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Resumo

As cozinhas sd3o ambientes que contém um grande nimero de bactérias. Na sua maioria sao
inofensivas, mas também tém sido encontrados patogénicos como Salmonella e
Campylobacter. A presenga destes patogénicos € preocupante, pois acumulam-se em alguns
locais (frigorificos, lava-loucas, tdbuas de corte e bancadas) e podem ser transmitidos para
alimentos que vao ser consumidos causando toxinfecdes alimentares. Todos os anos sdo
reportados milhares de casos de doengas de origem alimentar. Desta forma, o objetivo do
presente trabalho foi determinar a atividade antimicrobiana de um revestimento em spray, a
base de compostos quaterndrios de amonio, aplicado em diferentes superficies e, de seguida,
avaliar a sua capacidade em prevenir possiveis contaminagdes cruzadas.

Numa primeira fase, foi avaliada a atividade antimicrobiana do revestimento contra isolados
de Campylobacter e Salmonella em superficies de inox, acrilico, marmore e silicone, utilizando
o método preconizado pela ISO 22196 (2011). Para Campylobacter spp. nao foi possivel
determinar a sua inibicdo nas diferentes superficies, uma vez que o patogénico nao se
multiplicou nas condi¢des controlo. Como trabalho futuro, seria importante ajustar o protocolo
de forma a contornar este problema. Para Salmonella spp., foram encontradas grandes
diferengas entre as superficies tratadas e as ndo tratadas, demonstrando que o revestimento se
mostrou eficaz em inibir este patogénico. De seguida, foi avaliada a capacidade dorevestimento
em impedir contaminagdes cruzadas entre uma superficie contaminada com um alimento € um
alimento ndo contaminado. Neste caso, quando o patogénico Salmonella foiincorporado numa
matriz e colocado em cima de uma determinada superficie tratada com revestimento, o0 mesmo
nao foi inibido e contaminou o alimento que posteriormente foi colocado em contacto com a
superficie contaminada. Esta contaminagdo cruzada ocorreu independentemente do tempo de
contacto do alimento (10 segundos ou 2 horas) e do material da superficie testada. Verificou-
se, assim, que o revestimento nao eliminou Sa/monella quando a mesma estd incorporada numa
matriz alimentar. Com a realizagdo deste trabalho, verificou-se que o revestimento tem uma
boa atividade antimicrobiana segundo a norma ISO 22196:2011. No entanto, quando se
adiciona a bactéria numa matriz alimentar a utilizagdo do revestimento nao diminui a
transferéncia de bactérias das superficies para o alimento, mostrando que a matriz alimentar
protege a bactéria da atuagao do revestimento.

Palavras-chave: Salmonella spp., Campylobacter spp., Revestimento antimicrobiano,

Superficies, Contaminagao cruzada.
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Abstract

Kitchens are environments that contain a large number of bacteria. They are mostly
harmless, but pathogens such as Sa/monella and Campylobacter have also been found. The
presence of these pathogens is worrying, as they accumulate in some places (refrigerators,
washbasins, cutting boards and countertops) and can be transmitted to food that will be
consumed, leading to the appearance of food infection. Thousands of cases of foodborne
illnesses are reported every year.

Thus, the objective of the present work was to determine the antimicrobial activity of a spray
coating, based on quaternary ammonium compounds, applied to different surfaces, and then to
evaluate its ability to prevent possible cross-contamination.

First, the antimicrobial activity of the coating against Campylobacter and Salmonella
isolates on stainless steel, acrylic, marble and silicone surfaces was evaluated, using the ISO
22196 (2011) method. For Campylobacter spp. it was not possible to determine its inhibition
on different surfaces, as the pathogen was not able to grow under control conditions. In future
work, it would be important to adjust the protocol to get around this problem. For Salmonella,
great differences were found between treated and untreated surfaces, demonstrating that the
coating was effective in inhibiting this pathogen.

Then, the ability of the coating to prevent cross-contamination between a surface
contaminated with food and a non-contaminated food was investigated. In this case, when the
Salmonella pathogen was incorporated into a matrix and placed on top of a certain surface, it
was not inhibited and was able to contaminate the food that was in contact with the
contaminated surface. This cross-contamination occurred regardless of the food contact time
(10 seconds or 2 hours) and the surface material tested. It was thus found that the coating was
not effective in eliminating Salmonella when it is incorporated into a food matrix.

With this work, it was verified that the coating has a good antimicrobial activity according
to ISO 22196:2011. However, when the bacteria are added to a food matrix, the use of the
coating does not reduce the transfer of bacteria from the surfaces to the food, showing that the

food matrix protects the bacteria from the action of the coating.

Keywords: Salmonella, Campylobacter, Antibacterial Coating, Surface, Cross-

contamination.
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1. Introducio

Ao redor do mundo existem muitos milhdes de pessoas a ficar doentes e outros milhares a
morrer devidoao consumo de comida nao segura, por motivos quimicos, bioldgicos, ambientais
ou de higiene pessoal (Fung et al., 2018). Os consumidores querem alimentos com qualidade e
seguranga e, para isso, confiam nos governos para assegurar que todos os produtos que
compram s30 seguros para consumo. Devido a isso, surgiram sistemas de gestdo da seguranga
alimentar, como o sistema HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Point), o British
Retail Consortium (BRC), o International Featured Standards (IFS), entre outros. Todos estes
sistemas tém elementos em comum: programa de pré-requisitos (PPR); anélise de perigos (sdo
importantes para identificar, controlar e diminuir os riscos de seguranca alimentar na industria
alimentar); regulamentos legais; e gestao de riscos (importante para antecipar e responder as
varias ameagas associadas aos alimentos) (Djekic et al., 2021).

A seguranca alimentar estd sempre em constante mudanga, pois tem de acompanhar os
desenvolvimentos tecnologicos, as novas politicas, os novos padrdes e 0s novos regulamentos
que sdo continuamente alterados para proteger a saude e bem-estar da populacao (Fung et al.,
2018). Devido a todas estas alteragdes, que adicionam complexidade aos sistemas, os
consumidores acabam por ficar mal informados sobre este assunto (Fung ef al., 2018; King et
al., 2017). No entanto, a seguranga alimentar também enfrenta desafios, como as alteragdes
climaticas, o aparecimento de novos patogénicos, o aumento daresisténcia dos microrganismos
a medicamentos, o aumento de consumidores de risco (imunodeprimidos e idosos) € a alteragao
de preferéncias dos consumidores (qua atualmente preferem produtos frescos e pouco
processados), o que faz com que tenha de ser uma preocupacao global para que possa estar
sempre a par destas constantes mudangas (King et al., 2017). E essa preocupagdo global em
torno deste tema esta presente, uma vez que a contaminacdo alimentar € uma constante
preocupacao publica.

Existem trés tipos de contaminagdo: a microbioldgica, a fisica e a quimica. No entanto, a
que esta na origem de mais problemas ¢ a contaminagdo microbiologica, devido aos organismos
patogénicos, ou seja, causadores de doenca (Rocha, 2016). Todos os anos sdo reportados
milhares de surtos de doencgas causadas por 4gua ou alimentos contaminados (Iulietto & Evers,
2020a; EFSA,2021). A cozinha tem um papel importante na transferéncia dos agentes
causadores de doenga alimentar (Kusumaningrum, 2003), uma vez que grande parte dos

consumidores usam superficies e equipamentos contaminados na preparagao dos alimentos,

1



pois ndo tém como saber se as suas superficies estdo contaminadas com patogénicos
(Kusumaningrum, 2003; Meretre et al., 2020). Na Europa, estima-se que, em 2019, 40,5% dos
surtos ocorreram em ambiente doméstico (Iulietto & Evers, 2020). Campylobacter spp.,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli sdo microrganismos que
comummente se encontram nessas superficies, pois sdo transmitidos por alimentos,
principalmente de origem animal. O contacto dos alimentos com estas superficies ¢ uma

frequente forma de contaminagdo cruzada (Yemmireddy & Hung, 2017).

