ISSN 0102-5716 Veterindria e Zootecnia 267

AVALIACAO DO POTENCIAL INIBITORIO DE SUBSTANCIAS
ANTIMICROBIANAS E AMONIA QUATERNARIA NA DESINFECCAO DE OVOS
COMERCIAIS EXPERIMENTALMENTE CONTAMINADOS COM Salmonella
enterica SOROVAR ENTERITIDIS

Adriano Sakai Okamoto'
Raphael Lucio Andreatti Filho?
Edna Teresa de Lima®

RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial inibitorio de substancias antimicrobianas
produzidas por Lactobacillus reuteri € amonia quaternaria na desinfec¢do da superficie das
cascas de ovos de consumo experimentalmente contaminados com Salmonella enterica
sorovar Enteritidis (SE). Um total de 40 ovos obtidos no comércio foram contaminados
individualmente por aspersdo com 3mL de cultura de SE, contendo 1,5 x 10° unidades
formadoras de colonia (UFC)/mL. Posteriormente os ovos foram armazenados a temperatura
de 26°C durante 24 horas para secagem e fixa¢do da SE nas cascas dos ovos. Os tratamentos
com solu¢do salina fosfatada tamponada (PBS), amoénia quaterndria e substancias
antimicrobianas produzidas por Lactobacillus reuteri foram aspergidos na quantidade de SmL
sobre cada ovo. Cada um dos ovos foi submetido a contagem bacteriana por dilui¢ao seriada,
apos 24 horas da contaminagdo experimental e também 30 minutos apds os tratamentos. O
grupo tratado com amoénia quaternaria apresentou a menor contagem bacteriana de SE nas
cascas dos ovos apds o tratamento, com reducao de 92% de UFC, mostrando-se mais
eficiente quando comparado ao tratamento com substancias antimicrobianas, onde foi
observada diminui¢do da contagem bacteriana de 71,6%. O potencial inibitdrio das
substancias antimicrobianas produzidas por Lactobacillus reuteri foi significativo na reducao
de SE da superficie das cascas dos ovos, porém o tratamento com amodnia quaternaria
demonstrou ser mais efetivo.

Palavras-chave: Substancias antimicrobianas, ovos, desinfec¢do, Salmonella, Lactobacillus.

EVALUATION OF INHIBITORY POTENTIAL OF ANTIMICROBIAL
SUBSTANCES AND QUATERNARY AMMONIA IN DISINFECTION OF
COMMERCIAL EGGS EXPERIMENTALLY CONTAMINATED WITH Salmonella
enterica SEROVAR ENTERITIDIS

ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the inhibitory potential of antimicrobial substances
produced by Lactobacillus reuteri and quaternary ammonia in disinfection of shell surfaces
of eggs available for consumption that were experimentally contaminated with Sal/monella
enterica serovar Enteritidis (SE). A total of 40 eggs, obtained commercially, were
contaminated individually by aspersion with 3mL of SE culture, containing 1.5 x 10° colony
forming units (CFU)/mL. Subsequently, the eggs were stored at a temperature of 26°C for 24
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hours for drying and fixation of SE on eggshells. The treatments with phosphate buffered
saline solution (PBS), quaternary ammonia and antimicrobial substances produced by
Lactobacillus reuteri were sprinkled at the volume of SmL on each egg. Each egg was
submitted to bacterial count by series dilution, 24 hours after experimental contamination and
also 30 minutes after the treatments. The group treated with quaternary ammonia presented
the lowest SE bacterial count on eggshells after treatment, with CFU reduction of 92%, thus
showing more efficiency compared to treatment with antimicrobial substances, where 71.6%
diminution of bacterial count was observed. The inhibitory potential of antimicrobial
substances produced by Lactobacillus reuteri was significant in SE reduction on eggshell
surfaces, but treatment with quaternary ammonia was demonstrated to be more effective.

Key words: Antimicrobial substances, eggs, disinfection, Salmonella, Lactobacillus.

