06
0,00E+00
2,84E+01
4,26E+01
9,03E+01
2,10E+02

31/jul
3,55E+405
0,00E+00
5,68E+01
2,84E+01
1,61E+02
2,98E+02

16/ago
8,81E+06
0,00E+00
0,00E+00
5,68E+01
1,93E+01
1,23E+02

polietileno
total
controle
2%
1,00%
0,30%
0,20%
0,10%

31/jul
5,10E+08
7,25E405
1,75E+03
6,40E+04
2,87E+05
2,47E+05
1,05E+05

17/ago
2,69E+08
1,00E+05
1,48E+05
1,81E+05
1,56E+05
1,31E+05
2,38E+05

MEDIA

3,90E+08
4,13E+05
7,49E+04
1,23E+05
2,22E+05
1,89E+05
1,72E+05

Resultado expresso em cm2

MEDIA

3,03E+05
5,51E+04
9,01E+04
1,63E+05
1,39E+05
1,26E+05

31/jul

17/ago

5,33E+05 7,35E+04

1,29E+03
4,71E+04
2,11E+05

1,09E+05
1,33E+05
1,15E+05

1,82E+05 9,63E+04

7,72E+04

1,75E+05
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APENDICE 5. Analise estatistica (ANOVA- Origin® 5.0) da aderéncia

de S. Typhimurium (ST), S. Enteritidis (SE) e S. Bredeney (SB).

5.1 Anadlise estatistica (ANOVA) das trés linhagens de Salmonella

em aco inoxidavel em diferentes tempos de aderéncia (log UFC/cm?).

15 minutos

15/1/2007 23:42

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance N
SE 5,27617 0,03223 2
ST 5,68014 0,01056 2
SB 5,63094 0,11863 2

F =1,80557
p = 0,30568

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly

30 minutos

15/1/2007 23:47

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance N
SE 5,53119 0,0226 2
ST 5,66932 0,29454 2
SB 5,7785 0,31155 2

F =0,1466
p = 0,86947

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.

60 minutos

15/1/2007 23:49

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance N
SE 5,43493 0,04329 2
ST 5,89187 0,02301 2
SB 5,75487 0,26748 2

F =0,98845
p = 0,468

At the 0,05 level,

5.2 Analise estatistica (ANOVA) das trés linhagens de Salmonella

no polietileno em diferentes tempos de aderéncia (Log UFC/cm?).

- Em quinze minutos de aderéncia

SE x ST

15/1/2007 23:51

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SE 4,80131 0,17066 2
ST 5,30411 2,81183E-4 2

F =2,95792

p =0,2276

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly
different.

SE X SB

15/1/2007 23:52

One-Way ANOVA on col(SB) ->
Col(SEN):

Data Mean Variance N
SB 6,2262 0,0252 2
SE 4,80131 0,17066 2

F = 20,73232
p = 0,045

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SB X ST

15/1/2007 23:53

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SB):

Data Mean Variance N
ST 5,30411 2,81183E-4 2
SB 6,2262 0,0252 2

F = 66,72699
p = 0,01466

At the 0,05 level,
the means are significantly different.



- Em trinta minutos de aderéncia

SE x ST

15/1/2007 23:56

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SE 5,17912 0,01469 2
ST 5,46424 0,0226 2

F = 4,36011
p = 0,17203

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SE X SB

15/1/2007 23:57

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
SB 6,39764 0,00654 2
SE 5,17912 0,01469 2

F = 139,85963
p = 0,00707

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

- Em sessenta minutos de aderéncia

SE x ST

15/1/2007 23:59

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SE  5,19387 0,0465 2
ST 5,64098 0,00171 2

F = 8,29277
p =0,1024

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly

SE X SB

16/1/2007 00:00

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(SE):

Data Mean  Variance N
SB 6,44773 3,46607E-4 2
SE 5,19387 0,0465 2

F =67,11962
p =0,01457

At the 0,05 level,
the means are significantly different.
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SB X ST

15/1/2007 23:57

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SB):

Data Mean Variance N
ST 5,46424 00,0226 2
SB  6,39764 0,00654 2
F =59,78727

p =0,01632

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

SB X ST

16/1/2007 00:00

One-Way ANOVA on col(ST) ->

col(SB):

Data Mean Variance

N
ST 5,64098 0,00171 2
SB 6,44773 2

3,46607E-4

F = 632,17834
p = 0,00158

At the 0,05 level,
the means are significantly different.
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5.3 Diferencas de aderéncia dos sorovares de Salmonella no aco

inoxidavel e no polietileno nos diferentes tempos de exposicao.

- S. Enteritidis

15 minutos

16/1/2007 00:13

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
Col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 5,27617 0,03223 2
SEP 4,80131 0,17066 2

F = 2,22279
p = 0,27448

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly

30 minutos

16/1/2007 00:14

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 5,53119 0,0226 2
SEP 5,17912 0,01469 2

F = 6,64802
p = 0,12323

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly

- S. Typhimurium

15 minutos

16/1/2007 00:22

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 5,68014 0,01056 2
STP 5,30411 2,81183E-4 2

F =260,0724
p = 0,003628

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

30 minutos

16/1/2007 00:23

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 5,66932 0,29454 2
STP 5,46424 0,0226 2

F = 26,5220
p = 0,04782

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

60 minutos

16/1/2007 00:15

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 5,43493 0,04329 2
SEP 5,19387 0,0465 2

F = 1,29427
p = 0,37319

At the 0,05 level,

60 minutos

16/1/2007 00:24

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 5,89187 0,02301 2
STP 5,64098 0,00171 2

F = 65,0925
p = 0,01526

At the 0,05 level,

the means are significantly different.



