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RESUMO 

 

Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni são umas das principais causas 

de doenças transmitidas por alimentos, sendo a carne de frango considerada uma das principais 

fontes de infecção para o homem. No ambiente industrial, a formação de biofilme por estes 

microrganismos os torna mais resistentes aos processos de higienização, aumentando sua 

permanência nas plantas de processamento e favorecendo a contaminação do produto final. 

Neste contexto, este estudo teve por objetivo caracterizar fenotipicamente a formação de 

biofilmes mono e multiespécies por S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni, avaliar diferentes 

compostos antimicrobianos para prevenção e remoção do biofilme pré-formado, e aplicar a 

modelagem preditiva visando simular a adesão e a inativação de biofilmes multiespécies. A 

avaliação da formação 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 refrigeração) 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 prevenção de biofilme em 

microplacas utilizando ácido cítrico, ácido málico e ramnolipídeo em diferentes concentrações 

demonstraram que todos estes compostos forneceram algum grau de prevenção a 4°C, 12°C e 

25°C, independente do microrganismo. Da mesma forma, os ensaios de remoção utilizando, 

além dos ácidos orgânicos e do biosurfactante, o cloreto de benzalcônio, todos com cinco e dez 

minutos de contato, demonstraram boa atuação destas substâncias, sendo que no maior tempo de 

contato e nas maiores concentrações houve um melhor desempenho. De modo geral, cepas dos 

três microrganismos que aderiram isoladamente ao poliestireno das microplacas também o 

fizeram em superfícies de uso comum em matadouros – frigoríficos de aves (aço inoxidável e 

polietileno) sob a forma de biofilmes mono e multiespécie. Nos biofilmes multiespécie, com 

combinações das bactérias em duplas e em trio, E. coli apresentou maior capacidade de adesão, 

seguido de S. Enteritidis e, por último, C. jejuni, independente da superfície avaliada. Dos 

antimicrobianos testados por dez minutos nestes biofilmes formados a 4°C, 12°C e 25°C, o 

ácido cítrico demonstrou melhor eficácia na remoção, seguido do cloreto de benzalcônio. O 

tratamento com ramnolipídeo não demonstrou diferença em relação ao grupo controle. A partir 

dos dados gerados com os biofilmes multiespécies foi possível a obtenção de 47 modelos 

matemáticos com coeficiente de determinação significativo (R2), destes 20 foram de adesão e 27 

de inativação. Os dados obtidos neste estudo fornecem subsídios para que a indústria avícola 

crie programas de controle e erradicação de biofilmes, a fim de evitar o risco de contaminação 

do produto final. 

Palavras – chave: adesão bacteriana, matadouros – frigoríficos de aves, antimicrobianos, 

modelos matemáticos 
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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 (R2), 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 

 

 

 



8 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1 -  Percentuais de prevenção do biofilme de Salmonella 

Enteritidis a 4°C, 12°C e 25°C utilizando ácido cítrico (2%, 

5% e 10%), ácido málico (2%, 5%, 10%) e ramnolipídeo 

(1%, 3%, 5%)........................................................................... 

 

 

 

65 

Figura 2 - Percentuais de prevenção do biofilme de Escherichia coli a 

4°C, 12°C e 25°C utilizando ácido cítrico (2%, 5% e 10%), 

ácido málico (2%, 5%, 10%) e ramnolipídeo (1%, 3%, 5%)... 

 

 

66 

Figura 3 - Percentuais de prevenção do biofilme de Campylobacter 

jejuni a 4°C, 12°C e 25°C utilizando ácido cítrico (2%, 5% e 

10%), ácido málico (2%, 5%, 10%) e ramnolipídeo (1%, 3%, 

5%)............................................................................................ 

 

 

 

67 

Figura 4 - Percentuais de remoção do biofilme de Salmonella 

Enteritidis formado a 4°C, 12°C e 25°C utilizando ácido 

cítrico (2%, 5% e 10%), ácido málico (2%, 5% e 10%), 

ramnolipídeo (1%, 3% e 5%) e cloreto de benzalcônio (50, 

100 e 150 ppm) com cinco e dez minutos de contato............... 

 

 

 

 

72 

Figura 5 - Percentuais de remoção do biofilme de Escherichia coli 

formado a 4°C, 12°C e 25°C utilizando ácido cítrico (2%, 

5% e 10%), ácido málico (2%, 5% e 10%), ramnolipídeo 

(1%, 3% e 5%) e cloreto de benzalcônio (50, 100 e 150 ppm) 

com cinco e dez minutos de contato......................................... 

 

 

 

 

73 

Figura 6 -  Percentuais de remoção do biofilme de Campylobacter jejuni 

utilizando ácido cítrico (2%, 5% e 10%), ácido málico (2%, 

5% e 10%), ramnolipídeo (1%, 3% e 5%) e cloreto de 

benzalcônio (50, 100 e 150 ppm) a 4°C, 12°C e 25°C com 

cinco e dez minutos de contato................................................ 

 

 

 

 

74 

Figura 7 - Comparação da adesão das cepas de Salmonella Enteritidis, 

Escherichia coli e Campylobacter jejuni no poliestireno, aço 

inoxidável e polietileno através do método de contagem em 

placa (log10.UFC.cm-2)............................................................ 

 

 

 

76 

 

 

 

 

 

 



9 

 

Figura 8 - Comparação da capacidade de adesão das cepas de 

Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter 

jejuni considerando a mesma superfície através do método de 

contagem em placa (log10.UFC.cm-2)...................................... 

 

 

 

77 

Figura 9 -  Adesão da cepa de Salmonella Enteritidis no poliestireno 

observada através da microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). Aumento 1.000x.......................................................... 

 

 

77 

Figura 10 - Adesão da cepa de Salmonella Enteritidis no aço inoxidável 

observada através da microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). Aumento 1.000x.......................................................... 

 

 

78 

Figura 11 - Adesão da cepa de Salmonella Enteritidis no polietileno 

observada através da microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). Aumento 1.000x.......................................................... 

 

 

78 

Figura 12 - Adesão da cepa de Escherichia coli no poliestireno 

observada através da microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). Aumento 2.000x.......................................................... 

 

 

79 

Figura 13 - Adesão da cepa de Escherichia coli no aço inoxidável 

observada através da microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). Aumento 2.000x.......................................................... 

 

 

79 

Figura 14 - Adesão da cepa de Escherichia coli no polietileno observada 

através da microscopia eletrônica de varredura (MEV). 

Aumento 1.000x....................................................................... 

 

 

80 

Figura 15 - Adesão da cepa de Campylobacter jejuni no poliestireno 

observada através da microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). Aumento 5.500x.......................................................... 

 

 

80 

Figura 16 - Adesão da cepa de Campylobacter jejuni no aço inoxidável 

observada através da microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). Sumento 5.500x.......................................................... 

 

 

81 

Figura 17 - Adesão da cepa de Campylobacter jejuni no aço polietileno 

observada através da microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). Aumento 5.500 x......................................................... 

 

 

81 

Figura 18 - Biofilme multiespécie de Salmonella Enteritidis + 

Escherichia coli  formado no aço inoxidável a 25°C com 24 

horas de incubação. A1 Aumento 1.800x; A2 Aumento 

 

 

 



10 

 

3.000x....................................................................................... 83 

Figura 19 - Biofilme multiespécie de Salmonella Enteritidis + 

Campylobacter jejuni formado no aço inoxidável a 25°C 

com 24 horas de incubação. A1 Aumento 5.500x; A2 

Aumento 10.000x..................................................................... 

 

 

 

84 

Figura 20 - Biofilme multiespécie de Salmonella Enteritidis + 

Campylobacter jejuni formado no aço inoxidável a 25°C 

com 24 horas de incubação. A1 Aumento 5.500x; A2 

Aumento 4.000x....................................................................... 

 

 

 

85 

Figura 21 - Biofilme multiespécie de Salmonella Enteritidis + 

Escherichia coli + Campylobacter jejuni formado no aço 

inoxidável a 25°C com 24 horas de incubação. A1 Aumento 

5.500x; A2 Aumento 5.500x.................................................... 

 

 

 

86 

Figura 22 - Efeito dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido 

cítrico 10% e cloreto de benzalcônio 150 ppm) sobre 

biofilme formado por Salmonella Enteritidis e Escherichia 

coli no aço inoxidável e polietileno a 4°C, 12°C e 25°C com 

4, 12 e 24 horas de incubação................................................... 

 

 

 

 

89 

Figura 23 - Efeito dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido 

cítrico 10% e cloreto de benzalcônio 150 ppm) sobre 

biofilme formado por Salmonella Enteritidis e 

Campylobacter jejuni no aço inoxidável e polietileno a 4°C, 

12°C e 25°C com 4, 12 e 24 horas de incubação...................... 

 

 

 

 

92 

Figura 24 - Efeito dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido 

cítrico 10% e cloreto de benzalcônio 150 ppm) sobre 

biofilme formado por Escherichia coli e Campylobacter 

jejuni no aço inoxidável e polietileno a 4°C, 12°C e 25°C 

com 4, 12 e 24 horas de incubação........................................... 

 

 

 

 

95 

Figura 25 - Efeito dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido 

cítrico 10% e cloreto de benzalcônio 150 ppm) sobre 

biofilme formado por Salmonella Enteritidis, Escherichia 

coli e Campylobacter jejuni no aço inoxidável a 4°C, 12°C e 

25°C com 4, 12 e 24 horas de incubação.................................. 

 

 

 

 

99 

   



11 

 

Figura 26 - Efeito dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido 

cítrico 10% e cloreto de benzalcônio 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 incubação.................................. 

 

 

 

 

100 

Figura 27 - Modelos de predição de Escherichia coli (log10 UFC.cm-2) 

em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme 

constituído por Escherichia coli + Salmonella  Enteritidis...... 

 

 

104 

Figura 28 - Modelos de predição de Salmonella Enteritidis (log10 

UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para 

biofilme constituído por Escherichia coli + Salmonella 

Enteritidis.................................................................................. 

 

 

 

105 

Figura 29 - Modelos de predição de Escherichia coli (log10 UFC.cm-2) 

em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

por Escherichia coli + Salmonella Enteritidis.......................... 

 

 

106 

Figura 30 - Modelos de predição de Salmonella Enteritidis (log10 

UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme 

constituído por Escherichia coli + Salmonella 

Enteritidis................................................................................. 

 

 

 

107 

Figura 31 - Modelos de predição de Salmonella Enteritidis (log10 

UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para 

biofilme constituído por Campylobacter jejuni + Salmonella 

Enteritidis.................................................................................. 

 

 

 

108 

Figura 32 - Modelos de predição de Campylobacter jejuni (log10 

UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para 

biofilme constituído por Campylobacter jejuni + Salmonella 

Enteritidis.................................................................................. 

 

 

 

109 

Figura 33 - Modelos de predição de Salmonella Enteritidis (log10 

UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme 

constituído por Campylobacter jejuni + Salmonella 

Enteritidis.................................................................................. 

 

 

 

110 

Figura 34 - Modelos de predição de Campylobacter jejuni (log10 

UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme  

 

 

 

 



12 

 

constituído por Campylobacter jejuni + Salmonella 

Enteritidis.................................................................................  

 

111 

Figura 35 - Modelos de predição de Escherichia coli (log10 UFC.cm-2) 

em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme 

constituído por Escherichia coli + Campylobacter jejuni........ 

 

 

112 

Figura 36 - Modelos de predição de Campylobacter jejuni (log10 

UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para 

biofilme constituído por Escherichia coli + Campylobacter 

jejuni......................................................................................... 

 

 

 

113 

Figura 37 - Modelos de predição de Escherichia coli (log10 UFC.cm-2) 

em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

por Escherichia coli + Campylobacter jejuni........................... 

 

 

114 

Figura 38 - Modelos de predição de Campylobacter jejuni (log10 

UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme 

constituído por Escherichia coli + Campylobacter 

jejuni......................................................................................... 

 

 

 

115 

Figura 39 - Modelos de predição de Salmonella Enteritidis (log10 

UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para 

biofilme constituído por Salmonella Enteritidis + 

Escherichia coli + Campylobacter jejuni................................. 

 

 

 

116 

Figura 40 - Modelos de predição de Escherichia coli (log10 UFC.cm-2) 

em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme 

constituído por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + 

Campylobacter jejuni............................................................... 

 

 

 

117 

Figura 41 - Modelos de predição de Campylobacter jejuni (log10 

UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para 

biofilme constituído por Salmonella Enteritidis + 

Escherichia coli + Campylobacter jejuni................................. 

 

 

 

118 

Figura 42 - Modelos de predição de Salmonella Enteritidis (log10 

UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme 

constituído por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + 

Campylobacter jejuni............................................................... 

 

 

 

119 

   



13 

 

Figura 43 - Modelos de predição de Escherichia coli (log10UFC.cm-2) em 

polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído por 

Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter 

jejuni......................................................................................... 

 

 

 

120 

Figura 44 - Modelos de predição de Campylobacter jejuni (log10 

UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme 

constituído por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + 

Campylobacter jejuni............................................................... 

 

 

 

121 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1- Principais modelos matemáticos utilizados para biofilmes............ 45 

Tabela 2- Frequência absoluta (%) e relativa (n/N) de cepas de Salmonella 

Enteritidis formadoras de biofilme a 25°C classificadas de 

acordo com a origem....................................................................... 59 

Tabela 3- Frequência 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................................................................................... 60 

Tabela 4- Frequência 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................................... 61 

Tabela 5 - Comparação da adesão e dos tratamentos de remoção 

(ramnolipídeo 5%, ácido cítrico 10% e cloreto de benzalcônio 

150 ppm) sobre o biofilme multiespécies de Salmonella 

Enteritidis e Escherichia coli em aço inoxidável e polietileno a 

4°C, 12°C e 25°C. .......................................................................... 90 

Tabela 6- Comparação da adesão e dos tratamentos de remoção 

(ramnolipídeo 5%, ácido cítrico 10% e cloreto de benzalcônio 

150 ppm) sobre o biofilme multiespécies de Salmonella 

Enteritidis e Campylobacter jejuni em aço inoxidável e 

polietileno a 4°C, 12°C e 25°C....................................................... 93 

Tabela 7- Comparação da adesão e dos tratamentos de remoção 

(ramnolipídeo 5%, ácido cítrico 10% e cloreto de benzalcônio 

150 ppm) sobre o biofilme multiespécies de Escherichia coli e 

Campylobacter jejuni em aço inoxidável e polietileno a 4°C, 

12°C e 25°C.... ............................................................................... 

 

 

 

 

96 

Tabela 8- Comparação da adesão e dos tratamentos de remoção 

(ramnolipídeo 5%, ácido cítrico 10% e cloreto de benzalcônio 

150 ppm) sobre o biofilme multiespécies de Salmonella 

Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni em aço 

inoxidável e polietileno a 4°C, 12°C e 25°C.................................. 
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Tabela 9 - Comparação da adesão de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni sobre 

o aço inoxidável e polietileno considerando as diferentes 

combinações microbianas............................................................... 
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1 INTRODUÇÃO 

 

De acordo com o relatório anual da Associação Brasileira de Proteína Animal 

(ABPA), em 2017 a avicultura reafirmou-se como um dos setores de maior importância 

para a economia do Brasil. Com uma produção de cerca de 13 milhões de toneladas de 

carne de frango, o país destacou-se como o segundo maior produtor mundial, somente 

atrás dos Estados Unidos. Deste total, aproximadamente 33% da produção 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 índices produtivos. Neste contexto, a preocupação com a 

sanidade dos planteis e, consequentemente, com a inocuidade dos produtos destinados 

ao consumidor, passa a ser uma constante.  

É conhecido que os produtos avícolas representam uma das principais fontes de 

infecção 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 patogênica aviária (APEC) podem apresentar potencial zoonótico, 

sendo transmitidas ao homem através da carne de frango (MELLATA, 2013; 

MITCHELL et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015). A capacidade destes três 

microrganismos em formar biofilmes nas mais diversas superfícies encontradas na 

indústria avícola, como o aço inoxidável e polímeros, 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-KÖNIG 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 função destes patógenos serem encontrados isoladamente ou em conjunto em 

uma mesma superfície ou produto, existe a real possibilidade da interação entre eles 

através da formação de biofilmes multiespécies. Contudo, a relação e a interação entre 

S. Enteritidis, C. jejuni e E. coli na constituição dos biofilmes é pouco estudada.  

A fim de promover o controle microbiológico e prevenir a adesão bacteriana, 

plantas de processamento são rotineiramente submetidas a procedimentos de limpeza e 

de desinfecção. No entanto, estudos demonstram que bactérias em biofilmes podem ser 

100 vezes mais resistentes aos antimicrobianos em relação a sua forma planctônica 

(COS et al., 2010; SIMÕES, 2011; AKBAS, 2015). Além disso, a toxicidade, a 



23 

 

corrosão e a contaminação 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 têm atraído a atenção devido ao seu status de seguro, como é o 

caso dos ácidos orgânicos e dos biosurfactantes, os quais já demonstraram serem 

eficazes no controle de biofilme na indústria 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, são processos 

complexos e influenciados por uma série de fatores biológicos, químicos e ambientais. 

Atualmente, com o intuito de promover um melhor entendimento da fisiologia 

microbiana, bem como sua interação com fatores críticos, como tempo e temperatura, 

modelos matemáticos preditivos vem sendo desenvolvidos. O emprego desta ferramenta 

no estudo de biofilmes tem obtido bons resultados, permitindo prever o fenômeno de 

formação e de remoção dos biofilmes mono e multiespécies, considerando-se variáveis 

como tempo, temperatura e ação de diferentes tratamentos para seu controle 

(BERNARDES, 2008; HORN; LACKNER, 2014; ZHANG, 2017). 

Em relação ao exposto, este estudo teve como objetivo avaliar a formação de 

biofilmes por S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni mono e multiespécie, e avaliar diferentes 

compostos antimicrobianos para a remoção e o controle da formação do biofilme 

constituído por estes microrganismos, bem como a aplicação de modelagem preditiva. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar fenotipicamente a formação de biofilmes por Salmonella Enteritidis, 

Escherichia coli e Campyobacter jejuni, avaliar diferentes compostos antimicrobianos 

para prevenção e remoção do biofilme já formado, e aplicar a modelagem preditiva 

visando simular a adesão e a inativação de biofilmes multiespécies. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a capacidade de adesão e de formação de biofilme por cepas de S. Enteritidis, 

E. coli e C. jejuni em microplacas de poliestireno a 25ºC, 12ºC e 4ºC em biofilmes 

monoespécie. 

 Avaliar a eficácia de um biosurfactante (ramnolipídeo) e de dois ácidos orgânicos 

(cítrico e málico) em diferentes concentrações na prevenção da formação de 

biofilmes monoespécies de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni em microplacas de 

poliestireno incubadas a 25ºC, 12ºC e 4ºC. 

 Avaliar a eficácia de um biosurfactante (ramnolipídeo), de dois ácidos orgânicos 

(cítrico e málico) e de um desinfetante a base de amônia quarternária (cloreto de 

benzalcônio) em diferentes concentrações e em diferentes tempos de contato na 

remoção de biofilmes monoespécies de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni em 

microplacas de poliestireno incubadas a 25ºC, 12ºC e 4ºC. 

 Avaliar se as cepas de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni, com capacidade de formação 

de biofilme no poliestireno, são também aptas a formar biofilme em superfícies 

encontradas em plantas de processamento de aves, como aço inoxidável e polietileno. 

 Avaliar o comportamento de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni na formação de 

biofilmes multiespécies a 4°C, 12°C e 25°C com 4, 12 e 24 horas de incubação em 

superfícies de aço inoxidável e de polietileno. 

 Verificar a eficácia do biosurfactante (ramnolipídeo), de um dos ácidos orgânicos (o 

mais eficaz na remoção dos biofilmes monoespécie) e do desinfetante a base de 

amônia quarternária (cloreto de benzalcônio) na remoção do biofilme multiespécie, 
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utilizando-se as concentrações e o tempo de contato que se mostraram mais eficazes 

na remoção do biofilme monoespécie. 

 Elaborar modelos matemáticos preditivos visando simular a adesão e a inativação de 

biofilmes multiespécies de E. coli, S. Enteritidis e C. jejuni em aço inoxidável e 

polietileno, considerando as variáveis tempo, temperatura e combinação microbiana. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Salmonella Enteritidis 

 

 Salmonella é um bastonete Gram-negativo, aeróbio ou anaeróbio facultativo e 

não formador de esporos, sendo em sua grande maioria móveis com flagelos 

peritríquios. 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 

ótima entre 35°C e 37°C. Além disso, podem sobreviver e desenvolver-se em ambientes 

com variação de pH entre 3,0 e 9,4 (BHUNIA, 2008; KEERTHIRATHNE et al., 2016). 

Esta bactéria pertence à família Enterobacteriaceae e são 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 mamíferos quanto 

às 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 três grupos, conforme 

epizootiologia e patogenicidade dos diferentes sorovares. No grupo um estão incluídas 

Salmonella Galinarum e Samonella Pullorum, as quais causam, respectivamente, o tifo 

aviário e a pulorose.  Ao grupo dois pertencem as S. enterica subsp. enterica, móveis e 

do tipo paratíficas, excluindo-se S. Enteritidis e S. Typhimurium, e são responsáveis por 

causar o paratifo aviário. Este grupo dificilmente causa doença clínica em aves, mas tem 

potencial de causar gastroenterites em humanos. No grupo três estão os sorovares S. 

Enteritidis e S. Typhimurium, que dificilmente causam problemas em aves, mas são 

relacionados à grande maioria de surtos de salmonelose em humanos (BACK, 2010a).  

Considerando que aves e produtos avícolas são a principal fonte de Salmonella 

para humanos, e que alguns sorovares são responsáveis por causar muitos prejuízos à 

avicultura, o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA) criou em 

2003 o Plano Nacional de Sanidade Avícola (Instrução normativa n° 78 de 03/11/2003, 

modificada pela Instrução normativa nº 41 de 04/12/2017). Dentro deste programa, 

preconiza-se que os planteis devem ser livres para S. Galinarum e S. Pullorum e livres 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keerthirathne%20TP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27869756
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ou controlados para S. Enteritidis e S. Typhimurium (BRASIL, 2003; BRASIL 2017). 

Além disso, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), através da 

resolução da diretoria colegiada (RDC) n° 12 de 02 de janeiro de 2001, estabelece como 

padrão microbiológico para carne de frango ausência de Salmonella sp. em 25g do 

produto (BRASIL, 2001).  

 Em aves jovens, o sorovar S. Enteritidis pode causar diarreia, desidratação, 

redução no consumo de alimentos, desuniformidade, empastamento da cloaca e 

amontoamento próximo a fonte de calor. Em aves adultas, geralmente a infecção é 

inaparente, mas algumas cepas podem causar anorexia, diarreia e redução na produção 

de ovos (GAST, 2008; BACK, 2010a). 

Infecções por Salmonella em humanos são consideradas um dos maiores 

problemas de saúde pública no mundo. A Organização Mundial da Saúde (World 

Health Organization – WHO) afirma que Salmonella é responsável por um em cada 

quatro casos de diarreia no mundo (WHO, 2018). O Centro de Controle e Prevenção de 

Doenças dos Estados Unidos (Centers for Disease Control and Prevention – CDC) 

estima que ocorram 1,2 milhões de casos de salmonelose todos os anos, levando a 23 

mil hospitalizações e 450 mortes. Os sorovares mais comumente associados às doenças 

transmitidas por alimentos (DTA) são S. Enteritidis e S. Typhimurium (CDC, 2018). 