1.1 Contaminacio cruzada

Segundo Pérez-Rodriguez et al. (2008), a contaminagao cruzada pode ser definida como um
termo geral que se refere a transferéncia, direta ou indireta, de bactérias e virus de um produto
contaminado para um produto ndo contaminado.

A seguranca alimentar ¢ assegurada pela partilha da responsabilidade detodos os envolvidos
na produg¢do, desde o produtor ao consumidor. Ao longo da cadeia alimentar varios processos
e boas praticas sdo implementados, de forma a assegurar que os alimentos que chegam ao
consumidor sdo seguros para consumo (EUFIC, 2006). No entanto, apds entrarem no ambiente
doméstico, nao héd forma de estimar o risco no manuseamento dos alimentos (Iulietto & Evers,
2020). Existem evidéncias de que 40,5% dos surtos alimentares ocorrem em ambientes
domésticos e que 15,6% desses surtos se dao devido a alimentos que foram contaminados
dentro de casa, sendo, por isso, a contaminacdo cruzada identificada como uma das principais
causas dos surtos (Iulietto & Evers, 2020).

As cozinhas s3o ambientes que contém um grande niimero de bactérias, mas na maioria dos
casos sao inofensivas. No entanto, também tém sido encontrados patogénicos como Salmonella
spp. e Campylobacter spp. E nas superficies que entram em contacto com os alimentos (bancas,
utensilios, pratos, tabuas de corte, facas, recipientes de armazenamento de alimentos, etc) que
se verifica a presen¢a de microrganismos (Azelmad et al., 2017; DeFlorio ef al., 2021; Fink et
al., 2017). Estas superficies sdo contaminadas por alimentos que ja estdo contaminados e pela
agua que entra em contacto com eles (DeFlorio et al., 2021).

As superficies de contacto com os alimentos sao consideradas uma preocupagao no que diz
respeito a propagacdo depatogénicos alimentares, uma vez que a contaminagdo cruzada através
destas superficies ¢ um fator de risco, porque leva a contaminagdo de alimentos durante a sua
preparagdo, sendo assim identificada como uma das principais causas de infe¢des alimentares

(Azelmad et al., 2017; Cardoso et al., 2020; Fink et al., 2017).



A ocorréncia de contaminagdo cruzada ainda € muito recorrente, porque quando as células
aderem as superficies presentes nas cozinhas nao sao facilmente removidas pelos produtos de
limpeza comuns, tornando-se assim num foco de contaminacao (Fink et al., 2017).

Esta dificuldade em eliminar os patogénicos das superficies, juntamente com a falta de
conhecimento, por parte dos consumidores, das técnicas corretas de manuseamento dos
alimentos, de forma a prevenir contaminagdo, eleva ainda mais o risco de ocorréncia de
contaminacdo cruzada. Se os consumidores alterassem a forma como preparam, cozinham e
armazenam os alimentos, o nimero de intoxicacdes alimentares poderia diminuir de 40 a 60%
(deJong et al., 2008; Fink et al., 2017).

Todos os anos sdo reportados nimeros elevados de doenca e morte provocadas por
intoxicagdes alimentares. No entanto, o nimero real deste problema nao ¢ conhecido porque a
maioria dos casos ndo ¢ relatado, ou porque ndo procuram assisténcia médica ou, quando
procuram, sao mal diagnosticados (WHO, 2017).

Segundo a EFSA (2021) as doencas alimentares com mais casos reportados na Europa sdo a
campilobacteriose e a salmonelose, e estdo associadas ao consumo de alimentos contaminados

com as bactérias Campylobacter e Salmonella, respetivamente (ECDC, n.d.)

1.1.1. Campylobacter spp

Campylobacter ¢ uma bactéria Gram-negativa, que pode apresentar forma de espiral ou de
bastonete curvo, ter um ou dois flagelos polares, sdo ndo formadoras de esporos € obtém a sua
energia através de aminoacidos ou intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico (Kaakoush et
al., 2015; Snelling et al., 2005). A maioria das espécies de Campylobacter cresce em condicoes
microaerofilicas e tém um metabolismo respiratorio, mas existem também espécies que
preferem condicdes anaerdbicas de crescimento (Kaakoush ef al., 2015).

Atualmente sdo conhecidas vinte e seis espécies e nove subespécies de Campylobacter
(Kaakoush et al., 2015). Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lardis e
Campylobacter upsaliensis sao as espécies que mais estdo associadas com as doencas
gastrointestinais humanas (Snelling et al., 2005). Campylobacter coli e C. jejuni sao as espécies
responsaveis pela maioria dos casos de doenga reportados (Iovine, 2013; Smith & Fratamico,
2010; Snelling et al., 2005).

Segundo o ECDC (n.d.) a campilobacteriose ¢ uma doenga diarreica causada por bactérias
do género Campylobacter. A comunicacdo de surtos de campilobacteriose em humanos ¢
obrigatoria de acordo com a diretiva 2003/99/EC. A infe¢dao tem um periodo de incubagao de
um a cinco dias, e os seus sintomas incluem diarreia, dor abdominal, febre, dores de cabeca,
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nausea e vomitos. Na maior parte dos casos a doenca ¢ autolimitada, mas pode perdurar por
varios dias. No entanto, existem casos onde podem ocorrer complicagdes como a artrite reativa
(1 a5% dosinfetados) ou a sindrome de Guillain-Barré. Os idosos, criangas e imunodeprimidos
sdo grupos derisco da campilobacteriose (Guyard-Nicodeéme et al., 2013; Smith & Fratamico,
2010; Wieczorek & Osek, 2013).

A campilobacteriose ¢ uma doenga zoondtica, uma vez que a principal causa de transmissao
para os humanos ¢ o consumo de alimentos de origem animal crus ou malcozinhados,
especialmente carne de aves, uma vez que a carne fica contaminada durante o processo deabate
e a bactéria sobrevive nas fendas das carcagas dos animais devido ao pouco oxigénio existente
(Iovine, 2013). Também existe transmissdo através do consumo de dgua contaminada ou de
humano para humano, apesar destas ultimas fontes de contaminacao serem raras (Iovine, 2013;
Kaakoush et al., 2015; Wieczorek & Osek, 2013). Uma das possiveis causas de transmissao &,
também, o consumo dealimentos (cozinhados ou deorigem vegetal) que estiveram em contacto
com superficies, utensilios e maos contaminadas com Campylobacter (Cardoso et al., 2020;
Guyard-Nicodeéme et al., 2013).

Desde 2005 que a campilobacteriose ¢ a infe¢do gastrointestinal mais reportada nos paises
desenvolvidos (Iovine, 2013; EFSA, 2021; Wieczorek & Osek, 2013). Em 2019, foram
confirmados mais de 220 mil casos de campilobacteriose na Unido Europeia (UE), com
Portugal a reportar 942 casos (EFSA, 2021).

1.1.2. Salmonella spp.

Salmonella ¢ uma bactéria em forma de bastonete, Gram-negativa, anaerobia facultativa,
pertencente a familia das Enterobacteriaceae. Dentro do género Salmonella foram identificados
cerca de 2600 serotipos € a maioria deles tem a capacidade de se adaptarem a uma grande
variedade de hospedeiros animais, incluindo humanos (Eng et al., 2015).

O género Salmonella inclui duas espécies Salmonella enterica (espécie-tipo) e Salmonella
bongori, divisdo que se baseia na diferengano 16 rRNA (Eng et al., 2015). A espécie S. bongori
afeta principalmente animais de sangue-frio, no entanto, j& foram reportados casos em
humanos. A espécie S. enterica divide-se em 6 subespécies, sendo a entérica (subsp. I) a que se
encontra nos humanos e animais de sangue quente e a principal responsavel pelos casos de
salmonelose reportados (Ryan et al., 2017).

