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RESUMO

Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni sdo umas das principais causas
de doencas transmitidas por alimentos, sendo a carne de frango considerada uma das principais
fontes de infeccdo para o homem. No ambiente industrial, a formacdo de biofilme por estes
microrganismos 0s torna mais resistentes aos processos de higienizacdo, aumentando sua
permanéncia nas plantas de processamento e favorecendo a contaminac¢do do produto final.
Neste contexto, este estudo teve por objetivo caracterizar fenotipicamente a formacdo de
biofilmes mono e multiespécies por S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni, avaliar diferentes
compostos antimicrobianos para prevencao e remoc¢do do biofilme pré-formado, e aplicar a
modelagem preditiva visando simular a adesdo e a inativagdo de biofilmes multiespécies. A
avaliacdo da formacdo de biofilme pela técnica de cristal violeta mostrou que das 33 cepas de S.
Enteritidis testadas, 60% produziram biofilme a 25°C (temperatura ambiente), para E. coli, 41%
formaram biofilme a 4°C (temperatura de refrigeracdo) e a 12°C (temperatura de sala de cortes e
desossa) e para C. jejuni, 31,8% a 4°C, 12°C e a 25°C. Os ensaios de prevencdo de biofilme em
microplacas utilizando &cido citrico, acido malico e ramnolipideo em diferentes concentracfes
demonstraram que todos estes compostos forneceram algum grau de prevencdo a 4°C, 12°C e
25°C, independente do microrganismo. Da mesma forma, os ensaios de remogéo utilizando,
além dos &cidos organicos e do biosurfactante, o cloreto de benzalcénio, todos com cinco e dez
minutos de contato, demonstraram boa atuagdo destas substancias, sendo que no maior tempo de
contato e nas maiores concentracdes houve um melhor desempenho. De modo geral, cepas dos
trés microrganismos que aderiram isoladamente ao poliestireno das microplacas também o
fizeram em superficies de uso comum em matadouros — frigorificos de aves (aco inoxidavel e
polietileno) sob a forma de biofilmes mono e multiespécie. Nos biofilmes multiespécie, com
combinagdes das bactérias em duplas e em trio, E. coli apresentou maior capacidade de adeséo,
seguido de S. Enteritidis e, por altimo, C. jejuni, independente da superficie avaliada. Dos
antimicrobianos testados por dez minutos nestes biofilmes formados a 4°C, 12°C e 25°C, o
acido citrico demonstrou melhor eficacia na remocdo, seguido do cloreto de benzalc6nio. O
tratamento com ramnolipideo ndo demonstrou diferenca em relagdo ao grupo controle. A partir
dos dados gerados com os biofilmes multiespécies foi possivel a obtencdo de 47 modelos
matematicos com coeficiente de determinacdo significativo (R?), destes 20 foram de adeséo e 27
de inativacdo. Os dados obtidos neste estudo fornecem subsidios para que a indUstria avicola
crie programas de controle e erradicagdo de biofilmes, a fim de evitar o risco de contaminagao
do produto final.

Palavras — chave: adesdo bacteriana, matadouros — frigorificos de aves, antimicrobianos,

modelos matematicos



ABSTRACT

Salmonella Enteritidis, Escherichia coli and Campylobacter jejuni are among the main causes
of foodborne diseases, and the chicken meat is considered a major source of infection for
humans. In the industrial environment, the biofilm formation by these microorganisms makes
them more resistant to the hygiene processes, increasing their permanence in the processing
plants and favoring contamination of the final product. In this context, this study aimed to
characterize phenotypically monospecies and multispecies biofilms formed by S. Enteritidis, E.
coli and C. jejuni; to evaluate different antimicrobial compounds for prevention and removal of
formed biofilm; and applying the predictive modeling in order to simulate adhesion and the
inactivation in multispecies biofilms. The evaluation of the biofilm formation by the violet
crystal technique showed that of the 33 strains of S. Enteritidis tested, 60% produced biofilm at
25°C (room temperature), for E. coli 41% formed biofilm at 4°C (refrigeration temperature)
and at 12°C (room temperature for cutting and deboning) and for C. jejuni 31.8% formed
biofilm at 4°C, 12°C and 25°C. Biofilm prevention tests on microplates using citric acid, malic
acid and rhamnolipid at different concentrations showed that all compounds provided some
degree of prevention at 4°C, 12°C and 25°C, independent of the microorganism. Likewise,
removal trials using benzalkonium chloride, in addition to organic acids and biosurfactant, with
five and ten minutes of contact, showed good performance of these substances. The best result
was obtained with ten minuts of contact and in the highest concentrations. In general, strains of
the three microorganisms that adhered alone on polystyrene from microplates also adhered on
surfaces commonly used in poultry slaughterhouses (stainless steel and polyethylene) in
monospecies and multispecies biofilms. In the multispecies biofilms, with combinations of the
bacteria in pairs and in trios, E. coli presented greater adhesion capacity, followed by S.
Enteritidis and, finally, C. jejuni, independent of the evaluated surface. Of the antimicrobials
tested for ten minutes in these biofilms formed at 4°C, 12°C and 25°C, the citric acid
demonstrated a better removal efficiency, followed by benzalkonium chloride. Treatment with
ramnolipide did not show any difference in relation to the control group. From the data
generated with the multispecies biofilms, it was possible to obtain 47 mathematical models with
significant coefficient of determination (R?, 20 of these models were adherence and 27
inactivation. The data obtained in this study provide subsidies for the poultry industry to create
biofilm control and eradication programs, in order to avoid the risk of contamination of the
final product.

Keywords: bacterial adhesion, poultry slaughterhouses, antimicrobials, mathematical models
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Centimetro quadrado

Centro de Microscopia e Microanalise
Gas carboénico

Diffusely adherent Escherichia coli
Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal
Densidade oOptica

Desvio padrao

Doencas transmitida por alimento
Enteroaggregative Escherichia coli
European Food Safety Authority
Enterohemorrhagic Escherichia coli
Enterohemorrhagic Escherichia coli

Eosin methylene blue agar
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EPEC Enteropathogenic Escherichia coli

EPS Extracellular polymeric substances

ETEC Enterotoxigenic Escherichia coli

EXPEC Extraintestinal pathogenic Escherichia coli

FDA Food and Drug Administration

FSAI Food Safety Authority of Ireland

g Grama

GFN Global Foodborne Infections Network

kV Quilovolt

M Molar

MAPA Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento

mCCDA Modified charcoal cefoperazone deoxycholate agar

MEV Microscopia eletronica de varredura

mL Mililitro

N Nitrogénio

n Tamanho da amostra

N Tamanho da populacéo

nm Nandmetro

NMEC Neonatal meningitis Escherichia coli

02 Oxigénio

pH Potencial hidrogenidnico

PPHO Procedimento padréo de higiene operacional
QS Quorum sensing

RDC Resolucédo da Diretoria Colegiada

STEC Shiga toxin-producing Escherichia coli
SVS Servigo de Vigilancia em Salde

TSA Tryptone soy agar

TSB Tryptone soy both without dextrose

UFC Unidade formadora de colbnia

UFRGS Universidade Federal do Rio Grande do Sul
UPEC Uropathogenic Escherichia coli

WHO World Health Organization



XLD Xylose lysine desoxycholate agar

STT 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl) - 2H-tetrazolium-5-
carboxanilide
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1 INTRODUCAO

De acordo com o relatorio anual da Associacdo Brasileira de Proteina Animal
(ABPA), em 2017 a avicultura reafirmou-se como um dos setores de maior importancia
para a economia do Brasil. Com uma producdo de cerca de 13 milhdes de toneladas de
carne de frango, o pais destacou-se como o segundo maior produtor mundial, somente
atras dos Estados Unidos. Deste total, aproximadamente 33% da producdo foram
destinados ao mercado externo, consolidando o Brasil como o maior exportador desta
commoditie (ABPA, 2018). Este elevado crescimento faz com que o setor venha
buscando melhorias nos indices produtivos. Neste contexto, a preocupagdo com a
sanidade dos planteis e, consequentemente, com a inocuidade dos produtos destinados
ao consumidor, passa a ser uma constante.

E conhecido que os produtos avicolas representam uma das principais fontes de
infeccdo de Salmonella Enteritidis e de Campylobacter jejuni para humanos (EPPS et
al. 2013; ANTUNES et al., 2016; TARABEES et al., 2017; ARGYRI et al., 2018;
HULANKOVA et al., 2018). Além disso, alguns estudos sugerem que cepas de
Escherichia coli patogénica avidria (APEC) podem apresentar potencial zoondtico,
sendo transmitidas ao homem através da carne de frango (MELLATA, 2013;
MITCHELL et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015). A capacidade destes trés
microrganismos em formar biofilmes nas mais diversas superficies encontradas na
industria avicola, como o aco inoxidavel e polimeros, sob uma ampla faixa de
temperatura (4°C a 42°C), tem sido abordada por diversos pesquisadores ao longo dos
anos (SKYBERG et al., 2007; TATCHOU-NYAMSI-KONIG 2008; FURUKAWA et
al., 2010; TEH et al., 2014; GEHLEN, 2016; GOMES-CARRETERO et al., 2017;
MERINO et al., 2019; ROSSI et al., 2017; SERENO et al., 2017; BORGES et al.,
2018). Em funcéo destes patdgenos serem encontrados isoladamente ou em conjunto em
uma mesma superficie ou produto, existe a real possibilidade da interacdo entre eles
através da formacdo de biofilmes multiespécies. Contudo, a relacdo e a interagdo entre
S. Enteritidis, C. jejuni e E. coli na constituicdo dos biofilmes é pouco estudada.

A fim de promover o controle microbioldgico e prevenir a adesdo bacteriana,
plantas de processamento séo rotineiramente submetidas a procedimentos de limpeza e
de desinfeccdo. No entanto, estudos demonstram que bactérias em biofilmes podem ser
100 vezes mais resistentes aos antimicrobianos em relacdo a sua forma plancténica
(COS et al., 2010; SIMOES, 2011; AKBAS, 2015). Além disso, a toxicidade, a
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corrosédo e a contaminacdo do produto final poderia limitar o uso dos desinfetantes
comerciais comumente empregados (SUNDHEIM et al., 1998; LANGSRUD et al.,
2003; TANG et al., 2011). Atualmente, compostos derivados de fontes naturais e com
atividade antimicrobiana tém atraido a atencdo devido ao seu status de seguro, como € o
caso dos &cidos organicos e dos biosurfactantes, os quais ja demonstraram serem
eficazes no controle de biofilme na industria de alimentos frente aos mais distintos
microrganismos (GOMES; NITSCHKE, 2012; RIVARDO et al., 2012; AKAR et al.,
2013; AKBAS; KOKUMER, 2015).

O desenvolvimento de um biofilme, bem como o seu controle, séo processos
complexos e influenciados por uma série de fatores biol6gicos, quimicos e ambientais.
Atualmente, com o intuito de promover um melhor entendimento da fisiologia
microbiana, bem como sua interacdo com fatores criticos, como tempo e temperatura,
modelos matematicos preditivos vem sendo desenvolvidos. O emprego desta ferramenta
no estudo de biofilmes tem obtido bons resultados, permitindo prever o fendbmeno de
formacdo e de remocédo dos biofilmes mono e multiespécies, considerando-se variaveis
como tempo, temperatura e acdo de diferentes tratamentos para seu controle
(BERNARDES, 2008; HORN; LACKNER, 2014; ZHANG, 2017).

Em relacdo ao exposto, este estudo teve como objetivo avaliar a formagéo de
biofilmes por S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni mono e multiespécie, e avaliar diferentes
compostos antimicrobianos para a remocdo e o controle da formacdo do biofilme

constituido por estes microrganismos, bem como a aplicacdo de modelagem preditiva.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar fenotipicamente a formagdo de biofilmes por Salmonella Enteritidis,
Escherichia coli e Campyobacter jejuni, avaliar diferentes compostos antimicrobianos
para prevencdo e remoc¢do do biofilme ja formado, e aplicar a modelagem preditiva

visando simular a ades&o e a inativacdo de biofilmes multiespécies.

2.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar a capacidade de adeséo e de formacdo de biofilme por cepas de S. Enteritidis,
E. coli e C. jejuni em microplacas de poliestireno a 25°C, 12°C e 4°C em biofilmes
monoespécie.

e Auvaliar a eficicia de um biosurfactante (ramnolipideo) e de dois acidos organicos
(citrico e malico) em diferentes concentracbes na prevencdo da formacdo de
biofilmes monoespécies de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni em microplacas de
poliestireno incubadas a 25°C, 12°C e 4°C.

e Avaliar a eficacia de um biosurfactante (ramnolipideo), de dois acidos organicos
(citrico e malico) e de um desinfetante a base de amdnia quarternaria (cloreto de
benzalcdnio) em diferentes concentracbes e em diferentes tempos de contato na
remocdo de biofilmes monoespécies de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni em
microplacas de poliestireno incubadas a 25°C, 12°C e 4°C.

e Auvaliar se as cepas de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni, com capacidade de formacéo
de biofilme no poliestireno, sdo também aptas a formar biofilme em superficies
encontradas em plantas de processamento de aves, como ago inoxidavel e polietileno.

e Auvaliar o comportamento de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni na formacdo de
biofilmes multiespécies a 4°C, 12°C e 25°C com 4, 12 e 24 horas de incubacdo em
superficies de aco inoxidavel e de polietileno.

o Verificar a eficacia do biosurfactante (ramnolipideo), de um dos acidos organicos (o
mais eficaz na remocdo dos biofilmes monoespécie) e do desinfetante a base de

amoOnia quarternaria (cloreto de benzalcdnio) na remogédo do biofilme multiespecie,
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utilizando-se as concentracdes e 0 tempo de contato que se mostraram mais eficazes
na remoc&o do biofilme monoespécie.

Elaborar modelos matemaéticos preditivos visando simular a adeséo e a inativacéo de
biofilmes multiespécies de E. coli, S. Enteritidis e C. jejuni em ago inoxidavel e

polietileno, considerando as variaveis tempo, temperatura e combinacao microbiana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Salmonella Enteritidis

Salmonella é um bastonete Gram-negativo, aerébio ou anaerdbio facultativo e
ndo formador de esporos, sendo em sua grande maioria moveis com flagelos
peritriquios. Seu habitat natural é o trato intestinal dos humanos e dos animais
(BERCHIERI JR; FREITAS NETO, 2009; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). As
salmonelas apresentam temperatura de crescimento entre 4°C e 45°C, com temperatura
6tima entre 35°C e 37°C. Além disso, podem sobreviver e desenvolver-se em ambientes
com variacdo de pH entre 3,0 e 9,4 (BHUNIA, 2008; KEERTHIRATHNE et al., 2016).
Esta bactéria pertence a familia Enterobacteriaceae e sdo conhecidas duas espécies, S.
bongori e S. enterica. A espécie S. enterica é dividida em seis subespécies: S. enterica
subsp. enterica; S. enterica subsp. salamae; S. enterica subsp. arizonae; S. enterica
subsp. diarizonae; S. enterica subsp. houtenae S. enterica subsp. indica. O grupo S.
enterica subsp. enterica contempla tanto salmonelas associadas aos mamiferos quanto
as aves. Em 2007, o Instituto Pasteur descreveu 2.579 sorovares de Salmonella através
do esquema de Kauffmann-White-LeMinor (GRIMONT; WEILL, 2007; MALORNY;
HAUSER; DIECKMANN, 2011).

Nas aves, as salmoneloses classificam-se em trés grupos, conforme
epizootiologia e patogenicidade dos diferentes sorovares. No grupo um estdo incluidas
Salmonella Galinarum e Samonella Pullorum, as quais causam, respectivamente, o tifo
aviario e a pulorose. Ao grupo dois pertencem as S. enterica subsp. enterica, moveis e
do tipo paratificas, excluindo-se S. Enteritidis e S. Typhimurium, e sdo responsaveis por
causar o paratifo aviario. Este grupo dificilmente causa doenca clinica em aves, mas tem
potencial de causar gastroenterites em humanos. No grupo trés estdo os sorovares S.
Enteritidis e S. Typhimurium, que dificilmente causam problemas em aves, mas sdo
relacionados a grande maioria de surtos de salmonelose em humanos (BACK, 2010a).

Considerando que aves e produtos avicolas sdo a principal fonte de Salmonella
para humanos, e que alguns sorovares sdo responsaveis por causar muitos prejuizos a
avicultura, o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) criou em
2003 o Plano Nacional de Sanidade Avicola (Instrugdo normativa n°® 78 de 03/11/2003,
modificada pela Instrugdo normativa n® 41 de 04/12/2017). Dentro deste programa,

preconiza-se que os planteis devem ser livres para S. Galinarum e S. Pullorum e livres
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ou controlados para S. Enteritidis e S. Typhimurium (BRASIL, 2003; BRASIL 2017).
Além disso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da
resolucdo da diretoria colegiada (RDC) n° 12 de 02 de janeiro de 2001, estabelece como
padrdo microbioldgico para carne de frango auséncia de Salmonella sp. em 25g do
produto (BRASIL, 2001).

Em aves jovens, o sorovar S. Enteritidis pode causar diarreia, desidratacao,
reducdo no consumo de alimentos, desuniformidade, empastamento da cloaca e
amontoamento proximo a fonte de calor. Em aves adultas, geralmente a infeccdo €
inaparente, mas algumas cepas podem causar anorexia, diarreia e redu¢do na producao
de ovos (GAST, 2008; BACK, 2010a).

Infeccbes por Salmonella em humanos sdo consideradas um dos maiores
problemas de salde publica no mundo. A Organizacdo Mundial da Saude (World
Health Organization — WHO) afirma que Salmonella é responsavel por um em cada
quatro casos de diarreia no mundo (WHO, 2018). O Centro de Controle e Prevencao de
Doencas dos Estados Unidos (Centers for Disease Control and Prevention — CDC)
estima que ocorram 1,2 milhGes de casos de salmonelose todos os anos, levando a 23
mil hospitalizages e 450 mortes. Os sorovares mais comumente associados as doencas
transmitidas por alimentos (DTA) sdo S. Enteritidis e S. Typhimurium (CDC, 2018).
Segundo dados da Autoridade em Seguranca dos Alimentos da Europa (European Food
Safety Authority — EFSA), mais de 100 mil casos de salmonelose sdo reportados em
humanos todos os anos, ocasionando custos de mais de trés bilhdes de euros por ano.
Em 2017, Salmonella foi a causa mais comum de DTA, sendo 0s produtos carneos e 0s
ovos as principais fontes de infeccdo. Além disso, S. Enteritidis é o sorovar mais
associado a salmonelose, causando um em cada sete surtos de origem alimentar (EFSA,
2018). Ainda, de acordo com informacdes da Rede Global de Infeccdes por Alimentos
(Global Foodborne Infections Network - GFN) da WHO, S. Enteritidis esteve em
primeiro lugar em um ranking de 15 sorotipos mais isolados em humanos, animais e
alimentos, no ano de 2014 na Europa (WHO, 2016).

No Brasil, um levantamento do Servico de Vigilancia em Sadde (SVS) apontou
Salmonella spp. como sendo responsavel por 525 casos dos mais de 1800 surtos
alimentares que foram causados por bactérias entre os anos de 2007 e 2017. Contudo,
destaca-se que durante este mesmo periodo, cerca de 66% dos alimentos incriminados
nos surtos tiveram registro ignorado ou inconclusivo (BRASIL, 2017). No Rio Grande

do Sul, S. Enteritidis foi o sorovar causador da maioria das salmoneloses alimentares
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investigadas pelo Centro Estadual de Vigilancia em Saude (CEVS), entre 2007 e 2014
(BRASIL, 2014). Pode-se considerar ainda que ha uma forte associagao entre os surtos
alimentares com contaminagdes cruzadas e tratamento térmico inadequado,

principalmente em residéncias, restaurantes e padarias (BRASIL, 2014).

3.2 Escherichia coli

E. coli é um bastonete Gram-negativo, possui metabolismo aerdbio e
fermentativo, atuando também como anaerdbio facultativo. Esta bactéria pertence a
familia Enterobacteriaceae e é parte integrante da microbiota intestinal dos mamiferos e
das aves (BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008; TORTORA; FUNKE; CASE,
2012). Atualmente sdo conhecidos seis patotipos de E. coli patogénica intestinal: EPEC
(Enteropathogenic Escherichia coli), ETEC (Enterotoxigenic Escherichia coli), EIEC
(Enterohemorrhagic Escherichia coli), EAEC (Enteroaggregative Escherichia coli),
STEC/EHEC  (Shiga  toxin-producing Escherichia  coli/  Enterohemorrhagic
Escherichia coli) e DAEC (E. coli difusamente aderente) (RUSSO; JOHNSON, 2000;
KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). H& também o grupo de E. coli com
patogenicidade extra intestinal (Extraintestinal pathogenic Escherichia coli - EXPEC).
Dentro deste grupo estdo cepas de E. coli conhecidas como UPEC (UroPathogenic
Escherichia coli), NMEC (Neonatal meningitis Escherichia coli) e APEC (Avian
pathogenic Escherichia coli) (RUSSO; JOHNSON, 2000; BARNES; NOLAN;
VAILLANCOURT, 2008; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Nas aves, cepas APEC sdo responsaveis por varios processos patoldgicos,
atuando como agente primario ou secundario no desenvolvimento de aerossaculite,
colisepticemia, pericardite, perihepatite, peritonite, salpingite, onfalite, sinovite,
coligranuloma, sindrome da cabeca inchada e celulite (FERREIRA; KNOBL, 2009).
Estas lesdes sdo responsaveis por um elevado numero de condenagdes em matadouros-
frigorificos de aves todos os anos (FERREIRA; SESTERHENN; KINDLEIN, 2012).
Além disso, o vazamento de conteldo intestinal ou contaminacdo externa proveniente
dos animais que entram na linha de abate favorece a contaminacgdo de carcagas com o
conteddo fecal, causando grandes transtornos a industria. Outro agravante é a
comprovacdo da capacidade de cepas de E. coli em formar biofilmes em superficies

onde ocorre processamento de carnes (GIAOURIS et al., 2015).
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Aslam et al. (2014) identificaram uma grande similaridade genética entre
isolados de E. coli provenientes de carcaca de frangos e perus com cepas EXPEC de
humanos. Nao obstante, outros trabalhos também tem demonstrado o compartilhamento
de genes entre cepas APEC e grupos de E. coli de importancia para satde publica. Em
razdo disso, sugere-se o potencial zoondtico das cepas aviarias (JOHNSON et al., 2007;
MITCHELL et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude evidenciaram que E. coli esta entre as
quatro principais causas de surtos alimentares no mundo (WHO, 2017a). No Brasil, este
patdgeno foi responsavel por 565 casos de DTA entre 2007 e 2017, sendo o principal
agente etioldgico bacteriano envolvido (BRASIL, 2017). Contudo, a identificacdo do
sorotipo geralmente ndo é realizada, principalmente porque a metodologia para
caracterizacdo soroldgica ndo esta implementada na maioria dos laboratorios centrais
(PAULA et al., 2014).

Dentre os sorotipos de E. coli mais importantes e com maior casuistica nos
ultimos anos, o 0O157:H7 assume um papel de grande importancia. Os sinais clinicos
observados sdo uma forte gastroenterite hemorragica, além da sindrome urémica
hemolitica e trombocitopenia tromboética purpura (FORSYTHE, 2013). Surtos
relacionados a este patdégeno ocorrem principalmente pela ingestdo de carne bovina crua
ou cozida insuficientemente. Contudo, ja foi relatado o isolamento de E. coli O157:H7 a
partir de carne de frango e suabe cloacal (DOYLE; SCHOENI, 1987; HESSAIN et al.,
2015; GURAN et al., 2017). Silagyi et al. (2009) realizaram um estudo avaliando a
capacidade de cepas de E. coli O157:H7 em aderir a superficies de ambientes de
processamento de alimento, incluindo em aco inoxidavel. A presenca da bactéria nestas
superficies pode levar a contaminacdo de produtos carneos (aves, suino e bovino).

De forma geral, todos os patotipos patogénicos de E. coli intestinais séo
potenciais causadores de gastroenterites em humanos. Por exemplo, o patotipo ETEC
tem sido associado a quadros de diarreia do viajante, e € a maior causa de doencas
diarreicas em paises subdesenvolvidos. A principal fonte de infeccdo para o homem é
pela contaminagdo de alimentos com fezes de animais ou de humanos (CDC, 2014).

E. coli também é um importante microrganismo indicador em programas de
autocontrole microbiolégico em matadouros-frigorificos de aves, bovinos e suinos,
principalmente nos Estados Unidos. No Brasil, a ANVISA, estabelece que, para carne
de frango, o limite aceitavel de coliformes ndo deve ser superior a 10* UFC/g (RDC n°
12, de 02 de janeiro de 2001) (BRASIL, 2001). No entanto, em 2018 foi colocado em
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consulta publica um documento que propde novos padrdes microbioldgicos para
alimentos, reduzindo este limite para 5x10° UFC/g na carne e em mildos de frango
(ANVISA, 2018).

3.3 Campylobacter jejuni

Campylobacter € um pequeno bacilo Gram-negativo (0,2 a 0,9 um de largura e
0,5 a5 um de comprimento) em forma de asa de gaivota. Possui um unico flagelo polar,
0 que lhe confere o movimento de saca-rolha. Caracteriza-se por ser um microrganismo
microaerdfilo estrito, necessitando de uma atmosfera com 5% de O, 10% de CO: e
85% de N para se desenvolver, além de apresentar crescimento fastidioso. Bactérias
deste género sdo sensiveis ao calor, a dessecacdo, aos desinfetantes e ndo formam
esporos. Grande parte das cepas produz a enzima oxidase, e podem ou ndo produzir
catalase. Geralmente, os isolados catalase positiva estdo relacionados a casos clinicos
em humanos (MEDEIROS, 2011; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Em cultivos
mais antigos ou em condicdes de estresse, Campylobacter apresenta-se sob a forma
cocdide degenerativa, tornando a bactéria em um estado viavel (infectante), porém nédo
cultivavel (RAMAMURTHY et al., 2014).

As espécies C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis pertencem ao grupo das
bactérias termofilicas e seu crescimento ocorre em temperaturas entre 41°C e 43°C. C.
jejuni e C. coli séo as espécies mais comumente isoladas em casos de gastroenterites em
humanos (ROSSI JUNIOR; BERCHIERI JUNIOR; FELIPE, 2009; MEDEIROS,
2011). Antes de se ter conhecimento a respeito de suas exigéncias para cultivo em
laboratério, ndo eram considerados microrganismos patogénicos importantes
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Atualmente, o uso de meios seletivos especificos
para o isolamento de Campylobacter, além de técnicas moleculares, tem facilitado o
estudo deste patdgeno.

