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RESUMO

A racdo animal tem sido considerada como um importante veiculo para introducéo de
Salmonella enterica subsp. enterica em granjas de suinos. Em fébricas de ragdo, a
principal fonte de contaminacao por Salmonella é a entrada de ingredientes contaminados
ou a persisténcia de cepas no ambiente de processamento. Além disso, Salmonella possui
a habilidade de formar biofilme em diversas superficies abioticas, o que pode contribuir
para sua persisténcia nesses ambientes. Neste sentido, os objetivos deste estudo foram: i.
determinar fenotipicamente a formagéo de biofilme em cepas de Salmonella enterica
subsp. enterica provenientes de fabrica de racdo suina; ii. confirmar a presenca dos
principais genes associados aos fendtipos de formacéo de biofilme; iii. avaliar o efeito do
oleo essencial de orégano (Oreganum vulgare), 6leo essencial de tomilho (Thymus
vulgaris) e seus compostos majoritarios carvacrol e timol, na inibi¢cdo da formacéo de
biofilme e iv. avaliar o efeito de 0leo essencial de orégano (Oreganum vulgare), 6leo
essencial de tomilho (Thymus vulgaris), seus compostos majoritarios carvacrol e timol e
acidos organicos (acético e latico) na remocdo de biofilme maduros de Salmonella
enterica subsp. enterica. Sendo assim, 54 cepas de Salmonella enterica subsp. enterica
isoladas a partir de quatro fabricas de racdo, pertencentes a diferentes sorovares, foram
avaliadas quanto a sua capacidade de formacdao de biofilme através de ensaios fenotipicos
de morfologia celular, formacéo de pelicula na interface ar-liquido e formacéo de biofilme
em microplacas de poliestireno. Além disso, pesquisou-se a presenca de genes
responsaveis pela formacdo de biofilme e avaliou-se os efeitos antibacteriano e
antibiofilme de diferentes agentes antimicrobianos através de ensaios em microplacas de
poliestireno, contagem de UFC em cupons de flandres e microscopia confocal. Todas as
cepas apresentaram morfotipo rdar a 28° e morfotipo saw a 37°C. Destas 81,48 % (44/54)
pertenceram aos perfis fenotipicos 1, 3 e 4, os quais sao moderadamente formadores de
biofilme a 28°C, ndo formam biofilme a 37°C e diferem quanto a producédo de pelicula
na interface ar-liquido. Enquanto que 14,81 % (9/54) pertenceram aos perfis 2, 5, 6, 7 e
8. Os genes pesquisados (csgD, fimA, adrA e bapA) foram encontrados em todas as cepas.
Apos os ensaios fenotipicos para formacdo de biofilme, quatro cepas pertencentes ao
sorovar Montevideo e que demostraram possuir fenétipo para formacao de biofilme in
vitro foram usadas para estudar o efeito antimicrobiano e antibiofilme de diferentes
agentes antimicrobianos. O 6leo essencial de orégano, 6leo essencial de tomilho e o
composto majoritario timol foram capazes de inibir o crescimento de células planctonicas
de todas cepas estudadas com CIM de 0,05 %, enquanto que 0 composto majoritario
carvacrol foi capaz de inibir o crescimento com CIM de 0,025 %. Contudo, em
concentragBes sub-inibitérias (CIM/2) estes agentes foram capazes de reduzir a
quantidade de biofilme formado por todas cepas de Salmonella, exceto a formacédo de
biofilme por Salmonella Typhimurium ATCC 14028 na presenca de 6leo de tomilho.
Somente o0s 0leos essenciais de orégano e tomilho em concentracGes de 0,1 % foram
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capazes de reduzir a biomassa de biofilmes maduros nos ensaios em microplacas de
poliestireno. Enquanto que, os O&leos essenciais e compostos majoritarios em
concentrac@es de 0,1 % e &cidos organicos em concentracdes de 2,5 % foram capazes de
reduzir a biomassa de biofilmes maduros de 1 até 3 log UFC/cupom em ambas cepas
testadas nos ensaios em cupons de flandres. Nas imagens de microscopia confocal, 0s
efeitos de redugdo de biomassa de biofilmes maduros tratados com os 6leos essenciais,
compostos majoritarios e acidos organicos tambeém foram observados. De acordo com 0s
resultados encontrados, foi possivel confirmar que as cepas de Salmonella enterica subsp.
enterica isoladas de fabrica de ragdo possuem caracteristicas fenotipicas para formar
biofilme in vitro. Além disso, os 6leos essenciais, compostos majoritarios e acidos
organicos podem ser alternativas Uteis como coadjuvantes nos programas de controle de
Salmonella em ambientes de fabrica de racdo para suinos.

Palavras-chaves: biofilme, fabrica de racdo, Salmonella, agentes antimicrobianos.
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ABSTRACT

Animal feed has been considered as an important vehicle for the introduction of
Salmonella enterica subsp. enterica in pig farms. In feed mills, the main source of
Salmonella contamination is the entry of contaminated ingredients or the persistence of
strains in the processing environment. In addition, Salmonella has the ability to form
biofilm on several abiotic surfaces, which may contribute to its persistence in these
environments. In this sense, the objectives of this study were: i. to phenotypically
determine the formation of biofilms in strains of Salmonella enterica subsp. enterica from
a feed mill; ii. confirm the presence of the main genes associated with biofilm formation
phenotypes; iii. to evaluate the effect of the oregano essential oil (Oreganum vulgare),
thyme essential oil (Thymus vulgaris) and its major compounds carvacrol and thymol, in
inhibiting the formation of biofilm and iv. to evaluate the effect of the oregano essential
oil (Oreganum vulgare), thyme essential oil (Thymus vulgaris), its major compounds
carvacrol and thymol, and organic acids (acetic and lactic acid) in the removal of mature
biofilms of Salmonella enterica subsp. Enterica. Thus, 54 strains of Salmonella enterica
subsp. enterica isolates from four feed factories belonging to different serovars were
evaluated for their ability to biofilm through phenotypic cell morphology assays, pellicle
formation at the air-liquid interface and biofilm formation in polystyrene microplates. In
addition, the presence of genes responsible for biofilm formation was investigated and
the antibacterial and antibiofilm effects of different antimicrobial agents were evaluated
through polystyrene microplate assays, UFC count in tinplate coupons and confocal
microscopy. All strains presented morphotype rdar at 28 ° and morphotype saw at 37 °
C. These 81.48% (44/54) belonged to the phenotypic profiles 1, 3 and 4, which are
moderately biofilm forming at 28 ° C, do not biofilm at 37 ° C and differ in the pellicle
production at the air- liquid. While 14.81% (9/54) belonged to profiles 2, 5, 6, 7 and 8.
The genes studied (csgD, fimA, adrA and bapA) were found in all strains. After
phenotypic assays for biofilm formation, four strains belonging to the Montevideo serovar
and that demonstrated to possess biofilm formation phenotype in vitro were used to study
the antimicrobial and antibiofilm effect of different antimicrobial agents. Oregano
essential oil, thyme essential oil and thymol major compound were able to inhibit the
planktonic cell growth of all strains studied with MIC of 0.05%, while the major
compound carvacrol was able to inhibit growth with MIC of 0.025%. However, at
subinhibitory concentrations (MIC / 2) these agents were able to reduce the amount of
biofilm formed by all strains of Salmonella, except the formation of biofilm by
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 in the presence of thyme oil. Only the essential
oils of oregano and thyme at concentrations of 0.1% were able to reduce the biomass of
mature biofilms in polystyrene microplate assays. While essential oils and major
compounds at concentrations of 0.1% and organic acids in concentrations of 2.5% were
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able to reduce the biomass of mature biofilms of 1 to 3 log CFU / coupon in both strains
tested in the tin coupons. In the confocal microscopy images, the biomass reduction
effects of mature biofilms treated with essential oils, major compounds and organic acids
were also observed. According to the results, it was possible to confirm that the strains of
Salmonella enterica subsp. enterica isolates from feed factory have phenotypic
characteristics to form biofilm in vitro. In addition, essential oils, major compounds, and
organic acids may be useful alternatives as adjuvants in Salmonella control programs in
pig factory environments.

Keywords: biofilm, feed mill, Salmonella, antimicrobial agents.
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1. INTRODUCAO

A producdo mundial de carne suina, no ano de 2016, foi de aproximadamente
109 milhdes de toneladas, concentrando-se, em sua maior parte, na China, paises da Unido
Europeia e Estados Unidos. O Brasil ocupa o quarto lugar nesse ranking, com uma
producdo de 3.731 milhGes de toneladas. A suinocultura brasileira concentra-se nas
regides Sul, Sudeste e Centro Oeste, sendo que o estado de Santa Catarina é responsavel
por 26,35 % da producéo, seguido do Rio Grande do Sul (20,66 %) e Parana (22, 29 %).
Do volume total de carne suina produzida pelo pais, 732,9 mil toneladas foram destinadas
para o0 mercado exterior em 2016 (ABPA, 2017). Entretanto, a conquista de mercado
externo exige que a industria brasileira esteja em conformidade com regulamentos
nacionais e internacionais, 0s quais preconizam a producgéo de alimentos seguros sem a
presenca de microrganismos patogénicos, como por exemplo, do género Salmonella.

Em 2008, a European Food Safety Authority (EFSA) elaborou um relatorio sobre
a avaliacdo de riscos microbiolégicos em alimentos destinados a animais de producao e
considerou a presenca de Salmonella sp. como sendo um dos maiores perigos
microbioldgicos em racdes, seguido por Listeria monocytogenes, Escherichia coli
0157:H7 e Clostridium sp.

A alimentagdo fornecida aos animais tem sido considerada um importante
veiculo para a introducdo de Salmonella na cadeia produtiva de suinos (BINTER et al.,
2011). Sendo que, a contaminagéo por Salmonella em dietas animais pode ocorrer durante
0 processo de fabricacdo, através da utilizacdo de ingredientes contaminados ou pela
persisténcia de estirpes no ambiente (WIERUP & HAGGBLOM, 2010; PELLEGRINI et
al., 2015; PRUNIC et al., 2016). Estudos recentes tém relacionado a presenca de
Salmonella principalmente com ingredientes como farinha de peixe, farinha de carne e
0ssos, farinha de carne, farinha de penas, farinha de sangue, soja e trigo (BURNS et al.,
2015; HSIEH et al., 2016, YANG et al., 2017).

A contaminag&o de ingredientes com Salmonella é dependente de muitos fatores,
incluindo a fonte deste ingrediente. A contaminagdo pode ocorrer durante a colheita,
processamento, armazenamento destes produtos ou durante o processamento destes
ingredientes na fabrica de racdo (WIERUP & KRISTOFFERSEN, 2014). Na fabrica de
racdo, além dos ingredientes, a contaminacdo por Salmonella pode ocorrer através do

contato com fezes de animais sinantropicos (aves e roedores), através de funcionarios
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pelo uso de sapatos ou equipamentos contaminados, como por exemplo, luvas e vassouras
utilizadas para limpeza do ambiente de processamento e também por falhas nos
programas de controle e monitoramento da qualidade microbiologica e contaminacao por
Salmonella (NESSE et al., 2003; MORITA et al., 2006).