A salmonelose ¢ reconhecida como uma das principais infe¢des transmitidas pelo consumo
de alimentos contaminados com Salmonella, de acordo com a Autoridade de Seguranca
Alimentar e Econémica (ASAE). Geralmente, a salmonelose ¢ transmitida quando células de
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Salmonella s3ao introduzidas nas areas de preparagdo de alimentos. Varios fatores como a
multiplicagdo em alimentos devido a temperatura inadequada de armazenamento, tempo
insuficiente de cozedura e contaminagdo cruzada estdo implicados nos surtos de salmonelose

(Carrasco et al., 2012; Fearnley et al., 2011; Soares et al., 2012).

Salmonella bongori |
(Formally subsp. V)

Salmonella enterica |

22 J’
. enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica
Antigenic formula (subsp. 1) (subsp. I1) | | (subsp. TITa) | | (subsp. IIb) | | (subsp. IV) (subsp. VI)
102 13

1586 522 308 76

Primarily affects cold- ‘ | \_J/_/
blooded animals but i

human cases have been Antigenic formul
detected semeTormi

Antigenic formula (if
only partial formula
Serovar names capitalised, is known)

not italicised, or underlined Found mainly in reptiles Found mainly in reptiles,
and other cold-blooded
animals but reports of
human cases on the rise

few reports of human cases

Choleraesuis, Enteritidis, Paratyphi,
Typhi, Typhimurium

4,5,12:0:-

Affects both humans and animals
(pigs, poultry, sheep, cattle, pets, etc.)

‘ Typhoidal Salmonellae

| |

Salmonellae

‘ Nontyphodial

Enteric fever | Gastroenteritis ‘ | Extraintestinal |
Salmonella Typhi
Salmonella Paratyphi L l
Invasive Bacteraemia
Noninvasive Focal infections

22 million cases of typhoid fever with 200,000 l

related deaths occur worldwide each year;

6 million cases of paratyphoid fever” 93.8 million cases of Salmonella gastroenteritis

with 155,000 deaths™

Figura 1- Analise da nomenclatura do género Salmonella (retirado de Ryan et al., 2017)

Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium sao as principais responsaveis pelos casos
de salmonelose reportados na EU (Eng et al, 2015; EFSA, 2021). Os alimentos que mais
evidéncias apresentam de serem veiculos para a contaminagao por salmonelose sao produtos de
origem animal (ovos, carne de porco e derivados) e produtos de pastelaria em que a
contaminacao destes alimentos ocorre principalmente através de contacto com matéria fecal

(Carrasco et al., 2012; EFSA, 2021). A infe¢ao provocada por estas bactérias tem um periodo
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de incubacdo de 4 a 72 horas e pode manifestar-se como gastroenterite, febre tifoide e
bacteriemia. A salmonelose nao tifoide apresenta uma baixa taxa de mortalidade, mas pode
causar complicagdes em criangas, idosos e imunodeprimidos (Antunes et al., 2016; Eng et al.,
2015; EFSA, 2021).

Segundo a diretiva 2003/99/EC, a comunicacdo de surtos de salmonelose em humanos ¢
obrigatoria. Em 2019, foram reportados mais de 85 mil casos de salmonelose e 926 surtos na
EU (EFSA, 2021). Os surtos ocorridos resultaram em 1,915 hospitalizagdes, que equivale a
50,5% das hospitalizacdes por intoxicagdes alimentares. Os alimentos que mais evid éncias
apresentam de serem veiculos para a contaminacdo por salmonelose sdo produtos de origem
animal (ovos, carne de porco e derivados) e produtos de pastelaria em que a contaminacao

destes alimentos ocorre principalmente através de contacto com matéria fecal (Carrasco et al.,

2012; EFSA, 2021).

1.2. Desinfecao de superficies

Na industria alimentar sdo utilizados procedimentos fisicos e quimicos (pressdo de dgua,
irradiacdo, detergentes alcalinos, compostos a base de cloro, entre outros) na limpeza e
desinfecdo das superficies, aplicando-se sistemas de controlo de qualidade e programas de
HACCP. Contudo, estes tratamentos ndo sao suficientes para prevenir novas contaminagdes se
os manuseadores de alimentos e os consumidores ndo estiverem devidamente informados
(Rocha, 2016; Yemmireddy & Hung, 2017a). Porém, nas cozinhas domésticas, existe uma
maior probabilidade de contaminagdo, pois ao contrario do ambiente controlado de industria
alimentar, aqui os microrganismos patogénicos tém imensas portas de entrada como alimentos,
o ar, insetos ou animais de estimagdo. Com esta maior probabilidade de contaminagdo, as
superficies teriam de ser constantemente limpas para evitar novas contaminagdes
(Kusumaningrum, 2003).

Para impedir os constantes contdgios, a nanotecnologia foi desenvolvendo produtos que
podem ser aplicados ao longo de toda a cadeia alimentar, como nas embalagens, no transporte,
no armazenamento, nos utensilios e nas superficies de contacto com os alimentos (Sharma et
al., 2021). O estudo dos mecanismos antimicrobianos tem sido muito mais focado na
embalagem, pois estas acompanham os produtos desde a sua origem até ao consumidor. A
aplicacdo destes mecanismos nas embalagens pode ocorrer de diferentes formas: incorporagao
nos materiais das embalagens; contacto direto; e adi¢do durante o processamento dos alimentos
(Kim et al., 2020) No entanto, tem aumentado o interesse pelas técnicas de libertagdo lenta, que
sdo favoraveis pois comprometem menos as propriedades quimicas e fisicas dos materiais das

6



embalagens, fazendo com que seja mais facil cumprir os requisitos de seguranga alimentar
(Khaneghah et al., 2018; Kim et al., 2020). Outro tema que tem sido bastante estudado sdo os
revestimentos das superficies que entram em contacto com os alimentos, uma vez que nestas se
podem aderir e multiplicar patogénicos levando a doencgas, contaminagdes ou outros danos
(Fink et al., 2017; Poverenov & Klein, 2018).

Alguns dos agentes antimicrobianos utilizados neste tipo de situagdes sdo: 6leos essenciais;
quitosana; compostos halogenados; compostos quaternarios de amonio; metais; e 6xidos de
metais (Kim ez al., 2020).

Um agente muito utilizado € a quitosana, por ser um polissacarido natural que apresenta agao
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e virus (Khaneghah
et al., 2018; Priyadarshi & Rhim, 2020). Os compostos quaternarios de aménio também tém
sido utilizados, pois tém agdo contra varias bactérias, incluindo as resistentes a varios
antibidticos e por serem compostos solidos de fécil diluicdo que os faz ter uma atividade
prolongada (Lee & Pascall, 2020; Poverenov & Klein, 2018). J4 os oleos essenciais sdo
amplamente estudados na inibicdo de microrganismos, ja que tém uma importante
caracteristica, a hidrofobia, que lhes permite interagir com os lipidos da membrana celular e
mitocondria, tornando as estruturas menos organizadas e mais permeaveis(Khaneghah et al.,
2018; Sharma et al., 2021).

No entanto, nos ultimos anos, a resisténcia dos microrganismos  aos
desinfetantes/antibidticos tem vindo a aumentar, devido ao aumento do uso destes agentes
antimicrobianos (Khaneghah et al, 2018; Poverenov & Klein, 2018). Este aumento da
resisténcia, contribui para a necessidade de se combinar varios métodos, uma vez que o uso de
apenas um poderoso agente antimicrobiano ja ndo ¢ suficiente (Khaneghah et al., 2018). Devido
a isso, tem aumentado a procura por novos tratamentos que controlem o crescimento

microbiano, sem libertarem grandes quantidades de agentes microbianos para o ambiente

(Khaneghah et al., 2018; Poverenov & Klein, 2018).

