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RESUMO

A carne de frango pode servir de veiculo para inumeros microrganismos
patogénicos como Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, entre outros, potencialmente capazes de desencadear doencas
transmitidas por alimentos. Estes microrganismos podem se aderir em superficies bioticas
e abioticas, formando biofilmes. Microrganismos, na forma de biofilme, sdo mais
resistentes a adversidades ambientais, como falta de nutrientes e variacdes de
temperatura, além de serem mais resistentes a sanitizantes quimicos e fisicos. Na industria
avicola, procedimentos de higienizacdo, incluindo limpeza e desinfec¢do, sdo
fundamentais para reduzir o nimero de microrganismos a um nivel seguro. A sanitizacao,
pelo uso de agua quente, detergentes e sanitizantes, € a Ultima etapa do procedimento de
higienizacdo com a finalidade de garantir um produto de boa qualidade higiénico-
sanitaria. Porém, falhas na etapa de higienizacdo levam a permanéncia de residuos de
alimentos nos equipamentos e sob determinadas condi¢Ges, 0S microrganismos se
aderem, interagem com as superficies de processamento e iniciam a formacdo de
biofilmes. Na primeira etapa deste estudo, foi realizada uma triagem entre as amostras de
Salmonella Enteritidis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Campylobacter jejuni
quanto a capacidade de formacéo de biofilme monoespécie em placa de poliestireno, pela
coloracdo de cristal violeta. As amostras foram classificadas como: ndo aderentes,
fracamente, moderadamente e fortemente formadoras de biofilmes nas temperaturas de
3°C, 9°C, 25°C, 36°C e 42°C e foram selecionadas 4 cepas formadoras de biofilme de
cada espécie. Na segunda etapa, as 4 cepas selecionadas foram testadas individualmente
guanto a sua resisténcia aos sanitizantes peroxido de hidrogénio a 0,3% e hipoclorito de
sodio a 2%, para avaliar a eficacia destes sanitizantes em celulas na fase planctonica. A
maioria das cepas foram resistentes ao perdéxido de hidrogénio a 0,3%, com excecdo de
C. jejuni. Quanto ao hipoclorito de sodio a 2%, apenas a amostra de Listeria
monocytogenes foi resistente. Na terceira etapa, 4 cepas selecionadas foram testadas
quanto a formacdo de biofilme multiespécie, nas superficies de aco inoxidavel,
poliuretano e polietileno, coletadas de matadouro-frigorifico avicola, nas temperaturas de
42+1°C, 36£1°C, 25+1°C, 9+1°C e 3£1°C, e nos intervalos de tempo 0, 4, 12 e 24 horas,
utilizando microbiologia convencional. Além disso, perante a formacao de biofilme, foi
avaliada a eficicia dos procedimentos de higienizacdo mimetizados nas diferentes
condic@es ambientais, verificando a sensibilidade destes biofilmes frente aos tratamentos
com agua quente a 85°C, hipoclorito de sodio a 2% e perdxido de hidrogénio a 0,3%. As
cepas de S. Enteritidis, E. coli e L. monocytogenes foram capazes de formar biofilme
multiespécie, com maior prevaléncia de S. Enteritidis, considerando todas as temperaturas
testadas. As superficies de polietileno e poliuretano proporcionaram formacdo de
biofilme estatisticamente semelhantes, onde o polietileno foi a superficie mais dificil de
higienizar. O aco inoxidavel proporcionou menos adesdo interespécie e foi mais
facilmente higienizado. Os sanitizantes hipoclorito de sodio a 2% e a agua quente a 85°C
possuiram eficacia semelhante nas superficies testadas. O peroxido de hidrogénio ndo
demonstrou eficacia na higienizacdo das superficies. Estes resultados sdo de grande
relevancia para estimular novas estratégias de higienizacdo diante de biofilmes em
matadouro-frigorificos avicolas e para instigar outros estudos de formacéo de biofilme
multiespécie.

Palavras-chave: Biofilmes multiespécies, temperaturas de incubacdo, superficies,
procedimentos de higienizagéo.



ABSTRACT

The poultry meat can serve as a vehicle for numerous pathogens such as Salmonella,
Campylobacter spp, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, among others, potentially
capable of triggering foodborne illness. These microorganisms can adhere to biotic and
abiotic surfaces forming biofilms. Microorganisms in biofilms are more resistant to
environmental adversities, such as starvation of nutrients and temperature variations as
well as being more resistant to physical and chemical sanitizers. In the poultry industry,
cleaning procedures, including cleaning and disinfection are essential to reduce
microorganisms to a safe level. The sanitization, by the use of hot water, detergents and
chemical and physical sanitizers is the last step of the cleaning procedure in order to
ensure product of good sanitary conditions. However, failures in sanitizing step lead to
permanence of food residues in equipment and under certain conditions, microorganisms
adhere interact with the surfaces of processing and trigger the biofilms formation. In the
first step of this study, screening was performed for the strains of Salmonella Enteritidis,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, and Campylobacter jejuni as monospecies
biofilm formation capacity in the polystyrene plate by crystal violet staining. Strains were
classified in: nonadherent weakly, moderately and strongly forming biofilms in
temperature of 3°C, 9°C, 25°C, 36°C and 42°C and selected 4 strains forming biofilms
by species. In the second step, the 4 selected strains were tested individually as their
resistance to the sanitizers of hydrogen peroxide at 0.3% and sodium hypochlorite at 2%
for the effectiveness of these sanitizers with cells in planktonic phase. Most strains were
resistant to hydrogen peroxide at 0.3%, with the exception of C. jejuni, which was
sensitive to action this sanitizer. As for the sodium hypochlorite at 2%, only L.
monocytogenes was resistance and the rest of the strains were sensitive to the action of
sanitizing. In the third stage, the 4 selected strains were tested for the formation of
multispecies biofilms on the surfaces of: stainless steel, polyurethane and polyethylene
collected from poultry slaughterhouse, incubated at temperatures of 42+1°C, 36x1°C,
25+1°C, 9+1°C e 3%1°C, and +1°C, and the time slots 0, 4, 12 and 24 hours, using
conventional microbiology. Moreover, the effectiveness of simulated hygiene procedures
in the different environmental conditions was evaluated by checking the sensitivity of the
biofilms to the treatments with hot water at 85°C, sodium hypochlorite at 2% and
hydrogen peroxide at 0.3%. The strains of S. enteritidis, E. coli and L. monocytogenes
were able to form multi-species biofilm, with higher prevalence of S. Enteritidis,
considering all temperatures tested. The surfaces of polyethylene and polyurethane
provided statistically similar biofilm formation, where the polyethylene was the hardest
surface to sanitize. Stainless steel interspecies provided less adhesion and is more easily
sanitized. Sanitizers sodium hypochlorite at 2% and hot water at 85 ° C possessed similar
efficacy at the tested surfaces. Hydrogen peroxide has not demonstrated efficiency in the
cleaning of surfaces. These results are of great importance to promote new strategies for
cleaning before biofilms in poultry slaughterhouses and to instigate other multispecies
biofilm formation studies.

Keywords: Multispecies biofilms, incubation temperatures, surfaces, cleaning
procedures
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2015), o
Brasil manteve a posi¢cdo de maior exportador e segundo maior produtor de carne de
frango no mundo, de acordo com o Departamento de agricultura dos Estados Unidos
(USDA, 2015). A producao brasileira de carne de frango atingiu 12,69 milhdes de
toneladas em 2014, representando 14,74% da producdo mundial de carne de frango, que
corresponde, atualmente, a 86,077 milhdes de toneladas.

A avicultura brasileira é responsavel por empregar mais de 3,5 milhGes de pessoas,
direta e indiretamente, contribuindo por movimentar mais de 8 bilhdes de ddlares em
2015 (ABPA, 2015). A importancia social da avicultura se verifica também pela presenca
de industrias no interior do pais, principalmente nos estados do Sul e Sudeste, sendo em
muitas cidades a producéo de frangos a principal atividade econémica. O Rio Grande do
Sul € o terceiro maior estado exportador de carne de frango do Brasil, representando
14,24% da producdo brasileira, atras somente dos estados do Parana e de Santa Catarina
(ABPA, 2015).

O uso de métodos para o controle de qualidade sdo rotina para as empresas
avicolas brasileiras, permitindo a populacdo adquirir um produto de boa qualidade a
baixos custos, o que reflete na conquista de novos mercados no pais e no exterior.
Portanto, ha necessidade de manutencdo constante da sanidade dos plantéis avicolas
como, também, das condi¢bes higiénico-sanitarias dentro dos matadouro-frigorifico
(SALLE & MORAES, 2009).

Apesar dos controles estabelecidos, casos de doencas transmitidas por alimentos
(DTA) tém sido reportados com relacdo ao consumo de carne de frango e ovos (WHO,
2013). Segundo dados da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), foram registrados
no Brasil, nos anos de 2000 a 2015, 10.666 surtos de DTA com 155 Gbitos. Apesar de
58,5% dos surtos ndo possuirem agentes etiologicos identificados, o género Salmonella
spp. permanece como principal patégeno identificado, com 14,4% dos casos, seguido de
Staphylococcus aureus com 7,7% e da Escherichia coli com 6,5% dos casos (BRASIL,
2015).

Nos Estados Unidos, o género Salmonella spp. foi o principal patégeno isolado e
identificado em surtos de DTA, com cerca de 2 mil casos de hospitalizagdes e 30 casos

de morte (CRIM, 2015). O género Campylobacter spp. e Listeria spp. correspondem ao



17

segundo e terceiro no ranking de Obitos causados por patdégenos causadores de diarreia,
enquanto que bactérias do género Escherichia coli produtoras de toxina Shiga (STEC)
ndo-0157, apresentaram uma reducdo nas hospitalizacdes, ndo sendo responsaveis por
mortes em casos de DTA. A maioria destes patdgenos envolvidos em doencas de origem
alimentar séo capazes de se aderir e formar biofilmes sobre a maioria dos materiais e sob
quase todas as condigdes ambientais encontradas em unidades de producdo de alimentos
(BRIDIER et al., 2015).

O termo biofilme refere-se aos microrganismos aderidos a uma superficie bidtica
ou abidtica, e uma vez constituido, o biofilme age como ponto de contaminagéo constante,
liberando fragmentos ou células, o que pode comprometer a qualidade microbiolégica
dos produtos (AZEVEDO & CERCA, 2012; COSTERTON et al., 1995; FUSTER-
VALLS, 2008). Os biofilmes podem ser constituidos por bactérias da mesma espécie
(monoespécie) ou de espécies diferentes (multiespécies) e, na sua formacgdo, sdo
envolvidos por uma matriz polimérica extracelular, a qual auxilia na sua fixacdo nas
superficies. Essa matriz confere ao biofilme uma estrutura tridimensional e proporciona
maior resisténcia a acdo de antibidticos e sanitizantes, quando comparado a células
plancténicas (AZEVEDO & CERCA, 2012; COSTERTON et al., 1995). Biofilmes
representam grande preocupacdo em relacdo as condigdes higiénico-sanitarias dos
matadouros-frigorificos avicolas e a falhas nos procedimentos de higienizacao e limpeza,
constituindo uma potencial persisténcia de bactérias fonte de contaminacao dos alimentos
(AZEVEDO & CERCA, 2012).

O procedimento de higienizacdo nos matadouros-frigorificos de aves consiste
fundamentalmente no uso de agua quente, detergentes e sanitizantes. A escolha do
sanitizante correto nas inddstrias de alimentos € fator primordial para a qualidade, ja que
a sanitizacdo é a ultima etapa do processo de higienizacdo e visa reduzir 0s
microrganismos até niveis aceitaveis, para obtencdo de um produto final seguro para a
salde dos consumidores (MORAES et al.,1997; SILVA et al., 2014). A sanitizacdo deve
seguir as concentracdes recomendadas pelo fabricante e também pelas legislacGes
vigentes, ja que uma subdosagem poderia contribuir para uma possivel resisténcia
bacteriana ao sanitizante e uma superdosagem, bem menos comum em industrias de
alimentos, pode trazer contaminagdo quimica do produto, evitando sua comercializagdo
(DAVIDSON & HARRISON, 2002; SILVA et al., 2014).

Neste contexto, 0s objetivos deste trabalho foram avaliar a dindmica de formacgéo

de biofilmes monoespécie em poliestireno e multiespécies em superficies de matadouro-
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frigorifico avicola de uma amostra de Salmonella Enteritidis, oriunda de um surto de
DTA, uma amostra de Escherichia coli e uma amostra de Listeria monocytogenes, ambas
oriundas de superficies de matadouro-frigorifico avicola, e uma amostra de
Campylobacter jejuni, isolada de carcaga de frangos ap6s a refrigeracdo por imersdo, em
matadouro-frigorifico avicola. Nesse sentido, a habilidade de formagao de biofilmes foi
avaliada em aco inoxidavel, polietileno e poliuretano nas temperaturas de 42+1°C,
36+1°C, 25+1°C, 9+1°C e 3+1°C, e nos intervalos de tempo 0, 4, 12 e 24 horas. Além
disso, perante a formacdo de biofilme multiespécies, foi avaliada a eficacia dos
procedimentos de higiene operacional e pré-operacional, mimetizados nas diferentes
condigdes ambientais, verificando a sensibilidade destes biofilmes frente aos tratamentos
com agua quente a 85°C, hipoclorito de sodio e perdxido de hidrogénio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pat6genos de importancia em salde publica transmitidos por alimentos de
origem avicola

A incorporacdo de modernas tecnologias nas areas de nutricdo, manejo, sanidade
e genética resultaram no avanco da avicultura e, consequentemente, na importancia da
carne de frango como uma fonte de proteina animal de custo acessivel para a populagéo.
A intensificacdo na producdo de carne de frango possibilitou também a ascenséo do Brasil
como um dos maiores produtores no mundo (UBPA, 2015).

Assim, como outros produtos destinados a alimentacdo humana, a carne de frango
pode servir de veiculo para inimeros microrganismos patogénicos, como Salmonella
spp., Campylobacter spp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes, entre outros,
potencialmente capazes de desencadear doencas de origem alimentar (BRASIL, 2015;
RODRIGUES et al., 2009; SIGARINI, 2009; WHO, 2016). Por definicdo, doencas
transmitidas por alimentos (DTA) séo definidas como doencas, de natureza infecciosa ou
toxica, causadas por agentes que entram no organismo por meio da ingestao de alimentos
ou agua. S@o consideradas um problema emergente e com grande impacto em saude
publica, pois alguns dos patdgenos envolvidos adquiriram maior resisténcia a
antimicrobianos e sanitizantes ao longo dos anos (FORSYTHE, 2013; WHO, 2009).

Os patdgenos envolvidos em doengas de origem alimentar sdo capazes de se aderir
e formar biofilmes na maioria dos materiais e sob quase todas as condicdes ambientais
encontradas em unidades de producdo alimentar (BRIDIER et al., 2015). Desta forma,
falhas na biosseguridade das granjas, nas operacdes de abate, industrializacdo ou
acondicionamento do produto final podem favorecer a contaminacéo e a disseminacgéo de
varios microrganismos (BERCHIERI JR, 2009; JOHNSON, 1998).

As aves podem ser portadoras assintomaticas, excretando continuamente estes
patdgenos nas fezes, podendo causar contaminacdes de grande importancia nos
matadouros-frigorificos. O Campylobacter spp., estirpes de E. coli e L. monocytogenes
sdo relatados como microrganismos comensais das aves e, por isso, pode ser dificil
erradica-los dos matadouros-frigorificos (BARNES, 2008; SHANE & STERN, 2008). Ja
salmonelas paratificas podem causar doenca em aves jovens, mas h& poucos relatos em
aves adultas, que geralmente desenvolvem imunidade e disseminam o patégeno nos

aviarios (GAST, 2008). Devido a estes fatores, o controle de tais microrganismos se
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tornaram um grande desafio para as industrias de alimentos no mundo, assim como para
0s 6rgéos da vigilancia sanitaria (FORSYTHE, 2013; NALERIO et al., 2009). Apesar dos
grandes avancos tecnoldgicos na producdo de carne de frango, a contaminacgdo
microbiana das carcacas tem sido causa frequente de barreiras sanitarias no comércio
internacional de carne de frango (GUAHYBA BISNETO, 2012).

Atualmente, existem politicas sanitarias relacionadas com a presenca destes
microrganismos em alimentos, em todo o0 mundo, protocoladas pela Comissdo do Codex
Alimentarius, Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2016), entre outros. A avaliacdo de riscos de
agentes microbioldgicos em alimentos acontece por meio do Grupo de Especialistas da
FAO/WHO sobre Avaliacdo de Risco Microbioldgico (JE-MRA). O Codex Alimentarius
elaborou padroes, diretrizes e recomendacdes que descrevem processos e procedimentos
para o preparo seguro dos alimentos. A aplicacdo desses padrdes tem como objetivo
prevenir, eliminar ou reduzir os perigos nos alimentos ateé niveis aceitaveis (FORSYTHE,
2013). Uma das ferramentas mundialmente conhecidas para controle destes agentes € o
Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), que deve estar
presente em toda a industria alimenticia, inclusive na industria avicola.

Devido a possivel alta incidéncia de patégenos como Salmonella spp., Escherchia
coli, Listeria monocytogenes e Campylobacter jejuni, em carne de aves e seus derivados,
estes tém merecido atencdo especial dos pesquisadores. Condicbes de umidade,
temperatura, presenca de matéria organica e tipo de superficie que compde as plantas de
processamento industrial, aliadas a habilidade destes patdégenos em produzir biofilmes,
podem desencadear a colonizacdo de superficies e equipamentos, além de dificultar a
eliminacdo destes patdgenos pelos métodos de higienizacdo tradicionais (GIAOURIS,
2015; UHITIL et al., 2004). Por isso, as diversas etapas envolvidas na producao,
processamento e armazenamento de carne de frango podem ser importantes fontes de
contaminacdo ao produto processado e, consequentemente, ao consumidor final
(FORSYTHE, 2013).

2.1.1 Salmonella Enteritidis

Salmonella, pertencente a familia Enterobacteriacea, € um bastonete Gram

negativo, anaerdbico facultativa, ndo formadora de esporos (TORTORA et al., 2012). A
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maioria das espécies sdo mdveis, com flagelos peritriquios, com excec¢do dos sorovares
S. Pullorum e S. Gallinarum. Fermenta a glicose produzindo &cido e gés, porém € incapaz
de metabolizar a lactose e a sacarose. Possuem como temperatura étima de crescimento
aproximadamente 38°C e a temperatura minima de 5°C (TORTORA et al, 2012). Séo
relativamente termossensiveis, podendo ser destruidas a 60°C, por 15 a 20 minutos
(FORSYTHE, 2013).

H& duas espécies de Salmonella, a S. bongori e S. enterica. Esta Ultima é
subdividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e
indica. A S. enterica subespécie enterica esta associada a mamiferos e aves. No ano 2007,
o Instituto Pasteur descreveu 2.579 sorovares através do esquema Kauffmann-White-
LeMinor (KWL) (GRIMONT & WEILL, 2007). Caracterizam-se os diferentes sorovares
do género com base em suas formulas antigénicas, de acordo com o antigeno somatico
O, presente na parede celular de lipopolissacarideos; o antigeno Vi de superficie e o
antigeno flagelar H de natureza proteica (FORSYTHE, 2013; GRIMONT & WEIL,
2007). Devido a identificacdo completa ser muito longa, 0s nomes das espécies e
subespécies ndo sdo indicados, sendo descrito apenas 0 género e 0 sorovar, por exemplo,
Salmonella Enteritidis (BACK, 2010; BERCHIERI JR & FREITAS NETO, 2009; GAST,
2008). Embora a maioria dos sorovares possam ser considerados humanos, apenas cerca
de 200 tém sido associados com doencas em humanos (FORSYTHE, 2013).

As salmoneloses aviarias podem ser classificadas em trés enfermidades distintas:
pulorose, tifo e paratifo aviario. A pulorose, antigamente conhecida como diarreia branca
bacilar, é causada pela Salmonella Pullorum, causa doenca clinica em aves jovens.O tifo
aviario, causado pela Salmonella Gallinarum, é mais comum em aves adultas,
principalmente aves de fundo de quintal e poedeiras. (BACK, 2010; BERCHIERI
JUNIOR & FREITAS NETO, 2009; GAST, 2008). A salmonelose paratifica, ou paratifo
aviario, refere-se a infeccdo pelos demais sorovares de Salmonella enterica subespécie
entérica (BACK, 2010). Entre os diversos sorovares isolados de aves, apresentando ou
ndo sinais da doenca, o Enteritidis, seguido pelo Typhimurium, assim como Heidelberg,
Agona, Anatum, Cubana, Hadar, Mbandaka, Montevideo e Senftenberg, entre outros,
foram identificados (ANDREATTI FILHO; OKAMOTO, 2013). Geralmente, esses
sorovares colonizam o trato intestinal das aves sem causar alteragdes clinicas, visto que
ndo sdo especificos de aves. No entanto, por serem adaptados a esse hospedeiro,
conseguem persistir no intestino e consequentemente contaminar ovos e carcagas
(BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).
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Infeccbes em humanos por Salmonella s&o consideradas um dos maiores
problemas de satde publica no mundo. A Organizacdo Mundial da Saude contabilizou,
em 2010, cerca de 80 milhdes de pessoas doentes e cerca de 22 mil mortes causadas por
Salmonella ndo tifoide em todo o mundo (WHO, 2015). Nos Estados Unidos, o género
Salmonella spp. foi o principal patégeno isolado e identificado em surtos de DTA, com
cerca de 2 mil casos de hospitalizacbes e 30 casos de morte entre o periodo de 2006 e
2013 (CRIM, 2015). Segundo dados da Secretéaria de Vigilancia em Saude (SVS), foram
registrados no Brasil, entre 2000 a 2014, 1564 surtos de Doencas Transmitidas por
Alimentos (DTA) ocasionados por Salmonella spp., sendo o agente etioldégico mais
associado aos surtos, ficando atrds somente dos casos onde ndo se pode identificar o
microrganismo causador (BRASIL, 2014).