Campylobacter € encontrado como habitante da microbiota intestinal de aves,
suinos, bovinos, animais silvestres e de estimacdo. Em aves, bactérias deste género
podem causar uma enterite leve, na maioria das vezes sem sinais clinicos, lesbes ou
interferéncia no desempenho. Contudo, o principal motivo pelo qual se preconiza o
controle deste patdgeno em aves, é para reduzir os riscos de infecgdo em humanos
(BACK, 2010b; NEWELL et al., 2017). Na cadeia avicola, o risco de colonizacdo do

intestino das aves por Campylobacter ocorre desde a entrada do pintinho na granja até o
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transporte das aves adultas ao matadouro-frigorifico. Dentro deste processo, as fontes de
infecgdo para as aves podem ser a 4gua, a cama do aviario, as aves silvestres, os insetos
e as caixas utilizadas no transporte dos animais até o frigorifico. Além disso, 0s
trabalhadores da granja podem carrear ou introduzir a bactéria no lote (SILVA et al.,
2011; NEWELL et al., 2017).

O fato de a ave chegar para o abate carreando patdégenos como Salmonella e
Campylobacter eleva as chances de contaminacdo de equipamentos durante o
processamento. Pesquisas com genotipagem de Campylobacter ja verificaram a
similaridade genética entre cepas encontradas no intestino das aves e em amostras do
produto final que sera disponibilizado ao consumidor (ROSSI et al., 2016). Apesar de
todos os esforcos visando reduzir o nivel de contamina¢do nos matadouros-frigorificos,
como os processos de escaldagem, de higienizacdo das superficies e dos equipamentos e
de resfriamento e congelamento, o produto final ainda é tido como potencial fonte de
infeccdo para 0 homem (ATANASSOVA et al., 2007; BERRANG et al., 2007).

Na Europa, o regulamento da comissdo (EU) 2017/1495 de 23 de agosto de 2017
estabeleceu padrBes microbioldgicos para Campylobacter spp. em carcacgas de frango.
De acordo com este documento, até 2020, para uma amostragem de 50 carcagas
coletadas apds o chiller, sera permitido no maximo 20 positivas, com limite de 10°
UFC/g. A expectativa é que este numero de amostras positivas seja reduzido para 15 a
partir de 2020, e para 10, a partir de 2025 (FSAI, 2017). No Brasil, ainda ndo ha
legislacdo que estabeleca padrGes microbioldgicos para Campylobacter sp. em
alimentos.

Segundo informacdes do CDC, Campylobacter é uma das principais causas de
doencas diarreicas nos EUA. A rede de vigilancia americana (FoodNet) afirmou que a
cada ano sdo diagnosticados cerca de 14 casos de campilobacteriose por 100 mil
habitantes. Considerando os casos nédo notificados da doenca, estima-se que mais de 1,3
milhdes de pessoas sejam acometidas a cada ano, levando a aproximadamente 76 Obitos
(CDC, 2017). Na Europa, a campilobacteriose acomete cerca de 190 mil pessoas a cada
ano, mas se estima que este nimero seja maior, proximo a nove milhdes. Do total de
casos na Europa, cerca de 20 a 30% esta relacionado aos produtos avicolas,
principalmente a carne de frango. O custo da doenca € de 2,4 bilhdes de euros por ano,
considerando 0s custos com tratamento e também pela perda de produtividade do
paciente (EFSA, 2016). Campylobacter, juntamente com Salmonella e E. coli, séo

umas das causas mais comuns de DTA no mundo (WHO, 2017b).
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No Brasil, entre 2000 e 2015, o Ministério da Saude reportou 37 casos de
campilobacteriose resultantes de cinco surtos. Cabe ressaltar, no entanto, que durante
este mesmo periodo, menos da metade das DTA tiveram agente etiolégico identificado
(BRASIL, 2015). A baixa incidéncia de campilobacteriose no Brasil pode ser
consequéncia da ineficiéncia dos programas de vigilancia, o que pode levar a uma
subnotifica¢do dos casos. Outra possivel explicacdo para estes dados, é que criangas em
paises em desenvolvimento podem ser expostas ao Campylobacter nos primeiros anos
de vida, podendo levar estes individuos a produzir anticorpos especificos contra o
patdgeno, reduzindo o risco da doenca na fase adulta (SILVA et al., 2015).

Além das gastroenterites, a infec¢do por C. jejuni pode ter consequéncias mais
graves, como a Sindrome de Guillian-Barré, uma polineuropatia aguda imunomediada
que causa lesdes na bainha de mielina, provocando artrites ou paralisia temporaria,
podendo levar ao 6bito (ALLOS et al., 1998; EFSA, 2011; NYATI; NYATI, 2013).

3.4 Biofilmes bacterianos

Biofilmes sdo definidos como comunidades de microrganismos envoltos por
uma substancia polimérica extracelular (extracellular polymeric substance - EPS)
aderidas a superficies bidticas ou abidticas (COSTERTON, 1995; JAMAL et al., 2015).
A fracdo de EPS corresponde a biopolimeros de origem microbiana, principalmente
polissacarideos, além de uma variedade de proteinas, glicoproteinas, glicolipideos e
acidos nucléicos. Todas estas substancias conferem estabilidade mecénica ao biofilme,
facilitam a adesdo a superficies e formam uma rede coesa e tridimensional, a qual
interconecta e imobiliza o biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010; LAWRENCE;
NEU, 2010).

A formacdo de biofilmes ocorre a partir de uma sequéncia de eventos.
Inicialmente ha a adesédo das células planctonicas de maneira reversivel a uma superficie
que proporcione o adequado crescimento (estagio 1), seguido de ligac&o irreversivel das
bactérias, as quais passam a formar microcoldnias na matriz de EPS (estagio II).
Progressivamente, as microcolonias se expandem e essa confluéncia leva a um fendtipo
mais estruturado com espacos ndo colonizados (estagio I11). Apds, estes espacos nao
colonizados sdo preenchidos com bactérias, cobrindo toda a superficie (estagio 1V) e
possibilitando a visualizagdo tridimensional do biofilme (estagio V). Por fim, as

bactérias dispersam da estrutura séssil e retornam ao seu estado plancténico, podendo
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colonizar outras superficies (estdgio VI) (LANDINI et al., 2010; SREY; JAHID; HA,
2013).

Muitas das pesquisas envolvendo biofilmes tratam de comunidades microbianas
constituidas por apenas uma espécie. Contudo, é cada vez mais claro que biofilmes
mistos prevalecem na natureza, sendo muito mais complexos em suas inter-relacdes.
Por isso, resultados in vitro obtidos de uma monocultura podem ser imprecisos e nao
representar a realidade. Nos ultimos anos tem aumentado o nimero de pesquisas com
biofilmes multiespécies, considerando-se estas comunidades como uma Unica unidade, a
fim de se obter o completo entendimento das consequéncias das interagdes entre 0s
diferentes tipos de microrganismos (BURM@LLE et al., 2014).

Considerando que os biofilmes sdo comunidades de microrganismos, a
comunicacdo entre eles € de grande importancia. Consequentemente, as bactérias
presentes nestas comunidades utilizam um sistema de comunicagdo chamado de quorum
sensing (QS). QS é a habilidade de uma bactéria em detectar informagdes ou sinais de
outras células em uma populacdo, quando atingem a densidade critica, ou seja, um
quorum. Os biofilmes multiespécies iniciam a partir da adesdo de um microrganismo
dominante, e, através da sinalizacdo emitida via QS, ocorre a adesdo ao biofilme pré-
formado. A maneira como ocorre a interagdo entre os microrganismos em um biofilme
multiespécie tem papel fundamental no desenvolvimento da comunidade, uma vez que
pode favorecer a evolucdo de determinadas espécies, tornando-as mais resistentes a
condicdes adversas. Um exemplo é o fato de que microrganismos das camadas mais
superficiais consomem o oxigénio (aerdbios), favorecendo o desenvolvimento e
manutencdo das células que necessitam de um ambiente com pouco o0xigénio
(microaerofilos ou anaerdbios) (HANSEN et al., 2007; ELIAS; BANIN, 2012; YANG
et al., 2011). As interacOes interespécies podem promover aumento da tolerancia aos
antimicrobianos, elevar a viruléncia no caso de infeccdes e melhorar a degradacao de
compostos organicos, quando comparado as monoculturas (STEENACKERS et al.,
2012; OGLESBY-SHERROUSE et al., 2014; RGDER; SORENSEN; BURM@LLE,
2016). O efeito de protecdo conferido pelo biofilme pode ser explicado por diversos
fatores, dentre eles mudancas estruturais, reducdo nas taxas de difusdo de substancias na
matriz, alteracdes no padréo de expressdo génica, diminuicdo das taxas de crescimento e
multiplicacéo bacteriana (BURM@LLE et al., 2014).

Uma comunidade microbiana complexa é caracterizada por relagdes

interespecificas de cooperacdo e/ou competicdo. Como exemplos de uma relacdo de
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cooperacdo hd o cometabolismo (producdo ou remocgdo de metabolitos por uma espécie
permitindo o crescimento de outra), coagregacao (ligacdo célula-célula entre diferentes
espeécies) e transferéncia horizontal de genes (DNA plasmidial é transferido de uma
espécie a outra via conjugacdo). Por outro lado, a disputa por nutrientes e a producao de
substancias por uma espécie que afete negativamente outra, caracterizam uma
competicdo (BURM@LLE et al., 2014).

Entre as interacdes microbianas mais estudadas, podem-se enfatizar os biofilmes
constituidos por Staphylococcus aureus e Candida Albicans e S. aureus e Pseudomonas
aeruginosa, 0s quais estdo geralmente associados a quadros crénicos de infeccdo em
humanos. Ha também biofilmes benéficos, responsaveis pela degradacdo de compostos
organicos e inorganicos durante o tratamento de aguas poluidas e em processos de
biorremediacdo, como é o caso dos biofilmes formados por Burkholderia sp. e P.
aeruginosa (BURM@LLE et al., 2014).

3.5 Biofilmes na industria de alimentos

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a contamina¢do do alimento
pode ocorrer durante qualquer etapa do seu processamento, ou seja, desde a sua
producéo até o consumo. Esta questdo assume ainda maior importancia ao se considerar
gue muitos patdgenos de relevancia em saide publica sdo transmitidos pelos alimentos.
Um levantamento constatou que as DTA causaram cerca de 1000 surtos notificados
entre 1996 e 2010, com uma projecdo de 48 milhdes de doentes, 128 mil hospitaliza¢des
e trés mil mortes nos Estados Unidos por ano (SCALAN et al., 2011). Além disso, ja
foram relatados surtos cujas causas foram patogenos associados a biofilmes (SREY;
JAHID; HA, 2013).

Na industria, os locais para formacdo de biofilme dependem da finalidade da
planta de processamento, mas podem incluir 4gua, leite e outros oleodutos liquidos,
placas pasteurizadoras, membranas de osmose reversa, mesas, luvas de funcionarios,
carcagas de animais, superficies de contato (plasticos, vidro, metal, madeira), silos de
armazenamento de matérias-primas e aditivos, tubos de distribuicdo e material de
embalagem. A presenca do biofilme em carnes cruas, superficies, ferramentas e
utensilios oferecem problemas de contaminacdo cruzada e contaminagdo pos-
processamento. Por esta razdo, todo material que tenha contato com os alimentos deve

ser higienizado frequentemente. Contudo, sabe-se que 0s microrganismos na forma de
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biofilme sdo muito mais resistentes a situacdes de estresse comumente encontradas nos
ambientes industriais (refrigeracédo, acidificacdo, sanificacdo e desinfeccdo). Por este
motivo, a presenca de biofilmes na inddstria de processamento de pescado, leite, aves e
carnes em geral passou a ser um grande problema, uma vez que pode levar a
deterioracdo do produto e a perda das propriedades organolépticas. (HARVEY;
KEENAN; GILMOUR, 2007; SOFOS; GEORNARA; 2010; PENA, 2010; GIAOURIS
et al., 2013; SADEKUZZAMAN et al., 2015; GALIE et al., 2018).

A presenca de grande quantidade de matéria organica propicia a formacéo de
biofilme nas industrias alimenticias. Por exemplo, nas plantas de processamento de
produtos l&cteos, 0s processos e a estrutura utilizados (tanques de leite, tubulaces,
pasteurizadores, centrifugas de manteiga, tanques de queijo e ferramentas de
embalagem) agem como substratos para a adesdo de diferentes microrganismos em
diferentes temperaturas. Estes biofilmes podem incluir a Pseudomonas spp. (psicrofilo)
e Geobacillus stearothermophilus (termofilo). Na indUstria de pescado, a presenca de
biofilmes formados por Aeromonas hydrophila, Listeria monocytogenes, S.
enterica ou Vibrio spp. sdo um problema econémico e de saude publica.

Na industria avicola, a formacdo de biofilmes bacterianos pode ocorrer tanto em
superficies de processamento da carne de frango, quanto na propria carne. Diversos
estudos tém pesquisado o desenvolvimento e a propagacao destes biofilmes, bem como
possiveis formas de prevencdo e controle (SREY et al., 2013; GIAOURIS et al., 2015).
Dentre os patdgenos com capacidade para formar biofilmes que possuem relevancia
para a avicultura e saide publica, destacam-se Salmonella spp., E. coli e C. jejuni
(BELOIN; GHIGO, 2005; REESER, et al.,, 2007; SKANDAMIS et al., 2009; TEH;
FLINT; FRENCH, 2010; STEENACKERS et al., 2010; BRONNEC et al., 2016).

Salmonella enterica é capaz de aderir a carnes e a outras matrizes alimentares
facilmente, podendo levar a surtos associados a produtos avicolas. Ja foi descrito que
50% a 100% dos isolados de Salmonella provenientes de ambientes avicolas tem
capacidade de formar biofilmes (MARIN; LAINEZ, 2009; LAMAS et al., 2018). Uma
das principais fontes de contaminacdo por Salmonella é o biofilme formado nas
estruturas utilizadas na fabricagdo de alimentos pré-cozidos, como o frango pré-cozido.
Este processo provocou surtos de DTA que afetaram mais de duas mil pessoas na
Espanha em 2005 (EUROSURVEILLANCE, 2005; GALIE et al., 2018). Também ja
foi descrita a adesdo de cepas de S. Enteritidis em temperaturas (3°C e 12°C) e

superficies (borracha, poliuretano e aco inoxidavel) comumente encontradas nos
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ambientes de processamento de carne de frango (CHIA et al., 2009; ABDALLAH et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2014; BORGES et al., 2018).

Assim como em outras espécies bacterianas, a formacdo de biofilme por C.
Jejuni em superficies de contato com alimentos, pode contribuir para sua persisténcia
fora do hospedeiro. Em condig@es in vitro, biofilmes monoespécie deste patdgeno ja
foram descritos no aco inoxidavel, vidro e diferentes tipos de polimeros, como o
poliestireno (JOSHUA et al.,, 2006; SANDERS; FRANK; ARNOLD, 2008;
HANNING; JARQUIN; SLAVIK, 2008; GUNTHER; CHEN 2009; LAMAS et al.,
2018). A viabilidade de C. Jejuni também j& foi demonstrada em biofilmes constituidos
por cinco outras espécies, como S. Agona, E. coli, P. aeruginosa e Enterococcus
faecalis. Estudos ja demonstraram que a sobrevivéncia desta bactéria é favorecida em
biofilmes mistos em comparacdo aos monoespécie, principalmente quando as condi¢bes
ambientais ndo sdo favoraveis ao seu crescimento (TEH; FLINT; FRENCH, 2010; ICA
et al.,, 2012; TEH; LEE; DYKES, 2014). Porém, a maioria dos estudos avaliando a
adesdo de cepas de Campylobacter é realizada em condicdes de microaerofilia e em
temperaturas superiores a 30°C, o que ndo representa de forma apropriada os
pardmetros ambientais. Desta forma, a habilidade deste microrganismo em formar
biofilme nos locais de processamento de alimentos ainda ndo é bem elucidada (TEH;
LEE; DYKES, 2014).

A capacidade de adeséo de cepas APEC ja foi demonstrada por alguns autores.
Peng et al. (2018) e Nielsen et al. (2018) evidenciaram a capacidade de adesdo destes
isolados em microplacas de poliestireno a 37°C através da técnica de cristal violeta.
Rodrigues et al., (2010) constataram uma producéo de biofilme de fraca a moderada a
37°C em cepas provenientes de matadouro-frigorifico apds higienizacdo. Da mesma
forma, Gehlen (2016) demonstrou a capacidade de adesdo de E. coli originarias de
plantas de processamento a 4°C, 12°C e 25°C no ago inoxidavel, polietileno e
poliuretano em biofilmes multiespécies com L. monocytogenes e S. Enteritidis. No
entanto, cabe enfatizar que estudos com biofilme avaliando isolados de E. coli
provenientes de aves ou de plantas de processamento avicola, bem como avaliando

superficies e temperaturas encontradas nestes ambientes, sdo pouco frequentes.
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3.5.1 Superficies de adeséo

O mecanismo de adesdo de microrganismos a superficies bioticas ou abidticas
ocorre de forma natural em meios aquosos. Em matadouros-frigorificos, a inadequada
higienizacdo das superficies e a presenca de adgua favorecem a formagao de biofilmes.
Da mesma forma, interacdes de hidrofobicidade entre a célula bacteriana e a superficie,
caracteristicas da superficie (rugosidade, estabilidade fisico-quimica, resisténcia a
corrosdo), fatores ambientais (pH, temperatura, osmolaridade, nivel de O e nutrientes)
e a presenca de outras bactérias também podem afetar a adesdo microbiana (GIAOURIS
etal., 2013).

Do ponto de vista de seguranca dos alimentos, qualquer superficie que venha a
ter contato com o alimento deve ser suave, impermeavel, livre de rachaduras ou
ranhuras, ndo porosa, ndo absorvente, ndo suscetivel a contaminacdo ou ndo
contaminante, ndo reativa, resistente a corrosao, duravel e lavavel. Além disso, ndo deve
ser toxica ou conter metais pesados (SCHMIDT; ERICKSON, 2005). Tendo em vista
estas caracteristicas, os materiais mais utilizados na inddstria sdo o aco inoxidavel,
polietileno, polipropileno, policarbonato, ago-carbono, fibra de vidro, poliuretano, PVC,
marmore, silicone, granito, teflon e vidro (ANDRADE, 2008). Contudo, 0 intenso uso
destas superficies ocasiona desgastes e 0 acumulo de sujidades, favorecendo a adeséao de
microrganismos (HOLAH; THORPE, 1990).

O aco inoxidavel é um dos materiais mais utilizados na industria e no ambiente
doméstico. Suas vantagens em relacdo a outras superficies sdo a resisténcia a corrosao,
dureza, ampla variedade de deriva¢Ges do produto, facilidade na fabricacdo e baixo
custo (SCHMIDT et al., 2012), além de resistir a altas temperaturas. E liso,
impermedavel e facilmente higienizado. Porém, quando danificado ou corroido, pode
favorecer o acimulo de residuos de alimentos e microrganismos (ANDRADE, 2008;
BERNARDES, 2008).

Os polimeros sdo outro tipo de material amplamente utilizado na industria de
alimentos. Suas caracteristicas de simplificar o processo de produgdo dos alimentos e
reduzir os custos, ndo deteriorar os alimentos do ponto de higiene e também de
seguridade alimentar sem alterar o equilibrio basico, tornam o seu uso muito atrativo
(AKELAH, 2013). Dentre os polimeros de maior importancia nas industrias de
processamento de carnes, em especial matadouros-frigorificos de aves, esta o

polietileno. Esta superficie € utilizada para o preparo de diversos alimentos tanto em
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escala industrial e em estabelecimentos comerciais, quanto no ambiente doméstico. Por
esta razdo, um dos principais problemas no uso do polietileno é a facilidade de
contaminacdo cruzada, relacionada principalmente a capacidade de adesdo dos
microrganismos (CARPENTIER, 1997). Além disto, a superficie das placas de corte de
polietileno é muito irregular, podendo ser desgastada facilmente, formando ranhuras que
servirdo para o acimulo de residuos e de bactérias (SINDE; CARBALLO, 2000).

3.5.2 Controle microbioldgico de biofilmes atraves de procedimentos de higienizacéo

A fim de garantir um produto microbiologicamente seguro ao consumidor, 0
Departamento de Inspecdo Higiénico-sanitaria de Alimentos de Origem Animal
(DIPOA) estabeleceu programas de autocontrole nas industrias. Dentre eles, o Programa
de Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional (PPHO), que descreve os métodos de
limpeza e desinfecdo a serem realizados antes do inicio das operagdes (pré-operacional)
ou durante as mesmas (operacionais) (BRASIL, 2005).

Os procedimentos de limpeza e desinfeccdo através de métodos fisicos e
quimicos estdo diretamente relacionados a qualidade do produto final (SIMOES;
SIMOES; VIEIRA, 2010; GIAOURIS et al., 2013). Como exemplo de agentes
quimicos de amplo uso na industria, pode-se destacar os desinfetantes. Uma vez que 0s
desinfetantes ndo penetram na matriz do biofilme ja formado, é necessario que seja
realizado um processo de limpeza anterior ao seu uso, a fim de melhorar o desempenho
da etapa de sanitizacdo. A limpeza consiste na etapa da higienizacdo onde ha a remocao
de residuos sélidos de alimentos e de outras sujidades, os quais podem ser fonte de
substrato para microrganismos e favorecer seu crescimento (MAUKONEN et al., 2003).
Os agentes de limpeza mais comuns sdo os surfactantes ou alcalis, utilizados para
dissolver os residuos de alimentos por meio da reducdo da tensdo superficial,
emulsificar gorduras e desnaturar proteinas. O uso destas substancias associado ao uso
de &gua quente sob pressdo constitui o processo de limpeza (ANDRADE, 2008). Esta
etapa € de grande importancia para se obter sucesso na remocdo de biofilmes, ja que
uma limpeza ineficaz impede que o desinfetante penetre na matriz do biofilme e elimine
as células viaveis (GIAOURIS et al., 2013).

O quaternario de amdnio é um dos desinfetantes mais utilizados em
estabelecimentos frigorificos de aves (SIDHU; SORUM; HOLCK, 2002). E livre de

odor, incolor, altamente estavel e pouco corrosivo para metais, desde que usado nas
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concentragdes recomendadas. E mais efetivo contra microrganismos Gram-positivos do
que em Gram-negativos, porém ndo atuam sobre esporos (PAULINO, 2006). Age em
ambientes com matéria organica melhor do que outras classes de desinfetantes.
Contudo, pode ser inativado por detergentes anidnicos ou polifosfatos inorganicos. E
facilmente degradado no ambiente, e atua em uma ampla faixa de pH, tendo sua agéo
comprometida sobre materiais fibrosos e em locais onde a dureza da agua é maior
(KUANA, 2009). Com relacéo ao risco ocupacional, ndo € irritante para a pele e possui
baixa toxicidade (TANG et al., 2011). Contudo, estudos ja relataram que seu intenso
uso em processos de desinfeccdo pode levar a adaptacdo microbiana (SUNDHEIM et
al., 1998; LANGSRUD; SUNDHEIM; BORGMANN, 2003; CARVALHO et al.,,
2017). Segundo a Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos
(Food and Drug Administration - FDA), recomenda-se a utilizacdo de uma
concentracdo entre 50 a 200 ppm para superficies onde ha a manipulacdo ou o contato
com o alimento (FDA, 2012).

3.5.3 Controle microbioldgico atraves da temperatura

Além do processo de higienizacdo de instalacdes e equipamentos, a garantia de
um produto final indcuo do ponto de vista microbiologico é também reflexo de um
rigoroso controle de temperatura (GEHLEN, 2016). A portaria n° 210 de 10 de
novembro de 1998 do MAPA estabelece limites para a temperatura em ambientes
especificos de matadouros-frigorificos de aves durante o processamento da carne.
Estabelecimentos que realizem desossa ou cortes devem ter temperatura ambiente
méaxima de 15°C, sendo a temperatura das carnes manipuladas ndo superior a 7°C
(BRASIL, 1998). Nas plantas frigorificas que exportam seus produtos para Unido
Europeia (UE), a temperatura nesta sala ndo deve exceder 12°C, conforme descrito no
regulamento 853/2004/CE (UNIAO EUROPEIA, 2004). Para a temperatura de
refrigeracdo de carcaca, cortes ou miudos, recomenda-se manter a camara entre 0 e 3°C,
com 1°C de tolerancia, estando assim em consonancia com a legislacdo vigente
(BRASIL, 1998).
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3.5.4 Métodos alternativos para controle do biofilme

Apesar de serem amplamente utilizados para o controle microbiano na industria
de alimentos, os desinfetantes apresentam desvantagens bem conhecidas, como a
toxicidade dos residuos e a promogdo de resisténcia antimicrobiana (LANGSRUD et
al., 2003). Além disso, a crescente percepcdo negativa do consumidor com relacdo ao
uso de produtos quimicos sintéticos e artificiais tém estimulado a pesquisa e o
desenvolvimento de produtos alternativos aos desinfetantes, especialmente aqueles
considerados ‘“naturais”. Neste contexto, estudos recentes tém demonstrado muitos
métodos promissores para o controle da formacgdo de biofilme em superficies que
entram em contato com os alimentos (GIAOURIS et al., 2013). Dentre eles pode-se
destacar o uso de fagos (SONI; NANNAPARENI, 2010; SREY; HA, 2013),
biosanitizantes produzidos por bactérias ndo patogénicas (por exemplo, &cido latico)
(NDAHETUYE et al., 2012), bacteriocinas (GOMEZ et al., 2012), ionizagdo e radiacio
ultravioleta (BAE; LEE, 2012), tratamento com ultrassom (OULAHAL-LAGSIR et al.,
2000), agua eletrolisada (AYEBAH et al.,, 2006; WILSMANN, 2018), ozbnio
(BAUMANN; MARTIN; FENG, 2009) e produtos naturais como o mel a 0,5% (LEE et
al., 2011). Além destes métodos, pesquisas recentes analisando os efeitos de &cidos
organicos e biosurfactantes tém apresentado resultados satisfatorios para fins de
prevencdo e remocdo de biofilmes (NITSCHKE, 2012; RANASALVA; SUNIL;
POOVARASAN, 2014; AKBAS, 2015; AMRUTHA et al., 2017).