No Brasil, em 2016, a demanda de producdo de dieta animal para atender a
cadeia produtiva de suino foi de 11,8 milhdes e toneladas (SINDIRACOES, 2017). Sendo
Salmonella o maior risco para a alimentacdo animal, a industria brasileira através da
Instrucdo Normativa n° 4 (BRASIL, 2007), regulamentou as condic¢des higiénico-
sanitarias e de boas préticas de fabricagdo para estabelecimentos produtores de
alimentacdo animal. Os principais controles para Salmonella podem ser divididos em trés
categorias: esfor¢os para prevenir a entrada de contaminagdo nas instalacdes; trabalhar
para reduzir a multiplicacdo microbiana nas instalacdes e procedimentos concebidos para
eliminar o agente patogénico. A prevencdo é feita através do controle de poeira,
gerenciamento do fluxo de equipamentos e funcionarios, controle de roedores, prevencao
de contaminacdo a partir de aves silvestres e garantir a higienizacdo dos veiculos de
transporte. Reduzir a multiplicacdo de Salmonella no ambiente de fabricas de racdo
envolve descobrir os nichos de crescimento microbiano e condi¢cdes que reduzam o
crescimento. J& a eliminagdo de Salmonella pode envolver processos térmicos
(peletizacdo) ou adicdo de quimicos (aditivos) nas dietas (JONES et al., 2011).

O tratamento térmico (peletizacdo) € uma opcdo atrativa para eliminacédo de
Salmonella porque néo requer a introducé@o de compostos estranhos a dieta animal, mas €
um processo que € dependente da temperatura, tempo de aquecimento e do
microrganismo alvo. Entretanto, a peletizacdo é uma técnica de eliminagdo pontual
(apenas uma etapa) e ndo evita a recontaminacdo da racdo atraves da contaminacao
cruzada com poeira ou equipamentos contaminados durante a embalagem, armazenagem
e o transporte de racdo (HUSS et al., 2015). Binter e colaboradores (2011) demostraram
que até 86 % das amostras processadas termicamente coletadas de refrigeradores de
peletes foram positivas para Salmonella. Sendo assim, a descontaminacdo do ambiente
da fabrica pode desempenhar um papel fundamental no rompimento do ciclo de
recontaminacédo por Salmonella.

O uso de métodos ndo térmicos pode ser uma alternativa para controle de
Salmonella em fabricas de ragdo. A adi¢do de agentes quimicos nas dietas, tais como
acidos organicos, formaldeido, &cidos graxos de cadeia média, 6leos essenciais e bisulfato

de sdédio (COCHRANE et al., 2016), ttm como principal vantagem seu efeito
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antimicrobiano residual, que pode persistir apds o armazenamento, auxiliando na
protecdo do alimento contra a recontaminacao. Entre os aditivos alimentares mais comuns
estdo os acidos organicos, particularmente o propibnico, formico, latico e acético. A
efetividade na reducdo da concentracdo de Salmonella em ra¢des por acidos organicos ja
foi reportada por diversos estudos (AMADO et al., 2013; KOYUNCU et al., 2013;
MENCONI et al., 2013). Outros aditivos quimicos utilizados no controle de Salmonella
sd0 0s Oleos essencialis, tais como o 6leo essencial de orégano e alecrim, 0s quais podem
reduzir a carga bacteriana em 1 a 2 log UFC/g em alimentos (GUNDUZ et al, 2010).

Diversos estudos tém sugerido que a persisténcia de Salmonella em ambientes
de fabrica de racdo se d& pela capacidade deste microrganismo de formar biofilme
(VESTBY et al., 2009a; STEENACKERS et al., 2012). A formacdo de biofilme em
Salmonella tem sido avaliada in vitro, principalmente por métodos fenotipicos, como a
morfologia da col6nia e adesdo em superficies abidticas (STEPANOVIC et al., 2000;
ROMLING et al., 2003). Uma vez que, comunidades que vivem em biofilme protegem-
se de fatores de estresse ambiental (dessecacdo, pH, temperatura), desinfetantes e
antimicrobianos, Salmonella pode sobreviver por prolongados periodos, que vao de
meses até anos no meio ambiente e em racdes estocadas em temperatura ambiente
(DAVIES & WRAY, 1997).

Diversas pesquisas tém demonstrado a capacidade de formacdo de biofilme por
Salmonella provenientes de alimentos (tomate, produtos carneos, vegetais e sucos) ou do
ambiente da industria de alimentos (ABBAN et al, 2012; CABARKAPA et al., 2015;
LAMAS et al., 2016), assim como 0 uso de substancias naturais como alternativa para
controle destes biofilmes (PARK et al., 2012; KHAN & LEE, 2016; AMRUTHA et al.,
2017). Entretanto, poucas pesquisas tém avaliado a capacidade de formacéo de biofilme
em Salmonella provenientes de fabricas de racdo e o efeito que estas substancias naturais
tém na formac&o destes biofilmes. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
capacidade de formacdo de biofilme por cepas de Salmonella provenientes de fabrica de

racdo e 0 uso de substancias naturais para controle destes biofilmes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas do Género Salmonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, e compreende
bacilos Gram-negativos (tipicamente de 0,5 mm por 1-3 mm), ndo formadores de esporos,
anaerobios facultativos, positivos na prova da catalase e negativos na prova da oxidase,
geralmente méveis com flagelos peritriquios, exceto os sorovares Gallinarum e Pullorum
(D’AOUST, 2000; ADAMS & MOSS, 2008). Utilizam citrato como Unica fonte de
carbono e sdo capazes de descarboxilar lisina e ornitina. Sdo produtores de &cido
sulfidrico (H2S), ndo hidrolisam ureia e reduzem nitrato a nitrito. Geralmente fermentam
arabinose, maltose, manitol, manose, ramnose, sorbitol, trealose e xilose, e néo
fermentam lactose (HOLT et al., 1994). O crescimento tem sido observado a partir de
temperaturas um pouco acima de 5°C até 47°C, porém seu crescimento 6timo ocorre em
temperaturas de 35-37°C e em pH 6,5-7,5. Sobrevivem ao congelamento e a desidratacéo
por longos periodos de tempo, quando em presenca de matéria organica (GRIFFITH et
al., 2006).

Métodos moleculares tém mostrado que o género Salmonella é dividido em duas
espécies: S. enterica e S. bongori. A espécie anteriormente denominada Salmonella
subterranea foi excluida do género Salmonella (ISSENHUTH-JEANJEAN et al.; 2014).
A espécie S. bongori possui apenas uma subespécie bongori (V), enquanto que S. enterica
é subdividida em seis subespécies: enterica (I), salamae (1), arizonae (l11), diarizonae
(IV), houtenae (V) e indica (V). Estas espécies e subespécies sdo divididas com base em
suas propriedades bioquimicas ou similaridade genética. A subespécie enterica engloba
mais de 99,5% dos isolados de microrganismos pertencentes ao género Salmonella
(GRIMONT & WEILL, 2007). Os sorovares pertencentes a S. enterica subsp. enterica
sdo tipicamente designados por um nome, geralmente relacionado ao local geografico
onde o sorotipo foi isolado pela primeira vez (ISSENHUTH-JEANJEAN et al.; 2014)

Além da classificacdo em espécie e subespécie, existe a classificacdo das cepas
em sorotipos ou sorovares. Essa classificacdo € feita com base no esquema Kauffmann &
White, no qual sdo identificados os antigenos somaticos (O) e flagelares (H). Nos
sorovares Thyphi, Parathyphi e Dublin h4 ainda o antigeno capsular tnico (Vi), o qual
contribui para a identificacdo e viruléncia dos mesmos (D’AOUST, 1994). Os antigenos

O séo lipopolissacarideos termoestaveis da parede celular, designados por numeros



19

arabicos. Os antigenos H, por sua vez, sdo constituidos por proteinas termolébeis, sendo
algumas vezes produzidas em duas diferentes fases (1 e 2). S&do designados pelas letras
minusculas do alfabeto (fase 1) e por nimeros arabicos (fase 2), a letra z é utilizada com
expoente numérico (FERREIRA & CAMPOS, 2008). Os sorovares imoveis de
Salmonella, Pullorum e Gallinarum, podem ser diferenciados dos demais sorovares pela
auséncia do antigeno flagelar (H) detectado com antissoro poli H ou pelo resultado
negativo no teste de motilidade (BACK, 2010).

Os sorovares de Salmonella podem, ainda, ser classificados em grupos de acordo
com a sua adaptacdo ao hospedeiro. Dessa forma, os sorovares podem ser divididos em
trés grupos: (i) sorovares hospedeiro-especifico que normalmente causam doenga
sistémica em um numero limitado de espécies filogeneticamente relacionadas. Assim, 0s
sorovares Thyphi, Gallinarum e Abortusovis, sdo exclusivamente associados com
doengas sistémicas em humanos, aves e ovelhas, respectivamente; (ii) sorovares
hospedeiro-restrito, que estdo associados a uma espécie de hospedeiro, e raramente
podem afetar outras espécies, como por exemplo, Dublin e Choleraesuis que causam
doengas sistémicas graves em bovinos e suinos, respectivamente; (iii) sorovares
ubiquitarios, tais como Thyphimurium e Enteritidis que estdo relacionados com a maioria
de casos de toxi-infeccGes alimentares por Salmonella em humanos e podem
eventualmente causar doenca clinica em animais (BARROW et al., 2010).

Os sorovares de Salmonella ocorrem em todo mundo, podendo infectar
mamiferos, aves e répteis. O microrganismo habita o trato intestinal de animais e é
excretado principalmente nas fezes. A maioria dos sorovares de Salmonella causa
infeccdo assintomatica e os animais tornam-se portadores excretores contribuindo para a
contaminacdo do ambiente e disseminacdo do microrganismo. Salmonella pode
sobreviver por nove meses ou mais no ambiente, em locais como solo, 4gua, particulas
fecais e alimentacdo animal, especialmente em farinha de sangue e 0ssos e farinha de
peixe (MARKEY et al., 2013).

2.2  Salmonella em fabrica de racdo animal

Segundo a European Food Safety Authority (EFSA, 2008), Salmonella foi
identificada como sendo o maior perigo microbiolégico em racBes, podendo ser

regularmente isolada a partir de ingredientes vegetais, animais infectados e ambientes de
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processamento. Na pratica é dificil saber quando ou como Salmonella foi introduzida em
uma planta de processamento de racdo. A maioria dos ingredientes, tanto de origem
animal como vegetal, utilizados na fabricacédo da racao, esta propensa a contaminagéo por
Salmonella (DAVIES et al., 2004). A contaminagdo de gréos, por exemplo, pode ocorrer
durante o cultivo, colheita, armazenamento e transporte. Efluentes, produtos de esgoto e
residuos fecais podem contaminar o cultivo através da irrigagdo ou adubacdo, ou
Salmonella pode ser acidentalmente introduzida por contato com fezes de animais
(passaros, roedores e insetos) ou equipamentos contaminados utilizados na colheita e
armazenamento dos grdos (WALES et al., 2010). Salmonella pode sobreviver por
periodos prolongados, que vao de meses até quatro anos, em ragdes estocadas a
temperatura ambiente (D’AOUST & SEWEELL, 1986; DAVIES & WRAY, 1997).