- S. Bredeney

15 minutos

16/1/2007 00:25

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 5,63094 0,11863 2
SBP 6,2262 0,0252 2
F = 34,9271
p=0, 1566

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

30 minutos

16/1/2007 00:26

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 5,7785 0,31155 2
SBP 6,39764 0,00654 2

F=22,4102
p = 0,026074

At the 0,05 level,
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60 minutos

16/1/2007 00:27

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 5,75487 0,26748 2
SBP 6,44773 3,46607E-4 2
F = 3,58487

p =0,019882

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.
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APENDICE 6. Analise estatistica (ANOVA- 0rigin® 5.0) da

hidrofobicidade bacteriana e dos materiais de aco inoxidavel e polietileno

através da madida do angulo da gota séssil.

6.1 Medida do angulo da gota séssil dos sorovares de S.

Typhimurium (ST), S. Enteritidis (SE) e S. Bredeney (SB) sobre a superficie

do material de aco inoxidavel

ST X SE

18/1/2007 23:36

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N

ST 45 2 2
SE 42 8 2
F=18

p=031175

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SE X SB

18/1/2007 23:38

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance N

SE 42 8 2
SB 44 2 2
F=08

p = 0,46548

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.

SB X ST

18/1/2007 23:38

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SB):

Data Mean Variance N

ST 45 2 2
SB 44 2 2
F=05

p = 0,55279

At the 0,05 level,

6.2 Medida do angulo da gota séssil dos sorovares de Salmonella

sobre a superficie do material de polietileno.

ST X SE

18/1/2007 23:39

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N

ST 51 0 2
SE 44 2 2
F=49

p=0,0198

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SE X SB

18/1/2007 23:41

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance N

SE 44 2 2
SB 52 2 2
F=32

p = 0,02986

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SB X ST

18/1/2007 23:42

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SB):

Data Mean Variance N

ST 51 0 2
SB 52 2 2
F=1

p = 0,42265

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different.
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6.3 Medida do angulo da gota séssil dos sorovares de Salmonella,

do meio BHI e da agua sobre as superficies dos materiais de aco

inoxidavel e polietileno.

AGUA

18/1/2007 23:43

One-Way ANOVA on col(ACO) ->
col(POLI):

Data Mean Variance N

ACO 445 05 2
POLI 5225 3,125 2
F =17,7963
p = 0,02167

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

SE

18/1/2007 23:47

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N

SEA 42 8 2
SEP 44 8 2
F=05

p = 0,55279

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

BHI: Brain Heart Infusion

MEIO

18/1/2007 23:45

One-Way ANOVA on col(AGCO) ->
col(POLI):

Data Mean Variance N
ACO 50,5 0,5 2
POLI 60,75 6,125 2

F = 31,71698
p = 0,03011

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SB

18/1/2007 23:46

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N

SBA 44 2 2
SBP 52 2 2
F=32

p = 0,02986

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

ST

18/1/2007 23:46

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N

STA 45 2 2
STP 51 0 2
F=36

p = 0,02667

At the 0,05 level,
the means are significantly different.
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APENDICE 7. Analise estatistica da resisténcia dos sorovares de

Salmonella

quaternario de aménio.

aos desinfetantes acido peracético, hipoclorito de sédio e

7.1 Analise estatistica da sobrevivéncia (log UFC/cm? de S.

Bredeney (SB), S. Typhimurium (ST) e S. Enteritidis (SE) nas superficies de

aco inoxidavel e polietileno apés a desinfeccao pelo desinfetante acido

peracético.

7.1.1 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel

apods a desinfeccao com 1% (1500ppm) de acido peracético.

SB X ST

16/1/2007 23:57

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 1,7481 0 2
ST 1,8388 0,01642 2
F=1

p = 0,42265

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different

SB X SE

16/1/2007 23:58

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance N
SE 1,35632 0,15362 2
SB 1,74819 0 2
F =1,99923
p = 0,29296

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.

SE X ST

16/1/2007 23:58

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 1,8388 0,01642 2
SE 1,35632 0,15362 2

F =2,73802

p = 0,23981

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.
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7.1.2 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel
apods a desinfeccao com 0,5% (750ppm) de acido peracético.

SB X ST SB X SE SE X ST

29/12/2006 22:22 29/12/2006 22:22 29/12/2006 22:22

One-Way ANOVA on col(SB) -> One-Way ANOVA on col(SE) -> One-Way ANOVA on col(ST) ->

col(ST): col(SB): col(SE):

Data Mean Variance N Data Mean Variance N Data Mean Variance N

SB 1,3388 0,02348 2 SE 1,38358 0,0861 2

ST 1,74819 0 2 SB 1,33881 0,02348 2 ST 1,74819 0 2
SE  1,38358 0,0861 2

F =14,27475 F = 0,03659

p = 0,06346 p = 0,86597 F = 3,088
p = 0,22095

At the 0,05 level, At the 0,05 level,

the means are NOT significantly the means are NOT significantly different. At the 0,05 level,

different. the means are NOT significantly different.

7.1.3 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel
apos a desinfeccao com 0,3% (450ppm) de acido peracético.