Durante as 3 ultimas décadas, a Salmonella Enteritidis (SE) tem emergido como
um dos mais significativos patogenos de origem alimentar. A Organizacdo Mundial da
Saude, através do banco de dados online Global Foodborne Infections Network (GFN),
monitora os 15 principais sorotipos de Salmonella isolados no mundo desde 2001 (WHO,
2016). O sorovar S. Enteritidis esteve em primeiro lugar no ranking dos 15 sorotipos mais
isolados de alimentos, animais e homem na Europa em 2014. J4 nas Américas, este
sorovar ficou como o segundo colocado entre os sorovares mais isolados de humanos. No
Brasil, a S. Enteritidis ficou em primeiro lugar no ranking de sorovar mais isolado de
humanos e o segundo mais isolado de alimentos no ano de 2012, estando também entre
entre os 15 sorovares mais isolados do ambiente e animais. (WHO, 2016).

A S. Enteritidis foi identificada como causadora da maioria das salmoneloses
alimentares investigadas pelo Centro Estadual de Vigilancia em Salude (CEVS) do Rio
Grande do Sul entre os periodos de 2007 a 2014. De acordo com os dados da CEVS, os
sorovares mais prevalentes no RS sdo Enteritidis, Typhimurium, Panama, Newport e
Corvallis, embora grande parte dos isolados de Salmonella registrados no estado ndo
estarem sorotipificados (BRASIL, 2014). Considera-se que a maioria dos surtos estdo
associados a contaminacOes cruzadas e tratamento térmico inadequado, principalmente
em residéncias, restaurantes e padarias (BRASIL, 2014). Apesar das estatisticas, 6rgaos
responsaveis pela vigilancia epidemioldgica no Brasil, ainda falham em subnotificacdo
de casos, falta de isolamento do agente etiolégico e ainda pelo fato de que a maioria dos
quadros de gastrenterite ndo chegam a ser tratados em hospitais.

Os principais alimentos implicados na transmissao de S. Enteritidis s&o 0s ovos,

carne de aves e seus derivados, frutas e vegetais consumidos crus. Uma analise de risco



23

realizada pela FAO/ OMS (2002), observou que a incidéncia de salmonelose em
humanos, transmitidas por ovos e carne de frango, teve uma relagdo linear com a
prevaléncia observada em frangos. Isto significa que, quando a prevaléncia de Salmonella
é reduzida em 50% de frangos, a incidéncia de salmonelose em humanos também deve
ser reduzida em 50% (FORSYTHE, 2013). A contaminagéo das carcacas de frango pode
decorrer pela presenca da bactéria no ambiente de criagdo, que se dissemina via material
fecal durante a operacéo de abate, caso haja falhas na higienizacdo (CARDOSO, 2013).

Mundialmente, existem inimeros programas e ferramentas de vigilancia e
controle de Salmonella spp. em alimentos. A vigilancia envolve a coleta, analise e o
monitoramento de tendéncias de patdgenos alimentares. Dentre alguns programas de
vigilancia, destacam-se o Foodborne Disease Active Surveillance Network — FoodNet
(Rede de Vigilancia de Doengas de Origem Alimentar), nos Estados Unidos, vinculados
ao Center Control and Prevention — CDC (Centro de Prevencdo e Controle de
Enfermidades), que relata dados sobre os surtos de DTASs; e o programa Global salm-surv
(GSS), agora conhecido como WHO Global Foodborne Infections Network — GFN (Rede
Global de Infeccdes Transmitidas por Alimentos), monitora mundialmente os 15
principais sorovares de Salmonella isolados de humanos, animais, alimento e ambiente.
Como controle, destaca-se o Codex Alimentarius, vinculado a Organizacdo Mundial da
Salde, que determina padrdes minimos de higiene para proteger a saide do consumidor
e assegurar praticas justas no comércio de alimentos.

No Brasil, apesar das monitorias industriais com o proposito da seguranca de
alimentos, surtos de DTA por sorovares de Salmonella tém sido frequentes, sendo que as
aves sdo uma significativa fonte de contaminacdo de salmonelas para o homem
(ANDREATTI FILHO; OKAMOTO, 2013). H& varios programas que auxiliam no
monitoramento e controle de Salmonella em aves vivas e produtos de origem animal no
Brasil. O Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), criado pela Portaria n® 193,
de 19 de setembro de 1994, normatizou as a¢des de acompanhamento sanitario das aves
e estabeleceu a cooperacdo entre as instituicGes pablicas e privadas (BRASIL, 1994).
Quanto a salmoneloses aviarias, a Instru¢cdo Normativa N° 78, de 3 de novembro de 2003
que complementa 0 PNSA, instrui que os nulcleos e estabelecimentos avicolas devem
cumprir a seguinte certificacdo: livres de S. Gallinarum (Tifo Aviario) e S. Pullorum
(Pulorose); livres ou controlados para S. Enteritidis e S. Typhimurium; e, livres ou
controlados para S. Enteritidis e S.Typhimurium e vacinados contra S. Enteritidis
(BRASIL, 2003a).
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Com o Programa de Reducdo de Patdgenos disposto na Instrugdo Normativa n°
70, de 06 de outubro de 2003, h&d Monitoramento Microbioldgico e Controle Sanitario de
Salmonella sp. em Carcagas de Frangos e Perus oficial em estabelecimentos registrados
junto ao SIF (BRASIL, 2003b). Também, h&d a Norma Interna SDA n° 2, de 11 de outubro
de 2013 que aprova o programa exploratério para pesquisa de Salmonella spp. em
carcagas de frangos abatidos em estabelecimentos registrados junto ao Servico de
Inspecdo Federal (SIF) (BRASIL, 2013).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria através da através da resolucdo RDC
n® 12, de 02 de janeiro de 2001, também estabelece o controle de Salmonella spp. em
alimentos prontos para o consumo, obedecendo a auséncia de Salmonella em 25¢g de
produtos prontos para consumo (BRASIL, 2001).

Apesar de todos os programas de vigilancia e controle, a Salmonella ainda € um
dos enteropatdgenos mais preocupantes do mundo. De acordo com Trentin et al. (2013),
80% das infeccbes humanas, como surtos de DTA causados por Salmonella, estdo
associadas a capacidade de bactérias se aderirem no ambiente, formando biofilmes. Por
isso, é essencial o monitoramento desde a criacdo das aves, abate e processamento de

aves, até a obtencao do produto final.

2.1.2 Escherichia coli

A Escherichia coli é um importante membro da microbiota intestinal natural de
aves e mamiferos. No entanto, algumas E. coli sdo patogénicas, causando, tipicamente,
quadros de diarreia em diversas espécies, inclusive no homem (CDC, 2014). Esta bactéria
caracteriza-se por ser um bacilo Gram negativo, pode ser mével com flagelos peritriquios,
ndo formadora de esporos, anaerdbia facultativa, capaz de fermentar a lactose e glicose
(JAY, 2005).

Este género, em conjunto com outras bactérias da familia Enterobacteriaceae,
como as dos géneros Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, formam o grupo
denominado coliforme (SILVA & JUNQUEIRA, 1995). O grupo coliforme é utilizado
como indicador de contaminacéo fecal em &gua e alimentos e também s&o utilizados como
indicador de falhas higiénicos-sanitarias (JAY, 2005; PAULA, 2014). A E. coli ¢ a

principal espécie no grupo dos coliformes fecais pois é considerada a melhor indicadora
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de poluicdo fecal e de possivel presenca de outros patdgenos entéricos (FORSYTHE,
2013).

A Escherichia coli estda entre as bactérias mais associadas a surtos de
gastroenterite no mundo, juntamente com Campylobacter spp. e Salmonella spp. (WHO,
2010). Em geral, as cepas de E. coli podem ser divididas em duas categorias: as
causadoras de doenca intestinal e as causadoras de doenca extra-intestinal (QUINN,
2012). As cepas de Escherichia coli causadoras de doenga intestinal s&o divididas em 6
patotipos ou grupos: E. coli enterohemorrégica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC),
E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC) e E. coli difusamente adesiva (DAEC) (CDC, 2011; FORSYTHE, 2013).

O grupo E. coli enterohemorrégica (EHEC), é conhecido também por E. coli
produtora de toxina Shiga (STEC). Este grupo esta envolvido em um amplo espectro de
doencas, sendo a E. coli O157:H7 o sorovar de maior importancia e também o mais
estudado (FARROKL et al., 2013). Os sintomas causados por este sorovar envolvem
colite hemorragica (CH) com fortes dores abdominais e colicas seguidas de diarreia
sanguinolenta; sindrome hemolitica urémica (SHU) e trombocitopenia trombotica
parpura (TTP) (FORSYTHE, 2013; PAULA, 2014; PRESCOTTS, 2002).

A E. coli enterotoxigénica (ETEC) é a principal causa de diarreia do viajante e
uma das principais causas de doencas diarreicas em paises subdesenvolvidos,
especialmente entre as criancas (FORSYTHE, 2013). A ETEC produz duas enterotoxinas
distintas, que sdo responsaveis pela diarreia e caracterizada pela sua estabilidade ao calor,
a enterotoxina termoestavel (ST) e a enterotoxina termossensivel (LT) (PRESCOTTS,
2002). Estima-se que a mesma seja responsavel por cerca de 400 milhdes de episddios de
diarreia por ano em criancas menores de 5 anos de idade, resultando em 300.000 a
500.000 mortes no mundo (WHO, 2015).

A E. coli enteropatogénica (EPEC) ndo produz toxinas, porém causam diarreia e
vomito, geralmente em criangas. As EPEC causam um tipo especifico de dano celular
chamado attaching-effacing ou adesdo e desaparecimento (AE) nas células intestinais
(PRESCOTTS, 2002). Ja as E. coli enteroinvasivas (EIEC), além de ndo produzirem
toxinas, sdo imoveis. Entretanto, a patogenicidade deste grupo se deve a sua grande
capacidade de invasdo e destruicdo do tecido do colon. As E. coli enteroagregativas
(EAEC), causam diarreia aquosa persistente, principalmente em criangas, com duragéo
de mais de 14 dias. Possuem a capacidade de aderéncia a células do intestino conhecida
como empilhamento de tijolos (FORSYTHE, 2013; PRESCOTTS, 2002). Por fim, o
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grupo E. coli difusamente adesiva (DAEC), pode aderir em toda a superficie das células
intestinais e, geralmente, causam diarreia em criancas subdesenvolvidas
imunologicamente ou desnutridas (PRESCOTTS, 2002).

Em todo o mundo, agentes de doencas diarreicas transmitidas por alimentos
causaram 230.000 das 420.000 mortes devido a riscos de origem alimentar, segundo
dados da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2015). Destes, S. enterica ndo tifoide
foi responsavel por 59000 6bitos, E. coli enteropatogénica (EPEC) por 37.000 ébitos,
norovirus por 35000, e E. coli enterotoxigénica (ETEC) por 26.000 mortes (WHO, 2015).
No Brasil, a Escherichia coli esta entre os principais patégenos envolvidos em surtos de
DTA, sendo responsavel por 547 casos de surtos entre os anos de 2000 a 2014 e representa
6,5 % de todos os agentes etioldgicos identificados e ndo identificados nestes surtos (SVS,
2014; SVS, 2015). Entretanto, ndo ha especificacdo de patotipos identificados em surtos
pelo Brasil. Isto ocorre porque as técnicas microbiologicas convencionais para isolamento
de E. coli ndo séo capazes de detectar sorovares, e 0s métodos capazes de detecta-los ndo
estdo implementados na maioria dos Laboratorios Centrais (LACENs) (PAULA et al.,
2014).

Ja nas aves, as infeccbes por E. coli, também chamadas colibacilose, s&o
tipicamente doengas sistémicas ou localizadas, ocorrendo como doenca secundaria na
maioria das vezes (BARNES et al., 2008). A colibacilose é causada tipicamente por
Escherichia coli patogénica aviaria (APEC), incluindo sinais clinicos de colissepticemia,
coligranuloma, doenca respiratoria cronica (CRD), celulite, sindrome da cabeca inchada,
peritonite, salpingite, osteomielite e onfalite (BARNES et al. 2008). As APEC sdo
membros do grupo Escherichia coli patogénica extra-intestinal (EXPEC), e ha relatos de
que o grupo APEC pode representar um risco zoonotico (MITCHELL et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2015).

Em matadouro-frigorificos, contaminacdes pelo processo de abate séo
principalmente de origem fecal, devido ao vazamento intestinal ou contaminacao externa
dos animais que entram na linha de abate. Além disso, Escherichia coli patogénicas para
as aves (APEC), sdo um problema comum de condenacdo total ou parcial de carcagcas,
quando se trata das les6es de colibacilose e celulite aviaria (BARNES, 2008). Em estudo
realizado por Aslam et al. (2014) no Canada, cepas do grupo Escherichia coli patogénica
extra-intestinal (EXPEC) isoladas de carnes de frangos e perus possuiam genes de
viruléncia semelhantes aos genes de EXPEC isoladas de humanos, sugerindo que 0s

isolados de varejo apresentam potencial de causar infecgdo em humanos.
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Outra situacdo importante quanto as condigbes higiénico-sanitarias em
matadouro-frigorificos avicolas é quanto a capacidade de E. coli se aderir e se manter nas
superficies de processamento de carnes, formando biofilmes (GIAOURIS, 2015).

Um interessante estudo feito por Silagy et al. (2009) demonstraram a capacidade
de transferéncia de E. coli O157:H7 entre superficies de processamento de alimentos,
produtos carneos e frutas e vegetais crus. Silagyi et al. (2009) obtiveram maior producéo
de biofilme por de E.coli O157:H7 em superficies de aco inoxidavel e vidro. Também,
detectaram moléculas de comunicagdo (Al-2) com maior expressdo no estagio inicial do
biofilme. Além disso, a E. coli O157:H7 aderida na superficie de aco inoxidavel foi capaz
de se transferir aos produtos carneos (bovino, suino e aves), frutas e hortalicas cruas
testadas. Foi detectada forte adeséo do patdgeno transferido em meléo, alface, cenoura e
espinafre (>10° UFC/cm?), mesmo ap0s a lavagem desses produtos com a agua. Os
resultados sugerem que a formacao de biofilme por E. coli O157: H7 em superficies em
contato com alimentos pode ser uma preocupacao para o controle eficiente do patégeno,
especialmente, em produtos que ndo necessitam de cozimento antes do consumo
(SYLAGI, et al. 2009).

Nos Estados Unidos, a E. coli é utilizada como um microrganismo indicador para
verificar a adequacdo de planos de andlise de perigos e pontos criticos de controle
(APPCC) em matadouros-frigorificos bovinos, suinos e avicolas. Em 1996, o FSIS
(Seguranca Alimentar e Servico de Inspecdo) emitiu a Regra Decisiva do Sistema APPCC
para Reducdo de Patdgenos. O estabelecimento tipo granja aviaria € considerado
adequado se nenhum dos ultimos 13 testes realizados for superior ao limite de 10%
UFC/ml, e menos do que trés amostras estejam entre 102 e 10®° UFC/ml de E. coli
(ALTEKRUSE et al., 2009).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle de Patdgenos (PNCP), visa controlar
0 patotipo E. coli enterohemorragica (EHEC), antigamente conhecida como
verotoxigénica, apenas em carne bovina (BRASIL, 2015). J& a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), atraves da RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001
(BRASIL, 2001), estabelece limites de coliformes totais e/ou fecais ("a 45°C) por grama
de alimento, conforme grupo de alimento. No caso de carnes de aves in natura, os limites
permitidos de coliformes fecais ndo ultrapassam 10* UFC/g de alimento.

Devido a existéncia de inimeros grupos de E. coli causadoras de gastroenterites,
é importante que este patdgeno seja constantemente monitorado e identificado em surtos

de DTA. O estudo de formagdo de biofilmes e sua remocao por sanitizantes na industria
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avicola também é importante, pois surtos de DTA s&o cada vez mais correlacionados com
a capacidade de bactérias se aderirem em superficies, contaminarem os alimentos e
consequentemente 0 homem. Além disso, as consequéncias da prevaléncia de E. coli em
alimentos indica falhas na higienizagdo e podem se refletir ndo s6 na satde publica como

na economia do pais.

2.1.3 Listeria monocytogenes

A Listeria, pertencente a familia Listeriaceae, € um bacilo Gram positivo,
psicrotrofico, anaerdbio facultativo, que pode ser isolado a partir do solo, vegetacao, agua,
alimentos, homem e muitos reservatérios animais (PRESCOTTS, 2002; HAMON et al.,
2006). E movel quando cultivada entre 20 e 25°C, porém é imdvel ou apresenta fraca
motilidade a 37°C (BARANCELLI et al., 2011). Este género compreende 17 especies,
incluindo L. monocytogenes, L. ivanovii, L. grayi, L. seeligeri, L. innocua e L. welshimeri
e outras onze espécies reconhecidas a partir de 2009, que sdo L. marthii, L. rocourtiae, L.
weihenstephanensis, L. grandensis, L. riparia, L. booriae, L. fleischmannii, L. floridensis,
L. aquatica, L. newyorkensis, e L. cornellensis (ORSI & WIEDMANN, 2016). Destas, a
L. monocytogenes € considerada o patégeno de maior relevancia para 0 homem e animais
(VARNAM e EVANS, 1996; FORSYTHE, 2013). Além disso, existem 13 diferentes
sorotipos de L. monocytogenes, mas somente trés (1/2a, 1/2b, 4b) tem sido
frequentemente isolados em doencas humanas (NADON et al., 2001; GRAY et al., 2004;
VERA et al., 2013).

A listeriose, doenca causada pela L. monocytogenes, em humanos, é responsavel
por afetar principalmente individuos imunocomprometidos, idosos, gravidas e recém-
nascidos (PRESCOTTS, 2002). A listeriose manifesta-se como gastroenterite, meningite,
encefalite e septicemia. Em mulheres gravidas, caracteriza-se por provocar abortos,
natimortos, morte prematura e septicemia neonatal, resultando em morte em 25-30% dos
casos (HAMON et al., 2006). A L. monocytogenes € também considerada um patdégeno
oportunista, uma vez que a ocorréncia da infeccdo depende principalmente das condicGes
imunoldgicas dos individuos afetados, embora registram-se casos em individuos
imunocompetentes (BARANCELLI et al., 2011; CRUZ, 2008). Em pessoas sadias, a
infeccdo pode ser assintomatica ou apresentar-se com sintomas semelhantes a uma gripe,
acompanhados ou nédo de febre (SIGARINI, 2009).
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A listeriose resulta, principalmente, da ingestdo de alimentos contaminados com
L. monocytogenes (BARANCELLI et al., 2011). Ndo ha um consenso entre 0S
pesquisadores a respeito da dose infectante, podendo ser inferior a 102 UFC/g em alguns
casos. Segundo a Food and Drug Administration — FDA (2014), a dose infectante pode
variar conforme a viruléncia da cepa e a susceptibilidade da vitima. A presenca de L.
monocytogenes tem sido relatada em diferentes alimentos, como leite cru e/ou
pasteurizado, queijos, sorvetes, vegetais, embutidos de carne, carne de frango, pescados
crus ou defumados (PRESCOTTS, 2002; SIGARINI, 2009). Psicrotrofica, L.
monocytogenes é capaz de multiplicar-se sob refrigeracdo, o que torna um desafio o seu
controle na cadeia de producdo de alimentos. A expansdo do uso da cadeia de frio na
estocagem de alimentos, na indUstria, no comercio e nas residéncias, o uso de alimentos
“prontos para consumo”, minimamente processados, refrigerados, representam nichos
que favorecem a L. monocytogenes (BARANCELLI et al., 2011).

Segundo dados do centro americano de controle e prevencgéo de doencas, (Center
of Disease Control and Prevention - CDC), a listeriose esta entre os 6 principais
patdgenos que causam infeccdes alimentares nos Estados Unidos (EUA), depois de
Campylobacter, Salmonella e Escherichia coli. Porém, sua taxa de mortalidade é a mais
alta. A ultima estimativa do CDC realizada em 2014 indicou a ocorréncia de 1600 casos
de listeriose apenas nos EUA, dos quais 260 destes individuos foram a ébito (CDC,
2014a). Atualmente, o nimero de casos de listeriose registrados nos EUA permanecem
invariaveis desde 2006.

Nos Estados Unidos, surtos de listeriose sdo relatados anualmente principalmente
pelo consumo de queijos, produtos com carne de frango e produtos crus (MMWR, 2013).
Em 2014, um surto de listeriose foi relatado a partir do consumo de queijos caseiros, onde
5 pessoas de 4 estados diferentes foram hospitalizadas e uma gravida veio a 6bito (CDC,
2014b). Neste ano, foram confirmados 18 casos de listeriose em diversos estados dos
EUA, comum caso de ébito, em decorréncia do consumo de saladas de frango embaladas,
contaminadas por L. monocytogenes (CDC, 2016; USDA, 2016). Contudo, os produtos,
fontes de contaminacdo, sdo rastreados e recolhidos pelos 6rgdos responsaveis pela
inspecdo sanitaria, tanto de supermercados como de restaurantes, obedecendo a politica
de toleréncia zero para presenga de L. monocytogenes em alimentos prontos para o
consumo (read-to-eat) e produtos avicolas, conforme estabelecido pelo Servigo de
Inspecdo e Sanidade de Alimentos (FSIS — Food Safety and Inspection Service) dos
Estados Unidos desde o ano de 1998 (USDA, 2014).
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No Brasil e em outros paises em desenvolvimento, ndo ha estatisticas oficiais de
casos de listeriose, considerando-seuma doenca subdiagnosticada e subnotificada. Na
comunidade cientifica os casos de listeriose relatados sdo raros e ndo ha associacdo com
0 consumo de alimentos contaminados. Hofer et al. (1998), descreveu 3 casos de
meningite por L. monocytogenes, comprovados bacteriologicamente, em pacientes do
Distrito Federal, com um caso de ébito. Hofer et al. (2006) caracterizou a distribuicao de
sorovares de L. monocytogenes isoladas de material clinico de individuos doentes e
saudaveis, de varias regibes do pais e colecionadas no periodo de 1969 a 2000,
conseguindo diferenciar 7 sorovares de L. monocytogenes em hemocultivos. Os dados
deste estudo evidenciaram a circulagdo de L. monocytogenes na espécie humana,
provocando quadros graves de meningite e septicemia, além de revelar a presenca deste
patogeno em portadores assintomaticos (HOFER et al, 2006).