Segundo dados da Autoridade em Segurança dos Alimentos da Europa (European Food 

Safety Authority – EFSA), mais de 100 mil casos de salmonelose são reportados em 

humanos todos os anos, ocasionando custos de mais de três bilhões de euros por ano. 

Em 2017, Salmonella foi a causa mais comum de DTA, sendo os produtos cárneos e os 

ovos as principais fontes de infecção. Além disso, S. Enteritidis é o sorovar mais 

associado à salmonelose, causando um em cada sete surtos de origem alimentar (EFSA, 

2018). Ainda, de acordo com informações da Rede Global de Infecções 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 Serviço de Vigilância em Saúde (SVS) apontou 

Salmonella spp. como sendo responsável 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 período, 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 Vigilância em Saúde (CEVS), entre 2007 e 2014 

(BRASIL, 2014). Pode-se considerar ainda que há uma forte associação entre os surtos 

alimentares com contaminações cruzadas e tratamento térmico inadequado, 

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

 

3.2 Escherichia coli 

 

E. coli é um bastonete Gram-negativo, possui metabolismo aeróbio e 

fermentativo, atuando também como anaeróbio facultativo. Esta bactéria pertence à 

família Enterobacteriaceae e é parte integrante da microbiota intestinal dos mamíferos e 

das aves (BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008; TORTORA; FUNKE; CASE, 

2012). Atualmente são conhecidos seis patotipos de E. coli patogênica 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). Há também o grupo de E. coli com 

patogenicidade extra intestinal (Extraintestinal pathogenic Escherichia coli - ExPEC). 

Dentro deste grupo estão 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 são responsáveis por vários processos patológicos, 

atuando como agente primário ou secundário no desenvolvimento de aerossaculite, 

colisepticemia, pericardite, perihepatite, peritonite, salpingite, onfalite, sinovite, 

coligranuloma, síndrome da cabeça inchada e celulite (FERREIRA; KNÖBL, 2009). 

Estas lesões são responsáveis por um elevado número de condenações em matadouros-

frigoríficos de aves todos os anos (FERREIRA; SESTERHENN; KINDLEIN, 2012). 

Além disso, o vazamento de conteúdo intestinal ou contaminação externa proveniente 

dos animais que entram na linha de abate favorece a contaminação de carcaças com o 

conteúdo fecal, causando grandes transtornos à indústria. Outro agravante é a 

comprovação da capacidade de cepas de E. coli em formar biofilmes em superfícies 

onde ocorre processamento de carnes (GIAOURIS et al., 2015).  

https://academic.oup.com/jid/article/202/4/503/2192058
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Aslam et al. (2014) identificaram uma grande similaridade genética entre 

isolados de E. coli provenientes de carcaça de frangos e perus com cepas ExPEC de 

humanos. Não obstante, outros trabalhos também tem demonstrado o compartilhamento 

de genes entre cepas APEC e grupos de E. coli de importância para saúde pública. Em 

razão disso, sugere-se o potencial zoonótico das cepas aviárias (JOHNSON et al., 2007; 

MITCHELL et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015).  

Dados da Organização Mundial da Saúde evidenciaram que E. coli está entre as 

quatro principais causas de surtos alimentares no mundo (WHO, 2017a). No Brasil, este 

patógeno foi responsável por 565 casos de DTA entre 2007 e 2017, sendo o principal 

agente etiológico bacteriano envolvido (BRASIL, 2017). Contudo, a identificação do 

sorotipo geralmente não é realizada, principalmente porque a metodologia para 

caracterização sorológica não está implementada na maioria dos laboratórios centrais 

(PAULA et al., 2014). 

Dentre os sorotipos de E. coli mais importantes e com maior casuística nos 

últimos anos, o O157:H7 assume um papel de grande importância. Os sinais clínicos 

observados são uma forte gastroenterite hemorrágica, além da síndrome urêmica 

hemolítica e trombocitopenia trombótica púrpura (FORSYTHE, 2013). Surtos 

relacionados a este patógeno ocorrem principalmente pela ingestão de carne bovina crua 

ou cozida insuficientemente. Contudo, já 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 superfícies de ambientes de 

processamento de alimento, incluindo em aço inoxidável. A presença da bactéria nestas 

superfícies pode levar à contaminação de produtos cárneos (aves, suíno e bovino).  

De forma geral, todos os patotipos patogênicos de E. coli intestinais são 

potenciais causadores de gastroenterites em humanos. Por exemplo, o patotipo ETEC 

tem sido associado a quadros de diarreia do viajante, e é a maior causa de doenças 

diarreicas em países subdesenvolvidos. A principal fonte de infecção para o homem é 

pela contaminação de alimentos com fezes de animais ou de humanos (CDC, 2014). 

E. coli também é um importante microrganismo indicador em programas de 

autocontrole microbiológico em matadouros-frigoríficos de aves, bovinos e suínos, 

principalmente nos Estados Unidos. No Brasil, a ANVISA, estabelece que, para carne 

de frango, o limite aceitável de coliformes não deve ser superior a 104 UFC/g (RDC nº 

12, de 02 de janeiro de 2001) (BRASIL, 2001). No entanto, em 2018 foi colocado em 
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consulta pública um documento que propõe novos padrões microbiológicos para 

alimentos, reduzindo este limite para 5x103 UFC/g na carne e em miúdos de frango 

(ANVISA, 2018).  

 

3.3 Campylobacter jejuni 

 

 Campylobacter é um pequeno bacilo Gram-negativo (0,2 a 0,9 µm de largura e 

0,5 a 5 µm de comprimento) em forma de asa de gaivota. Possui um único flagelo polar, 

o que lhe confere o movimento de saca-rolha. Caracteriza-se por ser um microrganismo 

microaerófilo estrito, necessitando de uma atmosfera com 5% de O2, 10% de CO2 e 

85% de N para se desenvolver, além de apresentar crescimento fastidioso. Bactérias 

deste gênero são sensíveis ao calor, à dessecação, aos desinfetantes e não formam 

esporos. Grande parte das cepas produz a enzima oxidase, e podem ou não produzir 

catalase. Geralmente, os isolados catalase positiva estão relacionados a casos clínicos 

em humanos (MEDEIROS, 2011; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Em cultivos 

mais antigos ou em condições de estresse, Campylobacter apresenta-se sob a forma 

cocóide degenerativa, tornando a bactéria em um estado viável (infectante), porém não 

cultivável (RAMAMURTHY et al., 2014).  

As espécies C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis pertencem ao grupo das 

bactérias termofílicas e seu crescimento ocorre em temperaturas entre 41°C e 43°C. C. 

jejuni e C. coli são as espécies mais comumente isoladas em casos de gastroenterites em 

humanos (ROSSI JÚNIOR; BERCHIERI JÚNIOR; FELIPE, 2009; MEDEIROS, 

2011). Antes de se ter conhecimento a respeito de suas exigências para cultivo em 

laboratório, não eram considerados microrganismos patogênicos importantes 

(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Atualmente, o uso de meios seletivos específicos 

para o isolamento de Campylobacter, além de técnicas moleculares, tem facilitado o 

estudo deste patógeno. 

Campylobacter é encontrado como habitante da microbiota intestinal de aves, 

suínos, bovinos, animais silvestres e de estimação. Em aves, bactérias deste gênero 

podem causar uma enterite leve, na maioria das vezes sem sinais clínicos, lesões ou 

interferência no desempenho. Contudo, o principal motivo pelo qual se preconiza o 

controle deste patógeno em aves, é para reduzir os riscos de infecção em humanos 

(BACK, 2010b; NEWELL et al., 2017). Na cadeia avícola, o risco de colonização 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-frigorífico. Dentro deste processo, as fontes de 

infecção para as aves podem ser a água, a cama do aviário, as aves silvestres, os insetos 

e as caixas utilizadas no transporte dos animais até o frigorífico. Além disso, os 

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 patógenos como Salmonella e 

Campylobacter eleva as chances de contaminação de equipamentos durante o 

processamento. Pesquisas com genotipagem de Campylobacter já verificaram a 

similaridade genética entre cepas encontradas no intestino das aves e em amostras do 

produto final que será disponibilizado ao consumidor (ROSSI et al., 2016). Apesar de 

todos os esforços visando reduzir o nível de contaminação nos matadouros-frigoríficos, 

como os processos de escaldagem, de higienização das superfícies e dos equipamentos e 

de resfriamento e congelamento, o produto final ainda é tido como potencial fonte de 

infecção para o homem (ATANASSOVA et al., 2007; BERRANG et al., 2007).  

Na Europa, o regulamento da comissão (EU) 2017/1495 de 23 de agosto de 2017 

estabeleceu padrões microbiológicos para Campylobacter spp. em carcaças de frango. 

De acordo com este documento, até 2020, para uma amostragem de 50 carcaças 

coletadas após o chiller, será permitido no máximo 20 positivas, com limite de 103 

UFC/g. A expectativa é que este número de amostras positivas seja reduzido para 15 a 

partir de 2020, e para 10, a partir de 2025 (FSAI, 2017). No Brasil, ainda não há 

legislação que estabeleça padrões microbiológicos para Campylobacter sp. em 

alimentos. 

 Segundo informações do CDC, Campylobacter é uma das principais causas de 

doenças diarreicas nos EUA. A rede de vigilância americana (FoodNet) afirmou que a 

cada ano são diagnosticados cerca de 14 casos de campilobacteriose por 100 mil 

habitantes. Considerando os casos não notificados da doença, estima-se que mais de 1,3 

milhões de pessoas sejam acometidas a cada ano, levando a aproximadamente 76 óbitos 

(CDC, 2017). Na Europa, a campilobacteriose acomete cerca de 190 mil pessoas a cada 

ano, mas se estima que este número seja maior, próximo a nove milhões. Do total de 

casos na Europa, cerca de 20 a 30% está relacionado aos produtos avícolas, 

principalmente à carne de frango. O custo da doença é de 2,4 bilhões de euros por ano, 

considerando os custos com tratamento e também pela perda de produtividade do 

paciente (EFSA, 2016).  Campylobacter, juntamente com Salmonella e E. coli, são 

umas das causas mais comuns de DTA no mundo (WHO, 2017b). 
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No Brasil, entre 2000 e 2015, o Ministério da Saúde reportou 37 casos de 

campilobacteriose resultantes de cinco surtos. Cabe ressaltar, no entanto, que durante 

este mesmo período, menos da metade das DTA tiveram agente etiológico identificado 

(BRASIL, 2015). A baixa incidência de campilobacteriose no Brasil pode ser 

consequência da ineficiência dos programas de vigilância, o que pode levar a uma 

subnotificação dos casos. Outra possível explicação para estes dados, é que crianças em 

países em desenvolvimento podem ser expostas ao Campylobacter nos primeiros anos 

de vida, podendo levar estes indivíduos a produzir anticorpos específicos contra o 

patógeno, reduzindo o risco da doença na fase adulta (SILVA et al., 2015). 

 Além das gastroenterites, a infecção por C. jejuni pode ter consequências mais 

graves, como a Síndrome de Guillian-Barré, uma polineuropatia aguda imunomediada 

que causa lesões na bainha de mielina, provocando artrites ou paralisia temporária, 

podendo levar ao óbito (ALLOS et al., 1998; EFSA, 2011; NYATI; NYATI, 2013).   

 

3.4 Biofilmes bacterianos  

 

 Biofilmes são definidos como comunidades de microrganismos envoltos por 

uma substância polimérica extracelular (extracellular polymeric substance - EPS) 

aderidas a superfícies bióticas ou abióticas (COSTERTON, 1995; JAMAL et al., 2015). 

A fração de EPS corresponde a biopolímeros de origem microbiana, principalmente 

polissacarídeos, além de uma variedade de proteínas, glicoproteínas, glicolipídeos e 

ácidos nucléicos. Todas estas substâncias conferem estabilidade mecânica ao biofilme, 

facilitam a adesão a superfícies e formam uma rede coesa e tridimensional, a qual 

interconecta e imobiliza o biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010; LAWRENCE; 

NEU, 2010). 

 A formação de biofilmes ocorre a partir de uma sequência de eventos. 

Inicialmente há a adesão das células planctônicas de maneira reversível a uma superfície 

que proporcione o adequado crescimento (estágio I), seguido de ligação irreversível das 

bactérias, as quais passam a formar microcolônias na matriz de EPS (estágio II). 

Progressivamente, as microcolônias se expandem e essa confluência leva a um fenótipo 

mais estruturado com espaços não colonizados (estágio III). Após, estes espaços não 

colonizados são preenchidos com bactérias, cobrindo toda a superfície (estágio IV) e 

possibilitando a visualização tridimensional do biofilme (estágio V). Por fim, as 

bactérias dispersam da estrutura séssil e retornam ao seu estado planctônico, podendo 
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colonizar outras superfícies (estágio VI) (LANDINI et al., 2010; SREY; JAHID; HA, 

2013).  

Muitas das pesquisas envolvendo biofilmes tratam de comunidades microbianas 

constituídas por apenas uma espécie. Contudo, é cada vez mais claro que biofilmes 

mistos prevalecem na natureza, sendo muito mais complexos em suas inter-relações. 

Por isso, resultados in vitro obtidos de uma monocultura podem ser imprecisos e não 

representar a realidade. Nos últimos anos tem aumentado o número de pesquisas com 

biofilmes multiespécies, considerando-se estas comunidades como uma única unidade, a 

fim de se obter o completo entendimento das consequências das interações entre os 

diferentes tipos de microrganismos (BURMØLLE et al., 2014).  

Considerando que os biofilmes são comunidades de microrganismos, a 

comunicação entre eles é de grande importância. Consequentemente, as bactérias 

presentes nestas comunidades utilizam um sistema de comunicação chamado de quorum 

sensing (QS). QS é a habilidade de uma bactéria em detectar informações ou sinais de 

outras células em uma população, quando atingem a densidade crítica, ou seja, um 

quorum. Os biofilmes multiespécies iniciam a partir da adesão de um microrganismo 

dominante, e, através da sinalização emitida via QS, ocorre a adesão ao biofilme pré-

formado. A maneira como ocorre a interação entre os microrganismos em um biofilme 

multiespécie tem papel fundamental no desenvolvimento da comunidade, uma vez que 

pode favorecer a evolução de determinadas espécies, tornando-as mais resistentes a 

condições adversas. Um exemplo é o fato de que microrganismos das camadas mais 

superficiais consomem o oxigênio (aeróbios), favorecendo o desenvolvimento e 

manutenção das células que necessitam de um ambiente com pouco oxigênio 

(microaerófilos ou anaeróbios) (HANSEN et al., 2007; ELIAS; BANIN, 2012; YANG 

et al., 2011). As interações interespécies podem promover aumento da tolerância aos 

antimicrobianos, elevar a virulência no caso de infecções e melhorar a degradação de 

compostos orgânicos, quando comparado às monoculturas (STEENACKERS et al., 

2012; OGLESBY-SHERROUSE et al., 2014; RØDER; SØRENSEN; BURMØLLE, 

2016). O efeito de proteção conferido pelo biofilme pode ser explicado por diversos 

fatores, dentre eles mudanças estruturais, redução nas taxas de difusão de substâncias na 

matriz, alterações no padrão de expressão gênica, diminuição das taxas de crescimento e 

multiplicação bacteriana (BURMØLLE et al., 2014). 

Uma comunidade microbiana complexa é caracterizada por relações 

interespecíficas de cooperação e/ou competição. Como exemplos de uma relação de 
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cooperação há o cometabolismo (produção ou remoção de metabólitos por uma espécie 

permitindo o crescimento de outra), coagregação (ligação célula-célula entre diferentes 

espécies) e transferência horizontal de genes (DNA plasmidial é transferido de uma 

espécie à outra via conjugação). Por outro lado, a disputa por nutrientes e a produção de 

substâncias por uma espécie que afete negativamente outra, caracterizam uma 

competição (BURMØLLE et al., 2014). 

Entre as interações microbianas mais estudadas, podem-se enfatizar os biofilmes 

constituídos por Staphylococcus aureus e Candida Albicans e S. aureus e Pseudomonas 

aeruginosa, os quais estão geralmente associados a quadros crônicos de infecção em 

humanos. Há também biofilmes benéficos, responsáveis pela degradação de compostos 

orgânicos e inorgânicos durante o tratamento de águas poluídas e em processos de 

biorremediação, como é o caso dos biofilmes formados por Burkholderia sp. e P. 

aeruginosa (BURMØLLE et al., 2014). 

 

3.5 Biofilmes na indústria de alimentos 

 

 De acordo com a Organização Mundial da Saúde, a contaminação do alimento 

pode ocorrer durante qualquer etapa do seu processamento, ou seja, desde a sua 

produção até o consumo. Esta questão assume ainda maior importância ao se considerar 

que muitos patógenos de relevância em saúde pública são transmitidos pelos alimentos. 

Um levantamento constatou que as DTA causaram cerca de 1000 surtos notificados 

entre 1996 e 2010, com uma projeção de 48 milhões de doentes, 128 mil hospitalizações 

e três mil mortes nos Estados Unidos por ano (SCALAN et al., 2011). Além disso, já 

foram relatados surtos cujas causas foram patógenos associados a biofilmes (SREY; 

JAHID; HA, 2013). 

 Na indústria, os locais para formação de biofilme dependem da finalidade da 

planta de processamento, mas podem incluir água, leite e outros oleodutos líquidos, 

placas pasteurizadoras, membranas de osmose reversa, mesas, luvas de funcionários, 

carcaças de animais, superfícies de contato (plásticos, vidro, metal, madeira), silos de 

armazenamento de matérias-primas e aditivos, tubos de distribuição e material de 

embalagem. A presença do biofilme em carnes cruas, superfícies, ferramentas e 

utensílios oferecem problemas de contaminação cruzada e contaminação pós-

processamento. Por esta razão, todo material que tenha contato com os alimentos deve 

ser higienizado frequentemente. Contudo, sabe-se que os microrganismos na forma de 
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biofilme são muito mais resistentes a situações de estresse comumente encontradas nos 

ambientes industriais (refrigeração, acidificação, sanificação e desinfecção). Por este 

motivo, a presença de biofilmes na indústria de processamento de pescado, leite, aves e 

carnes em geral passou a ser um grande problema, uma vez que pode levar à 

deterioração do produto e à perda das propriedades organolépticas. (HARVEY; 

KEENAN; GILMOUR, 2007; SOFOS; GEORNARA; 2010; PEÑA, 2010; GIAOURIS 

et al., 2013; SADEKUZZAMAN et al., 2015; GALIÉ et al., 2018).  

 A presença de grande quantidade de matéria orgânica propicia a formação de 

biofilme nas indústrias alimentícias. Por exemplo, nas plantas de processamento de 

produtos lácteos, os processos e a estrutura utilizados (tanques de leite, tubulações, 

pasteurizadores, centrífugas de manteiga, tanques de queijo e ferramentas de 

embalagem) agem como substratos para a adesão de diferentes microrganismos em 

diferentes temperaturas. Estes biofilmes podem incluir a Pseudomonas spp. (psicrófilo) 

e Geobacillus stearothermophilus (termófilo). Na indústria de pescado, a presença de 

biofilmes formados por Aeromonas hydrophila, Listeria monocytogenes, S. 

enterica ou Vibrio spp. são um problema econômico e de saúde pública. 

Na indústria avícola, a formação de biofilmes bacterianos pode ocorrer tanto em 

superfícies de processamento da carne de frango, quanto na própria carne. Diversos 

estudos têm pesquisado o desenvolvimento e a propagação destes biofilmes, bem como 

possíveis formas de prevenção e controle (SREY et al., 2013; GIAOURIS et al., 2015). 

Dentre os patógenos com capacidade para formar biofilmes que possuem relevância 

para a avicultura e saúde pública, 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 avícolas. Já foi descrito que 

50% a 100% dos isolados de Salmonella provenientes de ambientes avícolas tem 

capacidade de formar biofilmes (MARIN; LAINEZ, 2009; LAMAS et al., 2018). Uma 

das principais fontes de contaminação por Salmonella é o biofilme formado nas 

estruturas utilizadas na fabricação 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; GALIÉ et al., 2018). Também já 

foi descrita a adesão de cepas de S. Enteritidis em temperaturas (3°C e 12°C) e 

superfícies (borracha, poliuretano e aço inoxidável) comumente encontradas nos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5949339/#B87
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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 formação de biofilme por C. 

Jejuni em superfícies de contato com alimentos, pode contribuir para sua persistência 

fora do hospedeiro. Em condições in vitro, biofilmes monoespécie deste patógeno já 

foram descritos no aço inoxidável, vidro e diferentes tipos de polímeros, 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 já foi demonstrada em biofilmes constituídos 

por cinco outras espécies, como S. Agona, E. coli, P. aeruginosa e Enterococcus 

faecalis. Estudos já demonstraram que a sobrevivência desta bactéria é favorecida em 

biofilmes mistos em comparação aos monoespécie, principalmente quando as condições 

ambientais não são favoráveis ao seu crescimento (TEH; FLINT; FRENCH, 2010; ICA 

et al., 2012; TEH; LEE; DYKES, 2014). Porém, a maioria dos estudos avaliando a 

adesão de cepas de Campylobacter é realizada em condições de microaerofilia e em 

temperaturas superiores a 30°C, o que não representa de forma apropriada os 

parâmetros ambientais. Desta forma, a habilidade deste microrganismo em formar 

biofilme nos locais de processamento de alimentos ainda não é bem elucidada (TEH; 

LEE; DYKES, 2014). 

 A capacidade de adesão de cepas APEC já foi demonstrada por alguns autores. 

Peng et al. (2018) e Nielsen et al. (2018) evidenciaram a capacidade de adesão destes 

isolados em microplacas de poliestireno a 37°C através da técnica de cristal violeta.  

Rodrigues et al., (2010) constataram uma produção de biofilme de fraca a moderada a 

37°C em cepas provenientes de matadouro-frigorífico após higienização. Da mesma 

forma, Gehlen (2016) demonstrou a capacidade de adesão de E. coli originárias de 

plantas de processamento a 4°C, 12°C e 25°C no aço inoxidável, 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 avícola, bem como avaliando 

superfícies e temperaturas encontradas nestes ambientes, são pouco frequentes. 
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3.5.1 Superfícies de adesão 

 

 O mecanismo de adesão de microrganismos a superfícies bióticas ou abióticas 

ocorre de forma natural em meios aquosos. Em matadouros-frigoríficos, a inadequada 

higienização das superfícies e a presença de água favorecem a formação de biofilmes. 

Da mesma forma, interações de hidrofobicidade entre a célula bacteriana e a superfície, 

características da superfície (rugosidade, estabilidade físico-química, resistência a 

corrosão), fatores ambientais (pH, temperatura, osmolaridade, nível de O2 e nutrientes) 

e a presença de outras bactérias também podem afetar a adesão microbiana (GIAOURIS 

et al., 2013). 