Na fabrica de racdo, a principal fonte de contaminacdo por Salmonella é a
entrada de ingredientes contaminados. Os ingredientes podem chegar as fabricas ja
contaminados ou podem ser contaminados em &reas expostas, como recebimento de
matéria-prima, armazenamento e expedi¢do (Figura 1), geralmente pelo contato com
fezes de animais (aves e roedores). Tem sido sugerido que a fonte de S. Agona e S.
Montevideo em areas de processamento de farinha de peixe séo gaivotas, enquanto que
S. Typhimurium poderia resultar de aves infectadas (NESSE et al., 2003). Salmonella
também pode ser isolada da poeira da fabrica de ragdo, que é constituida de matéria
organica e muito comum de ser encontrada nas areas de processamento, podendo servir
como fonte de contaminacéo para o produto final (JONES & RICHARDSON, 2004).

Fabrica de Racao

Armazenagem de ingredientes Produgio Produto final
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Figura 1- Fluxograma de fabrica de ra¢do: 1) Poco de recebimento de matéria-prima; 2)
Bomba pneumatica; 3) Poco de ingestdo de sacos; 4) Elevadores; 5) Silos de
armazenamento de matéria-prima; 6) Balanga; 7) Moedores; 8) Compartimento para
premix; 9) Misturador; 10) Condicionador de prensa de pelete; 11) Resfriador de pelete;
12) Silo de armazenamento de racdo; 13) Caminh&o a granel. (Adaptada de EFSA, 2008)
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Os seres humanos também podem contribuir para a disseminacéo de Salmonella
dentro da fabrica, através de sapatos e equipamentos, como por exemplo luvas e vassouras
(MORITA et al., 2006). Os vetores animais, como o0s roedores, podem ser infectados a
partir de matérias-primas contaminadas, atuando indiretamente como fonte de
contaminacdo cruzada ou recontaminag@o dos ingredientes (BINTER et al., 2011). O
estudo de Davies & Wales (2013) avaliou a presenca de Salmonella em roedores de uma
fabrica de racdo e relatou que estes animais permaneceram excretando Salmonella Derby
e Salmonella Bovismorficans por 10 meses.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) é o
6rgdo responsavel pela regulamentacao e fiscalizacdo do setor de produtos destinados a
alimentacdo animal. Em 2007, o MAPA aprovou a Instrucdo Normativa 4 (IN 4) que
regulamenta as condicGes higiénico-sanitarias e boas praticas de fabricacdo (BPF) para
estabelecimentos fabricantes de produtos destinados a alimentacdo animal e um roteiro
de inspecdo destas fabricas. Segundo a IN 4, o estabelecimento ndo deve aceitar nenhuma
matéria-prima ou ingrediente que contenha parasitas, microrganismos, substancias
toxicas ou estranhas, que ndo possam ser reduzidas a numeros aceitaveis na
industrializacdo e o produto final deve atender aos padrdes de identidade e qualidade
especificos.

Para garantir a qualidade e inocuidade da matéria-prima e produto final os
estabelecimentos produtores de dieta animal devem estabelecer medidas eficazes para
evitar a contaminacao por contato direto e indireto em todas as etapas do processo e fluxo
de producdo, considerando instalacGes, equipamentos, pessoal, utensilios, uniformes e
embalagens. Estas medidas compreendem a implementacdo de Boas Préaticas de
Fabricacdo (BPF), Procedimentos Operacionais Padrdo (POP) e Andlise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC). As BPF sdo documentos que descrevem situagoes
reais das operacdes e procedimentos realizados pelos estabelecimentos e engloba o roteiro
de inspegdo onde os principais itens a seguir sdo avaliados: limpeza/higienizacdo de
equipamentos, instalacdes e utensilios; controle integrado de pragas e vetores, controle
higiénico dos colaboradores e controle do processo de producdo, armazenamento e
expedicdo (SILVA & CORREIA, 2009).

Os POPs sdo documentos que descrevem a conduta operacional na unidade e
contribui para garantir as condi¢cdes higiénico-sanitarias necessarias durante o
processamento e industrializacdo de racdes, complementando as BPF. Segundo a IN 4,

devem ser implementados nos estabelecimentos os seguintes POPs: Qualificacdo de
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fornecedores e controle de matéria-prima e de embalagens; Limpeza/Higienizacdo de
instalacdes, equipamentos e utensilios; Higiene e salde pessoal; Potabilidade da agua e
higienizacdo de reservatorio; Prevencdo da contaminacdo cruzada; Manutencdo e
calibragdo de equipamentos e instrumentos; Controle integrado de pragas; Controle de
residuos e efluentes; Programa de rastreabilidade e recolhimento de produtos (Recall)
(BRASIL, 2007).

O APPCC é um sistema elaborado para identificar perigos especificos e definir
acoes de controle, visando assegurar a qualidade e a inocuidade dos alimentos. Para a
implantagdo de um programa de APPCC em uma fébrica de racéo, € necessario elaborar
um plano de ag¢éo que constitui, primeiramente, em analise de risco dos produtos expostos
no local de processamento. Esta analise de risco define os perigos potenciais a qualidade
da racdo, associada as situacOes relacionadas a doencgas de origem alimentar e pela
determinacdo dos efeitos destes fatores na satde do consumidor (CORADI et al., 2009).
Os perigos podem ser de origem: (i) fisico (metais, vidro, insetos, fragmentos de madeira,
fragmentos solidos, etc), quimico (residuos inorganicos ou organicos, como por exemplo
sais de mercurio ou chumbo, praguicidas, hormonios e antimicrobianos) e bioldgico
(microrganismos patogénicos ou produtores de toxinas, como por exemplo, Salmonella
spp., Clostridium botulinum, Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp.) (SBCTA,
1995).

Os maiores componentes usados na producao de dieta animal séo cereais (47%),
residuos de 6leos vegetais (27%), co-produtos da industria de alimentos (13% - exemplo,
farinha de peixe, farinha carne e 0ssos), minerais (3%), aditivos e vitaminas (EFSA,
2008). Logo, podemos considerar que a matéria-prima é um perigo, passando a ser um
risco para a contaminacdo de racdes, do ambiente de processamento e aos animais que
irdo consumir esta ragdo. Desta forma, pode-se definir que a matéria-prima é um risco de
contaminacéo e a recep¢do da matéria-prima é considerada um ponto critico de controle.
Em uma fébrica de racdo, pode-se definir como principais pontos criticos de controle os
sequintes: (i) recepcdo, beneficiamento e estocagem a granel; (ii) recebimento e
estocagem de liquidos; (iii) ensilagem; (iv) dosagem; (v) moagem; (vi) mistura; (vii)
peletizacao; (viii) resfriador; (ix) expedicdo; (x) transporte e (xi) sistema de transporte
interno da fabrica (CORADI et al., 2009). Apos a identificacdo do ponto critico de
controle é preciso estabelecer, prevenir e controlar os limites desejaveis para que ndo
interfiram na qualidade do produto final (LAMMERDING, 1997).
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O monitoramento continuo do processo de fabricacdo de racbes dentro do
programa de APPCC e a adoc¢do de agdes corretivas na detec¢do de contaminacdes sao
importantes para a prevencao de entrada de patdgenos na producédo animal, seguidamente,
na cadeia de produtos de origem animal (WIERUP & HAGGBLOM, 2010).

Os dados de prevaléncia de Salmonella em matérias-primas sdo geralmente
baseados na presenca ou auséncia de Salmonella em 25 gramas de amostra, sendo rara a
sua quantificacdo. O tamanho (peso e volume) das aliquotas coletadas normalmente é
arbitrario, podendo variar de 25 a 500 g, bem como sua frequéncia e intensidade (nimero
de amostras por ponto) que é amostrada (DAVIES et al., 2004; BINTER et al., 2011).
Portanto, os dados de prevaléncia de Salmonella em matérias-primas e ragdes sao
dificilmente comparaveis entre os diferentes estudos, devido as diferengcas na amostragem
e nos métodos de analise empregados.

Embora a ragdo animal e seus ingredientes sirvam como veiculo de transmissao
de Salmonella para diferentes animais e indiretamente para humanos, diversos estudos
tém relatado baixos niveis de detecgdo e, portanto, uma baixa prevaléncia deste
microrganismo (inferior a 10%) em racdes e seus ingredientes (DAVIES et al., 2004).
Isto, porque a distribuicdo das células bacterianas ocorre de uma forma heterogénea na
amostra contaminada, tornando a amostragem e sua representatividade um ponto critico
(ESFA, 2008). Alguns paises da Unido Europeia relataram que os niveis de contaminacao
de ingredientes para racdo variam de 0 % a 6%, sendo que estes dados sdo variaveis e
restritos principalmente aos paises do Norte Europeu (EFSA, 2006).

No Brasil, existem poucos estudos relacionados a prevaléncia de Salmonella em
matérias-primas, racdes e em ambientes de fabrica de racdo. Um estudo conduzido por
Albuquerqgue e colaboradores (1999) avaliou os niveis de contaminacdo por Salmonella
em ingredientes (136 amostras), racdes (43; sendo 5 para suinos e 38 para aves) e suabes
de piso, equipamentos e silos (110 amostras) em uma fabrica de ragdo situada no interior
de S&o Paulo. Houve uma prevaléncia de 19,85 % (27/136) amostras positivas para
Salmonella em ingredientes, 4,65 % (2/43) em ra¢Ges e ndo houve amostras positivas para
0s suabes. Entretanto, em 2006 o Sindicato Nacional de Industria e Alimentacdo Animal
(Sindiracdes) redefiniu o seu programa de certificagdo, alinhando com os mais recentes
topicos e tendéncias da producdo internacional de alimentos, adotando o conceito “Feed
& Food Safety”- Gestdo de Alimento Seguro. O programa agora € apresentado em trés
opcdes de certificacdo: (i) certificacdo em Boas Praticas de Fabricacgdo; (ii) certificacao

em Analises de Perigos e Pontos Criticos de Controle e (iii) certificacdo com Equivaléncia
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Internacional. Além disso, o0 programa tem como base a documentacdo publicada pelo
Ministério da Agricultura e por outros organismos nacionais e internacionais
regulamentadores e certificadores e estabelece 0s requisitos gerais para a gestdo da
seguranca de produtos para a alimentacéo animal, considerando a necessidade da protecédo
a salide dos animais e do homem (SINDIRACOES, 2008).

Apos a implementagdo do programa “Feed & Food Safety” e da IN 4, um estudo
realizado por Pellegrini e colaboradores (2015), avaliaram 1269 amostras oriundas de
varios etapas do processamento de racdo em quatro fabricas na regido sul do pais, onde
observou-se que a prevaléncia de Salmonella foi de 4,96 % (69/1269) de amostras
positivas. Podendo observar uma diminuicdo da prevaléncia de Salmonella em
ingredientes e em fabricas de racdo, quando se comparado aos resultados obtidos por
Albuquerque e colaboradores (1999).

Burns e colaboradores (2015) avaliaram a ocorréncia de Salmonella e contagem
de enterobactérias em racOes para suinos e seus ingredientes, onde encontrou-se a
prevaléncia de 0,6% (2/338) de amostras positivas para Salmonella em ingredientes e
0,95% (3/317) em ragbes prontas para 0 consumo. A contaminacdo foi encontrada em
farelo de soja, trigo, racdo peletizada e racédo farelada. O Unico sorovar isolado foi a
variante monofésica de S. Typhimurium (4, [5] 12: i:-) e através de analise de variancia
multi locus (MLVA) foram observados apenas dois perfis. Observando-se os resultados
obtidos neste estudo, pode-se sugerir que houve falha nos programas de controle de
patdgenos, uma vez que, tanto nos ingredientes como produto final isolou-se 0 mesmo
microrganismo.