1.2. Revestimentos antimicrobianos

Os produtos de limpeza domésticos tém vindo a incorporar, na sua composi¢do, agentes
antimicrobianos (hipocloritos, didxido de cloro, acido peracético e aldeidos derivados de
glutamina) ao longo de varias décadase tém ganho a confianga dos consumidores, uma vez que
tém uma grande capacidade de inativar microrganismos através de oxidagdo quimica (Lee &
Pascall, 2020; Tiwari, 2018). No entanto, estes produtos de limpeza sdo apenas temporarios e

ndo tém uma acao duradora, havendo contaminagdo microbiana das superficies pouco tempo
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depois da sua aplicacdo (Tiwari, 2018). Uma das formas de obter uma prote¢do mais duradora
¢ através de revestimentos de superficie antimicrobianos. Sun et al. (2019), estudou a atividade
antimicrobiana de um revestimento que continha compostos quaterndrios de amoénio e
nanoparticulas desilica, através de um procedimento semelhante ao danorma ISO 22196:2011,
para as bactérias E. coli ¢ Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos demostraram que o
revestimento teve uma eficacia de 99%, mas tal s6 foi possivel devido a jun¢do dos dois agentes
antimicrobianos, uma vez que as nanoparticulas desilica migravam para o topo do revestimento
e melhorava a atividade antimicrobiana, tendo uma duracdo até 24h (Sun ef al, 2019). Ja
Yemmireddy & Hung (2017b), verificaram o efeito de um revestimento antimicrobiano a base
de dioxido de titdnio em tdbuas de corte contra E. coli. Os autores observaram que este tipo de
revestimento altera a hidrofobicidade das superficies tornando-as super-hidrofébicas, o que
resulta numa menor aderéncia bacteriana. Yemmireddy & Hung (2017b) também observaram
que outras propriedades das superficies alteram a aderéncia de bactérias, como a rugosidade.
Existem diferentes tipos de revestimento com diversas formas de atuag¢@o antimicrobiana. Uma
das formas de atuagdo ¢ através da alteracdo das superficies, ou seja, superficies lisas
apresentam menor probabilidade de contaminacdo do que superficies rugosas (Poverenov &
Klein, 2018). As propriedades quimicas dos materiais das superficies também influenciam a
capacidade antimicrobiana; por exemplo, superficies hidrofilicas/hidrofébicas tém menor
probabilidade de permanecer contaminadas (Azelmad et al., 2017; Cloutier et al., 2015; Fink
etal., 2017). A hidrofobicidade deuma superficie ¢ a sua afinidade/ repulsdo em relacdo a agua.
Sabe-se que o processo de adesdo ¢ facilitado pela hidrofobicidade das superficies que
interagem (Teixeira et al, 2015). Superficies hidrofilicas ou hidrofébicas tém uma maior
adsor¢do de bactérias, o que torna mais dificil a sua adesdo e crescimento (Yuan et al., 2017).
Existem também revestimentos repelentes de proteinas/microrganismos, que utilizam uma
camada de polimeros em grande densidade, a que se costuma chamar de “escova”. A maioria
dos polimeros utilizados nessas “escovas” sao hidrofilicos, assim a agua sera atraida pelos
polimeros e ird formar uma camada repelente junto a superficie (Cloutier ef al., 2015; Knetsch
& Koole, 2011; Salwiczek et al., 2014). Outra forma de atuagdo dos revestimentos € através da
incorporacdo/libertacdo de antibioticos, onde sdo aplicados nas superficies revestimentos
biodegradaveis que contém antibioticos, que se vao degradando lentamente causando a
libertagdo dos mesmos (Cloutier et al., 2015; Knetsch & Koole, 2011; Salwiczek et al., 2014).

Neste estudo, foi avaliado um revestimento que tinha como principio ativo compostos
quaternarios de amonio (CQA). Estes compostos tém uma grande atividade antimicrobiana e

demonstram eficacia contra varias bactérias, incluindo espécies com resisténcia a antibioticos
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(Li et al., 2020; Poverenov & Klein, 2018). A eficacia dos CQA estd relacionada com as
interacdes electroestaticas dos compostos com a membrana celular das bactérias, ou seja, a
interacdo entre os CQA, positivamente carregados, e os grupos principais do acido fosfolipido
da membrana celular das bactérias, negativamente carregados (Knetsch & Koole, 2011; Li et
al., 2020; Poverenov & Klein, 2018). A eficiéncia dos CQA pode ser melhorada quando estes
sdo aplicados em superficies hidrofilicas, uma vez que os compostos também sao hidrofilicos,
a adesdao dos CQA a superficie aumenta, criando um efeito antibacteriano e anti-incrostante.
Esta maior aderéncia contribui também para minimizar os efeitos ambientais e a resisténcia
bacteriana a este composto (Li et al., 2020; Poverenov & Klein, 2018). O uso dos CQA ¢
popular, pois ¢ de facil fabricacdo, de baixo custo de produgdo, modifica grandes areas de
superficie e tem um amplo espetro bactericida (Knetsch & Koole, 2011; Li ef al., 2020).

Devido as suas vastas aplicagdes e versatilidade, o estudo de revestimentos antimicrobianos
tem vindo a aumentar, para encontrar alternativas ao uso dos antimicrobianos tradicionais de
pouca duragdo e que ndo danifiquem as propriedades das superficies (Cloutier et al., 2015;
Knetsch & Koole, 2011; Lee & Pascall, 2020; Li ef al., 2020; Poverenov & Klein, 2018; Tiwari,
2018).



2. Objetivos

A contaminagdo cruzada de alimentos através de superficies nas cozinhas leva ao
aparecimento de muitos casos de toxinfe¢des alimentares (Lee & Pascall, 2020). Com a
percecao de que as técnicas tradicionais de limpeza das superficies ndo eliminam os patogénicos
na totalidade, surgiu o tema para este trabalho. O estudo baseou-se em verificar se um
revestimento comercial tinha atividade antimicrobiana eficaz na eliminagdo depatogénicos (em
especifico, Salmonella ¢ Campylobacter), mesmo se estes estivessem incorporados numa
matriz alimentar, e se prevenia a contaminacdo cruzada entre alimentos, em diversas

superficies, que se encontram comummente nas cozinhas.
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3. Materiais e métodos

3.1. Revestimento comercial
O revestimento comercial usado neste estudo foi gentilmente cedido por uma empresa
portuguesa (ndo identificada por motivos de confidencialidade) com uma formulagdo a base de

composto quaternarios de amonio.

3.2. Avaliacao da eficacia antimicrobiana do revestimento comercial através da norma

ISO 22196:2011

3.2.1. Preparacio do inoculo

Nesta parte do estudo foram utilizadas duas bactérias: Salmonella e Campylobacter.

Para a preparacdo do indculo de Salmonella foram utilizadas varias estirpes, Salmonella
Enteritidis ESB37, Salmonella Infantis ESB46, Salmonella Seftenberg ESB45, Salmonella
Typhimurium ESB36 e S. Typhimurium ESB47.Para cada experiéncia, cadaestirpe foiretirada
dostock congelado a -20°C e colocada a crescer em Tryptic Soy Agar com 6g/L de Yeast Extract
(TSAYE, Biokar Diagnostics, Franca) a 37 °C durante 24h. Para a preparag¢ao de cada in6culo,
uma coldénia isolada foi ressuspendida em Tryptic Soy Broth com 6g/L. de Yeast Extract
(TSBYE, Biokar Diagnostics) e ap6s incubagdo, 0,1% (V/V) dessa suspensdo foi colocada em
novo meio TSBYE e incubado as mesmas condi¢des. As células foram recuperadas por
centrifugagdo (15000 rpm, 5 min, MiniSpin Plus, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), ap6s uma
lavagem em solucao de Ringer. Foi preparado um cocktail de Salmonella adicionando 1 mL de
cada estirpe e efetuando diluicdes até ser obtida a concentracdo pretendida para as experiéncias
de 10° Unidades Formadoras de Colénias (UFC)/mL.