3.5.4.1 Acidos organicos

Os acidos organicos (AO) sdo substancias amplamente presentes na natureza
como constituintes de plantas e animais. Acidos organicos comerciais ja s&o
amplamente utilizados na industria avicola. Misturas de acidos e misturas tamponadas,
incluindo sais acidos, favorecem seu maximo efeito antimicrobiano. Estes produtos
geralmente sdo adicionados na agua ou na racdo visando reduzir a contaminagdo por
patdgenos  especificos, como Salmonella spp. (PANDE; MCWHORTER;
CHOUSALKAR, 2018). Estas substancias sdo seguras do ponto de vista de saude
animal e humana, visto que ndo apresentam residuos téxicos. Os AO sdo considerados
tdo eficientes quanto os desinfetantes, e possuem como vantagem a menor quantidade

de produto utilizado, alem da reducdo do consumo de agua e de energia (AKBAS,
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2015). Porém, o efeito antimicrobiano dos AO é afetado pelas caracteristicas de cada
composto, incluindo composi¢do quimica, hidrofobicidade e tipo de AO (HSIAO;
SIEBERT, 1999).

O mecanismo de acdo antimicrobiana dos AO ainda ndo esta totalmente
elucidado, mas sabe-se que estas substancias apresentam potencial bactericida e
bacteriostatico, conforme o estado fisioldgico do organismo e as caracteristicas do
ambiente externo. A maioria destes compostos apresenta fraca natureza acida. Logo, o
pH é considerado um determinante da eficacia, pois afeta a concentracdo de &cido nao
dissolvido formado. Formas dissociadas de AO podem facilmente penetrar na
membrana lipidica da célula bacteriana, acidificando o citoplasma. Uma vez que a
bactéria necessita de pH neutro, ocorre a dissociacdo de anions e protons e a
consequente expulsdo de prétons. A exportacdo destes prétons requer um alto consumo
de trifosfato de adenosina celular (ATP) e pode resultar em deplegdo de energia celular.
Além disso, os AO podem inibir a funcdo da membrana da célula e o transporte de
nutrientes, evitando a sintese de macromoléculas e desnaturando o DNA (RICKE,
2003).

A atividade antimicrobiana dos AO sobre biofilmes ja foi verificada para
microrganismos de importancia em satde publica. Estudos tém demonstrado que alguns
tipos de AO apresentam boa eficicia sobre patdgenos alimentares, inclusive S.
Typhimurium, em superficies de contato com o alimento (SAMAPPITO; BUTKHUP,
2008; NAHAR; ULLAH; ISLAM, 2011; SINGLA; GANGULI, 2014). Borges,
Saavedra e Simdes (2012) avaliaram a atuacdo do acido galico e do &cido ferdlico na
prevencéo de biofilme por isolados de patogénicos de E. coli, Staphyloccocus aureus, P.
aeruginosa e L. monocytogenes. Observou-se uma reducdo de mais de 70% na
formacdo de biofilme, comprovando o potencial que estes fitoquimicos apresentam
como estratégia para o controle de biofilmes. Amrutha et al., (2017) demonstraram que
0s AO séo eficazes ndo so no controle de biofilme de Salmonella spp., mas também na
inibicdo da sinalizacdo do QS.

O acido citrico (AC) é um acido hidroxil tricarboxilico presente naturalmente na
maioria das frutas citricas, como limao e laranja. No entanto, sua producao para uso na
industria pode ser feita, em grandes volumes e a um baixo custo, a partir de processos
fermentativos do fungo Aspergillus niger. Este fungo excreta quantidades significativas
de AC quando cultivado em meio com alta concentracdo de agUcar, sais minerais e pH
de 25 a 3,5 (SAUER et al., 2008). O AC é reconhecido como seguro pelo
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Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States Departament of
Agriculture — USDA), sendo aprovado em 2010 para utilizacdo na inddstria de carnes
frescas e processadas e também na industria avicola, desde que utilizados em
concentracdes especificas e pré-estabelecidas (USDA, 2011). O AC inibe as células
bacterianas via quelacdo de metal, o qual é essencial para o crescimento do
microrganismao.

O é&cido malico (AM) é um &cido dicarboxilico encontrado em muitas frutas,
como maca, uva e péra (AKBAS, 2015). Sua producéo a nivel industrial pode ser feita,
assim como o AC, a partir de fermentacdo. Aspergillus flavus e Saccharomyces
cerevisiae sdo consideradas as principais espécies fangicas produtoras de AM (ZELLE
et al., 2008). Como antimicrobiano, possui mecanismo de acdo em func¢éo do baixo pH
(BEUCHAUT; GOLDEN, 1999) ou por causar um dano significativo no citoplasma da
bactéria (ESWARANANDAM; HETTIARACHCHY; JOHNSON, 2004).

Apesar dos inimeros estudos elucidando a eficiéncia dos &cidos organicos no
controle de microrganismos, conforme descrito acima, outros autores ja vem relatando
que algumas cepas, principalmente de Salmonella Heidelberg, ja adquiriram
mecanismos de resisténcia aos &cidos, por exemplo como evidenciado por Alvarez-
Ordofiez et al., 2010 e Santin et al., 2017.

3.5.4.2 Biosurfactantes

Os biosurfactantes, também chamados de bioemulsificantes, sdo grupos de
moléculas de superficie ativa, produzidos por microrganismos e com capacidade para
interacdo com hidrocarbonetos. Por ser um composto anfilico, apresenta a capacidade
de se acumular entre fases fluidas (6leo/agua ou ar/agua), reduzindo tens@es superficiais
e interfaciais, e formando emuls@es. Estas caracteristicas conferem aos biosurfactantes
aplicacbes na area da biorremediagdo, processamento de alimentos e industria
farmacéutica (NITSCHKE; COSTA, 2007; RANASALVA,; SUNIL; POOVARASAN,
2014). Ramnolipideo de P. aeruginosa, surfactina de Bacillus subtilis, emulsbes de
Acinetobacter calcoaceticos e sorolipideos de Candida bombicola sdo alguns tipos de
biosurfactantes. Algumas razdes para 0 aumento do interesse neste tipo de produto séo a
alta biodegradabilidade e a baixa toxicidade; atividade antimicrobiana e antitumoral;

estabilidade em condig¢des extremas de pH, salinidade e temperatura; e possibilidade de
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producdo a partir de substratos renovaveis em processos biotecnolégicos (FLASZ, et
al., 1998; MOHAN; NAKHLA; YANFUL, 2006).

Na industria de alimentos, o uso dos biosurfactantes tornou-se atrativo em
funcdo da sua capacidade emulsificante (BANNAT, et al., 2000), antiadesiva e
antimicrobiana (SINGH; CAMEOTRA, 2004). Atualmente, os ramnolipideos sdo uma
das classes mais promissoras de biosurfactantes, inclusive com aprovagdo do FDA para
uso em alimentos, cosméticos e na indastria farmacéutica nos Estados Unidos
(NITSCHKE; COSTA, 2007; RANASALVA; SUNIL; POOVARASAN, 2014). A acédo
antiadesiva dos biosurfactantes ¢ muito desejavel para industria de alimentos, uma vez
que € capaz de inibir a formacdo de biofilmes neste ambiente (RANASALVA; SUNIL;
POOVARASAN, 2014). Contudo, este efeito corresponde a uma pequena parte dos
estudos com estas moléculas (NITSCHKE; COSTA, 2007; ZERAIK; NITSCHKE,
2010). Complementando as propriedades antiadesivas dos biosurfactantes, pode-se
destacar a sua capacidade em remover biofilmes, a qual vem sendo avaliada em diversos
estudos contemplando patégenos de importancia em saude pablica (NITSCHKE et al.,
2009; GOMES; NITSCHKE, 2012; RIENZO et al., 2016). O mecanismo de acdo dos
biosurfactantes ocorre pela alteracdo da hidrofobicidade da superficie bacteriana,
interferindo na adesdo as superficies solidas. O efeito do biosurfactante na prevencao e
na destruicdo de biofilmes de S. aureus, L. monocytogenes e S. Enteritidis ja foi
relatado. Porém, este efeito depende da hidrofobicidade inicial da bactéria, bem como
do tipo de lipopeptideo e da concentracdo (RIVARDO et al., 2009).

3.6 Modelagem preditiva em microbiologia de alimentos

A microbiologia preditiva consiste em uma area do conhecimento capaz de
predizer o crescimento e a atividade de um microrganismo em um alimento ao longo do
tempo atraves de equac¢es matematicas (JAY, 2005). As predi¢des tém como principio
que as respostas das populagdes microbianas e as condicdes ambientais sdo
reprodutiveis (ROSS; DALGAARD; TIENUNGOON, 2000). O uso desta ferramenta na
area da tecnologia de alimentos iniciou em 1920 com a elaboracdo de modelos que
calculavam o tempo de destruicdo térmica de patdgenos relacionados a inddstria de
enlatados (ROSS; MCMEEKIN, 1994).

Ao longo dos anos, 0 emprego da microbiologia preditiva na area de alimentos

tem apresentado uma maior expressao. Este tipo de abordagem é muito util na



44

implantacdo e avaliacdo de programas de anélise de perigos e pontos criticos de controle
(APPCC) na industria de carnes, uma vez que é necessaria uma capacidade para lidar
quantitativamente com uma série de varidveis que influenciam a seguranca dos
alimentos. Desta forma, a modelagem pode descrever, por exemplo, o efeito da
temperatura sobre o crescimento, inativagdo ou sobrevivéncia de microrganismos. A
avaliacdo de risco também é outra aplicacdo importante da microbiologia preditiva, a
fim de verificar se o consumo de determinado alimento pode comprometer ou ndo a
salde do consumidor. Segundo estes autores, estudos de vida de prateleira,
desenvolvimento e pesquisas de novos produtos, sdo algumas das utilidades dos
modelos para industria da carne (MCDONALD & SUN 1999).

Com enfoque em saude publica, Elias et al., (2016) propuseram um modelo
capaz de prever a multiplicacdo de S. Enteritidis em maionese caseira sob diferentes
cenarios de temperatura ao longo do tempo. Os autores constataram que a estocagem
realizada em temperaturas abaixo 7°C sdo seguras ao consumidor. Seguindo neste
propdsito de seguridade dos alimentos, Lee et al., (2014a) desenvolveram modelos de
cinética de crescimento de L. monocytogenes em carne suina crua e obtiveram modelos
acurados para expressar de maneira aceitdvel o crescimento do microrganismo, tendo
sua principal aplicabilidade na definicdo de padrdes para evitar a contaminagdo do
produto.

Estudos utilizando a modelagem preditiva para predizer os fenémenos
relacionados aos biofilmes iniciaram na década de 1970 através de modelos que
consideravam um substrato e transporte em massa em biofilmes ja formados (HARRIS;
HANSFORD, 1976; HARREMOES, 1978). A partir de 1980, tiveram inicio modelos
incluindo biofilmes multiespécies e distribui¢cdo ndo uniforme dos diferentes tipos de
biomassa (RITTMANN; MCCARTY, 1980; WANNER; GUJER, 1986). Contudo, estes
modelos eram simples e consideravam apenas uma dimensdo e a dindmica de
crescimento em fase estacionaria. De 1990 até os dias atuais, impulsionados pelo grande
desenvolvimento tecnolégico, novos estudos foram desenvolvidos com o objetivo de
melhor compreender os biofilmes. Dados experimentais, multidimensionais e
multiespecificos foram desenvolvidos com o intuito de fornecer uma visdao mais realista
do biofilme, elucidando interagdes entre estas estruturas e 0 ambiente, bem como entre
as espécies dentro de um mesmo biofilme. Escalas de tempo também passaram a ser
consideradas (KREFT; BOOTH; WIMPENNY, 1998; ALPKVIST; KLAPPER, 2007).

A principal razéo para o crescimento dos estudos de modelagem para os biofilmes nos
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ultimos 30 anos ocorreu em fungdo do aumento da aceitagcdo de que 0s microrganismos
estdo, na realidade, organizados sob estas estruturas na natureza e ndo na forma
planctonica (COSTERTON, 1995; HALAN; BUEHLER; SCHMID, 2012).

Com o objetivo de promover a formacdo de biofilmes considerados benéficos
para prevenir a ocorréncia daqueles considerados prejudiciais, é necessario o
entendimento dos mecanismos que levem a sua formagéo, crescimento e renovacao,
bem como a sua organizacdo e funcionalidade. O desenvolvimento de um biofilme
consiste em um processo complexo e influenciado por fatores quimicos, fisicos e
biologicos. Geralmente um modelo matematico traduz a compreensdo conceitual do
sistema do biofilme em termos matematicos, combinando importantes processos
envolvidos, mas omitindo os de menor relevancia, e as solugfes sao obtidas através do
uso de matematica ou ferramentas estatisticas (ZHANG, 2017). De acordo com Wanner
et al., (2006), a “regra de ouro” da modelagem é que “um modelo deve ser tdo mais
simples quanto possivel, e tdo complexo quanto necessario”. Na Tabela 1 estéo
descritos alguns dos modelos mais atuais utilizados para o estudo dos biofilmes como

uma comunidade diversa:

Tabelal- Principais modelos matematicos utilizados para biofilmes.
Modelos

especificos/ferramentas

_ Aspectos modelados do
Categoria do modelo o
L biofilme

matematicas

Modelagem genética

Modelo de anélise de

balanco de fluxo

Modelo de inferéncia

estatistica

Modelo de gene-central
Modelo baseado em tragos

Modelo de Quorum sensing

Restricdo

Otimizacao do problema

Método baseado em

similaridade

Método baseado em regressao

Estrutura do biofilme,
interagdo entre espécies na
composicao genética,
interacdo entre espécies na
diversidade de ecossistema,
estrutura do biofilme

Interacdo entre espécies,

estrutura do biofilme

Interacdo entre espécies,

estabilidade da comunidade



46

Modelo de cinética de Modelo baseado no individuo Estrutura do biofilme,
crescimento interacdo com o ambiente,

propriedades mecanicas

Fonte: Zhang (2017)

Os modelos baseados em inferéncia estatistica partem do principio que dentro do
biofilme raramente encontra-se uma sO espécie. Geralmente as espécies coexistem e
possuem relagbes muito complexas (comensalismo, mutualismo, competicdo
parasitismo e amensalismo), afetando toda estrutura e funcionalidade do biofilme.
Todas estas interacdes podem ser avaliadas através de inferéncia estatistica baseado em
correlagbes (JAMES; BEAUDETTE; COSTERTON, 1995; FUHRMAN, 2009;
FREILICH et al., 2010; LEE et al., 2014b).

Apesar da grande importancia que o estudo dos biofilmes vem assumindo ao
longo dos anos, ainda ha poucos trabalhos elucidando a aplicacdo de modelagem

preditiva para melhor entendimento dos biofilmes na industria de alimentos.

3.7 Principais métodos para avaliacio dos biofilmes em superficies abidticas

Considerando a importancia que os biofilmes assumem na medicina humana,
veterinaria e areas relacionadas a biotecnologia, o continuo desenvolvimento de técnicas
de biologia molecular, métodos bioquimicos e técnicas de imagem sdo importantes a
fim de proporcionar um melhor entendimento destas estruturas complexas. Nesse
sentido, diferentes metodologias vém sendo desenvolvidas e empregadas ao longo dos
anos.

A viabilidade de células bacterianas dentro da matriz do biofilme pode ser
detectada através do monitoramento da sua atividade metabolica, avaliagdo de elétrons
respiratorios por sal de tetrazélio (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl) - 2H-
tetrazolium-5-carboxanilide - XTT), integridade de membrana (coloragéo live/dead por
SYTO 9 ou iodeto de propideo) ou habilidade de crescimento. Além disso, a quantidade
total de DNA viavel pode ser verificada através de qPCR (STIEFEL et al., 2016). Da
mesma forma, os componentes da matriz de EPS do biofilme podem ser visualizados e
quantificados. Proteinas podem ser coradas utilizando-se corantes especificos (SYPRO

RUBI, CBQCA ou NanoOrange) ou detectadas atraves de reacOes especificas, como o
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método de Lowry (STIEFEL et al., 2016). Os polissacarideos também podem ser
corados a partir de fluorescéncia ou outros corantes, como o Calcofluor (CHEN et al.,
2007).

Um dos métodos mais simples para quantificacdo dos biofilmes é o uso do
cristal violeta, o qual é muito utilizado para avaliacdo da biomassa total. Este corante
liga-se de forma indiferente as cargas negativas, tendo como alvo diversas moléculas
das membranas das bactérias e da matriz de EPS. Apds a coloracdo, o corante é
solubilizado com o uso de um solvente, como acido acético ou etanol. Esta quantidade
de corante solubilizado é mensurada por leitura de absorbancia, sendo diretamente
proporcional a quantidade de células aderidas no biofilme. Estudos que visam avaliar a
eficiéncia de procedimentos de limpeza e desinfeccdo requerem a associacdo de
métodos que quantifiguem a biomassa ndo removida pelo tratamento, como o cristal
violeta, com métodos que avaliem a viabilidade bacteriana do biofilme remanescente,
como a contagem microbiana (STEPANOVIC et al., 2000; PANTANELLA et al.,
2013). Para a enumeracdo de bactérias de um biofilme através do método de contagem
em placa, primeiramente é necessario realizar a desadesdo das bactérias da superficie
através do uso de ultrassom ou vortex (WEBBER et al., 2015). Em seguida, as células
viaveis sdo quantificadas através de diluicdes seriadas e plaqueamento em meios
seletivos, com ou sem antibioticos (biofilmes multiespécies), ou meios ndo seletivos
(biofilmes monoespécie) (ASSERE; OULAHAL; CARPENTIR, 2008; WEBBER,
2015; GEHLEN, 2016).

Para a visualizacdo da estrutura do biofilme, a utilizacdo da analise de
microscopia tem sido relatada na literatura (HILBERT et al., 2010; MELO et al., 2017;
DHOWLAGHAR et al., 2018). A microscopia eletronica de varredura (MEV) consiste
em uma ferramenta que visa a observacdo da superficie das microcoldnias, bem como
de todo o biofilme (PANTANELLA et al., 2013). Algumas de suas vantagens séo a alta
resolucdo e a magnificacdo. No entanto, a MEV convencional requer desidratacdo e
revestimento metalico de amostras biologicas antes da observagdo. Uma vez que 0s
biofilmes consistem principalmente de agua, a desidratacdo pode modificar a estrutura
do biofilme. Uma observacdo direta através da MEV pode revelar que as bactérias
presentes no biofilme sdo extensivamente rodeadas por um material fibroso e amorfo, o
qual representa a matriz de EPS (ASAHI et al., 2015).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de estudo

Este trabalho foi desenvolvido no Centro de Diagnéstico e Pesquisa em
Patologia Aviaria (CDPA), pertencente a Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), exceto as analises de MEV dos experimentos 3 e 4, que foram realizadas no
Centro de Microscopia e Microandlise (CMM) da UFRGS.

4.2 Cepas bacterianas

Foram utilizadas 33 cepas de S. Enteritidis, classificadas previamente como
produtoras de biofilme a 4°C e a 12°C (BORGES et al., 2018); 73 cepas de E. coli
formadoras de biofilme a 25°C (RODRIGUES et al., 2019); e 89 cepas de C. jejuni. As
informacdes referentes a origem e ao ano de isolamento dos isolados estdo descritas nos
APENDICES A, B e C. Todas as cepas pertencem & bacterioteca do CDPA e se
encontram estocadas a -80°C em caldo infusdo cérebro—coracdo (brain heart infusion
both - BHI) (Oxoid; Hampshire, Inglaterra) com 25% de glicerol (Synth; Diadema,
Brasil). As cepas foram confirmadas quanto a pureza através do cultivo em meios
seletivos: &gar carvdo cefoperazona desoxicolato modificado (modified charcoal
cefoperazone deoxycholate agar — mCCDA) (Oxoid; Hampshire, Inglaterra) para C.
jejuni; &gar eosina azul de metileno (eosin methylene blue agar — EMB) (Oxoid;
Hampshire, Inglaterra) para E. coli; agar de desoxicolato lisina xilose (xylose lysine
desoxycholate agar — XLD) (Merck; Darmstadt, Alemanha) para S. Enteritidis.

4.3 Preparo do inoculo

O preparo do indculo para os ensaios com biofilmes mono e multiespécie foram
realizados de acordo com Stepanovik et al. (2007), com adaptacdes. Inicialmente, as
cepas de E. coli, S. Enteritidis e a cepa padréo (S. Typhimurium - ATCC 17025), foram
enriquecidas em tubos contendo 3 mL de caldo BHI e incubadas em estufa
bacterioldgica por 18-24 horas a 37+1°C. A partir deste cultivo inicial, os isolados
foram plagueados em 4&gar triptona de soja (tryptone soy agar - TSA) (Oxoid,;

Hampshire, Inglaterra) e incubados por 18-24 horas a 37+1°C. Apos, foi feita a
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inoculacdo de uma colbnia de cada cepa do TSA em caldo triptona de soja sem glicose
(tryptone soy both without dextrose - TSB) (Difco Laboratories; Detroit, Estados
Unidos), seguido de incubacdo por £18 horas a 37£1°C. As turvacbes do TSB foram
ajustadas até a escala 1 de McFarland, correspondendo a um intervalo de 0,224 a 0,300
em espectrofotometro no comprimento de onda de 620nm (SP-22 — Biospectro; S&o
Paulo, Brasil). Para os isolados de C. jejuni, primeiramente foi realizado o cultivo direto
em agar mCCDA, seguido de incubacdo em estufa bacteriologica 42+1°C por 48 horas,
sob uma atmosfera com 5% de O., 10% de CO. e 85% de N, obtida através de um
gerador de microaerofilia (Probac; Séo Paulo, Brasil). Ap6s, as colbnias foram
inoculadas em caldo TSB, ajustando-se a turvacdo até a escala 1 de McFarland,

conforme descrito anteriormente.

4.4 Andlises estatisticas

O programa GraphPad Prism foi utilizado para a analise estatistica dos dados.

Foi adotado como referencial para as analises um nivel de significancia de 5%.

e Estatistica descritiva: Utilizada para determinar o agrupamento das cepas
conforme o perfil de formagdo de biofilme (formador e ndo formador)
(experimento 1); para expressar 0s percentuais de prevencdo e remocgdo de
biofilme (experimento 2); para expressar a média e o desvio padrdo das
contagens microbianas nas diferentes superficies (experimento 3 e 4) e
tratamentos (experimento 4).

e Teste Qui-quadrado: Utilizado para avaliar as diferencas de proporcdo dos
isolados aderentes e ndo aderentes entre origens e, entre as temperaturas para
uma mesma origem (experimento 1); para verificar diferencas nas proporcdes de
isolados quanto ao percentual de prevengdo/remocdo do biofilme entre os
tratamentos em uma mesma temperatura e entre as temperaturas (experimento
2).

e Teste de analise de variancia (ANOVA) e o teste de Bonferroni: Foram
utilizados para analisar a adesdo nas diferentes temperaturas e superficies nos
biofilmes multiespécies, bem como diferencgas entre os tratamentos de remocéo

do biofilme (experimento 4).
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e Teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn para maltiplas comparag6es: Utilizados
quando os pré-requisitos para ANOVA ndo foram atendidos, como para
comparar a adesdo dos trés microrganismos nas superficies de aco inoxidavel,

polietileno e poliestireno (experimento 3).

45 Experimento 1 - Formacdo de biofilmes monoespécie por Salmonella

Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni em microplacas de poliestireno

O objetivo deste experimento foi realizar um screening de isolados das trés
espécies para a formacdo de biofilme a 4°C, 12°C e 25°C. A escolha destas
temperaturas teve como base a simulacdo dos ambientes de processamento e
manipulacdo dos alimentos em matadouro-frigorifico (4°C e 12°C) (BRASIL, 1998;
UNIAO EUROPEIA, 2004), bem como a temperatura ambiente (25°C) (WHO, 2003).
Para este experimento, foram utilizadas todas as cepas de S. Enteritidis, E. coli e C.
jejuni.

A metodologia utilizada para avaliar a producdo de biofilme dos isolados foi
adaptada a partir da técnica proposta por Stepanovic et al. (2007). Apds o ajuste dos
indculos, 200ul de cada suspensdo bacteriana foram inoculados, em triplicata, em
microplacas estéreis de poliestireno com 96 pocos de fundo plano (Kasvi; Sdo José dos
Pinhais, Brasil). Foi utilizado um controle positivo (S. Typhimurium ATCC 17025) e
um negativo (TSB sem glicose estéril) em cada placa, também inoculados em triplicata.
As microplacas foram incubadas a 25+1°C (S. Enteritidis, C. jejuni), 12+1°C (E. coli, C.
jejuni) e 4£1°C (E. coli, C. jejuni), sob condicGes de aerobiose. Para S. Enteritidis e E.
coli o tempo de incubacgéo foi de 24 horas e para C. jejuni 96 horas. Os resultados da
incubacdo de E. coli a 25°C e S. Enteritidis a 12°C e a 4°C foram obtidos de trabalhos
anteriores (BORGES et al., 2018; RODRIGUES et al., 2019).

Apos a incubacdo, o conteudo dos pocos foi aspirado e descartado. Os pocos
foram lavados por trés vezes com 200 pL de solugdo salina estéril a 0,85%. A fixacao
do biofilme foi feita com a adigdo de 200uL de metanol (Nuclear; Diadema, Brasil)
durante 20 minutos. Apds a remog¢do do metanol, as placas foram secas e coradas com
200uL de solugdo de cristal violeta de Hucker a 2% (MediQuimica; Porto Alegre,
Brasil) durante 15 minutos. Apds este periodo, as placas foram lavadas em agua
corrente e secas novamente. Em seguida, foram adicionados 200uL de acido acético

glacial 33% (Nuclear; Diadema, Brasil) para leitura da densidade dptica em leitor de
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microplacas (ELX800 Biotek; Winooski, Estados Unidos) utilizando-se um filtro de
550nm.

A interpretacdo dos resultados teve como referéncias os parametros de densidade
optica (DO) proposto por Stepanovic et al. (2007). A densidade dptica de cada cepa
(DOa) foi obtida a partir média aritmética dos trés pocos. O ponto de corte (DOcn) foi
estabelecido como o valor correspondente a trés desvios acima da média aritmética dos
valores dos trés pocos do controle negativo. Para a determinacdo da formacdo de
biofilme, utilizou-se o seguinte critério: ndo formador de biofilme (DOa < DOcn) e
formador de biofilme (DOa > DOcn). Além da triplicata biolégica, também foi
realizada uma triplicata técnica. Foram consideradas cepas formadoras de biofilme,

aquelas gque demonstraram capacidade de adeséo nos trés ensaios.