Ja em um estudo para avaliar o risco de ingredientes para ragdo e caminhdes
como fontes de contaminacao de Salmonella para suinos, observou-se que 0,7 % (4/549)
das amostras de suabe dos caminhdes e 23,5 % (4/17) das amostras de ingredientes foram
positivas para Salmonella. Destas amostras, apenas duas foram positivas tanto no
caminh&o como no ingrediente. Os ingredientes contaminados foram farinha de carne e
0ssos, farinha de peixe, farinha de 0ssos, farinha de carne e farelo de soja. Os sorovares
encontrados neste estudo foram S. Oranienberg, S. Montevideo, S. Orion e S. Infantis
(FEDORKA-CRAY et al., 1997).

Diversas pesquisas tém relacionado sorotipos especificos de Salmonella
presentes em matérias-primas ou em ragdes prontas. Portanto, a identificacdo do sorovar
é uma ferramenta importante e necessaria para que se possa rastrear a fonte de

contaminacdo (EFSA, 2008). Um estudo epidemioldgico, realizado na Espanha, em
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fabricas de racdo, avaliou isolados de Salmonella obtidos de ingredientes vegetais para
alimentacdo animal, e distinguiu 32 sorovares diferentes de Salmonella enterica. Dentre
estes, S. California, S. Lexington, S. Enteritidis, S. Anatum, S. Mbandaka, S. Tennessee,
S. Senftenberg, S. Montevideo, S. Typhimurium entre outros. O sorovar mais prevalente
foi S. California (45% de todos os isolados), um sorovar raramente isolado de animais ou
infecgOes humanas (ALVAREZ et al., 2003). Wierup & Haggblom (2010), avaliaram soja
e outras proteinas vegetais como fonte de contaminacdo de Salmonella na producéao de
suinos. Um total de 28 diferentes sorovares de Salmonella, incluindo uma estirpe ndo
tipavel, foram isolados.

No Reino Unido, um estudo comparativo investigou a contaminagdo por
Salmonella em fabricas de racdo comerciais para aves e em nivel de granja. As amostras
coletadas nas fabricas de racdo foram poeira, material derramado e agregado em todas as
etapas do processamento de racéo (silos de ingredientes, poco de recebimento de matéria-
prima, elevadores, balanca, prenca de peletes, resfriadores, etc.) e nas areas da granja as
amostras coletadas eram provenientes de fezes, poeira, cama e suabes das gaiolas e
bebedouros. Quando disponivel, foram também coletadas amostras de fezes de roedores
e animais domesticos. Mais de 18 sorovares de Salmonella enterica subsp. enterica foram
identificados. S. Typhimurium DT41, geralmente associada a passaros silvestres, foi
isolada de uma amostra oriunda da area de secagem de grdo em uma das granjas
estudadas. Entretanto, S. Enteritidis (geralmente persistente em granjas de poedeiras) foi
isolado nos lotes de galinhas poedeiras, mas também em passaros e roedores presentes
nas areas circunscritas a fabrica de ragdo. Permitindo assim, observar as limitagdes nos
procedimentos de monitoria existentes, uma vez que, os ingredientes para preparo de
dietas animais tanto dos estabelecimentos comercias como das granjas estavam
contaminados e assim poderiam servir como fonte endémica de contaminacao ou fonte
de recontaminacdo para estes locais (DAVIES & WALES, 2010).

Sorovares de Salmonella, incluindo S. Agona, S. Montevideo e S. Senftenberg
sdo conhecidos por sobreviver e persistir em ambiente de fabrica de racdo por anos
(NESSE et al., 2003). Consequentemente, a industria tem aplicado diversas medidas de
controle baseadas no monitoramento microbiologico do ambiente de producdo e de seus
produtos, além de métodos de descontaminacdo da matéria-prima. As medidas de
controle mais importantes para a fabricacdo de alimento destinado ao consumo animal
isento de contaminacBes sdo o tratamento térmico, geralmente em conjunto com

procedimentos de granulacdo, extrusao, peletizacdo e torrefacdo, e também a prevencao
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de recontaminagdo apds os processos de descontaminacdo (EFSA, 2008). O tratamento
térmico consiste na pulverizacdo de vapor para elevar a temperatura do produto,
geralmente para Salmonella a temperatura utilizada é de 80-85°C, por um tempo
predefinido onde espera-se a reducao de até 3 log do microrganismo. Entretanto, poucos
estudos, que relatam a presenca de Salmonella em racdes e na fabrica, tentam explicar os
mecanismos que este microrganismo utiliza para persistir por tanto tempo no ambiente
ou em alimentos.

Os ambientes de processamento das fabricas de racdo sdo conhecidos por possuir
variagdes de temperatura e umidade o que poderia potencialmente induzir Salmonella a
um estado celular vidvel, mas ndo cultivavel (HABIMANA et al., 2014). Todavia, em
certas superficies de producdo, a condensacao causada pela variacdo da temperatura pode
proporcionar umidade suficiente para nichos bacterianos, nos quais Salmonella e outros
microrganismos tendem a crescer e formar biofilme (HABIMANA et al., 2010).

A formagdo de biofilme tem sido relacionada com a persisténcia de Salmonella
nas fabricas de racdo, uma vez que o biofilme protege os microrganismos de fatores de
estresse ambiental (dessecacdo, pH, temperatura), desinfetantes e antimicrobianos.
Vestby e colaboradores (2009a) investigaram se a habilidade de formar biofilme em
temperatura ambiente por isolados de Salmonella poderia contribuir para a sua
persisténcia no ambiente de fabricas de ragdo. Um total de 116 cepas de Salmonella
enterica sorovares Agona (n = 39), Montevideo (n = 30), Senftenberg (n = 34) e
Typhimurium (n = 13), oriundas de produtos final e ambientes da fabrica de racao, foram
estudados. Primeiramente, estas cepas foram analisadas através da técnica de macro
restricdo do DNA total, seguida de eletroforese em campo pulsado (PFGE), onde
identificou-se os grupos clonais para cada um dos quatro sorovares estudados. Apds
foram selecionadas as cepas representantes de perfis classificados como persistente e ndo
persistente para cada sorovar estudado. Os resultados mostraram que 0s sorovares Agona
e Montevideo, os quais possuiam perfil persistente, foram bons formadores de biofilme
em placas de poliestireno e que rapidamente formam biofilme (pelicula) na interface ar-
liquido. Enquanto que, o sorovar Senftenberg e o sorovar Typhimurium, 0s quais
possuiam perfil ndo persistente, foram moderadamente formador e fracamente formador
de biofilme, respectivamente. Assim, os resultados sugerem que a habilidade de formar
biofilme em temperatura ambiente esta correlacionada com a persisténcia de Salmonella
em farinha de peixe e seu ambiente de producdo, ndo excluido outros fatores, como por

exemplo, falha nas rotinas de controle do APPCC, outras caracteristicas do
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microrganismo e também fatores ambientais que possam contribuir para a persisténcia do
microrganismo (condicdes favoraveis de temperatura, umidade e disponibilidade de
nutrientes).

A racdo animal e seus ingredientes sdo conhecidos por possuirem uma baixa
atividade de agua (0,4 a 0,65) e Salmonella tem sido um importante fator de risco para as
fabricas de racdo devido a sua prevaléncia em ingredientes e sua capacidade de sobreviver
em alimentos com baixa atividade de agua e respectivos locais de producao por longos
periodos de tempo (PODOLAK et al., 2010). Finn e colaboradores (2013), avaliaram as
caracteristicas fenotipicas relacionadas a sobrevivéncia em ambientes com baixa umidade
de 46 isolados de Salmonella provenientes de ambientes de producdo de ragdo. A maioria
dos isolados apresentaram diferentes fenétipos associados a sobrevivéncia em locais com
baixa umidade, tais como producdo de celulose, suscetibilidade a biocidas e aumento da

formacao de biofilme por isolados com maior tolerancia ao cloreto de potassio e glicerol.

2.3 Biofilme

Biofilmes sdo comunidades estruturadas de células bacterianas embebidas em
uma matriz polimérica extracelular que podem estar aderidas a superficies abi6ticas ou
bidticas. O crescimento em biofilme é considerado um mecanismo de protecdo que
permite que 0s microrganismos sobrevivam em ambientes hostis (JAQUES et al., 2010),
representando, provavelmente, o modo predominante de existéncia microbiana na
natureza, com estimativas sugerindo que mais de 90 % de bactérias existem como parte
de biofilmes (PETROVA & SAUER, 2012).

A formacéo e a estrutura do biofilme séo influenciadas por numerosas variaveis,
incluindo espécie, superficie, disponibilidade de nutrientes e outras condi¢gdes ambientais
(DAVIES, 2003). O desenvolvimento do biofilme ocorre em pelo menos cinco estagios
(Figura 2): (i) planctonico; (ii) adesdo; (iif) micro-colonia; (iv) macro-colonia e (V)
dispersao (STOODLEY et al., 2002; MONDS & O’TOOLE, 2009).
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(i) Planktonic

Figura 2- Estagios de formacdo de biofilme bacteriano: 1) Estagio planctonico; 2)
Adeséo; 3) Micro-col6nia; 4) Macro-col6nia e 5) Dispersdo (Adaptada de MONDS &
O'TOOLE, 2009)

A adesdo a superficie é uma das fases mais importantes, pois diferencia a vida
planctonica da vida em biofilme. A fase de adeséo tem sido muitas vezes dividida em
estagio “reversivel” e “irreversivel”, em reconhecimento ao fato de que a adesdo inicial a
superficie é frequentemente fraca, com ativagdo de mecanismos necessarios para que as
células fagam uma transicao para uma forma mais estavel com a superficie (MONDS &
O’TOOLE, 2009). Apéndices celulares tais como flagelo, pili e fimbrias estdo envolvidos
na adesdo reversivel. Apds este estagio as células sofrem adesdo irreversivel
(TOYOFUKU et al., 2015).

A formacéo de discretos agrupamentos celulares é referido como formacéo de
micro-col6nia (~ 100 células), a qual pode acontecer tanto por crescimento clonal das
células aderidas ou por translocacdo ativas das células sobre a superficie. As micro-
colbnias se desenvolvem para formar as macro-coldnias (grandes agregados bacterianos
envoltos por matriz extracelular, que podem atingir uma altura > 100um). As macro-
coldnias consistem de torres tipo “cogumelos” separadas por espacgos vazios repletos de
fluidos (canais de &gua); entretanto, estruturas alternativas (por exemplo, estruturas
planas) sdo também possiveis. As células sdo mantidas dentro da macro-coldnia por uma
matriz de exopolisacarideo, que consiste de restos de células mortas e DNA extracelular
(STOODLEY etal., 2002; MONDS & O’TOOLE, 2009). Finalmente, as macro-col6nias
podem se dissolver libertando as células do biofilme. Essas celulas dispersas exploram

outros nichos e aderem novamente a outra superficie. O retorno das células para a forma
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planctonica completa o ciclo de desenvolvimento do biofilme e inicia outro ciclo de vida
(MONDS & O°’TOOLE, 2009; TOYOFUKU et al., 2015).