Do ponto de vista de segurança dos alimentos, qualquer superfície que venha a 

ter contato com o alimento deve ser suave, impermeável, livre de rachaduras ou 

ranhuras, não porosa, não absorvente, não suscetível à contaminação ou não 

contaminante, não reativa, resistente à corrosão, durável e lavável. Além disso, não deve 

ser tóxica ou conter metais pesados (SCHMIDT; ERICKSON, 2005). Tendo em vista 

estas características, os materiais mais utilizados na indústria são o aço inoxidável, 

polietileno, polipropileno, policarbonato, aço-carbono, fibra de vidro, poliuretano, PVC, 

mármore, silicone, granito, teflon e vidro (ANDRADE, 2008). Contudo, o intenso uso 

destas superfícies ocasiona desgastes e o acúmulo de sujidades, favorecendo a adesão de 

microrganismos (HOLAH; THORPE, 1990). 

 O aço inoxidável é um dos materiais mais utilizados na indústria e no ambiente 

doméstico. Suas vantagens em relação a outras superfícies são a resistência à corrosão, 

dureza, ampla variedade de derivações do produto, facilidade na fabricação e baixo 

custo (SCHMIDT et al., 2012), além de resistir a altas temperaturas. É liso, 

impermeável e facilmente higienizado. Porém, quando danificado ou corroído, pode 

favorecer o acúmulo de resíduos de alimentos e microrganismos (ANDRADE, 2008; 

BERNARDES, 2008). 

 Os polímeros são outro tipo de material amplamente utilizado na indústria de 

alimentos. Suas características de simplificar o processo de produção dos alimentos e 

reduzir os custos, não deteriorar os alimentos do ponto de higiene e também de 

seguridade alimentar sem alterar o equilíbrio básico, tornam o seu uso muito atrativo 

(AKELAH, 2013). Dentre os polímeros de maior importância nas indústrias de 

processamento de carnes, em especial matadouros-frigoríficos de aves, está o 

polietileno. Esta superfície é 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 razão, um dos principais problemas no uso do polietileno é a facilidade de 

contaminação cruzada, relacionada principalmente à capacidade de adesão dos 

microrganismos (CARPENTIER, 1997). Além disto, a superfície das placas de corte de 

polietileno é muito irregular, podendo ser desgastada facilmente, formando ranhuras que 

servirão para o acúmulo de resíduos e de bactérias (SINDE; CARBALLO, 2000). 

 

3.5.2 Controle microbiológico de biofilmes através de procedimentos de higienização 

 

A fim de garantir um produto microbiologicamente seguro ao consumidor, o 

Departamento de Inspeção Higiênico-sanitária de Alimentos de Origem Animal 

(DIPOA) estabeleceu programas de autocontrole nas indústrias. Dentre eles, o Programa 

de Procedimentos Padrão de Higiene Operacional (PPHO), que descreve os métodos de 

limpeza e desinfeção a serem realizados antes do início das operações (pré-operacional) 

ou durante as mesmas (operacionais) (BRASIL, 2005). 

Os procedimentos de limpeza e desinfecção através de métodos físicos e 

químicos estão diretamente relacionados à qualidade do produto final (SIMÕES; 

SIMÕES; VIEIRA, 2010; GIAOURIS et al., 2013). Como exemplo de agentes 

químicos de amplo uso na indústria, pode-se destacar os desinfetantes. Uma vez que os 

desinfetantes não penetram na matriz do biofilme já formado, é necessário que seja 

realizado um processo de limpeza anterior ao seu uso, a fim de melhorar o desempenho 

da etapa de sanitização. A limpeza consiste na etapa da higienização onde há a remoção 

de resíduos sólidos 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 são os surfactantes ou álcalis, utilizados para 

dissolver os resíduos de alimentos por meio da redução da tensão superficial, 

emulsificar gorduras e desnaturar proteínas. O uso destas substâncias associado ao uso 

de água quente sob pressão constitui o processo de limpeza (ANDRADE, 2008). Esta 

etapa é de grande importância para se obter sucesso na remoção de biofilmes, já que 

uma limpeza ineficaz impede que o desinfetante penetre na matriz do biofilme e elimine 

as células viáveis (GIAOURIS et al., 2013). 

O quaternário de amônio é um dos desinfetantes mais utilizados em 

estabelecimentos frigoríficos de aves (SIDHU; SORUM; HOLCK, 2002). É livre de 

odor, incolor, altamente estável e pouco corrosivo para metais, desde que usado nas 
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concentrações recomendadas. É mais efetivo contra microrganismos Gram-positivos do 

que em Gram-negativos, porém não atuam sobre esporos (PAULINO, 2006). Age em 

ambientes com matéria orgânica melhor do que outras classes de desinfetantes. 

Contudo, pode ser inativado por detergentes aniônicos ou polifosfatos inorgânicos. É 

facilmente degradado no ambiente, e atua em uma ampla faixa de pH, tendo sua ação 

comprometida sobre materiais fibrosos e em locais onde a dureza da água é maior 

(KUANA, 2009). Com relação ao risco ocupacional, não é irritante para a pele e possui 

baixa toxicidade (TANG et al., 2011). Contudo, estudos já relataram que seu intenso 

uso em processos de desinfecção pode levar à adaptação microbiana (SUNDHEIM et 

al., 1998; LANGSRUD; SUNDHEIM; BORGMANN, 2003; CARVALHO et al., 

2017). Segundo a Administração de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos 

(Food and Drug Administration - FDA), recomenda-se a utilização de uma 

concentração entre 50 a 200 ppm para superfícies onde há a manipulação ou o contato 

com o alimento (FDA, 2012).  

 

3.5.3 Controle microbiológico através da temperatura 

 

 Além do processo de higienização de instalações e equipamentos, a garantia de 

um produto final inócuo do ponto de vista microbiológico 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 

específicos de matadouros-frigoríficos de aves durante o processamento da carne. 

Estabelecimentos que realizem desossa ou cortes devem ter temperatura ambiente 

máxima de 15°C, sendo a temperatura das carnes manipuladas não superior a 7°C 

(BRASIL, 1998). Nas plantas frigoríficas que exportam seus produtos para União 

Europeia (UE), a temperatura nesta sala não deve exceder 12°C, conforme descrito no 

regulamento 853/2004/CE (UNIÃO EUROPEIA, 2004). Para a temperatura de 

refrigeração de carcaça, cortes ou miúdos, recomenda-se manter a câmara entre 0 e 3°C, 

com 1°C de tolerância, estando assim em consonância com a legislação 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 indústria 

de alimentos, os desinfetantes apresentam desvantagens bem conhecidas, como a 

toxicidade dos resíduos e a promoção de resistência antimicrobiana (LANGSRUD et 

al., 2003). Além disso, a crescente percepção negativa do consumidor com relação ao 

uso de produtos químicos sintéticos e artificiais têm estimulado a pesquisa e o 

desenvolvimento de produtos alternativos aos desinfetantes, especialmente aqueles 

considerados “naturais”. Neste contexto, estudos recentes têm demonstrado muitos 

métodos promissores para o controle da formação de biofilme em superfícies 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 não patogênicas (por exemplo, ácido lático) 

(NDAHETUYE et al., 2012), bacteriocinas (GÓMEZ et al., 2012), ionização e radiação 

ultravioleta (BAE; LEE, 2012), tratamento com ultrassom (OULAHAL-LAGSIR et al., 

2000), água eletrolisada (AYEBAH et al., 2006; WILSMANN, 2018), ozônio 

(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 ácidos 

orgânicos e biosurfactantes têm apresentado resultados satisfatórios para fins de 

prevenção e remoção de biofilmes (NITSCHKE, 2012; RANASALVA; SUNIL; 

POOVARASAN, 2014; AKBAS, 2015; AMRUTHA et al., 2017). 

 

3.5.4.1 Ácidos orgânicos 

 

 Os ácidos orgânicos (AO) são substâncias amplamente presentes na natureza 

como constituintes de plantas e animais. Ácidos orgânicos comerciais já são 

amplamente utilizados na indústria avícola. Misturas de ácidos e misturas tamponadas, 

incluindo sais ácidos, favorecem seu máximo efeito antimicrobiano. Estes produtos 

geralmente são adicionados na água ou na ração visando reduzir a contaminação por 

patógenos específicos, como Salmonella spp. (PANDE; MCWHORTER; 

CHOUSALKAR, 2018). Estas substâncias são seguras do ponto de vista de saúde 

animal e humana, visto que não apresentam resíduos tóxicos.  Os AO são considerados 

tão eficientes quanto os desinfetantes, e possuem como vantagem a menor quantidade 

de produto utilizado, além da redução do consumo de água e de energia (AKBAS, 
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2015). Porém, o efeito antimicrobiano dos AO é afetado pelas características de cada 

composto, incluindo composição química, hidrofobicidade e tipo de AO (HSIAO; 

SIEBERT, 1999).  

O mecanismo de ação antimicrobiana dos AO ainda não está totalmente 

elucidado, mas sabe-se que estas substâncias apresentam potencial bactericida e 

bacteriostático, conforme o estado fisiológico do organismo e as características do 

ambiente externo. A maioria destes compostos apresenta fraca natureza ácida. Logo, o 

pH é considerado um determinante da eficácia, pois afeta a concentração de ácido não 

dissolvido formado. Formas dissociadas de AO podem facilmente penetrar na 

membrana lipídica da célula bacteriana, acidificando o citoplasma. Uma vez que a 

bactéria necessita de pH neutro, ocorre a dissociação de ânions e prótons e a 

consequente expulsão de prótons. A exportação destes prótons requer um alto consumo 

de trifosfato de adenosina celular (ATP) e pode resultar em depleção de energia celular. 

Além disso, os AO podem inibir a função da membrana da célula e o transporte de 

nutrientes, evitando a síntese de macromoléculas e desnaturando o DNA (RICKE, 

2003). 

A atividade antimicrobiana dos AO sobre biofilmes já foi verificada para 

microrganismos de importância em saúde pública. Estudos têm demonstrado que alguns 

tipos de AO apresentam boa eficácia sobre patógenos alimentares, inclusive S. 

Typhimurium, em superfícies de contato com o alimento (SAMAPPITO; BUTKHUP, 

2008; NAHAR; ULLAH; ISLAM, 2011; SINGLA; GANGULI, 2014). Borges, 

Saavedra e Simões (2012) avaliaram a atuação do ácido gálico e do ácido ferúlico na 

prevenção de biofilme por isolados de patogênicos de E. coli, Staphyloccocus aureus, P. 

aeruginosa e L. monocytogenes. Observou-se uma redução de mais de 70% na 

formação de biofilme, comprovando o potencial que estes fitoquímicos apresentam 

como estratégia para o controle de biofilmes. Amrutha et al., (2017) demonstraram que 

os AO são eficazes não só no controle de biofilme de Salmonella spp., mas também na 

inibição da sinalização do QS. 

O ácido cítrico (AC) é um ácido hidroxil tricarboxílico presente naturalmente na 

maioria das frutas cítricas, como limão e laranja. No entanto, sua produção para uso na 

indústria 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 concentração de açúcar, sais minerais e pH 

de 2,5 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 utilização na indústria de carnes 

frescas e processadas e também na indústria avícola, desde que utilizados em 

concentrações específicas e pré-estabelecidas (USDA, 2011). O AC inibe as células 

bacterianas via quelação de metal, o qual é essencial para o crescimento do 

microrganismo.  

O ácido málico (AM) é um ácido dicarboxílico encontrado em muitas frutas, 

como maçã, uva e pêra (AKBAS, 2015). Sua produção a nível industrial pode ser feita, 

assim como o AC, a partir de fermentação. Aspergillus flavus e Saccharomyces 

cerevisiae são consideradas as principais espécies fúngicas produtoras de AM (ZELLE 

et al., 2008). Como antimicrobiano, possui mecanismo de ação em função do baixo pH 

(BEUCHAUT; GOLDEN, 1999) ou por causar um dano significativo no citoplasma da 

bactéria (ESWARANANDAM; HETTIARACHCHY; JOHNSON, 2004). 

Apesar dos inúmeros estudos elucidando a eficiência dos ácidos orgânicos no 

controle de microrganismos, conforme descrito acima, outros autores já vem relatando 

que algumas cepas, principalmente de Salmonella Heidelberg, já adquiriram 

mecanismos de resistência aos ácidos, por exemplo como evidenciado por Alvarez-

Ordóñez et al., 2010 e Santin et al., 2017.   

 

3.5.4.2 Biosurfactantes 

 

 Os biosurfactantes, também chamados de bioemulsificantes, são grupos de 

moléculas de superfície ativa, produzidos por microrganismos e com capacidade para 

interação com hidrocarbonetos. Por ser um composto anfílico, apresenta a capacidade 

de se acumular entre fases fluidas (óleo/água ou ar/água), reduzindo tensões superficiais 

e interfaciais, e formando emulsões. Estas características conferem aos biosurfactantes 

aplicações na área da biorremediação, processamento de alimentos e indústria 

farmacêutica (NITSCHKE; COSTA, 2007; RANASALVA; SUNIL; POOVARASAN, 

2014). Ramnolipídeo de P. aeruginosa, surfactina de Bacillus subtilis, emulsões de 

Acinetobacter calcoaceticos e sorolipídeos de Candida bombicola são alguns tipos de 

biosurfactantes. Algumas razões para o aumento do interesse neste tipo de produto são a 

alta biodegradabilidade e a baixa toxicidade; atividade antimicrobiana e antitumoral; 

estabilidade em condições extremas de pH, salinidade e temperatura; e possibilidade de 
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produção a partir de substratos renováveis em processos biotecnológicos (FLASZ, et 

al., 1998; MOHAN; NAKHLA; YANFUL, 2006).  

 Na indústria de alimentos, o uso dos biosurfactantes tornou-se atrativo em 

função da sua capacidade emulsificante (BANNAT, et al., 2000), antiadesiva e 

antimicrobiana (SINGH; CAMEOTRA, 2004). Atualmente, os ramnolípideos são uma 

das classes mais promissoras de biosurfactantes, inclusive com aprovação do FDA para 

uso em alimentos, cosméticos e na indústria farmacêutica nos Estados Unidos 

(NITSCHKE; COSTA, 2007; RANASALVA; SUNIL; POOVARASAN, 2014). A ação 

antiadesiva dos biosurfactantes é muito desejável para indústria de alimentos, uma vez 

que é capaz de inibir a formação 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 patógenos de importância em saúde pública (NITSCHKE et al., 

2009; GOMES; NITSCHKE, 2012; RIENZO et al., 2016). O mecanismo de ação dos 

biosurfactantes ocorre pela alteração da hidrofobicidade da superfície bacteriana, 

interferindo na adesão às superfícies sólidas. O efeito do biosurfactante na prevenção e 

na destruição de biofilmes de S. aureus, L. monocytogenes e S. Enteritidis já foi 

relatado. Porém, este efeito depende da hidrofobicidade inicial da bactéria, bem como 

do tipo de lipopeptídeo e da concentração (RIVARDO et al., 2009).  

 

3.6 Modelagem preditiva em microbiologia de alimentos 

 

 A microbiologia preditiva consiste em uma área do conhecimento capaz de 

predizer o crescimento e a atividade de um microrganismo em um alimento ao longo do 

tempo através de equações matemáticas (JAY, 2005). As predições têm como princípio 

que as respostas das populações microbianas e as condições ambientais são 

reprodutíveis (ROSS; DALGAARD; TIENUNGOON, 2000). O uso desta ferramenta na 

área da tecnologia de alimentos iniciou em 1920 com a elaboração de modelos que 

calculavam o tempo de destruição térmica de patógenos relacionados à indústria de 

enlatados (ROSS; MCMEEKIN, 1994). 

Ao longo dos anos, o emprego da microbiologia preditiva na área de alimentos 

tem apresentado uma maior expressão. Este tipo de abordagem é muito útil na 
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implantação e avaliação de programas de análise de perigos e pontos críticos de controle 

(APPCC) na indústria de carnes, uma vez que é necessária uma capacidade para lidar 

quantitativamente com uma série de variáveis que influenciam a segurança dos 

alimentos. Desta forma, a modelagem pode descrever, por exemplo, o efeito da 

temperatura sobre o crescimento, inativação ou sobrevivência de microrganismos. A 

avaliação de risco também é outra aplicação importante da microbiologia preditiva, a 

fim de verificar se o consumo de determinado alimento pode comprometer ou não a 

saúde do consumidor. Segundo estes autores, estudos de vida de prateleira, 

desenvolvimento e pesquisas de novos produtos, são algumas das utilidades dos 

modelos para indústria da carne (MCDONALD & SUN 1999).  

Com enfoque em saúde pública, Elias et al., (2016) propuseram um modelo 

capaz de prever a multiplicação de S. Enteritidis em maionese caseira sob diferentes 

cenários de temperatura ao longo do tempo. Os autores constataram que a estocagem 

realizada em temperaturas abaixo 7°C são seguras ao consumidor. Seguindo neste 

propósito de seguridade dos alimentos, Lee et al., (2014a) desenvolveram modelos de 

cinética de crescimento de L. monocytogenes em carne suína crua e obtiveram modelos 

acurados para expressar de maneira aceitável o crescimento do microrganismo, tendo 

sua principal aplicabilidade na definição de padrões para evitar a contaminação do 

produto. 

Estudos utilizando a modelagem preditiva para predizer os fenômenos 

relacionados aos biofilmes iniciaram na década de 1970 através de modelos que 

consideravam um substrato e transporte em massa em biofilmes já formados (HARRIS; 

HANSFORD, 1976; HARREMOËS, 1978). A partir de 1980, tiveram início modelos 

incluindo biofilmes multiespécies e distribuição não uniforme dos diferentes tipos de 

biomassa (RITTMANN; MCCARTY, 1980; WANNER; GUJER, 1986). Contudo, estes 

modelos eram simples e consideravam apenas uma dimensão e a dinâmica de 

crescimento em fase estacionária. De 1990 até os dias atuais, impulsionados pelo grande 

desenvolvimento tecnológico, novos estudos foram desenvolvidos com o objetivo de 

melhor compreender os biofilmes. Dados experimentais, multidimensionais e 

multiespecíficos foram desenvolvidos com o intuito de fornecer uma visão mais realista 

do biofilme, elucidando interações entre estas estruturas e o 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 razão para o crescimento dos estudos de modelagem para os biofilmes nos 
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últimos 30 anos ocorreu em função do aumento da aceitação de que os microrganismos 

estão, na realidade, organizados sob estas estruturas na natureza e não na forma 

planctônica (COSTERTON, 1995; HALAN; BUEHLER; SCHMID, 2012). 

Com o objetivo de promover a formação de biofilmes considerados benéficos 

para prevenir a ocorrência daqueles considerados prejudiciais, é necessário o 

entendimento dos mecanismos que levem a sua formação, crescimento e renovação, 

bem como a sua organização e funcionalidade. O desenvolvimento de um biofilme 

consiste em um processo complexo e influenciado por fatores químicos, físicos e 

biológicos. Geralmente um modelo matemático traduz a compreensão conceitual do 

sistema do biofilme em termos matemáticos, combinando importantes processos 

envolvidos, mas omitindo os de menor relevância, e as soluções são obtidas através do 

uso de matemática ou ferramentas estatísticas (ZHANG, 2017). De acordo com Wanner 

et al., (2006), a “regra de ouro” da modelagem é que “um modelo deve ser tão mais 

simples quanto possível, e tão complexo quanto necessário”. Na Tabela 1 estão 

descritos alguns dos modelos mais atuais utilizados para o estudo dos biofilmes como 

uma comunidade diversa: 

 

Tabela1- Principais modelos matemáticos utilizados para biofilmes. 

Categoria do modelo 

Modelos 

específicos/ferramentas 

matemáticas 

Aspectos modelados do 

biofilme 

Modelagem genética Modelo de gene-central 

Modelo baseado em traços 

Modelo de Quorum sensing 

Estrutura do biofilme, 

interação entre espécies na 

composição genética, 

interação entre espécies na 

diversidade de ecossistema, 

estrutura do biofilme 

 

Modelo de análise de 

balanço de fluxo 

Restrição 

Otimização do problema 

Interação entre espécies, 

estrutura do biofilme 

 

Modelo de inferência 

estatística 

Método baseado em 

similaridade 

Método baseado em regressão 

Interação entre espécies,  

estabilidade da comunidade 
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Modelo de cinética de 

crescimento 

Modelo baseado no indivíduo Estrutura do biofilme, 

interação com o ambiente, 

propriedades mecânicas 

Fonte: Zhang (2017) 

 

Os modelos baseados em inferência estatística partem do princípio que dentro do 

biofilme raramente encontra-se uma só espécie. Geralmente as espécies coexistem e 

possuem relações muito complexas (comensalismo, mutualismo, competição 

parasitismo e amensalismo), afetando toda estrutura e funcionalidade do biofilme. 

Todas estas interações podem ser avaliadas através de inferência estatística baseado em 

correlações (JAMES; BEAUDETTE; COSTERTON, 1995; FUHRMAN, 2009; 

FREILICH et al., 2010; LEE et al., 2014b). 

Apesar da grande importância que o estudo dos biofilmes vem assumindo ao 

longo dos anos, ainda há poucos trabalhos elucidando a aplicação de modelagem 

preditiva para melhor entendimento dos biofilmes na indústria de alimentos.  

 

3.7 Principais métodos para avaliação dos biofilmes em superfícies abióticas 

 

Considerando a importância que os biofilmes assumem na medicina humana, 

veterinária e áreas relacionadas à biotecnologia, o contínuo desenvolvimento de técnicas 

de biologia molecular, métodos bioquímicos e técnicas de imagem são importantes a 

fim de proporcionar um melhor entendimento destas estruturas complexas. Nesse 

sentido, diferentes metodologias vêm 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 metabólica, avaliação de elétrons 

respiratórios por sal de tetrazólio (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl) - 2H-

tetrazolium-5-carboxanilide - XTT), integridade de membrana (coloração live/dead por 

SYTO 9 ou iodeto de propídeo) ou habilidade de crescimento. Além disso, a quantidade 

total de DNA viável 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. Proteínas podem ser coradas utilizando-se corantes específicos (SYPRO 

RUBI, CBQCA ou NanoOrange) ou detectadas através de reações específicas, como o 
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método de Lowry (STIEFEL et al., 2016). Os polissacarídeos também podem ser 

corados a partir de fluorescência ou outros corantes, como o Calcofluor (CHEN et al., 

2007). 

Um dos métodos mais simples para quantificação dos biofilmes é o uso do 

cristal violeta, o qual é muito utilizado para avaliação da biomassa total. Este corante 

liga-se de forma indiferente às cargas negativas, tendo como alvo diversas moléculas 

das membranas das bactérias e da matriz de EPS. Após a coloração, o corante é 

solubilizado com o uso de um solvente, como ácido acético ou etanol.  Esta quantidade 

de corante solubilizado é mensurada por leitura de absorbância, sendo diretamente 

proporcional à quantidade de células aderidas no biofilme. Estudos que visam avaliar a 

eficiência de procedimentos de limpeza e desinfecção requerem a associação de 

métodos que quantifiquem a biomassa não 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 enumeração de bactérias de um biofilme através do método de contagem 

em placa, primeiramente é necessário realizar a desadesão das bactérias da superfície 

através do uso de ultrassom ou vórtex (WEBBER et al., 2015). Em seguida, as células 

viáveis são quantificadas através de diluições seriadas e plaqueamento em meios 

seletivos, com ou sem antibióticos (biofilmes multiespécies), ou meios não seletivos 

(biofilmes monoespécie) (ASSÉRÉ; OULAHAL; CARPENTIR, 2008; WEBBER, 

2015; GEHLEN, 2016).   