No Rio Grande do Sul, Schwab e Edelweiss (2003), identificaram L.
monocytogenes pela técnica de imuno-histoquimica em placentas humanas provenientes
de aborto, de parto prematuro e de nascimento a termo, registrados no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, no ano 2000. A presenca de L. monocytogenes foi identificada
em 33,7% das placentas analisadas, 0 que sugere que a técnica de imuno-histoquimica
pode ser usada para confirmagéo desta bactéria em placentas.

Infecgdes causadas por L. monocytogenes ocorrem esporadicamente em frangos,
perus, aves aquaticas, pombos e outras espécies aviarias. Nas aves, a doenca se caracteriza
pela forma septicémica e encefalica, geralmente em aves jovens que se contaminam por
via oral. Em geral, a sintomatologia na forma septicémica envolve emagrecimento e
diarreia. Os sinais neuroldgicos incluem depressdo, incoordenacdo motora, ataxia,
torcicolos e opistotonos, (BARNES & NOLAN, 2008). Como a L. monocytogenes pode
ser isolada a partir de frangos aparentemente saudaveis, é possivel que as aves portadoras
exercam um papel importante na disseminacdo da doenca entre aves e mamiferos
(FRASER, 1996).

Embora existam pesquisas que comprovam a presenga de L. monocytogenes em
diversos produtos alimenticios, como leite e derivados, legumes in natura e carnes
contaminadas, reforca-se a necessidade de identificar as fontes de infeccdo e os possiveis
alimentos envolvidos (BARANCELLI et al., 2011; HOFER et al., 2006; SILVA et al.,
2007). Em pesquisa realizada pelo Departamento de Inspe¢éo de Produtos de Origem
Animal em 2014, foram analisadas 1.548 amostras de produtos prontos para consumo,

sendo que em 29 (1,87%) foi identificado o patdgeno L. monocytogenes (BRASIL, 2015).
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A L. monocytogenes, além de permanecer vidvel em ambientes refrigerados,
também apresenta alta capacidade de colonizacdo de superficies e de formacgdo de
biofilmes, aumentando, dessa forma, a probabilidade de contaminagdes ambientais
(JEONG & FRANK, 1994).

Quanto a legislacdo brasileira, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(ANVISA) estabelece normas para controle de L. monocytogenes em alimentos, atraves
da resolucdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, e esta bactéria deve estar ausente em
25g de queijos de média, alta e muito alta umidade. Para produtos carneos e outros
alimentos, ndo existem limites regulamentados (BRASIL, 2001).

J& o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), estabelece o
Programa Nacional de Controle de Patogenos (PNCP) que, atraves da Instrugéo
Normativa n° 9, de 8 de abril de 2009, institui os procedimentos de controle de Listeria
monocytogenes em produtos de origem animal prontos para o consumo (BRASIL, 2009).
Nesta IN, os procedimentos de autocontrole envolvem o conjunto de procedimentos
adotados pelo estabelecimento que abrangem as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), os
Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional (PPHO), e o Programa de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) para garantir a inocuidade de dos
produtos de origem animal prontos para o consumo. Dentre os produtos analisados,
destacam-se produtos carneos, como salsicha e apresuntado, pescados e lacteos. Na
analise sdo levados em consideracdo os fatores pH > 4,4, atividade de agua > 0,92 e
concentracdo de cloreto de sddio < 10%.

Conforme os dados descritos, percebe-se a importancia de estabelecer ndo so
procedimentos de higienizacdo adequados, como também, medidas para controlar
contaminacdes por L. monocytogenes na industria de alimentos e, consequentemente,
evitar contaminacfes em humanos. Além disso, ndo h& dados que relacionem as fontes
alimenticias envolvidas nos poucos surtos de listeriose que sao relatados no pais, o que
denota a necessidade de programas mais eficientes para detectar patdgenos, como ocorre

em paises como os Estados Unidos.

2.1.4 Campylobacter jejuni

O Campylobacter € uma bactéria Gram negativa com formato de um fino

bastonete encurvado. Sdo bactérias moveis, com flagelos uni ou bipolares, das quais
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proporcionam um movimento caracteristico em “serrote” ou “saca-rolha” (AZEVEDO &
CERCA, 2012; FORSYTHE, 2013; OLIVER, 2005). S&o microaerdfilos, requerem 3 a
5% de oxigénio e 2 a 10% de didxido de carbono, mas sua tolerancia é dependente da
espécie. Seu crescimento 6timo ocorre entre 42°C e 46°C e ndo se multiplicam em
temperatura ambiente ou sob refrigeracdo (FORSYTHE, 2013).

Morfologicamente, as células de Campylobacter de culturas jovens podem ter
formato de asa de gaivota. Quando submetidas as condi¢es adversas, comoem culturas
velhas, as células adquirem a forma cocoide, e neste Gltimo caso, sdo denominadas
“viaveis mas ndo-cultivaveis” (VBNC). Bactérias nesse estado mantém sua capacidade
de viruléncia, porém diminuem seu metabolismo até que as condi¢des sejam novamente
favoraveis (OLIVER, 2005). As bactérias em estado vidvel mas n&o-cultivavel ndo
podem ser recuperadas quando métodos convencionais sdo utilizados (FORSYTHE,
2013). E também considerada uma bactéria fastidiosa por causa de sua dificuldade de
crescimento e de manutengdo em culturas laboratoriais (BRONOWSKI et al., 2014).

Atualmente, sdo descritas 32 especies de Campylobacter e 13 subspécies, sendo
que a espécie termofilica Campylobacter jejuni é o agente mais comum associado a
gastroenterites em humanos, seguida por C. coli e C. lari (GONCALVES et al., 2012;
MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2014; SHANE & STERN, 2008).

O Campylobacter € encontrado tanto no ambiente quanto no trato gastrintestinal
de animais silvestres, além de aves domesticas, bovinos, suinos e animais de estimacao.
A transmissdo para o ser humano ocorre principalmente pela ingestdo de carnes de aves
cruas ou mal cozidas, produtos lacteos ndo pasteurizados, 4gua, além de frutas e vegetais
crus contaminados (AZEVEDO & CERCA, 2012; FORSYHTE, 2013). A contaminacao
de carcacas de frangos em matadouro-frigorifico é considerada o principal fator de risco
para infeccbes humanas (CARVALHO et al.; 2010; FORSYTHE, 2013; SHANE &
STERN, 2008;).

O Campylobacter destaca-se como um dos principais agentes etiologicos de
diarreia humana e lidera os relatos de DTA registrados nos Estados Unidos e em diversos
paises da Europa (CDC, 2016; EFSA, 2015). Nos Estados Unidos estimam-se anualmente
mais de 1,3 milhdes de casos de gastroenterite humana por Campylobacter jejuni, indice
que ja superou os casos de salmonelose (CDC, 2016; SHANE & STERN, 2008). Na
Alemanha, a infec¢do causada pelo Campylobacter spp. se enquadra como segunda fonte
mais importante de gastroenterite bacteriana aguda (GONCALVES et al. 2012). No

Brasil, segundo o Ministério da Saude, no periodo de 2000 a 2014, apenas trés casos de
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DTA por Campylobacter spp. foram identificados. Porém, no mesmo periodo,
aproximadamente 60% dos surtos do pais tiveram seus agentes etiologicos ignorados ou
inconclusivos. Também deve-se considerar a ocorréncia de surtos que ndo foram
notificados (BRASIL, 2015b).

A infeccdo por Campylobacter, ou campilobacteriose, se caracteriza por sintomas
semelhantes a gripe, incluindo dores abdominais, febre e diarreia, que pode ser profusa,
aquosa e frequentemente sanguinolenta, em criangas. Apos a ingestdo, Campylobacter
spp. coloniza a mucosa e se adere as células intestinais, dificultandoa capacidade de
absorcdo devido a invasdo celular e producdo de toxina, e também peloinicio da resposta
inflamatoria. Entre as toxinas normalmente produzidas pelo Campylobacter spp., cita-se
a enterotoxina termossensivel, toxina distensora citoletal (CLDT) e as citotoxinas
proteicas termossensiveis (FORSYTHE, 2013). A toxina CLDT é a mais estudada, pois
€ um dos principais fatores de viruléncia relacionados a patogénese do C. jejuni em
infeccdes humanas e animais, e atua causando progressiva distensdo e morte em varias
linhagens celulares (CARVALHO et al, 2009).

Além disso, a campilobacteriose tambem é conhecida como um fator precedente
associado com o desenvolvimento da sindrome de Guillan-Barré (GBS) (FORSYHTE,
2013). A sindrome de Guillan-Barré é um distarbio autoimune do sistema nervoso
periférico, caracterizado por fraqueza normalmente simétrica, que pode levar a uma
paralisia flacida aguda. Esta sindrome também pode ser causada por outros
microrganismos como o Zika virus, virus Epstein-Barr e virus influenza A (BERG et al.,
2014; CARDOSO et al.; 2015). Em geral, os sintomas gastrointestinais ocorremde 1 a 3
semanas antes dos sintomas neuroldgicos. Nos Gltimos anos, também tem sido
demonstrada associagdo entre a infec¢do por C. jejuni, a GBS e a sindrome de Muller -
Fisher (MFS), uma rara variante da GBS (CARVALHO et al.; 2010). Outra sequela
relatada é a Sindrome de Reiter, que possui uma manifestacdo clinica de artrite reativa.
(FORSYTHE, 2013).

As carcacas de aves apresentam maior incidéncia de contaminacdo por
Campylobacter. A contaminacdo ocorre frequentemente devido ao contato com o
conteddo intestinal durante abate, ou de ave para ave por meio dos equipamentos
utilizados (ROSA, 2015). Diversas pesquisas brasileiras relatam a incidéncia de
Campylobacter em aviarios, matadouros-frigorificos avicolas, além de carne de frango
de varejo (FRASAO et al.; 2015, GONCALVES et al., 2012; KUANA, 2008;
PERDONCINI, 2015; ROSA, 2015). Kuana et al. (2008) analisou lotes de frangos entre
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3 e 5 semanas de idade e carcacas em matadouro-frigorifico, quanto a presenca de
Campylobacter spp., e houve positividade em 81,8% dos lotes e 100% das carcagas de
frango analisadas. Campylobacter foi isolado a partir de 100% das amostras de contetido
cecal de 80 frangos de corte de criagdo organica, sendo 68,75% correspondente & C. jejuni
e 31,25% a C. coli (FRASAO et al, 2015). Perdoncini et al. (2015) isolaram
Campylobacter de 37,1% das carcagas refrigeradas por imerséo, as quais 97,5% foram
identificados como C. jejuni e 2,5% como C. coli. Todavia, apesar dos frequentes relatos
de incidéncia deste patogeno em frangos, ndo ha dados estatisticos no Brasil quanto a
doenca em humanos, principalmente pela falta de investigacdo deste agente em surtos de
DTA.

Outro aspecto importante quanto a fonte de transmisséo de Campylobacter é a
partir da contaminacgdo cruzada com outros alimentos durante o descongelamento e o
processamento. Neste aspecto, a carcaca de frango adquire fundamental relevancia, pois
a agua do descongelamento, em contato com alimentos ingeridos in natura ou outros
utensilios, poderia explicar a origem dos frequentes surtos. Além disso, surtos de
campilobacteriose podem estar relacionados com a dose infectante de Campylobacter ser
relativamente baixa, da qual 500 a 1000 celulas, facilmente presentes em uma gota de
agua de degelo de frango cru, pode resultar em doenca intestinal no homem
(CARVALHO et al.; 2010; FORSYTHE, 2013).

O Campylobacter é essencialmente ndo-patogénico em aves domésticas
comerciais. A infeccdo experimental pode induzir uma diarreia transitoria nos pintinhos
de um dia ap6s administragdo oral com isolados entero-invasivos e patogénicos.
Geralmente os lotes infectados com C. jejuni ndo apresentam nenhuma anormalidade
clinica associada com a infeccdo. Depois da ingestdo do C. jejuni, a colonizagdo ocorre
no jejuno distal, no ceco e na cloaca, com o microrganismo situado na camada mucosa.
(SHANE & STERN, 2008). Por isso, a ocorréncia de Campylobacter nas aves é
considerada natural, pois este microrganismo é um integrante comensal da microbiota
intestinal das aves e sua disseminacédo entre as aves é uma consequéncia.

Os procedimentos para reduzir a quantidade de infec¢do por Campylobacter spp.
em matadouro-frigorifico de frangos podem potencialmente diminuir a taxa da
contaminacdo das carcagas. Entretanto, ressalta-se que a contaminagdo por
Campylobacter spp. de produtos das aves domésticas pode ser reduzida, mas nao
eliminada (SHANE & STERN, 2008). Quanto ao controle de Campylobacter spp. e

outros patdgenos, como Salmonella spp., na criagdo de frangos e em suas carcagas,
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algumas medidas sdo discutidas, como: a competicdo por exclusdo, através do uso de
probioticos, na qual os frangos sdo inoculados com um coquetel de bactérias benéficas
ndo patogénicas, que colonizam 0s seus intestinos e reduzem a incidéncia de portadores
de Salmonella e Campylobacter; o desenvolvimento de uma vacina para controle de C.
jejuni; e o tratamento de frangos com bacteriéfagos, os quais reduzem a presenca de
Campylobacter nas carcacas (FORSYTHE, 2013).

Mundialmente, a Comissdo do Codex Alimentarius juntamente com a
Organizacao das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e a Organizacao
Mundial da Sadde (OMS) criaram diretrizes para controle de Salmonella spp. e
Campylobacter spp. em carnes de frango, que fazem parte das legislacbes de
monitoramento e controle de riscos microbioldgicos de paises europeus e Estados Unidos
(FAO/WHO, 2009). No Brasil, ndo existe legislacdo especifica para analise de
Campylobacter spp. nem por parte do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Fornecimento
ou pelo Ministério da Saude. Ou seja, ndo ha monitoramento obrigatdrio deste patdgeno
em granjas avicolas, nem em matadouro-frigorifico e produtos de origem animal, como
carne de frangos e produtos derivados prontos para consumo, além de ndo haver exigéncia
por parte de Orgaos Governamentais voltados a Sadde para isolamento de Campylobacter
em casos de doenca transmitida por alimento.

Para expandir a investigacdo de infeccbes por Campylobacter, é necessario
analisar a ocorréncia do patdgeno em produtos de origem animal, vegetal e agua, e seus
potenciais riscos para a salude humana. O estudo da formacdo de biofilmes por
Campylobacter e seu controle em matadouro-frigorifico avicola é importante, pois pode
ser uma forma de reduzir os surtos de DTA relacionados a este patdgeno. Além disso,
como surtos de Campylobacter sdo subnotificados no Brasil, é necessaria a
implementacao de métodos efetivos para deteccdo deste patdgeno em humanos. Portanto,
€ necessaria a elaboracdo de um sistema de investigacdo criteriosa, por parte dos
Laboratorios credenciados ao MAPA e MS, além da conscientizacdo dos Orgdos
Governamentais ligados a Saude, de que esta zoonose esta em nosso meio e precisa ser

considerada.

2.2 Biofilmes na Industria Avicola

A presenca de biofilmes € comum na industria de alimentos, onde grande

quantidade de nutrientes esta disponibilizada aos microrganismos (ANDRADE, 2008).
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Sé&o a principal causa de contaminagdo do produto final, tendo como consequéncias a
rejeicdo do produto, perdas econdmicas e até mesmo doencgas, caso agentes patogénicos
alimentares estejam envolvidos. Estudos recentes revelam que a composi¢do microbiana
dos biofilmes é formada por varios microrganismos e apontam os patogénicos como uma
das principais causas de contaminacdo de produtos alimentares e doencas. Além disso,
sdo ainda causadores de problemas consideraveis de contaminacdo cruzada e de
contaminagdo pds-processamento. Por estas razfes, sua presenca na inddstria de
alimentos e considerada um sério risco a salde publica (AZEVEDO & CERCA, 2012).

Os biofilmes séo definidos como populagdes microbianas embebidas por uma
substancia polimérica extracelular (EPS), aderidas a superficies bi6ticas ou abidticas
(COSTERTON et al., 1995; NIKOLAEYV et al., 2007). O ato de formacéo de biofilmes
provoca alteracdes fenotipicas e genotipicas nas células de vida livre ou plancténicas, que
podem ser descritas como estratégias de sobrevivéncia dos microrganismos em ambientes
com condicdes adversas (COSTERTON et al., 1999). Microrganismos na forma de
biofilmes sdo mais resistentes a acdo de agentes quimicos e fisicos, como aqueles usados
no procedimento de higienizacdo (ANDRADE, 2008; COSTERTON, 1999).

Cada comunidade de biofilme microbiano é Unica, embora alguns atributos
estruturais possam ser considerados comuns a diferentes microrganismos (TOLKER-
NIELSEN & MOLIN, 2000). As estruturas que formam o biofilme envolvem canais de
agua que fornecem passagens para a troca de nutrientes, metabdlitos e produtos de
residuos (CORTEZ et al., 2011; DONLAN, 2002). Além de microrganismos, os biofilmes
contém particulas de proteinas, lipidios, fosfolipidios, carboidratos, sais minerais e
vitaminas, entre outros, que formam depésitos onde continuam a crescer, resultando em
um cultivo puro ou uma associacdo (ANDRADE, 2008). A matriz de substancias
poliméricas extracelulares (EPS) produzida pelas células sésseis € responsavel pela
morfologia, estrutura, coesdo e integridade funcional do biofilme (OLIVEIRA et al.,
2010). O EPS pode ser constituido de complexos polissacarideos, substancias proteicas e
glicopeptideos, lipideos, lipopolissacarideos e outros materiais que servem como uma
estrutura de suporte que mantém o conjunto (CORTEZ et al., 2011; COSTERTON et al.,
1999).

O biofilme maduro consiste de microcoldnias sobre uma superficie. As bactérias
componentes destas microcoldnias organizadas possuem heterogeneidade funcional, que
envolve diferentes estagios de crescimento e de atividade metabélica, e células de

diferentes regibes do biofilme, exibindo padrdes singulares de expressdo de genes
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(COSTERTON et al., 1999). Podem apresentar diferentes distribuices espaciais, das
quais microrganismos de diversas espécies podem compor estas microcolénias de forma
isolada (monoespécie) ou de forma mista ou estratificada (multiespécies) (ELIAS &
BANIN, 2012). Quanto maior a densidade microbiana dentro do biofilme pode haver
comunicacdo entre eles, através de sinais célula-célula. Isso pode levar a secrecdo de
moléculas de baixo peso molecular que indicam quando a populagdo atinge um limiar
critico. Este processo, chamado de quorum sensing, é responsavel pelos estimulos iniciais
para formagéo de biofilmes e pela expresséo de fatores de viruléncia (OLIVEIRA et al.,
2010; SCHAUDER & BASSLER, 2001).

Para visualizacdo da estrutura de biofilmes, varias técnicas foram desenvolvidas
ao longo dos anos. A partir da microscopia de biofilmes, pdde-se perceber uma arquitetura
heterogénea, com uma distribuicdo variavel de células e agregados celulares, polimeros
extracelulares e canais de agua (COSTERTON et al, 1995). Dentre as principais
tecnologias para visualizacdo de biofilmes, destaca-se a microscopia eletronica de
varredura (MEV), a microscopia confocal (CLSM - Confocal Laser Scanning
Microscopy), e a microscopia de contraste diferencial (DIC- Differential Interference
Contrast). De acordo com Wimpenny et al. (2000), a microscopia eletrénica de varredura
pode ser uma informacéo Util sobre a superficie estrutural de um biofilme, apresentando
mais um dado para o trabalho, enriquecendo a pesquisa sobre biofilmes. J& a microscopia
confocal de fluorescéncia por varredura a laser (CLSM), é uma das técnicas mais
sofisticadas que permite diferenciar células viaveis e ndo viaveis por meio da aplicacao
de corantes fluorescentes, alem de diferenciar espécies microbianas pelo uso de sondas
fluorescentes. Além disso, a técnica fornece informacg6es detalhadas sobre a morfologia
celular, metabolismo celular, filogenia da célula, quimica do microambiente, bem como
o desenvolvimento da arquitetura fisica e quimica da matriz do biofilme e de polimeros
associados (COSTERTON et al., 1995).

A formacdo de biofilmes microbianos ocorre numa sequéncia de eventos.
Inicialmente, ocorre a adsor¢do de nutrientes organicos e inorganicos dos alimentos a
superficie, formando um filme condicionante. A camada de nutrientes afeta as
propriedades fisico-quimicas da superficie, como a energia livre, a hidrofobicidade e as
cargas eletrostéticas, as quais influenciam e ddo condi¢Ges a colonizacdo microbiana
(FORSYTHE, 2013; OLIVEIRA et al., 2010).

Na etapa seguinte, 0s microrganismos planctdnicos recebem estimulos, como

sinais de quorum sensing e biodisponibilidade de nutrientes, e se aderem a superficie
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condicionada (FORSYTHE, 2013; OLIVEIRA et al., 2010). A adesdo das bactérias é
inicialmente denominada como reversivel, com atuacdo de forcas de interacbes
hidrofébicas, forcas eletrostéticas, forcas de van der Walls, temperatura e forgas
hidrodindmicas, que vdo ocasionar uma fraca ades&o entre as duas superficies, a célula
bacteriana e a superficie de interesse (COSTERTON et al. 1995; FORSYTHE, 2013).
Na adesdo chamada irreversivel, ocorre uma interposi¢do molecular entre a superficie e
flagelos, fimbrias, adesinas e a matriz de EPS. As forcas exercidas nas ligacdes
irreversiveis envolvem interacbes dipolo-dipolo, pontes de hidrogénio, interacdes
hidrofobicas, ligacbes covalentes e idnicas. A matriz ou EPS fortalece a adeséo célula-
célula e célula-superficie e também protege as células contra desidratacao, fortalecento o
contato (FORSYTHE, 2013; HOOD & ZOTTOLA, 1995) .