SB X ST SB X SE SE X ST
29/12/2006 22:24 29/12/2006 22:24 29/12/2006 22:24
One-Way ANOVA on col(SB) -> One-Way ANOVA on col(SE) -> One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(ST): col(SB): col(SE):
Data Mean Variance N Data Mean Variance N Data Mean Variance N
SB 1,74819 0 2 SE 1,92939 1,227 2 ST 2,04915 2,03114 2
ST 2,04915 2,03114 2 SB 1,74819 0 2 SE 1,92939 1,227 2
F =0,08919 F = 0,05352 F = 0,0088
p = 0,79338 p = 0,83856 p =0,9338
At the 0,05 level, At the 0,05 level, At the 0,05 level,
the means are NOT significantly the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.

different.
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7.1.4 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel

apods a desinfeccao com 0,2% (300ppm) de acido peracético.

SB X ST

17/1/2007 00:01

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 2,31162 0,63492 2
ST 2,04915 2,03114 2

F =0,05168
p = 0,84129

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different

SB X SE

17/1/2007 00:02

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SBA):

Data Mean Variance N
SE 2,42356 0,12538 2
SB 2,31163 0,63492 2

F = 0,03296
p = 0,87267

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different

SE X ST

17/1/2007 00:01

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 2,04915 2,03114 2
SE 2,42356 0,12538 2

F = 0,13001
p = 0,75294

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different.

7.1.5 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel

apos a desinfeccao com 0,1% (150ppm) de acido peracético.

SB X ST

29/12/2006 22:26

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 2,75435 0 2
ST 3,58044 0,24499 2
F =5,57104
p =0,14219

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB X SE

29/12/2006 22:26

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SBR):

Data Mean Variance N
SE 29609 0,17332 2
SB 2,75435 0 2

F = 0,49229
p = 0,55556

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.

SE X ST

29/12/2006 22:26

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 3,58044 0,24499 2
SE 2,9609 0,17332 2

F =1,8352
p = 0,30825

At the 0,05 level,
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7.1.6 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno

apods a desinfeccao com 1% (1500ppm) de acido peracético.

SB X ST

29/12/2006 22:28

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 2,96822 0,47953 2
ST 2,52614 0,00932 2

F = 0,7996
p = 0,46557

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB X SE

29/12/2006 22:29

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean

F =1,73338
p =0,31861

At the 0,05 level,

Variance N
SE 2,31419 0,01403 2
SB 2,96822 0,47952 2

SE X ST

29/12/2006 22:28

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 2,52614 0,00932 2
SE 2,31419 0,01403 2

F = 3,84847
p = 0,18881

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.

7.1.7 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno

apods a desinfeccao com 0,5% (750ppm) de acido peracético.

SB X ST

17/1/2007 00:04

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance
SB 3,34693 6,88516E-4
ST 3,13219  0,39863

F =0,23097
p =0,67824

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB X SE

17/1/2007 00:05

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SBA):

Data Mean Variance N
SE 2,83217 0,00115 2
SBA 3,34694 6,88576E-4 2

F = 288,58806
p = 0,00345

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SE X ST

17/1/2007 00:04

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 3,13219 0,39863 2
SE 2,83217 0,00115 2

F =0,45032
p=0,57131

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.
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7.1.8 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno
apods a desinfeccao com 0,3% (450ppm) de acido peracético.

SB X ST SB X SE SE X ST
29/12/2006 22:30 29/12/2006 22:31 29/12/2006 22:30
One-Way ANOVA on col(SB) -> One-Way ANOVA on col(SE) -> One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(ST): col(SB): col(SE):
Data Mean Variance N Data Mean Variance N Data Mean Variance N
SB 3,44403 1,95247E-5 2 SE 2,52959 0,12356 2 ST 2,4772 0,00363 2
ST 2,4772 0,00363 2 SB 3,44404 1,95313E-5 2 SE 2,52959 0,12356 2
F =511,63078 F =13,53273 F =0,04316
p =0,00195 p = 0,0666 p = 0,85465
At the 0,05 level, At the 0,05 level, At the 0,05 level,
the means are significantly different. the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.
7.1.9Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno
apos a desinfeccao com 0,2% (300ppm) de acido peracético.
SB X ST SB X SE SE X ST
17/1/2007 00:07 17/1/2007 00:07 17/1/2007 00:07
One-Way ANOVA on col(SB) -> One-Way ANOVA on col(SE) -> One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(ST): col(SBA): col(SE):
Data Mean Variance N Data Mean Variance N Data Mean Variance N
SB  3,23428 0,07141 2 SE 2,86883 7,0628E-4 2 ST  3,31057 0,07998 2
ST  3,31057 0,07998 2 SBA 3,23428 0,07142 2 SE 2,86883 7,0628E-4 2
F =0,07687 F = 3,70376 F =4,83678
p =0,80761 p =0,19418 p =0,15889
At the 0,05 level, At the 0,05 level, At the 0,05 level,
the means are NOT significantly the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.

different.



121

7.1.10 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno

apods a desinfeccao com 0,1% (150ppm) de acido peracético.

SB X ST

29/12/2006 22:33

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 4,01333 0,00316 2
ST 4,96572 0,04197 2
F = 40,19574

p =0,2399

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB X SE

29/12/2006 22: 34

One-Way ANOVA on col(SE) ->

col(SB):

Data Mean Variance
SE 3,28245 0,04628
SB 4,01333 0,00316

F=21,61017
p = 0,4329

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different.

N
2
2

SE X ST

29/12/2006 22:33

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 4,96572 0,04197 2
SE 3,28245 0,04628 2

F = 64,21191
p=0,1522

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.
different.
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7.1.11 Sobrevivéncia dos sorovares de S. Bredeney no aco

inoxidavel e no polietileno apos a desinfeccao com diferentes concentracoes

do acido peracético.