 Para a visualização da estrutura do biofilme, a utilização da análise de 

microscopia tem sido relatada na literatura (HILBERT et al., 2010; MELO et al., 2017; 

DHOWLAGHAR et al., 2018). A microscopia eletrônica de varredura (MEV) consiste 

em uma ferramenta que visa à observação da superfície das microcolônias, bem como 

de todo o biofilme (PANTANELLA et al., 2013). Algumas de suas vantagens são a alta 

resolução e a magnificação. No entanto, a MEV convencional requer desidratação e 

revestimento metálico de amostras biológicas antes da observação. Uma vez que os 

biofilmes consistem principalmente de água, a desidratação pode modificar a estrutura 

do biofilme. Uma observação direta através da MEV pode revelar que as bactérias 

presentes no biofilme são 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 MÉTODOS 

 

4.1 Local de estudo 

 

Este trabalho foi desenvolvido no Centro de Diagnóstico e Pesquisa em 

Patologia Aviária (CDPA), pertencente à Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFRGS), exceto as análises de MEV dos experimentos 3 e 4, que foram realizadas no 

Centro de Microscopia e Microanálise (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 

informações referentes à origem e ao ano de isolamento dos isolados estão descritas nos 

APÊNDICES A, B e C. Todas as cepas pertencem à bacterioteca do CDPA e se 

encontram estocadas a -80°C em caldo infusão cérebro–coração (brain heart infusion 

both - BHI) (Oxoid; Hampshire, Inglaterra) com 25% de glicerol (Synth; Diadema, 

Brasil). As cepas foram confirmadas quanto à pureza através do cultivo em meios 

seletivos: ágar carvão cefoperazona desoxicolato modificado (modified charcoal 

cefoperazone deoxycholate agar – mCCDA) (Oxoid; Hampshire, Inglaterra) para C. 

jejuni; ágar eosina azul de metileno (eosin methylene blue agar – EMB) (Oxoid; 

Hampshire, Inglaterra) para E. coli; ágar de desoxicolato lisina xilose (xylose lysine 

desoxycholate agar – XLD) (Merck; Darmstadt, Alemanha) para S. Enteritidis.  

 

4.3 Preparo do inóculo 

 

O preparo do inóculo para os ensaios com biofilmes mono e multiespécie foram 

realizados de acordo com Stepanovik et al. (2007), com adaptações. Inicialmente, as 

cepas de E. coli, S. Enteritidis e a cepa padrão (S. Typhimurium - ATCC 17025), foram 

enriquecidas em tubos contendo 3 mL de caldo BHI e incubadas em estufa 

bacteriológica por 18-24 horas a 37±1ºC. A partir deste cultivo inicial, os isolados 

foram plaqueados em ágar triptona de soja (tryptone soy agar - TSA) (Oxoid; 

Hampshire, Inglaterra) e incubados por 18-24 horas a 37±1ºC. Após, foi feita a 
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inoculação de uma colônia 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 incubação por ±18 horas a 37±1ºC. As turvações do TSB foram 

ajustadas até a escala 1 de McFarland, correspondendo a um intervalo de 0,224 a 0,300 

em espectrofotômetro no comprimento de onda de 620nm (SP-22 – Biospectro; São 

Paulo, Brasil). Para os isolados de C. jejuni, primeiramente foi realizado o cultivo direto 

em ágar mCCDA, seguido de incubação em estufa bacteriológica 42±1ºC por 48 horas, 

sob uma atmosfera com 5% de O2, 10% de CO2 e 85% de N, obtida através de um 

gerador de microaerofilia (Probac; São Paulo, Brasil). Após, as colônias foram 

inoculadas em caldo TSB, ajustando-se a turvação até a escala 1 de McFarland, 

conforme descrito anteriormente. 

 

4.4 Análises estatísticas 

 

 O programa GraphPad Prism foi utilizado para a análise estatística dos dados. 

Foi adotado como referencial para as análises um nível de significância de 5%. 

 

 Estatística descritiva: Utilizada para determinar o agrupamento das cepas 

conforme o perfil de formação de biofilme (formador e não formador) 

(experimento 1); para expressar os percentuais de prevenção e remoção de 

biofilme (experimento 2); para expressar a média e o desvio padrão das 

contagens microbianas nas diferentes superfícies (experimento 3 e 4) e 

tratamentos (experimento 4). 

 Teste Qui-quadrado:  Utilizado para avaliar as diferenças de proporção dos 

isolados aderentes e não aderentes entre origens e, entre as temperaturas para 

uma mesma origem (experimento 1); para verificar diferenças nas proporções de 

isolados quanto ao percentual de prevenção/remoção do biofilme entre os 

tratamentos em uma mesma temperatura e entre as temperaturas (experimento 

2).  

 Teste de análise de variância (ANOVA) e o teste de Bonferroni: Foram 

utilizados para analisar a adesão nas diferentes temperaturas e superfícies nos 

biofilmes multiespécies, bem como diferenças entre os tratamentos de remoção 

do biofilme (experimento 4).  
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 Teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn para múltiplas comparações: Utilizados 

quando os pré-requisitos para ANOVA não foram atendidos, como para 

comparar a adesão dos três microrganismos nas superfícies de aço inoxidável, 

polietileno e poliestireno (experimento 3). 

 

4.5 Experimento 1 - Formação 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 três 

espécies para a formação de biofilme a 4°C, 12°C e 25°C. A escolha destas 

temperaturas teve como base a simulação dos ambientes de processamento e 

manipulação dos alimentos em matadouro-frigorífico (4°C e 12°C) (BRASIL, 1998; 

UNIÃO 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 produção de biofilme dos isolados foi 

adaptada a partir da técnica proposta por Stepanovic et al. (2007). Após o ajuste dos 

inóculos, 200μL de cada suspensão bacteriana foram inoculados, em triplicata, em 

microplacas estéreis de poliestireno com 96 poços de fundo plano (Kasvi; São 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±1ºC (S. Enteritidis, C. jejuni), 12±1ºC (E. coli, C. 

jejuni) e 4±1ºC (E. coli, C. jejuni), sob condições de aerobiose. Para S. Enteritidis e E. 

coli o tempo de incubação foi de 24 horas e para C. jejuni 96 horas. Os resultados da 

incubação de E. coli a 25ºC e S. Enteritidis a 12ºC e a 4ºC foram obtidos de trabalhos 

anteriores (BORGES et al., 2018; RODRIGUES et al., 2019). 

Após a incubação, o conteúdo dos poços foi aspirado e descartado. Os poços 

foram lavados por três vezes com 200 μL de solução salina estéril a 0,85%. A fixação 

do biofilme foi feita com a adição de 200μL de metanol (Nuclear; Diadema, Brasil) 

durante 20 minutos. Após a remoção do metanol, as placas foram secas e coradas com 

200μL de solução de cristal violeta de Hucker a 2% (MediQuímica; Porto Alegre, 

Brasil) durante 15 minutos. Após este período, as placas foram lavadas em água 

corrente e secas novamente. Em seguida, foram adicionados 200μL de ácido acético 

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

550nm.  

A interpretação dos resultados teve como referências os parâmetros de densidade 

óptica (DO) proposto por Stepanovic et al. (2007). A densidade óptica de cada cepa 

(DOa) foi obtida a partir média aritmética dos três poços. O ponto de corte (DOcn) foi 

estabelecido como o valor correspondente a três desvios acima da média aritmética dos 

valores dos três poços do controle negativo. Para a determinação da formação de 

biofilme, utilizou-se o seguinte critério: não formador de biofilme (DOa ≤ DOcn) e 

formador de biofilme (DOa > DOcn). Além da triplicata biológica, também foi 

realizada uma triplicata técnica. Foram consideradas cepas formadoras de biofilme, 

aquelas que demonstraram capacidade de adesão nos três ensaios. 

 

4.6 Experimento 2 - Prevenção e remoção 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 

(APÊNDICE D). Como controle positivo da formação de biofilme nas três temperaturas 

foi utilizada uma cepa padrão de S. Typhimurium (ATCC 17025). 

 Foram testadas as seguintes substâncias: um biosurfactante (raminolipídeo de P. 

aeruginosa [90% - R90, Agae Technologies; Corvalis, Estados Unidos]), dois ácidos 

orgânicos (ácido cítrico [99% - C0759, Sigma-Aldrich; Darmstadt, Alemanha] e ácido 

málico [M8304, Sigma-Aldrich; Darmstadt, Alemanha]) e um desinfetante (cloreto de 

benzalcônio [Êxodo Científica; Hortolândia, Brasil]). Foram avaliadas três 

concentrações para cada produto: 1%, 3% e 5% para o biosurfactante; 2%, 5% e 10% 

para os ácidos orgânicos; e 50ppm, 100ppm e 150ppm para o desinfetante. A escolha 

das concentrações dos ácidos orgânicos e do biosurfactante foi baseada em dados 

disponíveis na literatura quanto ao uso destes produtos para o controle de biofilmes na 

indústria de alimentos (GOMES; NITSCHKE, 2012; AKBAS; KOKUMER, 2015; 

AKBAS; CAG, 2016). As concentrações do desinfetante seguiram as recomendações do 

FDA para superfícies que tenham contato com os alimentos (FDA, 2012).  

Todos os compostos foram diluídos em água destilada a fim de se obter as 

concentrações desejadas. Para os ácidos orgânicos, foi preparada uma solução mãe a 



52 

 

10%, a qual teve o pH ajustado entre 3,128 a 4,761, para o ácido cítrico, e a 3,459 a 

5,097, para o ácido málico. Para os ensaios de prevenção do biofilme foram testados o 

biosurfactante e os ácidos orgânicos. Para os ensaios de remoção foram avaliados o 

biosurfactante, os ácidos orgânicos e o desinfetante. O desinfetante não foi utilizado 

para os ensaios de prevenção dos biofilmes pois, comumente na indústria, este produto é 

utilizado no processo de higienização, após a limpeza, seguido de enxágue, a fim de 

evitar a presença de princípio ativo residual nas superfícies que entrarão em contato 

com o alimento. 

A metodologia utilizada para a avaliação da eficácia dos antimicrobianos foi 

adaptada a partir das técnicas propostas por Gomes e Nitschke (2012) e Akbas e Cag 

(2016). 

 

4.6.1 Avaliação da prevenção da formação do biofilme 

 

Microplacas de poliestireno foram previamente tratadas com 200µL dos 

antimicrobianos em suas respectivas concentrações, seguido de incubação a 25±1ºC, 

12±1ºC e 4±1ºC por 24 horas. Para cada temperatura foi utilizada uma microplaca de 

cada concentração para as três substâncias avaliadas. Como controle, utilizou-se uma 

microplaca tratada apenas com água destilada estéril para cada temperatura. Após a 

incubação, o conteúdo dos poços foi removido e foi realizada uma lavagem com 200µL 

de água destilada estéril, seguida de secagem em estufa a 37°C por uma hora.  

Após, foram adicionados 200µL de cada inóculo, em triplicata. Também foi 

inoculado um controle negativo (TSB sem glicose estéril). As microplacas foram 

incubadas novamente a 25±1ºC, 12±1ºC e 4±1ºC em aerobiose por 24 horas para S. 

Enteritidis e E. coli, e por 96 horas para C. jejuni. Após o período de incubação, o 

conteúdo dos poços foi removido e foi realizada a coloração e a leitura das microplacas, 

conforme descrito anteriormente. 

 

4.6.2 Avaliação da remoção do biofilme pré-formado 

 

 Foi feita a inoculação de 200μL de cada suspensão bacteriana e do controle 

negativo (TSB sem glicose estéril), em triplicata, em microplacas, seguida de incubação 

a 25±1ºC, 12±1ºC e 4±1ºC em aerobiose por 24 horas para as cepas de S. Enteritidis e 

E. coli, e por 96 horas para os isolados de C. jejuni. Após a incubação, o conteúdo dos 
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poços foi aspirado e foi realizada uma lavagem com solução salina 0,85%, para 

remoção das células planctônicas. O biofilme pré-formado foi submetido ao tratamento 

com 200µL de cada concentração das substâncias testadas. Antes do tratamento, os 

antimicrobianos foram divididos em alíquotas e mantidos por uma hora nas 

temperaturas de 4°C, 12°C e 25°C, a fim de se evitar a interferência da temperatura na 

ação das substâncias. A avaliação da ação dos tratamentos na remoção dos biofilmes foi 

realizada em dois tempos de contato (cinco e dez minutos). Como controle, utilizou-se 

uma microplaca tratada apenas com água destilada estéril por 10 minutos para cada 

temperatura. Após os tempos de contato, foi realizada a coloração e a leitura das 

microplacas, conforme descrito anteriormente. 

 

4.6.3 Mensuração da prevenção e da remoção dos biofilmes 

  

 A capacidade de uma substância em prevenir a formação de biofilmes ou de 

remover o biofilme pré-formado foi avaliada através da determinação do percentual de 

biomassa removido ou não formado em relação ao controle.  Este percentual foi obtido 

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

 

% prevenção/remoção de biofilme da cepa =(C-B) – (T-B) x 100            

                                                                             (C-B) 

 

Onde:  

C: Média da triplicata da densidade óptica do controle sem tratamento;  

T: Média da triplicata da densidade óptica de cada tratamento;  

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

 

4.7 Experimento 3 – Comparação da capacidade de adesão de Salmonella 

Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni em aço inoxidável, polietileno e 

poliestireno  

 

Para este experimento foram selecionadas, aleatoriamente, dez cepas de S. 

Enteritidis, dez de E. coli e cinco de C. jejuni (APÊNDICE 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 modificações. 
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4.7.1 Preparação das superfícies 

 

Foram utilizados cupons de aço inoxidável (AISI 316), polietileno e poliestireno 

confeccionados nas dimensões de 1cm (largura) x 1cm (comprimento) x 0,1cm 

(espessura). O aço e o polietileno são amplamente utilizados em matadouros-frigoríficos 

de aves. O poliestireno foi avaliado com o objetivo de comparar esta superfície com as 

demais, visto que é o material mais utilizado nos experimentos de avaliação da 

formação de biofilme em microplacas. 

Os cupons foram submetidos à limpeza manual com auxílio de esponja não 

abrasiva, água e detergente neutro líquido, seguido de enxágue, imersão em água 

destilada por 24 horas, imersão em álcool etílico 70% (v/v) por 24 horas em temperatura 

ambiente e um novo enxágue com água destilada. Os cupons de aço inoxidável 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 superfície. 

 

4.7.2 Ensaios de adesão 

 

Para a avaliação da adesão microbiana, utilizou-se uma microplaca estéril de 

poliestireno com 12 poços de fundo plano (Kasvi; São José dos Pinhais, Brasil) para 

cada cepa testada. Após o preparado dos inóculos, foram adicionados 3 mL (108 

UFC/mL) de cada suspensão bacteriana em nove poços. Em seguida, os cupons de aço 

inoxidável, polietileno e poliestireno foram adicionados e as placas foram incubadas em 

aerobiose a 25±1ºC por 24 horas para S. Enteritidis e E. coli, e 96 horas para C. jejuni. 

Cada superfície foi testada em triplicata em uma mesma microplaca. Após a incubação, 

os cupons foram retirados dos meios de cultivo com o auxílio de uma pinça estéril e 

lavados com 5mL de água peptonada 0,1% (Merck; Darmstadt, Alemanha), para 

remoção das células planctônicas. Posteriormente, os cupons foram introduzidos em 

tubos de fundo cônico tipo Falcon (Olen; São José dos Pinhais, Brasil) contendo 5mL 

de água peptonada 0,1% com esferas de vidro. A desadesão das células sésseis foi feita 

através da agitação do material em agitador de tubos tipo vórtex (Kasvi; São José dos 

Pinhais, Brasil) durante um minuto.  

Para a contagem bacteriana, foram realizadas diluições seriadas (10-1 a 10-4) em 

solução salina 0,85% para cada cupom. Em seguida foi feito o plaqueamento em meio 

EMB para E. coli, em XLD para S. Enteritidis e em mCCDA para C. jejuni, utilizando-
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se o método de contagem em gota (Drop plate), inoculando-se cinco gotas de 10μL para 

cada diluição. As placas de ágar EMB e XLD foram incubadas a 37±1°C por 24 horas 

em condições 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 área de 

superfície dos dois lados do cupom, bem como sua área lateral. A seguinte fórmula foi 

utilizada:  

 

UFC.cm-2 = (Vd/Va) x M x (D/A) 

                                

 

Onde:  

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

Va: volume da alíquota utilizada no plaqueamento (0,05 mL),  

M: média da contagem obtida nas placas (UFC),  

D: diluição utilizada na contagem,  

A: área do cupom (2,4 cm2). 

 

4.7.3 Microscopia eletrônica de varredura (MEV)  

 

 A MEV foi realizada com o objetivo de comparar a adesão dos três 

microrganismos nas superfícies testadas. A preparação do material para execução dos 

ensaios foi realizada de acordo com o protocolo desenvolvido pelo CMM-UFRGS. Uma 

cepa de cada gênero foi selecionada aleatoriamente (S. Enteritidis – n° 06, E. coli – n° 

73, C. jejuni – n° 32). Primeiramente, foi feito o preparo do inóculo e a incubação com 

os cupons a 25°C por 24 horas (S. Enteritidis e E. coli) e 96 horas (C. jejuni), em 

aerobiose. Após, foi realizada a lavagem dos cupons com 5mL de água destilada estéril. 

Em seguida, as superfícies foram imediatamente acondicionadas em solução de fixação 

(1,2mL de Glutaraldeído 25%, 5mL de tampão fosfato 0,2M e 3,8mL de água destilada) 

a 4°C por sete dias. Foram, então, realizadas três lavagens de 30 minutos cada com 

solução de tampão fosfato 0,2M e água destilada, na proporção 1:1, seguido por 

desidratação em concentrações 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 Crítico (Balzers CPD030; Baltec, Alemanha), utilizando dióxido 
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de carbono líquido como fluido de transição, e recobertas com uma camada fina de 

20nm de ouro (SCD 050; Baltec, Alemanha). A visualização de uma parte das imagens 

foi realizada em microscópio eletrônico JSM- 6060 (Jeol; Tóquio, Japão) operando a 10 

kV e outra parte em microscópio eletrônico Zeiss EVO MA 10 (Zeiss, Oberkochen, 

Alemanha) operando a 8 kV. 

 

4.8 Experimento 4 - Formação e remoção de biofilmes multiespécies de Salmonella 

Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni em superfícies de matadouro-

frigorífico de aves e desenvolvimento de modelagem preditiva 

 

Para este experimento, utilizou-se apenas uma cepa de cada gênero formadoras 

de biofilme a 4°C, 12°C e 25°C (APÊNDICE D). Para execução dos ensaios 

multiespécies foram realizadas quatro combinações 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 seleção dos produtos, das suas concentrações 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 eficiência 

antimicrobiana para os três microrganismos avaliados. Foram selecionados o 

ramnolipídeo 5%, o cloreto de benzalcônio 150 ppm e o ácido cítrico a 10%, utilizando 

o 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 

modificações. 

 

4.8.1 Formação dos biofilmes multiespécies 

 

Para a formação dos biofilmes, foram utilizadas microplacas estéreis de 

poliestireno com 12 poços de fundo plano. Nas combinações microbianas em dupla, 

foram adicionados 1mL de TSB estéril e 1mL da suspensão bacteriana de cada 

microrganismo a ser testado. Para a combinação com as três bactérias, foram 

adicionados aos poços 750µL de TSB estéril e 750µL do inóculo de cada bactéria. Os 

cupons de aço inoxidável e de polietileno, preparados conforme descrito anteriormente, 

foram imersos individualmente nos poços e incubados a 25±1ºC, 12±1ºC e 4±1ºC. 

Foram utilizados três tempos de incubação: 4, 12 e 24 horas, simulando os períodos 

para higiene operacional e pré-operacional em matadouros-frigoríficos de aves 
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(ROSSONI; GAYLARDE 2000; KUSUMANINGRUM et al., 2003). Foi utilizada uma 

microplaca para cada combinação de microrganismos, tipo de superfície, temperatura e 

tempo de incubação.  

Para os biofilmes multiespécies foi realizada também a MEV para cada 

combinação de microrganismos, utilizando-se apenas os cupons de aço inoxidável a 

25°C e com 24 horas de incubação. O processo de fixação, desidratação, ponto crítico e 

metalização foi realizado conforme o protocolo descrito anteriormente. A escolha da 

superfície de aço inox para realização da microscopia deu-se em função de ser, entre as 

três superfícies avaliadas, a mais comum em matadouros-frigorífcos, estando presente 

em praticamente todas as etapas do abate de aves. 

 

4.8.2 Remoção dos biofilmes multiespécies 

 

Após os tempos de incubação determinados, os corpos de prova foram retirados 

do meio de cultivo e lavados com 5 mL de água peptonada 0,1%, para remoção das 

células não aderidas. Em seguida, foram transferidos para outra microplaca contendo 3 

mL de cada antimicrobiano (ramnolipídeo 5%, ácido málico 10% e cloreto de 

benzalcônio 150 ppm) e água destilada estéril (grupo controle), em triplicata. Antes do 

início dos tratamentos, os antimicrobianos eram divididos em alíquotas menores, e 

mantidos por uma hora nas temperaturas de 4°C, 12°C e 25°C, a fim de se avaliar a 

interferência da temperatura na ação destas substâncias.  

Os tratamentos foram realizados a 4°C, 12°C e 25°C por 10 minutos. Após, os 

cupons foram imersos em 5mL de água peptonada 0,1% com agentes neutralizantes 

(Tween 80 - polisorbato [Dinâmica; Diadema, Brasil]; lecitina de soja [Sundown 

Naturals; São Paulo, Brasil]; e tiossulfato de sódio [Dinâmica; Diadema, Brasil]) e 

esferas de vidro por cinco minutos em temperatura ambiente.  Em seguida, os tubos 

foram agitados em vórtex por um minuto, para desadesão das células sésseis. Foram 

realizadas diluições seriadas (10-1 a 10-4) e contagem através de Drop plate em ágar 

EMB para E. coli, XLD para S. Enteritidis e mCCDA para C. jejuni. A interpretação 

dos resultados teve como base a área das superfícies de aço e polietileno, conforme 

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

multiespécie 

 

 Modelos matemáticos de regressão linear foram desenvolvidos com base nas 

variáveis combinação 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), superfície (aço inoxidável e polietileno), tempo de incubação (4, 12 e 24 horas) e 

tratamento (controle, ramnolipídeo 5%, ácido málico 10% e cloreto de benzalcônio 

150ppm). A variável a ser predita correspondeu a quantidade de células aderidas nas 

superfícies para cada microrganismo, sendo os resultados expressos em UFC.cm-2. O 

grau de ajuste dos modelos foi obtido através da análise do coeficiente de determinação. 

Todas as equações e os coeficientes de determinação foram gerados no software 

GraphPad Prism, utilizando-se um nível de significância de 5%. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Experimento 1 - Formação 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 formação de biofilme a 25°C, sendo dessas três amostras 

provenientes de carcaça, quatro de órgãos de aves, quatro de suabe de arrasto e nove de 

produtos avícolas envolvidos em surtos salmonelose (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Frequência absoluta (%) e relativa (n/N) de cepas de Salmonella Enteritidis  

                 formadoras de biofilme a 25°C classificadas de acordo com a origem. 

Origem  

(n/N) 

% cepas formadoras de biofilme a 25°C 

 (n/N) 

Carcaça  

(5/33) 
60 (3/5) a 

Órgão de aves  

(6/33) 
66,6 (4/6) a 

Suabe de arrasto  

(9/33) 
44,4 (4/9) a 

Produto avícola envolvido em surto de 

salmonelose  

(12/33) 

75 (9/12) a 

% Total (n/N) 60, 6 (20/33) 

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

(p<0,05). 