EVALUACION DEL POTENCIAL INHIBITORIO DE SUSTANCIAS
ANTIMICROBIANAS Y AMONIO CUATERNARIO EN LA DESINFECCION DE
HUEVOS COMERCIALES CONTAMINADOS EXPERIMENTALMENTE CON
Salmonella enterica SEROVARIEDAD ENTERITIDIS

RESUMEN

Este trabajo tuvo por objetivo evaluar el potencial inhibitorio de sustancias antimicrobianas
producidas por Lactobacillus reuteri y amonio cuaternario en la desinfeccion de la superficie
de las cascaras de huevos de consumo contaminados experimentalmente con Salmonella
enterica serovariedad Enteritidis (SE). Un total de 40 huevos obtenidos en comercios fueron
contaminados individualmente por aspersion con 3 mL de cultivo de SE, que contenia 1.5 x
10° unidades formadoras de colonia (UFC)/mL. Posteriormente los huevos fueron
almacenados a temperatura de 26°C durante 24 horas para secado y fijacioén de las SE en las
cascaras de los huevos. Los tratamientos con solucion salina fisioldgica tamponada (PBS),
amonio cuaternario y sustancias antimicrobianas producidas por Lactobacillus reuteri fueron
aplicados por aspersion en una cantidad de 5 mL sobre cada huevo. Cada uno de los huevos
fue sometido a conteo bacteriano por dilucién seriada, después de 24 horas de la
contaminacion experimental y también 30 minutos después de los tratamientos. El grupo
tratado con amonio cuaternario presento un conteo bacteriano menor de SE en las céscaras de
los huevos después del tratamiento, con reduccion de 92% de UFC por lo que dicho
compuesto demostrd ser mas eficiente en comparaciéon con el tratamiento por sustancias
antibacterianas, en el cual se observo disminucion del conteo bacteriano de 71,6%. El
potencial inhibitorio de las sustancias antimicrobianas producidas por Lactobacillus reuteri
fue significativo en la reduccion de SE de la superficie de las céscaras de los huevos. Sin
embargo, el tratamiento con amonio cuaternario demostro6 ser mas efectivo.

Palabras-clave: sustancias antimicrobianas, huevos, desinfeccion, Salmonella,
Lactobacillus.

INTRODUCAO

Aves comerciais constituem um dos maiores e mais importantes reservatorios de
Salmonells spp., sendo que alguns sorotipos adaptados a transmissdao pelos ovos, como por
exemplo a Salmonella Enteritidis (SE) fagotipo 4, podem determinar quadros de infec¢do
alimentar em humanos (1, 2). Evidéncias epidemioldgicas indicaram que o conteudo
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contaminado de ovos limpos e intactos foi responsavel pela transmissdo de SE para humanos
(3).

A garantia da qualidade e seguranga dos alimentos para a manutencdo da satde ¢
reconhecida internacionalmente. Os avangos na area da tecnologia de alimentos t€ém como
objetivo maior garantir a qualidade e a inocuidade dos mesmos, pois as doencas veiculadas
por alimentos representam problemas de satde publica e uma importante causa de reducao da
produtividade econdmica (4).

Segundo KONDO (5), a desinfec¢ao de ovos pode ser feita na forma seca (fumigacao)
ou umida (aspersao ou imersdo). Na desinfec¢do seca ¢ utilizado formol ou paraformol,
enquanto que na desinfec¢ao imida podem ser utilizados desinfetantes como glutaraldeido,
amonia quaternaria, fenolicos, clorhexidina e proxitane, entre outros.

Desinfetantes como amonia quaterndria e hipoclorito de sddio sdao eficazes na redugao
da multiplicacdo e penetracao de SE na casca dos ovos (6), mas a sua escolha devera recair
sobre aquele que cumprir com o maior nimero de requisitos a finalidade desejada, sendo que
na mesma concentracdo € no mesmo espaco de tempo deve eliminar bactérias, virus, fungos,
protozoarios ¢ parasitos (7).