SB-1%

14/1/2007 23:39

One-Way ANOVA on col(SBa) ->
col(SBP):

Data Mean Variance
SBA 11,3388 0,02348
SBP 3,46822 2,13926E-4

N 2Z2

F = 382,72771
p = 0,0026

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

SB - 0.2%

14/1/2007 21:50

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 231162 0,63492 2
SBP  3,23428 0,07141 2
F =2,41048

p = 0,026072

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SB - 0.5%

14/1/2007 21:46

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 11,3388 0,02348 2
SBP 2,46822 2,13926E-4 2
F =107,66597

p = 0,00916

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SB-0.1%

29/12/2006 22:38

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 2,75435 0 2
SBP 4,01333 0,00316 2

F =1003,43555
p = 9,95089E-4

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SB -0.3%

29/12/2006 22:37

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 1,74819 0 2
SBP 3,44403 1,95247E-5 2

F =294590,38921
p = 3,39453E-6

At the 0,05 level,
the means are significantly different.
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7.1.12 Sobrevivéncia dos sorovares de S. Typhimurium no aco

inoxidavel e no polietileno apos a desinfeccao com diferentes concentracoes

do acido peracético.

ST 1%

29/12/2006 22:40

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 1,74819 0 2
STP 2,52614 0,00932 2
F =129,90605

p = 0,00761

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

ST 0.2%

14/1/2007 21:55

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 2,04915 2,03114 2
STP 3,31057 0,07998 2
F =1,50742
p = 0,34442

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

ST 0.5%

14/1/2007 21:53

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 1,8388 0,01642 2
STP 3,13219  0,39863 2
F = 8,06085

p =0,1049

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.

ST 0.1%

29/12/2006 22:42

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 3,58044 0,24499 2
STP 4,96572 0,04197 2
F =13,37442

p =0,06731

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.

ST 0.3%

29/12/2006 22:41

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 2,68199 0,60161 2
STP 2,4772 0,00363 2
F =0,13859
p =0,74543

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.
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7.1.13 Sobrevivéncia dos sorovares de S. Enteritidis no aco

inoxidavel e no polietileno apés a desinfeccao com diferentes concentracoes

do acido peracético.

SE 1%

29/12/2006 22:43

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 1,38358 0,0861 2
SEP 2,31419 0,01403 2
F =17,29879

p = 0,05323

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SE 0.2%

14/1/2007 21:58

One-Way ANOVA on col(SEA) ->

col(SEP):
Data Mean Variance
SEA 2,42356 0,12538
SEP 2,86883 7,0628E-4
F =3,14484
p=0,21817

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

N
2
2

SE 0.5%

14/1/2007 21:57

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 1,35632 0,15362 2
STP 2,83217 0,00115 2
F = 28,14735

p = 0,03374

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

SE 0.1%

29/12/2006 22:44

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 2,9609 0,17332 2
SEP 3,28245 0,04628 2
F=0,94172

p = 0,4342

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.

SE 0.3%

29/12/2006 22:43

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 1,92939 1,227 2
SEP 2,52959 0,12356 2
F = 0,53347
p=054112

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.
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7.2 Analise estatistica da sobrevivéncia (log UFC/cm? de S.
Bredeney (SB), S. Typhimurium (ST) e S. Enteritidis (SE) nas superficies de
aco inoxidavel e polietileno apés a desinfeccao pelo desinfetante hipoclorito

de sodio.

7.2.1 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel

apos a desinfeccao com 2% (800ppm) de hipoclorito de sédio.

SB X ST

17/1/2007 00:11

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Variance N
0,00153 2
0,04531 2

Data Mean
SB 2,60172
ST 1,38096

F = 63,62741
p =0,01536

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

SB X SE

17/1/2007 00:12

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SBA):

Data Mean Variance N
SE 1,03777 2,15395 2
SBA 2,60172 0,00153 2

F =2,2695
p =0,27092

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.

SE X ST

17/1/2007 00:12

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 1,38096 0,04531 2
SE 1,03777 2,15395 2

F=0,10711
p =0,77454

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.

7.2.2 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel

apos a desinfeccao com 1% (400ppm) de hipoclorito de sédio.

SB X ST

29/12/2006 22:02

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB  2,37156 0,00715 2
ST 2,72263 0 2
F = 34,46083

p=0,10781

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB X SE

29/12/2006 22:08

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Variance N
0,01337 2
0,00715 2

Data Mean
SE 2,68166
SB  2,37155

F =9,36947
p = 0,09221

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.

SE X ST

29/12/2006 22:08

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 2,72263 0 2
SE 2,68166 0,01337 2
F =0,25113

p = 0,666

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.



126

7.2.3 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel

apods a desinfeccao com 0,5% (200ppm) de hipoclorito de sédio.

SB X ST

29/12/2006 20:32

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 3,42564 0,00293 2
ST 2,55519 0,07933 2

F = 18,42257
p = 0,05023

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB X SE

29/12/2006 20:34

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance N
SE 3,68451 0,0037 2
SB  3,42564 0,00293 2

F =20,21427
p = 0,04608

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SE X ST

29/12/2006 20:33

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SE 3,68451 0,0037 2
ST 2,55519 0,07933 2

F =30,71904
p =0,03105

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

7.2.4 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel

apos a desinfeccao com 0,3% (120ppm) de hipoclorito de sédio.

SB X ST

29/12/2006 22:10

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 3,562325 8,66983E-4 2
ST 2,93721 1,17641 2
F =0,58346
p = 0,52477

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB X SE

29/12/2006 22:10

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance N
SE 3,26576 0,15768 2
SB 3,562325 8,66945E-4 2

F = 0,83637
p = 0,45698

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.