 

Todas as cepas de E. coli provenientes de lesão de colibacilose e superfície de 

matadouro – frigorífico demonstraram capacidade de adesão 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 aviário, 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 formação de biofilme nas temperaturas de 4°C e 12°C. Deste total, 20 eram 
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originários de lesão de celulite, seis de cama de aviário, três de lesão de colibacilose e 

uma amostra de superfície de matadouro-frigorífico (Tabela 3).  

 

Tabela 3 - Frequência 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. 

Origem 

(n/N) 

% cepas 

formadoras de 

biofilme a 4°C 

(n/N) 

% cepas 

formadoras de 

biofilme a 12°C 

(n/N) 

% cepas formadoras 

de biofilme a 4°C e 

12°C  

(n/N) 

Lesão celulite 

(45/73) 
53,4 (24/45) a 51,2 (23/45) a 44,4 (20/45) a 

Cama de aviário 

(20/73) 
35 (7/20) a 40 (8/20) a 40 (6/20) a 

Lesão colibacilose 

(6/73) 
50 (3/6) a 50 (3/6) a 50 (3/6) a 

Superfície 

matadouro-frigorífico 

(2/73) 

50 (1/2) a 50 (1/2) a 50 (1/2) a 

% Total  

(n/N) 
48 (35/73) 48 (35/73) 41 (30/73) 

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

(p<0,05). 

 

 

Das 73 cepas de C. jejuni provenientes de carcaça/cortes de frango, 31,8% 

formaram biofilme a 4°C e a 25°C e 31,5% a 12°C. Dos sete isolados de água 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 única 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 adesão a 4°C, 12°C e a 25°C, das quais 18 isolados 

eram  provenientes de carcaça ou cortes de frango, três de água 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 carcaça e uma de água de chiller/pré- chiller formaram 

biofilme a 4°C e 12°C e a 12°C e 25°C, respectivamente (dados não apresentados). 
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 Tabela 4 - Frequência 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. 

Origem 

(n/N) 

% cepas 

formadoras 

de biofilme a 

4°C (n/N) 

% cepas 

formadoras de 

biofilme a 

12°C (n/N) 

% cepas 

formadoras de 

biofilme a 

25°C (n/N) 

% cepas 

formadoras de 

biofilme a  

4°C, 12°C e 

25°C (n/N) 

Carcaça/cortes 

de frango 

(73/89) 

31,8 (24/73) a 31,5 (23/73) a 31,8 (24/73) a 24,7 (18/73) a 

Água chiller/ 

pré-chller  

(7/89) 

71,4 (5/7) a 57,1 (4/7) a 42,8 (3/7) a 42,8 (3/7) a 

Suabe de cloaca 

(1/89) 
100 (1/1) a 100 (1/1) a 100 (1/1) a 100 (1/1) a 

Suabe de caixa 

de transporte  

(8/89) 

25 (2/8) a 25 (2/8) a 62,5 (5/8) a 25 (2/8) a 

% Total 

(n/N) 
36 (32/89) 33,7 (30/89) 37 (33/89) 27 (24/89) 

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

(p<0,05). 

 

Não foi constatada diferença significativa na proporção de isolados formadores e 

não formadore de biofilme para as três 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, não foi 

observada diferença na adesão entre as temperaturas considerando a mesma origem de 

isolamento (p<0,05). 
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5.2 Experimento 2 - Prevenção e remoção de biofilmes monoespécies de Salmonella 

Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni em microplacas de poliestireno 

 

 Os resultados dos ensaios de prevenção e remoção do biofilme de S. Enteritidis, 

E. coli e C. jejuni, utilizando AC, AM, ramnolipídeo e CB foram expressos em gráficos 

demonstrando os percentuais de prevenção/remoção do biofilme para cada espécie 

avaliada. A fim de facilitar a interpretação dos dados, foi realizada a seguinte 

classificação: 1) Cepas que não tiveram prevenção/remoção do biofilme; 2) cepas que 

tiveram prevenção/remoção de até 50% do biofilme; e 3) cepas que tiveram 

prevenção/remoção de mais de 51% do biofilme.   

 

5.2.1 Ensaios de prevenção do biofilme  

 

5.2.1.1 Ácido cítrico 

 

 Ao avaliar o efeito de prevenção do biofilme de S. Enteritidis utilizando o AC 

(Figura 1A), verificou-se que a 4°C não houve diferença significativa na proporção de 

cepas entre os percentuais de prevenção do biofilme para as concentrações de 2% e 10% 

e 5% e 10%, mas houve entre 2% e 5% (p<0,05). A 5% e a 10%, nesta temperatura, 

pôde-se constatar que cerca de 70% dos isolados teve a formação 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 prevenção 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 concentração do AC, verificou-se que seu uso a 2% não 

teve influência da temperatura quanto à prevenção do biofilme (p>0,05). A 5%, o AC 

demonstrou teve sua eficácia comprometida a 12°C, não fornecendo qualquer efeito de 

prevenção do biofilme para praticamente 70% das cepas. A 10% foi observado um 

melhor desempenho do produto a 25°C em relação ao seu uso a 4°C (p<0,05). 

Para os isolados de E. coli e C. jejuni, o percentual de prevenção do biofilme não 

variou significativamente entre as concentrações dentro da mesma temperatura para 

todas as temperaturas avaliadas (p>0,05) (Figuras 2A e 3A). Contudo, a 25°C todas as 

concentrações tiveram melhor eficácia na prevenção do biofilme para E. coli (p<0,05). 
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Para C. jejuni, apenas o AC a 2% apresentou diferença significativa de atuação entre as 

temperaturas, sendo observado um melhor desempenho a 25°C, reduzindo em mais de 

51% a formação do biofilme para aproximadamente 60% das cepas (p<0,05). 

 De modo geral, pôde-se verificar que o AC teve atuação antimicrobiana sobre a 

formação do biofilme de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni em todas as concentrações e 

temperaturas avaliadas. No entanto, a 25°C foi constatada uma melhor eficácia deste 

AO na prevenção do biofilme. 

  

5.2.1.2 Ácido málico 

 

A prevenção do biofilme de S. Enteritidis utilizando AM não apresentou 

diferença significativa entre as concentrações para a mesma temperatura (p>0,05) 

(Figura 1B).  No entanto, foi constatada uma melhor atuação desta substância a 25°C, 

independente da concentração avaliada, prevenindo mais de 51% da formação do 

biofilme para mais de 60% das cepas (p<0,05). 

Para os isolados de E. coli, não se observou diferença de atuação do AM entre as 

concentrações, dentro da mesma temperatura, a 4°C e 25°C (Figura 2B). A exceção foi 

para o AM a 12°C, que apresentou diferença no grau de prevenção do biofilme em todas 

as concentrações (p<0,05). Ao analisar o efeito da temperatura sobre cada concentração, 

observou-se que para mais de 60% dos isolados a prevenção do biofilme não ocorreu a 

4°C utilizando o AM a 2%. A 12°C e a 25°C, este número caiu para 50%, e 

aproximadamente 40%, respectivamente (p<0,05). A 10%, o AM demonstrou diferença 

de desempenho somente a 12°C, e a 5% não houve diferença significativa sobre a 

prevenção do biofilme entre as temperaturas (p<0,05).  

Não foi verificada diferença no efeito antiadesivo das diferentes concentrações 

do AM sobre a formação de biofilme das cepas de C. jejuni a 4°C e 25°C (Figura 3B). 

Apenas a 12 °C houve diferença significativa entre as concentrações, sendo observado 

um maior número de isolados que tiveram mais de 51% de prevenção do biofilme a 5% 

e 10% em relação a 2% (p<0,05). Ainda, não foi constatada influência da temperatura 

sobre o efeito antibiofilme do AM para as cepas C. jejuni em todas as concentrações 

avaliadas (p<0,05). Pôde-se observar que, de modo geral, o AM demonstrou efeito 

antibiofilme em todas as concentrações e temperaturas avaliadas para os três 

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 Ramnolipídeo  

 

O efeito antiadesivo do ramnolipídeo para S. Enteritidis a 4°C foi maior a 5%, 

sendo observado um efeito de prevenção maior que 51% para mais de 60% das cepas 

avaliadas (Figura 1C). A 12°C foi verificado um baixo percentual de prevenção do 

biofilme entre as cepas, sendo que a 1% e 3% não houve atividade antibiofilme para 

mais de 70% delas. A 25°C não foi observada diferença significativa nos percentuais de 

prevenção do biofilme entre as concentrações (p>0,05). Ao analisar o ramnolipídeo 1%, 

observou-se diferença na proporção dos isolados entre os percentuais de prevenção do 

biofilme para todas as temperaturas, sendo o melhor efeito antiadesivo verificado a 

25°C (p<0,05). A 5% não houve diferença na prevenção do biofilme em temperaturas 

avaliadas, e 3% não houve diferença entre 12°C e 25°C (p>0,05). 

Os percentuais de prevenção para E. coli demonstaram diferença significativa na 

proporção de isolados entre todas as concentrações a 12°C, mas não a 4°C e a 25°C 

(Figura 2C) (p<0,05).  Ainda, o ramnolipídeo a 1% e 3% apresentou uma melhor 

atuação a 25°C, fornecendo efeito antiadesivo para cerca de 70% dos isolados. A 5% 

esta substância também teve seu melhor demepenho, reduzindo a formação do biofilme 

em mais de 51% para aproximadamente 80% das cepas de E. coli (p<0,05). 

Para C. jejuni (Figura 3C), não foi verificada diferença significativa entre as 

concentrações do ramnolipídeo considerando a mesma temperatura, bem para uma 

mesma concentração entre as temperaturas (p<0,05). 

Assim como os AO, o ramnolipídeo atuou prevenindo o biofilme em todas as 

concentrações e temperaturas testadas. No entanto seu efeito antimicrobiano variou 

conforme o microrganismo. Para S. Enteritidis, o ramnolipídeo apresentou melhor 

atuação a 4°C e 25°C nas maiores concentrações. Para E. coli a 12°C, esta substância 

teve melhor desempenho a 3% e 5%, e a 25°C em basicamente todas as concentrações 

avaliadas. Com relação as cepas de C. jejuni, este biosurfactante teve comportamento 

antibiofilme similar, independente da temperatura e concentração.   
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Figura 1 – 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Percentuais de prevenção do biofilme de Salmonella Enteritidis a 4°C, 

12°C e 25°C utilizando ácido cítrico (A) a 2%, 5% e 10%, ácido málico 

(B) a 2%, 5%, 10% e ramnolipídeo (C) a 1%, 3%, 5%. 
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Figura 2 –  
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Figura 3 –  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Percentuais de prevenção do biofilme de Campylobacter jejuni a 4°C, 

12°C e 25°C utilizando ácido cítrico (A) a 2%, 5% e 10%, ácido 

málico (B) a 2%, 5%, 10% e ramnolipídeo (C) a 1%, 3%, 5%. 
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5.2.2 Ensaios de remoção do biofilme 

 

5.2.2.1 Ácido cítrico 

  

Ao avaliar o efeito do AC em percentuais de remoção do biofilme em S. 

Enteritidis (Figura 4A), verificou-se diferença significativa entre quase todas as 

concentrações dentro de cada temperatura avaliada (p<0,05). A 4°C foi constatada que 

para cerca de 80% das cepas, a remoção do biofilme com AC nas concentações 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 não tiveram qualquer indício de remoção do biofilme. A 25°C 

esta substância forneceu percentuais de remoção do biofilme de S. Enteritidis superiores 

a 40% nas concentrações de 5% e 10%, independente do tempo de exposição. Ao 

considerar o efeito da temperatura sobre uma mesma concentração e tempo de contato, 

observou-se que o AC 5% e 10% com dez minutos de contato foram os tratamentos que 

forneceram variação significativa na proporção de isolados entre os níveis de remoção 

do biofilme para todas as temperaturas testadas (p<0,05). De modo geral, uma melhor 

atuação do AC para S. Enteritidis foi obtida a 25°C, seguida de 4°C e 12°C. Cabe 

ressaltar também que este efeito de remoção é mais evidente para as maiores 

concentrações, 5% e 10%. 

 Para os isolados de E. coli (Figura 5A), observou-se a 4°C uma proporção 

similar de cepas que não tiveram qualquer grau de remoção, que tiveram remoção até 

50% e mais de 51% nas concentrações de 2% e 5% com cinco e dez minutos de contato. 

Um melhor desempenho foi verificado a 10%, independente do tempo de exposição a 

este AO. Nesta concentração, o percentual de cepas que obtiveram algum grau de 

remoção de biofilme foi significativamente superior em relação as demais 

concentrações (p<0,05). A 12°C, o AC não foi capaz de prevenir a formação 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 concentração para 10%, foi possível verificar um 

incremento na proporção de cepas de E. coli que tiveram remoção do biofilme pré-

formado (p<0,05). A 25°C não foi verificada diferença significativa na atuação do AC 

entre as concentrações utilizadas (p>0,05). O efeito da temperatura sobre a atuação do 

AC foi observado apenas para 2% independente do tempo de exposição, 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 eficácia do AC entre as temperaturas, observou-se que, de um 

modo geral, a 4°C esta substância teve melhor atuação em relação a 12°C e 25°C. 

 A atuação do AC sobre o biofilme pré-formado de C. jejuni (Figura 6A) 

demonstrou que a 4°C a concentração de 10% com dez minutos de contato teve melhor 

atuação, removendo o biofilme em mais de 51% para quase 60% das cepas (p<0,05). A 

12°C não foi verificada diferença significativa de desempenho entre as concentrações 

(p>0,05). A 25°C foi observada uma atuação similar entre as concentrações, com 

exceção de 2% com cinco minutos de contato, a qual demonstrou efeito de remoção 

inferior comparado as demais concentrações (p<0,05). A influência da temperatura 

sobre a remoção do biofilme de C. jejuni foi constatada para 2% com 10 minutos de 

exposição, 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 concentrações, em relação a 4°C (p<0,05). Assim 

como para S. Enteritidis, o AC teve uma melhor eficácia na remoção do biofilme a 12°C 

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

 

5.2.2.2 Ácido málico 

  

 Ao analisar a atuação do AM sobre as cepas de S. Enteritidis (Figura 4B) a 4°C e 

12°C, verificou-se que a 5% e 10%, esta substância teve melhor desempenho 

comparado a 2% (p<0,05). A 25°C apenas a 10%, independente do tempo de contato, 

observou-se melhor atuação na remoção do biofilme em relação as demais 

concentrações avaliadas (p<0,05). A influência da temperatura sobre a ação 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. Já 2% com 10 minutos de 

contato teve sua melhor atuação a 4°C (p<0,05).  

 A ação de destruição do biofilme de E. coli com AM não demonstrou diferença 

significativa entre as concentrações para a mesma temperatura (Figura 5B) (p>0,05). 

Contudo, houve diferença de atuação do AM entre as temperaturas quando utilizado a 

10%, independente do tempo de exposição, 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 não demonstrou diferença 

significativa de desempenho entre as concentrações a 4°C e 12°C (p<0,05). A 25°C, foi 

verificado que, a partir do uso desta substância a 5%, a quantidade de isolados que 



70 

 

tiveram o biofilme removido também aumentou em relação a 2% (p<0,05). A influência 

da temperatura na atuação 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 relação a 4°C.  

  

5.2.2.3 Ramnolipídeo 

 

O ramnolipídeo, quando utilizado a 4°C, apresentou significativamente mais 

isolados de S. Enteritidis com algum grau de remoção de biofilme a 3% e 5%, quando 

comparado a 1% (p<0,05) (Figura 4C). A 12°C, foi observado um melhor desempenho 

desta substância quando feito o uso a 5%, independente do tempo de contato (p<0,05). 

A 25°C, não se evidenciou qualquer diferença de atuação entre as concentrações 

(p>0,05). Para quase a totalidade das concentrações não foi verificada influência da 

temperatura sobre a atuação do ramnolipídeo, a não 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), não foi observada diferença significativa 

quanto à remoção do biofilme entre as concentrações considerando as temperaturas de 

12°C e 25°C (p>0,05). A 4°C, o ramnolipídeo a 3% e a 5% apresentaram remoção do 

biofilme para a maioria dos isolados (p<0,05). A temperatura influenciou na atuação do 

ramnolipídeo apenas quando utilizado a 1% com cinco minutos de contato, sendo 

verificada uma melhor atuação a 25°C, comparado a 4°C e 12°C (p<0,05). 

  O desempenho do biosurfactante (Figura 6C) na remoção do biofilme de C. 

jejuni foi similar entre as concentrações na mesma temperatura (p<0,05). Da mesma 

forma, não foi observada diferença significativa para mesma concentração entre as 

temperaturas (p>0,05).  

 

5.2.2.4 Cloreto de benzalcônio 

 

Para as cepas de S. Enteritidis o cloreto de benzalcônio (CB) a 4°C teve melhor 

atuação na remoção do biofilme quando empregado a 150 ppm, seguido de 100 ppm e, 

por último, 50 ppm, independente do tempo de contato (p<0,05) (Figura 4D). A 12°C os 

maiores percentuais de remoção 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 influência da 

temperatura sobre a remoção do biofilme foi verificada apenas para 50 ppm com cinco 

minutos (p<0,05). 

Não foi observada diferença significativa na atuação do CB para as cepas de E. 

coli entre as concentrações dentro mesma temperatura para todas as temperaturas 

testadas (p>0,05) (Figura 5D). Apenas 150 ppm com cinco minutos de contato teve 

atuação similar na remoção do biofilme entre 4°C e 12°C. Para os 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, não foi constatada diferença significatica na 

remoção do biofilme de C. jejuni (Figura 6D) entre as concentrações e seus respectivos 

tempos de contato dentro da mesma temperatura (p>0,05). Contudo, a 25°C todas as 

concentrações tiveram melhor eficiência na remoção do biofilme comparado a 4°C e 

12°C (p<0,05). 
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Figura 4 –  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Percentuais de remoção do biofilme de Salmonella Enteritidis formado a 

4°C, 12°C e 25°C utilizando ácido cítrico (A) a 2%, 5% e 10%, ácido 

málico (B) a 2%, 5% e 10%, ramnolipídeo (C) a 1%, 3% e 5% e cloreto 

de benzalcônio (D) a 50, 100 e 150 ppm com cinco e dez minutos de 

contato.  
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Figura 5 – 
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*Letras minúsculas iguais entre os tratamentos para a mesma temperatura não diferem significativamente entre si (p<0,05). 

**Letras maiúsculas iguais para o mesmo tratamento entre as diferentes temperaturas não diferem significativamente entre si 

(p<0,05). 
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(B) a 2%, 5% e 10%, ramnolipídeo (C) a 1%, 3% e 5% e cloreto de 
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contato.  
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Figura 6 –  
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contato.  
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*Letras minúsculas iguais entre os tratamentos para a mesma temperatura não diferem significativamente entre si (p>0,05). 

**Letras maiúsculas iguais para o mesmo tratamento entre as diferentes temperaturas não diferem significativamente entre si 
(p>0,05). 
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Em resumo, os melhores resultados para prevenção da produção do biofilme de 

S. Enteritidis com AC e ramnolipídeo foram obtidos a 4°C e 25°C, já com AM foi 25°C. 

Para E. coli, os melhores resultados do AC foram a 25°C e do ramnolipídeo e AM a 

12°C e 25°C. Para C. jejuni, todos os antimicrobianos atuaram de maneira semelhante, 

independente da temperatura.  

A remoção do biofilme pré-formado de S. Enteritidis com AC teve melhor 

resultado quando utilizado a 25°C, já com AM, CB e ramnolipídeo o efeito 

antimicrobiano foi semelhante entre as temperaturas. Para E. coli, o AC, AM e o 

ramnolipídeo tiveram desempenho similar independente da temperatura, mas o CB teve 

melhor atuação a 12°C e 25°C. Para C. jejuni o CB e o AC tiveram resultados mais 

promissores a 25°C, o AM a 12°C e 25°C e o ramnolipídeo não demonstrou efeito da 

temperatura na remoção do biofilme deste patógeno. 
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5.3 Experimento 3 - Comparação da capacidade de adesão de Salmonella 

Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni em aço inoxidável, polietileno e 

poliestireno  

 

Todos os resultados das contagens foram expressos em log10 UFC/cm.-2. Para as 

cepas de S. Enteritidis e E. coli, não foi verificada diferença significativa na adesão 

entre as três superfícies 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 o aço inoxidável 

e 5,99 e 6,52 para o polietileno. Para E. coli, a adesão no poliestireno foi entre 5,99 e 

6,75, de 5,50 a 6,70 no aço inoxidável e de 5,86 a 6,68 no polietileno.   

Com relação as cepas de C. jejuni, observou-se uma maior habilidade de adesão 

no aço inoxidável em comparação com os polímeros (p<0,05). A adesão das cepas 

variou entre 4,51 e 4,67 no aço inoxidável, 3,80 e 4,25 no poliestireno e 4,03 e 4,36 no 

polietileno. Na Figura 7 constam os gráficos comparando a adesão dos três 

microrganismos nas superfícies avaliadas.   

Ao comparar a capacidade de adesão dos microrganismos considerando a 

mesma superfície (Figura 8), verificou-se que apenas o C. jejuni apresentou menor 

aderência em todas as superfícies avaliadas, quando comparado a S. Enteritidis e  E. coli 

(p<0,05).  

Nas Figuras de 9 a 17 constam as imagens de microscopia eletrônica de 

varredura demonstrando a adesão de cada microrganismo nas diferentes superfícies 

avaliadas. 

  

Figura 7 -  

 

Comparação da adesão das cepas de Salmonella Enteritidis, Escherichia 

coli e Campylobacter jejuni no poliestireno, aço inoxidável e polietileno 

através do método de contagem em placa (log10.UFC.cm-2). 
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Figura 8 -  

 

 

          

 

 

 

Figura 9 -  

Adesão da cepa de Salmonella Enteritidis no aço inoxidável observada 

através da microscopia eletrônica de varredura (MEV). 

Comparação da capacidade de adesão das cepas de Salmonella 

Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni considerando a 

mesma superfície através do método de contagem em placa 

(log10.UFC.cm-2). 

Adesão da cepa de Salmonella Enteritidis no poliestireno observada 

através da microscopia eletrônica de varredura (MEV). Aumento 1.000x. 
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Figura 10 -  

 

 

Figura 11 -  

Adesão da cepa de Salmonella Enteritidis no aço inoxidável observada 

através da microscopia eletrônica de varredura (MEV). Aumento 1.000x. 

Adesão da cepa de Salmonella Enteritidis no polietileno observada 

através da microscopia eletrônica de varredura (MEV). Aumento 

1.000x 
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Figura 12 -  

 

 

Figura 13 -  

Adesão da cepa de Escherichia coli no poliestireno observada através 

da microscopia eletrônica de varredura (MEV). 

Adesão da cepa de Escherichia coli no poliestireno observada através 

da microscopia eletrônica de varredura (MEV). Aumento 2.000x. 

Adesão da cepa de Escherichia coli no aço inoxidável observada 

através da microscopia eletrônica de varredura (MEV). Aumento 

2.000x. 
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Figura 14 -  

 

 

Figura 15 -  

Adesão da cepa de Escherichia coli no polietileno observada através 

da microscopia eletrônica de varredura (MEV). Aumento 1.000x. 