A maioria dos biofilmes sdo formados por mais de 90% de matriz e menos de
10% de microrganismos. A matriz € um material extracelular produzido pelos
microrganismos que formam o biofilme e é constituida por diferentes tipos de
biopolimeros, conhecidos como substancia polimérica extracelular (EPS) (FLEMMING
& WINGENDER, 2010). O EPS pode ser altamente diverso em sua composi¢do quimica,
podendo ser constituido de proteinas substituiveis ou insubstituiveis, polissacarideos,
acidos nucléicos e fosfolipideos (STOODLEY et al., 2002) e € responsavel por diversas
fungbes: adesdo, agregacdo celular, coesdo do biofilme, retengdo de &gua, barreira
protetiva, sorcdo de compostos organicos e inorganicos, atividade enzimatica, fonte de
nutriente, troca de material genético, doador e receptor de elétrons, exportador de
componentes celulares, dissipador do excesso de energia e sitio de ligacdo de enzimas
(FLEMMING & WINGENDER, 2010).

As micro-col6nias que constituem o biofilme podem ser compostas por
populacdes de uma Unica espécie ou por comunidades de multiplas espécies, dependendo
das condic¢des ambientais em que séo formadas. Cada grupo celular desempenha um papel
diferente no desenvolvimento do biofilme e isso exige uma comunicacdo célula-célula
(Quorum sensing), a qual permite as bactérias coordenarem as suas atividades (DAVEY
& O’TOOLEY, 2000).

2.4 Formagcao de biofilme por Salmonella

Salmonella possui habilidade de formar biofilme, o que contribui para
colonizacao no hospedeiro ou na sua persisténcia no meio ambiente (STEENACKERS et
al., 2012). Muitos estudos tém demostrado que Salmonella possui habilidade para formar
biofilme em diversas superficies, como, por exemplo, em a¢o inoxidavel, plastico,
cimento, borracha e vidro (JOSEPH et al., 2001; STEPANOVIC et al., 2004; GIAOURIS
& NYCHAS, 2006), os quais sao comumente encontrados em fazendas, abatedouros,
industria de processamento de alimentos e em fabricas de ragdo. Entretanto, Salmonella
também ¢é capaz de formar biofilme em superficies bidticas, como plantas, células
epiteliais e célculos biliares (ALTHOUSE et al., 2003; TSOLIS et al., 2008; BERGER et
al., 2010).
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Abban e colaborabores (2012) avaliaram o comportamento de adesdo de
Escherichia coli K12 e Salmonella Typhimurium P6 frente a trés superficies (aluminio,
aco inoxidavel e um material de fibra plastica reforcada), nas quais os alimentos entram
em contato durante seu transporte, tanto na presenca como auséncia de residuos (extrato
aquoso de filé de frango e caldo Luria-Bertani) e compararam o comportamento de adeséo
com as caracteristicas das superficies (taxa de rugosidade e hidrofobicidade). As bactérias
se aderiram rapidamente em todas as superficies abiéticas e observou-se que a taxa de
adesdo foi menor nas superficies que apresentavam residuos, mas que sua remocao foi
mais dificil. Na presenca de residuos a adesdao foi menor, pois sua presenca aumenta a
hidrofobicidade da superficie, e quanto mais hidrofébico o material maior é a dificuldade
do microrganismo se aderir. Além disso, 0s microrganismos mostraram predilecao por
aderir em areas do material que continham mais residuos, provavelmente pela
disponibilidade de nutrientes e os residuos podem funcionar como uma camada adesiva,
tornando o microrganismo mais fortemente aderido a superficie e com isso sua remocao
torna-se mais dificil.

Em um estudo conduzido por Adetunji e Odetokun (2012), isolados de
Salmonella sp. produziram mais biofilme que isolados de Escherichia coli O157:H7 em
todas as condigdes testadas: temperatura (11°C e 28 °C), meio de cultura (caldo triptona
de soja— TBS, TSB + 0,5% de glicose, TSB + 1% de glicose, TSB + 2% de sangue ovino
e TSB + 5% de sangue ovino) e superficie (vidro e cimento). Houve maior formacao de
biofilme na superficie de cimento do que no vidro, devido ao cimento possui menor
hidrofobicidade, o que facilita a adesdo bacteriana e posterior formacéo de biofilme. Com
0 aumento da disponibilidade de nutrientes houve aumento na formagao de biofilme por
ambas cepas testadas. Embora tenha havido maior formacdo de biofilme em meios
contendo glicose do que meios contendo sangue ovino, isto porque meios contendo altas
concentracOes de glicose aumentam a producédo de EPS. A respeito da temperatura de
incubacédo, houve maior producéo de biofilme em temperatura ambiente (28 °C) do que
em temperatura de refrigeracdo (11°C). O aumento da producdo de curli em Escherichia
coli pode ser responsavel pela maior formacéo de biofilme, uma vez que a curli melhora
a habilidade de E. coli formar biofilme e sua expressdo é maior em temperatura ambiente.
J& Salmonella exibe comportamento multicelular associado com a formag&o de biofilme
em vérias temperaturas de incubacdo. O comportamento multicelular € regulado por
condi¢cBes ambientais que visam o promotor agfD (também conhecido como csgD) e sua

expressao leva a producao de polimeros, fimbria curli e celulose os quais formam a matriz
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extracelular. Niveis mais altos de expressdo de agfD sdo observados em temperatura
ambiente (28°C).

Em um estudo conduzido no Brasil para avaliar a capacidade de formacéo de
biofilme por Salmonella isoladas de carnes de aves proveniente de supermercados e
acgougues, observou que 98,3 % (171/174) dos isolados foram capazes de formar biofilme
em pelo menos uma das superficies: vidro, policloreto de polivinila (PVC) e aco
inoxidavel. Destes isolados, a maioria foi fracamente aderente e um pequeno grupo de
isolados foi fortemente produtor de biofilme. Das superficies analisadas, a que
demonstrou uma maior resisténcia a formacao de biofilme foi o vidro. Este estudo relatou
a dependéncia da formag&o de biofilme as condi¢des de temperatura e ao tipo de material
da superficie de contato (OLIVEIRA et al., 2014).

A adesdo a superficie e formacdo do biofilme protege as células bacterianas
contra uma ampla gama de desafios ambientais, incluindo radiagdo ultravioleta,
toxicidade do metal, pH e alteracbes osmoticas, desidratacdo, resposta imunoldgica do
hospedeiro, agentes antimicrobianos e desinfetantes. Lianou e Koutsoumanis (2012)
observaram a variabilidade de formacéo de biofilme em isolados de Salmonella enterica
sobre varias condicdes de pH (3,8-7,0), osmolaridade (0,5-8,0% de NaCl) e temperatura
(4-37°C). Observou-se que a medida que as condi¢cdes ambientais se tornavam menos
favoraveis aos microrganismos, havia maior variabilidade na formac&o de biofilme. Nem
todos os isolados estudados foram capazes de formar biofilme e as condigbes que
favoreceram a sua formacdo foram pH 7,0, concentracdes de 4,5% de cloreto de sodio e
temperatura de 25°C.

Os biofilmes de Salmonella s&o envolvidos por uma matriz extracelular que, em
grande parte, é constituida por dois componentes principais: a fimbria curli e celulose e
em menor quantidade por proteina associada ao biofilme (Bap), antigeno capsular O,
lipopolissacarideo e DNA extracelular (LIU et al., 2014). A fimbria curli é expressa em
resposta a limitacdo de nutrientes, sob condi¢bes de baixa osmolaridade e baixas
temperaturas de crescimento, bem como em fase de crescimento estacionaria (JAIN &
CHEN, 2007) e é importante durante a formacao do biofilme, por promover a interacdo
inicial entre celula-superficie e subsequente interacdo célula-célula. Além disso, a fimbria
curli é importante nos processos como colonizacdo do hospedeiro, persisténcia,
motilidade e invasdo (STEENACKERS et al., 2012). A celulose desempenha um papel
estrutural por conferir forca mecénica e protecdo quimica ao biofilme (ZOGAJ et al.,

2001), sendo tambem importante na fase de adesdo inicial e/ou formacdo de micro-
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colbnia (SIMM et al., 2014). Juntos, estes dois componentes desempenham um papel
importante na manifestacdo de diferentes comportamentos morfolégicos observados em
Salmonella e na formacéo de biofilme em superficies abioticas e resisténcia ao estresse.
O comportamento multicelular em Salmonella é caracterizado pela transi¢do da forma
livre, crescimento planctdnico, para a forma séssil, comunidade bacteriana envolta por
uma densa matriz extracelular composta por macromoléculas, tais como polissacarideos,
proteinas e acidos nucléicos (FLEMMING & WINGENDER, 2010).

Embora o biofilme represente um grande desafio para as areas microbioldgicas
e de higiene, até agora os métodos para analisar a formacdo e desenvolvimento de
biofilme nédo estdo padronizados. Diferentes métodos tém sido empregados para avaliar
biofilmes qualitativamente e quantitativamente (PANTANELLA et al., 2013). Varias
novas metodologias tém sido recentemente desenvolvidas para, ou adaptadas para,
estudos de biofilme, o que tem contribuido para uma compreensdo mais profunda sobre
a fisiologia, estrutura e composicdo do biofilme. Existem métodos para crescimento e
caracterizagéo de biofilme (ensaios em microplacas, dispositivo de Robbins, dispositivo
de Calgary), métodos para avaliar a forca e extensdo da adesdo, e técnicas para mensurar
biomassa, viabilidade e composi¢do da matriz do biofilme (métodos de microscopia,
métodos moleculares, métodos fisicos, métodos quimicos) (AZEREDO et al., 2017).
Entretanto, o ensaio de cristal violeta, formacdo de pelicula na interface ar-liquido e o
ensaio em placas de Vermelho Congo (VC) comumente sdo 0s mais empregados na
avaliacdo da formacdo de biofilme por Salmonella (STEENACKERS et al., 2012). A
formacé&o de pelicula na interface ar-liquido em condigGes de crescimento em caldo Luria-
Bertani (LB) e ensaios em placas de LB suplementadas com Vermelho Congo séo
utilizados para a avaliacdo dos componentes que constituem a matriz extracelular dos
biofilmes de Salmonella.

Ensaios em placas de VC, o qual é um método rapido e fécil, permite analises
semiquantitativas da formacdo de biofilme em superficie solida. Com este método é
possivel selecionar genes e compostos que afetam a formacdo do biofilme e realizar
analises detalhadas da regulacdo de certos componentes da matriz do biofilme e suas
contribuicdes para a formacéo de biofilme em condicGes especificas. A coloragao resulta
a partir da ligacdo do diazocorante VC em ambos maiores componentes da matriz
extracelular; a fimbria curli e celulose (CIMDINS & SIMM, 2017). Estes ensaios,
frequentemente caracterizam os isolados de Salmonella em cinco tipos morfologicos: (i)

rdar, (vermelho, seco e aspero) caracterizado, entre outros fatores, pela producéo de uma
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matriz extracelular adesiva constituida de fimbria curli, celulose e outros polissacarideos
e proteinas; (ii) bdar (marrom, seco e aspero) que expressa somente curli; (iii) pdar (rosa,
Seco e aspero) que expressa somente celulose; (iv) saw (branca e mucdide) que nédo
expressa nem curli nem celulose (ROMLING et al, 2005) e (v) sbam (marrom e mucoide)
que ndo expressa fimbria curli e celulose, mas superexpressa polissacarideo capsular
(MALCOVA et al., 2008).