SE X ST

29/12/2006 22:10

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 2,93721 1,17641 2
SE 3,26576 0,15768 2
F =0,16183

p = 0,7264

At the 0,05 level,
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7.2.5 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel

apods a desinfeccao com 0,1% (40ppm) de hipoclorito de sédio.

SB X ST

29/12/2006 22:12

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 4,8858 0,68902 2
ST 4,725 8,6964E-4 2
F = 0,07496
p =0,80993

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB X SE

29/12/2006 22:12

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance N
SE 5,02774 0,00957 2
SB 4,8858 0,68903 2
F = 0,05767
p = 0,83259

At the 0,05 level,

SE X ST

29/12/2006 22:12

One-Way ANOVA on col(ST) ->

col(SE):

Data Mean Variance N
ST 4,725 8,6964E-4 2
SE  5,02774 0,00957 2
F =17,55797

p = 0,05251

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.

7.2.6 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel

apos a desinfeccao com 0,05% (20ppm) de hipoclorito de sédio.

SB X ST

17/1/2007 00:17

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 5,56199 0,00156 2
ST 5,06441 0,02241 2
F = 20,6561
p =0,04516

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SB X SE

17/1/2007 00:17

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance
SE 5,35936 0,06102
SB 5,56199 0,00156

NN =

F=13122
p = 0,37058

At the 0,05 level,

SE X ST

17/1/2007 00:17

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 5,06441 0,02241 2
SE 5,35936 0,06102 2

F = 2,08553
p = 0,28553

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.
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7.2.7 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno
apods a desinfeccao com 2% (800ppm) de hipoclorito de sodio.

SB X ST SB X SE SE X ST
17/1/2007 00:22 17/1/2007 00:22 17/1/2007 00:22
One-Way ANOVA on col(SB) -> One-Way ANOVA on col(SE) -> One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(ST): col(SBA): col(SE):
Data Mean Variance N Data Mean Variance N Data Mean Variance N
SB 259687 0,37414 2 SE  2,62264 0,00645 2 ST 1,88973 0,06636 2
ST 1,88973 0,06636 2 SBA 2,59687 0,37414 2 SE 2,62264 0,00645 2
F =2,27037 F = 0,00349 F = 14,75475
p =0,27085 p = 0,95826 p =0,06158
At the 0,05 level, At the 0,05 level, At the 0,05 level,
the means are NOT significantly the means are NOT significantly the means are NOT significantly different.
different. different.

7.2.8 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno
apods a desinfeccao com 1% (400ppm) de hipoclorito de sddio

SB X ST SB X SE SE X ST
29/12/2006 22:18 29/12/2006 22:19 29/12/2006 22:19
One-Way ANOVA on col(SB) -> One-Way ANOVA on col(SE) -> One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(ST): col(SB): col(SE):
Data Mean Variance N Data Mean Variance N Data Mean Variance N
SB  3,12362 0,0089 2 SE  3,93563 0,00153 2 ST 2,80837 3,1195e4 2
ST 2,80837 3,1195E-4 2 SB  3,12362 0,0089 2 SE 3,93563 0,00153 2
F =21,57359 F = 126,38257 F =1377,69934
p = 0,04336 p = 0,00782 p = 7,25058E-4
At the 0,05 level, At the 0,05 level, At the 0,05 level,

the means are significantly different. the means are significantly different. the means are significantly different.
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7.2.9 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno apos

a desinfeccao com 0,5% (200ppm) de hipoclorito de sodio.

SB X ST

17/1/2007 00:26

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Variance
0,55295
2,18104

Data Mean
SB  3,83968
ST 3,81366

NI

F = 4,95326E-4
p = 0,98426

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

Nz

SB X SE
17/1/2007 00:26
One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SBA):
Data Mean Variance
SE 4,18071 0,00445
SBA 3,83968 0,55295
F=0,4173
p = 0,58451

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.

SE X ST

17/1/2007 00:26

col(SE):

Data Mean
ST 3,81366
SE 4,18071

F=0,1233
p = 0,75903

At the 0,05 level,

Variance
2,18104
0,00445

7.2.10 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno

apods a desinfeccao com 0,3% (120ppm) de hipoclorito de sodio.

SB X ST

29/12/2006 22:16

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 3,86562 0,37161 2
ST 4,78934 0,0999 2
F =3,61934
p =0,19745

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB X SE

29/12/2006 22:17

One-Way ANOVA on col(SE) ->

col(SB):

Data Mean Variance
SE 4,26168 0,01368
SB 3,86562 0,37161
F =0,81428

p = 0,4621

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.

NN Z

SE X ST

29/12/2006 22:16

One-Way ANOVA on col(ST) ->

N
2
2

One-Way ANOVA on col(ST) ->

col(SE):

Data Mean
ST  4,78934
SE 4,26168

F = 4,90264
p=0,15723

At the 0,05 level,

Variance
0,0999
0,01368

N
2
2
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7.2.11 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno

apos a desinfeccao com 0,1% (40ppm) de hipoclorito de sédio.

SB X ST

29/12/2006 22:14

One-Way ANOVA on col(SB)->

col(ST):

Data Mean Variance
SB  4,79911 0,40296
ST 5,00492 0,0012
F = 0,20961

p = 0,692

At the 0,05 level,

N
2
2

the means are NOT significantly

different.