Os agentes antimicrobianos sdo definidos como substancias que matam ou previnem o
crescimento de microrganismos. As denominagdes bactericidas, fungicidas e viricidas
indicam o tipo de microrganismo destruido e bacteriostatico se refere aos agentes que apenas
inibem o crescimento das bactérias (8).

Segundo SERVIN et al. (9), as bactérias lacticas apresentam grande efeito inibitorio
sobre o crescimento e a producao de toxinas de muitas outras espécies de bactérias. A
eficacia e o espectro de a¢do contra microrganismos patogénicos ocorrem devido a uma gama
de metabolitos produzidos por essas bactérias, denominados de substancias antimicrobianas,
as quais incluem os acidos organicos como latico e acético, o perdxido de hidrogénio que
inibe o crescimento de patdgenos por meio do efeito oxidante nas células bacterianas (10) ou
pela destruicao molecular da estrutura basica dos acidos nucléicos e proteinas celulares (11) e
producdo de proteinas especificas ou complexo de proteinas denominadas bacteriocinas (12,
13), as quais sdo conhecidas como peptideos com agdo bactericida ou bacteriostatica e que
demonstram atividade antagdnica contra microrganismos patogénicos (14).

LIMA et al. (15), demonstraram que cepas de Lactobacillus reuteri produtoras de
substancias antimicrobianas, apresentaram agdo antagdnica in vitro frente a Enterococcus,
Staphylococcus, Listeria e Salmonella. No entanto, a eficiéncia de um antimicrobiano
depende de fatores ambientais, que podem agir isoladamente ou em combinacdo, tais como
pH, atividade de agua, temperatura, atmosfera e carga microbiana inicial (16).

O presente trabalho objetivou avaliar o potencial inibitério de substancias
antimicrobianas e amonia quaterndria na desinfec¢do de ovos comerciais experimentalmente
contaminados com SE.

MATERIAL E METODOS

Local

O experimento foi realizado no Laboratorio de Ornitopatologia do Departamento de
Clinica Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista — UNESP — Campus Botucatu.
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Ovos

Foram utilizados 40 ovos para consumo, provenientes de estabelecimento comercial em
condi¢cdes de temperatura ambiente. Concomitantemente, 10 ovos excedentes foram
examinados com o intuito de verificar contaminagao prévia por Salmonella spp.

Amostra bacteriana para desafio — Salmonella Enteritidis.

Foi utilizada amostra de Salmonella enterica sorovar Enteritidis (SE), isolada de figado
de matrizes pesadas, mutante resistente ao acido nalidixico (Nal) e rifampicina (Rif) e
desenvolvida por meio de cultivos sucessivos em agar verde brilhante (AVB) contendo Nal
(100pg/mL de meio) e Rif (100pug/mL de meio) (17). O indculo constituiu-se do cultivo de
SE em 150mL de caldo infusdao de cérebro cora¢ao (BHI), incubado a 37°C durante 18 horas.
O numero de unidades formadoras de colonia (UFC)/mL foi determinado por dilui¢des
decimais seriadas em PBS com pH 7.0.

Amostras bacterianas para tratamento — Lactobacillus reuteri

Foram utilizadas cinco amostras de Lactobacillus reuteri com atividade antimicrobiana
in vitro frente a microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos (15), isoladas do inglavio
e cecos de matrizes pesadas, empregando-se cultivo anaerdbio (Anaerobac-PROBAC) em
caldo DeMan-Rugosa-Sharpe (MRS). As amostras foram identificadas no Laboratorio de
Ornitopatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus
Botucatu, utilizando os testes de hidroxido de potassio, coloragao pelo método de Gram,
producdo de catalase e formacdo de gas a partir de glicose. A identificagdo das amostras foi
confirmada utilizando o API 50 CH® e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), sendo
posteriormente estocadas a -190°C até o momento de uso.

Contaminagdo experimental

A contaminagao foi realizada com SE cultivada em 150mL de BHI com incubagao a
37°C por 18 horas. Apds o periodo de incubagdo a cultura foi aspergida sobre cada ovo (40
ovos) na propor¢ao de 3mL e concentragdo de 1,5 x 10° UFC/mL.