O comportamento multicelular rdar € altamente conservado entre isolados do
género Salmonella e descrito como um morfotipo que pode persistir por longos periodos
no meio ambiente, fornecendo uma maior resisténcia a dessecacdo e a desinfeccdo
(ROMLING et al., 2005; WHITE et al., 2006; SEIXAS et al., 2014). E sugerido que este
morfotipo seja uma adaptacdo para sobreviver fora do hospedeiro (CHIA et al., 2011).
Normalmente, este morfotipo é expresso somente em condi¢es ambientais especificas
como temperatura ambiente (abaixo de 30°C) em placas de agar contendo meio rico e
sem sal (limitagdo de nutrientes, baixa osmolaridade) ou a 37°C em meios com
deficiéncia de ferro. Além disso, células que expressam essa morfologia de col6nia sdo,
também, frequentemente caracterizadas por aglutinacdo celular em meio liquido,
formacdo de pelicula na interface ar-liquido, formacdo de biofilme em superficies
abioticas (STEENAKERS et al., 2012).

Estudos tém demostrados que células do morfotipo rdar apresentam maior
resisténcia ao perdéxido de hidrogénio, hipoclorito de sodio e a varios agentes
desinfetantes, bem como uma maior capacidade de adesdo a superficies abidticas
(LANDON etal., 2012; STEENAKERS et al., 2012). O morfotipo rdar é mais prevalente
em isolados associados com salmoneloses humana (SEIXAS et al., 2014) e a maioria das
cepas de Salmonella Typhimurium isoladas de pacientes, alimento, animais e fabricas de
racdo tém habilidade de expressar o morfotipo rdar em temperatura ambiente, indicando
a importancia da formacao de biofilme para a colonizagéo e persisténcia em diferentes
ambientes naturais (SIMM et al., 2014).

O morfotipo bdar é mais raro e tem sido sugerido que esta ligado a grupos de
Salmonella que ndo necessitem sobreviver longos periodos no meio ambiente e sdo
potencialmente comensais em seus hospedeiros (CHIA et al., 2011). Vestby e
colaboradores (2009 b) avaliaram a distribui¢cdo de morfotipos em isolados de Salmonella
de farinha de peixe e do ambiente de produgdo, com énfase em potenciais diferengas entre
os morfotipos em relacdo a sobrevivéncia no meio ambiente. Foram avaliados 148

isolados de Salmonella pertencentes aos sorovares Agona (n = 47), Montevideo (n = 38),
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Senftenberg (n = 42) e Typhimurium (n = 21), e um total de 74% (110/148) apresentaram
morfotipo rdar e 26% (36/148) dos isolados apresentaram morfotipo bdar. Foi observado
que o morfotipo rdar é mais tolerante a dessecacao e deplecdo de nutrientes do que o
morfotipo bdar.

Ja o morfotipo saw é mais invasivo, indicando que a perda de curli e celulose
poderia melhorar a capacidade das bactérias para evadir as defesas do hospedeiro e causar
infecgdes sistémicas (STEENAKERS et al., 2012). Um estudo sobre Escherichia coli,
isolada do trato intestinal, observou que aqueles microrganismos que expressavam o
morfotipo rdar apresentavam alta habilidade para formar biofilme, enquanto que aqueles
gue expressavam o morfotipo saw demostravam menor habilidade para formar biofilme
(BOKRANZ et al., 2005).

Salmonella pode formar diferentes tipos de biofilme dependendo das condigdes
ambientais existentes, os quais sao descritos a seguir: (i) pelicula na interface ar-liquido,
(ii) anel na interface ar-liquido e (iii) botdo na interface sélido-liquido. A primeira forma,
tipo pelicula na interface ar-liquido, é observada em condicGes de cultivo em meios ricos
em nutrientes e de baixa osmolaridade (LB sem sal) incubados a temperatura ambiente,
onde ha a expressdo de fimbria curli e celulose. A segunda forma, tipo anel na interface
ar-liquido, é observada em condic¢BGes de cultivo em meios deficiente em nutrientes
(ATM) e temperatura de crescimento a 37°C, onde o principal componente da matriz do
biofilme é celulose. Além disso, biofilme tipo anel também pode ser observado em
ensaios de formacao de biofilme em microplacas de poliestireno (SOLANO et al., 2002).
J4 a terceira forma, é observada em condi¢des de crescimento em meio minimo (MM)
onde ha a formacdo de um botdo na interface sélido-liquido (GARCIA et al., 2004;
PAYTUBI et al., 2017).

A formacéo de pelicula na interface ar-liquido, em meio LB com diferentes
condicdes de crescimento, € amplamente utilizado para avaliar a habilidade de formagéo
de biofilme em Salmonella, sendo que a formacao de biofilme pode ser visualizada como
uma pelicula de células fortemente associadas as paredes do vidro na interface ar-liquido
e gue ndo pode ser facilmente desfeita por agitacdo. Uma variedade de forcas atrativas
estd provavelmente envolvida entre o biofilme e o vidro, como por exemplo, interacGes
eletrostaticas e hidrofobicas (SOLANO et al., 1998 e 2002). A colonizacdo na interface
ar-liqguido em ambiente aquoso pode ser vantajosa para bactérias aerdbicas ou anaerdbicas
facultativas, pois a interface ar-liquido fornece a bactéria acesso a ambas fases, gasosa

(oxigénio) e liquida (dgua e nutrientes). Crescimento em meio rico de baixa osmolaridade,
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temperatura baixa (25°C) e incubagdo estatica, sdo as condi¢Bes descritas para que
Salmonella forme biofilme na interface ar-liquido (PAYATUBI et al., 2017). Estudos de
microscopia eletronica de varredura de peliculas formadas por Salmonella na interface
ar-liquido mostram que as células estdo envoltas por uma substancia extracelular amorfa
como nas células que colonizam placas de &gar. Entretanto, observou-se uma maior
formacdo de matriz de fibras de ligacdo na pelicula, resultando em estrutura muito mais
aderente e que parece manter as células unidas (ANRIANY et al., 2001; SPIERS et al.,
2003).

Eguale e colaboradores (2014) relataram que a maioria dos isolados estudados
formou biofilme, tanto a 20°C como a 37°C. A formacgédo de biofilme a 20°C foi
apresentada por aqueles isolados que expressaram o morfotipo rdar, enquanto que a 37°C
o0 biofilme foi expresso por isolados do morfotipo saw. Embora houvesse formacéo de
biofilme em ambas as temperaturas, a 20°C a formacao de biofilme foi mais robusta (total
de biomassa de biofilme maior). Todos os isolados que expressaram morfotipo rdar
formaram peliculas espessas e estaveis na interface ar-liquido, enquanto que a pelicula
produzida pelos morfotipos sbam e bdar foram frageis e facilmente dispersas. Esse fato
demonstra que a celulose ndo é uma exigéncia basica para a formacéo do biofilme a 20°C
ou a 37°C, mas é importante para a expressdo do morfotipo rdar e formacdo de uma
pelicula intacta. A co-expressao de curli e celulose sdo importantes para a formacéo de
pelicula por cepas selvagens, enquanto que cepas laboratoriais do morfotipo rdar estdo

associadas principalmente com a expressao de curli.

2.5 Genes envolvidos na formacéao de biofilme em Salmonella

Com o declinio da disponibilidade de nutrientes, as células de Salmonella
comecam sua transicdo a partir da fase de crescimento exponencial para a fase
estacionaria e comecam a formar biofilme, que é regulado por uma complexa rede de
muitos componentes, incluindo fator sigma, fatores transcricionais, varios
ribonucleotideos mensageiros e pequenos RNAs (SRNAs) (GERSTEL & ROMLING,
2003; LIU et al., 2014).

Em Salmonella a fimbria curli sdo amildides das principais subunidades
protéicas CsgA e CsgB (CIMDINS & SIMM, 2017) ¢é codificada por dois operons o
csgBAC e csgDEFG (STEENAKERS et al., 2012). O primeiro gene do operon csgDEFG,



36

o0 csgD (previamente denominado agfD, thin aggregative fimbriae gene D), é um gene
chave para a formacao de biofilme por Salmonella e é o principal contribuinte para o
desenvolvimento do morfotipo rdar (CASTANEDA et al., 2015).

CsgD, ativador transcricional pertencente a familia LuxR, é central na regulacéo
da transicdo entre a formacao de biofilme e a viruléncia. A expressdo de csgD é muito
complexa e é geralmente regulada por uma variedade de estimulos ambientais
(temperatura, osmolaridade, disponibilidade de nutrientes, etanol, ferro, pH e tenséo de
oxigénio), diversas proteinas (OmpR) e fatores sigma (RpoS) influenciam na sua
transcricdo, e, consequentemente, a expressdo do morfotipo rdar (GERSTEL &
ROMLING, 2003; AHMAD et al., 2017).

OmpR (outer membrane protein R) foi um dos primeiros genes descobertos
como requerido para a transcricéo de csgD (ROMLING et al., 1998). OmpR um regulador
resposta no sistema regulatério de dois componentes EnvZ/OmpR, é fosfolirado em
resposta a estimulos ambientais, tais como, osmolaridade e pH e liga-se ao promotor csgD
para melhorar a sua expressao (LIU et al., 2014; SIMM et al., 2014). RpoS e Clr sdo
outras proteinas reguladoras da formacdo de biofilme em Salmonella. O gene rpoS
codifica um fator sigma (c°) que regula a transcricéo de genes importantes para a resposta
ao estresse e sobrevivéncia durante a fase estacionaria (HENGGE-ARONIS, 2002).

O fator sigma RpoS (c°) regula a expressio de csgD, ativando sua expressio no
final da fase exponencial e comeco da fase estacionaria a temperatura ambiente, periodos
nos quais a expressdo de rpoS é maxima. Portanto, o fator sigma RpoS constitui um fator
crucial para o desenvolvimento do morfotipo rdar em S. Typhimurium e Escherichia coli
(MONTEIRO et al., 2012). Durante o crescimento de col6nias rdar a expresséo de rpoS
provou ser maxima entre 3 e 5 dias, mas permaneceu detectavel até 47 dias (WHITE et
al.,2006). Alem disso, cepas de S. Typhimurium rpoS mutantes mostraram morfotipo
alterados em placas de 4gar Vermelho Congo (ROMLING et al., 2003).

A proteina Crl ¢ um regulador transcricional de ligacdo do DNA, necessaria para
o desenvolvimento do morfotipo rdar (ROBBE-SAULE et al., 2006). Experimentos com
mutantes demostram que Crl exerce sua funcao juntamente com o RpoS (STEENAKERS
etal., 2012).

Como regulador transcricional mestre, o CsgD, é a principal unidade integrante
e de controle para a formacdo de biofilme em Salmonella (Figura 3), devido a sua
regulacdo da expressdo de substancias associadas a matriz extracelular do biofilme.
(GERSTEL & ROMLING, 2003). In vitro, CsgD n&o fosforilado se liga diretamente a
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regido promotora do operon csgBAC, csgB, e ativa transcricionalmente a sintese de curli
(SIMM et al., 2014).