SB X SE

29/12/2006 22:15

One-Way ANOVA on col(SE) ->

col(SB):

Data Mean Variance
SE 4,34884 0,00919
SB  4,79911 0,40295
F = 0,98386

p = 0,42578

At the 0,05 level,

N

2
2

SE X ST

29/12/2006 22:14

One-Way ANOVA on col(ST) ->

col(SE):

Data Mean Variance
ST 5,00492 0,0012
SE  4,34884 0,00919

F = 82,84565
p=0,01186

At the 0,05 level,

N
2
2

the means are NOT significantly different. the means are significantly different.

7.2.12 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno

apods a desinfeccao com 0,05% (20ppm) de hipoclorito de sédio.

SB X ST

17/1/2007 00:28

One-Way ANOVA on col(SB) ->

col(ST):

Data Mean Variance
SB 5,33484 0,00629

ST 5,43258 0,00347

F = 1,95721
p = 0,29673

At the 0,05 level,

Nz

the means are NOT significantly

different.

SB X SE

17/1/2007 00:28

One-Way ANOVA on col(SE) ->

col(SBA):

Data Mean Variance
SE 5,18097 0,12863
SBA 5,33484 0,00629

F = 0,35099
p =0,61361

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly

different

N
2
2

SE X ST
17/1/2007 00:28
One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):
Data Mean Variance
ST 5,43258 0,00347
SE 5,18097 0,12863
F = 0,9585
p = 0,43081

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different.

N
2
2
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7.2.13 Sobrevivéncia dos sorovares de S. Bredeney no aco

inoxidavel e no polietileno apos a desinfeccao com diferentes concentracoes

do hipoclorito de sédio.

SB 2%

14/1/2007 22:01

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 2,60172 0,00153 2
SBP 2,59687 0,37414 2

F =1,25338E-4
p = 0,99208

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly
different.

SB 0.3%

29/12/2006 22:50

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 3,52325 8,66983E-4 2
SBP 3,86562 0,37161 2
F = 0,6294

p=0,51075

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB 1%

29/12/2006 22:49

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 2,5027 0,01018 2
SBP 3,1236 0,0089 2

F =40,41672
p = 0,02386

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

SB 0.1%

29/12/2006 22:51

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance
SBA 5,50339 0,00188
SBP 4,79911 0,40296

o Z

F = 2,45045
p = 0,25797

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different.

SB 0.5%

14/1/2007 22:02

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 3,42564 0,00293 2
SBP 3,83968 0,55295 2

F=0,61677
p = 0,51451

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.

SB 0.05%

14/1/2007 22:03

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 5,56199 0,00156 2
SBP 5,33484 0,00629 2

F =13,13487
p = 0,06841

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.
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7.2.14 Sobrevivéncia dos sorovares de S. Typhimurium no aco

inoxidavel e no polietileno apos a desinfeccao com diferentes concentracoes

do hipoclorito de sédio.

ST -2%

14/1/2007 22:04

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance
STA 1,38096 0,04531
STP 1,88973 0,06636

NN Z

F = 4,63574
p=0,16418

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

ST -0.3%

29/12/2006 22:54

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 293721 1,17641 2
STP 4,78934 0,0999 2

F = 5,37552
p = 0,14628

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

ST-1%

29/12/2006 22:53

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STPI):

Data Mean Variance
STA 2,72263 0

STP 2,80837 3,1195E-4
F=7,12624

p = 0,2057

At the 0,05 level,

oz

ST-0.5%

14/1/2007 22:06

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 2,55519 0,07933 2
STP 3,81366 2,18104 2

F =1,40132
p = 0,35813

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.

ST-0.1%

29/12/2006 22:55

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 4,725 8,6964E-4 2
STP 5,00492 0,0012 2
F =75,83223

p =0,01293

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

ST - 0.05%

14/1/2007 22:07

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 5,06441 0,02241 2
STP 5,22734 0,1219 2

F = 0,36789
p = 0,60584

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.
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7.2.15 Sobrevivéncia dos sorovares de S. Enteritidis no aco

inoxidavel e no polietileno apos a desinfeccao com diferentes concentracoes

do hipoclorito de sédio.

SE - 2%

14/1/2007 22:09

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 1,03777 2,15395 2
SEP 2,62264 0,00645 2

F = 2,32531
p = 0,26678

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly
different.

SE - 0.3%

29/12/2006 22:47

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance
SEA 3,26576 0,15768
SEP 4,26168 0,01368

nNZ

F=11,57647
p = 0,07659

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SE-1%

29/12/2006 22:46

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 2,68166 0,01337 2
SEP 3,93563 0,00153 2

F = 210,97995
p = 0,00471

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

SE-0.1%

29/12/2006 22:48

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 5,02774 0,00957 2
SEP 4,34884 0,00919 2

F = 49,1253
p =0,01975

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

SE - 0.5%

14/1/2007 22:10

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 3,68451 0,0037 2
SEP 4,18071 0,00445 2

F = 60,3884
p=0,01616

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

SE - 0.05%

14/1/2007 22:11

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 5,35936 0,06102 2
SEP 5,18097 0,12863 2

F = 0,33561
p = 0,62093

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different.
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7.3 Analise estatistica da sobrevivéncia (log UFC/cm? de S.
Bredeney (SB), S. Typhimurium (ST) e S. Enteritidis (SE) nas superficies de
aco inoxidavel e polietileno apos a desinfeccao pelo desinfetante quaternario

de amonio.

7.3.1 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel

apos a desinfeccao com 2% (40000ppm) de quaternario de amonio.

SB X ST

17/01/2007 00:32

One-Way ANOVA on col(SB) ->

col(ST):

Data Mean Variance
SB 0,52845 0,55852
ST 0,92623 0,01357

F =0,55314
p = 0,53454
At the 0,05 level,

the means are NOT significantly

different.