4.6 Experimento 2 - Prevencdo e remocao de biofilmes monoespécies de Salmonella
Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni em microplacas de poliestireno

Para este experimento, foram utilizadas cepas classificadas como formadoras de
biofilme a 4°C, 12°C e 25°C, de acordo com os critérios do experimento 1. Ao total
foram analisados 21 isolados de S. Enteritidis, 30 de E. coli e 24 de C. jejuni
(APENDICE D). Como controle positivo da formag&o de biofilme nas trés temperaturas
foi utilizada uma cepa padrdo de S. Typhimurium (ATCC 17025).

Foram testadas as seguintes substancias: um biosurfactante (raminolipideo de P.
aeruginosa [90% - R90, Agae Technologies; Corvalis, Estados Unidos]), dois &cidos
organicos (acido citrico [99% - C0759, Sigma-Aldrich; Darmstadt, Alemanha] e acido
malico [M8304, Sigma-Aldrich; Darmstadt, Alemanha]) e um desinfetante (cloreto de
benzalconio [Exodo Cientifica; Hortolandia, Brasil]). Foram avaliadas trés
concentracdes para cada produto: 1%, 3% e 5% para o biosurfactante; 2%, 5% e 10%
para os acidos organicos; e 50ppm, 100ppm e 150ppm para o desinfetante. A escolha
das concentragdes dos &cidos organicos e do biosurfactante foi baseada em dados
disponiveis na literatura quanto ao uso destes produtos para o controle de biofilmes na
industria de alimentos (GOMES; NITSCHKE, 2012; AKBAS; KOKUMER, 2015;
AKBAS; CAG, 2016). As concentracOes do desinfetante seguiram as recomendac6es do
FDA para superficies que tenham contato com os alimentos (FDA, 2012).

Todos os compostos foram diluidos em agua destilada a fim de se obter as

concentracdes desejadas. Para os acidos organicos, foi preparada uma solugcdo mae a
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10%, a qual teve o pH ajustado entre 3,128 a 4,761, para o &cido citrico, e a 3,459 a
5,097, para o acido malico. Para os ensaios de prevencdo do biofilme foram testados o
biosurfactante e os acidos organicos. Para os ensaios de remocdo foram avaliados o
biosurfactante, os acidos organicos e o desinfetante. O desinfetante ndo foi utilizado
para os ensaios de prevencgdo dos biofilmes pois, comumente na inddstria, este produto é
utilizado no processo de higienizacdo, ap6s a limpeza, seguido de enxéague, a fim de
evitar a presenca de principio ativo residual nas superficies que entrardo em contato
com o alimento.

A metodologia utilizada para a avaliacdo da eficacia dos antimicrobianos foi
adaptada a partir das técnicas propostas por Gomes e Nitschke (2012) e Akbas e Cag
(2016).

4.6.1 Avaliacdo da prevencao da formacdo do biofilme

Microplacas de poliestireno foram previamente tratadas com 200uL dos
antimicrobianos em suas respectivas concentracdes, seguido de incubacdo a 25+1°C,
12+1°C e 4£1°C por 24 horas. Para cada temperatura foi utilizada uma microplaca de
cada concentracdo para as trés substancias avaliadas. Como controle, utilizou-se uma
microplaca tratada apenas com agua destilada estéril para cada temperatura. Ap6s a
incubacdo, o conteudo dos pocos foi removido e foi realizada uma lavagem com 200uL
de &gua destilada estéril, sequida de secagem em estufa a 37°C por uma hora.

Apos, foram adicionados 200uL de cada indculo, em triplicata. Também foi
inoculado um controle negativo (TSB sem glicose estéril). As microplacas foram
incubadas novamente a 25+1°C, 12+1°C e 4+1°C em aerobiose por 24 horas para S.
Enteritidis e E. coli, e por 96 horas para C. jejuni. Ap6s o periodo de incubacdo, o
contetido dos pogos foi removido e foi realizada a coloragéo e a leitura das microplacas,

conforme descrito anteriormente.

4.6.2 Avaliacdo da remocdo do biofilme pré-formado

Foi feita a inoculacdo de 200ulL de cada suspensdo bacteriana e do controle
negativo (TSB sem glicose esteril), em triplicata, em microplacas, seguida de incubagéo
a 25+1°C, 12+1°C e 4£1°C em aerobiose por 24 horas para as cepas de S. Enteritidis e

E. coli, e por 96 horas para os isolados de C. jejuni. Apds a incubacao, o conteudo dos
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pocos foi aspirado e foi realizada uma lavagem com solucdo salina 0,85%, para
remocdo das células plancténicas. O biofilme pré-formado foi submetido ao tratamento
com 200uL de cada concentracdo das substancias testadas. Antes do tratamento, 0s
antimicrobianos foram divididos em aliquotas e mantidos por uma hora nas
temperaturas de 4°C, 12°C e 25°C, a fim de se evitar a interferéncia da temperatura na
acdo das substancias. A avaliacdo da acdo dos tratamentos na remocao dos biofilmes foi
realizada em dois tempos de contato (cinco e dez minutos). Como controle, utilizou-se
uma microplaca tratada apenas com agua destilada estéril por 10 minutos para cada
temperatura. Ap6s os tempos de contato, foi realizada a coloracdo e a leitura das

microplacas, conforme descrito anteriormente.

4.6.3 Mensuracao da prevencdo e da remogdo dos biofilmes

A capacidade de uma substancia em prevenir a formagdo de biofilmes ou de
remover o biofilme pré-formado foi avaliada através da determinacdo do percentual de
biomassa removido ou ndo formado em relacdo ao controle. Este percentual foi obtido

através da seguinte férmula (PITTS et al., 2003):

% prevencdo/remocdo de biofilme da cepa =(C-B) — (T-B) x 100
(C-B)
Onde:
C: Média da triplicata da densidade 6ptica do controle sem tratamento;
T: Média da triplicata da densidade Optica de cada tratamento;

B: Média da triplicata da densidade éptica do controle negativo de cada placa.

4.7 Experimento 3 — Comparacdo da capacidade de adesdo de Salmonella
Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni em acgo inoxidavel, polietileno e

poliestireno

Para este experimento foram selecionadas, aleatoriamente, dez cepas de S.
Enteritidis, dez de E. coli e cinco de C. jejuni (APENDICE D). Estes isolados foram
classificados como formadores de biofilme, de acordo com os critérios do experimento
1. A metodologia empregada para esta etapa do estudo foi realizada de acordo com
Webber et al., (2015) e Gehlen (2016), com algumas modificacdes.
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4.7.1 Preparacéo das superficies

Foram utilizados cupons de aco inoxidavel (AlISI 316), polietileno e poliestireno
confeccionados nas dimensdes de 1lcm (largura) x 1cm (comprimento) x 0,1cm
(espessura). O aco e o polietileno sdo amplamente utilizados em matadouros-frigorificos
de aves. O poliestireno foi avaliado com o objetivo de comparar esta superficie com as
demais, visto que € o material mais utilizado nos experimentos de avaliacdo da
formacéo de biofilme em microplacas.

Os cupons foram submetidos a limpeza manual com auxilio de esponja nao
abrasiva, agua e detergente neutro liquido, seguido de enxague, imersdo em &agua
destilada por 24 horas, imersao em alcool etilico 70% (v/v) por 24 horas em temperatura
ambiente e um novo enxague com agua destilada. Os cupons de aco inoxidavel e
polietileno foram esterilizadas em autoclave 121°C por 30 minutos, e os de poliestireno
foram esterilizados em luz ultravioleta por 2 horas para cada lado da superficie.

4.7.2 Ensaios de adesdo

Para a avaliacdo da adesdo microbiana, utilizou-se uma microplaca estéril de
poliestireno com 12 pogos de fundo plano (Kasvi; Sdo José dos Pinhais, Brasil) para
cada cepa testada. Apos o preparado dos indculos, foram adicionados 3 mL (108
UFC/mL) de cada suspensdo bacteriana em nove poc¢os. Em seguida, 0s cupons de aco
inoxidavel, polietileno e poliestireno foram adicionados e as placas foram incubadas em
aerobiose a 25+1°C por 24 horas para S. Enteritidis e E. coli, e 96 horas para C. jejuni.
Cada superficie foi testada em triplicata em uma mesma microplaca. Apés a incubacéo,
os cupons foram retirados dos meios de cultivo com o auxilio de uma pinca estéril e
lavados com 5mL de &gua peptonada 0,1% (Merck; Darmstadt, Alemanha), para
remocao das células planctonicas. Posteriormente, os cupons foram introduzidos em
tubos de fundo cénico tipo Falcon (Olen; Sdo José dos Pinhais, Brasil) contendo 5mL
de agua peptonada 0,1% com esferas de vidro. A desadesdo das células sésseis foi feita
atraveés da agitacdo do material em agitador de tubos tipo vortex (Kasvi; Sdo José dos
Pinhais, Brasil) durante um minuto.

Para a contagem bacteriana, foram realizadas diluicdes seriadas (10 a 10%) em
solugéo salina 0,85% para cada cupom. Em seguida foi feito o plaqgueamento em meio

EMB para E. coli, em XLD para S. Enteritidis e em mCCDA para C. jejuni, utilizando-



55

se 0 método de contagem em gota (Drop plate), inoculando-se cinco gotas de 10uL para
cada dilui¢do. As placas de agar EMB e XLD foram incubadas a 37+1°C por 24 horas
em condicOes de aerobiose. As placas de mCCDA foram incubadas a 42+1°C por 48
horas em microaerofilia.

Para determinar a contagem de cada microrganismo, foi considerada a area de
superficie dos dois lados do cupom, bem como sua érea lateral. A seguinte formula foi

utilizada:

UFC.cm™ = (Vd/Va) x M x (D/A)

Onde:

Vd: volume do diluente utilizado no enxéague (5 mL),

Va: volume da aliquota utilizada no plagueamento (0,05 mL),
M: média da contagem obtida nas placas (UFC),

D: diluicdo utilizada na contagem,

A: area do cupom (2,4 cm?).

4.7.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A MEV foi realizada com o objetivo de comparar a adesdo dos trés
microrganismos nas superficies testadas. A preparacdo do material para execucdo dos
ensaios foi realizada de acordo com o protocolo desenvolvido pelo CMM-UFRGS. Uma
cepa de cada género foi selecionada aleatoriamente (S. Enteritidis — n° 06, E. coli — n°
73, C. jejuni — n° 32). Primeiramente, foi feito o preparo do indculo e a incubacdo com
0s cupons a 25°C por 24 horas (S. Enteritidis e E. coli) e 96 horas (C. jejuni), em
aerobiose. Apos, foi realizada a lavagem dos cupons com 5mL de agua destilada estéril.
Em seguida, as superficies foram imediatamente acondicionadas em solugéo de fixagéo
(1,2mL de Glutaraldeido 25%, 5mL de tampdo fosfato 0,2M e 3,8mL de agua destilada)
a 4°C por sete dias. Foram, entdo, realizadas trés lavagens de 30 minutos cada com
solucdo de tampdo fosfato 0,2M e agua destilada, na proporcdo 1:1, seguido por
desidratagdo em concentragdes crescentes de acetona (30% por 10 minutos, 50% por 10
minutos, 70% por 10 minutos, 90% por 10 minutos, 90% por 20 minutos, 100% por 10
minutos, 100% por 20 minutos) (Merck; Darmstad, Alemanha). Os cupons foram secos
no aparelho de Ponto Critico (Balzers CPDO030; Baltec, Alemanha), utilizando didxido
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de carbono liquido como fluido de transicdo, e recobertas com uma camada fina de
20nm de ouro (SCD 050; Baltec, Alemanha). A visualizagdo de uma parte das imagens
foi realizada em microscapio eletrénico JSM- 6060 (Jeol; Téquio, Japdo) operando a 10
KV e outra parte em microscopio eletronico Zeiss EVO MA 10 (Zeiss, Oberkochen,

Alemanha) operando a 8 kV.

4.8 Experimento 4 - Formacao e remocao de biofilmes multiespécies de Salmonella
Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni em superficies de matadouro-

frigorifico de aves e desenvolvimento de modelagem preditiva

Para este experimento, utilizou-se apenas uma cepa de cada género formadoras
de biofilme a 4°C, 12°C e 25°C (APENDICE D). Para execucdo dos ensaios
multiespécies foram realizadas quatro combinagdes de microrganismos: 1) E. coli + S.
Enteritidis; 2) E. coli + C. jejuni; 3) S. Enteritidis + C. jejuni; 4) E. coli + C. jejuni + S.
Enteritidis. A selecdo dos produtos, das suas concentracdes e do tempo de contato foi
determinada de acordo com os dados obtidos no experimento 2, sendo selecionados
aqueles que, de modo geral, apresentaram melhores resultados de eficiéncia
antimicrobiana para os trés microrganismos avaliados. Foram selecionados o
ramnolipideo 5%, o cloreto de benzalcdnio 150 ppm e o acido citrico a 10%, utilizando
0 tempo de contato de dez minutos. A metodologia empregada nesta etapa do estudo foi
desenvolvida de acordo com o trabalho elaborado por Gehlen (2016), com

modificagdes.

4.8.1 Formacdo dos biofilmes multiespécies

Para a formagdo dos biofilmes, foram utilizadas microplacas estéreis de
poliestireno com 12 pogos de fundo plano. Nas combinagdes microbianas em dupla,
foram adicionados 1mL de TSB estéril e 1mL da suspensdo bacteriana de cada
microrganismo a ser testado. Para a combinagdo com as trés bactérias, foram
adicionados aos pocos 750uL de TSB estéril e 750uL do indculo de cada bactéria. Os
cupons de aco inoxidavel e de polietileno, preparados conforme descrito anteriormente,
foram imersos individualmente nos pocos e incubados a 25+1°C, 12+1°C e 4+1°C.
Foram utilizados trés tempos de incubacdo: 4, 12 e 24 horas, simulando os periodos

para higiene operacional e pré-operacional em matadouros-frigorificos de aves
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(ROSSONI; GAYLARDE 2000; KUSUMANINGRUM et al., 2003). Foi utilizada uma
microplaca para cada combinacdo de microrganismos, tipo de superficie, temperatura e
tempo de incubacéo.

Para os biofilmes multiespécies foi realizada também a MEV para cada
combinacdo de microrganismos, utilizando-se apenas 0s cupons de ago inoxidavel a
25°C e com 24 horas de incubagdo. O processo de fixacao, desidratacdo, ponto critico e
metalizacdo foi realizado conforme o protocolo descrito anteriormente. A escolha da
superficie de ago inox para realizacdo da microscopia deu-se em funcéo de ser, entre as
trés superficies avaliadas, a mais comum em matadouros-frigorifcos, estando presente

em praticamente todas as etapas do abate de aves.

4.8.2 Remocao dos biofilmes multiespécies

Ap0s os tempos de incubacdo determinados, 0s corpos de prova foram retirados
do meio de cultivo e lavados com 5 mL de agua peptonada 0,1%, para remoc¢do das
células ndo aderidas. Em seguida, foram transferidos para outra microplaca contendo 3
mL de cada antimicrobiano (ramnolipideo 5%, &cido malico 10% e cloreto de
benzalcbnio 150 ppm) e agua destilada estéril (grupo controle), em triplicata. Antes do
inicio dos tratamentos, os antimicrobianos eram divididos em aliquotas menores, e
mantidos por uma hora nas temperaturas de 4°C, 12°C e 25°C, a fim de se avaliar a
interferéncia da temperatura na acdo destas substancias.

Os tratamentos foram realizados a 4°C, 12°C e 25°C por 10 minutos. Apds, 0s
cupons foram imersos em 5mL de &gua peptonada 0,1% com agentes neutralizantes
(Tween 80 - polisorbato [Dindmica; Diadema, Brasil]; lecitina de soja [Sundown
Naturals; Sdo Paulo, Brasil]; e tiossulfato de sédio [Dinamica; Diadema, Brasil]) e
esferas de vidro por cinco minutos em temperatura ambiente. Em seguida, os tubos
foram agitados em vortex por um minuto, para desadesdo das celulas sesseis. Foram
realizadas diluicGes seriadas (10 a 10) e contagem através de Drop plate em agar
EMB para E. coli, XLD para S. Enteritidis e mCCDA para C. jejuni. A interpretacdo
dos resultados teve como base a area das superficies de aco e polietileno, conforme

descrito anteriormente.
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4.8.3 Desenvolvimento de modelos matematicos preditivos para os biofilmes

multiespécie

Modelos matematicos de regressdo linear foram desenvolvidos com base nas
variaveis combinacdo microbiana (E. coli + S. Enteritidis; E. coli + C. jejuni; S.
Enteritidis + C. jejuni; E. coli + C. jejuni + S. Enteritidis), temperatura (4°C, 12°C e
25°C), superficie (aco inoxidavel e polietileno), tempo de incubacéo (4, 12 e 24 horas) e
tratamento (controle, ramnolipideo 5%, acido malico 10% e cloreto de benzalc6nio
150ppm). A varidvel a ser predita correspondeu a quantidade de células aderidas nas
superficies para cada microrganismo, sendo os resultados expressos em UFC.cm?. O
grau de ajuste dos modelos foi obtido através da analise do coeficiente de determinacao.
Todas as equacdes e os coeficientes de determinacdo foram gerados no software

GraphPad Prism, utilizando-se um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1 - Formacdo de biofilmes monoespécie por Salmonella

Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni em microplacas de poliestireno

Das 33 cepas de S. Enteritidis avaliadas, observou-se cerca de 60% (20/33) delas
apresentaram capacidade de formacédo de biofilme a 25°C, sendo dessas trés amostras
provenientes de carcaca, quatro de 6rgdos de aves, quatro de suabe de arrasto e nove de

produtos avicolas envolvidos em surtos salmonelose (Tabela 2).

Tabela 2 - Frequéncia absoluta (%) e relativa (n/N) de cepas de Salmonella Enteritidis
formadoras de biofilme a 25°C classificadas de acordo com a origem.

Origem % cepas formadoras de biofilme a 25°C
(n/N) (n/N)
Carcaca
60 (3/5) @
(5/33)
Orgéo de aves
66,6 (4/6) ?
(6/33)
Suabe de arrasto
44,4 (419) @
(9/33)
Produto avicola envolvido em surto de
salmonelose 75 (9/12) @
(12/33)
% Total (n/N) 60, 6 (20/33)

* Letras iguais na mesma coluna entre diferentes origens ndo diferem estatisticamente entre si
(p<0,05).

Todas as cepas de E. coli provenientes de lesdo de colibacilose e superficie de
matadouro — frigorifico demonstraram capacidade de adesdo a 4°C e a 12°C. Dos
isolados de celulite, aproximadamente 53% formaram biofilme a 4°C e 51,2% a 12°C.
Das cepas de cama de aviario, 35% demonstraram habilidade em formar biofilme a 4°C
e 40% a 12°C. Ainda, foi verificado que 41% (30/73) dos isolados tiveram capacidade

de formacdo de biofilme nas temperaturas de 4°C e 12°C. Deste total, 20 eram
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originarios de lesdo de celulite, seis de cama de aviario, trés de lesdo de colibacilose e
uma amostra de superficie de matadouro-frigorifico (Tabela 3).

Tabela 3 - Frequéncia absoluta (%) e relativa (n/N) de cepas de Escherichia coli
formadoras de biofilme a 4°C e 12°C classificadas de acordo com a origem.

% cepas % cepas % cepas formadoras
Origem formadoras de formadoras de de biofilmea4°Ce
(n/N) biofilme a 4°C biofilme a 12°C 12°C
(n/N) (n/N) (n/N)
Lesdo celulite
53,4 (24/45) 51,2 (23/45)2 44,4 (20/45)
(45/73)
Cama de aviario
35 (7/20) @ 40 (8/20)2 40 (6/20)2
(20/73)
Lesdo colibacilose
50 (3/6) @ 50 (3/6)? 50 (3/6)?
(6/73)
Superficie
matadouro-frigorifico 50 (1/2) @ 50 (1/2)® 50 (1/2)®
(2/73)
% Total
48 (35/73) 48 (35/73) 41 (30/73)
(n/N)

* Letras iguais na mesma coluna entre diferentes origens ndo diferem estatisticamente entre si
(p<0,05).

Das 73 cepas de C. jejuni provenientes de carcaca/cortes de frango, 31,8%
formaram biofilme a 4°C e a 25°C e 31,5% a 12°C. Dos sete isolados de agua de
chiller/pré-chller, 71,4%, 57,1% e 42,5% tiveram a habilidade de formar biofilme a
4°C, 12°C e a 25°C, respectivamente. A Unica cepa de suabe de cloaca formou biofilme
em todas as temperaturas avaliadas. Das oito cepas de caixa de transporte, 25%
aderiram a 4°C e 12°C e 62,5% a 25°C. No geral, das 89 cepas de C. jejuni, 24 (27%)
delas apresentaram habilidade de adesdo a 4°C, 12°C e a 25°C, das quais 18 isolados
eram provenientes de carcaca ou cortes de frango, trés de agua do chiller ou pré-chiller,
uma de suabe de cloaca e duas de caixa de transporte de aves (Tabela 4). Cabe ressaltar
ainda que, duas cepas de carcaca e uma de agua de chiller/pré- chiller formaram

biofilme a 4°C e 12°C e a 12°C e 25°C, respectivamente (dados ndo apresentados).
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Tabela 4 - Frequéncia absoluta (%) e relativa (n/N) de cepas de Campylobacter jejuni
formadoras de biofilme a 4°C, 12°C e 25°C classificadas de acordo com a

origem.
% cepas
% cepas % cepas % cepas
_ formadoras de
Origem formadoras  formadoras de  formadoras de o
o o o biofilme a
(n/N) de biofilme a biofilme a biofilme a
4°C, 12°Ce
4°C (n/N) 12°C (n/N) 25°C (n/N)
25°C (n/N)
Carcaca/cortes
de frango 31,8 (24/73)* 31,5(23/73)*  31,8(24/73)% 24,7 (18/73)2
(73/89)
Agua chiller/
pré-chller 71,4 (5/7)* 57,1 (4/7)? 42,8 (3/7)? 42,8 (3/7)2
(7/89)
Suabe de cloaca
100 (1/1)* 100 (1/1)* 100 (1/1)® 100 (1/1)®
(1/89)
Suabe de caixa
de transporte 25 (2/8) 25 (2/8) 62,5 (5/8) 2 25 (2/8)2
(8/89)
% Total
(IN) 36 (32/89) 33,7 (30/89) 37 (33/89) 27 (24/89)
n

* Letras iguais na mesma coluna entre diferentes origens ndo diferem estatisticamente entre si

(p<0,05).

Né&o foi constatada diferenca significativa na proporc¢édo de isolados formadores e

ndo formadore de biofilme para as trés espécies avaliadas, considerando as diferentes

origens (p<0,05). Da mesma forma, para as cepas de C. jejuni e E. coli, que tiveram sua

capacidade de formar biofilme verificada em mais de uma temperatura, ndo foi

observada diferenca na adeséo entre as temperaturas considerando a mesma origem de

isolamento (p<0,05).
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5.2 Experimento 2 - Prevencdo e remocao de biofilmes monoespécies de Salmonella
Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni em microplacas de poliestireno

Os resultados dos ensaios de prevencdo e remoc¢édo do biofilme de S. Enteritidis,
E. coli e C. jejuni, utilizando AC, AM, ramnolipideo e CB foram expressos em gréficos
demonstrando os percentuais de prevencdo/remoc¢do do biofilme para cada espécie
avaliada. A fim de facilitar a interpretacdo dos dados, foi realizada a seguinte
classificacdo: 1) Cepas que ndo tiveram prevencao/remocdo do biofilme; 2) cepas que
tiveram prevencdo/remocdo de até 50% do biofilme; e 3) cepas que tiveram
prevencdo/remocao de mais de 51% do biofilme.

5.2.1 Ensaios de prevencao do biofilme

5.2.1.1 Acido citrico

Ao avaliar o efeito de prevencdo do biofilme de S. Enteritidis utilizando o AC
(Figura 1A), verificou-se que a 4°C ndo houve diferenca significativa na proporgéo de
cepas entre os percentuais de prevencdo do biofilme para as concentragdes de 2% e 10%
e 5% e 10%, mas houve entre 2% e 5% (p<0,05). A 5% e a 10%, nesta temperatura,
pdde-se constatar que cerca de 70% dos isolados teve a formacdo do biofilme
prejudicada em maior ou menor grau. A 12°C observou-se que, para a maioria das
cepas, o efeito antiadesivo do AC foi nulo a 2% e a 5%, contudo, a 10% o AC forneceu
até 50% de prevencdo do biofilme para cerca de 60% das cepas, e mais de 51% para 5%
delas. A 25°C o AC a 10% teve seu melhor desempenho para S. Enteritidis, prevenindo
mais de 50% do biofilme para quase todas as cepas analisadas. Ao analisar o efeito da
temperatura sobre a mesma concentragdo do AC, verificou-se que seu uso a 2% nao
teve influéncia da temperatura quanto a prevencao do biofilme (p>0,05). A 5%, o AC
demonstrou teve sua eficacia comprometida a 12°C, ndo fornecendo qualquer efeito de
prevencdo do biofilme para praticamente 70% das cepas. A 10% foi observado um
melhor desempenho do produto a 25°C em relagdo ao seu uso a 4°C (p<0,05).

Para os isolados de E. coli e C. jejuni, o percentual de prevencdo do biofilme nédo
variou significativamente entre as concentracdes dentro da mesma temperatura para
todas as temperaturas avaliadas (p>0,05) (Figuras 2A e 3A). Contudo, a 25°C todas as

concentragdes tiveram melhor eficacia na prevencéo do biofilme para E. coli (p<0,05).
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Para C. jejuni, apenas o AC a 2% apresentou diferenca significativa de atuagéo entre as
temperaturas, sendo observado um melhor desempenho a 25°C, reduzindo em mais de
51% a formacdo do biofilme para aproximadamente 60% das cepas (p<0,05).

De modo geral, pdde-se verificar que o AC teve atuacdo antimicrobiana sobre a
formagéo do biofilme de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni em todas as concentracdes e
temperaturas avaliadas. No entanto, a 25°C foi constatada uma melhor eficacia deste

AO na prevencdo do biofilme.