Para a preparacdo do indculo de Campylobacter foram utilizadas duas estirpes, C. jejuni €
C. coli. Para cada experiéncia, cada estirpe foi retirada do stock congelado a — 20°C e colocada
a crescer em TSA com 2% (V/V) de sangue cavalo (E&O Laboratories Limited, Escocia) a 42
°C por 48h em microaerofilia. Para a preparacdo de cada indculo, uma colonia isolada foi
ressuspendida em TSB com 2% (V/V) de sangue de cavalo, 0,1% (V/V) dessa suspensdo foi
colocada em novo meio ¢ incubado as mesmas condigdes. Foi preparado um cocktail de
Campylobacter adicionando 1 mL de cada estirpe e efetuando diluicdes até ser obtida a

concentragdo pretendida para as experiéncias de 103 UFC/mL.
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3.2.2. Preparacio das superficies

Foram testados quatro tipos de superficies: inox e silicone (de tamanho 6,0 cm x 2,5 cm),
acrilico e marmore (de tamanho 5,0 cm x 5,0 cm). Antes de cada experiéncia, as superficies
eram desinfetadas numa solugdo de lixivia (40% V/V) durante 24h, submersas em agua estéril
durante mais 5 minutos e colocadas numa placa de Petri para secar numa estufa a 50 °C até um
maximo de 24 h. Apos a desinfegdo, 9 superficies eram utilizadas para cada réplica: 3 para o
controlo TO (superficie ndo tratada e contagem imediatamente apds colocar o indculo), 3 para
o controlo T24 (superficie ndo tratadae contagem 24 h ap6s colocar o indculo) e 3 tratadascom
o revestimento (superficie tratada e contagem 24 h apos colocar o inoculo. Nas placas tratadas,
apos a aplicagdo do revestimento eram colocadas numa estufaa 37 °C por 30 min, até secarem,

e sO depois era aplicado o in6culo.

3.2.3. Eficacia antimicrobiana do revestimento através da norma ISO 22196:2011

Para estudar a eficacia do revestimento, o procedimento utilizado foi baseado na norma SO
22196 (2011). O volume de in6culo adicionado em cada superficie foi proporcional a dimensao
dasuperficie (400 uL para 6,0 cm x 2,5 cm ou 200 pL para 5,0 cm x 5,0 cm). Apos ser colocado,
o indculo era coberto com um filme feito a partir de um saco Stomacher® estéril, de tamanho
proporcional a dimensdo da superficie (4 cmx 4cme 5 cm x 1,5 cm) e as superficies colocadas
a 22 °C por 24 h para Salmonella e 42 °C por 48 h para Campylobacter ¢ humidade relativa
>90%. Para recuperar as bactérias da superficie eram adicionados 10 mL de Dey-Engley
Neutralizing Broth (NB, BD Difco, Sparks, EUA) a superficie € a mesma lavada nesse volume.
As diluigdes necessarias foram realizadas no mesmo diluente. Cada amostra e respetivas
diluicdes eram colocadas no meio da cultura Plate Count Agar (PCA, Biokar Diagnostics) e
incubadas a 35 °C por 48 h ou no meio Tryptic Soy Agar (TSA, Biokar Diagnostics) e incubado
a 42 °C por 48 h em microaerofilia para Salmonella ¢ Campylobacter, respetivamente. Apos a
incubagdo eram contadas as coldnias para se proceder a determina¢do das UFC/cm?. Trés

réplicas independentes foram realizadas.
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3.3. Avaliacdo da eficacia antimicrobiana de um revestimento comercial na presenca de

matrizes alimentares

3.3.1. Preparacio do inoculo

Neste estudo foram utilizadas varias estirpes de S. Enteritidis ESB37, S. Infantis ESB46, S.
Seftenberg ESB45, S. Typhimurium ESB36 e S. Typhimurium ESB47. Para a preparacao do
indculo foi utilizado o método referido na secgao 3.2.1, sendo apenas alterado o nivel final do

inoculo para 10° UFC/mL.

3.3.2. Preparacio da matriz alimentar
Nesta parte do estudo foram utilizadas trés matrizes alimentares diferentes, gema deovo,
frango cozido e frango cru.

o Gemadeovo
Para a preparagdo desta matriz foram utilizados 7,2 mL de egg yolk (Biokar
Diagnostics) e adicionado 0,8 mL de inoculo a um nivel de 10° UFC/mL, para obter
uma matriz contaminada com um nivel final de 10’ UFC/mL.

o Frango cozido
Bifes de frango frescos, adquiridos numa superficie comercial, foram cortados em
pedagos (1,5 cm x 1,5 cm) e colocados em 4gua a ferver por 5 min, de forma que,
apos a cozedura, o tamanho de cada pedaco passava a ser de 1 cm x 1 cm e com,
aproximadamente, 1g. Foram colocados 2 cubos de frango (2g) em 18 mL de agua
estéril e homogeneizado no Stomacher® por 40 segundos. Para a obten¢do de uma
matriz com um nivel final de 107 UFC/ml foram combinados 7,2 mL da pasta de
frango € 0,8 mL de indculo a 10° UFC/mL.

o Frango cru
A partir de bifes de frango, adquiridos numa superficie comercial, foram cortados
cubos de 1 cm x 1 cm, com aproximadamente 1 g. Colocaram-se num saco de
Stomacher® 24 cubos de frango cru e adicionaram-se 200 pL. de in6culo (a um nivel

de 108 UFC/mL), deixando-se a repousar por 24 ha 5 °C.

3.3.3. Preparacio das superficies
Foram testados dois tipos de superficies: inox (de tamanho 6,0 cm x 2,5 cm) e marmore (de

tamanho 5,0 cm x 5,0 cm). Antes de cada experiéncia, as superficies eram desinfetadas
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conforme descrito anteriormente na seccao 3.2.2. Apos a sua desinfegdo, 12 superficies eram
utilizadas: 3 ndo tratadas para cada tempo de contacto, 10 segundos e 2 h; 3 tratadas para cada
tempo de contacto, 10 segundos e 2 h. As placas tratadas, apos a aplicagdo do revestimento

eram colocadas numa estufaa 37 °C por 30 min, até secarem.

3.3.4. Avaliacido da contaminacio cruzada

Esta experiéncia foi utilizada para verificar se ocorria transmissdo de microrganismos para
um alimento ap6s contacto com uma superficie contaminada, mas revestida com um composto
antimicrobiano. O procedimento foi semelhante ao descrito na sec¢do 3.2.3, sendo diferentes
as matrizes artificialmente contaminadas (liquida e solida) e o alimento ndo contaminado
(frango cozido e tomate). Também foram usados dois tempos de contacto para avaliar a sua

influéncia (10 segundos e 2 horas).

o Matriz liquida
Para avaliar a inibicdo de contamina¢do cruzada das superficies revestidas, foram
colocados 200 puL de gema de ovo ou solucdo de frango cozido, previamente
contaminadas, e apos 10 segundos ou 2 horas, foi colocado sobre a superficie um
pedago de frango cozinhado (1 cm x 1 cm, = 1g), por 10 segundos. Apds esse tempo

de contacto, a contaminac¢ao do alimento foi analisada conforme descrito abaixo.

o Matriz solida
Como matriz s6lida foi colocado um cubo de frango cru, previamente contaminado,
que ficava em contacto com a superficie por 10 segundos ou 2 horas. Ao fim do
tempo de contacto, foi colocado imediatamente um cubo de tomate (1 cm x 1 cm)

durante 10 segundos e analisado conforme descrito abaixo.