Os microrganismos, quando na etapa designada irreversivel, se multiplicam e
dividem-se, aumentando as microcol6nias que depois coalescem para formar uma camada
de celulas que cobre a superficie (FORSYTHE, 2013). Durante essa fase, as celulas
produzem polimeros adicionais que aumentam sua fixacéo e estabilizam a col6nia contra
variacOes do ambiente. A adesdo continua e a multiplicacao das células bacterianas, junto
com a formacéo de EPS e 0 aumento populacional, conduzem a maturidade dos biofilmes
(CHENG et al., 2007; FORSYTHE, 2013). A camada de biofilme pode chegar a ter varios
milimetros de espessura em poucos dias. Na etapa final, apos a maturacéo, o biofilme
comeca a desprender-se, possibilitando a descamacdo de particulas. As bactérias
desprendidas podem contaminar alimentos ou iniciar a formagdo de um novo biofilme na
linha de producéo (FORSYTHE, 2013).

Do ponto de vista microbioldgico, caso haja falhas nos programas de qualidade e
seguranca nas industrias alimenticias e higienizacdo deficiente, microrganismos podem
ndo ser completamente removidos das superficies e instalacdes que entram em contato
com os alimentos. A retencdo e acumulo de residuos e microrganismos em tais ambientes
contribuirdo para o desenvolvimento de biofilmes. A adesdo das bactérias aos alimentos
ou as superficies de processamento podem causar problemas de higiene e perdas
econbmicas. Também € conhecida a persisténcia de varios agentes patogénicos
alimentares em superficies de contato com alimentos resultando em sérios problemas de
salde publica ou de ordem econdmica (AZEVEDO & CERCA, 2012; OLIVEIRA et al.,
2010).

Biofilmes microbianos também ocasionam o processo denominado corrosao

microbiologicamente induzida, prejudicando a transferéncia de calor entre superficies e
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reduzindo a vida util dos equipamentos (MANSFELD, 2007). Em sistemas de agua
potavel, por exemplo, os biofilmes podem entupir canaliza¢6es levando a diminuicdo da
velocidade e da capacidade de carga, o que implica em maiores gastos de energia
(AZEVEDO & CERCA, 2012). Como consequéncia, h& despesas acrescidas de
manutencdo pela substituicdo de pecas dos equipamentos precocemente deterioradas,
bem como diminuicdo da qualidade dos produtos (OLIVEIRA et al., 2010).

2.2.1 Biofilmes monoespécie e multiespécies

Varios tipos de microrganismos podem formar biofilmes, seja eles fungos,
bactérias ou protozoarios, sob diferentes condigdes e com comportamentos variaveis
(COSTERTON et al., 1995; OLIVEIRA et al.,, 2010). Entretanto, nas inddstrias de
alimentos, sdo as bactérias que mais frequentemente produzem biofilmes, (OLIVEIRA et
al., 2010).

Na industria de carnes, o perigo de contaminacgdo ja existe no abate dos animais.
Nesta fase, a presenca de matéria fecal dos animais abatidos pode contaminar a carne que
vai ser processada com niveis elevados de bactérias, como Escherichia coli, Salmonella,
Campylobacter e Listeria monocytogenes (AZEVEDO & CERCA, 2012). Existem varios
estudos que comprovam que estas bactérias patogénicas sdo capazes de formar biofilmes
monoespécie em superficies de processamento de alimentos, porém, ha poucos estudos
que avaliem a interacdo interespécie entre elas, o que denota grande importancia para a
pesquisa realizada neste trabalho.

Biofilmes constituidos de uma unica espécie, conhecidos como biofilmes
monoespécie, sdo0 menos habituais na natureza. Este tipo de biofilme pode ocorrer quando
um microrganismo dominante inicia as etapas de adesdo e, a0 poucos, via sinais de
guorum sensing, outros microrganismos vao se aderindo ao biofilme pré-formado
(ELIAS & BANIN, 2012). Além disso, estudos in vitro de biofilmes monoespécie sdo
fundamentais para caracterizar o nivel de organizacdo microbiana, incluindo sinalizac6es
em resposta ao numero e identidade de ceélulas presentes dentro e circundantes
(BURM@LLE et al., 2014). Na area medica, é comum a formacé&o de biofilme bacterianos
em dispositivos médicos, como cateteres, sondas uretrais e préteses. Inicialmente, esses

biofilmes sdo compostos de uma Unica espécie, mas dependendo do dispositivo e por
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exposicdes mais prolongadas, podem levar a formacdo de biofilmes multiespécies
(DONLAN, 2001).

Biofilmes multiespécies, ou mistos, sdo a forma dominante na natureza e também
estdo presentes em hospedeiros humanos e animais. As espécies que constituem biofilmes
multiespécies e as interacdes entre esses microrganismos tém influéncia decisiva no
desenvolvimento e forma da comunidade. Em geral, interagdes interespécies envolvem
comunicacdo, normalmente através de quorum sensing, e cooperagdo metabdlica ou
competicdo (ELIAS & BANIN, 2012; YANG et al., 2011).

Interacbes de cooperacdao em biofilmes multiespécies, podem resultar no
desenvolvimento de varios fenotipos benéficos, da qual os microrganismos beneficiam-
se entre si. Dentre este fendtipos, destacam-se as interacdes de coagregacdo, onde ocorre
um reconhecimento altamente especifico que facilita a aderéncia de bactérias
geneticamente distintas (VORNHAGEN et al., 2013). Substancias estruturais como 0
EPS e proteinas adesinas sdo compartilhados entre os microrganismos de espéecies
distintas mas fisiologicamente compativeis. Outra caracteristica importante em interac6es
de cooperacdo envolvem a coagregacdo de bactérias anaerObicas e aerdbicas. A
cooperacdo metabdlica é outra caracteristica que envolve beneficios entre os
microrganismos, onde uma espécie utiliza um metabdlito produzido por uma espécie
vizinha (ELIAS & BANIN, 2012).

As interacBes benéficas em biofilmes mistos tém implicaces ambientais,
industriais e clinicas importantes (ELIAS & BANIN, 2012). Por exemplo, a
sobrevivéncia e crescimento de organismos patogénicos dentro biofilmes também podem
ser melhorados pelas interac6es metabdlicas interespecificas (AKBAS et al., 2015). Além
disso, as interacdes de coagregacdo entre microrganismos de varias espécies dentro de
um biofilme, podem induzir a evolucéo de espécies, tornando 0s microrganismos mais
resistentes as adversidades e, consequentemente, mais patogénicos (ELIAS & BANIN,
2012; HANSEN et al., 2007; YANG et al., 2011). Estas Gltimas consomem o oxigénio e,
assim, proporcionam condi¢cdes anaerdbicas dentro das camadas mais profundas do
biofilme onde bactérias anaerdbias podem se multiplicar (ELIAS & BANIN, 2012).

Interacbes que envolvem competicdo sdo comuns em biofilmes multiespécies e
envolvem concorréncia, para limitar fontes de nutrientes ou pela produgdo de compostos
antimicrobianos (por exemplo, bacteriocinas) que inibem o crescimento de outras
espécies (GIAOURIS et al.,, 2014). Algumas bactérias competidoras podem invadir

comunidades multiespécies e se aproveitar dos nutrientes deste nicho. Ou, ainda, iniciar
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um biofilme e secretar substancias antimicrobianas que evitem a adesao de certas espécies
(ELIAS & BANIN, 2012).

Ademais, a secrecdo de substancias antimicrobianas podem enfraquecer as
interagBes cooperativas entre as bactérias de um biofilme misto, reduzir a colonizacdo
bacteriana e provocar aumento da disperséo celular (ELIAS & BANIN, 2012). Como
exemplo de compostos antimicrobianos sintetizados em interagdes de competicdo, pode-
se citar os biossurfactantes, enzimas proteases e nucleases, polissacarideos e enzimas de
quorum quenching. Estas ultimas degradam as moléculas de quorum sensing, bloqueiam
a comunicacao celular bacteriana e evitam com que outras bactérias sejam aderidas
(ELIAS & BANIN, 2012; TRENTIN et al., 2013).

A maioria dos sorovares de Salmonella, incluido o sorovar Enteritidis, consegue
crescer em superficies de diversos materiais e condi¢des de crescimento, além de formar
biofilmes (AZEVEDO & CERCA, 2012; GIAOURIS, 2015). A maioria das cepas deste
microrganismo consegue crescer em superficies e formar biofilmes em materiais de
natureza distinta e sob diferentes condigcdes de crescimento. Além disso, sabe-se que S.
Enteritidis produz uma matriz de substancia polimérica extracelular (EPS) basicamente
composta por celulose, e possui finas fimbrias agregativas (Tafi, do inglés Thin
Aggregative Fimbriae) que facilitam a adesdo a superficies abidticas e fornecem
resisténcia as células contra forcas mecanicas (AZEVEDO & CERCA, 2012). O papel de
fimbrias e outros antigenos de superficie na persisténcia ambiental, e como potenciais
alvos para estratégias de intervencdo no controle de Salmonella em processamento de
carnes, sao enfoque de estudos atuais (GIAOURIS et al., 2015).

Biofilmes de L. monocytogenes tém sido encontrados em superficies plasticas,
polipropileno, aco inoxidavel, vidro e borrachas, teflon e madeira (JEONG & FRANK,
1994; VLKOVA, 2008). O grau de aderéncia da L. monocytogenes nas superficies varia
de acordo com o tipo de superficie, pré-tratamento da superficie, presenca de matéria
organica, sorotipo da bactéria e bactérias ambientais concorrentes (THEVENOT, 2006;
AZEVEDO & CERCA, 2012). Além disso, condigdes ambientais como alta
disponibilidade de nutrientes e concentracdo de NaCl até 10%, o pH, e a temperatura
podem também ter um papel na taxa de adesdo bacteriana a uma superficie (JAY, 2005;
TRACHOO, 2003). A presenca de flagelos em L. monocytogenes, também tem sido
indicada como um fator importante no inicio da fixacdo de células em uma superficie,
principalmente pela propriedade adesiva da proteina flagelina (CALY et al. 2009;
COSTERTON, 1995). Ja a perda da motilidade flagelar resultou em menor fixacgéo inicial
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mas provocou um aumento na formagdo do biofilme (DONLAN, 2002; LEMON et al.,
2007; TODHANAKASEM et al., 2008).

Entretanto, tem-se relatado que este microrganismo é bastante dependente de
fatores para formar biofilmes, como a superficie alvo, pré-tratamento da superficie alvo,
pH, temperatura, e presenca de outras espécies. Certas cepas podem nao formar biofilmes
monoespécie, mas podem formar biofilmes quando uma bactéria colonizadora primaria
de outra espécie forma um consorcio de biofilmes numa superficie (AZEVEDO &
CERCA, 2012; GIAQOURIS et al., 2015). Biofilmes microbianos por L. monocytogenes
sdo frequentemente relatados e podem estar contribuindo para a perpetuacdo deste
microrganismo na carne de frango e consequentemente, trazendo problemas a saude
publica.

Campylobacter jejuni tem mostrado formar biofilmes sob condi¢6es similares em
superficies abioticas e ambientes bidticos de hospedeiros animais, envolvendo baixa
disponibilidade de nutrientes e alta concentracdo de oxigénio (SVENSSON et al., 2008).
Apesar de ser considerado um microrganismo de crescimento fastidioso e de relativa
fragilidade, o C. jejuni é comumente encontrado em ambiente aquatico sobrevivendo
dentro de biofilmes multiespéciess (ICA et al., 2012; SVENSSON et al., 2008). Vérios
estudos relatam resultados andlogos quanto a formacéo de biofilmes por C. jejuni sob
atmosfera de microaerofilia e aerobiose, e alguns deles, relatam que condicdes de
aerobiose e baixa disponibilidade de nutrientes levam a formacdo de biofilmes mais
rapidamente (BRONOWSKY et al., 2014; JANG et al., 2007; ICA et al, 2012; REUTER
et al., 2010; SULAEMAN et al. 2012;). Entretanto, C. jejuni pode entrar em um estado
viavel, mas ndo cultivavel (VBNC) em meios de cultura seletivos, pois biofilmes podem
ser formados apds C. jejuni serem submetidos a condi¢cdes ambientais adversas, tais como
falta de nutrientes, choque osmotico, e flutuacdes de temperatura e pH (SUNG & KHUN,
2015; MAGAINA & SCHRAFT, 2015).

C. jejuni compde parte da microbiota mista de biofilmes em ambientes aquaticos
e em muitos tipos de superficies, tais como pisos, paredes, tubos e drenos, e superficies
de equipamentos, incluindo aco inoxidavel e polimeros (SUNG & KHAN, 2015). Por
iss0, certas espécies de Campylobacter podem permanecer no ambiente de processamento
de carnes de frango, contaminarem o produto final e consequentemente, o proprio
consumidor. A formacgdo de biofilmes colabora para justificar o fato deste patdgeno
permanecer viavel em alimentos como a carne de frangos e, portanto, ser considerado o

maior causador de surtos de gastroenterite em humanos no mundo.
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A capacidade das E. coli patogénicas se aderirem e se manterem nas superficies
de processamento, constitui um grande problema de higiene para a industria da carnes
(GIAOURIS, 2015). Cepas de E. coli séo consideradas um dos modelos para o estudo da
adeséo e formacéo de biofilme (BELOIN et al., 2008). Por isso, diversas séo as pesquisas
a respeito de interacBes de E. coli com superficies, tanto in vivo como in vitro, seu
comportamento em comunidades de biofilmes mono e multiespécies, formas de controle
na industria e em infec¢Ges humanas causadas por biofilmes (ALTEKRUSE et al., 2009;
ANDRADE, 2008; BELOIN, 2008; BELLUCO et al., 2016; RODRIGUES, 2009;
TRENTIN et al., 2013).

Estudos genéticos de E. coli desvenderam um repertorio amplo de proteinas
adesinas, genes de resisténcia e fatores de viruléncia, envolvidos na formagéo do estilo
de vida em biofilme, conferindo maior competitividade com relacdo ao potencial
patogénico das demais espécies bacterianas (BELOIN et al., 2008). Diversos grupos de
E. coli causadoras de gastrenterite, como EPEC e STEC, e E. coli comensal, sdo capazes
de formar biofilmes em diversas condi¢cbes ambientais, incluindo superficies de
processamento de alimentos, superficies de dispositivos médicos e suas células
hospedeiras adjacentes (CULLER, 2010; ALIATTI, 2013; RODRIGUES et al., 2009).
Por esses e outros fatores, E. coli pode passar de uma simples colonizadora comensal do
trato intestinal para um patdégeno oportunista extremamente ofensivo, podendo causar
inimeras infeccdes intestinais e extra-intestinais em humanos (REISNER et al., 2006;
TORTORA et al. 2012).

Bactérias patogénicas, como Salmonella enterica, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli e Campylobacter jejuni, juntamente com bactérias deteriorantes da
carne, como Pseudomonas spp., crescem predominantemente em biofilmes em
superficies na maioria dos habitats, como ambientes de processamento de carne, em vez
de crescerem em modo plancténico (GIAOURIS et al, 2014). Sabe-se que estes
microrganismos, em condicdes de biofilmes, sdo mais resistentes a acao de sanitizantes,
antimicrobianos e agentes fisicos e, se associados em biofilmes de espécies mistas,
poderdo ter interacdes de cooperacdo que beneficiam seu crescimento e aumentam sua
capacidade de sobrevivéncia no ambiente (ANDRADE, 2008; COSTERTON et al, 1999;
GIAOURIS et al., 2015).

E necessaria maior compreensdo quanto a interacdo interespécie, e,
principalmente, sobre como inativar as células de multiplas espécies em biofilmes. Estes

fatores, devem ser compreendidos principalmente a respeito de biofilmes formados em
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superficies abioticas, como instalacfes de processamento de alimentos, para evitar a sua
formacdo, e consequentemente, reduzir o potencial de contaminacgao do produto final e a

veiculacdo de doencas transmitidas por alimentos.

2.2.3 Superficies de adeséo

A adesdo de microrganismos a superficies bioticas e abidticas ¢ um fendmeno que
ocorre naturalmente em meios aquosos. As propriedades superficiais do material, como
carga, hidrofobicidade e tensdo, as propriedades superficiais dos microrganismos, como
EPS e apéndices celulares (flagelo, fimbrias, proteinas adesinas), em conjunto com as
propriedades do meio aquoso (nutrientes, pH, forca ibnica, temperatura), s&o
fundamentais para que a etapa de adeséo se consolide (AZEVEDO & CERCA, 2012). As
propriedades fisico-quimicas da superficie podem exercer uma forte influéncia sobre a
adesdo dos microrganismos, os quais aderem mais facilmente as superficies hidrofobicas
(plasticos) do que as hidrofilicas (vidro ou metais) (DONLAN & COSTERTON, 2002).
Além disso, superficies rugosas ou asperas, proporcionam areas para deposito de
nutrientes e colonizacdo, uma vez que protegem as bactérias da remog¢do mecanica
(FORSYTHE, 2013).

Os materiais de superficies, comumente usados no processamento de alimentos,
incluem aco inoxidavel, polietileno, polipropileno, policarbonato, aco-carbono, madeira,
fibra de vidro, poliuretano, PVC, marmore, silicone, granito, teflon e vidro. Estas
superficies permitem o crescimento microbiano, que pode originar processos de adesao
bacteriana e formacdo de biofilmes (ANDRADE, 2008). Além disso, com 0 uso
constante, estes materiais sofrem desgastes e a possibilidade do acumulo de sujidades e
bactérias é aumentada (HOLAH; THORPE, 1990).

O aco inoxidavel € um dos materiais mais utilizados em equipamentos para a
preparacdo de alimentos, tanto em nivel industrial quanto doméstico. Esta liga metalica
composta de carbono, cromo e niquel é resistente a corrosdo causada pela maioria dos
alimentos, detergentes e sanitizantes, além de resistir a altas temperaturas. E um material
liso e impermeavel, mas quando corroido ou danificado, pode acumular residuos de
alimentos e microrganismos. O aco inoxidavel é facilmente higienizado quando

comparado com cobre, aluminio e com a ampla variedade de polimeros, porém, pode
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sofrer corrosdo com produtos a base de halogénios (cloro, flior e iodo) (ANDRADE,
2008; BERNARDES, 2012).

Os polimeros também sdo largamente utilizados na inddstria de alimentos, pois
sdo capazes de prevenir mudancas e deterioracdo no material de embalagem devido a
influéncias externas, como presenca de oxigénio, luz e microrganismos. O polietileno é
um polimero termoplastico produzido a base de petréleo e é componente das placas de
corte de alimentos (ANDRADE, 2008). Em razdo a grande variedade de alimentos que
sdo preparados em residéncias, estabelecimentos comerciais e industrias, um dos
principais cuidados com essas placas é a contaminacdo cruzada, a qual estd muito
relacionada com a capacidade de adesdo das bactérias contaminantes (CARPENTIER,
1997). Além disso, as placas de corte de polietileno apresentam superficies irregulares, o
que facilita a deposi¢do de material organico dificultando a acdo de agentes sanitizantes
(SINDE & CARBALLO, 2000).

Os poliuretanos, também conhecidos como policarbamatos, sé@o polimeros
termoestaveis de elevada durabilidade, resisténcia a &cidos, a oxidacdo, a abrasdo e a
radiacdo gama, mas nao Sdo muito resistentes a alcalinos. Dentre as aplicacdes na
industria alimenticia, destacam-se 0 uso em revestimentos de correias transportadoras,
como isolante térmico na cadeia do frio e como material das esteiras de transporte
industrial (ANDRADE, 2008).

A colonizacdo das superficies de processamento de alimentos pode ocasionar
diversos problemas na industria alimentar, tanto de ordem econémica como de saude
publica. A falta de eficiéncia de procedimentos de higienizacdo e limpeza permite o
desenvolvimento de biofilmes nessas superficies, o que constitui uma potencial fonte de
contaminacdo dos alimentos (AZEVEDO & CERCA, 2012). O processo de remocao de
biofilmes das superficies de processamento de alimentos torna-se dificil depois da etapa
de adeséo irreversivel entre microrganismo e superficie. Ha necessidade de aplicacao de
intensa forca mecanica ou interrupcdo quimica da forca de aderéncia pelo tradicional uso
de detergentes e sanitizantes. No entanto, ha uma elevada probabilidade de que as células
aderidas irreversivelmente permanecam mesmo apdés a higienizacdo (OLIVEIRA et al,
2010). Além disso, a resisténcia microbiana a sanitizantes ja é relatada, sendo necessario
encontrar novas maneiras e compostos para o controle dos biofilmes (AZEVEDO &
CERCA, 2012).
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2.3 Higienizacg&o na Induastria Avicola

Um dos principais problemas da inddstria alimentar consiste na sobrevivéncia de
patdgenos alimentares ou de microrganismos deteriorantes dos alimentos, devido a uma
desinfec¢do insuficiente das superficies ou instrumentos que entram em contato com
alimentos (AZEVEDO & CERCA, 2012). Na inddstria avicola, hd muitos relatos a
respeito de formacdo de biofilmes bacterianos em superficies de processamento da carne
de frango e também na prdpria carne, além de haver muitos estudos quanto ao
desenvolvimento e propagacdo destes biofilmes, bem como formas de prevencdo e
controle eficazes (GIAOURIS et al., 2015; SREY et al., 2013). Portanto, a principal
estratégia para evitar a formacdo e contaminagdo de produtos alimentares € a prevencao
através da limpeza e desinfeccao de forma regular, de modo a ndo permitir que as celulas
se fixem firmemente e entrem em contato com superficies (MIDELET & CARPENTIER,
2004; SIMOES et al., 2006; SIMOES et al., 2010).