Os 40 ovos foram armazenados a temperatura de 26°C durante 24 horas para secagem e
fixacdo da SE nas cascas, sendo posteriormente divididos em trés grupos de 10 ovos cada,
sendo que os 10 ovos restantes foram submetidos a contagem bacteriana de SE antes dos
tratamentos.

Atividade antimicrobiana — extracdo de substincias antimicrobianas

As amostras de Lactobacillus reuteri com atividade antimicrobiana frente a
microrganismos indicadores dos géneros Lactobacillus, Enterococcus, Stapylococcus,
Listeria e Salmonella (15) observada no método de antagonismo spot on the lawn (18), foram
submetidas a prova de atividade antimicrobiana pelo método de antagonismo simultdneo de
difusdo em pogos, com incubacao a 37°C por 24 horas e em condi¢des de anaerobiose para
descartar a possivel acdo do peroxido de hidrogénio. As amostras de Lactobacillus reuteri
foram semeadas em tubos contendo 10mL de caldo MRS modificado (acrescido com apenas
0,05% de glicose) e incubados em aerobiose a 37°C por 18 horas, visando assim eliminar a
acdo de acidos organicos.

A extracdo de bacteriocinas foi realizada por meio de centrifugagdo a 7000 rpm por 10
minutos, obtendo-se sobrenadante livre de células. O pH foi ajustado para 5,5 e realizou-se
microfiltragdo com membrana de poro Millex GV de 22um e 25mm de diametro (Millipore).
A atividade antimicrobiana dos sobrenadantes livres de células frente aos microrganismos

Okamoto AS. et al. Avaliagdo do potencial inibitério de substincias antimicrobianas e amonia quaternaria na
desinfec¢do de ovos comerciais experimentalmente contaminados com Salmonella enterica sorovar enteritidis.
Vet. e Zootec. 2010 jun.; 17(2): 267-274.



ISSN 0102-5716 Veterindria e Zootecnia 271

indicadores foi verificada por meio da formacao de halo de inibi¢do e mensurada da borda do
orificio (pogo) até o final da zona de inibi¢ao (mm).

Posteriormente utilizou-se o método de sandwich modificado de acordo com
HECHARD et al. (19), onde as amostras foram semeadas sob a forma de pontos em placas de
Petri contendo agar MRS e incubadas a 37°C por 12 horas. Em seguida, adicionou-se camada
de agar nutriente que apoOs solidificacdo recebeu camada de agar semi-solido de BHI
contendo os microrganismos indicadores. As placas foram incubadas novamente a 37°C por
24 horas. Este procedimento foi realizado para descartar a possivel agao de bacteriofagos.

Tratamentos

Foram realizados trés tratamentos apds 24 horas da contaminagdo experimental com
SE. No primeiro grupo o tratamento foi realizado com substancias antimicrobianas
produzidas por Lactobacillus reuteri. No segundo grupo este foi realizado com solucao de
amoénia quaternaria (AQ-CABQ-100 Buckman Laboratorios Ltda) na concentragdo de
200ppm (20). No terceiro grupo o tratamento foi feito com PBS, sendo este o grupo controle.
Todos os tratamentos foram realizados na forma de aspersdao de SmL sobre cada ovo.

Contagem bacteriana

Ap6s trinta minutos da aspersdo dos tratamentos, cada um dos ovos foi transferido para
bolsas plasticas estéreis (Nasco-Whirl-Pak™) contendo SmL de solucdo de agua peptonada
tamponada a 1%. Os ovos foram homogeneizados por 30 segundos ¢ aliquotas de ImL foram
transferidas para tubos de ensaio contendo 9mL de PBS, realizando-se diluigdes decimais
seriadas até 10°. Todas as determinacgdes bacterianas foram realizadas pelo plaqueamento de
0,ImL das respectivas dilui¢des decimais em duplicata de AVB Nal/Rif. O in6culo foi
espalhado sobre o agar com auxilio de al¢ca de Drigalski e as placas foram incubadas a 37°C
por 24 horas. O numero de UFC/ovo foi convertido em Log;, para interpretacdo dos
resultados. As suspensdes originais (ovo + 5 mL de dgua peptonada) foram incubadas em
caldo tetrationato e caldo selenito cistina a 37°C por 24 horas e plaqueadas em AVB e agar
MacConkey para identificagdo da presenga de SE nos casos em que a quantidade baixa nao
permitiria a observagdo na dilui¢cdo 10" @21).