Adesão da cepa de Campylobacter jejuni no poliestireno observada 

através da microscopia eletrônica de varredura (MEV). Aumento 

5.500x. 
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Figura 16 -  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 -  

 

Adesão da cepa de Campylobacter jejuni no aço inoxidável observada 

através da microscopia eletrônica de varredura (MEV). Sumento 

5.500x. 

Adesão da cepa de Campylobacter jejuni no aço polietileno observada 

através da microscopia eletrônica de varredura (MEV). Aumento 5.500 

x. 
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5.4 Experimento 4 - Formação e remoção de biofilmes multiespécies de Salmonella 

Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni em superfícies de matadouro-

frigorífico de aves e desenvolvimento de modelagem preditiva 

 

 As cepas analisadas nesta etapa do estudo foram capazes de interagir para 

formação de biofilmes multiespécie em todas as combinações 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), superfícies (aço inoxidável e 

polietileno) e tempos de incubação (4, 12 e 24 horas).  

Considerando o inóculo inicial de 108 UFC/mL de cada microrganismo, a taxa 

de recuperação nas superfícies variou entre 105 UFC.cm-2 (5 log10.UFC.cm-2) a 106 

UFC.cm-2 (6 log10 UFC.cm-2) para S. Enteritidis e E. coli, e aproximadamente 104 

UFC.cm-2 (4 log10 UFC.cm-2), para C. jejuni, independente das condições testadas. Não 

foi evidenciada diferença significativa na adesão dos microrganismos (grupo controle) 

entre 4, 12 e 24 horas de incubação, considerando a mesma combinação microbiana, 

temperatura e superfície (p>0,05). Nas figuras de 18 a 21 está representada a adesão dos 

três patógenos no aço inoxidável, de acordo com a combinação microbiana. 
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Biofilme multiespécie de Salmonella Enteritidis + Escherichia coli  

formado no aço inoxidável a 25°C com 24 horas de incubação. A1 

Aumento 1.800x; A2 Aumento 3.000x.  

Figura 18 - 

A1 

A2 
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Figura 19 - 

A1 

Biofilme multiespécie de Salmonella Enteritidis + Campylobacter jejuni 

formado no aço inoxidável a 25°C com 24 horas de incubação. A1 

Aumento 5.500x; A2 Aumento 10.000x.  

A2 
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A2 

Biofilme multiespécie de Salmonella Enteritidis + Campylobacter jejuni  

formado no aço inoxidável a 25°C com 24 horas de incubação. A1 

Aumento 5.500x; A2 Aumento 4.000x.  

Figura 20 -  

A1 

A2 
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A1 

A2 

Figura 21 -  Biofilme multiespécie de Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + 

Campylobacter jejuni  formado no aço inoxidável a 25°C com 24 horas de 

incubação. A1 Aumento 5.500x; A2 Aumento 5.500x.  

A1 

A2 
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5.4.1 Biofilme multiespécies S. Enteritidis + E. coli 

 

Todos os resultados obtidos mediante tratamento com o ácido orgânico, 

biosurfactante e o desinfetante sobre o biofilme de S. Enteritidis e E. coli no aço 

inoxidável e polietileno encontram-se na Figura 22. O tratamento com ramnolipídeo 

realizado sobre o biofilme constituído por estes dois microrganismos não diferiu 

significativamente do grupo controle em todas as condições testadas (p>0,05). O 

tratamento com AC demonstrou máxima eficácia para E. coli no aço inoxidável, a 4°C e 

12°C e, no polietileno, a 4°C, 12°C e 25°C. No aço inoxidável a 25°C o AC reduziu em 

100% a contagem do biofilme de de E. coli formado com quatro horas de incubação, 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 responsável por zerar a contagem a 4°C no 

aço inoxidável e polietileno, e a 12°C apenas no polietileno. Quando utilizado a 12°C 

sobre o aço inoxidável, reduziu significativamente a quantidade de células do biofilme 

formado com quatro horas e zerou com 12 e 24 horas. Já a 25°C nesta mesma 

superfície, 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 situações, melhor 

desempenho nas mais altas temperaturas, inclusive zerando as contagens de S. 

Enteritidis e E. coli em algumas situações a 12°C e 25°C, tanto no aço inoxidável 

quanto no polietileno. A atuação do CB e do AC não diferiu estatisticamente para E. 

coli no aço inoxidável a 4°C, para o biofilme formado com quatro horas, e 12°C e 25°C, 

em todas as condições analisadas (p<0,05). No polietileno, o CB teve efeito similar ao 

AC sobre o biofilme de E. coli em praticamente todas as condições testadas, com 

exceção 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 ação antimicrobiana sobre a S. Enteritidis no biofilme formado no aço 

inoxidável, o CB não zerou, mas reduziu significativamente a contagem em relação ao 

controle a 4°C e 12°C. A 25°C houve redução da contagem para S. Enteritidis no 

biofilme apenas com quatro horas de formação (p<0,05). No polietileno, o CB teve 

efeito antimicrobiano sobre S. Enteritidis igual ao AC na maioria das condições testadas 

(p<0,05). 

Conforme demonstrado na Tabela 5, a capacidade de adesão ao aço inoxidável 

para E. coli não variou entre as temperaturas, mas para S. Enteritidis foi 

significativamente maior a 25°C, independente do tempo de formação (p<0,05). No 
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polietileno, os dois microrganismos tiveram maior adesão a 25°C (p<0,05). Ao 

comparar a adesão às duas superfícies considerando o mesmo microrganismo e mesma 

temperatura, observou-se que tanto E. coli quanto S. Enteritidis aderiram mais sobre o 

aço inoxidável 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 adesão ao polietileno inferior em relação ao aço 

inoxidável (p<0,05). O tratamento com ramnolipídeo não teve diferença entre as 

temperaturas para E. coli no aço inoxidável e para S. Enteritidis no polietileno. Já para 

E. coli, no polietileno, e S. Enteritidis, no aço inoxidável, o ramnolipídeo teve melhor 

atuação a 4°C (p<0,05). A atuação do AC sobre o biofilme multiespécie de S. Enteritidis 

+ E. coli não variou significativamente entre as temperaturas, considerando a mesma 

superfície, para S. Enteritidis. Já para E. coli foi observada variação no desempenho do 

AC apenas no aço inoxidável a 25°C (p<0,05). No geral, o CB teve melhor atuação a 

12°C e 25°C em ambas superfícies para E. coli, sendo observada uma diferença de mais 

de 2 log10 na contagem em relação a 4°C (p<0,05). Para S. Enteritidis, não se observou 

diferença significativa no efeito antimicrobiano do CB sobre o biofilme formado no aço 

inoxidável (p>0,05). No polietileno, este desinfetante apresentou melhor eficácia a 

25°C, reduzindo a contagem em quase 2 log10.  
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Figura 22 -  

 

 

 

Efeito dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido cítrico 10% e 

cloreto de benzalcônio 150 ppm) sobre biofilme formado por Salmonella 

Enteritidis e Escherichia coli no aço inoxidável e polietileno a 4°C, 12°C e 

25°C com 4, 12 e 24 horas de incubação. 

Biofilme S. Enteritidis + E. coli 
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*Letras iguais entre os tratamentos para o mesmo microrganismo, superfície e temperatura não diferem 

estatisticamente entre si (p<0,05). 
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Tabela 5 – 

 

  

 

  

 

 

 

Controle Ramnolipídeo 5% Ácido cítrico 10% Cloreto de benzalcônio 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 

E. coli 

Aço 

inoxidável 

6,695± 

0,225a/A 

6,710± 

0,282ª/A 

6,573± 

0,392ª/A 

6,180± 

1,52a/A 

6,229± 

1,67a/A 

6,361± 

1,55a/A 
0a/A 0a/A 

1,318± 

1,593b/A 

3,375± 

1,520a/A 

1,091± 

1,672b/A 

0,7829± 

1,553b/A 

Polietileno 
5,651± 

0,644ª/B 

6,249± 

0,349ª/B 

6,542± 

0,353b/A 

5,412± 

0,674a/B 

6,158± 

0,296b/A 

6,335± 

0,341b/A 
0a/A 0a/A 0a/B 

3,228± 

2,046a/A 

1,032± 

1,602b/A 

0,5822± 

1,155b/A 

S. 

Enteritidis 

Aço 

inoxidável 

6,122± 

0,197a/A 

6,194± 

0,321a/A 

6,457± 

0,186b/A 

5,765± 

0,185a/A 

6,075± 

0,168 b/A 

6,263± 

0,141 b/A 

0,436± 

0,926 a/A 
0a/A 

0,6598± 

1,321a/A 

3,855± 

0,734a/A 

2,813± 

1,672a/A 

4,202± 

1,747 a/A 

Polietileno 
5,301± 

0,174a/B 

5,264± 

0,216 a/B 

5,721± 

0,074 b/B 

5,071± 

0,217 a/B 

5,261± 

0,310 a/B 

5,331± 

0,315 a/B 
0 a/A 0 a/A 

0,291± 

0,87 a/A 

3,099± 

1,79 a/A 

1,595± 

1,52 a/B 

0,746± 

1,493 b/B 

Comparação da adesão e dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido cítrico 10% e cloreto de benzalcônio 150 ppm) sobre 

o biofilme multiespécies de Salmonella Enteritidis e Escherichia coli em aço inoxidável e polietileno a 4°C, 12°C e 25°C, 

independente do tempo de incubação. 

 

*Letras minúsculas iguais na mesma linha entre diferentes temperaturas do mesmo tratamento não diferem significativamente entre si (p>0,05). 

**Letras maiúsculas iguais na mesma coluna entre diferentes superfícies considerando o mesmo microrganismo, temperatura e tratamento não diferem significativamente entre si (p>0,05). 

*** Resultados expressos em log10 UFC.cm-2 
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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 condições avaliadas 

o ramnolipídeo apresentou diferença significativa de atuação em relação ao grupo 

controle no biofilme multiespécies de S. Enteritidis e C. jejuni (p>0,05). Nos 

tratamentos com CB e AC, não houve diferença significativa na atuação destes dois 

antimicrobianos sobre C. jejuni, independente da superfície, temperatura e tempo de 

formação do biofilme (p>0,05). Para S. Enteritidis, o AC zerou as contagens em todas 

as condições avaliadas. O CB, apesar de ter tido sua ação prejudicada a 4°C tanto no 

aço inoxidável quanto no polietileno, teve um bom desempenho sobre estas superfícies 

a 12°C e 25°C, reduzindo significativamente a contagem de S. Enteritidis, praticamente 

igualando seu desempenho ao AC (p<0,05).   

Uma comparação mais geral entre os tratamentos (Tabela 6) demonstrou que não 

houve variação significativa na formação do biofilme entre as temperaturas para C. 

jejuni no aço inoxidável e polietileno e, para S. Enteritidis, no aço inoxidável (p>0,05). 

Para S. Enteritidis no polietileno, observou-se uma maior adesão a 12°C e 25°C 

comparado a 4°C (p<0,05). Ao analisar a adesão de cada microrganismo isoladamente 

entre as superfícies, mas dentro da mesma temperatura, ficou evidente uma maior 

capacidade, tanto da S. Enteritidis quanto do C. jejuni, em formar biofilme no aço 

inoxidável a 4°C. De modo geral, não foi verificada qualquer diferença na atuação do  

ramnolipídeo e AC entre as temperaturas para a mesma e microrganismo (p<0,05), a 

exceção foi para o ramnolipídeo a 4°C, que teve melhor ação antimicrobiana frente S. 

Enteritidis aderida no polietileno comparado a 12°C e 25°C (p<0,05). O desempenho do 

CB entre as temperaturas não diferiu significativamente para C. jejuni, independente da 

superfície (p<0,05). Para S. Enteritidis, este desinfetante teve melhor atuação a 25°C no 

aço inoxidável, e a 12°C e 25°C no polietileno (p<0,05). 
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Figura 23 -  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Efeito dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido cítrico 10% 

e cloreto de benzalcônio 150 ppm) sobre biofilme formado por 

Salmonella Enteritidis e Campylobacter jejuni no aço inoxidável e 

polietileno a 4°C, 12°C e 25°C com 4, 12 e 24 horas de incubação. 

Biofilme S. Enteritidis + C. jejuni 
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*Letras iguais entre os tratamentos para o mesmo microrganismo, superfície e temperatura não diferem 

estatisticamente entre si (p>0,05). 
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Tabela 6 –  

 

 

 

 

 

 

Controle Ramnolipídeo 5% Ácido cítrico 10% Cloreto de benzalcônio 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 

S. 

Enteritidis 

Aço 

inoxidável 

6,068± 

0,393ª/A 

5,760± 

0,253ª/A 

5,930± 

0,415ª/A 

5,476± 

0,265ª/A 

5,470± 

0,230ª/A 

5,771± 

0,387ª/A 
0a/A 0 a/A 0a a/A 

3,779± 

2,193ª/A 

1,861± 

1,82ª/A 

1,382± 

1,641b/A 

Polietileno 
4,975± 

0,233a/B 

5,960± 

0,641b/A 

5,926± 

0,680b/A 

4,126± 

1,584ª/B 

5,745± 

0,821b/A 

6,161± 

0,627b/A 
0 a/A 0 a/A 0 a/A 

2,790± 

1,661ª/A 

0,9737± 

1,468b/A 

0,3776± 

1,132b/A 

C. jejuni 

Aço 

inoxidável 

4,426± 

0,137ª/A 

4,282± 

0,241ª/A 

4,153± 

0,244a/A 

3,963± 

0,149ª/A 

4,222± 

0,120ª/A 

3,860± 

1,481ª/A 
0 a/A 0 a/A 

0,737± 

1,304ª/A 

0,3441± 

1,504ª/A 

0,4552± 

1,032ª/A 
0 a/A 

Polietileno 
4,169± 

0,322ª/B 

4,109± 

0,280ª/A 

4,410± 

0,328ª/A 

3,969± 

0,116ª/A 

4,376± 

0,403ª/A 

4,013± 

0,257ª/A 
0 a/A 0 a/A 0 a/A 0 a/A 0 a/A 

0,3971± 

1,191ª/A 

*Letras minúsculas iguais na mesma linha entre diferentes temperaturas do mesmo tratamento não diferem significativamente entre si (p>0,05). 

**Letras maiúsculas iguais na mesma coluna entre diferentes superfícies considerando o mesmo microrganismo, temperatura e tratamento não diferem significativamente entre si (p>0,05). 

*** Resultados expressos em log10 UFC.cm-2 

Comparação da adesão e dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido cítrico 10% e cloreto de benzalcônio 150 ppm) sobre 

o biofilme multiespécies de Salmonella Enteritidis e Campylobacter jejuni em aço inoxidável e polietileno a 4°C, 12°C e 25°C, 

independente do tempo de incubação. 
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5.4.3 Biofilme multiespécies E. coli + C. jejuni 

 

 Na Figura 24 constam os resultados referentes aos tratamentos de remoção 

realizados sobre o biofilme formado por E. coli + C. jejuni. Assim como para as 

combinações microbianas anteriores, o tratamento com ramnolipídeo não 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 condições 

testadas, confirmando-se como o tratamento mais eficiente, independente da 

temperatura e superfície. O CB teve desempenho comprometido para E. coli a 4°C no 

biofilme formado com 24 horas sobre o polietileno, não diferindo estatisticamente das 

contagens obtidas no grupo controle (p>0,05). Nas demais condições analisadas, o CB 

teve ação igual ao AC frente ao C. jejuni em aço inoxidável nas três temperaturas, e 

para E. coli no polietileno a 4°C e 12°C, e no aço inoxidável a 25°C (p<0,05). Ainda, 

para E. coli, no aço inoxidável a 4°C e 12°C, o CB reduziu significativamente a 

quantidade de células aderidas com 4 e 12 horas de formação e 12 e 24 horas de 

formação, respectivamente (p<0,05). Da mesma forma, para C. jejuni, no polietileno a 

4°C o CB diminuiu em mais de 2 log10 a contagem em relação ao controle (p<0,05). 

 De acordo com a Tabela 7, foi observada diferença na adesão para a mesma 

superfície 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 superfícies, foi constatada uma maior adesão ao aço inoxidável 

apenas para E. coli a 4°C (p<0,05). O ramnolipídeo teve melhor atuação a 4°C para E. 

coli no polietileno em relação as demais temperaturas (p<0,05). O AC não teve variação 

significativa no seu efeito antimicrobiano antre as temperaturas considerando a mesma 

superfície 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 após dez minutos de contato (p<0,05).   
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Figura 24 -  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido cítrico 10% 

e cloreto de benzalcônio 150 ppm) sobre biofilme formado por 

Escherichia coli e Campylobacter jejuni no aço inoxidável e polietileno 

a 4°C, 12°C e 25°C com 4, 12 e 24 horas de incubação. 

Biofilme E. coli + C. jejuni 
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*Letras iguais entre os tratamentos para o mesmo microrganismo, superfície e temperatura não diferem 

estatisticamente entre si (p>0,05). 
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Tabela 7 –  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Controle Ramnolipídeo 5% Ácido cítrico 10% Cloreto de benzalcônio 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 

E. coli 

Aço 

inoxidável 

6,386± 

0,089ª/A 

6,386± 

0,134ª/A 

6,430± 

0,423ª/A 

6,205± 

0,157ª/A 

6,260± 

0,070ª/A 

6,354± 

0,231ª/A 
0a/A 0a/A 

0,411± 

1,232ª/A 

3,595± 

1,598ª/A 

2,054± 

1,997ª/A 

1,342± 

1,617b/A 

Polietileno 
5,731± 

0,192ª/B 

6,314± 

0,288b/A 

6,233± 

0,225b/A 

5,451± 

0,379ª/B 

6,171± 

0,371b/A 

6,122± 

0,229b/A 

0 a/A 

 

0 a/A 

 

0,4356± 

1,306ª/A 

2,661± 

1,584ª/A 

0,4356± 

1,306b/B 
0b/B 

C. jejuni 

Aço 

inoxidável 

4,233± 

0,215ª/A 

4,082± 

0,428ª/A 

4,657± 

0,134ª/A 

3,840± 

0,328ª/A 

3,727± 

0,549ª/A 

3,620± 

1,396ª/A 
0a/A 0a/A 

0,7267± 

1,452a/A 
0a/A 0a/A 0a/A 

Polietileno 
4,342± 

0,227ª/A 

4,314± 

0,219ª/A 

4,555± 

0,200ª/A 

3,891± 

0,346ª/A 

4,194± 

0,393ª/A 

4,402± 

0,261ª/A 0a/A 0a/A 0a/A 
0,6761± 

1,358ª/A 

0,4068± 

1,220ª/A 0a/A 

*Letras minúsculas iguais na mesma linha entre diferentes temperaturas do mesmo tratamento não diferem significativamente entre si (p>0,05). 

**Letras maiúsculas iguais na mesma coluna entre diferentes superfícies considerando o mesmo microrganismo, temperatura e tratamento não diferem significativamente entre si (p>0,05). 

*** Resultados expressos em log10 UFC.cm-2 

Comparação da adesão e dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido cítrico 10% e cloreto de benzalcônio 150 ppm) sobre 

o biofilme multiespécies de Escherichia coli e Campylobacter jejuni em aço inoxidável e polietileno a 4°C, 12°C e 25°C, 

independente do tempo de incubação. 
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5.4.4 Biofilme multiespécies S. Enteritidis + E. coli + C. jejuni 

 

 De acordo com os resultados observados após os diferentes tratamentos sobre o 

biofilme multiespécies de S. Enteritidis + E. coli + C. jejuni, tanto no aço inoxidável 

quanto no polietileno (Figuras 25 e 26), pôde-se verificar que não houve diferença 

significativa entre o tratamento com ramnolipídeo e o grupo controle para todos os 

microrganismos, independente da temperatura avaliada (p<0,05). A ação do AC sobre S. 

Enteritidis, E. coli e C. jejuni praticamente zerou a contagem destes patógenos em todas 

as temperaturas, superfícies e tempos de incubação.  

O CB teve atuação variável 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 

aço inoxidável com quatro horas formação (p<0,05). Já a 12°C, o produto teve melhor 

desempenho sobre biofilme formado nesta superfície com quatro e 24 horas. A 25°C, o 

CB apresentou boa atuação em todos os tempos avaliados no aço inoxidável, sendo seu 

efeito antimicrobiano semelhante ao observado para o AC. Já para o polietileno, o CB 

não 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 atuação do CB sobre a E. coli no biofilme multiespécies, pôde-se 

verificar que a 4°C no aço inoxidável houve uma redução significativa da contagem em 

relação ao controle em todos os tempos de formação analisados, sendo observada uma 

redução de até 4 log10 para o biofilme formado com quatro horas (p<0,05). O resultado 

do CB nestas condições não foi tão eficiente quanto o AC, o qual reduziu em 100% a 

contagem de E. coli nesta mesma superfície, no entanto sua atuação, 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, o CB demonstrou 

ser tão eficiente quanto o AC, reduzindo significativamente as contagens de E. coli 

(p<0,05). 

De acordo com os dados apresentados na Tabela 8, não foi evidenciada diferença 

significativa na adesão de S. Enteritidis no aço inoxidável entre as três temperaturas 

avaliadas (p<0,05). Contudo, no polietileno, a adesão desse microrganismo foi menor a 

4°C, comparado a 12°C e 25°C (p<0,05). Ainda, ao comparar a adesão de S. Enteritidis 
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entre as duas superfícies para a mesma temperatura, pôde-se constatar que a 4°C houve 

uma maior adesão ao aço inoxidável, comparado ao polietileno (p<0,05). No tratamento 

com ramnolipídeo, a contagem de S. Enteritidis no aço inoxidável não 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 relação ao aço 

inoxidável a 4°C (p<0,05).  Quanto ao AC, não houve diferença significativa na sua 

atuação frente a S. Enteritidis entre as temperaturas, considerando a mesma superfície, 

bem como entre as superfícies 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). Já entre as duas superfícies, este desinfetante obteve 

uma redução de quase 3 log10 na contagem a 12°C no polietileno em relação ao aço 

inoxidável (p<0,05). 

Para E. coli (Tabela 8), não foi observada diferença significativa na formação do 

biofilme no aço inoxidável entre as temperaturas, já no polietileno houve uma maior 

adesão deste patógeno a 12°C e 25°C (p<0,05). Ainda, uma maior capacidade de adesão 

deste patógeno foi observada no aço inoxidável a 4°C em comparação ao polietileno 

(p<0,05). Diferença entre as temperaturas para o mesmo tratamento e superfície só foi 

verificada para o ramnolipídeo no aço inoxidável a 25°C, e para o CB no polietileno a 

4°C (p<0,05). Ademais, o tratamento com AC não diferiu significativamente entre as 

temperaturas e entre as superfícies. Para C. jejuni (Tabela 7), diferenças entres os 

tratamentos só foram observadas na adesão a 4°C, onde o polietileno demonstrou uma 

maior capacidade formação de biofilme em relação ao aço inoxidável (p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

99 

99 

Figura 25 -  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido cítrico 10% 

e cloreto de benzalcônio 150 ppm) sobre biofilme formado por 

Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni no aço 

inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C com 4, 12 e 24 horas de incubação. 