Falhas nos procedimentos de higienizacdo podem levar a permanéncia de residuos
de alimentos nos equipamentos e, sob determinadas condi¢Ges, 0s microrganismos se
aderem, interagem com as superficies e iniciam a formacéo de biofilmes. Além disso,
estes procedimentos ndo sdo totalmente eficazes em estruturas de biofilmes, o que podem
induzir a selecdo de fenotipos resistentes (KASNOWSKI et al., 2010; SIMOES et al.,
2010). Outros fatores que implicam na deficiéncia de procedimentos de higienizacao
diante de biofilmes envolvem caracteristicas da superficie alvo, presenca de matéria
organica, design dos equipamentos, selecdo de detergentes e sanitizantes ineficazes ou
preparo de diluicbes e tempo de acdo inapropriados, entre outros.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), para a producdo de
alimentos seguros, ou seja, uma producdo em condicdes higiénico-sanitarias adequadas
mantendo as caracteristicas nutritivas destes alimentos, existem trés estagios: as Boas
Préticas de Higiene (BPH), na producdo e preparacdo de alimentos, a fim de reduzir a
prevaléncia e a concentracdo de perigos microbioldgicos; a aplicacdo de Analise de
perigos e pontos criticos de controle (APPCC), a qual age preventivamente na
identificacdo e controle dos perigos, sejam eles fisicos, quimicos ou microbiol6gicos; e a
Anaélise de risco, focada nas consequéncias da ingestdo dos perigos microbiologicos para
humanos e a ocorréncia do perigo em toda a cadeia alimentar. Embora a inddstria

alimenticia e orgaos regulatorios lutem por sistemas de producdo e processamento que
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garantam a completa seguranca de todo o alimento, a auséncia total de riscos é uma meta
inatingivel (FORSYTHE, 2013).

Na industria de carnes, o Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem
Animal (DIPOA) ¢ responsavel pela inspecéo higiénico-sanitaria de alimentos de origem
animal. Para auxiliar nesta tarefa, o0 DIPOA estabeleceu programas de autocontrole, que
envolvem requisitos basicos para a garantia da inocuidade dos produtos. Estes programas
incluem o Programa de Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional — PPHO, o
tradicional Programa de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle — APPCC e,
num contexto mais amplo, as Boas Préticas de Fabricacdo — BPFs (BRASIL, 2005).

O Programa de Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional (PPHO) deve
contemplar procedimentos de limpeza e sanitizagdo que sdo executados antes do inicio
das operacgdes (pré-operacionais) e durante as mesmas (operacionais) (BRASIL, 2005).
A limpeza tem como objetivo a remocao de residuos organicos e inorganicos aderidos as
superficies, constituidos principalmente por proteinas, carboidratos, gorduras e sais
minerais. Nesta etapa, geralmente, sdo empregados agua quente sob pressédo e detergéncia
(ANDRADE, 2008). Apos a limpeza, o nimero de microrganismos sobreviventes ainda
é elevado, o que faz da sanitizagdo, atraves do uso agentes quimicos biocidas,
procedimento obrigatorio (OLIVEIRA et al., 2010; AZEVEDO & CERCA, 2012).

Os procedimentos de higienizacdo num matadouro-frigorifico avicola, que séo
realizados apds o término do processo produtivo, compreendem as etapas: a) remocao de
residuos sélidos; b) pré-enxague com agua quente (45°C); c) Aplicacdo de detergente; d)
enxague com agua; €) sanitizantes e f) enxague com agua. Esse processo € realizado em
12 horas ou 24 horas, no final do turno de abate, e compreende a higiene pré-operacional.
Durante o dia, em tempos de 4 horas é realizada a higiene operacional, que consiste em
um processo rapido de higienizacdo durante intervalos na producdo, que envolve etapas
de remocdo de residuos solidos e enxague (CONTRERAS et al., 2003). O uso de agua
quente a 45°C nas etapas de enxague propiciam maior aderéncia em superficies levando
a formacdo de biofilmes (WEBBER, 2015). O uso de &gua quente a 85°C para
higienizacdo de utensilios, e 0 uso de detergentes e sanitizantes, como hipoclorito de sddio
e peroxido de hidrogénio, sdo comumente utilizados nos processos de higienizacdo de
salas de corte nos frigorificos do Brasil (CONTRERAS et al., 2003).

Durante os procedimentos de limpeza e desinfeccdo, é importante levar em
consideracdo as caracteristicas e cuidados com o material de superficies comuns em

industrias de alimentos, como o ago inoxidavel e polimeros. Também sdo necessarias
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informacdes sobre a qualidade da agua, a solubilidade, a facilidade de remoc&o pela acéo
de &gua ou detergentes alcalinos ou &cidos e o efeito do tratamento térmico nos diversos
residuos presentes nas superficies (carboidratos, gordura, proteinas e sais minerais).
Ainda, com relacdo aos sanitizantes, é necessario conhecer suas fungbes, suas
concentragdes de uso, seus modos de a¢do, como e onde poderéo ser empregados e forma
correta de preparé-los (ANDRADE, 2008).

Para que os procedimentos de higienizacdo garantam que instalagbes e
equipamentos, bem como, seus produtos carneos processados estejam de acordo com as
condi¢des higiénico-sanitarias exigidas, as legislacGes estabelecem temperaturas
especificas nos ambientes de processamento da carne de frango. O Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento, atraves da Portaria n° 210 de 1998 (BRASIL,
1998), dispbe que estabelecimentos que realizarem cortes e/ou desossa de aves devem
garantir temperatura ambiente neste setor, ndo superior a 12°C, onde a temperatura das
carnes manipuladas ndo podera exceder 7°C. Entretanto, os estabelecimentos que
exportam seus produtos para a Unido Europeia (UE) preferencialmente, devem manter a
temperatura ndo superior a 12°C nas salas de corte, conforme estabelecido pela
regulamentacdo 853/2004/CE da Comissdo Europeia (Unido Europeia, 2004).

A temperatura de refrigeracéo para os produtos avicolas, como carcagas, cortes ou
recortes, miudos e/ou derivados, deve estar entre 0°C a 4°C, com tolerancia de 1°C. Por
iss0, 0 pré-resfriamento dos produtos avicolas deve ser feito em com temperatura da agua
no maximo até 4°C, respeitando, assim, o regulamento técnico da inspecéo tecnoldgica e
higiénico-sanitaria de carne de aves (BRASIL, 1998). A refrigeracdo de produtos carneos
€ uma pratica que visa reduzir a intensidade de crescimento de microrganismos
deteriorantes e patogénicos que podem estar presentes apds o processamento industrial.

Desta forma, as temperaturas utilizadas no presente estudo simulam as
temperaturas preconizadas em matadouro-frigorifico avicola: 3+1°C (temperatura de
resfriamento, maximo a 4°C); 9+1°C (temperatura de refrigeracdo; e temperatura de sala
de cortes, maximo de 12°C); 25+1°C (temperatura ambiente); 36+1°C (padrdo 6timo para
crescimento de mesoéfilos) e 42°C+1°C (temperatura de enriguecimento seletivo pela
termotolerancia de Salmonella e temperatura 6tima para bactérias termoéfilas, como
Campylobacter).

A descrigdo correta do passo-a-passo dos metodos de higienizagdo manual ou
mecénica com enfoque na pré-lavagem, aplicacdo do detergente, enxague e sanitizacao é

fundamental na obtencdo de alimentos seguros e de qualidade (ANDRADE, 2008). Um
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procedimento de limpeza eficaz, além de reduzir o nGmero de microrganismos, pode
romper ou dissolver a matriz de EPS associada com os biofilmes de modo que o0s
sanitizantes podem ter acesso as células viaveis (SIMOES et al., 2006).

2.3.1 Métodos quimicos de desinfeccéo

O procedimento de higienizacdo nos matadouro-frigorificos de aves consiste
fundamentalmente no uso de dgua quente, detergentes e sanitizantes, este Gltimo também
chamado de biocida. Ainda que os detergentes diminuam a carga bacteriana das
superficies, o objetivo principal do seu uso é a remoc¢do de residuos organicos e
inorganicos (ANDRADE, 2008). A sanitizacdo, que € a ultima etapa do procedimento de
higienizacdo, visa a eliminacdo dos microrganismos patogénicos e a reducdo dos
microrganismos alteradores a niveis que atendam as especificagdes previamente
propostas de modo a se obter um produto de boa qualidade higiénico-sanitaria
(ANDRADE, 2008; MORAES et al., 1997; SILVA, 2014).

A escolha do sanitizante quimico apropriado, nas industrias de alimentos, é
essencial para evitar a disseminacdo da contaminacdo microbiana e para o controle de
biofilmes em superficies (SILVA et al., 2014). Quanto a sua aplicacdo, € de extrema
importancia seguir as recomendac6es de uso do fabricante, obedecendo as concentracfes
e frequéncias de aplicacéo indicadas.

Deve-se selecionar sanitizantes que sejam aprovados pelos érgdos competentes,
como os Ministérios da Salde e da Agricultura; apresentem amplo espectro de agéo
antimicrobiana e capazes de destruir rapidamente os microrganismos (ANDRADE,
2008). Alem disso, devem ser eficazes, estaveis, de baixa corrosividade, seguros e faceis
de usar, sem deixar residuos toxicos que poderiam afetar as propriedades saudaveis e 0s
valores sensoriais dos produtos finais (SIMOES et al., 2010). N&o existe um sanitizante
que apresente todas essas caracteristicas desejaveis. Assim, € necessario conhecer as
propriedades, vantagens e desvantagens de cada sanitizante disponivel para que seja
selecionado o mais apropriado a cada aplicacdo especifica (ANDRADE, 2008).

O perdxido de hidrogénio (H202) é uma composto inorganico que apresenta forte
acdo oxidante devido a liberacéo de oxigénio, que possui atividade sobre microrganismos
Gram positivos e Gram negativos (ANDRADE, 2008). E um dos desinfetantes

amplamente utilizados devido a sua alta capacidade de oxidacdo em funcéo da producao
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de radicais livres que afetam a matriz de biofilmes (DE CARVALHO, 2007). O H20; é
conhecido por ser uma solugdo segura que ndo causa reacOes alérgicas, podendo ser
utilizado a uma alta concentracdo, sem afetar negativamente a qualidade do produto
(SREY et al., 2013). Na inddstria de alimentos, o perdxido de hidrogénio é usado como
sanitizante quando se encontra nas concentragdes entre 0,3 % e 6 % e pH 4,0, desde a
temperatura ambiente até 80 °C, durante 5 a 20 minutos de contato. Também s&o
utilizados em formulagdes de sanitizantes a base de acido peracético. As solucbes de
peréxido de hidrogénio apresentam baixa toxicidade e ndo requerem enxague. Como
desvantagens, sdo corrosivos ao cobre, zinco e bronze; se usadas em baixas temperaturas,
requerem longo tempo de contato; exigem precaucdo no manuseio; e a concentracéo do
principio ativo deve ser controlada (ANDRADE, 2008).

O hipoclorito de sodio (NaClO) é um composto quimico inorgéanico do grupo dos
clorados, amplamente utilizado nos processos de desinfeccdo na industria alimenticia
(ANDRADE, 2008). Este composto e efetivo contra grande variedade de
microrganismos, inclusive esporos bacterianos e virus. Estudos recentes demonstram sua
eficacia na inativacdo de biofilmes (SREY et al., 2013; TOTE et al. 2010; OZDEMIR et
al., 2010). E um dos sanitizantes mais baratos encontrados no mercado, eficaz em
diferentes diluicdes, de facil preparo e aplicacdo. Dentre as desvantagens do uso do
hipoclorito de sodio, encontram-se a instabilidade ao armazenamento, inativacdo pela
matéria organica, sao altamente corrosivos, pois danificam juntas de pecas de borrachas.
Podem irritar a pele, mucosa e vias respiratorias dos manipuladores (ANDRADE, 2008;
NASCIMENTO et al.,, 2010). A acdo antimicrobiana dos compostos clorados esta
relacionada a liberacdo do acido hipocloroso em solucdo aquosa. Essa forma nao
dissociada é cerca de 80 vezes mais bactericida do que a forma dissociada (ANDRADE,
2008).

2.3.2 Meétodos fisicos de desinfeccdo

Quanto aos métodos fisicos de desinfeccdo utilizados na industria alimenticia,
destacam-se o calor e a luz ultravioleta (ANDRADE, 2008). O meio fisico tipicamente
utilizado pela indUstria avicola € a sanitizagdo térmica. Esta tem um custo elevado, porém
é empregada onde a sanitizacdo quimica ndo pode ser feita, e normalmente na forma de

vapor ou agua quente sob pressdo. A temperatura da agua ou vapor vai determinar o
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tempo de exposicdo. Quanto mais quente, menor o tempo de sanitizacdo agindo na
degradacéo de proteinas dos microrganismos (NASCIMENTO et al., 2010).

O calor, quando possivel, deve ser o0 agente sanitizante escolhido pois atinge toda
a superficie, incluindo pequenos orificios e ranhuras e ndo é seletivo diante de
microrganismos (NASCIMENTO et al., 2010). Em matadouros-frigorificos avicolas, o
uso da &gua quente ocorre para enxague de pisos, paredes e ralos, além de equipamentos
e utensilios. Conforme Portaria N° 210/1998 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, agua quente a 85°C é utilizada para higienizacdo de recipientes
destinados ao transporte de carcacas, como bandejas, carrinhos e utensilios de
manipulagdo das carcacas. Utensilios, como facas de corte, sdo higienizados em
dispositivos especiais que ndo envolvem pressdo de dgua, chamados de “higienizadores”,
da qual foi simulado neste experimento através do tratamento das superficies com agua a
85°C.

Um bom processo de higienizacéo, que remova todos os residuos de alimentos e
de outros compostos, podem evitar a proliferacdo de bactérias e a formacdo de biofilme
(SIMOES et al. 2010; SREY et al., 2013). Pelos problemas causados pelo biofilme, a
monitoracdo e avaliacdo da efetividade da higienizacdo em superficies de processamento
de alimentos, como o aco inoxidavel, o polietileno e o poliuretano, constituem um ponto
critico no controle de qualidade higiénico-sanitaria. Além disso, biofilmes multiespécies
sdo mais dificeis de serem erradicados quando comparados aos biofilmes monoespécie,
pois as interacdes interespécies promovem maior resisténcia, adquirida, principalmente,
através de trocas de informacéo genéticas.

As consequéncias de um controle ineficiente de higiene podem levar a doencas
transmitidas por alimento, perdas de lotes produzidos e interrupcdo de processos de
producdo (HAYES, 1993). Neste contexto, a avaliacdo de formacdo de biofilmes
multiespécies por S. Enteritidis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e
Campylobacter jejuni e a mimetizacdo de procedimentos de higiene pré-operacional e
operacional nas superficies de contato com alimento, em diferentes temperaturas, é de
extrema relevancia na avaliacdo das condi¢BGes higiénico-sanitarias de matadouro-
frigorifico de aves. Estas informagdes auxiliam a inddstria avicola a ter um maior
conhecimento das reais condi¢cdes dos matadouros-frigorificos no Brasil, levando a um

aprimoramento das condi¢des higiénicas destes estabelecimentos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os testes de avaliagdo da formacdo de biofilmes monoespécie, teste de eficacia com
sanitizantes em células planctonicas e biofilmes multiespécies foram realizados no
Laborat6rio de Bacteriologia e Micologia do Hospital Veterinario e no Laboratério de
Microbiologia e Imunologia Avangada da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria da Universidade de Passo Fundo (FAMV/UPF).

3.1 Biofilmes monoespécie de Salmonella Enteritidis, Campylobacter jejuni,
Escherichia coli e Listeria monocytogenes em microplaca de poliestireno

3.1.1 Amostragem

As bactérias utilizadas neste estudo séo de origem avicola e de surto de doenca
transmitida por alimento. Em experimentos anteriores, as cepas de origem avicola
Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Campylobacter jejuni foram previamente
isoladas de carcacas de frango e superficies de processamento de matadouro-frigorifico
de aves.

A amostra de Salmonella Enteritidis (SE), neste experimento designada como
SE24, havia sido previamente isolada de coprocultura de pacientes envolvidos em surtos
com alimentos de origem avicola, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Eduardo César
Tondo. O sorovar foi confirmado geneticamente por Microarray pelo equipamento
Check&Trace (R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany). Esta cepa foi selecionada devido
a presenca de genes de formacdo de biofilme e grande capacidade de formacdo de
biofilme em poliestireno, aco inoxidavel, poliuretano e polietileno, caracteristicas estas
que foram testadas em experimentos anteriores realizados na Universidade de Passo
Fundo (RODRIGUES, 2009; SILVA, 2014; OLIVEIRA et al., 2015). A cepa padréo
utilizada foi a S. Typhimurium ATCC 14028.

As amostras de Listeria monocytogenes e Escherichia coli foram previamente
isoladas de superficies de matadouro-frigorifico avicola. As L. monocytogenes, neste
experimento identificadas como L4 e L5, e Escherichia coli, designada como C7, foram

isoladas de superficie de esteiras de transporte de poliuretano, apds tratamento com agua
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quente (RODRIGUES et al., 2009). A cepa padréo de L. monocytogenes foi a ATCC 7644
e de E. coli foi a ATCC 25922.

As cepas de Campylobacter jejuni foram previamente isoladas de carcacas de
frango resfriadas, coletadas em matadouro-frigorifico avicola e confirmadas por
metodologia convencional (ISO 10272-1/ 2006) e pela técnica de Multiplex-PCR
(PERDONCINI et al., 2015). Neste experimento, as 7 cepas utilizadas foram designadas
como CJ03, CJ35, CJ42, CJ127, CJ134, CJ135, CJ136. A cepa padrdo de C. jejuni
utilizada foi a ATCC 29428.

As cepas de Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes e Escherichia coli
foram estocadas a -20°C em caldo Brain-Heart Infusion (BHI, HiMedia®) com 20% de
glicerol e as de Campylobacter jejuni, foram estocadas a -80°C em caldo Bolton com
20% de glicerol. Estes microrganismos foram reativados, utilizando meios seletivos e

testes bioquimicos especificos para cada espécie para verificar a pureza.

3.1.2 Preparacéo do inéculo

Inicialmente, as cepas previamente isoladas de S. Enteritidis, E. coli, L.
monocytogenes e Campylobacter jejuni, juntamente com as cepas padrao ATCC, foram
enriquecidas em caldo BHI e semeadas em meios de cultura seletivos: Modified Charcoal
Cefoperazone Deoxycholate Agar — mCCDA, (Oxoid®), para C. jejuni; Eosin Methylene
Blue Agar — EMB (Oxo0id®) para E. coli; Xylose Lysine Desoxycholate Agar — XLD
(Ox0id®) para S. Enteritidis; e Agar Listeria Palcam (Biolog®), para L. monocytogenes.
Colbnias puras de S. Enteritidis, E. coli e L. monocytogenes foram semeadas em Agar
Triptona de Soja (TSA, Difco®) e incubados por 24 horas sob temperatura de 36°C. As
respectivas colénias em agar TSA foram inoculadas em caldo Tryptic Soy Broth without
Dextrose (TSB sem gligose, Fluka®), incubadas, e as turvagdes foram ajustada até a escala
1 de MacFarland.

As cepas de C. jejuni foram semeadas em mCCDA e incubadas em condic6es de
microaerofilia, por 48 horas sob temperatura de incubacdo de 42°C. As coldnias de C.
jejuni foram inoculadas em caldo Bolton (Ox0id®) e caldo TSB sem glicose, e a turvagéo

dos caldos foi ajustada até a escala 1 de MacFarland.
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3.1.3 Ensaio de formacao dos biofilmes monoespécie em microplaca de poliestireno

O método foi baseado nas técnicas descritas por Rodrigues et al. (2009) e
Stepanovic et al. (2000; 2007), adaptadas para a analise de 2 cepas de L. monocytogenes
(L4 e L5), 1 cepa de E. coli (C7), 1 cepa de S. Enteritidis (SE24) e 7 cepas de C. jejuni
(CJ03, CJ35, CJ42, CJ127, CJ134, CJ135, CJ136). As cepas padrdo utilizadas foram L.
monocytogenes ATCC 7644, E. coli ATCC 25922, S. Typhimurium ATCC 14028 e C.
jejuni ATCC 29428. Apos o ajuste das turvacgdes até a escala 1 de MacFarland, 200 pL
de cada suspensdo bacteriana das cepas de E. coli, L. monocytogenes e S. Enteritidis,
juntamente com as cepas ATCC, foram inoculadas individualmente, em triplicata, em
placas de microtitulagio de poliestireno com 96 pogos estéreis e fundo plano (KASVI®).
Como controle negativo, foi utilizado caldo TSB sem glicose, inoculado em triplicata. As
placas de poliestireno foram incubadas a 42+1°C, 36+1°C, 25+1°C, 9+1°C e 3+1°C
durante 24 horas em condigdes atmosféricas ambiente (aerobiose).

Quanto as cepas de C. jejuni, estas foram testadas em dois caldos de pré-
enriquecimento, o caldo Bolton e caldo TSB sem glicose. Os indculos foram ajustados de
acordo comaescala 1 de MacFarland, e os caldos TSB sem glicose e Bolton, sem indculo,
foram igualmente distribuidos nas placas de poliestireno em triplicata. As placas de
poliestireno inoculadas foram incubadas a 42+1°C, 36+1°C, 25+1°C, 9+1°C e 3+1°C por
24 horas em condicBes de microaerofilia (Microaerobac - Probac®; 5 a 15% O, 10%
CO) e condigdes atmosféricas ambiente (aerobiose).

Apos periodo de incubacéo, a suspensdo bacteriana de todos os pogos da placa de
poliestireno foi aspirada, e cada poco foi lavado por trés vezes com 250 pL de solucéo de
cloreto de sddio estéril a 0,9% (Synth®). Depois disso, o biofilme foi fixado com 200 pL
de metanol (Neon®) durante 15 minutos. As placas foram secas a temperatura ambiente,
coradas com 200 pL de solucéo de cristal violeta de Hucker (Vetec®) a 2% durante 5
minutos, lavadas em &gua corrente e secas a temperatura ambiente. Em seguida, a
absorvancia foi lida, utilizando um leitor de placas de ELISA (Rosys Anthos® 2010) a 550

nm.