Anadlise estatistica

Foi utilizada andlise estatistica ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, para comparagdo
das medianas de UFC de SE em cada tratamento e momento, com delineamento experimental
inteiramente ao acaso, com dez repeti¢des (22).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram expressos em medianas de UFC de SE nas cascas dos ovos. A
quantidade de SE nas cascas dos ovos antes e apOs os tratamentos com substancias
antimicrobianas, amodnia quaternaria ¢ PBS (controle), estd apresentada na Tabela 1.

Neste experimento ndo houve diferenga significativa no grupo tratado com PBS (grupo
controle) antes e apos o tratamento, diferindo apenas dos demais grupos apds os tratamentos.

O grupo tratado com amonia quaternaria apresentou a menor contagem bacteriana apds
o tratamento, com reducdo de 92% da quantidade de UFC nas cascas dos ovos, quando
comparado com os demais grupos, concordando com OLIVEIRA e SILVA (21) que também
demonstraram reducdo de SE nas cascas dos ovos, utilizando como desinfetante a amonia
quaterndria.
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BARROS et al. (23), observaram que a lavagem dos ovos com amodnia quaternaria a
25°C ou 43°C, reduziu a quantidade de SE, quando comparado com o uso de agua de torneira,
independente do tempo e temperatura de armazenamento, demonstrando eficiente poder
residual sobre SE, semelhantemente também ao que foi observado por WANG & SLAVIK
(6) e OLIVEIRA & SILVA (21).

Foi observada reducdo de 71,6% da quantidade de SE na casca de ovos do grupo
tratado com substancias antimicrobianas, quando comparado com o grupo controle.

Tabela 1. Quantidade de Salmonella enterica sorovar Enteritidis (SE) na casca de ovos
tratados com substancias antimicrobianas provenientes de Lactobacillus reuteri ou amonia
quaterndria.

Tratamento Antes do tratamento Apos o tratamento
Substancias antimicrobianas 8,5% Aa** 2,3 Ba
Amonia quaternaria 8,5 Aa 0,6 Bb
Controle 8,5 Aa 8,1 Ac

*Medianas de SE em unidades formadoras de colonia (Log;,) obtidas de dez repeti¢des para cada tratamento.
**Letras maitsculas comparam medianas de momento em cada tratamento (linha).
Letras mintisculas comparam medianas de tratamento em cada momento (coluna).

As bactérias laticas aparecem naturalmente em quase todos os alimentos fermentados e
algumas amostras podem produzir naturalmente substincias antimicrobianas como as
bacteriocinas, sendo assim aceitdveis como aditivos pelas autoridades e também pelos
consumidores (24). A reducdo de SE nas cascas dos ovos observada neste estudo, sugere que
a a¢do antagdnica pode ter ocorrido devido a a¢ao de substancias antimicrobianas de natureza
protéica, como as bacteriocinas.

A redugdo de populagdes bacterianas patogénicas pelas bacteriocinas € consideravel a
ponto de se vislumbrar a substituicido de agentes quimicos, utilizados usualmente na
prevengdo de diversas bactérias em alimentos, sendo esta atualmente a tendéncia de muitos
consumidores em diversos paises do mundo.

CONCLUSAO

O potencial inibitério das substincias antimicrobianas produzidas por Lactobacillus
reuteri reduziu significativamente a quantidade de SE nas cascas dos ovos, porém o
tratamento com amodnia quaternaria demonstrou ser mais efetivo nas condi¢des
implementadas neste experimento.
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