N
2
2

SB X SE

17/01/2007 00: 34

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance N
SE 0 0 2
SB 0,52845 0,55852 2
F=1

p = 0,42265

At the 0,05 level,

SE X ST

17/01/2007 00:32

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SE 0 0 2
ST 0,92623 0,01357 2
F = 126,4365

p = 0,00782

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are significantly different.

7.3.2 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel

apods a desinfeccao com 1% (20000ppm) de quaternario de aménio.

SB X ST

17/01/2007 00:36

One-Way ANOVA on col(SB) ->

col(ST):

Data Mean
SB 2,37156 0,00715
ST 0,90739 0,10229

F =39,1775
p = 0,02459

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

Variance N

2
2

SB X SE

17/01/2007 00:40

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance N
SE 0,87717 1,53887 2
SB 2,37156 0,00715 2

F =2,88894
p =0,023129

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SE X ST

17/01/2007 00:40
One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SE 0,87717 1,53887 2
ST 0,90739 0,10229 2

F =0,00111
p =0,97642

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.
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7.3.3 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel
apods a desinfeccao com 0,3% (6000ppm) de quaternario de amoénio.

SB X ST SB X SE SE X ST
29/12/2006 21:32 29/12/2006 21:33 29/12/2006 21:32
One-Way ANOVA on col(SB) -> One-Way ANOVA on col(SB) -> One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(ST): col(SE): col(SE):
Data Mean Variance N Data Mean Variance N Data Mean Variance N
SB  3,52325 8,66983E-4 2 SB 3,52325 8,66983E-4 2 ST 2,86864 0,97548 2
ST 2,86864 0,97548 2 SE 1,59767 0,04531 2 SE 1,59767 0,04531 2
F=0,87778 F = 160,59408 F = 3,16495
p = 0,44771 p =0,00617 p=0,2172
At the 0,05 level, At the 0,05 level, At the 0,05 level,
the means are NOT significantly the means are significantly different. the means are NOT significantly different.
different.

7.3.4 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel
apos a desinfeccao com 0,2% (4000ppm) de quaternario de aménio.

SB X ST SB X SE SE X ST
17/1/2007 00:35 17/1/2007 00:35 17/1/2007 00:35
One-Way ANOVA on col(SB) -> One-Way ANOVA on col(SE) -> One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(ST): col(SBA): col(SE):

Data Mean Variance N Data Mean Variance N Data Mean Variance N
SB 3,52325 8,66983E-4 2 SE 1,74279 0,43066 2 ST 2,56757 1,1392 2
ST 2,56757 1,139 2 SBA 3,52325 8,66945E-4 2 SE 1,74279 0,43066 2

F =1,60251 F = 14,69223 F =0,86676

p = 0,33304 p =0,06182 p = 0,45014

At the 0,05 level, At the 0,05 level, At the 0,05 level,

the means are NOT significantly the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.

different.
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7.3.5 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no aco inoxidavel

apos a desinfeccao com 0,1% (2000ppm) de quaternario de amoénio.

SB X ST

29/12/2006 21:35

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 4,8858 0,68902 2
ST 2,52523 0,89217 2

F = 7,04824
p =0,11741

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB X SE

29/12/2006 21:37

One-Way ANOVA on col(SB) ->

col(SE):

Data Mean Variance N
SB 4,8858 0,68902 2
SE 2,1112 0,26356 2
F =16,16325

p = 0,05666

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.

SE X ST

29/12/2006 21:36

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 2,52523 0,89217 2
SE 2,1112 0,26356 2
F = 0,29664
p = 0,64061

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

7.3.6 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno

apos a desinfeccao com 2% (40000ppm) de quaternario de amonio.

SB X ST

17/1/2007 00:37

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB  2,08776 0,00681 2
ST 2,60415 0,02069 2

F = 19,38779
p = 0,0479

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SB X SE

17/1/2007 00:39

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SBA):

Data Mean Variance N
SE 4,07401 1,85635 2
SBA 2,08776 0,00682 2

F = 4,23495
p = 0,027585

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SE X ST

17/1/2007 00:38

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 2,60415 0,02069 2
SE  4,07401 1,85635 2

F =2,30202
p = 0,026849

At the 0,05 level,

the means are significantly different.
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7.3.7 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno

apods a desinfeccao com 1% (20000ppm) de quaternario de aménio.

SB X ST

29/12/2006 21:39

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 3,12362 0,0089 2
ST 2,83332 0,04737 2

F =2,99529

p = 0,22565

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly
different

Data Mean
SB 3,12362 0,0089 2
SE 4,89844 0,10162 2

SB X SE

29/12/2006 21:38

One-Way ANOVA on col(SB) ->

col(SE):

Variance N

F = 57,00002

p=0,0171

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

SE X ST

29/12/2006 21:39

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SE 4,89844 0,10162 2
ST 2,83332 0,04737 2

F = 57,24727
p=0,01702

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

7.3.8 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno

apods a desinfeccao com 0,2% (400ppm) de quaternario de amoénio.

SB X ST

17/1/2007 00:41

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 3,86562 0,37161 2
ST 411481 3,30175 2
F = 0,03381
p =0,87107

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different

SB X SE

17/1/2007 00:42

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SBA):

Data Mean Variance N
SE 5,12185 0,03821 2
SB 3,86562 0,37161 2
F=7,7015

p = 0,10902

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.