Para determinar a contaminagdo cruzada ocorrida, o alimento (frango cozido ou tomate) foi
colocado em 9 mL de Buffered Peptone Water (BPW, Biokar Diagnostics) e homogeneizado
por 40 segundos num Stomacher®. As diluicdes foram efetuadas em Ringer e plaqueadas em
Rapid Salmonella (Bio-Rad, USA) com a ajuda do aparelho Spiral plater (InterScience).
Depois de retirado o alimento, as superficies também foram avaliadas; com o auxilio uma
zaragatoa o que ficou da matriz foi retirada da superficie e colocada em 1 mL de NB. As
dilui¢des foram efetuadas e plaqueadas conforme descrito anteriormente e incubadas a 37 °C
por 48h. Apoés a incubagdo, as coldnias foram contadas de forma a determinar as UFC/mL.
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Como controlo das condi¢des acima descritas, foram colocados 200 pL de indculo sem
matriz e apds 10 segundos ou 2 horas foi colocado sobre a superficie um pedaco de frango
cozinhado (1 cm x 1 cm, = 1g), por 10 segundos. Apos esse tempo de contacto, as
contaminacdes do alimento e da superficie foram analisadas conforme descrito anteriormente.

Trés réplicas independentes foram realizadas.

Um esquema resumo desta experiéncia estd apresentado na Figura 3.3.4.1.

— Saco stomacher —— 9 m[. BPW —— Placa Rapid Salmonella

e —
5 <

— Zaragatoa — Neutralizante — Placa Rapid Salmonella

- Superficie Superficie contaminada Matriz contaminada: Frango/tomate Frango contaminado
*Frango cru
*Frango cozido
*Gema de ovo

Figura 3.3.4.1 — Esquema dos procedimentos realizados para a avaliagio da contaminagdo cruzada do
frango/tomate apds contacto com uma superficie contaminada

3.4. Analise estatistica

Foi realizada uma analise de varidncia para testar as diferencas entre a viabilidade
microbiana na presenga do revestimento nas diferentes superficies, bem como na presenca do
revestimento na prevencao de contaminacdo cruzada nas diferentes superficies e nos diferentes
tempos de contacto. As comparacdes multiplas foram avaliadas pelo teste post-hoc de Tukey e
todas as andlises foram realizadas usando IBM SPSS Statistics, 27 (IBM Corporation, EUA).

A diferenca média foi considerada significativa ao nivel de 0,05.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Avaliacao da eficacia antimicrobiana de um revestimento comercial

A atividadeantimicrobiana dorevestimento a base de compostos quaternarios de aménio foi
avaliada para as bactérias Gram-negativas Campylobacter e Salmonella, apds 24 h de incubagao
a 22 °C e em diferentes superficies através da ISO 22196 (2011). No entanto, esta norma nao
define valores daeficacia da atividade antimicrobiana, por isso, foiutilizado o critério danorma
japonesa, Japanese Industrial Standards (JIS) Z 2801 (redugdo > 2 log UFC/cm?), idéntica a
ISO 22196 (JIS, 2000; Torlak & Sert, 2013; Yagci et al., 2011).

No presente estudo, ndo foi possivel determinar a eficicia do revestimento para
Campylobacter, uma vez que a bactéria ndo sobreviveu nas superficies controlo, ou seja, sem
revestimento e apos 24h de incubacdao. As condi¢des de crescimento utilizadas foram as
indicadas para o crescimento de culturas de Campylobacter: meio de cultura nutritivo (TSA
com 2% (V/V) de sangue cavalo), temperatura entre os 37 °C e os 42 °C, durante 48 h e baixos
niveis de oxigénio (Hsieh et al, 2018; Oh et al, 2015; Reeser et al, 2007). Uma das
justificagdes possiveis podera ser o facto de as superficies poderem absorver o calor da estufa
e tornarem-se demasiado quentes, criando um ambiente hostil a sobrevivéncia da bactéria. Para
além de todas as variaveis ja referidas, a propria bactéria em estudo ¢ dificil de trabalhar, pois
¢ capaz deentrar em estado de viabilidade, mas nao culturabilidade ndo sendo recuperada pelos
métodos de cultivo convencionais. Este mecanismo ainda ndo ¢ claro, o que alerta para a

necessidade de continuar a estudaras condi¢des de cultivo deste patogénico (Hsieh ez al., 2018).

Os resultados obtidos para Salmonella spp. em cada uma das superficies testadas, estdo
apresentados na Figura 4.1.

Foram observadas diferencas significativas (P < 0.05) entre as diferentes superficies no To.
O inox e o acrilico, que apresentam um niimero de UFC/cm? mais elevado, exibem diferengas
para as superficies de marmore e silicone, com contagem mais baixa de colonias (Figura 4.1).

As caracteristicas que mais podem ter influenciado para esta diferenga sdo a rugosidade e a
capacidade hidrofobica de cada superficie, uma vez que noutros estudos realizados para
verificar a aderéncia de microrganismos em superficies, essas foram as que mais afetaram a
sobrevivéncia bacteriana (Fink et al., 2017; Nguyen et al., 2014; Teixeira et al., 2015). No
estudo de Fink ef al. (2017), os autores verificaram as caracteristicas de diversas superficies

(silicone, aluminio, Teflon e vidro) e a capacidade das bactérias em lhes aderirem. Com os
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resultados obtidos, os autores concluiram que a rugosidade, devidoao maior nimero de fissuras

e defeitos nas superficies e a hidrofobia tém um impacto enorme na aderéncia das bactérias.

7,00

6,00

o
=}
S

5,00

4,00

log UFC/cm2
-
5

w
8
Atividade antimicrobiana
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Figura 4.1 - Atividade antimicrobiana do revestimento contra Salmonella. Os resultados sao médias
baseadas em dados de trés repeti¢des e os desvios padrdo sdo indicados por barras de erro. Letras
minusculas equivalentes, por isolado, significam diferengas néo significativasentre cada
condi¢do (P > 0,05). A linha a tracejado indica o limite de dete¢do da técnica de
enumeracao.

No inox e no acrilico houve uma maior sobrevivéncia microbiana no momento To (Figura
4.1), o que pode ter acontecido devido a uma menor hidrofobicidade apresentada por essas
superficies. Esta caracteristica traduz a afinidade ou repulsa das superficies em relagdo a agua,
influenciando o processo de adesdo das bactérias (Fink ef al., 2017; Nguyen et al., 2014;
Teixeira et al., 2015). Ja no caso do marmore e do silicone (Figura 4.1), os baixos valores de
UFC/cm? obtidos no controlo To parecem ter sido unicamente influenciados pela sua elevada
hidrofobicidade. Isto pode dever-se ao reduzido tempo de contacto do indculo com a superficie,
uma vez que as restantes caracteristicas destas superficies influenciariam para uma elevada
adesdo bacteriana. Observa-se isso nos resultados do controlo T24, onde ambas as superficies
tém diferencas significativas em relacdo aos respetivos controlos (P = 0,001). A diferenca
encontrada entre o controlo To e 0 T24, no marmore e no silicone, pode ser explicada por estes
serem materiais mais rugosos e, por isso, terem falhas e cavidades na superficie onde se
acumulam as bactérias (Azelmad et al., 2017; Fink et al., 2017). Apos 24 h a 22 °C verificou-
se 0 aumento de células que se fixaram na superficie, equiparando com o valor obtido no inox
e acrilico. Azelmad et al. (2017) estudaram, também, a adesdo de bactérias em superficies
comummente encontradas nas cozinhas, como marmore, granito ¢ inox. As suas conclusoes
foram semelhantes as do estudo de Fink ef al. (2017), em que os fatores que mais afetam a

aderéncia de bactérias ¢ a rugosidade e as caracteristicas fisico-quimicas (hidrofobia),
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afirmando que células hidrofobicas tém mais tendénciapara aderirem a superficies hidrofébicas
e células hidrofilicas tendem a aderir melhor a superficies hidrofilicas.