O-Ag-Capsule

Environment stimuli

Figura 3- Regulacédo da formacéo de biofilme mediada pelo gene csgD em Salmonella
Typhimurium (Adaptada de LIU et al., 2014)

Solano e colaboradores (2002), demonstraram que um mutante do gene csgD
ndo foi capaz de formar pelicula em condi¢cdes de meio rico em nutrientes (LB), mas
mostrou formacao de biofilme em condi¢des de meio deficiente em nutrientes (ATM).
Experimentos baseados em um modelo de formagéo de biofilme em cultura de fluxo
continuo em vidro usando, cepas mutante de csgD, revelou que esse gene € requerido para
a maturacdo do biofilme, mas parece ser dispensavel para o estabelecimento de micro-
coldnias isoladas (GRANTCHAROVA et al., 2010).

O gene csgD também controla positivamente a expressao do gene diguanilato
ciclase adrA pela ligacdo direta com a regido promotora upstream do gene adrA, que
regula positivamente a sintese de celulose via producdo de uma molécula sinalizadora
secundaria c-di-GPM, um ativador alostérico da sintese de celulose (Figura 3) (SIMM et
al., 2014). Além disso, o csgD regula negativamente fatores que inibem a formacéo de
biofilme (CASTANEDA et al., 2015).

Genes envolvidos na biossintese de celulose em Salmonella Typhimurium e
Salmonella Enteritidis, sdo organizados em dois operons transcritos de forma divergentes,
bcsABZC e beseEFG (ZOGAJ et al., 2001; SOLANO et al., 2002). A presenca do operon
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bcs ndo é restrita a Salmonella e grupos de genes homologos estdo presentes em todas as
especies investigadas na familia Enterobacteriaceae (ZOGAJ et al., 2003). Os operons
bcsA, besB e besZ codificam uma subunidade catalitica da sintese de celulose, uma
subunidade regulatéria que se liga a um ativador &cido digualinico ciclico, c-di-GPM, e
a uma endonuclease, respectivamente. O segundo operon, bcsG também mostra
homologia para genes de endonucleases. Genes bcs parecem ser constitutivamente
transcritos e, consequentemente, sua transcricdo ndo é dependente de CsgD e AdrA
(GARCIA et al., 2004).

A sintese de celulose é, desta forma, modulada pela acdo oposta de duas
enzimas, digualinato ciclase (DGC) e c-di-GPM diesterase (PDEA), controlando os niveis
de c-di-GPM na célula. A identificacdo de dois dominios adjacentes designados como
GGDEF e EAL compartilhados por todas as isoenzimas DGC e PDEA sugerem que um
ou ambos dominios estdo envolvidos na atividade digualinato ciclase (AUSMEES et al.,
2001).

O gene adrA é um membro da familia de proteinas GGDEF que esta envolvido
na modulacdo dos niveis de c-di-GPM, especialmente sua atividade digualinato ciclase
gera c-di-GPM. A biossintese de celulose é parcialmente regulada por concentracdes
intracelulares de c-di-GPM, as quais interagem com as proteinas BCS localizadas no
interior da membrana para ativar a biossintese de celulose (DAVIDSON et al., 2008). A
super-expressao de c-di-GPM em S. Typhimurium resulta em elevada expresséo de csgD,
formacéo de rdar biofilme e alta producéo de celulose, bem como a inibicdo da motilidade
e propriedades de viruléncia (SIMM et al.; 2014). Estudos tém descrito que a celulose é
essencial para a formacdo de biofilme em ambientes com deficiéncia de nutrientes
(SOLANO et al., 2002; GARCIA et al., 2004) e, é uma importante substancia polimérica,
pois se entrelaca a outros componentes extracelulares para formar estruturas
tridimensionais e promover ligacdo célula-célula e proteger as células de condicGes
desfavoraveis (LIU et al., 2014).

Adicionalmente a curli (csgD), o genoma de S. Typhimurium contém outros 12
operons possivelmente envolvidos na formacdo de biofilme (MCCLELLAND et al.,
2001). As fimbrias do tipo 1, por exemplo, sdo estruturas proteinaceas filamentosas, as
quais promovem a adesdo bacteriana ao tecido hospedeiro e estdo presentes na superficie
de muitos géneros de Enterobacteriaceae. Essas fimbrias pertencem a uma familia de
fimbrias da classe das chaperonas que sdo codificadas pelo cassete génico

fimABCDEFGHIK, com o gene fimA sendo a maior subunidade estrutural
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(KUZMINSKA-BAJOR et al., 2015). A expressao do gene fimA mostra-se envolvido na
formacao de biofilme e parece ser pouco expresso em biofilmes maduros. Isso sugere que
0 gene fimA pode estar envolvido, especialmente na adesdo de células planctonicas a
superficie ou nos primeiros estagios de formacdo do biofilme (ROBIJINS et al., 2014).
Monteiro e colaboradores (2012) demonstraram que as fimbrias de tipo 1 sdo importantes
nas primeiras 24 horas de formacdao de biofilme por Salmonella. Apds esse periodo, a sua
funcao adesiva é assumida pela fimbria curli.

Estudos de microscopia confocal demonstram que mutantes de genes estruturais
da fimbria tipo 1 (AfimAICDHF) aumentam a formacdo de biofilme em superficies
recobertas com colesterol, mostrando sua importéncia para a adesao e/ou persisténcia de
Salmonella em calculos biliares. Esse aumento na formacao de biofilme pode ser reflexo
de um mecanismo compensatério, como Salmonella possui varios tipos diferentes de
fimbrias, a auséncia de fimbrias tipo 1 faz com que a expressdo de outras fimbrias seja
maior. Durante a formacéo de biofilme em superficies recobertas com colesterol, péde-
se observar que houve aumento na expressao da principal subunidade de fimbria curli
csgA. (GONZALES- ESCOBEDO & GUNN, 2013). Stahlhut e colaboradores (2012)
avaliaram a formacdo de biofilme em isolados de Klebsiella pneumoniae em cateteres
urinarios, demonstrando que na delecéo do gene fimA ou fimH ha atenuacdo na formacéo
de biofilme neste dispositivo em comparagdo com um isolado selvagem, mas que existem
mecanismos compensatorio entre estes genes. Entretanto, quando houve delecdo de
ambos genes a formacéo de biofilme caiu drasticamente e a alta expressdo dos genes apos
70 horas de formacdo do biofilme fornece evidéncias de que Klebsiella pneumoniae
requer qualquer um dos genes durante a fase de maturacdo do biofilme e ndo somente na
fase de adesdo.

A formacéo de biofilme é um processo complexo da interacdo das células com
as superficies de contato, e muitos genes estdo envolvidos neste processo. Os genes de
adesdo envolvendo adrA, bapA, csgD, csrA e rpoS poderiam ser indispenséaveis para a
adesdo inicial e maturacdo do biofilme a medida que promovem as interacdes célula-
célula (STEENAKERS et al., 2012).

Alem da fimbria curli e celulose, a matriz extracelular do biofilme de Salmonella
é constituido por proteinas associadas ao biofilme (Bap). O BapA é uma proteina rica em
treonina que é essencial para a agregagdo bacteriana e subsequente formacao de pelicula
na interface ar-liquido em meio Luria-Bertani. O BapA é codificado pelo gene bapA e é

secretado na superficie das células por um sistema de secrecdo tipo 1 geneticamente
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ligado ao BapBCD (LIU et al., 2014). E sua expressao é coordenada com a expressao de
curli e celulose, através da acdo de CsgD (LATASA et al.,2005).

Um estudo realizado por Latasa e colaboradores (2005), a supressdo de BapA
causou perda da capacidade de formar biofilme na interface ar-liquido, ao passo que a
superexpressdo de uma copia cromossdmica de BapA aumentou a formacéo da massa do
biofilme em Salmonella Enteritidis. Por outro lado, em um estudo conduzido por Jonas e
colaboradores (2007), onde avaliou-se o papel da fimbria curli, celulose e BapA em
biofilmes através de microscopia de forca atémica, observou-se que a capacidade de
formar biofilme e o morfotipo de colonia ndo foram alterados em mutantes BapA.

Um estudo comparou a expressao de genes de adesao (adrA, bapA, csgD, crsA
e rpoS), quorum sensing (luxS e sdiA) e de viruléncia (invA, sipB e sipC) em biofilmes
formados por Salmonella em cupons de aco inoxidavel sob condicbes laboratoriais
semelhantes as condi¢Ges de ambiente de processamento de alimento e em meios de
cultura, caldo tripsina de soja (TSB) e caldo de descongelamento de carne de frango
(MTLB). Os niveis relativos de expressao dos genes de adesdo (adrA, bapA, csgD, crsA
e rpoS) foram influenciados pelo tipo de meio de cultura, indicando que 0 mecanismo de
formacdo de biofilme é, de alguma forma, associado com o ambiente de crescimento das
células. Houve uma expressdo relativamente baixa dos genes de adesdo nas células do
biofilme em comparacdo as células plancténicas em 3 dias de incubacdo, isto
provavelmente, deve-se a fase rudimentar do desenvolvimento do biofilme, quando a
capacidade de adesdo resulta principalmente das caracteristicas da superficie das células
em vez de EPS. Além disso, os niveis de csgD e csgB em TSB aumentaram
acentuadamente nos dias 5 e 7 de incubacédo, de acordo com o desenvolvimento de um
biofilme maduro. No entanto, csgD e csgB de células de biofilme cultivadas em MTLB
apresentaram maior expressdo a 3 dias de incubacdo do que a 7 dias, 0 que pode estar
associado a alta concentracdo de ferro presente no meio de MTLB, uma vez que a falta
de ferro pode prolongar a fase lag de expresséo de csgD e adrA. Neste estudo, bapA
mostrou uma maior expressdo em biofilmes cultivados em meio TBS do que em MTLB
(WANG et al., 2016)

2.6 Estrategias para inibi¢do da formagéo de biofilme
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O modo de vida em biofilmes contribui para 0 sucesso na sobrevivéncia de
microrganismos em ambientes hostis, possibilitando que 0s mesmos demonstrem maior
resisténcia frente a mudancas ambientais que seus homélogos de vida livre. Em diversos
microrganismos de importancia médica e econdmica, como: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pyogenes e Staphylococcus aureus, ha estudos descrevendo sua habilidade de formar
biofilme (STEENACKERS et al., 2012; BHATTACHARYA et al., 2015; FIEDLER et
al., 2015; SHARMA et al., 2016), o que possivelmente confere a estes microrganismos
maior resisténcia a antimicrobianos, desinfetantes e estratégias convencionais de limpeza.

Uma ampla gama de fatores (tipo de superficie, disponibilidade de nutrientes e
oxigénio, espécie microbiana, temperatura, pH, etc.) contribuem para a diversidade de
biofilmes, os quais sdo diferentes entre si. Entretanto, até agora nao existe um sistema
exclusivo que seja capaz de remover todos os biofilmes. Sendo assim, diversos estudos
tém sido desenvolvidos para se conhecer os fatores que afetam a resisténcia de biofilmes
de Salmonella spp. contra sanitizantes, o que pode vir a ser Gtil no desenvolvimento de
novas estratégias para inibir a formacéo ou erradicar/remover estes biofilmes do ambiente
industrial (AKBAS, 2015; OH et al., 2017; SPERANZA et al., 2017).

Estas estratégias baseiam-se em dois aspectos principais: (a) inibicdo da
formacao do biofilme e (b) a erradicacéo ou tratamento de biofilmes j& formados (Figura
4).