SE X ST

17/1/2007 00:41

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 4,11481 3,30175 2
SE 5,12185 0,03821 2

F = 0,60727

p=0,51739

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different.
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7.3.9 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno

apods a desinfeccao com 0,1% (200ppm) de quaternario de amoénio.

SB X ST

29/12/2006 21:53

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB  4,79911 0,40296 2
ST 4,1429 1,40299 2

F=0,47688
p =0,56122

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB X SE

29/12/2006 21:54

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance N
SE 5,06533 0,06316 2
SB  4,79911 0,40295 2

F = 0,3041
p = 0,63671

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different. the means are NOT significantly different.

SE X ST

29/12/2006 21:53

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean Variance N
ST 4,1429 1,40299 2
SE 5,06533 0,06316 2
F=1,16068
p = 0,39401

At the 0,05 level,

7.3.10 Sobrevivéncia dos sorovares de Salmonella no polietileno

apods a desinfeccao com 0,3% (600ppm) de quaternario de amoénio.

SB X ST

29/12/2006 21:58

One-Way ANOVA on col(SB) ->
col(ST):

Data Mean Variance N
SB 3,83968 0,55295 2
ST 4,67186 0,15784 2

F = 1,94862
p = 0,29751

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB X SE

29/12/2006 21:58

One-Way ANOVA on col(SE) ->
col(SB):

Data Mean Variance N
SE 5,19249 0,03474 2
SB  3,83968 0,55295 2

F = 6,22809
p = 0,022998

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SE X ST

29/12/2006 21:58

One-Way ANOVA on col(ST) ->
col(SE):

Data Mean  Variance N
ST 4,67186 0,15784 2
SE 5,19249 0,03474 2

F=2,81495
p = 0,023539

At the 0,05 level,

the means are significantly different.
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7.3.11 Sobrevivéncia dos sorovares de S. Bredeney no aco

inoxidavel e no polietileno apos a desinfeccao com diferentes concentracoes

de quaternario de amonio.

SB - 2%

14/1/2007 22:13

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance
SBA 0,5207 0,54225
SBP 1,58776 0,39007

nNZ

F = 2,44254
p = 0,25851

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly
different.

SB - 0.2%

14/1/2007 22:14

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 3,52325 8,66983E-4 2
SBP 3,86562 0,37161 2
F =0,6294

p=0,51075

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB-1%

29/12/2006 22:57

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance
SBA 2,37156 0,00715
SBP 3,12362 0,0089

nNZ

F = 70,45862
p=0,0139

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SB-0.1%

29/12/2006 22:59

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 4,8858 0,68902 2
SBP 4,79911 0,40296 2

F =0,01377
p=091732

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

SB - 0.3%

29/12/2006 22:58

One-Way ANOVA on col(SBA) ->
col(SBP):

Data Mean Variance N
SBA 3,52325 8,66983E-4 2
SBP 3,83968 0,55295 2

F = 0,36159
p = 0,6087

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly different.
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7.3.12 Sobrevivéncia dos sorovares de S. Typhimurium no aco
inoxidavel e no polietileno apos a desinfeccao com diferentes concentracoes

de quaternario de amonio.

ST -2% ST-1% ST-0.3%

29/12/2006 00:56 29/12/2006 00:57 29/12/2006 23:01

One-Way ANOVA on col(STA) -> One-Way ANOVA on col(STA) ->

One-Way ANOVA on col(STA) ->

col(STB): col(STB): col(STP):

Data Mean Variance N Data Mean Variance N Data Mean Variance N
STA 0,92623 0,01357 2 STA 0,90739 0,10229 2 STA 2,86864 0,97548 2
STB 2,66091 0,00404 2 STB 2,92348 0,00813 2 STP 3,67186 1,03413 2
F = 341,69891 F =73,62614 F =0,64208

p = 0,00291 p =0,01331 p =0,50703

At the 0,05 level,
the means are significantly different

ST-0.2%

14/1/2007 22:17

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 2,56757 1,139 2
STP 4,11481 3,30175 2

F=1,07818
p = 0,40817

At the 0,05 level,
the means are NOT significantly
different.

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

ST-0.1%

29/12/2006 23:02

One-Way ANOVA on col(STA) ->
col(STP):

Data Mean Variance N
STA 2,52523 0,89217 2
STP 4,1429  1,40299 2
F =2,28034

p = 0,2701

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different.

At the 0,05 level,

the means are NOT significantly different.
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7.3.13 Sobrevivéncia dos sorovares de S. Enteritidis no aco

inoxidavel e no polietileno apos a desinfeccao com diferentes concentracoes

de quaternario de amonio.

SE - 2%

14/1/2007 22:18

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 0 0 2
SEP 4,07401 1,85635 2
F =17,88191

p =0,04163

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

SE -0.2%

14/1/2007 22:25

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 1,74279 0,43066 2
SEP 5,12185 0,03821 2

F = 48,7045
p =0,01992

At the 0,05 level,
the means are significantly different.

SE-1%

30/12/2006 00:09

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 0,87409 1,52808 2
SEP 4,89844 0,10162 2

F =19,87517
p = 0,04681

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SE-0.1%

30/12/2006 00:12

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 2,28206 0,07385 2
SEP 5,06533 0,06316 2

F = 113,08086
p = 0,00873

At the 0,05 level,

the means are significantly different.

SE-0.3%

30/12/2006 00:10

One-Way ANOVA on col(SEA) ->
col(SEP):

Data Mean Variance N
SEA 1,59767 0,04531 2
SEP 5,19249 0,03474 2

F = 322,87421
p = 0,00308

At the 0,05 level,
the means are significantly different.
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