Biofilme S. Enteritidis + E. coli + C. jejuni 

*Letras iguais entre os tratamentos para o mesmo microrganismo, superfície e temperatura não diferem 

estatisticamente entre si (p>0,05). 
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Figura 26 -  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biofilme S. Enteritidis + E. coli + C. jejuni 

*Letras iguais entre os tratamentos para o mesmo microrganismo, superfície e temperatura não diferem 

estatisticamente entre si (p>0,05). 
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Efeito dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido cítrico 10% 

e cloreto de benzalcônio 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 incubação. 
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Tabela 8 –  

                 

 

 

 

 

                 

 

 

 

 

 

 

 

Controle Ramnolipídeo 5% Ácido cítrico 10% Cloreto de benzalcônio 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 

S. 

Enteridis 

Aço 

inoxidável 

6,326± 

0,387ª/A 

5,964± 

0,130ª/A 

6,129± 

0,523ª/A 

6,020± 

0,421ª/A 
5,620± 

0,365ª/A 

5,755± 

0,222ª/A 0a/A 0a/A 
0, 389± 

0,973a/A 

3,962± 

1,671ª/A 

3,545± 

1,398ª/A 

2,186± 

1,702ª/A 

Polietileno 
5,511± 

0,270a/B 

5,884± 

0,316Ab/A 

5,945± 

0,417b/A 

5,252± 

0,395ª/B 

5,447± 

0,219ab/A 

5,887± 

0,500b/A 0a/A 0a/A 
0,3245± 

0,973ª/A 

2,754± 

1,579ª/A 

0,7095± 

1,436b/B 

1,109± 

0,1,686b/A 

E. coli 

Aço 

inoxidável 

6,401± 

0,395ª/A 

6,561± 

0,187ª/A 

6,104± 

0,219b/A 

6,211± 

0,379ª/A 

6,346± 

0,240ª/A 

5,596± 

0,420b/A 0a/A 0a/A 0a/A 
3,190± 

1,322ª/A 

1,542± 

1,471ª/A 

2,075± 

1,975ª/A 

Polietileno 
5,913± 

0,174ª/B 

6,369± 

0,216b/A 

6,121± 

0,074b/A 

5,540± 

0,217ª/B 

5,983± 

0,310ª/B 

5,699± 

0,315ª/A 0a/A 0a/A 
0,291± 

0,873a/A 

2,894± 

1,798ª/A 

0,3580± 

1,522b/A 
0,2911± 

1,496b/B 

C. jejuni 

Aço 

inoxidável 

4,278± 

0,644ª/A 

4,339± 

0,349ª/A 

4,582± 

0,353ª/A 

4,168± 

2,046ª/A 

4,154± 

1,602ª/A 

3,991± 

1,155ª/A 
0a/A 0a/A 0a/A 0a/A 0a/A 0a/A 

Polietileno 4,473± 

0,170ª/B 

4,527± 

0,237ª/A 

4,701± 

0,088ª/A 

4,188± 

0,332ª/A 

4,440± 

0,374ª/A 

4,477± 

0,125ª/A 
0a/A 0a/A 0a/A 0a/A 0a/A 0a/A 

*Letras minúsculas iguais na mesma linha entre diferentes temperaturas do mesmo tratamento não diferem significativamente entre si (p>0,05). 

**Letras maiúsculas iguais na mesma coluna entre diferentes superfícies considerando o mesmo microrganismo, temperatura e tratamento não diferem significativamente entre si (p>0,05). 

*** Resultados expressos em log10 UFC.cm-2 

Comparação da adesão e dos tratamentos de remoção (ramnolipídeo 5%, ácido cítrico 10% e cloreto de benzalcônio 150 ppm) sobre 

o biofilme multiespécies de Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni em aço inoxidável e polietileno a 4°C, 

12°C e 25°C, independente do tempo de incubação. 
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De modo geral, observou-se que, independente da combinação microbiana e da 

temperatura, o microrganismo que apresentou maior capacidade de adesão nas duas 

superfícies foi E. coli seguido de S. Enteritidis e, por último, C. jejuni (Tabela 9) 

(p<0,05). Ainda, sem considerar a combinação microbiana, a taxa de recuperação de S. 

Enteritidis variou, em média, de 5,919 a 6,257 no aço 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 aço. Já 

para C. jejuni foi de 4,229 a 4,567 no polietileno e de 4,287 a 4,399 no aço. 

Cabe ressaltar que, apesar dos dados obtidos nas contagens em placa dos 

biofilmes multiespécie, independente da combinação microbiana, não apresentarem 

distribuição normal, toda a análise estatística foi realizada com ANOVA e como teste 

post hoc Bonferroni. Esta medida foi necessária, uma vez que os testes não – 

paramétricos disponíveis não representaram de modo apropriado os resultados desta 

etapa do estudo.  

 

Tabela 9 – 

  

 

 
S. Enteritidis + E. 

coli 

S. Enteritidis + 

C. jejuni 

E. coli +  

C. jejuni 

S. Enteritidis + 

E. coli + C. jejuni 

 Aço Polietileno Aço Polietileno Aço Polietileno Aço Polietileno 

S. 

Enteritidis 
6,257a 5,428 a 5,919 a 5,620 a - - 6,139 a 5,780 a 

E. coli 6,658b 6,147 b - - 6,400 a 6,092 a 6,355 a 6,134 b 

C. jejuni - - 4,287 b 4,229 b 4,324 b 4,403 b 4,399 b 4,567 c 

*Letras minúsculas iguais na mesma coluna entre diferentes microrganismos não diferem significativamente entre si 

(p>0,05). 

**Resultados expressos em log10 UFC.cm-2 

 

 

5.4.5 Modelos de predição para os biofilmes multiespécies 

 

 Com base nos dados de contagem em placa obtidos com as combinações 

microbianas multiespécies, foram gerados modelos de regressão linear simples (Figuras 

27 a 44). Para cada combinação, superfície, temperatura e tratamento buscou-se gerar 

um modelo para cada microrganismo. Todos os modelos são válidos para um intervalo 

entre quatro e 24 horas, permitindo predizer o número de células bacterianas aderidas no 

Comparação da adesão de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni sobre o aço 

inoxidável e polietileno considerando as diferentes combinações 

microbianas, independente da temperatura e concentração do 

antimicrobiano. 
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aço inoxidável e polietileno, bem como a quantidade de células viáveis remanescentes 

após o tratamento com os antimicrobianos. A variável resposta foi dada em log10 

UFC.cm-2. A construção dos modelos foi realizada a partir dos dados de formação de 

biofilme obtidos com 4, 12 e 24 horas, sendo que para cada tempo havia três 

observações. Para os tratamentos os quais tiveram as contagens zeradas nas três 

observações, não foi possível a geração do modelo, como ocorreu para o AC, na maioria 

dos casos, e para o CB, principalmente para C. jejuni.    

 Ao total, dos 160 modelos construídos, 46 deles tiveram o coeficiente de 

determinação (R2) estatisticamente significativo, permitindo explicar, em maior ou 

menor grau, a adesão ou efeito dos tratamentos sobre os biofilmes multiespécie nas 

condições avaliadas. A combinação microbiana que mais forneceu modelos 

matemáticos válidos foi S. Enteritidis + E. coli + C. jejuni, com 15 modelos, e S. 

Enteritidis + E. coli, com 13 modelos. As combinações de S. Enteritidis + C. jejuni e E. 

coli + C. jejuni tiveram nove modelos válidos cada. De todos os modelos válidos, 19 

são referentes a adesão dos microrganismos às superfícies (controle), 18 ao tratamento 

com ramnolipídeo, oito com CB e apenas um com AC. O maior R2 obtido foi 0,88 para 

S. Enteritidis em combinação com C. jejuni no tratamento com ramnolipídeo a 25°C e o 

menor foi 0,41 para S. Enteritidis em combinação com os outros dois microrganismos 

no tratamento com CB no aço inoxidável a 25°C.  
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Figura 27 – Modelos de predição de Escherichia coli (log10 UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído por 

                      Escherichia coli + Salmonella  Enteritidis. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Controle 

Equação regressão (R2) 

Ramnolipídeo 5% 

Equação regressão (R2) 

Ácido cítrico 10% 

Equação regressão (R2) 

Cloreto de benzalcônio 150 ppm 

Equação regressão (R2) 

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: Não foi possível gerar o modelo 
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Figura 28 – Modelos de predição de Salmonella  Enteritidis (log10 UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

                    por Escherichia coli + Salmonella Enteritidis. 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Controle 

Equação regressão (R2) 

Ramnolipídeo 5% 

Equação regressão (R2) 

Ácido cítrico 10% 

Equação regressão (R2) 

Cloreto de benzalcônio 150 ppm 

Equação regressão (R2) 

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 + 5,966 (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: Não foi possível gerar o modelo 
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Figura 29 – Modelos de predição de Escherichia coli (log10 UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído por 

                         Escherichia coli + Salmonella Enteritidis. 
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Figura 30 – Modelos de predição de Salmonella Enteritidis (log10 UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído  

                              por Escherichia coli + Salmonella Enteritidis. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Controle 

Equação regressão (R2) 

Ramnolipídeo 5% 

Equação regressão (R2) 

Ácido cítrico 10% 

Equação regressão (R2) 

Cloreto de benzalcônio 150 ppm 

Equação regressão (R2) 

4°C Y = 0,006517*X + 5,214 (0,10) Y = 0,002491*X + 5,038 (0,009) NP Y = 0,07848*X + 2,053 (0,14) 

12°C Y = 0,005455*X + 5,191 (0,048) Y = 0,01242*X + 5,095 (0,12) NP Y = 0,1425*X - 0,3047 (0,66)** 

25°C Y = -0,004709*X + 5,783 (0,29) Y = -0,02379*X + 5,648 (0,43) Y = -0,005745*X + 0,3677 (0,003) Y = -0,05316*X + 1,455 (0,09) 

       **R2 estatisticamente significativo (p<0,05) 

       NP: Não foi possível gerar o modelo 

S . E n te r it id is  4 °C  -  p o lie t i le n o

H o r a s

L
o

g
1

0
 U

F
C

.c
m

-
2

0 1 0 2 0 3 0

0

2

4

6

S . E n te r it id is  2 5 ° C  -  p o lie ti le n o

H o r a s

1 0 2 0 3 0

-2

0

2

4

6

8



 

 

108 

108 

Figura 31 – Modelos de predição de Salmonella Enteritidis (log10 UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

                    por Campylobacter jejuni + Salmonella Enteritidis. 
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Figura 32 – Modelos de predição de Campylobacter jejuni (log10 UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

                     por Campylobacter jejuni + Salmonella Enteritidis. 
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Figura 33 – Modelos de predição de Salmonella Enteritidis (log10 UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

                        por Campylobacter jejuni + Salmonella Enteritidis. 
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Figura 34 – Modelos de predição de Campylobacter jejuni (log10 UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

                         por Campylobacter jejuni + Salmonella Enteritidis. 
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               **R2 estatisticamente significativo (p<0,05) 
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Figura 35 – Modelos de predição de Escherichia coli (log10 UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído por 

                      Escherichia coli + Campylobacter jejuni. 
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Figura 36 – Modelos de predição de Campylobacter jejuni (log10 UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

                     por Escherichia coli + Campylobacter jejuni. 
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Figura 37 – Modelos de predição de Escherichia coli (log10 UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído por 

                         Escherichia coli + Campylobacter jejuni. 
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Figura 38 – Modelos de predição de Campylobacter jejuni (log10 UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

                         por Escherichia coli + Campylobacter jejuni. 
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Figura 39 – Modelos de predição de Salmonella Enteritidis (log10 UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

                     por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni. 
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Figura 40 – Modelos de predição de Escherichia coli (log10 UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

                          por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni. 
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             NP: Não foi possível gerar o modelo 
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Figura 41 – Modelos de predição de Campylobacter jejuni (log10 UFC.cm-2) em aço inoxidável a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

                     por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni. 
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Figura 42 – Modelos de predição de Salmonella Enteritidis (log10 UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

                        por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni. 
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         **R2 estatisticamente significativo (p<0,05) 

         NP: Não foi possível gerar o modelo 
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Figura 43– Modelos de predição de Escherichia coli (log10 UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

                             por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Controle 

Equação regressão (R2) 

Ramnolipídeo 5% 

Equação regressão (R2) 

Ácido cítrico 10% 

Equação regressão (R2) 

Cloreto de benzalcônio 150 ppm 

Equação regressão (R2) 

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: Não foi possível gerar o modelo 
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Figura 44 – Modelos de predição de Campylobacter jejuni (log10 UFC.cm-2) em polietileno a 4°C, 12°C e 25°C para biofilme constituído 

                         por Salmonella Enteritidis + Escherichia coli + Campylobacter jejuni. 
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Equação regressão (R2) 

Ramnolipídeo 5% 

Equação regressão (R2) 

Ácido cítrico 10% 

Equação regressão (R2) 

Cloreto de benzalcônio 150 ppm 

Equação regressão (R2) 

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: Não foi possível gerar o modelo 
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 6 DISCUSSÃO 

 

6.1 Influência da temperatura e superfície na formação de biofilmes mono e 

multiespécies de Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Campylobacter jejuni 

 

Nos últimos anos, S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni vem sendo relacionados a 

surtos de DTA no mundo todo. Neste sentido, é de grande importância o estudo dos 

mecanismos adotados por estes patógenos que permitam a sua sobrevivência ao longo 

da cadeia de processamento de alimentos. Entre as estratégias de resistência, o biofilme 

é conhecido por conferir proteção frente ao estresse ambiental e antimicrobianos 

(BRONNEC et al., 2016). Contudo, este processo de formação de biofilme caracteriza-

se por ser complexo e influenciado pela espécie, superfície, disponibilidade de 

nutrientes e condições ambientais, como temperatura (NAIR et al., 2015). Sendo assim, 

no presente estudo buscou-se simular as condições mais próximas daquelas encontradas 

em matadouros-frigoríficos de aves. Além disso, a utilização de cepas provenientes de 

fontes avícolas torna os resultados obtidos mais próximos da realidade. Segundo Røder 

et al. (2016), ensaios de biofilme utilizando apenas cepas padrão podem comprometer a 

extrapolação dos dados para o ambiente natural, já que, na maioria dos casos, as cepas 

padrão não foram isoladas nas mesmas condições que serão realizados os experimentos. 

Ainda, a co-cultura de cepas padrão entre si ou com cepas de campo tem relevância 

reduzida, caso não sejam encontradas juntas no microambiente natural. 

A utilização de meios de cultura pobres em nutrientes é uma ferramenta 

amplamente utilizada em microbiologia para verificar a capacidade de adesão de um 

microrganismo, seja fungo ou bactéria. Este tipo de meio simula uma condição de 

estresse nutricional, favorecendo o desenvolvimento de adesinas, as quais estão 

relacionadas aos estágios iniciais da formação de biofilme (SINGH et al., 2017).  Neste 

contexto, o TSB sem glicose é um dos meios mais citados na literatura para formação 

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, o uso deste meio de cultura 

possibilitou verificar a formação de biofilme pelas três espécies avaliadas. 

A técnica de formação de biofilme em microplacas de poliestireno é considerada 

um bom método de screening para avaliar a capacidade de formação de biofilme, 

permitindo também a realização de testes com compostos antimicrobianos. Soma-se a 
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isso o fato de possuir baixo custo, uma vez que não necessita de equipamentos caros, a 

não 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 

biológicas, triplicatas técnicas, sendo consideradas formadoras de biofilme somente as 

cepas que demonstraram capacidade de adesão nos três ensaios realizados.  

A habilidade de adesão ao poliestireno por S. Enteritidis, C. jejuni e E. coli 

demonstrada neste estudo, também já 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 produção de biofilme destes 

microrganismos não diferiu significativamente entre as fontes de isolamento. Cabe 

ressaltar que, estudos comparativos da formação de biofilme entre isolados da mesma 

espécie, mas de diferentes origens são pouco frequentes (BORGES et al. 2017). Nair et 

al. (2015) avaliando sorovares de Salmonella de diferentes fontes (excrementos de aves, 

fezes de humanos, vegetais, carcaças, 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 produção de biofilme de cepas de C. jejuni isoladas de 

solo, aerossóis e suabe de cloaca. Os autores constataram que todos os isolados de solo 

e aerossóis foram produtores de biofilme a 42°C em microerofilia. Rodrigues et al. 

(2019) verificaram que a formação de biofilme de APEC a 25°C foi de 

aproximadamente 56% para as amostras de cama de aviário, 59% para as amostras de 

celulite e 48% para amostras de lesão do trato respiratório, não sendo evidenciada 

diferença significativa entre as origens.  

A realização dos ensaios de formação de biofilme em temperaturas comuns às 

das plantas de processamento de aves assumem grande importância, uma vez que 

representam de forma mais aproximada o ambiente onde as cepas de S. Enteritidis, E. 

coli e C. jejuni estariam em condições normais. Contudo, a maioria dos estudos ainda 

avaliam a capacidade de adesão destas espécies em condições ideais de cultivo em 

laboratório, 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 condições possuem os 

mesmos problemas do uso de cepas padrão, fornecendo dados pouco representativos da 

realidade e limitando a extrapolação 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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exceções. O mesmo foi observado para C. jejuni a 4°C, 12°C e 25°C. De modo geral, 

nossos achados demonstraram a produção de biofilme mono e multiespécies pelas três 

espécies em todas as temperaturas testadas. Ademais, as cepas que demonstraram 

capacidade de adesão no poliestireno também foram capazes de aderir isoladamente e 

em combinação sobre o polietileno e o aço inoxidável. Este resultado confirma que o 

modelo de formação de biofime em poliestireno para S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni a 

4°C, 12°C e 25°C é válido para aço inoxidável e polietileno nestas mesmas condições. 

 A adesão a 4°C pode revelar que microrganismos patogênicos podem aderir 

em temperaturas de resfriamento de carcaças, como a água do chiller nos tanques de aço 

inoxidável, ou de refrigeradores domésticos. Da mesma forma, a capacidade de 

formação de biofilme a 12°C no aço inoxidável 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 exportação à União Européia 

(GEHLEN, 2016; BORGES et al., 2018).  

 A capacidade de adesão a 25°C assume importância em determinados locais 

nos matadouros-frigoríficos, como salas de evisceração e onde fica a linha de inspeção. 

A temperatura nestes locais pode chegar próximo aos 25°C, de acordo com a época do 

ano e localização da planta de processamento. Além disso, esta temperatura está dentro 

do intervalo que a WHO considera como temperatura ambiente, sendo, portanto, 

comum em residências, padarias e restaurantes. No entanto, cabe ressaltar que, apesar 

de serem comuns aos ambientes doméstico e industrial, estas temperaturas ainda não 

haviam sido descritas como propícias para o desenvolvimento de biofilmes multiespécie 

por S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni. Os biofilmes formados nestas superfícies e 

temperaturas são de grande importância, uma vez que podem atuar como uma fonte 

persistente de contaminação por estes patógenos, o que pode levar à deterioração dos 

alimentos e / ou à transmissão de doenças. 

As imagens de MEV demonstraram que apesar das três espécies apresentarem 

capacidade de adesão isoladamente, em todas as superfícies testadas, ou em 

combinações, no aço inoxidável, não foi evidenciada a estrutura tridimensional do 

biofilme. Este achado pode ter ocorrido em função do tempo de incubação utilizado. 

Segundo estudo desenvolvido por Milanov, Prúnic, 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 incubação a 

20°C.  
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Cabe ressaltar que, as superfícies de polietileno e aço inoxidável utilizadas para 

os ensaios com biofilme mono e multiespécie, bem como para a MEV, foram adquiridas 

de indústrias 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 

atenção a irregularidade do aço inoxidável em comparação ao polietileno e ao 

poliestireno. Como observado nas imagens, a presença destas irregularidades pode 

formar pequenos espaços que são ideais para adesão microbiana. Este achado tem um 

reflexo prático bastante importante para indústria de alimentos, pois estas pequenas 

depressões no aço inoxidável, além de favorecer o acúmulo de matéria orgânica, 

protegem os microrganismos durante os procedimentos de limpeza e desinfecção, 

garantindo a sua permanência no ambiente de processamento. 

Outro fato interessante é que ao avaliar os resultados de contagem em placa de 

E. coli e S. Enteritidis em biofilme monoespécie no aço inoxidável e nos polímeros, 

observou-se que não houve diferença significativa de adesão nestas superfícies. Porém, 

as imagens de MEV mostraram que a adesão ao poliestireno e ao polietileno foi menor 

comparado ao aço. Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que quando 

colocados no cultivo com os microrganismos, os cupons de aço inoxidável afundam e as 

demais superfícies mantem-se em suspensão. Este fato faz com que a área de contato do 

aço com as bactérias seja reduzida em relação aos polímeros, contudo, as 

irregularidades presentes neste metal contribuem para uma maior adesão das bactérias, 

fazendo com que as contagens passem a se equivaler. 

A capacidade de adesão dos microrganismos às superfícies hidrofóbicas, como o 

poliestireno e polietileno, está relacionada à característica de hidrofobicidade das 

células bacterianas (ABDALLAH et al., 2014; KRASOWSKA; SIGLER, 2014). Da 

mesma forma, a adesão a superfícies hidrofílicas, como o aço inoxidável, é comum em 

células hidrofílicas. Segundo Renner e Weibel (2011) a adesão e maturação do biofilme 

sobre substratos hidrofílicos é um processo mais rápido comparado aos substratos 

hidrofóbicos. Além disso, a presença de irregularidades no aço eleva ainda mais a 

energia desta superfície, atraindo os microrganismos no intuito de promover o equilíbrio 

energético. Com relação aos polímeros, as forças de van der Waals são as principais 

atuantes no favorecimento a adesão dos microrganismos, independente da existência de 

irregularidades e de outros defeitos. Neste caso, as pontes de hidrogênio formadas entre 

a bactéria e a superfície mantem a bactéria fortemente aderida. 
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Sanders, Frank e Arnold (2008) ao avaliarem a taxa de recuperação de C. jejuni 

em biofilme multiespécies com Pseudomonas spp., E. coli, Klebsiella spp., 

Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae e Corinebacterium divergens a 13°C e 

20°C no aço inoxidável, obtiveram 102 UFC/mL após 24 horas de incubação. Do 

contrário, Gehlen (2016) não obteve sucesso na recuperação do C. jejuni no aço 

inoxidável, polietileno e poliuretano em biofilme multiespécies juntamente com S. 

Enteritidis, E. coli e Listeria monocytogenes, mesmo utilizando condições semelhantes 

às avaliadas no presente estudo. Um fato que possivelmente possa ter influenciado neste 

resultado foi a quantidade de células no inóculo. Gehlen (2016) fez uso de um inóculo 

com 2,5x102 UFC/mL, ao passo que neste estudo o inóculo foi de 108 UFC/mL. Ainda, 

os resultados do presente estudo demonstraram que a taxa de adesão ao aço inoxidável 

foi maior comparado ao polietileno para E. coli e S. Enteritidis, independente da 

combinação de bactérias e temperatura. Indo de encontro a este achado, Gehlen 

verificou que para E. coli a adesão foi maior no polietileno e, para S. Enteritidis, as 

contagens equivaleram-se nas duas superfícies. 

Em grande parte das situações analisadas nos biofilmes multiespécies, a 

temperatura não teve influência sobre a adesão de E. coli e S. Enteritidis às superfícies. 