5.2.1.2 Acido malico

A prevencdo do biofilme de S. Enteritidis utilizando AM ndo apresentou
diferenca significativa entre as concentracdes para a mesma temperatura (p>0,05)
(Figura 1B). No entanto, foi constatada uma melhor atuagdo desta substancia a 25°C,
independente da concentracdo avaliada, prevenindo mais de 51% da formacdo do
biofilme para mais de 60% das cepas (p<0,05).

Para os isolados de E. coli, ndo se observou diferenca de atuacdo do AM entre as
concentragOes, dentro da mesma temperatura, a 4°C e 25°C (Figura 2B). A excegéo foi
parao AM a 12°C, que apresentou diferenca no grau de prevencao do biofilme em todas
as concentragdes (p<0,05). Ao analisar o efeito da temperatura sobre cada concentracao,
observou-se que para mais de 60% dos isolados a prevencao do biofilme nédo ocorreu a
4°C utilizando o AM a 2%. A 12°C e a 25°C, este numero caiu para 50%, e
aproximadamente 40%, respectivamente (p<0,05). A 10%, o AM demonstrou diferenca
de desempenho somente a 12°C, e a 5% n&o houve diferencga significativa sobre a
prevencdo do biofilme entre as temperaturas (p<0,05).

Né&o foi verificada diferenca no efeito antiadesivo das diferentes concentragdes
do AM sobre a formacéo de biofilme das cepas de C. jejuni a 4°C e 25°C (Figura 3B).
Apenas a 12 °C houve diferenca significativa entre as concentracfes, sendo observado
um maior nimero de isolados que tiveram mais de 51% de prevencédo do biofilme a 5%
e 10% em relagdo a 2% (p<0,05). Ainda, ndo foi constatada influéncia da temperatura
sobre o efeito antibiofilme do AM para as cepas C. jejuni em todas as concentragdes
avaliadas (p<0,05). Pode-se observar que, de modo geral, o AM demonstrou efeito
antibiofilme em todas as concentracGes e temperaturas avaliadas para os trés
microrganismos. Porém, o melhor desempenho foi observado a 12°C e 25°C,

principalmente quando utilizado a 5% e 10%.
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5.2.1.3 Ramnolipideo

O efeito antiadesivo do ramnolipideo para S. Enteritidis a 4°C foi maior a 5%,
sendo observado um efeito de prevencdo maior que 51% para mais de 60% das cepas
avaliadas (Figura 1C). A 12°C foi verificado um baixo percentual de prevencdo do
biofilme entre as cepas, sendo que a 1% e 3% ndo houve atividade antibiofilme para
mais de 70% delas. A 25°C ndo foi observada diferenca significativa nos percentuais de
prevencdo do biofilme entre as concentragdes (p>0,05). Ao analisar o ramnolipideo 1%,
observou-se diferenga na proporcdo dos isolados entre os percentuais de prevencdo do
biofilme para todas as temperaturas, sendo o melhor efeito antiadesivo verificado a
25°C (p<0,05). A 5% ndo houve diferenca na prevencdo do biofilme em temperaturas
avaliadas, e 3% ndo houve diferenca entre 12°C e 25°C (p>0,05).

Os percentuais de prevencéo para E. coli demonstaram diferenca significativa na
proporcao de isolados entre todas as concentragfes a 12°C, mas ndo a 4°C e a 25°C
(Figura 2C) (p<0,05). Ainda, o ramnolipideo a 1% e 3% apresentou uma melhor
atuacdo a 25°C, fornecendo efeito antiadesivo para cerca de 70% dos isolados. A 5%
esta substancia também teve seu melhor demepenho, reduzindo a formacéo do biofilme
em mais de 51% para aproximadamente 80% das cepas de E. coli (p<0,05).

Para C. jejuni (Figura 3C), ndo foi verificada diferenca significativa entre as
concentracdes do ramnolipideo considerando a mesma temperatura, bem para uma
mesma concentracao entre as temperaturas (p<0,05).

Assim como os AO, o ramnolipideo atuou prevenindo o biofilme em todas as
concentrag0es e temperaturas testadas. No entanto seu efeito antimicrobiano variou
conforme o microrganismo. Para S. Enteritidis, o ramnolipideo apresentou melhor
atuacdo a 4°C e 25°C nas maiores concentracdes. Para E. coli a 12°C, esta substancia
teve melhor desempenho a 3% e 5%, e a 25°C em basicamente todas as concentragdes
avaliadas. Com relacdo as cepas de C. jejuni, este biosurfactante teve comportamento

antibiofilme similar, independente da temperatura e concentragéo.
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Figural—  Percentuais de prevencédo do biofilme de Salmonella Enteritidis a 4°C,
12°C e 25°C utilizando &cido citrico (A) a 2%, 5% e 10%, acido malico
(B) a 2%, 5%, 10% e ramnolipideo (C) a 1%, 3%, 5%.
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5.2.2 Ensaios de remocéo do biofilme

5.2.2.1 Acido citrico

Ao avaliar o efeito do AC em percentuais de remogdo do biofilme em S.
Enteritidis (Figura 4A), verificou-se diferenca significativa entre quase todas as
concentracdes dentro de cada temperatura avaliada (p<0,05). A 4°C foi constatada que
para cerca de 80% das cepas, a remoc¢édo do biofilme com AC nas concentacgdes de 5%
com dez minutos e 10% nos dois tempos de contato foi de até 50%. A 12°C o AC
obteve o melhor desempenho quando utilizado a 10% por dez minutos, sendo que
apenas 10% das cepas nao tiveram qualquer indicio de remoc¢do do biofilme. A 25°C
esta substancia forneceu percentuais de remogéo do biofilme de S. Enteritidis superiores
a 40% nas concentragdes de 5% e 10%, independente do tempo de exposi¢do. Ao
considerar o efeito da temperatura sobre uma mesma concentracdo e tempo de contato,
observou-se que 0 AC 5% e 10% com dez minutos de contato foram os tratamentos que
forneceram variacdo significativa na proporcao de isolados entre os niveis de remocao
do biofilme para todas as temperaturas testadas (p<0,05). De modo geral, uma melhor
atuacdo do AC para S. Enteritidis foi obtida a 25°C, seguida de 4°C e 12°C. Cabe
ressaltar também que este efeito de remocdo é mais evidente para as maiores
concentracoes, 5% e 10%.

Para os isolados de E. coli (Figura 5A), observou-se a 4°C uma proporcao
similar de cepas que ndo tiveram qualquer grau de remocdo, que tiveram remocdo até
50% e mais de 51% nas concentracdes de 2% e 5% com cinco e dez minutos de contato.
Um melhor desempenho foi verificado a 10%, independente do tempo de exposicdo a
este AO. Nesta concentracdo, o percentual de cepas que obtiveram algum grau de
remogdo de biofilme foi significativamente superior em relacdo as demais
concentragdes (p<0,05). A 12°C, o AC ndo foi capaz de prevenir a formacdo do
biofilme mais de 45% das cepas quando utilizado a 2% por cinco e dez minutos e a 5%
por cinco minutos. Com o aumento da concentracdo para 10%, foi possivel verificar um
incremento na proporcdo de cepas de E. coli que tiveram remocdo do biofilme pre-
formado (p<0,05). A 25°C néo foi verificada diferenca significativa na atuacdo do AC
entre as concentragOes utilizadas (p>0,05). O efeito da temperatura sobre a atuacdo do
AC foi observado apenas para 2% independente do tempo de exposicdo, sendo o melhor
desempenho a 4°C, onde 60% das cepas teve até 50% do biofilme removido (p<0,05).
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De fato, ao analisar a eficicia do AC entre as temperaturas, observou-se que, de um
modo geral, a 4°C esta substancia teve melhor atuagdo em relagéo a 12°C e 25°C.

A atuacdo do AC sobre o biofilme pré-formado de C. jejuni (Figura 6A)
demonstrou que a 4°C a concentracdo de 10% com dez minutos de contato teve melhor
atuacdo, removendo o biofilme em mais de 51% para quase 60% das cepas (p<0,05). A
12°C néo foi verificada diferenca significativa de desempenho entre as concentragdes
(p>0,05). A 25°C foi observada uma atuacdo similar entre as concentragdes, com
excecdo de 2% com cinco minutos de contato, a qual demonstrou efeito de remocéo
inferior comparado as demais concentragfes (p<0,05). A influéncia da temperatura
sobre a remocdo do biofilme de C. jejuni foi constatada para 2% com 10 minutos de
exposicdo, 5% independente do tempo de contato e 10% com cinco minutos de contato.
A 12°C e 25°C, a quantidade de cepas que teve o biofilme removido em mais de 51%
foi significativamente superior nestas concentragdes, em relagdo a 4°C (p<0,05). Assim
como para S. Enteritidis, o AC teve uma melhor eficicia na remocéo do biofilme a 12°C

e 25°C comparado a 4°C para quase todas as concentragdes.

5.2.2.2 Acido malico

Ao analisar a atuacdo do AM sobre as cepas de S. Enteritidis (Figura 4B) a4°C e
12°C, verificou-se que a 5% e 10%, esta substancia teve melhor desempenho
comparado a 2% (p<0,05). A 25°C apenas a 10%, independente do tempo de contato,
observou-se melhor atuacdo na remocdo do biofilme em relagdo as demais
concentracdes avaliadas (p<0,05). A influéncia da temperatura sobre a acdo do AM foi
constatada apenas para 2%, sendo o pior desempenho observado a 12°C, seguido de 4°C
e 25°C, quando utilizado com cinco minutos de contato. Ja 2% com 10 minutos de
contato teve sua melhor atuagéo a 4°C (p<0,05).

A acdo de destruicdo do biofilme de E. coli com AM ndo demonstrou diferenca
significativa entre as concentragdes para a mesma temperatura (Figura 5B) (p>0,05).
Contudo, houve diferenca de atuacdo do AM entre as temperaturas quando utilizado a
10%, independente do tempo de exposicao, sendo observado um melhor desempenho a
25°C comparado a 4°C e 12°C (p<0,05).

Para as cepas de C. jejuni (Figura 6B), o AM nédo demonstrou diferenca
significativa de desempenho entre as concentragdes a 4°C e 12°C (p<0,05). A 25°C, foi

verificado que, a partir do uso desta substancia a 5%, a quantidade de isolados que
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tiveram o biofilme removido também aumentou em relacéo a 2% (p<0,05). A influéncia
da temperatura na atuagdo do AM foi verificada para 2% nos dois tempos de contato,
5% com cinco minutos e 10% com dez minutos (p<0,05). De modo geral, observou-se
que a 12°C e a 25°C houve um aumento na quantidade de isolados que tiveram o

biofilme removido em mais de 51% em relagéo a 4°C.

5.2.2.3 Ramnolipideo

O ramnolipideo, quando utilizado a 4°C, apresentou significativamente mais
isolados de S. Enteritidis com algum grau de remogéo de biofilme a 3% e 5%, quando
comparado a 1% (p<0,05) (Figura 4C). A 12°C, foi observado um melhor desempenho
desta substancia quando feito o uso a 5%, independente do tempo de contato (p<0,05).
A 25°C, ndo se evidenciou qualquer diferenca de atuacdo entre as concentragdes
(p>0,05). Para quase a totalidade das concentracfes ndo foi verificada influéncia da
temperatura sobre a atuacdo do ramnolipideo, a ndo ser para 1% com dez minutos de
contato, a qual teve melhor desempenho a 25°C, seguido de 12°C e 4°C (p<0,05).

Para as cepas de E. coli (Figura 5C), ndo foi observada diferenca significativa
quanto a remocao do biofilme entre as concentracBes considerando as temperaturas de
12°C e 25°C (p>0,05). A 4°C, o ramnolipideo a 3% e a 5% apresentaram remocao do
biofilme para a maioria dos isolados (p<0,05). A temperatura influenciou na atuacdo do
ramnolipideo apenas quando utilizado a 1% com cinco minutos de contato, sendo
verificada uma melhor atuagéo a 25°C, comparado a 4°C e 12°C (p<0,05).

O desempenho do biosurfactante (Figura 6C) na remoc¢éo do biofilme de C.
jejuni foi similar entre as concentragfes na mesma temperatura (p<0,05). Da mesma
forma, ndo foi observada diferenca significativa para mesma concentracdo entre as

temperaturas (p>0,05).

5.2.2.4 Cloreto de benzalcbnio

Para as cepas de S. Enteritidis o cloreto de benzalconio (CB) a 4°C teve melhor
atuacdo na remocéo do biofilme quando empregado a 150 ppm, seguido de 100 ppm e,
por ultimo, 50 ppm, independente do tempo de contato (p<0,05) (Figura 4D). A 12°C os
maiores percentuais de remocédo do biofilme foram fornecidos pelo uso do desinfetante

a 150 ppm (p<0,05). A 25°C este melhor desempenho foi observado a 100 ppm com dez
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minutos e 150 ppm em ambos os tempos de contato avaliados (p<0,05). A influéncia da
temperatura sobre a remogao do biofilme foi verificada apenas para 50 ppm com cinco
minutos (p<0,05).

Né&o foi observada diferenca significativa na atuacdo do CB para as cepas de E.
coli entre as concentragdes dentro mesma temperatura para todas as temperaturas
testadas (p>0,05) (Figura 5D). Apenas 150 ppm com cinco minutos de contato teve
atuacdo similar na remocdo do biofilme entre 4°C e 12°C. Para 0s outros cinco
tratamentos foi evidenciado um melhor desempenho a 25°C, seguido de 12°C e 4°C
(p<0,05).

Assim como observado para E. coli, ndo foi constatada diferenca significatica na
remocao do biofilme de C. jejuni (Figura 6D) entre as concentracdes e seus respectivos
tempos de contato dentro da mesma temperatura (p>0,05). Contudo, a 25°C todas as
concentragdes tiveram melhor eficiéncia na remogédo do biofilme comparado a 4°C e
12°C (p<0,05).
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Percentuais de remocéo do biofilme de Salmonella Enteritidis formado a

4°C, 12°C e 25°C utilizando acido citrico (A) a 2%, 5% e 10%, &cido
malico (B) a 2%, 5% e 10%, ramnolipideo (C) a 1%, 3% e 5% e cloreto
de benzalcénio (D) a 50, 100 e 150 ppm com cinco e dez minutos de

contato.
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Figura5—  Percentuais de remocéo do biofilme de Escherichia coli formado a 4°C,
12°C e 25°C utilizando &cido citrico (A) a 2%, 5% e 10%, acido malico
(B) a 2%, 5% e 10%, ramnolipideo (C) a 1%, 3% e 5% e cloreto de
benzalconio (D) a 50, 100 e 150 ppm com cinco e dez minutos de
contato.
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Percentuais de remocdo do biofilme de Campylobacter jejuni formado a

4°C, 12°C e 25°C utilizando &cido citrico (A) a 2%, 5% e 10%, &cido
malico (B) a 2%, 5% e 10%, ramnolipideo (C) a 1%, 3% e 5% e cloreto
de benzalcénio (D) a 50, 100 e 150 ppm com cinco e dez minutos de

Figura 6 —
contato.
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Em resumo, os melhores resultados para prevengdo da producgéo do biofilme de
S. Enteritidis com AC e ramnolipideo foram obtidos a 4°C e 25°C, ja com AM foi 25°C.
Para E. coli, os melhores resultados do AC foram a 25°C e do ramnolipideo e AM a
12°C e 25°C. Para C. jejuni, todos os antimicrobianos atuaram de maneira semelhante,
independente da temperatura.

A remocgdo do biofilme pré-formado de S. Enteritidis com AC teve melhor
resultado quando utilizado a 25°C, j& com AM, CB e ramnolipideo o efeito
antimicrobiano foi semelhante entre as temperaturas. Para E. coli, 0 AC, AM e o
ramnolipideo tiveram desempenho similar independente da temperatura, mas o CB teve
melhor atuacdo a 12°C e 25°C. Para C. jejuni o CB e o AC tiveram resultados mais
promissores a 25°C, 0 AM a 12°C e 25°C e o ramnolipideo ndo demonstrou efeito da

temperatura na remocéo do biofilme deste patdgeno.
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5.3 Experimento 3 - Comparacdo da capacidade de adesdo de Salmonella
Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni em aco inoxidavel, polietileno e

poliestireno

Todos os resultados das contagens foram expressos em logio UFC/cm.™. Para as
cepas de S. Enteritidis e E. coli, ndo foi verificada diferenga significativa na adeséo
entre as trés superficies avaliadas (p<0,05). A quantidade de células aderidas para S.
Enteritidis variou entre 5,74 e 6,43 para o poliestireno, 5,10 e 6,44 para 0 aco inoxidavel
e 5,99 e 6,52 para o polietileno. Para E. coli, a adesdo no poliestireno foi entre 5,99 e
6,75, de 5,50 a 6,70 no aco inoxidavel e de 5,86 a 6,68 no polietileno.

Com relacéo as cepas de C. jejuni, observou-se uma maior habilidade de adesdo
no acgo inoxidavel em compara¢do com os polimeros (p<0,05). A adeséo das cepas
variou entre 4,51 e 4,67 no aco inoxidavel, 3,80 e 4,25 no poliestireno e 4,03 e 4,36 no
polietileno. Na Figura 7 constam os graficos comparando a adesdo dos trés
microrganismos nas superficies avaliadas.

Ao comparar a capacidade de adesdo dos microrganismos considerando a
mesma superficie (Figura 8), verificou-se que apenas o C. jejuni apresentou menor
aderéncia em todas as superficies avaliadas, quando comparado a S. Enteritidis e E. coli
(p<0,05).

Nas Figuras de 9 a 17 constam as imagens de microscopia eletrénica de
varredura demonstrando a adesdo de cada microrganismo nas diferentes superficies

avaliadas.

Figura7- Comparagdo da adesdo das cepas de Salmonella Enteritidis, Escherichia
coli e Campylobacter jejuni no poliestireno, aco inoxidavel e polietileno
através do método de contagem em placa (log10.UFC.cm).

Salmonella Enteritidis Escherichia coli Campylobacter jejuni

Logl0 UFC.cm™?
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Figura8- Comparacdo da capacidade de adesdo das cepas de Salmonella
Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni considerando a
mesma superficie através do método de contagem em placa
(log10.UFC.cm).
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Figura9- Adeséo da cepa de Salmonella Enteritidis no poliestireno observada
atraves da microscopia eletrdnica de varredura (MEV). Aumento 1.000x.
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Adesao da cepa de Salmonella Enteritidis no ago inoxidavel observada
atraves da microscopia eletronica de varredura (MEV). Aumento 1.000x.

7 " Ace inoxidavel

o

18 mm

Adeséo da cepa de Salmonella Enteritidis no polietileno observada
através da microscopia eletrénica de varredura (MEV). Aumento
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Adesdo da cepa de Escherichia coli no poliestireno observada atraves

Figura 12 - . ! o
g da microscopia eletrénica de varredura (MEV). Aumento 2.000x.

Poliestireno

EHT = 8.00 kv WD = 85 mm Mag= 200KX  Signal A=SE1

Figura13-  Adesdo da cepa de Escherichia coli no aco inoxidavel observada
através da microscopia eletrénica de varredura (MEV). Aumento
2.000x.

Aco inoxidavel

EHT = 8.00 kV WD = 80mm Mag= 2.00KX  Signal A= SE1
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Figura 14 - Adesdo da cepa de Escherichia coli no polietileno observada atraves
da microscopia eletronica de varredura (MEV). Aumento 1.000x.

Polietilenio

16 kL ¥1. 888 18 mm

Figura 15 - Adesdo da cepa de Campylobacter jejuni no poliestireno observada
através da microscopia eletronica de varredura (MEV). Aumento
5.500x.

Poliestireno
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Figura16 -  Adesdo da cepa de Campylobacter jejuni no aco inoxidavel observada
através da microscopia eletrénica de varredura (MEV). Sumento
5.500x.

Aco inoxidavel. .

Figural7 -  Adesédo da cepa de Campylobacter jejuni no ago polietileno observada
através da microscopia eletronica de varredura (MEV). Aumento 5.500




82

5.4 Experimento 4 - Formacéao e remocao de biofilmes multiespécies de Salmonella
Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni em superficies de matadouro-

frigorifico de aves e desenvolvimento de modelagem preditiva

As cepas analisadas nesta etapa do estudo foram capazes de interagir para
formacéo de biofilmes multiespécie em todas as combinagdes microbianas (1- E. coli +
S. Enteritidis; 2- E. coli + C. jejuni; 3- S. Enteritidis + C. jejuni; 4- E. coli + C. jejuni +
S. Enteritidis), temperaturas (4°C, 12°C e 25°C), superficies (aco inoxidavel e
polietileno) e tempos de incubacédo (4, 12 e 24 horas).

Considerando o indculo inicial de 108 UFC/mL de cada microrganismo, a taxa
de recuperagdo nas superficies variou entre 10° UFC.cm? (5 logio.UFC.cm?) a 108
UFC.cm? (6 logio UFC.cm™) para S. Enteritidis e E. coli, e aproximadamente 10*
UFC.cm™ (4 logio UFC.cm™), para C. jejuni, independente das condigdes testadas. N&o
foi evidenciada diferenca significativa na adesdo dos microrganismos (grupo controle)
entre 4, 12 e 24 horas de incubacdo, considerando a mesma combinagcdo microbiana,
temperatura e superficie (p>0,05). Nas figuras de 18 a 21 esta representada a adesdo dos

trés patdgenos no aco inoxidavel, de acordo com a combinacdo microbiana.
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Figura 18 - Biofilme multiespécie de Salmonella Enteritidis + Escherichia coli

formado no aco inoxidavel a 25°C com 24 horas de incubacéo.
Aumento 1.800x; A2 Aumento 3.000x.
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Figura 19 - Biofilme multiespécie de Salmonella Enteritidis + Campylobacter jejuni
formado no ago inoxidavel a 25°C com 24 horas de incubacdo. Al
Aumento 5.500x; A2 Aumento 10.000x.
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Figura 20 - Biofilme multiespécie de Salmonella Enteritidis + Campylobacter jejuni
formado no aco inoxidavel a 25°C com 24 horas de incubacdo. Al
Aumento 5.500x; A2 Aumento 4.000x.
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Figura 21 - Biofilme multiespécie de Salmonella Enteritidis + Escherichia coli +
Campylobacter jejuni formado no aco inoxidavel a 25°C com 24 horas de
incubacdo. A1 Aumento 5.500x; A2 Aumento 5.500x.
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5.4.1 Biofilme multiespécies S. Enteritidis + E. coli

Todos os resultados obtidos mediante tratamento com o acido organico,
biosurfactante e o desinfetante sobre o biofilme de S. Enteritidis e E. coli no aco
inoxidavel e polietileno encontram-se na Figura 22. O tratamento com ramnolipideo
realizado sobre o biofilme constituido por estes dois microrganismos ndo diferiu
significativamente do grupo controle em todas as condi¢bes testadas (p>0,05). O
tratamento com AC demonstrou maxima eficacia para E. coli no aco inoxidavel, a 4°C e
12°C e, no polietileno, a 4°C, 12°C e 25°C. No ago inoxidavel a 25°C o AC reduziu em
100% a contagem do biofilme de de E. coli formado com quatro horas de incubacao, e
foi capaz de reduzir significativamente a contagem no biofilme formado com 12 e 24
horas (p<0,05). Para S. Enteritidis, o AC foi responsavel por zerar a contagem a 4°C no
aco inoxidavel e polietileno, e a 12°C apenas no polietileno. Quando utilizado a 12°C
sobre o0 ago inoxidavel, reduziu significativamente a quantidade de células do biofilme
formado com quatro horas e zerou com 12 e 24 horas. Ja a 25°C nesta mesma
superficie, o AC reduziu significativamente o biofilme formado com 12 e 24 horas e
zerou com quatro horas (p<0,05).

O tratamento com o CB apresentou, em quase todas as situacdes, melhor
desempenho nas mais altas temperaturas, inclusive zerando as contagens de S.
Enteritidis e E. coli em algumas situacbes a 12°C e 25°C, tanto no aco inoxidavel
guanto no polietileno. A atuacdo do CB e do AC ndo diferiu estatisticamente para E.
coli no aco inoxidavel a 4°C, para o biofilme formado com quatro horas, e 12°C e 25°C,
em todas as condig¢des analisadas (p<0,05). No polietileno, o CB teve efeito similar ao
AC sobre o biofilme de E. coli em praticamente todas as condicBes testadas, com
excecdo de 4°C com 12 e 24 horas, 12°C com 12 horas e 25°C com 24 horas (p<0,05).
Ao analisar a a¢do antimicrobiana sobre a S. Enteritidis no biofilme formado no aco
inoxidavel, o CB néo zerou, mas reduziu significativamente a contagem em relacdo ao
controle a 4°C e 12°C. A 25°C houve reducdo da contagem para S. Enteritidis no
biofilme apenas com quatro horas de formacdo (p<0,05). No polietileno, o CB teve
efeito antimicrobiano sobre S. Enteritidis igual ao AC na maioria das condic6es testadas
(p<0,05).

Conforme demonstrado na Tabela 5, a capacidade de adesdo ao aco inoxidavel
para E. coli ndo variou entre as temperaturas, mas para S. Enteritidis foi

significativamente maior a 25°C, independente do tempo de formacdo (p<0,05). No
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polietileno, os dois microrganismos tiveram maior adesdao a 25°C (p<0,05). Ao
comparar a adesdo as duas superficies considerando 0 mesmo microrganismo e mesma
temperatura, observou-se que tanto E. coli quanto S. Enteritidis aderiram mais sobre o
aco inoxidavel do que sobre o polietileno a 4°C e 12°C (p<0,05) (Tabela 5). A 25°C
apenas S. Enteritidis teve capacidade de adeséo ao polietileno inferior em relagédo ao ago
inoxidavel (p<0,05). O tratamento com ramnolipideo ndo teve diferenca entre as
temperaturas para E. coli no aco inoxidavel e para S. Enteritidis no polietileno. Ja para
E. coli, no polietileno, e S. Enteritidis, no aco inoxidavel, o ramnolipideo teve melhor
atuacédo a 4°C (p<0,05). A atuacdo do AC sobre o biofilme multiespécie de S. Enteritidis
+ E. coli ndo variou significativamente entre as temperaturas, considerando a mesma
superficie, para S. Enteritidis. Ja para E. coli foi observada variagdo no desempenho do
AC apenas no aco inoxidavel a 25°C (p<0,05). No geral, o CB teve melhor atuacdo a
12°C e 25°C em ambas superficies para E. coli, sendo observada uma diferenca de mais
de 2 log10 na contagem em relagéo a 4°C (p<0,05). Para S. Enteritidis, ndo se observou
diferenca significativa no efeito antimicrobiano do CB sobre o biofilme formado no aco
inoxidavel (p>0,05). No polietileno, este desinfetante apresentou melhor eficacia a

25°C, reduzindo a contagem em quase 2 logzo.
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Figura22 -  Efeito dos tratamentos de remoc&o (ramnolipideo 5%, acido citrico 10% e
cloreto de benzalcénio 150 ppm) sobre biofilme formado por Salmonella
Enteritidis e Escherichia coli no aco inoxidavel e polietileno a 4°C, 12°C e
25°C com 4, 12 e 24 horas de incubacao.
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Tabela5 -  Comparacdo da adesdo e dos tratamentos de remog¢éo (ramnolipideo 5%, acido citrico 10% e cloreto de benzalcdnio 150 ppm) sobre
o biofilme multiespécies de Salmonella Enteritidis e Escherichia coli em ago inoxidavel e polietileno a 4°C, 12°C e 25°C,
independente do tempo de incubacéo.

Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalcdénio 150 ppm
4°C 12°C 25°C 4°C 12°C 25°C 4°C 12°C 25°C 4°C 12°C 25°C
Aco 6,695+ 6,710+ 6,573+ 6,180+ 6,229+ 6,361+ oA oA 1,318+ 3,375+ 1,091+ 0,7829+
E col inoxidavel  0,2259A  (,282¢A 0,3929/A 1,52¥A 1,679A 1,55%A 1,593¥A 152094  1,672%A 1,553%A
. coli
o 5,651+ 6,249+ 6,542+ 5,412+ 6,158+ 6,335+ 3,228+ 1,032+ 0,5822+
Polietileno oA oA 0¥®
0,644%®  0,349%8 0,353%A 0,674%® 0,296"4 0,341%4 2,046¥A  1,6020A 1,155%A
Aco 6,122+ 6,194+ 6,457+ 5,765+ 6,075+ 6,263+ 0,436+ A 0,6598+ 3,855+ 2,813+ 4,202+
S. inoxidavel ~ 0,197¥A  0,321¥A 0,186 0,185%A 0,168~ 0,141~ 0,926 ¥A 1,321¥A  0,734¥A  1,672%A 1,747 ¥A
Enteritidis o 5,301t 5,264+ 5,721+ 5,071t 5,261+ 5,331t 0,291+ 3,099+ 1,595+ 0,746%
Polietileno Q¥A 0¥A
0,174¥® 0,216 0,074%8 0,217%8 0,310%8 0,315%8 0,87¥A 1,799A 1,528 1,493°8

*Letras minusculas iguais na mesma linha entre diferentes temperaturas do mesmo tratamento néo diferem significativamente entre si (p>0,05).
**etras maiUsculas iguais na mesma coluna entre diferentes superficies considerando 0 mesmo microrganismo, temperatura e tratamento ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).
*** Resultados expressos em logio UFC.cm
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5.4.2 Biofilme multiespécies S. Enteritidis + C. jejuni

Os resultados dos diferentes tratamentos realizados sobre o biofilme misto de S.
Enteritidis e C. jejuni encontram-se na Figura 23. Em nenhuma das condicdes avaliadas
o ramnolipideo apresentou diferenca significativa de atuacdo em relagdo ao grupo
controle no biofilme multiespécies de S. Enteritidis e C. jejuni (p>0,05). Nos
tratamentos com CB e AC, ndo houve diferenca significativa na atuacdo destes dois
antimicrobianos sobre C. jejuni, independente da superficie, temperatura e tempo de
formacédo do biofilme (p>0,05). Para S. Enteritidis, o0 AC zerou as contagens em todas
as condigdes avaliadas. O CB, apesar de ter tido sua agdo prejudicada a 4°C tanto no
aco inoxidavel quanto no polietileno, teve um bom desempenho sobre estas superficies
a 12°C e 25°C, reduzindo significativamente a contagem de S. Enteritidis, praticamente
igualando seu desempenho ao AC (p<0,05).

Uma comparagao mais geral entre os tratamentos (Tabela 6) demonstrou que néo
houve variacao significativa na formacdo do biofilme entre as temperaturas para C.
jejuni no aco inoxidavel e polietileno e, para S. Enteritidis, no aco inoxidavel (p>0,05).
Para S. Enteritidis no polietileno, observou-se uma maior adesdo a 12°C e 25°C
comparado a 4°C (p<0,05). Ao analisar a adesdo de cada microrganismo isoladamente
entre as superficies, mas dentro da mesma temperatura, ficou evidente uma maior
capacidade, tanto da S. Enteritidis quanto do C. jejuni, em formar biofilme no aco
inoxidavel a 4°C. De modo geral, ndo foi verificada qualquer diferenca na atuacao do
ramnolipideo e AC entre as temperaturas para a mesma e microrganismo (p<0,05), a
excecdo foi para o ramnolipideo a 4°C, que teve melhor agdo antimicrobiana frente S.
Enteritidis aderida no polietileno comparado a 12°C e 25°C (p<0,05). O desempenho do
CB entre as temperaturas nao diferiu significativamente para C. jejuni, independente da
superficie (p<0,05). Para S. Enteritidis, este desinfetante teve melhor atuacéo a 25°C no
aco inoxidavel, e a 12°C e 25°C no polietileno (p<0,05).
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Efeito dos tratamentos de remocao (ramnolipideo 5%, acido citrico 10%
e cloreto de benzalconio 150 ppm) sobre biofilme formado por
Salmonella Enteritidis e Campylobacter jejuni no ago inoxidavel e
polietileno a 4°C, 12°C e 25°C com 4, 12 e 24 horas de incubacéo.

S. Enteritidis 4°C - aco inoxidavel

Biofilme S. Enteritidis + C. jejuni

S. Enteritidis 12°C - ago inoxidavel
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*Letras iguais entre 0s tratamentos para 0 mesmo microrganismo, superficie e temperatura ndo diferem

estatisticamente entre si (p>0,05).
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Tabela6 -  Comparacdo da adeséo e dos tratamentos de remocéo (ramnolipideo 5%, acido citrico 10% e cloreto de benzalconio 150 ppm) sobre
o biofilme multiespécies de Salmonella Enteritidis e Campylobacter jejuni em aco inoxidavel e polietileno a 4°C, 12°C e 25°C,
independente do tempo de incubacdo.

Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalcénio 150 ppm
4°C 12°C 25°C 4°C 12°C 25°C 4°C 12°C 25°C 4°C 12°C 25°C
Aco 6,068+ 5,760+ 5,930+ 5,476+ 5,470+ 5,771+ 3,779+ 1,861+ 1,382+
Oa/A 0 a/lA Oa alA
S. inoxidavel 0,393y~  0,253¥A 0,415%A 0,265¥A 0,230%/A 0,387%A 2,193%A 1,829A 1,641%A
Enteritidis o 4,975+ 5,960+ 5,926+ 4,126+ 5,745+ 6,161+ 2,790+ 0,9737+ 0,3776+
Polietileno Q¥A A 0¥A
0,233¥8 0,641 0,680"A 1,584%8 0,821%4 0,627 1,6619A  1,468YA 1,132%A
Aco 4,426+ 4,282+ 4,153+ 3,963+ 4,222+ 3,860+ 0,737+ 0,3441+  0,4552+
0 alA 0 a/A 0 alA
C.ieiuni inoxidavel ~ 0,13794  0,241¥A 0,244%A 0,149%A 0,120¥A 1,4819A 1,3049A  1504¥A  1,0329A
. jejuni
el o 4,169+ 4,109+ 4,410+ 3,969+ 4,376+ 4,013+ 0,3971+
Polietileno Q¥A 0¥A 0¥A 0¥A Q¥A
0,322¥8  0,280%A 0,328%A 0,116¥A 0,403¥A 0,257%A 1,1919A

*Letras minusculas iguais na mesma linha entre diferentes temperaturas do mesmo tratamento nao diferem significativamente entre si (p>0,05).
**Letras maiUsculas iguais na mesma coluna entre diferentes superficies considerando 0 mesmo microrganismo, temperatura e tratamento ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).
*** Resultados expressos em logio UFC.cm
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5.4.3 Biofilme multiespécies E. coli + C. jejuni

Na Figura 24 constam os resultados referentes aos tratamentos de remocéo
realizados sobre o biofilme formado por E. coli + C. jejuni. Assim como para as
combinagdes microbianas anteriores, o tratamento com ramnolipideo ndo demonstrou
efeito antimicrobiano sobre o biofilme tanto para E. coli quanto para C. jejuni (p>0,05).
O AC atuou zerando praticamente todas as contagens, independente das condicdes
testadas, confirmando-se como o tratamento mais eficiente, independente da
temperatura e superficie. O CB teve desempenho comprometido para E. coli a 4°C no
biofilme formado com 24 horas sobre o polietileno, ndo diferindo estatisticamente das
contagens obtidas no grupo controle (p>0,05). Nas demais condicGes analisadas, o CB
teve acdo igual ao AC frente ao C. jejuni em aco inoxidavel nas trés temperaturas, e
para E. coli no polietileno a 4°C e 12°C, e no ago inoxidavel a 25°C (p<0,05). Ainda,
para E. coli, no aco inoxidavel a 4°C e 12°C, o CB reduziu significativamente a
quantidade de células aderidas com 4 e 12 horas de formacdo e 12 e 24 horas de
formacédo, respectivamente (p<0,05). Da mesma forma, para C. jejuni, no polietileno a
4°C o CB diminuiu em mais de 2 logio a contagem em relagéo ao controle (p<0,05).

De acordo com a Tabela 7, foi observada diferenca na adesdo para a mesma
superficie entre as temperaturas apenas para E. coli no polietileno, sendo a 12°C e 25°C
evidenciada uma maior quantidade de células aderidas quando comparado a 4°C
(p<0,05). Entre as superficies, foi constatada uma maior adesdo ao aco inoxidavel
apenas para E. coli a 4°C (p<0,05). O ramnolipideo teve melhor atuacdo a 4°C para E.
coli no polietileno em relagdo as demais temperaturas (p<0,05). O AC néo teve variagdo
significativa no seu efeito antimicrobiano antre as temperaturas considerando a mesma
superficie e microrganismo (p>0,05). Para o CB, foi observada que a 25°C este
desinfetante teve melhor desempenho para E. coli no polietileno, zerando todas as
contagens apos dez minutos de contato (p<0,05).
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Figura 24 -  Efeito dos tratamentos de remogéo (ramnolipideo 5%, acido citrico 10%
e cloreto de benzalcénio 150 ppm) sobre biofilme formado por
Escherichia coli e Campylobacter jejuni no ago inoxidavel e polietileno
a4°C, 12°C e 25°C com 4, 12 e 24 horas de incubacao.

Biofilme E. coli + C. jejuni

E.coli 4°C - ago inoxidavel E.coli12°C - ago inoxidavel E.coli 25°C - ago inoxidavel

81 81 87
a a a
a
a
o 2 , a a aa 6 a
b
a
44 b 44 b
2 2
b b b b b b b b
0- T
&';) o"b&) 0‘{)
\J S N
N
~ N V
C.jejuni 4°C - aco inoxidavel C.jejuni 12°C - ago inoxidavel
67 67
a a
a a a a a2 aa a
41 44
24 21
b b b b b b b b b b b b
0+ T T T 0+ T T T
"l "
& e"(;7 0@6 & &° &
8 BN <« o < A
N < »
~ N > » g o
C.jejuni 4°C - polietileno C.jejuni12°C - polietileno C.jejuni 25°C - polietileno
67 67 6n
a
a a a g a . a aa a @ a a a a
a
el ¢ 4 4
b
27 21 24
b b b b b b b b b b b
0- 0- T T T
& O&" O@f’ & & 0\7;’
] < N ] < N
N N
™ N s » N s

EE Controle B Ramnolipideo 5% Wl Acido citrico 10% HHl Cloreto de benzalconio 150 ppm

*Letras iguais entre 0s tratamentos para 0 mesmo microrganismo, superficie e temperatura ndo diferem
estatisticamente entre si (p>0,05).
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Tabela7 - Comparacéo da adesdo e dos tratamentos de remocéo (ramnolipideo 5%, &cido citrico 10% e cloreto de benzalconio 150 ppm) sobre
o biofilme multiespécies de Escherichia coli e Campylobacter jejuni em aco inoxidavel e polietileno a 4°C, 12°C e 25°C,
independente do tempo de incubacao.

Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalcdnio 150 ppm
4°C 12°C 25°C 4°C 12°C 25°C 4°C 12°C 25°C 4°C 12°C 25°C
Aco 6,386+ 6,386+ 6,430+ 6,205+ 6,260+ 6,354+ oA oA 0,411+ 3,595+ 2,054+ 1,342+
E coli inoxidavel  0,089¢A 0,134%9A 0,423%A 0,157%A 0,070¥A 0,2319A 1,2324A 1,598%A 1,997A 1,617%A
Polietileno 5731+ 6,314+ 6,233+ 5451+ 6,171+ 6,122+ QA oA 0,4356+ 2,661+ 0,4356+ obie
0,192%8 0,288A 0,225%A 0,379%8 0,3710A 0,2290/A 1,306%A 1,5844A 1,306"8
Aco 4,233+ 4,082+ 4,657+ 3,840 3727+ 3,620+ 09A gua  0.7267% 09A oA oA
C.jejuni InOXidavel 0,215%A  0,4289A  0,134%A 0,328¥A  0,549¥A  1,396%A 1,4529A
Polietileno 4,342+ 4,314+ 4,555+ 3,891+ 4,194+ 4,402+ A A A 0,6761+  0,4068+ A
0,2279A  0,2199A  0,200%A 0,3469A 0,393%A  0,261%A 0 0 0 1,358%A  1220%A 0

*Letras minusculas iguais na mesma linha entre diferentes temperaturas do mesmo tratamento nao diferem significativamente entre si (p>0,05).
**Letras maiUsculas iguais na mesma coluna entre diferentes superficies considerando 0 mesmo microrganismo, temperatura e tratamento ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).
*** Resultados expressos em logio UFC.cm™
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5.4.4 Biofilme multiespécies S. Enteritidis + E. coli + C. jejuni

De acordo com os resultados observados apos os diferentes tratamentos sobre o
biofilme multiespécies de S. Enteritidis + E. coli + C. jejuni, tanto no aco inoxidavel
quanto no polietileno (Figuras 25 e 26), pode-se verificar que ndo houve diferenca
significativa entre o tratamento com ramnolipideo e o grupo controle para todos os
microrganismos, independente da temperatura avaliada (p<0,05). A acdo do AC sobre S.
Enteritidis, E. coli e C. jejuni praticamente zerou a contagem destes patdgenos em todas
as temperaturas, superficies e tempos de incubacéo.

O CB teve atuacao variavel apenas para S. Enteritidis e E. coli. No caso da S.
Enteritidis, a 4°C este desinfetante mostrou-se eficiente apenas frente ao biofilme no
aco inoxidavel com quatro horas formacdo (p<0,05). Ja a 12°C, o produto teve melhor
desempenho sobre biofilme formado nesta superficie com quatro e 24 horas. A 25°C, o
CB apresentou boa atuacdo em todos os tempos avaliados no aco inoxidavel, sendo seu
efeito antimicrobiano semelhante ao observado para o AC. Ja para o polietileno, o CB
ndo zerou as contagens de S. Enteritidis quando utilizado a 4°C, mas atuou da mesma
forma que o AC para o biofilme formado com quatro e 12 horas (p<0,05).

Ao avaliar a atuacdo do CB sobre a E. coli no biofilme multiespécies, pdde-se
verificar que a 4°C no aco inoxidavel houve uma reducdo significativa da contagem em
relacdo ao controle em todos os tempos de formacdo analisados, sendo observada uma
reducdo de até 4 logio para o biofilme formado com quatro horas (p<0,05). O resultado
do CB nestas condi¢des ndo foi tdo eficiente quanto o AC, o qual reduziu em 100% a
contagem de E. coli nesta mesma superficie, no entanto sua atuacdo, ainda assim, foi
bastante expressiva. Ainda, a 12°C este desinfetante zerou as contagens de E. coli em
todos os tempos avaliados, e a 25°C apresentou bons resultados diante do biofilme
formado com quatro e 24 horas (p<0,05). No polietileno este desinfetante também teve
seu desempenho um pouco comprometido a 4°C frente a E. coli para o biofilme
formado com 24 horas (p<0,05). Contudo, nas demais temperaturas, o0 CB demonstrou
ser tdo eficiente quanto o AC, reduzindo significativamente as contagens de E. coli
(p<0,05).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 8, ndo foi evidenciada diferenca
significativa na adesdo de S. Enteritidis no aco inoxidavel entre as trés temperaturas
avaliadas (p<0,05). Contudo, no polietileno, a adesdo desse microrganismo foi menor a

4°C, comparado a 12°C e 25°C (p<0,05). Ainda, ao comparar a adesao de S. Enteritidis
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entre as duas superficies para a mesma temperatura, pode-se constatar que a 4°C houve
uma maior adesdo ao aco inoxidavel, comparado ao polietileno (p<0,05). No tratamento
com ramnolipideo, a contagem de S. Enteritidis no aco inoxidavel ndo variou
significativamente entre as temperaturas, mas no polietileno houve um melhor
desempenho a 4°C (p<0,05). Da mesma forma, o tratamento com este biosurfactante
reduziu significativamente a contagem de S. Enteritidis no polietileno em relagdo ao ago
inoxidavel a 4°C (p<0,05). Quanto ao AC, ndo houve diferenca significativa na sua
atuacdo frente a S. Enteritidis entre as temperaturas, considerando a mesma superficie,
bem como entre as superficies para a mesma temperatura (p>0,05). Para o CB foi
verificado um melhor desempenho para S. Enteritidis apenas no polietileno nas duas
mais altas temperaturas (p<0,05). J& entre as duas superficies, este desinfetante obteve
uma reducgdo de quase 3 logio na contagem a 12°C no polietileno em relagdo ao ago
inoxidavel (p<0,05).

Para E. coli (Tabela 8), ndo foi observada diferenca significativa na formacdo do
biofilme no aco inoxidavel entre as temperaturas, ja no polietileno houve uma maior
adesdo deste patogeno a 12°C e 25°C (p<0,05). Ainda, uma maior capacidade de adesdo
deste patdgeno foi observada no aco inoxidavel a 4°C em comparacdo ao polietileno
(p<0,05). Diferenca entre as temperaturas para 0 mesmo tratamento e superficie so foi
verificada para o ramnolipideo no aco inoxidavel a 25°C, e para o CB no polietileno a
4°C (p<0,05). Ademais, o tratamento com AC ndo diferiu significativamente entre as
temperaturas e entre as superficies. Para C. jejuni (Tabela 7), diferencas entres os
tratamentos s6 foram observadas na adesdo a 4°C, onde o polietileno demonstrou uma

maior capacidade formacdo de biofilme em relagdo ao ago inoxidavel (p<0,05).
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Efeito dos tratamentos de remocéao (ramnolipideo 5%, &cido citrico 10%

e cloreto de benzalcbnio 150 ppm) sobre biofilme formado por
Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni no aco
inoxidavel a 4°C, 12°C e 25°C com 4, 12 e 24 horas de incubacdo.
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*Letras iguais entre os tratamentos para 0 mesmo microrganismo, superficie e temperatura nao diferem

estatisticamente entre si (p>0,05).
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Figura26 -  Efeito dos tratamentos de remogéo (ramnolipideo 5%, acido citrico 10%
e cloreto de benzalcbnio 150 ppm) sobre biofilme formado por
Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni no
polietileno a 4°C, 12°C e 25°C com 4, 12 e 24 horas de incubacdo.

Biofilme S. Enteritidis + E. coli + C. jejuni
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*Letras iguais entre os tratamentos para 0 mesmo microrganismo, superficie e temperatura ndo diferem
estatisticamente entre si (p>0,05).
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Tabelag—-  Comparacdo da adesdo e dos tratamentos de remogéo (ramnolipideo 5%, acido citrico 10% e cloreto de benzalconio 150 ppm) sobre
o biofilme multiespécies de Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni em aco inoxidavel e polietileno a 4°C,
12°C e 25°C, independente do tempo de incubacao.

Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalcdnio 150 ppm
4°C 12°C 25°C 4°C 12°C 25°C 4°C  12°C 25°C 4°C 12°C 25°C
Aco 6,326+ 5,964+ 6,129+ 6,020+ 5,620+ 5,755+ A A 0, 389+ 3,962+ 3,545+ 2,186+
s. inoxidavel  0.387%A  0130A  0523%A  0421**  gg3ggwA  0,222%A 0 0 0.973%A  1671%A  1398%A 170297
Enteridis — etileno 501l 5.884x 5,945+ 5,252+ 5447+ 5887+ n a 03245: 2754+ 07095+ 1,100+
0,270  0,316AYA  0417"A  0,395¢¥8  0219%A  0,500"A 0 0 0,973¥A 157994  1436"8  0,1,686"A
Ago 6,401+ 6,561 6,104+ 6,211+ 6,346t 5596+ n n - 3,190+ 1542+ 2,075+
c o inoxidavel 0,395¥A  0,187%A  0,219"A  0,379¥A 0,240  0,420"A 0 0 0 132297 14719A  1,9759A
. coll
Polietileno 5913 6,369+ 6,121+ 5,540+ 5983+ 5,699+ A A 0201+ 2894 03580+  o9q14
0,174¥8  0,216"A  0,074¥A  0217%8  0310°®  0,315%A 0 0 0,8739A  1,798¥A  1522%A 4 jqeus
Aco 4278+ 4339+ 4582+ 4168t 4154+ 3,901+ A ™ gon pon
ioiuni  inoxidavel ~ 0,644¥A 03499~  0,353¥A  2,046¥A  1,602¢A  1155%A
C. jejuni
Polietileno 4473t 4527+ 4,701+ 4,188+ 4,440+ 4,477+ 0vA 0vA - oA - -

0,170¥8 0,237¥A 0,088¥A 0,332¥A 0,374¥A 0,125¥A

*Letras minusculas iguais na mesma linha entre diferentes temperaturas do mesmo tratamento néo diferem significativamente entre si (p>0,05).
**_etras maiUsculas iguais na mesma coluna entre diferentes superficies considerando o mesmo microrganismo, temperatura e tratamento ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).
*** Resultados expressos em logio UFC.cm
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De modo geral, observou-se que, independente da combinagdo microbiana e da
temperatura, 0 microrganismo que apresentou maior capacidade de adesdo nas duas
superficies foi E. coli seguido de S. Enteritidis e, por ultimo, C. jejuni (Tabela 9)
(p<0,05). Ainda, sem considerar a combinacdo microbiana, a taxa de recuperacao de S.
Enteritidis variou, em média, de 5,919 a 6,257 no aco e 5,428 a 5,780 no polietileno.
Para E. coli, esta taxa foi de 6,092 a 6,147 no polietileno e de 6,134 a 6,658 no aco. J&
para C. jejuni foi de 4,229 a 4,567 no polietileno e de 4,287 a 4,399 no aco.

Cabe ressaltar que, apesar dos dados obtidos nas contagens em placa dos
biofilmes multiespécie, independente da combinacdo microbiana, ndo apresentarem
distribuicdo normal, toda a analise estatistica foi realizada com ANOVA e como teste
post hoc Bonferroni. Esta medida foi necessaria, uma vez que 0s testes ndo —
paramétricos disponiveis ndo representaram de modo apropriado os resultados desta
etapa do estudo.

Tabela 9 — Comparacdo da adesdo de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni sobre o aco
inoxidavel e polietileno considerando as diferentes combinacGes
microbianas, independente da temperatura e concentracdo do
antimicrobiano.

S. Enteritidis + E. S. Enteritidis + E. coli + S. Enteritidis +

coli C. jejuni C. jejuni E. coli + C. jejuni

Aco  Polietileno Aco Polietileno  Ago  Polietileno  Ago  Polietileno

S.
L 6,2572 5,4282 5,9192 5,6202 - - 6,1392 5,7802
Enteritidis
E. coli 6,658 6,147° - - 6,4002 6,0922 6,3552 6,134°
C. jejuni - - 4,287" 4,229° 4,3245 4,403° 4,399b 4,567°¢

*Letras mindsculas iguais na mesma coluna entre diferentes microrganismos nao diferem significativamente entre si
(p>0,05).
**Resultados expressos em logio UFC.cm™2

5.4.5 Modelos de predicédo para os biofilmes multiespécies

Com base nos dados de contagem em placa obtidos com as combinacGes
microbianas multiespécies, foram gerados modelos de regressao linear simples (Figuras
27 a 44). Para cada combinacdo, superficie, temperatura e tratamento buscou-se gerar
um modelo para cada microrganismo. Todos os modelos sdo validos para um intervalo

entre quatro e 24 horas, permitindo predizer o nimero de células bacterianas aderidas no
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aco inoxidavel e polietileno, bem como a quantidade de células viaveis remanescentes
apés o tratamento com os antimicrobianos. A varidvel resposta foi dada em logio
UFC.cm™. A construcio dos modelos foi realizada a partir dos dados de formagcéo de
biofilme obtidos com 4, 12 e 24 horas, sendo que para cada tempo havia trés
observagOes. Para os tratamentos o0s quais tiveram as contagens zeradas nas trés
observagdes, ndo foi possivel a geracdo do modelo, como ocorreu para 0 AC, na maioria
dos casos, e para o CB, principalmente para C. jejuni.

Ao total, dos 160 modelos construidos, 46 deles tiveram o coeficiente de
determinacdo (R?) estatisticamente significativo, permitindo explicar, em maior ou
menor grau, a adesdo ou efeito dos tratamentos sobre os biofilmes multiespécie nas
condicbes avaliadas. A combinacdo microbiana que mais forneceu modelos
matematicos validos foi S. Enteritidis + E. coli + C. jejuni, com 15 modelos, e S.
Enteritidis + E. coli, com 13 modelos. As combinagdes de S. Enteritidis + C. jejuni e E.
coli + C. jejuni tiveram nove modelos validos cada. De todos os modelos validos, 19
sdo referentes a adesdo dos microrganismos as superficies (controle), 18 ao tratamento
com ramnolipideo, oito com CB e apenas um com AC. O maior R? obtido foi 0,88 para
S. Enteritidis em combinacdo com C. jejuni no tratamento com ramnolipideo a 25°C e 0
menor foi 0,41 para S. Enteritidis em combinagcdo com 0s outros dois microrganismos

no tratamento com CB no ago inoxidavel a 25°C.
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Figura 27 — Modelos de predicéo de Escherichia coli (Iogio UFC.cm™) em ago inoxidavel a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido por
Escherichia coli + Salmonella Enteritidis.