Apenas para o inox se verificou um decréscimo no valor de UFC/cm? (P = 0,224) ap0s as
T24 nas superficies controlo (Figura 4.1). Isto pode acontecer devido ao facto deste material ser
bastante resistente ao calor e a corrosdo causada pelos produtos de limpeza e alimentos com
que entra em contacto (Cvetkovski, 2012). Esta resisténcia faz com que a superficie seja menos
porosa dificultando a capacidade de adesdo das bactérias e impedindo a sua multiplica¢do. Para
além disso, a elevada resisténcia a abrasdo e danos do inox, aumenta a probabilidade de este
manter as propriedades higiénicas (Kusumaningrum et al., 2003).

E possivel observar que o revestimento foi eficaz na eliminagdo de Salmonella em todas as
superficies, com contagens inferiores ao limite de detecdo da técnica de enumeracdo (2 log
UFC/cm?), mesmo quando estas superficies apresentam caracteristicas mais favoraveis ao
crescimento bacteriano. Pode, entdo, ser considerada a hipotese de que o revestimento cria uma
camada protetora nas superficies. Lee e Pascall (2020), também obtiveram resultados idénticos
no seu estudo, onde testaram a atividade antimicrobiana em superficies de inox para Listeria
innocua ¢ E. coli. Os autores observaram uma redu¢do de 3 a 4 ciclos logaritmicos para ambas
as bactérias, provando que este tipo de revestimento tem eficacia contra bactérias Gram-
positivas e negativas, ou seja, tem potencial para ser utilizada em ambientes onde exista a
preocupacdo da ocorréncia de contaminagdo cruzada, como ¢ o caso das cozinhas (Lee &

Pascall, 2020).

4.2. Contaminac¢ao cruzada

Nesta parte do estudo foi avaliado se o revestimento era capaz de prevenir a contaminagao
cruzada de um alimento (frango cozido/tomate) por uma superficie (inox/marmore) com o
revestimento e previamente contaminada por uma matriz alimentar (gema de ovo/frango
cozido/frango cru) com um cocktail de varias espécies de Salmonella.

Em todas as réplicas realizadas neste ensaio, as superficies foram contaminadas com um
cocktail a 107 UFC/mL, de forma a ser possivel detetar sempre que houvesse contaminagdo
cruzada, mesmo se a taxa de transmissdo fosse baixa. Foram também testados 2 tempos de
contacto da matriz com a superficie antes de ser colocado o alimento, com o objetivo de
verificar se o tempo de contacto influenciava os resultados e de forma a simular duas situagdes
que podem ocorrem em ambiente doméstico: 10 segundos de contacto com a superficie, quando

uma area ¢ contaminada e logo de seguida ¢ colocado outro alimento por cima; e ap6s 2 horas,
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quando a contaminagdo ocorre durante a preparacdo da refeigdo e s6 no fim de a consumir ¢é
que se procede a limpeza.
Os resultados obtidos apés o tempo de contacto da superficie com a matriz relativos a

atividade antimicrobiana do revestimento estdo representados nas figuras 4.2.1 e 4.2.2.
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Figura 4.2.1 - Resultados da atividade antimicrobiana do revestimento no inox apos o contacto de 10 seg e 2h
com as matrizes alimentares. Os resultados sdo médias baseadas em dados de trés repeti¢cdes e os desvios padrdo
sdo indicados por barras de erro. Letras minusculas equivalentes, por isolado, significam diferencas
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Figura 4.2.2 - Resultados da atividade antimicrobiana do revestimento no marmore apos o contacto de 10 seg e
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detecdo da técnica de enumeracao.
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Analisados os resultados, foi possivel concluir que ndo houve diferengas significativas (P >
0,05) entre as superficies de inox e marmore. O mesmo ja tinha sido comprovado no estudo de
Jensen et al. (2013) em que os autores reportaram que a diferencga entre superficies pouco
influencia a transferéncia bacteriana. No entanto, observaram-se diferencas significativas (P =
0,002) na matriz de frango cru em comparacdo as restantes. Estas diferencas provavelmente
aconteceram, porque o método de preparagdo desta matriz foi diferente. Na matriz de frango
cru foram utilizados pequenos pedagos de frango, resultando em superficies com uma textura
rugosa, o que dificultava a contaminagao do alimento, em comparagdo com as matrizes liquidas,
onde a contaminagio foi mais facil. E sabido que essa rugosidade confere protegdo as bactérias,
dificultando a sua transferéncia para as superficies (Tang et al., 2011).

Nas figuras 4.2.3 e 4.2.4, observam-se os resultados obtidos acerca da eficacia do

revestimento antimicrobiano na prevencdo da transferéncia de Salmonella para alimentos
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Figura 4.2.3- Resultadosda transferéncia de bactérias da superficie para o alimento, apos 10seg e 2h
de contacto da matriz com o inox. Os resultados sio médiasbaseadasem dadosde trésrepetigdes € os
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limite de detegdo da técnica de enumeragao.
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Relativamente ao tempo de contacto, foi verificado que em nenhum dos casos (Figura 4.2.3
e 4.2.4) este foi um fator que influenciou nas contagens obtidas, uma vez que ndo foram
encontradas diferengas significativas (P > 0,05). Dawson et al. (2007) também analisaram se o
tempo de permanéncia do indculo de Salmonella numa superficie poderia afetar a sua
transmissdo, colocando 1 mL de in6culo de concentragdo 107 UFC/mL, em superficies de 10 x
10 cm, colocadas na estufaa 21 °C por 0, 2, 4, 8 ¢ 24 h e, de seguida, era colocado o alimento
“limpo”. Os resultados obtidos por Dawson et al. (2007) permitiram aos autores concluir que
as taxas de transferéncia em fun¢do do tempo de espera variavam com a superficie testada: no
azulejo até as 4h havia um rapido decréscimo e estabilizava a partir dai; na carpete, a taxa de
transferéncia ndo sofria grande alteragdo até as 4h, mas depois das 8h existia uma redugao de
1,5 log CFU/cm?.

Noutros estudos ja foi comprovado que o tipo de superficie contaminada nao ¢ um fator
determinante para a transferéncia bacteriana. A humidade do alimento, a uniformidade da
superficie do alimento e o tipo de matriz contaminada mostraram-se ser fatores mais
determinantes para a ocorréncia de contaminagdo cruzada (Jensen et al, 2013; Miranda &

Schaftfner, 2016).
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O tipo de matriz foi um dos fatores analisados nesta experiéncia. Este fator ¢ relevante, pois
o nivel de nutrientes presentes na matriz afeta a sobrevivéncia das bactérias presentes na
superficie; quanto mais nutritiva for, mais baterias retém (Dawson et al., 2007).

Na matriz de frango cru, a diferenga de valores deve-se ao diferente método de preparagao,
como explicado acima. Contudo, o alimento (tomate) utilizado para avaliar a contaminagao
cruzada a partir desta matriz (frango cru) também foi diferente dos restantes, mas ndo parece
que este tenha tido grande influéncia na obten¢do de valores de UFC/mL mais baixos que os
restantes, uma vez que este, por ser um alimento himido, poderia facilitar a transferéncia
bacteriana (Gkana et al., 2016; Miranda & Schaffner, 2016).