Somente em alguns casos observou-se uma maior adesão a 12°C e 25°C em relação a 

4°C.  Para C. jejuni, a formação de biofilme no aço e no polietileno foi similar nas três 

temperaturas independente da combinação microbiana. Estes resultados vão de encontro 

ao que descrevem alguns pesquisadores, onde a temperatura geralmente é uma das 

variáveis que mais afetam a formação 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 ácidos orgânicos, ramnolipídeo e cloreto de benzalcônio 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 prevenção ou remoção do biofilme monoespécie de S. Enteritidis, C. jejuni e E. coli. 

Contudo, além da temperatura, o tipo de microrganismo teve influência na eficácia das 

substâncias testadas. Cabe ressaltar que para os três microrganismos avaliados, todas as 
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concentrações ofereceram algum efeito de antiadesão ou remoção do biofilme, 

independente da temperatura.   

A boa atuação dos AO em baixas temperaturas já foi descrita por outros 

pesquisadores.  Borges, Saavedra e Simões (2012) avaliaram a atuação do ácido gálico e 

do ácido ferúlico na prevenção de biofilme por isolados de patogênicos de E. coli, 

Staphylococcus aureus, P. aeruginosa e L. monocytogenes. Os autores observaram uma 

redução de mais de 70% na formação de biofilme com o uso destes AO, afirmando que 

estes fitoquímicos apresentam grande potencial como estratégia para controle de 

biofilmes.   

Tendo em vista a grande importância que o aço inoxidável possui para a 

indústria de alimentos, trabalhos com este material visando avaliar o controle de 

biofilme com AO vem sendo desenvolvidos. Park e Chen (2015) obtiveram uma 

eliminação parcial de biofilme de E. coli nesta superfície utilizando ácido acético e 

ácido lático a 2%. Akbas e Cag (2016), ao testarem diferentes tipos de AO na 

antiformação e remoção de biofilme por Bacillus cereus em aço inoxidável, 

demonstraram que o ácido cítrico teve atuação na eliminação do biofilme, inclusive 

melhor do que um desinfetante a base de cloro. Na prevenção do biofilme, reduziu-se 

em mais de 60% a adesão microbiana. 

A temperatura teve grande influência sobre a atuação dos AO no estudo 

desenvolvido por AKAR et al., (2013), onde verificou-se que o ácido fórmico teve ação 

prejudicada a 5°C quando comparado a 15°C frente a isolados de S. Infantis e S. 

Typhimurium de origem avícola. Estes resultados estão de acordo com os obtidos no 

presente estudo, onde em baixas temperaturas estas substâncias tiveram, em alguns 

casos, a ação um pouco comprometida, principalmente nos ensaios de remoção a 4°C.  

Gomes e Nitschke (2012) observaram o efeito do biosurfactante na antiformação 

e destruição de biofilmes de S. aureus, L. monocytogenes e S. Enteritidis. Como 

conclusão, os autores afirmaram que a ação do produto depende do tipo de 

microrganismo envolvido, da concentração e do tempo de contato. Zeraik e Nitschke 

(2010) constataram que a temperatura também é um fator determinante para sua 

atuação, sendo que a 4°C o biosurfactante teve um melhor desempenho na prevenção do 

biofilme comparado a 25°C e 35°C. Esta boa atuação 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 ramnolipídeo não apresentou bons resultados, sendo que a contagem no 
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grupo tratado com este biosurfactante não diferiu do grupo controle em nenhuma das 

condições avaliadas. Gomes e Nitschke (2012) afirmaram que de fato o efeito 

antimicrobiano dos bisurfactantes em culturas mistas é 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 exposição aos antimicrobianos não simulam as condições ideias de uso em 

plantas de processamento de alimentos. Nestes locais, o tempo destinado aos 

procedimentos de limpeza e desinfecção está cada vez mais reduzido. Sendo assim, os 

tempos de contato de cinco e dez minutos, os quais foram testados no presente estudo, 

estão mais próximos da rotina na indústria. 

Akbas e Kokumer (2015) realizaram estudo avaliando a prevenção e remoção do 

biofilme de S. aureus em condições semelhantes àquelas descritas neste estudo. Os 

autores puderam constatar que a ação do AC a 2% e 10% na prevenção e remoção do 

biofilme foi significativamente melhor nos cupons de aço inoxidável em relação as 

microplacas de poliestireno. Este resultado está em consonância aos obtidos nesta 

pesquisa, onde para o aço inoxidável o tratamento de remoção com este AO 

praticamente zerou as contagens de todos os microrganismos em todas as combinações 

e condições ambientais avaliadas. Uma provável explicação para este achado é que os 

testes com antimicrobianos em microplacas permitem analisar apenas os níveis de 

remoção do biofilme. Contudo, além do efeito de remoção, os antimicrobianos podem 

ter efeito na inativação de células bacterianas no próprio biofilme. Sendo assim, esta 

técnica pode subestimar a ação bactericida dos compostos a serem testados. Já o método 

de contagem em placa realizado para o aço inoxidável permite avaliar tanto o que foi 

removido quanto o que foi inativado após o tratamento. 

Após o ramnolipídeo, o CB foi o produto que mais apresentou 

comprometimento de desempenho em baixas temperaturas, principalmente a 4°C. De 

fato, outros trabalhos já 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 eficácia para todos os microrganismos. Para C. jejuni e em algumas 

situações para E. coli¸ O CB apresentou praticamente 100% de eficácia na remoção do 

biofilme. 

Um ponto importante deste estudo foi conduzir a investigação do efeito de 

culturas mistas na suscetibilidade antimicrobiana de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni. De 

modo geral, este último microrganismo, ao contrário do que foi observado nos biofilmes 
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monoespécie e excluindo o ramnolipídeo, teve sensibilidade máxima aos compostos 

testados em todas as temperaturas e combinações testadas, com raras exceções. Já S. 

Enteritidis e E. coli mostraram-se como os patógenos mais resistentes, principalmente 

para o CB. 

Considerando a atuação do ramnolipídeo, AC e do CB entre as superfícies, 

observou-se, em alguns casos, uma melhor atuação dos produtos no polietileno 

comparado ao aço inoxidável. Contudo esta diferença pode ser, em maior parte, 

resultante do efeito de adesão nesta superfície, que foi menor em relação ao aço na 

maioria das situações.  

 

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 adesão às 

superfícies ou ao tratamento com ramnolipídeo. O fato de que nestas duas condições, 

nenhuma das contagens zerou, pode ter colaborado com a geração dos modelos, mesmo 

sem apresentar R2 significativo.  Os tratamentos com AC e CB zeraram as contagens em 

muitas das situações avaliadas, impossibilitando a construção de modelos ou fornecendo 

modelos pouco explicativos. Outro fator limitante foi o pequeno número de repetições 

em cada ponto de observação.  Em um primeiro momento o objetivo desta etapa do 

estudo era a geração de modelos de análise multivariada, onde todas as variáveis 

estudadas pudessem ser avaliadas em uma única equação. Contudo, a presença de 

variáveis categóricas (superfície, temperatura e combinação microbiana) em conjunto 

com variáveis numéricas (tempo de formação do biofilme) inviabilizaram este tipo de 

modelo. 

 Dentre os modelos construídos, 20 deles apresentaram R2 maior que 0,60, 

permitindo uma explicação de pelo menos 60% da contagem bacteriana obtida em 

função das variáveis estudadas. Considerando que estes modelos tratam de biofilmes 

multiespécies, onde um grande número de variáveis influencia a adesão e inativação dos 

microrganismos, um R2 superior a 50% pode ser considerado satisfatório. 

 De acordo com Schneider, Hommel e Blettner (2010) os modelos de regressão 

linear devem ser constituídos por uma variável Y dependente que deve ser contínua, 

enquanto as variáveis independentes podem ser contínuas, binárias ou categóricas. 

Todos estes pressupostos foram atendidos neste estudo para elaboração dos modelos. 
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Ademais, estes mesmos autores afirmaram que em áreas biológicas e médicas para cada 

variável independente o ideal é trabalhar com no mínimo 20 observações ou repetições. 

Quando uma amostragem é muito pequena, apenas fortes relações podem ser 

demonstradas.  

Valderrama, Ostiguy e Cutter (2014) desenvolveram modelos de regressão 

visando revelar diferenças na formação de biofilme entre diferentes linhagens de L. 

monocytogenes. Os autores constataram que os resultados obtidos demonstram a 

importância do entendimento de fatores ambientais sobre a produção de biofilme deste 

patógeno, permitindo diferenciar a adesão entre as linhagens, justificando a prevalência 

de algumas delas em habitats específicos. Bernardes (2008) elaborou modelos com o 

intuito de avaliar a adesão de Bacillus cereus em aço inoxidável em função do tempo e 

da temperatura, uma vez que a contaminação por esta bactéria costuma causar grandes 

problemas à inocuidade dos produtos lácteos. Como resultado, foi observado que o fator 

temperatura apresentou uma maior influência sobre a adesão desta bactéria em aço 

inoxidável, 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 laticínios são de 

borracha e que nesta superfície a formação de biofilmes por L. monocytogenes é 

favorecida, Chmielewski e Frank (2006) propuseram e validaram modelos de inativação 

pelo calor (água quente) para este patógeno em biofilmes mono e multiespécies (L. 

monocytogenes + Pseudomonas spp. + Pantoea agglomerans). Como conclusão, os 

autores afirmaram que o modelo gerado pode ser uma importante ferramenta para 

adequação de processos de sanitização com água quente em superfícies de borracha. 

Os modelos matemáticos em biofilmes multiespécies são pouco frequentes, 

inclusive não há relatos na literatura de modelos combinando S. Enteritidis, E. coli e C. 

jejuni em condições que simulem a adesão e inativação microbiana no ambiente 

industrial. Além disso, este é o primeiro estudo de modelagem para biofilmes realizado 

pelo grupo de pesquisa do CDPA. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 A maioria das cepas de S. Enteritidis, C. jejuni e E. coli apresentaram capacidade 

de formação de biofilme nas microplacas de poliestireno a 4°C, 12°C e 25°C. 

 O ramnolipídeo, bem como os dois AO, foram aptos a prevenir o biofilme dos 

três patógenos em todas as condições avaliadas. Contudo, sua eficácia teve influência do 

microrganismo, temperatura e concentração de cada substância.  

O ramnolipídeo, AC, AM, e CB promoveram a remoção do biofilme de S. 

Enteritidis, E. coli e C. jejuni, em todas as temperaturas e concentrações. De modo 

geral, as mais altas concentrações e tempos de contato apresentaram os melhores 

resultados. Dos AO, o AC foi ligeiramente mais eficiente em comparação ao AM. 

Todas as cepas de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni que produziram biofilme no 

poliestireno, também o fizeram no aço inoxidável e no polietileno. S. Enteritidis e E. 

coli aderiram igualmente nas três superfícies, mas o C. jejuni teve adesão reduzida nos 

polímeros, comparado ao aço inoxidável. 

Os isolados de S. Enteritidis, E. coli e C. jejuni foram capazes de aderir ao aço 

inoxidável e ao polietileno em todas as combinações microbianas realizadas a 4°C, 

12°C e 25°C. 

O ramnolipídeo não foi capaz de remover o biofilme misto de S. Enteritdis, E. 

coli e C. jejuni nas combinações, superfícies e temperaturas testadas. O AC mostrou-se 

como sendo o composto mais eficiente na remoção do biofilme em todas as condições. 

O CB apresentou os melhores resultados na remoção 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 condições testadas. 

Foi possível gerar 158 modelos de predição para os biofilmes multiespécies, 

sendo 47 deles com R2 significativo. Desses, 20 representam modelos de adesão e 27 

modelos de inativação microbiana. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

 Os resultados obtidos demonstraram que, nas condições avaliadas no presente 

estudo, cepas de S. Enteritidis, C. jejuni e E. coli foram capazes de formar biofilmes 

mono e multiespécies em temperaturas e superfícies comumente encontradas em 

matadouros-frigoríficos de aves. Desta forma, enfatiza-se a importância da adoção de 

métodos e produtos para controle ou erradicação dos biofilmes bacterianos a fim de 

mitigar o risco de contaminação da carne e produtos processados. Produtos a base de 

ácidos orgânicos e de quaternários de amônio demonstraram ser uma excelente 

alternativa na prevenção ou remoção dos biofilmes pré-formados por estes patógenos.  

O estudo dos biofilmes multiespécies de S. Enteritidis, C. jejuni e E. coli através 

de modelos matemáticos constituiu-se em uma ferramenta bastante útil na indústria de 

alimentos, uma vez que permite a tomada de decisões com base em probabilidade. 

Mediante uso da modelagem, permite-se avaliar a formação do biofilme em um 

intervalo de tempo sobre determinada superfície, bem como avaliar o efeito de um 

tratamento de remoção considerando variáveis como tempo e temperatura. Os dados 

gerados permitem ao Controle de Qualidade das Agroindústrias tomar decisões mais 

assertivas acerca de controle e erradicação de contaminação por biofilmes nos mais 

diversos ambientes. No entanto, cabe ressaltar que, cada indústria deve gerar seus 

próprios modelos com base nos seus próprios dados de contaminação, desta forma, o 

uso da modelagem é otimizado e mais aplicável.  
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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. bacteriófagos, nanopartículas de 

metais, água eletroquimicamente ativada). 

Parcerias com outras áreas de pesquisa, como a Engenharia de Materiais, 

visando o estudo de moléculas que possam ser utilizadas para recobrimento das 

superfícies de uso comum em matadouros – frigoríficos, como aço inoxidável, 

polietileno e poliuretano. 

Geração de mais dados que possam abastecer os modelos de predição ou gerar 

novos modelos, visando melhorar o grau de ajuste dos mesmos. 

Utilização de redes neurais artificiais para construção de modelos matemáticos 

de predição para biofilmes multiespécies e comparação com os modelos gerados pela 

estatística convencional. 
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APÊNDICE A – Identificação, fonte e ano de isolamento das cepas de Salmonella 

Enteritidis avaliadas neste trabalho. 

N° 
Identificação 

(bacterioteca CDPA) 
Fonte Ano 

1 192 Órgão de ave 1999 

2 194 Órgão 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 Órgão de ave 2000 

8 224 Órgão de ave 2000 

9 225 Órgão de ave 2000 

10 228 Suabe de arrasto 2000 

11 230 Suabe de arrasto 2001 

12 232 Suabe de arrasto 2001 

13 233 Órgão de ave 2001 

14 236 Suabe de arrasto 2001 

15 241 Sem informação Sem informação 

16 242 Suabe de arrasto 2001 

17 170 Carcaça de frango 2001 

18 174 Carcaça de frango 1996 

19 179 Carcaça de frango 1996 

20 35 Carcaça de frango 2006 

21 36 Carcaça de frango 2006 

22 277 
Produto avícola envolvido em surto 

de salmonelose em humanos 
2005 

23 275 
Produto avícola envolvido em surto 

de salmonelose em humanos 
2004 

24 282 
Produto avícola envolvido em surto 

de salmonelose em humanos 
2007 

25 289 
Produto avícola envolvido em surto 

de salmonelose em humanos 
2007 
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26 294 
Produto avícola envolvido em surto 

de salmonelose em humanos 
2008 

27 311 
Produto avícola envolvido em surto 

de salmonelose em humanos 
2011 

28 315 
Produto avícola envolvido em surto 

de salmonelose em humanos 
2012 

29 329 
Produto avícola envolvido em surto 

de salmonelose em humanos 
2008 

30 330 
Produto avícola envolvido em surto 

de salmonelose em humanos 
2008 

31 338 
Produto avícola envolvido em surto 

de salmonelose em humanos 
2008 

32 344 
Produto avícola envolvido em surto 

de salmonelose em humanos 
2007 

33 347 
Produto avícola envolvido em surto 

de salmonelose em humanos 
2007 
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APÊNDICE B - Identificação e fonte de isolamento das cepas de Escherichia coli, 

isoladas entre 2002 e 2008, avaliadas neste trabalho. 

N° 
Identificação 

(bacterioteca CDPA) 
Fonte 

1 07 Lesão de celulite 

2 09 Lesão de celulite 

3 11 Lesão de celulite 

4 14 Lesão de celulite 

5 15 Lesão de celulite 

6 18 Lesão de celulite 

7 23 Lesão de celulite 

8 28 Lesão de celulite 

9 34 Lesão de celulite 

10 35 Lesão de celulite 

11 44 Lesão de celulite 

12 57 Lesão de celulite 

13 59 Lesão de celulite 

14 67 Lesão de celulite 

15 69 Lesão de celulite 

16 70 Lesão de celulite 

17 73 Lesão de celulite 

18 75 Lesão de celulite 

19 76 Lesão de celulite 

20 82 Lesão de celulite 

21 83 Lesão de celulite 

22 87 Lesão de celulite 

23 88 Lesão de celulite 

24 91 Lesão de celulite 

25 93 Lesão de celulite 

26 97 Lesão de celulite 

27 102 Lesão de celulite 

28 103 Lesão de celulite 

29 104 Lesão de celulite 
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30 110 Lesão de celulite 

31 111 Lesão de celulite 

32 116 Lesão de celulite 

33 146 Lesão de celulite 

34 166 Lesão de celulite 

35 182 Lesão de celulite 

36 185 Lesão de celulite 

37 191 Lesão de celulite 

38 281 Lesão de celulite 

39 282 Lesão de celulite 

40 283 Lesão de celulite 

41 287 Lesão de celulite 

42 288 Lesão de celulite 

43 289 Lesão de celulite 

44 293 Lesão de celulite 

45 312 Lesão de celulite 

46 3 Cama de aviário 

47 4 Cama de aviário 

48 31 Cama de aviário 

49 36 Cama de aviário 

50 46 Cama de aviário 

51 55 Cama de aviário 

52 71 Cama de aviário 

53 72 Cama de aviário 

54 77 Cama de aviário 

55 84 Cama de aviário 

56 85 Cama de aviário 

57 90 Cama de aviário 

58 95 Cama de aviário 

59 105 Cama de aviário 

60 106 Cama de aviário 

61 193 Cama de aviário 

62 290 Cama de aviário 
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63 302 Cama de aviário 

64 314 Cama de aviário 

65 318 Cama de aviário 

66 8R Lesão de colibacilose trato respiratório 

67 14R Lesão de colibacilose trato respiratório 

68 33R Lesão de colibacilose trato respiratório 

69 36R Lesão de colibacilose trato respiratório 

70 38R Lesão de colibacilose trato respiratório 

71 63R Lesão de colibacilose trato respiratório 

72 
C-07 

Superfície de matadouro-frigorífico 

após higienização 

73 
C-10 

Superfície de matadouro-frigorífico 

após higienização 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

159 

159 

APÊNDICE C – Identificação, fonte e ano de isolamento das cepas de Campylobacter 

jejuni avaliadas neste trabalho. 

N° 
Identificação 

(bacterioteca CDPA) 
Fonte Ano 

1 8 Carcaça resfriada 2012 

2 11 Carcaça resfriada 2012 

3 22 Carcaça resfriada 2012 

4 40 Carcaça resfriada 2012 

5 56 Carcaça resfriada 2012 

6 61 Carcaça resfriada 2012 

7 62 Carcaça resfriada 2012 

8 63 Carcaça resfriada 2012 

9 64 Carcaça resfriada 2012 

10 65 Carcaça resfriada 2012 

11 72 Carcaça resfriada 2012 

12 73 Carcaça resfriada 2012 

13 84 Carcaça resfriada 2012 

14 170 Carcaça resfriada 2012 

15 182 Carcaça resfriada 2012 

16 185 Carcaça resfriada 2012 

17 214 Carcaça resfriada 2012 

18 1-L Carcaça resfriada 2018 

19 2-L Carcaça resfriada 2018 

20 3-L Carcaça resfriada 2018 

21 4-L Carcaça resfriada 2018 

22 5-L Carcaça resfriada 2018 

23 6-L Carcaça resfriada 2018 

24 7-L Carcaça resfriada 2018 

25 8-L Carcaça resfriada 2018 

26 11-L Carcaça resfriada 2018 

27 13-L Carcaça resfriada 2018 

28 16-L Carcaça resfriada 2018 

29 18-L Carcaça resfriada 2018 
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30 20-L Carcaça resfriada 2018 

31 23-L Carcaça resfriada 2018 

32 25-L Carcaça resfriada 2018 

33 26-L Carcaça resfriada 2018 

34 27-L Carcaça resfriada 2018 

35 28-L Carcaça resfriada 2018 

36 29-L Carcaça resfriada 2018 

37 30-L Carcaça resfriada 2018 

38 36 Carcaça após primeira lavagem 2012 

39 43 Carcaça antes da escaldagem 2012 

40 122 Carcaça após depenagem 2012 

41 164 Carcaça após depenagem 2012 

42 194 Carcaça após a depenagem 2012 

43 213 Carcaça após depenagem 2012 

44 98 Cortes de frango 2012 

45 99 Cortes de frango 2012 

46 100 Cortes de frango 2012 

47 103 Cortes de frango 2012 

48 104 Cortes de frango 2012 

49 109 Cortes de frango 2012 

50 140 Cortes de frango 2012 

51 141 Cortes de frango 2012 

52 142 Cortes de frango 2012 

53 143 Cortes de frango 2012 

54 147 Cortes de frango 2012 

55 172 Cortes de frango 2012 

56 175 Cortes de frango 2012 

57 177 Cortes de frango 2012 

58 188 Cortes de frango 2012 

59 189 Cortes de frango 2012 

60 191 Cortes de frango 2012 

61 206 Cortes de frango 2012 

62 210 Cortes de frango 2012 
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63 230 Cortes de frango 2012 

64 120 Suabe de cloaca 2012 

65 78 Carcaça após evisceração 2012 

66 150 Carcaça após evisceração 2012 

67 168 Carcaça após evisceração 2012 

68 198 Carcaça após evisceração 2012 

69 118 Água pré-chiller 2012 

70 121 Água chiller 2012 

71 153 Água chiller 2012 

72 154 Água chiller 2012 

73 156 Água chiller 2012 

74 196 Água chiller 2012 

75 203 Água chiller 2012 

76 162 Carcaça após lavagem final 2012 

77 167 Carcaça após lavagem final 2012 

78 169 Carcaça após lavagem final 2012 

79 199 Suabe de caixa após lavagem 2012 

80 217 Suabe de caixa após lavagem 2012 

81 219 Suabe de caixa após lavagem 2012 

82 220 Suabe de caixa após lavagem 2012 

83 221 Suabe de caixa após lavagem 2012 

84 222 Suabe de caixa após lavagem 2012 

85 231 Suabe de caixa após lavagem 2012 

86 232 Suabe de caixa após lavagem 2012 

87 51 Carcaça congelada 2012 

88 146 Carcaça congelada 2012 

89 212 Carcaça congelada 2012 
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APÊNDICE D – Identificação (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, 

219, 224, 225, 230, 

232, 233, 242, 275, 

277, 282, 289, 294, 

311, 329, 330, 338 

14R, 36R, 38R, 04, 

14, 28, 55, 67, 69, 90, 

93, 102, 103, 106, 

111, 146, 166, 185, 

191, 281, 282, 287, 

288, 289, 293, 302, 

312, 314, 318, C-10 

40, 43, 61, 62, 98, 

118, 120, 146, 153, 

154, 162, 169, 170, 

172, 182, 212, 214, 

219, 222, 02-L, 11-L, 

20-L, 25-L, 30-L 

Experimento 3 282, 289, 311, 217, 

329, 275, 224, 277, 

230, 338 

14, 55, 69, 90, 103, C-

10, 146, 166, 191, 185 

02-L, 11-L, 20-L, 25-

L, 30-L 

Experimento 4 217 C-10 25-L 

 

 