E.coli 4°C - Ago inoxidavel E.coli 12°C - Aco inoxidavel E.coli 25°C - Acgo inoxidavel
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Horas

Horas r Horas

-~ Controle -® Ramnolipideo 5% -4 Acido citrico 10% -* Cloreto de benzalconio 150 ppm

Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalcénio 150 ppm
Equacao regressdo (R?) Equacao regressdo (R?) Equacao regressdo (R?) Equacao regressdo (R?)
4°C Y =-0,01788*X + 6,933 (0,47)** Y =-0,03878*X + 6,697 (0,56)** NP Y =0,07398*X + 2,389 (0,17)
12°C Y =0,01128*X + 6,559 (0,12) Y =-0,03993*X + 6,761 (0,44) NP Y =0,01465*X + 0,8962 (0,005)

25°C Y =0,03661*X + 6,085 (0,66)** Y =0,05054*X + 5,687 (0,75)** Y =0,1504*X - 0,6878 (0,67)** Y =-0,01545*X + 0,9889 (0,007)

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: N&o foi possivel gerar o modelo
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Figura 28 — Modelos de predigdo de Salmonella Enteritidis (logio UFC.cm™) em ago inoxidavel a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido
por Escherichia coli + Salmonella Enteritidis.

S. Enteritidis 4°C - ago inoxidavel S. Enteritidis 12°C - ago inoxidavel S. Enteritidis 25°C - ago inoxidavel
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-~ Controle -® Ramnolipideo 5% - Acido citrico 10% -* Cloreto de benzalconio 150 ppm

Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalcénio 150 ppm
Equacao regressio (R?) Equacdo regressdo (R?) Equacdo regressdo (R?) Equacao regressdo (R?)
4°C Y =0,01737*X + 6,225 (0,58)** Y =0,01403*X + 6,076 (0,52)** Y =-0,06032*X + 1,241 (0,32) Y = -0,03448*X + 4,315 (0,16)
12°C Y =0,01711*X +5966 (0,21) Y =-0,0001920*X + 5,768 (0,19) NP Y =0,07335*X + 1,835 (0,14)
25°C Y =-0,009832*X + 6,253 (0,21) Y =0,01144*X + 5,922 (0,50)** Y =0,05248*X - 0,03988 (0,12) Y =0,1279*X + 2,497 (0,40)

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: N&o foi possivel gerar o modelo
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Figura 29 — Modelos de predicéo de Escherichia coli (Iogio UFC.cm™2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido por
Escherichia coli + Salmonella Enteritidis.

E.coli 4°C - polietileno E.coli 12°C - polietileno E.coli 25°C - polietileno
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-~ Controle -® Ramnolipideo 5% - Acido citrico 10% -* Cloreto de benzalconio 150 ppm

Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalcénio 150 ppm
Equacao regressio (R?) Equacao regressdo (R?) Equacao regressdo (R?) Equacao regressdo (R?)
4°C Y =0,06064*X + 4,842 (0,67)** Y =0,04003*X + 4,878 (0,26) NP Y =0,1385*X + 1,381 (0,34)
12°C Y =0,02735*X + 5,885 (0,46)** Y =-0,009794*X + 6,289 (0,082) NP Y =0,03133*X + 0,6145 (0,029)
25°C Y =0,02257*X + 6,241 (0,30) Y =0,02826*X + 5,959 (0,52)** NP Y =0,09192*X - 0,6435 (0,48)**

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: Néo foi possivel gerar o modelo
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Figura 30 — Modelos de predigdo de Salmonella Enteritidis (logio UFC.cm) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido
por Escherichia coli + Salmonella Enteritidis.
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Controle

Equacéo regressio (R?)

Ramnolipideo 5%

Equagcéo regressdo (R?)

Acido citrico 10%

Equacéo regressdo (R?)

Cloreto de benzalc6nio 150 ppm

Equagc&o regressio (R?)

4°C Y =0,006517*X + 5,214 (0,10)
12°C Y =0,005455*X + 5,191 (0,048)
25°C Y =-0,004709*X + 5,783 (0,29)

Y = 0,002491*X + 5,038 (0,009)
Y =0,01242*X + 5,095 (0,12)
Y =-0,02379*X + 5,648 (0,43)

NP

NP
Y =-0,005745*X + 0,3677 (0,003)

Y = 0,07848*X + 2,053 (0,14)
Y =0,1425*X - 0,3047 (0,66)**
Y = -0,05316*X + 1,455 (0,09)

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: Néo foi possivel gerar o modelo
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Figura 31 — Modelos de predigdo de Salmonella Enteritidis (logio UFC.cm2) em ago inoxidavel a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido
por Campylobacter jejuni + Salmonella Enteritidis.

S. Enteritidis 4°C - aco inoxidavel S. Enteritidis 12°C - aco inoxidavel S. Enteritidis 25°C - aco inoxidavel
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-~ Controle -® Ramnolipideo 5% - Acido citrico 10% -* Cloreto de benzalconio 150 ppm

Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalc6nio 150 ppm
Equacao regressdo (R?) Equacao regressdo (R?) Equacao regressdo (R?) Equacao regressdo (R?)
4°C Y =-0,03415*X + 6,523 (0,57)** Y =-0,009066*X + 5,597 (0,088) NP Y =-0,005862*X + 3,857 (0,000)
12°C Y =-0,005070*X +5,828 (0,03) Y =-0,01427*X + 5,660 (0,29) NP Y =-0,02462*X + 2,189 (0,01)
25°C Y =0,03192*X + 5,504 (0,44)** Y =0,03411*X + 5,317 (0,58)** NP Y =0,1163*X - 0,1686 (0,38)

**R2 gstatisticamente significativo (p<0,05)
NP: Nao foi possivel gerar o modelo
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Figura 32 — Modelos de predigdo de Campylobacter jejuni (logio UFC.cm™) em aco inoxidavel a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido

por Campylobacter jejuni + Salmonella Enteritidis.

C.jejuni4°C - aco inoxidéavel C.jejuni12°C - aco inoxidavel
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Equacao regressdo (R?) Equacao regressdo (R?)

Acido citrico 10%

Equacao regressdo (R?)

Cloreto de benzalcénio 150 ppm

Equacao regressdo (R?)

4°C Y =0,002058*X + 4,398 (0,01) Y =-0,07680*X + 4,987 (0,20) NP
12°C Y =0,02162*X + 3,994 (0,61)** Y =0,003483*X + 4,175 (0,06) NP
25°C Y =0,009302*X + 4,029 (0,00) Y =-0,08293*X + 4,965 (0,23) NP

Y =0,05433*X - 0,3803 (0,21)
Y = -0,008984*X + 0,5750 (0,00)
Y = 0,03715*X + 0,2422 (0,04)

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: N&o foi possivel gerar o modelo
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Figura 33 — Modelos de predigdo de Salmonella Enteritidis (logio UFC.cm™) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido
por Campylobacter jejuni + Salmonella Enteritidis.

S. Enteritidis 4°C - polietileno S. Enteritidis 12°C - polietileno S. Enteritidis 25°C - polietileno
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-~ Controle -® Ramnolipideo 5% - Acido citrico 10% -* Cloreto de benzalconio 150 ppm

Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalc6nio 150 ppm
Equacao regressdo (R?) Equacao regressdo (R?) Equacao regressdo (R?) Equacao regressdo (R?)
4°C Y =0,003958*X + 4,922 (0,021) Y =0,01426*X + 3,935 (0,00) NP Y =0,1017*X + 1,434 (0,28)
12°C Y =0,04926*X + 5,303 (0,44)** Y =0,08257*X + 4,644 (0,76)** NP Y =0,03249*X + 0,5404 (0,03)
25°C Y =0,07260*X + 4,958 (0,86)** Y =0,06784*X + 5257 (0,88)** NP Y =-0,007452*X + 0,4769 (0,00)

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: Néo foi possivel gerar o modelo
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Figura 34 — Modelos de predigdo de Campylobacter jejuni (Iogio UFC.cm™) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido
por Campylobacter jejuni + Salmonella Enteritidis.

C.jejuni 4°C - polietileno C.jejuni 12°C - polietileno C.jejuni 25°C - polietileno
51 51
6-
i 3 =
s M I 47
: f ! | =
(@) 31 31
5
% 2 2 2-
3
1 14
04 T 1
0 L — T L 1 0 L T T £ 1
0 10 20 30 0 10 20 30 10 20 30
Horas Horas 9 Horas
-~ Controle -® Ramnolipideo 5% - Acido citrico 10% -* Cloreto de benzalconio 150 ppm
Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalc6nio 150
Equagdo regressio (R?) Equacdo regressdo (R?) Equacao regressdo (R?) ppm
Equacao regressdo (R?)
4°C Y =0,002360*X + 4,137 (0,00) Y =0,0009015*X + 4,364 (0,00) NP NP
12°C Y =-0,01318*X + 4,285 (0,16) Y =0,008264*X + 3,858 (0,03) NP NP
25°C Y =0,02910*X + 4,022 (0,59)** Y =0,01648*X + 3,793 (0,31) NP Y =0,06270*X - 0,4389 (0,21)

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: Néo foi possivel gerar o0 modelo
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Figura 35 — Modelos de predigdo de Escherichia coli (Iogio UFC.cm™2) em ago inoxidavel a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido por
Escherichia coli + Campylobacter jejuni.
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-~ Controle -® Ramnolipideo 5% - Acido citrico 10% -* Cloreto de benzalconio 150 ppm

Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalc6nio 150
Equacao regressdo (R?) Equacdo regressdo (R?) Equacao regressdo (R?) ppm
Equagao regressdo (R?)

4°C Y =0,003125*X + 6,345 (0,09) Y =-0,01055*X + 6,346 (0,33) NP Y =0,1412*X + 1,713 (0,59)**
12°C Y =-0,004386*X + 6,445 (0,08) Y =0,0004068*X + 6,255 (0,00) NP Y =0,1636*X - 0,1276 (0,51)**
25°C Y =0,04319*X + 5,854 (0,79)** Y =0,01797*X + 6,114 (0,45)** Y =0,06409*X - 0,4029 (0,20) Y =0,09474*X + 0,07912 (0,26)

**R2 gstatisticamente significativo (p<0,05)
NP: Néo foi possivel gerar 0 modelo
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Figura 36 — Modelos de predigdo de Campylobacter jejuni (logio UFC.cm™) em ago inoxidavel a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido
por Escherichia coli + Campylobacter jejuni.
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-~ Controle -® Ramnolipideo 5% - Acido citrico 10% -* Cloreto de benzalconio 150 ppm
Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalc6nio 150
Equacdo regressdo (R?) Equacdo regressio (R?) Equacdo regressdo (R?) ppm
Equagdo regressdo (R?)
4°C Y =0,009460*X + 4,107 (0,14) Y =0,006155*X + 3,758 (0,02) NP NP
12°C Y =0,03128*X + 3,665 (0,40) Y =0,03273*X + 3,290 NP NP
25°C Y =0,005225*X + 4,587 (0,11) Y =-0,05510*X + 4,355 (0,11) NP Y =0,05710*X — 0,03460 (0,11)

**R2 gstatisticamente significativo (p<0,05)
NP: Néo foi possivel gerar o modelo
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Figura 37 — Modelos de predicéo de Escherichia coli (logio UFC.cm™2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido por
Escherichia coli + Campylobacter jejuni.
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-~ Controle -® Ramnolipideo 5% - Acido citrico 10% -* Cloreto de benzalconio 150 ppm

Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalc6nio 150
Equagdo regressdo (R?) Equacdo regressdo (R?) Equacao regressdo (R?) ppm
Equacio regressio (R?)

4°C Y =-0,01686*X + 5,956 (0,58)** Y =-0,008447*X + 5,564 (0,03) NP Y =0,08822*X + 1,485 (0,23)
12°C Y =0,01498*X + 6,114 (0,20) Y =0,03544*X + 5,698 (0,69)** NP Y =-0,008598*X + 0,5503 (0,00)
25°C Y =0,009660*X + 6,104 (0,14) Y =-0,01883*X + 6,373 (0,50)** NP Y =-0,008598*X + 0,5503 (0,00)

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: Nao foi possivel gerar o0 modelo



Figura 38 — Modelos de predigdo de Campylobacter jejuni (Iogio UFC.cm2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido

por Escherichia coli + Campylobacter jejuni.
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Acido citrico 10%
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Equacao regressdo (R?)

4°C Y =-0,003073*X + 4,383 (0,01) Y =0,03122*X + 3,475 (0,61)** NP Y = 0,1067*X - 0,7472 (0,46)**
12°C Y =-0,003362*X + 4,359 (0,01) Y =0,01328*X + 4,017 (0,08) NP Y = 0,06423*X - 0,4496 (0,21)
25°C Y =0,01615%X + 4,340 (0,49)** Y =0,004600*X + 4,341 (0,02) NP NP

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: Néo foi possivel gerar o modelo
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Figura 39 — Modelos de predicdo de Salmonella Enteritidis (logio UFC.cm2) em ago inoxidavel a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido

por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni.
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Equagdo regressdo (R?)

4°C Y =0,03682*X + 5,835 (0,68)** Y =0,03773*X + 5,517 (0,60)** NP
12°C Y =0,002902*X + 5,925 (0,03) Y =0,02444*X + 5,294 (0,03) NP
25°C Y =0,05044*X + 5,456 (0,70) Y =0,003038*X + 5,714 (0,01) Y =-0,006405*X + 0,4099 (0,00)

Y = 0,1297*X + 2,233 (0,45)**
Y = 0,08549*X + 2,405 (0,28)
Y =0,1260*X + 0,5065 (0,41)**

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: Néo foi possivel gerar o modelo
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Figura 40 — Modelos de predigéo de Escherichia coli (Iogio UFC.cm™) em ago inoxidavel a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido
por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni.
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Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalcénio 150
Equacdo regressdo (R?) Equacdo regressdo (R?) Equacao regressdo (R?) ppm
Equacao regressdo (R?)
4°C Y =0,04188*X + 5,843 (0,85)** Y =0,03937*X + 5,686 (0,81)** NP Y =0,1016*X + 1,835 (0,44)**
12°C Y =0,01334*X + 6,383 (0,38) Y =0,01223*X + 6,183 (0,19) NP Y =0,04793*X + 0,9029 (0,08)
25°C Y =-0,009918*X + 6,236 (0,15) Y =0,01745*X + 5,363 (0,13) NP Y =0,1079*X + 0,6369 (0,22)

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: Néo foi possivel gerar o0 modelo



118

Figura 41 — Modelos de predigdo de Campylobacter jejuni (logio UFC.cm™) em ago inoxidavel a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido
por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni.
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Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalcénio 150 ppm
Equacdo regressdo (R?) Equacdo regressdo (R?) Equacio regressio (R?) Equacio regressio (R?)
4°C Y =0,01068*X + 4,135 (0,18) Y = 0,003107*X + 4,127 (0,02) NP NP
12°C Y =0,01777*X + 4,102 (0,19) Y = -0,006111*X + 4,235 (0,04) NP NP
25°C Y =-0,006982*X + 4,676 (0,14) Y =-0,07659*X + 5,012 (0,19) NP NP

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: N&o foi possivel gerar o modelo
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Figura 42 — Modelos de predigdo de Salmonella Enteritidis (logio UFC.cm™) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido
por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni.
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Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalcénio 150 ppm
Equacao regressio (R?) Equacdo regressdo (R?) Equacao regressdo (R?) Equagdo regressdo (R?)
4°C Y =-0,005137*X + 5580 (0,02) Y =-0,01663*X + 5,474 (0,13) NP Y =0,08394*X + 1,635 (0,21)
12°C Y =-0,02791*X + 6,257 (0,58)** Y =-0,01957*X + 5,708 (0,60)** NP Y = -0,04847*X + 1,356 (0,08)

25°C Y =0,04055*X + 5,405 (0,71)**

Y =0,03997*X + 5,354 (0,48)** Y =-0,006405*X + 0,4099 (0,00)

Y = 0,09689*X - 0,1829 (0,25)

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: Nao foi possivel gerar o modelo



Figura 43— Modelos de predicio de Escherichia coli (logio UFC.cm) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido
por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni.
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Controle Ramnolipideo 5% Acido citrico 10% Cloreto de benzalc6nio 150 ppm
Equacdo regressdo (R?) Equacdo regressdo (R?) Equacao regressdo (R?) Equacao regressdo (R?)
4°C Y =0,01553*X + 5,706 (0,27) Y =0,01807*X + 5,299 (0,40) NP Y = 0,09304*X + 1,654 (0,21)
12°C Y =0,008136*X + 6,260 (0,09) Y =-0,004544*X + 6,044 (0,09) NP Y = -0,007065*X + 0,4522 (0,00)
25°C Y =-0,03540%X + 6,593 (0,46)** Y =-0,05075*X + 6,376 (0,39) NP Y =0,04596*X — 0,3217 (0,21)

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: N&o foi possivel gerar o modelo
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Figura 44 — Modelos de predigdo de Campylobacter jejuni (Iogio UFC.cm™2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituido

por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni.
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Equacio regressio (R?)

4°C Y =0,007309*X + 4,375 (0,14) Y = 0,02725*X + 3,824 (0,50)** NP NP
12°C Y =0,01931*X + 4,270 (0,50)** Y = 0,03402*X + 3,987 (0,62)** NP NP
25°C Y =0,002631*X + 4,666 (0,06) Y = 0,001651*X + 4,455 (0,01) NP NP

**R2 estatisticamente significativo (p<0,05)
NP: Néo foi possivel gerar o modelo
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6 DISCUSSAO

6.1 Influéncia da temperatura e superficie na formacdo de biofilmes mono e

multiespécies de Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni

Nos ultimos anos, S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni vem sendo relacionados a
surtos de DTA no mundo todo. Neste sentido, é de grande importancia o estudo dos
mecanismos adotados por estes patdgenos que permitam a sua sobrevivéncia ao longo
da cadeia de processamento de alimentos. Entre as estratégias de resisténcia, o biofilme
é conhecido por conferir protecdo frente ao estresse ambiental e antimicrobianos
(BRONNEC et al., 2016). Contudo, este processo de formacdo de biofilme caracteriza-
se por ser complexo e influenciado pela espécie, superficie, disponibilidade de
nutrientes e condi¢cGes ambientais, como temperatura (NAIR et al., 2015). Sendo assim,
no presente estudo buscou-se simular as condigdes mais préximas daquelas encontradas
em matadouros-frigorificos de aves. Alem disso, a utilizacdo de cepas provenientes de
fontes avicolas torna os resultados obtidos mais proximos da realidade. Segundo R@der
et al. (2016), ensaios de biofilme utilizando apenas cepas padrdo podem comprometer a
extrapolacdo dos dados para 0 ambiente natural, ja que, na maioria dos casos, as cepas
padrdo ndo foram isoladas nas mesmas condic¢Ges que serdo realizados 0s experimentos.
Ainda, a co-cultura de cepas padrdo entre si ou com cepas de campo tem relevancia
reduzida, caso ndo sejam encontradas juntas no microambiente natural.

A utilizagdo de meios de cultura pobres em nutrientes é uma ferramenta
amplamente utilizada em microbiologia para verificar a capacidade de adesdo de um
microrganismo, seja fungo ou bactéria. Este tipo de meio simula uma condi¢do de
estresse nutricional, favorecendo o desenvolvimento de adesinas, as quais estdo
relacionadas aos estagios iniciais da formacao de biofilme (SINGH et al., 2017). Neste
contexto, o TSB sem glicose € um dos meios mais citados na literatura para formagéo
de biofilme, inclusive demonstrando bons resultados para S. Enteritidis, E. coli e C.
jejuni (SANDERS; FRANK; ARNOLD, 2008; RODRIGUES et al., 2010; NAIR et al.,
2015; ILIADISA et al., 2018). No presente estudo, 0 uso deste meio de cultura
possibilitou verificar a formacao de biofilme pelas trés espécies avaliadas.

A técnica de formacéo de biofilme em microplacas de poliestireno é considerada
um bom método de screening para avaliar a capacidade de formacdo de biofilme,

permitindo também a realizacdo de testes com compostos antimicrobianos. Soma-se a
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Isso o fato de possuir baixo custo, uma vez que ndo necessita de equipamentos caros, a
ndo ser o leitor de microplacas. Como desvantagens, destaca-se a baixa
reprodutibilidade e repetibilidade (AZEREDO et al., 2017). No entanto, com o objetivo
de reduzir este problema, no presente estudo foram utilizadas, além das triplicatas
biologicas, triplicatas técnicas, sendo consideradas formadoras de biofilme somente as
cepas que demonstraram capacidade de ades&o nos trés ensaios realizados.

A habilidade de adesdo ao poliestireno por S. Enteritidis, C. jejuni e E. coli
demonstrada neste estudo, também ja foi relatada por outros autores (SCHONEWILLE
et al., 2012; PATEL et al., 2013; NAIR et al., 2015; LAMAS et al., 2016; NIELSEN et
al., 2018; PENG et al., 2018). Além disso, a producdo de biofilme destes
microrganismos ndo diferiu significativamente entre as fontes de isolamento. Cabe
ressaltar que, estudos comparativos da formacdo de biofilme entre isolados da mesma
espécie, mas de diferentes origens sdo pouco frequentes (BORGES et al. 2017). Nair et
al. (2015) avaliando sorovares de Salmonella de diferentes fontes (excrementos de aves,
fezes de humanos, vegetais, carcacas, solo e manguezais) verificaram que praticamente
a totalidade deles formou biofilme a 37°C, independente da origem. Zhang et al. (2017)
realizaram estudo analisando a producéo de biofilme de cepas de C. jejuni isoladas de
solo, aerossais e suabe de cloaca. Os autores constataram que todos os isolados de solo
e aerossois foram produtores de biofilme a 42°C em microerofilia. Rodrigues et al.
(2019) verificaram que a formacdo de biofilme de APEC a 25°C foi de
aproximadamente 56% para as amostras de cama de aviario, 59% para as amostras de
celulite e 48% para amostras de lesdo do trato respiratério, ndo sendo evidenciada
diferenca significativa entre as origens.

A realizacdo dos ensaios de formacdo de biofilme em temperaturas comuns as
das plantas de processamento de aves assumem grande importancia, uma vez que
representam de forma mais aproximada o ambiente onde as cepas de S. Enteritidis, E.
coli e C. jejuni estariam em condigdes normais. Contudo, a maioria dos estudos ainda
avaliam a capacidade de adesdo destas espécies em condicGes ideais de cultivo em
laboratdrio, como por exemplo, a 37°C para S. Enteritidis e E. coli, e 42°C ou 37°C em
microaerofilia para C. jejuni. Experimentos realizados nestas condi¢cbes possuem 0s
mesmos problemas do uso de cepas padrdo, fornecendo dados pouco representativos da
realidade e limitando a extrapolagdo dos resultados.

Nos biofilmes monoespécie de E. coli, as cepas que formaram biofilme a 4°C

nas microplacas de poliestireno, praticamente também o fizeram a 12°C, com poucas
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excecdes. O mesmo foi observado para C. jejuni a 4°C, 12°C e 25°C. De modo geral,
nossos achados demonstraram a producéo de biofilme mono e multiespécies pelas trés
espécies em todas as temperaturas testadas. Ademais, as cepas que demonstraram
capacidade de adesdo no poliestireno também foram capazes de aderir isoladamente e
em combinacdo sobre o polietileno e o aco inoxidavel. Este resultado confirma que o
modelo de formag&o de biofime em poliestireno para S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni a
4°C, 12°C e 25°C é valido para aco inoxidavel e polietileno nestas mesmas condicdes.

A adesdo a 4°C pode revelar que microrganismos patogénicos podem aderir
em temperaturas de resfriamento de carcacas, como a agua do chiller nos tanques de aco
inoxidavel, ou de refrigeradores domesticos. Da mesma forma, a capacidade de
formacdo de biofilme a 12°C no aco inoxidavel e polietileno serve como alerta em
plantas de processamento de aves, uma vez que esta temperatura é requerida em
estabelecimentos que realizem corte e desossa para exportacdo a Unido Européia
(GEHLEN, 2016; BORGES et al., 2018).

A capacidade de adesdo a 25°C assume importancia em determinados locais
nos matadouros-frigorificos, como salas de evisceracdo e onde fica a linha de inspecao.
A temperatura nestes locais pode chegar proximo aos 25°C, de acordo com a época do
ano e localizacdo da planta de processamento. Além disso, esta temperatura esta dentro
do intervalo que a WHO considera como temperatura ambiente, sendo, portanto,
comum em residéncias, padarias e restaurantes. No entanto, cabe ressaltar que, apesar
de serem comuns aos ambientes doméstico e industrial, estas temperaturas ainda nédo
haviam sido descritas como propicias para o desenvolvimento de biofilmes multiespécie
por S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni. Os biofilmes formados nestas superficies e
temperaturas sdo de grande importancia, uma vez que podem atuar como uma fonte
persistente de contaminacao por estes patdgenos, o que pode levar a deterioracdo dos
alimentos e / ou a transmissé@o de doengas.

As imagens de MEV demonstraram que apesar das trés espécies apresentarem
capacidade de adesdo isoladamente, em todas as superficies testadas, ou em
combinagBes, no aco inoxidavel, ndo foi evidenciada a estrutura tridimensional do
biofilme. Este achado pode ter ocorrido em funcdo do tempo de incubacdo utilizado.
Segundo estudo desenvolvido por Milanov, Pranic, Ljubojevic (2017), a estrutura
tridimensional do biofilme para microrganismos menos fastidiosos, como Salmonella e
E. coli, e utilizando TSB como meio de cultura ocorreu com 48 horas de incubacdo a
20°C.
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Cabe ressaltar que, as superficies de polietileno e aco inoxidavel utilizadas para
0s ensaios com biofilme mono e multiespécie, bem como para a MEV, foram adquiridas
de industrias que produzem este tipo de material para plantas de processamento de
carnes, sendo que nenhuma delas foi submetida a uso prévio. No entanto, chama a
atencdo a irregularidade do aco inoxidavel em comparacdo ao polietileno e ao
poliestireno. Como observado nas imagens, a presenca destas irregularidades pode
formar pequenos espacos que sdo ideais para adesdo microbiana. Este achado tem um
reflexo pratico bastante importante para industria de alimentos, pois estas pequenas
depressdes no aco inoxidavel, além de favorecer o acimulo de matéria organica,
protegem 0s microrganismos durante os procedimentos de limpeza e desinfeccéo,
garantindo a sua permanéncia no ambiente de processamento.