3.1.4 Interpretacao dos resultados

A densidade éptica (DOa) de cada uma das cepas foi obtida pela média aritmética

da absorbancia dos trés pocos e este valor foi comparado com a absorvancia média dos
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controles negativos (DOcn). A seguinte classificacéo foi utilizada para a determinagéo da
formagdo de biofilme: ndo formacgdo de biofilme (DOa < DOcn), fraca formagao de
biofilme (DOcn < Doa < 2.DOcn), moderada formagdo de biofilme (2.DOcn < DOa <
4.DOcn) e forte formagdo de biofilme (4.DOcn < DOa). O ensaio de biofilme
monoespécie foi realizado em 2 repeticdes. Ao final desta etapa do experimento, foram
gerados 480 ensaios envolvendo as variaveis bactérias (4 espécies), temperaturas de
incubacgédo (5 variacOes), repeticdes (6), condicdes de incubacdo (2) e meios de cultura
testados (2).

3.2 Teste da eficacia dos sanitizantes em células plancténicas

Foi avaliada a resisténcia das cepas em fase planctdnica, ou seja, em suspenséo, de
S. Enteritidis (SE24), L. monocytogenes (L4), E. coli (C7) e C. jejuni (CJ134) frente aos
sanitizantes hipoclorito de sodio (Divosan TC 86, Diversey®) e peroxido de hidrogénio
(Divosan SHP, Diversey®). A avaliagdo da eficacia do sanitizante foi realizada segundo
a Portaria N° 101, através do método de diluicdo com as células planctdnicas em
suspensdo (BRASIL, 1993). Apos a obtencdo de colbnias puras em meios de cultura
seletivos, as cepas foram incubadas individualmente em caldo BHI a 36 + 1°C por 24
horas para iniciar os testes com 0s sanitizantes.

O hipoclorito de sodio foi testado nas concentracdes 0,5%, 1,0% e 2%, sendo
recomendado pelo fabricante a concentracdo a 2% por um periodo de 10 minutos. O
peréxido de hidrogénio foi testado nas concentracdes 0,3%, 0,5% e 1,0%, com
recomendacdo de uso pelo fabricante a concentracdo de 0,3% e o tempo de 10 minutos.
Como matéria organica a ser utilizada como interferente foi preparado um uma suspensao
com de carne de frango estéril com 430 mg/mL de matéria organica.

Para obtencdo do in6culo foram feitas diluicdes decimais de cada cultura bacteriana
teste em agua peptonada 0,1% (HiMedia®), utilizando como in6culo, 0,1 mL da dilui¢do
102. Foram preparados tubos de ensaio contendo 9 mL dos desinfetantes nas
concentracdes a serem testadas. Em cada tubo foi adicionado 1 mL de matéria organica
com concentragdo final de 0,43 mg/mL. In6culos de 0,1 mL da diluicdo 102 de cada
cultura bacteriana foram adicionados, separadamente, aos tubos contendo cada
desinfetante, sendo o tempo cronometrado a partir desse procedimento. Apos 1, 5, 10, 15

e 20 minutos de exposicdo, aliquotas de 10 pL das suspensdes foram retiradas e
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transferidas para tubos contendo caldo BHI com solugdo neutralizantes (Tween 80,
Neon®; lecitina de soja e tiossulfato de sddio, Dindmica®), para neutralizar o efeito dos
desinfetantes. As amostras foram incubadas por 96 h a 36 = 1°C. Foram considerados
positivos os tubos com turvacdo, formacdo de pelicula na superficie ou de precipitado no
fundo. As cepas testadas foram classificadas como resistentes ou sensiveis perante a agdo
do desinfetante.

3.3 Biofilme multiespécie de S. Enteritidis, C. jejuni, E. coli e L. monocytogenes em
aco inoxidavel, poliuretano e polietileno e tratamentos de remocéo

3.3.1 Amostragem

Quanto a formacdo de biofilme multiespécie foram testadas 4 cepas bacterianas,
sendo: uma cepa de S. Enteritidis (SE24), uma cepa de L. monocytogenes (L4), uma de
E. coli (C7) e uma de C. jejuni (CJ134). As cepas foram previamente isoladas e
confirmadas em experimentos anteriores (PERDONCINI, 2015; RODRIGUES, 2009;
OLIVEIRA et al., 2015).

As cepas foram reativadas em caldo BHI, e a pureza foi verificada utilizando
meios de cultura seletivos, conforme descritos na metodologia para testar formacéo de

biofilme monoespécie descrita anteriormente.

3.3.2 Preparacao de corpos de prova

Como corpos de prova, foram utilizados cupons de aco inoxidavel AISI 316
(equipamentos de industria avicola), poliuretano (esteiras de transporte de cortes) e
polietileno (placas de corte) limpos e esterilizados, com area de 1 cm?, confeccionados
nas dimensbes de 1 cm X 1 cm e 0,1 cm de espessura. Os materiais utilizados para a
preparacdo dos cupons foram obtidos de ambiente de processamento de carne de frango.
Os cupons foram higienizados e esterilizados, a partir dos seguintes procedimentos: a)
limpeza manual com auxilio de esponja, agua e detergente neutro liquido; b) enxague

com agua destilada; ¢) imersdo em alcool etilico 70% (v/v) por 1 hora a temperatura
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ambiente; d) enxague com agua destilada; e) esterilizacdo em autoclave a 121°C por 30

minutos.

3.3.3 Formacéo do biofilme

Para a formacédo dos biofilmes multiespécies os corpos de prova foram cultivados
individualmente em microplacas estéreis de poliestireno com 12 pogos (Kasvi®). Foi
adicionado 2,75 mL de caldo triptona de soja sem glicose (TSB sem glicose, Difco®) e
2,5 x 102 UFC.mL™ das culturas individuais de cada espécie bacteriana em cada pogo.
Esta populagdo foi verificada, em todo o experimento, por semeadura em placas contendo
agar padrdo de contagem (PCA, HiMedia®).

Os corpos de prova de ago inoxidavel, poliuretano e polietileno, previamente
esterilizados, foram distribuidos em cada po¢o da microplaca contendo as culturas mistas
de S. Enteritidis, E. coli, L. monocytogenes e C. jejuni. As microplacas, simulando um
microambiente de matadouro-frigorifico avicola, foram incubadas em estufa incubadora
B.O.D. com temperatura controlada a 42+1°C, 36+1°C, 25+1°C, 9+1°C e 3%1°C,
comprovadas através do uso de termdmetros calibrados e certificados, para simular o
ambiente de processamento, temperaturas oOtimas dos microrganismos e de
termotolerancia. As microplacas eram avaliadas nos tempos 0, 4, 12 e 24 horas, simulando
0s periodos para higiene operacional e pré-operacional em matadouro-frigorifico de aves
(ROSSONI & GAYLARDE 2000; KUSUMANINGRUM et al. 2003). Todos 0s ensaios
foram realizados com trés repeticbes. No final do experimento foram realizados 720
ensaios de formacdes de biofilmes envolvendo as variaveis superficies (3 materiais),
temperaturas (5 variagdes), tempos (4 intervalos), tratamentos nos corpos de prova (4
acoes) e repeticdes (3).

Em cada tempo determinado, os corpos de prova foram retirados dos meios de
cultivo com o auxilio de uma pinca estéril e imersos em 5 mL de Agua Peptonada 0,1%
(AP, HiMedia®), por 1 minuto, para a remogcéo de células plancténicas. Em seguida foram
introduzidos em tubos contendo 5 mL de Agua Peptonada 0,1%, e sonicados por 10
minutos em banho de ultrassom (frequéncia ultrassdnica de 40 quilo-Hertz e poténcia de
80 Watts) para desadesdo de células sésseis (ISO 18593:2012; JOSEPH et al., 2001;
LINDSAY & HOLY, 1997; WEBBER, 2015).
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Diluigdes apropriadas foram transferidas para placas de Petri contendo meio de
cultura PCA, para contagem total de microrganismos; Modified Charcoal Cefoperazone
Deoxycholate Agar — mCCDA, (Oxoid®) suplementado para contagem de C. jejuni; Eosin
Methylene Blue Agar — EMB (Ox0id®) para contagem de E. coli; Xylose Lysine
Desoxycholate Agar — XLD (Oxoid®) para contagem de S. Enteritidis; e Agar Listeria
Palcam (Biolog®) suplementado, para contagem de L. monocytogenes. O método de
plaqueamento utilizado foi a contagem em gota ou Drop-plate, inoculando cinco gotas de
10uL de cada diluigdo, pelo método Drop Plate, com leitura apds 24 horas de incubagdo
a 36°C (MILES & MISRA, 1938), com excecdo das placas de mCCDA, incubadas sob
condi¢cdes de microaerofilia (Microaerobac - Probac®; 5 a 15% O,, 10% CO;), sob
temperatura de 42°C durante 56 horas de incubagdo, em virtude das exigéncias de cultivo
de C. jejuni. Para determinar o resultado final do crescimento bacteriano em biofilme

multiespécies nas diferentes condi¢cGes ambientais testadas, foi aplicada a formula:

orc.om* = (gz)-m.(3)
.cm = va) "\a

Sendo:

Vp: volume do diluente utilizado na rinsagem (5 mL);

Va: volume da aliquota utilizada na inoculagdo (0,05 mL ou 0,1 mL);
M: média da contagem obtida nas placas em UFC;

D: diluicdo utilizada na contagem;

A: area do corpo de prova (cm?).

Os valores foram expressos em logio.UFC.cm? (CARELI, 2005; GIBSON, 1999, 1SO
18593:2012).

3.3.4 Avaliacéo dos procedimentos de desinfeccdo

A eficacia dos tratamentos de higienizacdo foi testada sobre os biofilmes
multiespécies formados nas trés superficies. Os corpos de prova, previamente incubados
e apos a remocdo das células plancténicas com enxague em 5 mL de agua peptonada a
0,1% estéril por 5 minutos, foram colocados em recipientes com 5 mL de &gua estéril

aquecida a 85°C por 3 minutos, e nas solugdes de hipoclorito de sodio a 2% (Divosan TC
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86, Diversey®) e perdxido de hidrogénio a 0,3% (Divosan SHP, Diversey®), por um tempo
de 10 minutos, conforme recomendacdes do fabricante.

Em seguida, os cupons tratados foram imersos em 5 mL de 4gua peptonada a 0,1%
com agentes neutralizantes (Tween 80, Neon®; lecitina de soja e tiossulfato de sodio,
Dinamica®) durante 1 minuto, introduzidos em tubos contendo 5 mL de Agua peptonada
0,1% e sonicados por 10 minutos em banho de ultrassom para desadesdo de células sésseis
(1SO 18593:2012; JOSEPH et al., 2001; LINDSAY & HOLY, 1997 WEBBER, 2015).
Para quantificacdo das células que ndo foram removidas pelos tratamentos de
higienizacao, foi utilizado o método de contagem em gota ou Drop-plate em agar padréo
para contagem (PCA) e nos meios de cultura seletivos, conforme especificados na etapa
anterior. O resultado final da contagem das células restantes também ocorreu utilizando

a formula matematica anteriormente representada.

3.3.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos no ensaio de biofilmes monoespécie foram analisados a
partir do desvio padréo das medias das densidades Opticas. Quanto aos resultados obtidos
no ensaio de biofilmes multiespécies e nos procedimentos de higienizacdo, o método
utilizado foi a andlise de variancia. A comparacdo das médias foi realizada com o teste
Tukey a 5% de probabilidade. A analise estatistica foi feita utilizando o software
ASSISTAT versdo 7.7 beta (WEBBER, 2015).
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4 RESULTADOS

4.1 Biofilmes monoespécie de Salmonella Enteritidis, Campylobacter jejuni,
Escherichia coli e Listeria monocytogenes em microplaca de poliestireno

O ensaio de formacéo de biofilmes monoespécie serviu como uma triagem para
selecionar as cepas com potencial de formacdo de biofilme em superficie abi6tica. As
cepas de S. Enteritidis, E. coli, L. moncytogenes e C. jejuni foram capazes de formar
biofilmes monoespécie na superficie das placas de poliestireno, sob diferentes

temperaturas em 24 horas de incubagéo (Figura 1 a 6).
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Figura 1. Formacédo de biofilme monoespécie por S. Enteritidis (SE24), E. coli (C7), L. monocytogenes

(L4) em placa de poliestireno em diferentes temperaturas.
Legendas: (A) formacéo a 3°C; (B) formacédo a 9°C; (C) formacéo a 25°C; (D) formagéo a 36°C; (E) formacédo a 42°C. CN = controle
negatico. Leitura da densidade 6ptica (DO) a 550 nm. As barras de erros correspondem ao desvio padrdo das médias das DOs.

Quanto aos biofilmes formados por S. Enteritidis, esta foi considerada a mais
formadora de biofilme em todas as temperaturas testadas, destacando que nas

temperaturas de refrigeracdo de 3 e 9°C, esta bactéria apresentou aderéncia moderada. L.
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monocytogenes também foi capaz de formar biofilmes em todas as temperaturas testadas,
com mais énfase para a cepa L4, que teve maior aderéncia em temperatura ambiente. A
amostra de E. coli ndo formou biofilme em temperatura de refrigeracdo, porém, foi
fracamente formadora de biofilme em poliestireno nas temperaturas de 25, 36 e 42°C.
As 7 amostras de C. jejuni também foram fracamente formadoras de biofilmes nas
temperaturas, caldos e ambientes com e sem microaerofilia testados, e algumas, néo
foram capazes de aderir em determinadas condigdes (Figuras 2 a 6). Nao houve destaque
entre as condicdes testadas, porém, nota-se que as cepas formaram mais biofilme em
caldo TSB e sem condi¢fes de microaerofilia. Dessa forma, seriam capazes de suportar

as condicdes ambientes do ensaio de formacdo de biofilme multiespécies.
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Figura 2. Formacdo de biofilme monoespécie por amostras de C. jejuni em placa de poliestireno na
temperatura de 3°C.
Legendas: (A) caldo Bolton em aerobiose; (B) caldo TSB em aerobiose; (C) caldo Bolton em microaerofilia; (D) caldo TSB em

microaerofilia. CN= controle negativo. Leitura da densidade 6ptica (DO) a 550 nm. As barras de erros correspondem ao desvio
padrdo das médias da DO.
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Figura 3. Formacédo de biofilme monoespécie por amostras de C. jejuni em placa de poliestireno na
temperatura de 9°C.

Legendas: (A) caldo Bolton em aerobiose; (B) caldo TSB em aerobiose; (C) caldo Bolton em microaerofilia; (D) caldo TSB em
microaerofilia. CN= controle negativo. Leitura da densidade 6ptica (DO) a 550 nm. As barras de erro correspondem ao desvio
padrao das médias da DO.
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Figura 4. Formacdo de biofilme monoespécie por amostras de C. jejuni em placa de poliestireno na
temperatura de 25°C.
Legendas: (A) caldo Bolton em aerobiose; (B) caldo TSB em aerobiose; (C) caldo Bolton em microaerofilia; (D) caldo TSB em

microaerofilia. CN= controle negativo. Leitura da densidade éptica (DO) a 550 nm. As barras de erro correspondem ao desvio
padrdo das médias da DO.
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Figura 5. Formacéo de biofilme monoespécie por amostras de C. jejuni em placa de poliestireno na
temperatura de 36°C.
Legendas: (A) caldo Bolton em aerobiose; (B) caldo TSB em aerobiose; (C) caldo Bolton em microaerofilia; (D) caldo TSB em
microaerofilia. CN= controle negativo. Leitura da densidade déptica (DO) a 550 nm. As barras de erro correspondem ao desvio
padrdo das médias da DO.
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Figura 6. Formacdo de biofilme monoespécie por amostras de C. jejuni em placa de poliestireno na
temperatura de 42°C.
Legendas: (A) caldo Bolton em aerobiose; (B) caldo TSB em aerobiose; (C) caldo Bolton em microaerofilia; (D) caldo TSB em
microaerofilia. CN= controle negativo. Leitura da densidade 6ptica (DO) a 550 nm. As barras de erro correspondem ao desvio
padrdo das médias da DO.
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4.2 Teste da eficacia dos sanitizantes em células plancténicas

O teste de eficacia dos sanitizantes hipoclorito de sddio e peréxido de hidrogénio
foi realizado para avaliar a resisténcia das cepas testadas individualmente e em fase
planctdnica. Foram utilizadas concentracGes e tempo recomendados pelo fabricante, além
de concentragdes superiores e inferiores em relacdo as concentragdes recomendadas.

De acordo com o fabricante, recomenda-se o uso de hipoclorito a 2% e o peroxido
de hidrogénio a 0,3% ambos por 10 minutos e recomendados para superficies
contaminadas de industrias alimenticias. Observando a Tabela 1, as cepas de S. Enteritidis
e E. coli foram resistentes a todas as concentracdes de peroxido de hidrogénio testadas;
ja quanto ao hipoclorito de sddio, ambas cepas foram sensiveis na concentragao e tempo
recomendado pelo fabricante. JA& em relagdo a cepa de L. monocytogenes, estd foi
resistente aos 2 sanitizantes utilizados, mesmo em concentracdes acima do recomendado.
A cepa de C. jejuni demonstrou-se sensivel aos sanitizantes e concentragdes

recomendados (Tabela 1).

Tabela 1. Resisténcia das cepas de E. coli, S. Enteritidis, L. monocytogenes e C. jejuni
frente aos sanitizantes em diferentes tempos e concentracdes.

Tempo de Exposigdo

Sanitizantes  Concentracgao Microrganismos r s 10 15 20°
0,3% R R R R R
0,5% Salmonella Enteritidis R R R R R
1% (SE24) R R R R R
0,3% R R R R R
0,5% Escherichia coli R R R R R
Perdxido de 1% (C7) R R R R S
Hidrogénio 0,3% R R R R R
0,5% Listeria monocytogenes R R R R R
1% (L4) R R R S S
0,3% S S S S S
0,5% Campylobacter jejuni S S S S S
1% (CJ134) S S S S S
0,5% R R S S S
1% Salmonella Enteritidis S S S S S
Hipoclorito 2% (SE24) S S S S S
de sodio 0,5% S S S S S
1% Escherichia coli S S S S S
2% (C7) S S S S S
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Continuacdo da Tabela 1. Resisténcia das cepas de E. coli, S. Enteritidis, L.
monocytogenes e C. jejuni frente aos sanitizantes em diferentes tempos e concentragoes.

0,5% R R R R R
1% Listeria monocytogenes R R R R R
2% (L4) R R R R R

0,5% R R S S S
1% Campylobacter jejuni R R R S S
2% (CJ134) S S S S S

4.3 Biofilme multiespécies pela interacédo de Salmonella Enteritidis, Campylobacter
jejuni, Escherichia coli e Listeria monocytogenes, em superficies de aco
inoxidavel, poliuretano e polietileno, e tratamentos de remocao

4.3.1 Quantificacdo das amostras

A formacdo total de biofilmes multiespécies em todas as condi¢cbes ambientais
testadas, incluindo superficies, temperaturas e tempos de incubacdo foi de 3,854
logi0.UFC.cm™. Em relacdo a formagdo total de biofilme multiespécies em todas as
condicdes ambientais testadas com S. Enteritidis (SE24) L. monocytogenes (L4), E. coli
(C7), C. jejuni (CJ134), houve diferenca estatistica (P<0,05) entre todas (Tabela 1). Nao

foi possivel quantificar a amostra CJ134 (Tabela 2).

Tabela 2. Média das repeticoes da formacdo de biofilmes por S. Enteritidis (SE24) L.
monocytogenes (L4), E. coli (C7), C. jejuni (CJ134) em todas as superficies e condi¢des
ambientais testadas.

. Meédia de
Cepa Origem Formagcéo*
L4 Superficie de industria avicola 1,413 a
C7 Superficie de industria avicola 2,826 b
SE24 DTA 3,505¢
CJ134 Carcaca de frango apos resfriamento 0,000d

Legenda: As médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05). * Resultados em logio.UFC.cm™.
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4.3.2 Efeito das temperaturas na formacéo do biofilme

Em relacdo a formac&o total de biofilme multiespécie em todas as temperaturas,
0s dados podem ser verificados na Tabela 3. Quanto aos resultados da formacgéo de
biofilmes pelas 4 cepas testadas frente as diferentes temperaturas utilizadas para
incubacdo, houve diferencas estatisticas entre a maioria das cepas e as temperaturas
(Tabela 4 e Figuras 7 a 10). S. Enteritidis e E. coli aderiram estatisticamente iguais em
todas as superficies, nas temperaturas de refrigeracdo de 3°C e 9°C. S. Enteritidis (SE24)
e E. coli (C7) tiveram comportamentos estatisticamente iguais a 25°C (P=0,274) e 42°C
(P=0,792). S. Enteritidis (SE24) e L. monocytogenes (L4) foram estatisticamente
diferentes em todas as temperaturas testadas (P<0,05), sendo que L. monocytogenes (L4)
foi menos formadora de biofilme; e L. monocytogenes (L4) e E. coli (C7) foram
estatisticamente semelhantes apenas a 9°C (P=0,826) e 36°C (P=0,080). Néo foi possivel
quantificar a cepa de C. jejuni. Em geral, S. Enteritidis demonstrou-se estatisticamente
mais formadora de biofilme na maioria das temperaturas testadas, quando comparada as

demais bactérias.

Tabela 3. Média das repetices da formacdo de biofilmes pelas cepas de S. Enteritidis
(SE24), L. monocytogenes (L4), E. coli (C7), C. jejuni (CJ134) sob diferentes
temperaturas de incubacdo em todas as superficies testadas.

TEMPERATURAS*
3°C 9°C 25°C 36°C 42°C
TOTAL 1,543 A 1,423 A 4,758 B 5,873 B 5,671B

Legenda: As médias seguidas das mesmas letras maiusculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05). * Resultados em log:0.UFC.cm™.

Tabela 4. Média de formacdo de biofilmes pelas cepas de S. Enteritidis (SE24) L.
monocytogenes (L4), E. coli (C7), C. jejuni (CJ134) sob diferentes temperaturas de
incubacdo obtidas pelas médias das repeticdes, em todas as superficies testadas.