Na matriz de frango cozido observaram-se diferencas significativas na sobrevivéncia de
Salmonella entre as superficies de marmore tratadas e ndo tratadas (P = 0,019), no entanto para
a contaminac¢do cruzada, ndo se observaram diferencas significativas entre os alimentos (P =
1,000). Com a analise dos graficos (4.2.2, 4.2.3,4.2.4, 4.2.5) verificaram-se diferencas entre a
sua interagdo no inox € no marmore, contrariando o estudo anteriormente referido de Jensen et
al. (2013), mostrando que nesta matriz as superficies de contacto interferem na transmissao de
bactérias. Estes resultados ocorrem provavelmente por esta matriz ser a menos nutritiva,
composta por 10% de frango e 90% de dgua, conferindo menos protecao a bactéria (Dawson et
al., 2007).

Na matriz de gema de ovo, obtiveram-se diferengas significativas entre as superficies
contaminadas e o controlo (P < 0,05) em ambas as situagdes. Os valores alcangados na matriz
foram sempre mais elevados do que os do controlo em todos os momentos, isso pode dever-se
ao facto de a natureza da matriz ter um papel determinante na ocorréncia de contaminacao
cruzada (Miranda & Schaffner, 2016). A gema de ovo ¢ um dos alimentos mais abundantes,
principalmente constituida por triglicerideos, fosfolipidos, colesterol, acidos gordos e vitaminas
(Chousalkar et al., 2021). O patogénico Salmonella utiliza esses nutrientes, presentes na gema
de ovo, para estabilizar a membrana celular quando esta em stress, podendo ocorrer a sua
multiplicacdo (Chousalkar et al., 2021; Kang et al., 2018).

Nos controlos, apenas diferencas significativas (P = 0,026) foram encontradas entre as
superficies de inox tratadas e ndo tratadas (figura 4.2.1), demonstrando novamente o que tinha
sido observado na primeira parte deste trabalho em relagdo a atividade antimicrobiana do
revestimento utilizado. No entanto, com os resultados obtidos nesta parte do estudo, observou-
se que o revestimento comercial s6 depois de 2h de contacto e em in6culos sem matrizes ¢ que
apresentou valores quase inexistentes de sobrevivéncia de Salmonella. Dessa forma, foi

possivel comprovar que o uso deste revestimento nao impediu a transmissao, nao havendo
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diferencas significativas (P > 0,05) entre superficies tratadas e ndo tratadas quando a bactéria
estd inserida numa matriz alimentar.

Gunther et al. (2018), realizaram um estudo sobre a atividade antimicrobiana de um
revestimento de compostos quaternarios de amoénio contra Campylobacter jejuni, onde
utilizaram diferentes concentragdes de revestimento e diferentes tempos de contacto. A
conclusdo a que chegaram foi que o revestimento tem sempre atividade antimicrobiana, mas
em curtos periodos de tempo de contacto a sua eficacia reduz, e demostra uma boa atividade
microbiana em longos periodos de contacto.

Apesar do revestimento utilizado neste estudo ter sido efetivo na auséncia de uma matriz
alimentar, na sua presenga 0 mesmo ndo parece ser capaz de impedir a contaminagdo cruzada
de alimentos, ndo se mostrando eficaz na eliminacdo de Salmonella. A matriz alimentar parece
ter sido o fator determinante para a sobrevivéncia de Salmonella, uma vez que conferiu protecao
a bactéria dificultando a atuag¢do do revestimento (Gkana et al., 2016; H. Kusumaningrum,
2003; Miranda & Schaffner, 2016). O mesmo tem sido reportado para outros patogénicos;
Kaden et al. (2018) estudaram a sobrevivéncia de Brucella em vérias matrizes, como leite,
farinha, folhas de espinafres, 4gua de torneira, entre outros. Observaram que a recuperagdo de
Brucella ap6s uma hora em contacto com as matrizes alimentares foi elevada, exceto nos
espinafres em que observaram uma baixa recuperacdo. Foi também observado que a bactéria
consegue permanecer viva durante varios dias em algumas matrizes alimentares (132 dias no
leite e 28 na agua). Os autores concluiram que a sobrevivéncia de Brucella foi afetada pela
composi¢ao das matrizes, mas que a bactéria tem uma grande capacidade de sobrevivéncia das
matrizes favoraveis ao seu crescimento, como o caso do leite que é um reservatoria natural de

Brucella..
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5. Conclusao

A sobrevivéncia de patogénicos nas superficies que contactam com os alimentos ¢ um fator
a considerar na avaliagdo da contamina¢do cruzada de superficies para alimentos. Por outro
lado, dificultar a permanéncia desses organismos nas areas de contacto com alimentos ¢ uma
solu¢do para diminuir a ocorréncia de contaminacdo cruzada. Foi com esse intuito que se
realizou o presente trabalho, para se verificar se um revestimento comercial ajudaria a prevenir
a ocorréncia de contaminacao cruzada de superficies para alimentos.

Ao aplicar a norma internacional ISO 22196: 2011, observou-se uma reducdo bacteriana
para niveis inferiores ao limite de detecdo em todas as superficies tratadas, provando que o
revestimento tem uma boa atividade antimicrobiana.

Contudo, apds a adigdo de um cocktail de Salmonella a matrizes alimentares, de forma a
recriar condi¢des reais numa cozinha, o revestimento nao se mostrou tao eficaz. Os valores de
sobrevivéncia bacteriana apresentados pelas superficies apds o contacto com as matrizes
contaminadas, ndo apresentaram diferengas significativas entre superficies tratadas e ndo
tratadas (P > 0,05), assim como os valores obtidosna transmissao debactérias para os alimentos
apos o contacto com as superficies contaminadas. O tempo de permanéncia da matriz na
superficie nao foi um fator determinante, uma vez que nao demostrou diferencas, ao contrario
do material das superficies, onde a rugosidade e a sua capacidade hidrofobica interferiram com
a sobrevivéncia e transferéncia de Salmonella. Contudo, o fator que mais peso teve na
sobrevivéncia bacteriana foi a incorpora¢ao do indculo nas diferentes matrizes, pois verificou-
se que todas elas conferiram prote¢do ao patogénico Salmonella quando em contacto com o
revestimento.

Apos a realizacdo deste estudo, pode ser concluido que a utilizagdo da norma ISO 22196:
2011 para averiguar a eficicia de um revestimento da apenas uma ideia da sua atividade
antimicrobiana. Isto porque os métodos utilizados ndo se assemelham ao que acontece na
realidade, levando a que os resultados da atividade antimicrobiana se alterem quando testados
noutras circunstancias. E o caso do uso de uma matriz alimentar, circunstancia possivel de
acontecer em qualquer ambiente de preparacao de alimentos, que confere protecao as bactérias

e diminui a eficdcia do revestimento, ndo impedindo possiveis contaminagdes cruzadas.

24



6. Trabalho futuro

Para completar este estudo, algumas sugestdes para futuros trabalhos que poderdo ser

consideradas sdo:

Realizar as experiéncias com outros patogénicos alimentares importantes, como
Listeria monocytogenes, por exemplo, para verificar se os resultados se assemelham
aos obtidos para o patogénico Salmonella.

Utilizar outro tipo de superficies, como vidro ou plastico, que também sdao materiais
bastante utilizados nas cozinhas, para testar se influenciam de forma diferente a
sobrevivéncia de bactérias.

Para obter um estudo mais completo sobre revestimentos antimicrobianos, outros
revestimentos com diferentes agentes deviam ser testados e, seria também
interessante, avaliar combinagdes entre estes.

Neste estudo foi verificado que a transferéncia de Sa/monella foi menor na matriz
solida, mas foram utilizadas poucas amostras. Futuramente, seria interessante estudar

esta diferenca entre matrizes solidas e liquidas em amostras mais variadas.
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