Outro fato interessante € que ao avaliar os resultados de contagem em placa de
E. coli e S. Enteritidis em biofilme monoespécie no aco inoxidavel e nos polimeros,
observou-se que ndo houve diferenca significativa de adesdo nestas superficies. Porém,
as imagens de MEV mostraram que a adesdo ao poliestireno e ao polietileno foi menor
comparado ao aco. Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que quando
colocados no cultivo com os microrganismos, 0s cupons de aco inoxidavel afundam e as
demais superficies mantem-se em suspenséo. Este fato faz com que a area de contato do
aco com as bactérias seja reduzida em relacdo aos polimeros, contudo, as
irregularidades presentes neste metal contribuem para uma maior adesdo das bactérias,
fazendo com que as contagens passem a se equivaler.

A capacidade de adesdo dos microrganismos as superficies hidrofébicas, como o
poliestireno e polietileno, estd relacionada a caracteristica de hidrofobicidade das
células bacterianas (ABDALLAH et al., 2014; KRASOWSKA; SIGLER, 2014). Da
mesma forma, a adeséo a superficies hidrofilicas, como o aco inoxidavel, € comum em
células hidrofilicas. Segundo Renner e Weibel (2011) a ades@o e maturacéo do biofilme
sobre substratos hidrofilicos € um processo mais rapido comparado aos substratos
hidrofébicos. Além disso, a presenca de irregularidades no aco eleva ainda mais a
energia desta superficie, atraindo os microrganismos no intuito de promover o equilibrio
energético. Com relacdo aos polimeros, as forcas de van der Waals séo as principais
atuantes no favorecimento a adesdo dos microrganismos, independente da existéncia de
irregularidades e de outros defeitos. Neste caso, as pontes de hidrogénio formadas entre

a bactéria e a superficie mantem a bactéria fortemente aderida.
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Sanders, Frank e Arnold (2008) ao avaliarem a taxa de recuperagdo de C. jejuni
em biofilme multiespecies com Pseudomonas spp., E. coli, Klebsiella spp.,
Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae e Corinebacterium divergens a 13°C e
20°C no aco inoxidavel, obtiveram 102> UFC/mL apds 24 horas de incubacdo. Do
contrario, Gehlen (2016) ndo obteve sucesso na recuperacdo do C. jejuni no ago
inoxidavel, polietileno e poliuretano em biofilme multiespécies juntamente com S.
Enteritidis, E. coli e Listeria monocytogenes, mesmo utilizando condi¢des semelhantes
as avaliadas no presente estudo. Um fato que possivelmente possa ter influenciado neste
resultado foi a quantidade de células no in6culo. Gehlen (2016) fez uso de um in6culo
com 2,5x10% UFC/mL, ao passo que neste estudo o indculo foi de 108 UFC/mL. Ainda,
os resultados do presente estudo demonstraram que a taxa de adesdo ao aco inoxidavel
foi maior comparado ao polietileno para E. coli e S. Enteritidis, independente da
combinacdo de bactérias e temperatura. Indo de encontro a este achado, Gehlen
verificou que para E. coli a adesdo foi maior no polietileno e, para S. Enteritidis, as
contagens equivaleram-se nas duas superficies.

Em grande parte das situacdes analisadas nos biofilmes multiespécies, a
temperatura ndo teve influéncia sobre a adesdo de E. coli e S. Enteritidis as superficies.
Somente em alguns casos observou-se uma maior adesdo a 12°C e 25°C em relagéo a
4°C. Para C. jejuni, a formagdo de biofilme no ago e no polietileno foi similar nas trés
temperaturas independente da combinacdo microbiana. Estes resultados vdo de encontro
ao que descrevem alguns pesquisadores, onde a temperatura geralmente é uma das
variaveis que mais afetam a formacdo de biofilme (GIAOURIS et al., 2005;
SANDERS; FRANK; ARNOLD, 2008; OLIVEIRA et al., 2014; PIRAS et al., 2015;
TEH et al., 2016).

6.2 Uso de acidos organicos, ramnolipideo e cloreto de benzalconio para controle
do biofilme mono e multiespécie de Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e

Campylobacter jejuni

Todos os compostos utilizados foram capazes de atuar em maior ou menor grau
na prevencao ou remocdo do biofilme monoespécie de S. Enteritidis, C. jejuni e E. coli.
Contudo, além da temperatura, o tipo de microrganismo teve influéncia na eficacia das

substancias testadas. Cabe ressaltar que para os trés microrganismos avaliados, todas as
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concentragdes ofereceram algum efeito de antiadesdo ou remocdo do biofilme,
independente da temperatura.

A Dboa atuacdo dos AO em baixas temperaturas ja foi descrita por outros
pesquisadores. Borges, Saavedra e Simdes (2012) avaliaram a atuacao do acido galico e
do &cido ferulico na prevencdo de biofilme por isolados de patogénicos de E. coli,
Staphylococcus aureus, P. aeruginosa e L. monocytogenes. Os autores observaram uma
reducdo de mais de 70% na formacéo de biofilme com o uso destes AO, afirmando que
estes fitoquimicos apresentam grande potencial como estratégia para controle de
biofilmes.

Tendo em vista a grande importdncia que o aco inoxidavel possui para a
industria de alimentos, trabalhos com este material visando avaliar o controle de
biofilme com AO vem sendo desenvolvidos. Park e Chen (2015) obtiveram uma
eliminacdo parcial de biofilme de E. coli nesta superficie utilizando &cido acético e
acido latico a 2%. Akbas e Cag (2016), ao testarem diferentes tipos de AO na
antiformacdo e remocdo de biofilme por Bacillus cereus em aco inoxidavel,
demonstraram que o acido citrico teve atuacdo na eliminacdo do biofilme, inclusive
melhor do que um desinfetante a base de cloro. Na prevencdo do biofilme, reduziu-se
em mais de 60% a adeséo microbiana.

A temperatura teve grande influéncia sobre a atuacdo dos AO no estudo
desenvolvido por AKAR et al., (2013), onde verificou-se que o &cido formico teve acédo
prejudicada a 5°C quando comparado a 15°C frente a isolados de S. Infantis e S.
Typhimurium de origem avicola. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos no
presente estudo, onde em baixas temperaturas estas substancias tiveram, em alguns
casos, a acdo um pouco comprometida, principalmente nos ensaios de remogéo a 4°C.

Gomes e Nitschke (2012) observaram o efeito do biosurfactante na antiformacéo
e destruicdo de biofilmes de S. aureus, L. monocytogenes e S. Enteritidis. Como
conclusdo, os autores afirmaram que a acdo do produto depende do tipo de
microrganismo envolvido, da concentragcdo e do tempo de contato. Zeraik e Nitschke
(2010) constataram que a temperatura também é um fator determinante para sua
atuacdo, sendo que a 4°C o biosurfactante teve um melhor desempenho na prevencéo do
biofilme comparado a 25°C e 35°C. Esta boa atuagdo do biosurfactante a 4°C também
foi observada neste trabalho, principalmente para S. Enteritidis.

Nos biofilmes multiespécie, diferentemente do que foi verificado nos

monoespécie, o ramnolipideo ndo apresentou bons resultados, sendo que a contagem no
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grupo tratado com este biosurfactante ndo diferiu do grupo controle em nenhuma das
condigdes avaliadas. Gomes e Nitschke (2012) afirmaram que de fato o efeito
antimicrobiano dos bisurfactantes em culturas mistas € reduzido. Cabe ressaltar que a
maioria das pesquisas realizadas com biosurfactantes utilizam tempos de contato com o
biofilme de duas horas a seis horas de contato. No entanto, estudos com elevados
tempos de exposi¢do aos antimicrobianos ndo simulam as condigdes ideias de uso em
plantas de processamento de alimentos. Nestes locais, 0 tempo destinado aos
procedimentos de limpeza e desinfeccdo estd cada vez mais reduzido. Sendo assim, 0s
tempos de contato de cinco e dez minutos, os quais foram testados no presente estudo,
estdo mais proximos da rotina na industria.

Akbas e Kokumer (2015) realizaram estudo avaliando a prevencéo e remocéo do
biofilme de S. aureus em condicdes semelhantes aquelas descritas neste estudo. Os
autores puderam constatar que a acdo do AC a 2% e 10% na prevencao e remoc¢do do
biofilme foi significativamente melhor nos cupons de aco inoxidavel em relacdo as
microplacas de poliestireno. Este resultado estd em consonancia aos obtidos nesta
pesquisa, onde para 0 ago inoxidavel o tratamento de remocdo com este AO
praticamente zerou as contagens de todos 0s microrganismos em todas as combinagdes
e condi¢cBes ambientais avaliadas. Uma provavel explicacdo para este achado é que os
testes com antimicrobianos em microplacas permitem analisar apenas os niveis de
remocao do biofilme. Contudo, além do efeito de remocdo, os antimicrobianos podem
ter efeito na inativacdo de células bacterianas no proprio biofilme. Sendo assim, esta
técnica pode subestimar a acdo bactericida dos compostos a serem testados. Ja 0 método
de contagem em placa realizado para o aco inoxidavel permite avaliar tanto o que foi
removido quanto o que foi inativado apds o tratamento.

Apbs o ramnolipideo, o CB foi o produto que mais apresentou
comprometimento de desempenho em baixas temperaturas, principalmente a 4°C. De
fato, outros trabalhos ja relataram o efeito temperatura — dependente deste desinfetante
(CAMILOTTI et al., 2015; CARVALHO et al., 2016). Nos biofilmes multiespécies, o
CB a 25°C teve boa eficécia para todos 0os microrganismos. Para C. jejuni e em algumas
situagdes para E. coli, O CB apresentou praticamente 100% de eficacia na remogéo do
biofilme.

Um ponto importante deste estudo foi conduzir a investigagdo do efeito de
culturas mistas na suscetibilidade antimicrobiana de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni. De

modo geral, este Gltimo microrganismo, ao contrario do que foi observado nos biofilmes
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monoespécie e excluindo o ramnolipideo, teve sensibilidade méxima aos compostos
testados em todas as temperaturas e combinacdes testadas, com raras excecdes. Ja S.
Enteritidis e E. coli mostraram-se como 0s patdgenos mais resistentes, principalmente
para o CB.

Considerando a atuacdo do ramnolipideo, AC e do CB entre as superficies,
observou-se, em alguns casos, uma melhor atuagdo dos produtos no polietileno
comparado ao aco inoxidavel. Contudo esta diferenca pode ser, em maior parte,
resultante do efeito de adesdo nesta superficie, que foi menor em relacdo ao aco na

maioria das situagoes.

6.3 Modelagem preditiva para biofilmes multiespécies de Salmonella Enteritidis,

Escherichia coli e Campylobacter jejuni

De maneira geral, a maioria dos modelos gerados foram referentes a adesdo as
superficies ou ao tratamento com ramnolipideo. O fato de que nestas duas condicdes,
nenhuma das contagens zerou, pode ter colaborado com a geracdo dos modelos, mesmo
sem apresentar R? significativo. Os tratamentos com AC e CB zeraram as contagens em
muitas das situagdes avaliadas, impossibilitando a constru¢do de modelos ou fornecendo
modelos pouco explicativos. Outro fator limitante foi o pequeno nimero de repeticdes
em cada ponto de observacdo. Em um primeiro momento o objetivo desta etapa do
estudo era a geracdo de modelos de analise multivariada, onde todas as varidveis
estudadas pudessem ser avaliadas em uma Unica equacdo. Contudo, a presenca de
variaveis categoricas (superficie, temperatura e combina¢do microbiana) em conjunto
com variaveis numéricas (tempo de formacdo do biofilme) inviabilizaram este tipo de
modelo.

Dentre os modelos construidos, 20 deles apresentaram R2 maior que 0,60,
permitindo uma explicacdo de pelo menos 60% da contagem bacteriana obtida em
funcdo das variaveis estudadas. Considerando que estes modelos tratam de biofilmes
multiespécies, onde um grande numero de varidveis influencia a adesdo e inativacdo dos
microrganismos, um R? superior a 50% pode ser considerado satisfatorio.

De acordo com Schneider, Hommel e Blettner (2010) os modelos de regresséo
linear devem ser constituidos por uma variavel Y dependente que deve ser continua,
enquanto as variaveis independentes podem ser continuas, binarias ou categoricas.

Todos estes pressupostos foram atendidos neste estudo para elaboracdo dos modelos.
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Ademais, estes mesmos autores afirmaram que em &reas bioldgicas e médicas para cada
variavel independente o ideal é trabalhar com no minimo 20 observagfes ou repeticGes.
Quando uma amostragem € muito pequena, apenas fortes relacbes podem ser
demonstradas.

Valderrama, Ostiguy e Cutter (2014) desenvolveram modelos de regresséo
visando revelar diferencas na formagdo de biofilme entre diferentes linhagens de L.
monocytogenes. Os autores constataram que o0s resultados obtidos demonstram a
importancia do entendimento de fatores ambientais sobre a producdo de biofilme deste
patdgeno, permitindo diferenciar a adesdo entre as linhagens, justificando a prevaléncia
de algumas delas em habitats especificos. Bernardes (2008) elaborou modelos com o
intuito de avaliar a adesdo de Bacillus cereus em aco inoxidavel em fungédo do tempo e
da temperatura, uma vez que a contaminacgdo por esta bactéria costuma causar grandes
problemas a inocuidade dos produtos lacteos. Como resultado, foi observado que o fator
temperatura apresentou uma maior influéncia sobre a adesdo desta bactéria em aco
inoxidavel, sendo obtido um bom ajuste dos modelos na faixa entre 25°C a 35°C.
Considerando-se que as juntas dos equipamentos em plantas de laticinios sdo de
borracha e que nesta superficie a formacdo de biofilmes por L. monocytogenes €
favorecida, Chmielewski e Frank (2006) propuseram e validaram modelos de inativagédo
pelo calor (agua quente) para este patégeno em biofilmes mono e multiespécies (L.
monocytogenes + Pseudomonas spp. + Pantoea agglomerans). Como conclusdo, 0s
autores afirmaram que o modelo gerado pode ser uma importante ferramenta para
adequacdo de processos de sanitizacdo com agua quente em superficies de borracha.

Os modelos matematicos em biofilmes multiespécies sdo pouco frequentes,
inclusive ndo hé relatos na literatura de modelos combinando S. Enteritidis, E. coli e C.
jejuni em condicdes que simulem a adesdo e inativacdo microbiana no ambiente
industrial. Além disso, este € o primeiro estudo de modelagem para biofilmes realizado

pelo grupo de pesquisa do CDPA.
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7 CONCLUSOES

A maioria das cepas de S. Enteritidis, C. jejuni e E. coli apresentaram capacidade
de formacdo de biofilme nas microplacas de poliestireno a 4°C, 12°C e 25°C.

O ramnolipideo, bem como os dois AO, foram aptos a prevenir o biofilme dos
trés patdgenos em todas as condigdes avaliadas. Contudo, sua eficacia teve influéncia do
microrganismo, temperatura e concentracao de cada substancia.

O ramnolipideo, AC, AM, e CB promoveram a remoc¢do do biofilme de S.
Enteritidis, E. coli e C. jejuni, em todas as temperaturas e concentra¢cdes. De modo
geral, as mais altas concentracbes e tempos de contato apresentaram o0s melhores
resultados. Dos AO, o AC foi ligeiramente mais eficiente em comparacao ao AM.

Todas as cepas de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni que produziram biofilme no
poliestireno, também o fizeram no aco inoxidavel e no polietileno. S. Enteritidis e E.
coli aderiram igualmente nas trés superficies, mas o C. jejuni teve adesdo reduzida nos
polimeros, comparado ao aco inoxidavel.

Os isolados de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni foram capazes de aderir ao aco
inoxidavel e ao polietileno em todas as combina¢Bes microbianas realizadas a 4°C,
12°C e 25°C.

O ramnolipideo nédo foi capaz de remover o biofilme misto de S. Enteritdis, E.
coli e C. jejuni nas combinac6es, superficies e temperaturas testadas. O AC mostrou-se
como sendo o composto mais eficiente na remocao do biofilme em todas as condi¢oes.
O CB apresentou os melhores resultados na remogdo do biofilme a 12°C e,
principalmente a 25°C, para E. coli e S. Enteritidis. Para C. jejuni, este desinfetante foi
eficaz em todas as condi¢Oes testadas.

Foi possivel gerar 158 modelos de predicdo para os biofilmes multiespécies,
sendo 47 deles com R? significativo. Desses, 20 representam modelos de adesédo e 27

modelos de inativacdo microbiana.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstraram que, nas condicdes avaliadas no presente
estudo, cepas de S. Enteritidis, C. jejuni e E. coli foram capazes de formar biofilmes
mono e multiespécies em temperaturas e superficies comumente encontradas em
matadouros-frigorificos de aves. Desta forma, enfatiza-se a importancia da adocao de
métodos e produtos para controle ou erradicacdo dos biofilmes bacterianos a fim de
mitigar o risco de contaminacdo da carne e produtos processados. Produtos a base de
acidos organicos e de quaternarios de aménio demonstraram ser uma excelente
alternativa na prevencao ou remocao dos biofilmes pré-formados por estes patdgenos.

O estudo dos biofilmes multiespécies de S. Enteritidis, C. jejuni e E. coli através
de modelos matematicos constituiu-se em uma ferramenta bastante atil na inddstria de
alimentos, uma vez que permite a tomada de decisdes com base em probabilidade.
Mediante uso da modelagem, permite-se avaliar a formacdo do biofilme em um
intervalo de tempo sobre determinada superficie, bem como avaliar o efeito de um
tratamento de remocdo considerando varidveis como tempo e temperatura. Os dados
gerados permitem ao Controle de Qualidade das Agroindustrias tomar decisGes mais
assertivas acerca de controle e erradicagdo de contaminagdo por biofilmes nos mais
diversos ambientes. No entanto, cabe ressaltar que, cada indlstria deve gerar seus
préprios modelos com base nos seus préprios dados de contaminacgdo, desta forma, o

uso da modelagem é otimizado e mais aplicavel.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Avaliar outros compostos com atividade antimicrobiana frente a biofilmes mono
e multiespécies de S. Enteritidis, C. jejuni e E. coli (Ex. bacteriofagos, nanoparticulas de
metais, agua eletroquimicamente ativada).

Parcerias com outras areas de pesquisa, como a Engenharia de Materiais,
visando o estudo de moléculas que possam ser utilizadas para recobrimento das
superficies de uso comum em matadouros — frigorificos, como aco inoxidavel,
polietileno e poliuretano.

Geracdo de mais dados que possam abastecer os modelos de predigéo ou gerar
novos modelos, visando melhorar o grau de ajuste dos mesmos.

Utilizacdo de redes neurais artificiais para construcdo de modelos matematicos
de predicdo para biofilmes multiespécies e comparagdo com os modelos gerados pela

estatistica convencional.
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APENDICE A — Identificago, fonte e ano de isolamento das cepas de Salmonella

Enteritidis avaliadas neste trabalho.

Identificacdo

(bacterioteca CDPA) Fonte Ano
1 192 Orgéo de ave 1999
2 194 Orgéo de ave 1999
3 207 Suabe de arrasto 2000
4 210 Suabe de arrasto 2000
5 213 Suabe de arrasto 2000
6 217 Suabe de arrasto 2000
7 219 Orgéo de ave 2000
8 224 Orgéo de ave 2000
9 225 Orgéo de ave 2000
10 228 Suabe de arrasto 2000
11 230 Suabe de arrasto 2001
12 232 Suabe de arrasto 2001
13 233 Orgéo de ave 2001
14 236 Suabe de arrasto 2001
15 241 Sem informacéo Sem informacéo
16 242 Suabe de arrasto 2001
17 170 Carcaga de frango 2001
18 174 Carcaca de frango 1996
19 179 Carcaca de frango 1996
20 35 Carcaga de frango 2006
21 36 Carcaga de frango 2006
- 077 Produto avicola envolvido em surto 2005
de salmonelose em humanos
’3 o7 Produto avicola envolvido em surto 2004
de salmonelose em humanos
0 282 Produto avicola envolvido em surto 2007
de salmonelose em humanos
- 289 Produto avicola envolvido em surto 2007

de salmonelose em humanos



26

27

28

29

30

31

32

33

294

311

315

329

330

338

344

347

Produto avicola envolvido em surto
de salmonelose em humanos
Produto avicola envolvido em surto
de salmonelose em humanos
Produto avicola envolvido em surto
de salmonelose em humanos
Produto avicola envolvido em surto
de salmonelose em humanos
Produto avicola envolvido em surto
de salmonelose em humanos
Produto avicola envolvido em surto
de salmonelose em humanos
Produto avicola envolvido em surto
de salmonelose em humanos
Produto avicola envolvido em surto

de salmonelose em humanos

2008

2011

2012

2008

2008

2008

2007

2007
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APENDICE B - Identificacio e fonte de isolamento das cepas de Escherichia coli,

isoladas entre 2002 e 2008, avaliadas neste trabalho.

o

Identificacao
(bacterioteca CDPA)

Fonte

© 00 N o o b N -

N RN RN RN NMDNRNRNODDND R B B B R 2R R R
© ® N 0o O B W NP O © 0 ~N O o0 b W N B O

07
09
11
14
15
18
23
28
34
35
44
57
59
67
69
70
73
75
76
82
83
87
88
91
93
97
102
103
104

Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Lesé&o de celulite
Lesé&o de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Lesé&o de celulite
Lesé&o de celulite
Lesé&o de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Les&o de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Leséo de celulite
Leséo de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Leséo de celulite
Leséo de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite



30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

110
111
116
146
166
182
185
191
281
282
283
287
288
289
293
312

31
36
46
55
71
72
77
84
85
90
95
105
106
193
290

Lesé&o de celulite
Lesé&o de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Lesé&o de celulite
Lesé&o de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Les&o de celulite
Lesé&o de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Lesé&o de celulite
Lesé&o de celulite
Lesdo de celulite
Lesdo de celulite
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario
Cama de aviario

Cama de aviario
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63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

73

302
314
318
8R

14R
33R
36R
38R
63R

C-07

C-10
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Cama de aviério
Cama de aviério
Cama de aviario
Lesdo de colibacilose trato respiratorio
Leséo de colibacilose trato respiratorio
Leséo de colibacilose trato respiratorio
Lesdo de colibacilose trato respiratorio
Lesdo de colibacilose trato respiratorio
Leséo de colibacilose trato respiratorio
Superficie de matadouro-frigorifico
apos higienizacédo
Superficie de matadouro-frigorifico

apos higienizagédo
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APENDICE C - Identificacdo, fonte e ano de isolamento das cepas de Campylobacter

jejuni avaliadas neste trabalho.

Identificacdo

N° Fonte Ano
(bacterioteca CDPA)
1 8 Carcaca resfriada 2012
2 11 Carcaca resfriada 2012
3 22 Carcaca resfriada 2012
4 40 Carcaca resfriada 2012
5 56 Carcaca resfriada 2012
6 61 Carcaca resfriada 2012
7 62 Carcaca resfriada 2012
8 63 Carcaca resfriada 2012
9 64 Carcaca resfriada 2012
10 65 Carcaca resfriada 2012
11 72 Carcaca resfriada 2012
12 73 Carcaca resfriada 2012
13 84 Carcaca resfriada 2012
14 170 Carcaca resfriada 2012
15 182 Carcaca resfriada 2012
16 185 Carcaca resfriada 2012
17 214 Carcaca resfriada 2012
18 1-L Carcaca resfriada 2018
19 2-L Carcaca resfriada 2018
20 3-L Carcaca resfriada 2018
21 4-L Carcaca resfriada 2018
22 5-L Carcaca resfriada 2018
23 6-L Carcaca resfriada 2018
24 7-L Carcaca resfriada 2018
25 8-L Carcaca resfriada 2018
26 11-L Carcaca resfriada 2018
27 13-L Carcaca resfriada 2018
28 16-L Carcaca resfriada 2018
29 18-L Carcaca resfriada 2018



30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

20-L
23-L
25-L
26-L
27-L
28-L
29-L
30-L
36
43
122
164
194
213
98
99
100
103
104
109
140
141
142
143
147
172
175
177
188
189
191
206
210

Carcaca resfriada
Carcaca resfriada
Carcaca resfriada
Carcaca resfriada
Carcaca resfriada
Carcaca resfriada
Carcaca resfriada

Carcaca resfriada

Carcaca apés primeira lavagem
Carcaca antes da escaldagem
Carcaca ap6s depenagem
Carcaca ap6s depenagem
Carcaga ap6s a depenagem
Carcaga ap6s depenagem

Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango
Cortes de frango

Cortes de frango

2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
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63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

230
120
78
150
168
198
118
121
153
154
156
196
203
162
167
169
199
217
219
220
221
222
231
232
51
146
212

Cortes de frango
Suabe de cloaca
Carcaca apds evisceracao
Carcaca apds evisceracao
Carcaca apds evisceracao
Carcaca apds evisceracao
Agua pré-chiller
Agua chiller
Agua chiller
Agua chiller
Agua chiller
Agua chiller
Agua chiller
Carcaca apés lavagem final
Carcaca apés lavagem final
Carcaca apés lavagem final
Suabe de caixa apds lavagem
Suabe de caixa apds lavagem
Suabe de caixa apds lavagem
Suabe de caixa apos lavagem
Suabe de caixa apos lavagem
Suabe de caixa apds lavagem
Suabe de caixa apds lavagem
Suabe de caixa apos lavagem
Carcaca congelada
Carcaga congelada
Carcaca congelada

2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
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APENDICE D - Identificacéo (bacterioteca CDPA) das cepas de Salmonella
Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni utilizadas nos experimentos 2, 3 e

4.
Salmonella Enteritidis Escherichia coli Campylobacter jejuni
Experimento 2 35, 36, 170, 192, 217, 14R, 36R, 38R, 04, 40, 43, 61, 62, 98,
219, 224, 225, 230, 14, 28, 55, 67, 69, 90, 118, 120, 146, 153,
232, 233, 242, 275, 93, 102, 103, 106, 154, 162, 169, 170,

277, 282, 289, 294, 111, 146, 166, 185, 172,182, 212, 214,
311, 329, 330, 338 191, 281, 282, 287, 219, 222, 02-L, 11-L,
288, 289, 293, 302, 20-L, 25-L, 30-L
312, 314, 318, C-10
Experimento 3 282, 289, 311, 217, 14,55, 69, 90, 103, C-  02-L, 11-L, 20-L, 25-
329, 275, 224, 277, 10, 146, 166, 191, 185 L, 30-L
230, 338
Experimento 4 217 C-10 25-L