TEMPERATURAS*

Cepas 3°C 9°C 25°C 36°C 42°C
L4 0,000 Aa 0,274 Aa 1,881 Ba 3,193 Ca 1,717 Ba
C7 0,529 Ab 0,479 Aa 3,568 Bb 4,266 BCa 5,291 Cb

SE24 1,194 Ac 1,182 Ab 4,520 Bb 5,749 Cb 4,882 BCh

CJ134 0,000 Aa 0,000 Aa 0,000 Ac 0,000 Ac 0,000 Ac

Legenda: As médias seguidas das mesmas letras mailsculas nas linhas, e das mesmas letras
minusculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). * Resultados em
logi0.UFC.cm™®,
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Figura 7. Formacéo de biofilme de S. Enteritidis (SE24) em superficies de polietileno, poliuretano e aco inoxidavel
sob diferentes temperaturas, tempos e procedimentos de higienizago no decorrer de 24 horas.
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Figura 8. Formac&o de biofilme de E. coli (C7) em superficies de polietileno, poliuretano e ago inoxidavel
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Figura 9. Formacdo de biofilme de L. monocytogenes (L4) em superficies de polietileno, poliuretano e aco
inoxidavel sob diferentes temperaturas, tempos e procedimentos de higienizagdo no decorrer de 24 horas.
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Figura 10. Formacdo total de biofilme de S. Enteritidis (SE24), E. coli (C7), L. monocytogenes (L4) em
superficies de polietileno, poliuretano e aco inoxidavel sob diferentes temperaturas, tempos e
procedimentos de higienizagdo no decorrer de 24 horas.
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4.3.3 Adesdo microbiana as diferentes superficies

Houve formacdo de biofilme multiespécies no ago inoxidavel, poliuretano e
polietileno. As cepas de E. coli e S. Enteritidis formaram mais biofilme em polietileno,
sem diferenca estatistica entre elas (P= 0,968), seguidas de poliuretano e, por Gltimo, aco
inoxidavel. A cepa de L. monocytogenes foi menos formadora de biofilme nas superficies
testadas, em comparacdo com E. coli e S. Enteritidis, De acordo com as diferengas
estatisticas, quando as cepas foram comparadas entre si e em cada superficie, o polietileno
foi a superficie que mais proporcionou adesdo dos microrganismos, e 0 ago inoxidavel
foi a superficie em que as cepas testadas aderiram em menor propor¢do. As medias totais
de formacao de biofilme multiespécies das 4 cepas nas 3 superficies testadas, podem ser
visualizadas na Tabela 5 e 6.

Tabela 5. Média total de formacdo de biofilmes por S. Enteritidis (SE24) L.
monocytogenes (L4), E. coli (C7), C. jejuni (CJ134) em polietileno, poliuretano e ago
inoxidavel. Médias das repeticGes, sob todas as condi¢cdes ambientais testadas.

SUPERFICIES*
Polietileno Poliuretano Aco Inoxidavel

TOTAL 4,673 A 3,757 AB 3,171 B

Legenda: As médias seguidas das mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05). * Resultados em log:o.UFC.cm™.

Tabela 6. Média de formacdo de biofilmes de cada cepa de S. Enteritidis (SE24) L.
monocytogenes (L4), E. coli (C7), C. jejuni (CJ134) em polietileno, poliuretano e aco
inoxidavel. Médias das repetic6es, sob todas as condi¢cdes ambientais testadas.

SUPERFICIES*

Cepas Polietileno Poliuretano Aco Inoxidével
L4 2,134 Aa 1,502 Aba 0,602 Ba
C7 4,220 Ab 2,527 Bb 1,733 Bb

SE24 3,980 Ab 3,476 Ac 3,060 Ac

CJ134 0,000 Ac 0,000 Ad 0,000 Aa

Legenda: As médias seguidas das mesmas letras maitsculas nas linhas, e das mesmas letras minusculas nas
colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). * Resultados em logio.UFC.cm™.
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4.3.4 Tratamentos de higienizacao

Diante dos tratamentos testados para remoc¢ado do biofilme multiespécies formado
por S. Enteritidis (SE24) L. monocytogenes (L4), E. coli (C7), C. jejuni (CJ134), o
hipoclorito de sodio e a &gua a 85°C apresentaram ac¢do semelhante (P=0,982) na remocéo
(Tabela 7). O perdxido de hidrogénio removeu biofilmes com menor eficacia quando
comparada ao hipoclorito de sédio e a agua quente a 85°C. Com o uso do hipoclorito de
sddio e agua quente a 85°C foi obtida uma redugdo média de 3,459 logio.UFC.cm? e
3,547 logi0.UFC.cm™, respectivamente. O peroxido de hidrogénio reduziu apenas 1,987
logi0.UFC.cm™. Os tratamentos de remogdo podem ser melhor interpretados quando se
analisa o comportamento individual das cepas (Tabela 8 e Figura 11). A remogéo de L.
monocytogenes e E. coli foram semelhantes em todas superficies, com maior eficacia com
0 tratamento de agua quente a 85°C (P=0,812) e sanitizantes hipoclorito de sodio
(P=0,613), respectivamente. S. Enteritidis foi removida com menor eficacia pelo
hipoclorito de sodio e agua quente a 85°C, quando comparada com as demais bactérias,
porém a acdo destes tratamentos tambem foram semelhantes (P=0,994). A acdo dos
tratamentos de higienizacdo em cada superficie no biofilme multiespécies formado pelas
4 cepas testadas (cepas individualmente e somatorio total das cepas) pode ser visualizada

nas figuras 11 e 12.

Tabela 7. Média total dos tratamentos de remocdo do biofilme multiespécies formado por S.
Enteritidis (SE24) L. monocytogenes (L4), E. coli (C7), C. jejuni (CJ134) nas superficies de aco
inoxidavel, polietileno e poliuretano. Médias das repeticdes, sob todas as condi¢cdes ambientais
testadas.

TRATAMENTOS*
PEROXIDO DE AGUA
CONTROLE HIDROGENIO  ESTERIL
HIPOCLORITO AQUECIDA
85°C
TOTAL 3,854 A 0,395 B 1,987 C 0,307 B

Legenda: As médias seguidas das mesmas letras maidsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05). * Resultados em logio.UFC.cm™.
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Tabela 8. Média dos tratamentos de remoc¢éo do biofilme multiespécies formado por S.
Enteritidis (SE24) L. monocytogenes (L4), E. coli (C7), C. jejuni (CJ134). Médias das
repeticdes, sob todas as condi¢des ambientais testadas.

TRATAMENTOS*
PEROXIDO DE

CONTROLE HIPOCLORITO HIDROGENIO AGUA

DE SODIO AQUECIDA
A 85°C
L4 1,413 Aa 0,000 Ba 0,650 Ca 0,000 Ba
C7 2,286 Ab 0,080 Ba 1,401 Cb 0,057 Ba
SE24 3,505 Ac 0,362 Bb 1,800 Ch 0,303 Bb
CJ134 0,000 Ad 0,000 Aa 0,000 Ac 0,000 Aa

Legenda: As médias seguidas das mesmas letras maiusculas nas linhas, e das mesmas letras minudsculas nas
colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). * Resultados em logio.UFC.cm™.
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Figura 11. Média de Sobrevivéncia dos biofilmes multiespécies formado por S. Enteritidis (SE24) L.
monocytogenes (L4), E. coli (C7), C. jejuni (CJ134) em polietileno, poliuretano e aco inoxidavel apos
diferentes procedimentos de higienizagao.
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Figura 12. Sobrevivéncia individual dos biofilmes multiespécies formado por S. Enteritidis (SE24) L.
monocytogenes (L4), E. coli (C7), C. jejuni (CJ134) em polietileno, poliuretano e aco inoxidavel utilizando
diferentes procedimentos de higienizacéo.
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5 DISCUSSAO

Os biofilmes séo provavelmente a forma mais prevalente de vida microbiana em
ambientes naturais e processamento. A maioria do conhecimento que se tem sobre
biofilmes bacterianos, foi adquirida a partir de estudos de biofilmes compostos de uma
Unica espécie, mas estes sdo raramente encontrados no ambiente natural e industrial
(MANUZON & WANG, 2007).

De acordo com Elias e Banin (2012), as bactérias sdo encontradas na natureza e
em diversos ambientes na forma de biofilmes multiespécie ou mistos. Estes biofilmes
mistos sdo a forma dominante na natureza e também estdo presentes em diversos
ambientes abioticos e em hospedeiros humanos e animais. As espécies que constituem
biofilmes multiespécies podem incluir bactérias, fungos, protozoarios e as interagcdes
entre esses microrganismos tem influéncia decisiva no desenvolvimento e forma da
comunidade (ELIAS & BANIN, 2012). Todavia, existem poucos estudos que relatam a
composicao de biofilmes multiespécies na industria, além de serem escassos relatos sobre
a interacdo de microrganismos em comunidades mistas, sejam eles espécies ambientais
ou patogénicas.

As cepas utilizadas no presente experimento, tiveram a capacidade de formar
biofilmes monoespécie em placas de poliestireno, nas diferentes condicdes ambientais
testadas. Este ensaio de formacdo de biofilme monoespécie serviu como triagem das
cepas para o teste de formacéo de biofilme multiespécie, avaliando se estas cepas tinham
capacidade de adesdo no poliestireno.

A avaliacdo de biofilmes em placas de poliestireno pela coloracdo de cristal
violeta é baseada em Stepanovic et. al (2000; 2004), modificada por Rodrigues et al.
(2009), e classifica as amostras em ndo aderente, fracamente, moderadamente e
fortemente aderente. Esta técnica é de facil reprodutibilidade e muito utilizada para
verificar a capacidade de microrganismos aderirem em superficies plasticas. Contudo, a
técnica ndo permite perceber a viabilidade da célula nem sua morfologia, mas reflete a
quantidade de biomassa que aderiu na superficie testada (DONLAN & COSTERTON,
2002).

Desse modo, foram selecionadas as amostras SE24 (S. Enteritidis), de surto de
DTA; a C7 (E. coli) e a L4 (L. monocytogenes), de superficie de poliuretano apés a
higienizacdo com &gua quente, em matadouro-frigorifico avicola; e a CJ134 (C. jejuni),

isolada de carcagas resfriadas apds imersdo em chiller, em matadouro-frigorifico avicola.
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Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Listeria monocytognes foram capazes de
interagir formando biofilmes mistos em superficies de industria avicola, onde
manifestaram diferentes comportamentos diante das condigdes ambientais avaliadas. N&o
foi possivel quantificar C. jejuni no ensaio de formacéo de biofilme multiespécie.

A observacdo da estrutura microscopica de biofilmes é importante, pois dessa
forma, pode-se compreender melhor a interacdo entre 0os microrganismos, superficie
testada e método de higienizacdo empregado. Além disso, estudos revisados por Bridiera
et al. (2011), corroboram que a resisténcia do biofilme a um agente sanitizante é
intimamente relacionada com a sua estrutura tridimensional, com a bioestrutura
heterogénea e multifatorial, consequéncia de uma acumulacéo de diferentes mecanismos.
Durante o experimento, parte dos cupons testados, impregnados de biofilme multiespécie,
antes e apos a higienizacao, foram armazenados em condi¢des especificas para posterior
analise microscopica, pela técnica de microscopia confocal de fluorescéncia por
varredura a laser (CLSM).

A amostra de S. Enteritidis (SE24) foi a mais formadora de biofilme monoespécie
em poliestireno, destacando-se como fortemente formadora de biofilme a 25°C e 36°C e
moderadamente a 3°C, 9°C e 42°C. A analise da mesma amostra foi feita por Silva et al.
(2014), onde a cepa SE24, em fase planctonica, revelou-se resistente ao sanitizante
biguanida. Além disso, Silva (2014) avaliou os genes de viruléncia presentes em varias
amostras de S. Enteritidis, onde a SE24 possuia 0s genes spiA e agfA em seu perfil
genético, que estdo envolvido na formacéo de biofilmes e também na viruléncia da S.
Enteritidis (DONG et al., 2011). Oliveira et al. (2015) obteve a mesma amostra SE24,
classificada como mais formadora de biofilme nas mesmas condi¢cdes ambientais testadas
neste experimento. A cepa SE24 foi a cepa mais aderente nos testes de formacdo de
biofilme monoespécie e multiespécie do presente estudo, com maior média de adesdo em
todas as condigdes ambientais testadas (3,505 logio.UFC.cm™) além de ser a cepa que
mais resistiu aos tratamentos de higienizacdo empregados.

Apesar de ambas amostras de L. monocytogenes testadas terem sido classificadas
como fracamente formadoras de biofilmes, a amostra L4 possuiu maior fixacdo de
biomassa, verificada pelos valores de densidade Optica no ensaio de biofilme
monoespécie, quando comparada com a amostra L5, em todas as temperaturas testadas.
E. coli (C7) também foi fracamente formadora de biofilme na maioria das temperaturas

testadas. Entretanto, esta classificacdo ndo significa que as cepas ndo teriam um bom
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desempenho de adeséo nas superficies de poliuretano, polietileno e ago inoxidavel, em
condicdo multiespécie.

Por exemplo, Stepanovic et al. (2004) relataram que a Salmonella spp. e L.
monocytogenes podem produzir biofilmes fortemente aderentes em superficies de
plastico. Bonsaglia et al. (2014) obteve amostras de L. monocytogenes formadoras de
biofilme em poliestireno, aco inoxidavel e vidro a 4°C, 20°C e 35°C. Rodrigues et al.
(2013) obteve as mesmas amostras de E.coli e L. monocytogenes inoculadas em caldo
TSB com diferentes concentracdes de glicose (de 0,5% até 4%) classificadas desde ndo
aderentes até fortemente aderentes na temperatura de 36°C e em placa de poliestireno.
Além disso, L4 e C7 foram isoladas por Rodrigues (2009) de um matadouro-frigorifico
avicola, a partir de superficies de poliuretano apds higienizacdo com agua quente, e
provavelmente, estas cepas estavam aderidas a superficie sob a forma de biofilme
multiespécie.

Em relacdo a amostra de Campylobacter jejuni, ndo foi possivel quantificar este
microrganismo no ensaio de formacdo de biofilme multiespécie. Porém, no ensaio de
formacdo de biofilme monoespécie em poliestireno, as cepas de C. jejuni aderiram
fracamente nas condi¢cdes ambientais testadas. Pesquisadores alegam que métodos de
quantificacdo de biofilmes atraves de cultivo padrdo podem ndo ser eficientes em
microrganismos de crescimento fastidioso. Ha também estudos demonstrando que certas
amostras ambientais isoladas de biofilmes podem néo ser cultivadas em meios de cultivo
tradicionais (MANUZON & WANG, 2007).

Ademais, C. jejuni € um microrganismo que, diante de condigdes extremas como,
altas concentracdes de oxigénio, caréncia de nutrientes e flutuacdes da temperatura e pH,
passa para um estado “viavel mas ndo-cultivavel” (VBNC). Neste estado 0s
microrganismos apresentam morfologia cocoide, e ndo é possivel cultivar a bactéria em
meios de cultivo tradicionais, porém, continuam apresentando atividade metabdlica
(SUNG & KHAN, 2015; MAGAJNA & SCHRAFT, 2015).

Nos estabelecimentos de processamento de alimentos, C. jejuni pode entrar em
estado vidvel, mas ndo cultivavel (VBNC), quando esta na forma de biofilme (SUNG &
KHAN, 2015). Magajna & Schraft (2015), observaram que as amostras de C. jejuni
isoladas de infeccdo humana e de aves saudaveis, atingiram um estado VBNC mais
rapidamente na forma de biofilme, em baixa disponibilidade de nutrientes e a 4°C, quando
comparadas as mesmas condi¢des nas células plancténicas. As pesquisadoras sugerem

que, uma melhor compreensdo do estado VBNC juntamente com o desenvolvimento e
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uso de métodos de deteccdo ndo-cultivaveis, baseados em microscopia, poderiam levar a
melhoria da seguranca alimentar e reducédo da incidéncia desta doenca.

Jang et al. (2007) induziram uma cepa de Campylobacter jejuni a forma cocoide
e estado VBNC em condi¢des aerdbicas nas temperaturas de 4°C, 25°C e 37°C, e esta
forma era inoculada em pele de frango. Através de citrometria de fluxo e microscopia
confocal de fluorescéncia por varredura a laser (CLSM), foi verificado que a forma
cocoide e em estado VBCN de C. jejuni pdde invadir e se aderir no tecido das aves. Além
disso, Stern et al. (1994) observou que ap6s inocular aves vivas com 6 variantes de C.
jejuni na forma cocoide, foi possivel recuperar 2 variantes das fezes das aves, porém, na
forma encurvada e cultivavel. Estes achados denotam que C. jejuni, mesmo sob a forma
viavel e ndo cultivavel, apresenta risco de contaminacao de carcagas de aves e superficies
de processamento e, sobretudo, de contaminac¢do humana.

Em estudo feito por Ica et al. (2012), foi observada formacdo de biofilme
monoespécie por C. jejuni, e multiespécie com Pseudomonas aeruginosa em reator de
fluxo a 25 e 37°C. Concluiram que C. jejuni ndo era cultivavel em biofilmes monoespécie
e isso esta provavelmente relacionado a exposicdo ao oxigénio dissolvido. C. jejuni foi
cultivavel em biofilme misto, e o oxigénio dissolvido foi consumido por P. aeruginosa
através da respiracdo aerdbica, proporcionando um ambiente favoravel para a
sobrevivéncia de C. jejuni (ICA et al., 2012). J& no presente estudo, a maioria das
amostras de C. jejuni, induzidas a formacdo de biofilme monoespécie em placa de
poliestireno, formaram biofilme nas condi¢cbes de aerobiose e microaerofilia, em
diferentes temperaturas e meios de cultivo.

A formacéo de biofilme de uma amostra de C. jejuni M129 foi testada em trés
meios diferentes, sendo Mueller-Hinton, Brucella, e caldos Bolton e diversas superficies
de contato, como PVC, poliestireno e vidro (Reeser et al., 2007). Houve maior formacéo
de biofilme em caldo Mueller-Hinton, que possui menos nutrientes, a 37°C em 10% de
atmosfera de CO: (microaerofilia) e em superficie de poliestireno. Além disso, foi
formado mais biofilme a 37°C em 10% de CO> do que a 25°C nas mesmas condicdes, e
ainda, maior formacdo de biofilme a 25°C em condic6es aerdbicas do que em 10% de
CO2. Achados semelhantes foram encontrados no presente experimento, em relacdo a
maior formacao de biofilme em caldo TSB sem glicose, que € menos nutritivo do que o
caldo Bolton. Apesar das amostras de C. jejuni testadas serem fracamente formadoras de
biofilme em poliestireno, a maioria das cepas formou mais biofilme em condicGes de

aerobiose e em caldo TSB em todas as temperaturas testadas. Por isso, foi selecionada a
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cepa CJ134 para a formacgdo de biofilme multiespécie, pois teve melhor desempenho na
formac&o de biofilme em caldo TSB e aerobiose, na maioria das temperaturas testadas.

Analisando a pesquisa de Hanning et al. (2008), a adesdo de C. jejuni em
superficies pode ser facilitada quando introduzido em biofilmes ambientais pré-
estabelecidos em condigdes aerdbicas. Em seu estudo, Hanning et al. (2008), inocularam
C. jejuni em biofilmes pré-estabelecidos coletados de agua de bebida de aviario,
drenagem de industria de processamento de frango, carcaca de frango e caixa de
transporte de aves vivas. Os resultados deste estudo indicaram que a sobrevivéncia de C.
jejuni cultivavel pode ser aumentada, mas é dependente da temperatura e da comunidade
do biofilme (HANNING et al., 2008).

Portanto, no presente experimento, a sobrevivéncia e/ou viabilidade de C. jejuni
pode ter sido prejudicada por interacGes de competicdo entre S. Enteritidis, E. coli e L.
monocytogenes. Contudo, ndo se descarta a possibilidade de C. jejuni ter formado
biofilme e ter adotado um estado VBNC, ndo podendo ser quantificado pela técnica de
viabilidade em meio de cultivo. Os dados da morfologia baseados no uso de microscopia
confocal, que serdo realizados posteriormente, ajudardo a compreender o comportamento
deste patdgeno, considerado o mais associado a surtos de DTA em humanos em muitos
paises (COSTERTON et al., 1995).

Os matadouros-frigorificos avicolas do Brasil que exportam seus produtos para a
Unido Europeia (EU) devem garantir temperatura ambiente ndo superior a 12°C na sala
de cortes (UNIAO EUROPEIA, 2004). O resfriamento dos produtos de aves deve ser a
uma temperatura de no maximo 4°C, respeitando, assim, o regulamento técnico da
inspecdo tecnoldgica e higiénico-sanitaria de carne de aves, conforme a Portaria n° 210
(BRASIL, 1998). Desta forma, as temperaturas utilizadas neste experimento simulam as
temperaturas preconizadas em matadouro-frigorifico avicola: 3+1°C (temperatura de
resfriamento, maximo a 4°C); 9+1°C (temperatura de refrigeracdo; e temperatura de sala
de cortes para exportar para UE, maximo de 12°C); 25+1°C (temperatura ambiente);
36x1°C (padrdo 6timo para crescimento de mesofilos) e 42°C+1°C (temperatura de
enriquecimento seletivo para Salmonella, devido a termotolerdncia e devido a
temperatura 6tima de Campylobacter jejuni).

Ronner & Wong (1993) e Wirtanen et al. (1996) consideram biofilme o nimero
de células aderidas de 10%e 10° UFC por cm?, respectivamente (3 e 5 logio.UFC.cm™).
Oliveira et al. (2015) obteve formacéo de biofilme monoespécie pela mesma metodologia

empregada neste estudo, e nas mesmas superficies de poliuretano, polietileno e ago
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inoxidavel, e temperaturas de incubagdo. A mesma amostra de S. Enteritidis (SE24)
utilizada neste experimento foi avaliada por Oliveira et al. (2015), que quantificou 5,28
logi0.UFC.cm™ de células aderidas a partir da média das trés superficies. No presente
experimento, a formacdo total de biofilme multiespécie, nas trés superficies testadas
esteve de acordo com Ronner & Wong (1993), e correspondeu a 4,673 logio.UFC.cm™
em polietileno, 3,757 logio.UFC.cm™ em poliuretano e 3,171 logi.UFC.cm? em aco
inoxidavel, levando em consideracdo as 4 cepas testadas em todas as temperaturas
avaliadas.

Fatores ambientais como pH, disponibilidade de nutrientes, caracteristicas
populacionais das bactérias e temperatura desempenham um papel importante na
alteracdo fenotipica durante a passagem da forma plancténica para a sessil (AZEVEDO
& CERCA, 2012). De acordo com Prescotts (2002), as faixas de temperaturas 6timas de
crescimento de mesofilos, como S. Enteritidis e E. coli, fica entre 20°C e 45°C. Tortora
et al. (2012) determina que a temperatura minima de crescimento da Salmonella é 5°C e
a temperatura 6tima € de 37°C. Ja E. coli, possui sua temperatura minina de 10°C e
méaxima de 45°C (PRESCOTTS, 2002). L. monocytogenes é considerada uma bactéria
mesofila com carater psicrotréfico, das quais as temperaturas 6timas ficam entre 10 e
20°C. Entretanto, alguns autores relatam que a faixa de crescimento de L. monocytogenes
fica entre 30°C e 37°C (ROCOURT & BUCHRIESER, 2007; SEELINGER & JONES,
1986).

No presente experimento, obtive-se formacdo de biofilme multiespécie em todas
as temperaturas testadas, inclusive nas temperaturas de refrigeracdo de 3°C e 9°C. Apesar
de L. monocytogenes ter caracteristica de se multiplicar em baixas temperaturas, esta cepa
aderiu apenas a 9°C, enquanto que E. coli e S. Enteritidis aderiram nas superficies testadas
a 3°C e 9°C. A adesdo na temperatura de 3°C pode revelar que microrganismos
patogénicos podem aderir em temperaturas de resfriamento de carcacas, como a agua do
chiller nos tanques de aco inoxidavel. Até entdo, a temperatura de 3°C ndo foi descrita
como propicia para o desenvolvimento de biofilmes multiespécie por estes
microrganismos, 0 que torna este experimento de grande relevancia, pois denota a
possibilidade destes microrganismos se manterem viaveis em biofilmes sob baixa
temperatura.

A formacdo de biofilme a 9°C é preocupante, visto que esta temperatura pode ser
atingida em ambiente de refrigeracdo de alimentos. Ademais, L. monocytogenes, E. coli

e S. Enteritidis também foram capazes de aderir nas temperaturas de 25°C, 36°C e 42°C,
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0 que também é um problema, pois representam a temperatura ambiente (25°C) e
temperaturas 6timas de crescimento bacteriano (36°C e 42°C). Em analises feitas por
Gehlen et al. (2013), cepas de Listeria spp. e Salmonella spp. isoladas de alimentos, e por
Diedrich et al (2013), com S. Enteritidis de surto de DTA e de origem avicola, foram
capazes de formar biofilme monoespécie em poliestireno a 3°C, 9°C, 25°C e 36°C em
condi¢cdes atmosféricas ambiente, 0 que demonstra semelhanca com as temperaturas
testadas no presente estudo. Oliveira et al. (2015) e Webber (2015) também obtiveram
biofilmes formados por S. Enteritidis nas temperaturas de 3°C, 9°C, 25°C, 36°C e 42°C,
estando em consonancia com este estudo.

Vaérios estudos tem sido realizados para avaliar a eficacia de tratamentos de
higienizacdo em alimentos e superficie de contato com alimentos diante de biofilmes
bacterianos (AL-HOLY & RASCO, 2015; OLIVEIRA et al., 2015; OLMEZ & TEMUR,
2010; WEBBER, 2015; ZIECH et al., 2016; ZIUZINA et al., 2015). Contudo, estes
estudos séo feitos com biofilmes monoespécie e, dessa forma, é dificil ter nogdo de como
seria 0 real tratamento na industria diante de biofilmes bacterianos mistos. Interactes
interespécie sdo a caracteristica natural da ocorréncia de biofilmes nas superficies de
processamento e até no proprio alimento processado.

Pelos problemas causados pelo biofilme, o monitoramento e a avaliacdo da
efetividade da higienizacdo em superficies de processamento de alimentos, como 0 aco
inoxidavel, o polietileno e o poliuretano, sdo verificados pelos programas de autocontrole
de qualidade higiénico-sanitaria (BRASIL, 2005). De acordo com Contreras et al. (2003),
as instalacGes de inddstria de carnes, devem ser limpas e sanitizadas apds o térmico do
processo produtivo, realizado no final do turno de abate, da qual é denominada higiene
pré-operacional. Durante o decorrer do dia, € realizada a higiene operacional, que consiste
em um processo rapido de higienizacao durante intervalos na producao.

O procedimento de higienizacdo nos matadouros-frigorificos de aves consiste,
fundamentalmente, no processo de esfrega através de acdo mecéanica para remocao de
residuos solidos, uso de agua gquente a 45°C com aproximadamente 22,5 bar de presséo
no enxague, e 0 uso de detergentes e sanificantes, como o hipoclorito de sédio e peréxido
de hidrogénio com posterior enxaguagem. O processo de sanitizacdo € a Ultima etapa do
processo de higienizacdo e seu objetivo é reduzir microrganismos degradadores e
eliminar patdégenos até niveis seguros, de modo a obter um produto de boa qualidade
higiénico-sanitaria (MORAES et al., 1997). Para higiene operacional de utensilios, como

facas de corte, é utilizada agua quente a 85°C por no minimo 3 minutos (BRASIL, 1998).
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Na primeira etapa da pesquisa, a avaliacdo dos sanitizantes hipoclorito de sodio e
peroxido de hidrogénio, teve a funcdo de verificar a eficicia dos sanitizantes selecionados
em células plancténicas ou de vida livre, para que de uma forma, fosse verificado se a
eficacia seria também garantida nas células sésseis. As cepas de S. Enteritidis e E. coli
foram resistentes a todas as concentragdes de perdxido de hidrogénio testadas; ja quanto
ao hipoclorito de sodio, ambas cepas foram sensiveis na concentracdo e tempo
recomendado pelo fabricante. JA em relacdo a cepa de L. monocytogenes, esta foi
resistente aos 2 sanitizantes utilizados, mesmo em concentragdes acima do recomendado.
A cepa de C. jejuni demonstrou-se sensivel aos sanitizantes e concentracoes
recomendadas.

Estes resultados estdo de acordo com Carballo e Araujo (2012), que também
avaliaram a eficicia de sanitizantes comerciais diante de células planctonicas e em
biofilme, por cepas de Salmonella sp. e L. monocytogenes. Os pesquisadores perceberam
que as concentracfes recomendadas pelo fabricante ndo foram eficazes contra as
bactérias, especialmente quando estas estavam aderidas as superficies. Porém,
concentracdes duplas ou quadruplas da recomendada, eliminaram as bactérias em
suspensdo. Essas mesmas concentra¢des ndo foram suficientes para eliminar as bactérias
aderidas, sendo necessaria a combinagédo do sanitizantes com calor. Contudo, no presente
experimento, ndo foram utilizadas concentrac@es acima das recomendadas na etapa de
biofilmes multiespécie, pois conforme Azevedo e Cerca (2012) e Costerton (1995), isto
pode aumentar a resisténcia dos microrganismos aderidos. Além disso, altas
concentracfes de sanitizante poderiam resultar em residuos quimicos no alimento
processado, caso este procedimento fosse realizado na industria (ASHRAF et al., 2014).

A eficécia do procedimento de higienizacdo de equipamentos ou superficie é
medida pela quantidade de microrganismos vidveis aderidos apds essa operacao e,
geralmente, os equipamentos e utensilios ndo devem conter mais do que 100 UFC.cm?
(Vialta et al., 2002). Contudo, as legislacGes brasileiras ndo definem parametros
microbiolégicos para superficies de equipamentos e utensilios utilizados no
processamento de alimentos. Por isso, legislacdes internacionais séo utilizadas como base
para manter condi¢des higiénico-sanitarias adequadas, no caso de exportacdes.

Paises em desenvolvimento tém dificuldades em adaptar indUstrias aos padrdes
internacionais, de modo que a Pan American Health Organization (PAHO/WHO)

recomenda contagens de até 50 UFC/cm? (1,7 logio0UFC/cm?) /utensilio para mesofilos
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aerobios, e auséncia de coliformes termotolerantes, principalmente devido as
temperaturas ambientes nestes paises (PAHO, 2001).

Conforme a Diretiva 471/2001 da UE, que diz respeito ao teste de superficies, o
nivel aceitavel recomendado é de até no maximo 10 UFC.cm de células totais viaveis e
1 UFC.cm™ de enterobatérias. Os estabelecimentos certificados a exportacéo para a Unido
Europeia devem atender a esta diretiva (Unido Europeia, 2001). A American Public
Health Association recomenda que, apds a acdo de sanitizantes fisicos ou quimicos, as
superficies de utensilios e equipamentos devem possuir menos de 2 UFC/cm? (0.3
logio0UFC/cm?) de microrganismos para que as estas superficies sejam consideradas
higienizadas (APHA, 2014).

No presente experimento foram avaliados 3 tratamentos de higienizagéo,
comumente utilizados nos Procedimentos Padrdes de Higienizagdo Operacional na
industria avicola. O sanitizante hipoclorito de sddio a 2% e a agua quente a 85°C foram
os mais eficazes diante dos 3,854 logi0.UFC.cm-2 de células aderidas em biofilme
multiespécie nas 3 superficies testadas, reduzindo 3,459 logio.UFC.cm? e 3,457
logi0.UFC.cm™, respectivamente, sem diferencas estatisticas entre os tratamentos
(P=0,982). Os resultados deste experimento estdo de acordo com os padrdes exigidos pela
PAHO/WHO, com excecéo do peroxido de hidrogénio na superficie de polietileno (2,718
log10.UFC.cm™). Ja de acordo com a Diretiva 471/2001 da Unido Europeia, as redugdes
feitas pelos agentes sanitizantes, proporcionaram bactérias remanecentes nas superficies
acima do recomendado. A acao da agua quente a 85°C e do hipoclorito nas superficies de
polietileno e aco inoxidavel, resultaram em valores inferiores a 0,3 logi0UFC/cm?,
estando de acordo com os parametro estabelecidos pela APHA (2014).

Os resultados da higienizacdo das superficies também estdo de acordo com
Webber (2015), que removeu biofilmes monoespécie formados por cepas de S. Enteritidis
de origem avicola, nas mesmas superficies e condi¢cdes ambientais testadas, pelo uso da
agua quente a 85°C, acido peracético a 0,5% e aménia quaternaria a 1%. No presente
experimento, o sanitizante peroxido de hidrogénio a 0,3% reduziu apenas 1,867
log10.UFC.cm?, ndo demonstrando eficacia diante de biofilmes multiespécies.

Toté et al. (2010), obtiveram acéo eficaz dos sanitizantes hipoclorito de sddio a
1% e peroxido de hidrogénio a 5% por cinco minutos de acdo, diante de biofilmes
monoespécie formados por Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa em placa
de poliestireno. Entretanto, quando o per6xido de hidrogénio foi utilizado com

concentragdes inferiores a 0,6%, ndo houve reducdo significativa dos biofilmes em
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comparagdo com a contagem total antes dos tratamentos. Salienta-se que, no presente
experimento, as concentracGes de preparo e tempo de acdo dos sanitizantes foram
seguidas de acordo com as recomendagOes do fabricante e, além disso, trata-se da acao
de sanitizantes diante de biofilme multiespécie e sem o0 uso prévio de detergentes.

Os sanitizantes hipoclorito de sodio e peroxido de hidrogénio, além de serem
utilizados amplamente na industria, sdo principio-ativos componentes de diversos
produtos de limpeza domésticos. Em estudo feito por Yang et al. (2009) constatou-se que,
produtos comumente encontrados em residéncias, eficazes contra 0s patdgenos
Salmonella Typhimurium, E. coli O157:H7 e L. monocytogenes tiverem a eficicia nesta
ordem: hipoclorito de sodio (concentracdo de 0,0314%) > peroxido de hidrogénio
(concentracdo de 3%) > vinagre ndo diluido > bicarbonato de sddio (50% de bicarbonato
de sddio), enquanto que a sensibilidade do agente patogénico seguiu a ordem: Salmonella
Typhimurium > E. coli: O157:H7 > L. monocytogenes. Estes dados s&o semelhantes aos
encontrados no presente experimento, em que hipoclorito de sodio demonstrou-se mais
eficaz que o peroxido de hidrogénio, e a S. Enteritidis foi menos removida pela acédo
sanitizante, quando comparando com E.coli e L. monocytogenes.

Outros tratamentos complementares a higienizacdo com sanitizantes, diante de
biofilmes mono e multiespécie em superficies de processamento de alimentos, sdo
constantemente estudados. Ban e Kang (2016) testaram o efeito combinado de
sanitizantes incluindo hipoclorito de sodio, peroxido de hidrogénio, iodoforo e o cloreto
de benzalconio com aquecimento a vapor (100°C) na inativacdo de biofilmes
multiespécies. Os microrganismos usados no biofilme foram Escherichia coli O157:H7,
Salmonella Typhimurium e Listeria monocytogenes sob a superficie de aco inoxidavel, e
condicGes ambientais de 25°C e 6 dias de incubacdo. Houve um efeito sinérgico dos
sanitizantes e do vapor sobre a viabilidade das células do biofilme com tempo de acéo de,
evidenciado por plagueamento em meios seletivos e contagem através de microscopia.
Os resultados sugerem gue a combinacdo de sanitizantes com vapor pode ser aplicada
para controlar patdgenos de origem alimentar na forma de biofilme em instalacdes de
processamento de alimentos como uma intervencdo potencial (BAN & KANG, 2016).

Em estudo realizado Rodrigues (2009), foi avaliada a adesdo de E. coli, L.
monocytogenes e Staphylococcus aureus em placa de poliestireno. Durante o processo de
higiene pré-operacional em salas de cortes de um matadouro-frigorifico avicola,
Rodrigues (2009) isolou microrganismos do polietileno das placas de corte, poliuretano

das esteiras de transporte e da mesa de aco inoxidavel, antes da lavagem, e apds
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procedimentos de higienizacdo como uso de 4gua quente, detergéncia e sanitizacio. E
importante destacar que, mesmo ap0s a higienizagdo das superficies testadas,
permaneceram microrganismos aderidos, provavelmente através de biofilmes
multiespécie. Por mais que, neste experimento, obteve-se eficacia da higienizagdo com
hipoclorito de sodio e &gua quente a 85°C, alguns microrganismos permaneceram
aderidos e, ao se desprenderem, estes poderiam levar a contaminagéo cruzada de cortes
de ave processados apos a higienizacao das superficies ou a formacdo de novos biofilmes.

Outro fator importante quanto a formacéao de biofilmes em matadouro-frigorifico
de aves é que a adesdo depende da natureza das superficies inertes e, em parte, das
propriedades da superficie bacteriana (CARBALLO & ARAUJO, 2012). A rugosidade
da superficie dos materiais é correlacionada com o niamero de células ligadas, sendo que
superficies mais rugosas sdo mais propensas a ter um maior numero de células ligadas
(GIAQURIS, 2015). Ademais, as superficies industriais sofrem desgastes pelo uso
repetido e isto aumenta as rugosidades e microfissuras, possibilitando acimulo de
sujidades e bactérias (HOLAH & THORPE 1990, STEENACKERS et al. 2012;
STEPANOVIC et al. 2004).

Dos materiais utilizados neste experimento, o0 aco inoxidavel proporcionou menor
adesdo interespécie e foi mais facilmente higienizado, comparando-se com os polimeros
poliuretano e polietileno. O ago inoxidavel tem sido considerado o material de escolha
nas industrias alimenticias, pois tem maior facilidade no processo de limpeza e
desinfeccdo, quando comparado com a ampla variedade de polimeros, além de possuir
menos porosidades em sua superficie (ANDRADE, 2008; BERNARDES, 2012). Porém,
seu uso fica limitado devido ao alto custo e a pouca flexibilidade deste material
(ANDRADE, 2008; HOLAH & THORPE, 1990).

Neste estudo, o polietileno (4,673 logio.UFC.cm?) e o poliuretano (3,757
log10.UFC.cm) foram as superficies que mais proporcionaram ades&o interespécie, onde
S. Enteritidis e E. coli aderiram estatisticamente semelhantes na superficie de polietileno
(P=0,968), diante da média de formacdo de biofilme em todas a temperaturas de
incubacdo testadas. Polimeros, como o polietileno das placas de corte e o poliuretano das
esteiras de transporte, sdo amplamente utilizados na industria devido ao seu baixo custo,
a sua resisténcia a oxidagéo e atoxicidade (ANDRADE, 2008). Contudo, este material é
composto de mais porosidades e microfissuras quando comparados com materiais

metalicos, como o ago inoxidavel, o que proporciona maior adesao de microrganismos.



86

Durante as Ultimas décadas, a persisténcia de patdgenos bacterianos em ambientes
de processamento de carne tem-se tornado cada vez mais evidente (GIAOURIS, 2015).
Entender a dindmica de adesdo interespécie no ambiente industrial pode contribuir para
0 desenvolvimento de formas de remocéo de biofilmes mais eficazes.

Estudos como o atual experimento, que avaliam a interagdo interespécie de
bactérias de carater patogénico e os efeitos de procedimentos de higienizacdo, contribuem
para avaliar qual a melhor forma de erradicar estes biofilmes. Por exemplo, a agdo do
sanitizante hipoclorito de sddio combinado com agua a 85°C, seria uma possivel
estratégia de eliminacéo de biofilmes, assim conforme sugerido por Bang & Kang (2016)
e Carballo e Aradjo (2012), que estudaram o efeito combinado de sanitizantes quimicos

com vapor e agua quente, respectivamente.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do presente experimento apoiam a relevancia dos procedimentos de
higienizacdo nas superficies de contato com os alimentos carneos. Também, foi
verificado formagdo de biofilme no decorrer de 24 horas, em intervalos em que sdo
realizados os procedimentos padrdo de higiene operacional (4, 12 e 24 horas), 0 que
enfatiza a necessidade de procedimentos de limpeza mais eficazes durante todo o
processamento de alimentos.

Um dos pontos mais relevantes deste estudo diz respeito a realidade na indUstria
avicola quanto a formacdo de biofilmes multiespécies por microrganismos de carater
patogénico, e a preocupante dificuldade de eliminacdo destes biofilmes por
procedimentos rotineiros de higienizacdo. Todavia, salienta-se que, neste experimento,
ndo foi avaliada a acdo de detergentes diante dos biofilmes, da qual € a primeira fase de
higienizacdo na industria. Por isso, deve-se considerar que a fase da detergéncia pode
aumentar a eficacia dos sanitizantes e da agua aquecida a 85°C diante de biofilmes.

Estudos com o intuito de verificar a interacdo de biofilmes multiespécies e efeitos
de procedimentos de higienizacdo podem servir para estimular outras pesquisas com o
mesmo proposito, para que mais dados sobre a dindmica de interacdo interespécie sejam
evidenciados e novas estratégias de eliminacdo destes biofilmes na industria possam ser

elaboradas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste experimento sdo de fundamental relevancia devido a
possibilidade de permanéncia de Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli e, provavelmente, Campylobacter jejuni, microrganismos de carater
patogénico, em ambientes de processamento de alimentos na forma de biofilmes. E,
também, por estes apresentarem resisténcia a sanitizantes usados em procedimentos de
higienizacdo rotineiramente nas industrias de alimentos. Por isso, tais resultados
impulsionam que novas pesquisas sejam realizadas quanto a dindmica de formacdo de
biofilmes multiespécie na inddstria avicola e estratégias de controle. Dessa maneira, ndo
SO a industria avicola, como toda a indastria de produtos de origem animal, poderdo
aprimorar as condi¢des higiénico-sanitarias de seus estabelecimentos.

Como continuacédo deste experimento, parte dos cupons testados correspondentes
as superficies de aco inoxidavel, polietileno e poliuretano, impregnados de biofilme
multiespécie antes e apos a higienizacdo, foram armazenados em condi¢des especificas
para posterior analise microscopica, pela teécnica de microscopia confocal de
fluorescéncia por varredura a laser (CLSM).

Para dar prosseguimento aos estudos da dinamica de formacdo de biofilmes e
alternativas de controle na industria alimenticia, outros projetos ja estdo sendo
desenvolvidos pelo grupo de po6s-graduandos do programa de Bioexperimentacdo da
Universidade de Passo Fundo (PPGBioexp-UPF) e do programa de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos da UPF (PPGCTA). Outra parte sera realizada pelos pés-graduandos do
Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia Aviaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (CDPA-UFRGS).

Concomitante a este experimento, outro estudo foi realizado pelo grupo de
pesquisa do PPGCTA da UPF. Aligquotas do material, onde os cupons das superficies
foram processados, foram coletados para posterior pesquisa de moléculas sinalizadoras
de Quorum sensing (comunicacao celular) e de substancia polimérica extracelular (EPS),
que auxilia na estruturacdo dos biofilmes. Na UPF ja estd em fase de conclusdo o
isolamento de bacteridfagos especificos para sorovares de Salmonella spp. para posterior
aplicacdo em biofilmes. Além disso, pesquisas quanto a formacdo de biofilme
monoespécie, por Salmonella Enteritidis de diferentes origens, nas superficies de ago
inoxidavel, polietileno e poliuretano, ja foram realizados na UPF por Webber (2015) e

Oliveira et al. (2015), projetos que foram citados neste estudo.
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Estudos mais minuciosos sdo necessarios para desenvolver estratégias para
controlar a formacdo de biofilmes na industria avicola. O primeiro passo € entender a
dindmica de formac&o de biofilmes multiespécie. Compreendendo situacdes como quais
microrganismos sdo mais prevalentes em biofilmes em cada tipo de superficie industrial,
e quais interacOes interespécie (comunicacdo celular, trocas genéticas) proporcionam
cooperacdo ou competicdo entre componentes do biofilme, podem ser pontos-chave para
desenvolver uma estratégia eficiente para controlar os biofilmes.

Além disso, a integracdo de novos métodos de higienizacdo na indUstria sdo
constantemente estudados. Por isso, em algum momento, estes novos métodos poderao
substituir os métodos rotineiros de higienizacéo, principalmente em resposta a resisténcia
bacteriana aumentada diante dos habituais sanitizantes quimicos quando os

microrganismos estéo na condigéo de biofilmes.
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