Célnlas planctfnicas | Monocamada aderida Ag]:egadosou Biofilme madnro . "_., ’ f

Figura 4- Principais alvos para combate de biofilmes microbianos: inibi¢ao da formacéo
do biofilme (etapa 1 e 2) e erradicagdo ou tratamento de biofilmes j& formados (etapa 3)
(Adaptada de CHUNG & TOH, 2014).
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A inibigdo da formagdo do biofilme pode ser obtida através do bloqueio de
adesdo microbiana a superficie ou por meio da interrup¢do da comunicacdo celular
(Quorum sensing) (BELOIN et al., 2014). O bloqueio da adesdao microbiana pode ser
obtido através de abordagens: (i) bioquimicas, as quais utilizam substancias bactericidas
ou com propriedades antiadesivas para modificar a superficie abiotica (revestimento); (ii)
fisico-quimicas que modificam as caracteristicas da superficie, como por exemplo, a
hidrofobicidade; e (iii) bioldgicas, que utilizam competicdo bacteriana (biosurfactantes)
ou moléculas que inibem ou interferem em algum processo metabolico do
microrganismo, como por exemplo, a sintese de flagelo ou gliconeogenese (YANG et al.,
2012).

A interrupcdo da comunicacdo celular pode ser obtida pelo uso de moléculas
inibidoras do sistema QS (QSI), as quais competem com o receptor das moléeculas
sinalizadoras, ou de enzimas conhecidas como Quorum Quenching (QQ), as quais
degradam as moléculas de sinalizagdo, podendo bloguear a comunicacdo bacteriana
(BLACKLEDGE et al., 2013; KHAN & LEE, 2016). Desta maneira, a producdo de EPS,
bioluminescéncia, viruléncia, entre outras atividades s@o inibidas, 0 que compromete a
manutencgéo da estrutura tridimensional do biofilme (RICHARDS & MELANDER, 2009;
MACEDO E ABRAHAM, 2009; YANG et al., 2012).

A erradicacdo ou tratamento de biofilmes ja formados, quando possivel, ocorre
basicamente através da morte das células do biofilme ou inducdo da dispersdo destas
células. O desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos e melhoria de penetracdo
deste na matriz de EPS, bem como a terapias com fagos, sdo abordagens utilizadas para
promover a morte celular. Entretanto, estas estratégias ndo erradicam o biofilme ja
formado (YANG et al., 2012).

Na industria de alimentos, os tratamentos de limpeza e desinfec¢do adquirem
grande importancia, a fim de prevenir ou erradicar/remover o biofilme. Os procedimentos
de limpeza devem efetivamente remover os detritos alimentares ou outras sujidades que
podem conter microrganismos ou promover o crescimento microbiano, através de agua
fria ou quente, seguido de aplicacdo de agentes quimicos, enxaguamento e saneamento
(FRANK, 2000). Entretanto, em ambientes de processamento de alimentos destinados a
alimentacdo animal, além das medidas de higienizacdo do ambiente é amplamente
utilizado o tratamento térmico como método de descontaminacao do produto final (racdes

peletizadas). Contudo, este processo é dependente de varios fatores como temperatura,
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tempo de tratamento e microrganismo alvo para que seja potencialmente efetivo na
eliminacdo ou reducdo a niveis aceitaveis do patégeno (HUSS et al., 2015).

Em alguns casos, o0 tratamento quimico da racdo pode oferecer uma medida
alternativa de protecdo. Tratamento de ingredientes ou ragfes compostas com misturas
de &cidos organicos ou com produtos a base de formaldeido em concentra¢des adequadas,
podem ser eficazes na reducdo da contaminagéo por Salmonella e outros microrganismos.
Além disso, o tratamento quimico tem um efeito protetor residual na ra¢éo, o que ajuda a
reduzir a re-contaminacdo e também ajuda a reduzir a contaminacdo de equipamentos
(moedores, esteiras, misturadores, etc.) e do ambiente em geral (EFSA, 2008).

Os &cidos orgéanicos podem ser tdo eficazes quanto os desinfetantes quimicos,
além disso, pode também ajudar a reduzir o uso de agentes quimicos, consumo de agua e
custo de energia (AKBAS, 2015). O uso de acidos organicos também pode ser uma
alternativa de tratamento para o controle da formacéo de biofilme (BORGES et al., 2012).
Acidos organicos fracos tém sido descritos como agentes antibacterianos seguros e sdo
amplamente utilizados como aditivos alimentares e protetivos de agentes farmacéuticos.
Além disso, os acidos organicos sdo mais eficazes do que os &cidos inorganicos para inibir
0 crescimento e metabolismo de uma ampla variedade microrganismos patogénicos e
deteriorantes (NOSTRO et al., 2013).

O efeito antimicrobiano dos acidos organicos pode depender de varios fatores,
como composicdo da cadeia lateral, hidrofobicidade ou comprimento da cadeia. E
conhecido que &cidos organicos fracos sdo lipofilicos, podendo penetrar a membrana
plasmatica e acidificar o citoplasma da célula (AKBAS, 2015). Assim, a a¢do dos acidos
organicos sobre 0s microrganismos é explicada pela capacidade destes acidos (forma néo
dissociado) livres de atravessar a membrana celular, dissociarem-se no interior celular
mais alcalino, acidificando o citoplasma celular e resultando em uma reducdo do pH
celular interno (VAN IMMERSSEL et al., 2006; NOSTRO et al.; 2013). As bactérias
mantém um pH neutro no citoplasma, exportando para fora da célula o excesso de
prétons, este processo consome energia (ATP) e resulta em esgotamento de energia. Os
acidos organicos podem inibir a funcdo da membrana e o transporte de nutrientes,
prevenir a sintese de macromoléculas e desnaturacdo de DNA (AKBAS, 2015).

Entretanto, demonstrou-se que o efeito inibitério dos &cidos organicos esta
principalmente relacionado com a quantidade de &cido ndo dissociado, a qual é
influenciada pelo pH, temperatura e a constante de dissociacdo do &cido (pKa). Quando

0 pH é equivalente a constante pKa, a proporcdo de acido na forma dissociada e nao
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dissociada é igual. Se o pH do meio diminui, a concentracdo de formas ndo dissociadas
do acido aumenta e, entdo, sua atividade é aumentada (DIBNER & BUTTIN, 2002).

Estudos estédo sendo feitos para elucidar a acdo de acidos organicos no controle
de Salmonella e sua agéo frente a formagéo de biofilme por este microrganismo (PARK
et al., 2012; ALMASOUD et al., 2015; AMRUTHA et al., 2017). Entre os &cidos
organicos estudados, estdo os acidos acético, latico, malico, citrico, tartarico e peracético.

Um estudo sobre o efeito inibitério dos acidos organicos latico e malico em
autoindutores de Quorum sensing do tipo 2 (Al-2) em Escherichia coli O157:H7 e
Salmonella Typhimurium, observou que o &cido latico sozinho (concentracdo de 4%) ou
em combinagdo com o acido mélico (ac. Latico 4% + ac. Mélico 4%) foram capazes de
inibir a acdo de Al-2 em 80% em ambos microrganismos. Além disso, o tratamento
combinado de acido malico e acetico (4% w/v de cada acido) reduziu significantemente
a formacé&o de biofilme em Escherichia coli e Salmonella Typhimurium (ALMASOUD
etal., 2016).

Acido malico foi considerado eficaz para inibir a formacdo de biofilme por
Salmonella Typhimurium em cenouras e outras superficies de contato com alimentos.
Enquanto que, os acidos citrico, malico e tartarico apresentaram forte atividade
antibacteriana a 75 mM contra agentes patogénicos, como Escherichia coli O157:H7,
Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium (SINGLA et al., 2014). O uso de
acido latico (2% wi/v), mostrou ser mais efetivo na inativacao de microrganismos quando
comparado com acido acético e citrico. Além disso, acidos latico, acético e citrico
mostraram-se efetivos na reducdo da formacao de biofilme, producdo de EPS, motilidade
e reducdo na atividade de Al-2 em Escherichia coli e Salmonella spp (AMRUTHA et al.,
2017).

Um estudo que foi realizado para determinar o efeito de sanitizantes
aerossolizados na inativacdo de biofilmes de Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes e Salmonella Typhimurium formados em cupons de aco inoxidavel e
policloreto de polivinila (PVC), mostrou que biofilmes tratados com 100 ppm de
hipoclorito de sédio e acido peracético por 50 minutos reduziram significativamente as
células do biofilme nos trés patdgenos comparado ao tratamento controle. Inicialmente
Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium formaram
biofilmes nos cupons com uma densidade de celular de 6,44, 7,09 e 6.18 log UFC/cupom,
respectivamente. Apos o tratamento com 100 ppm de hipoclorito de durante 50 minutos,

a densidade celular dos biofilmes de Escherichia coli, Listeria monocytogenes e
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Salmonella Typhimurium foram reduzidas para 2,56, 0,50 e 2,46 log UFC/cupom,
respectivamente. Ja o tratamento com 100 ppm de acido peracético por 50 minutos a
reducdo foi de 4,37 log UFC/cupom para S. Typhimurium, 4,58 log UFC/ cupom para
Listeria monocytogenes e abaixo dos limites detectaveis (1,48 log UFC/cupom) para
Escherichia coli. Entretanto, a exposi¢do a 200 e 400 ppm de &cido peracético mostrou
ser mais efetivo na redugdo das células do biofilme nos trés patdgenos (PARK et al.,
2012).

O efeito dos acidos organicos em outros microrganismos, além de Salmonella,
também tem sido reportado. O uso de &cido acético e &cido latico para reducdo do pH de
um meio de cultura para Staphyloccoccus aureus e Staphylococcus epidermidis
apresentou efeito redutor na formacdo de biofilme por estes microrganismos. Apds 6
horas de exposicédo a pH 5 a reducéo da formacéo de biofilme foi de 58-60%; ja em pH 6
a reduco foi de 10-15% (NOSTRO et al., 2013). Acido furilico e galico mostraram efeito
inibitorio no crescimento de células plancténicas, reducdo na formagdo de biofilme e
inibicdo na motilidade em Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa (BORGES et al., 2012).

Além dos acidos organicos, muitos pesquisadores tém estudado a agdo de
extratos de plantas e seus 6leos essenciais como agente antibiofilme, os quais sdo
conhecidos por representar uma vasta e sustentavel fonte de compostos de baixo peso
molecular com varias atividades bioldgicas, incluido a inibicdo de coagregacdo
interespécies, prevencdo da adesdo bacteriana e inativacao de biofilmes maduros mono
ou multiespécies (KHAN & LEE, 2016).

Os Gleos essenciais sdo complexas misturas de substancias aromaticas e volateis
produzidos pelo metabolismo secundario das plantas em resposta a fitopatogenos e
insetos. S&o obtidos a partir de varias partes da planta (flores, brotos, sementes, galhos,
casca, madeira, frutos e raizes) por métodos de extracdo, fermentacdo ou expressdo e
destilacdo a vapor. Possuem mudltipla acdo antimicrobiana, como por exemplo,
antibacteriana, antifingica e antiviral (SOLORZANO-SANTOS & MIRANDA-
NOVALES, 2012).

Os mecanismos de acdo, descritos na literatura, dos compostos antimicrobianos
de Oleos essenciais e/ou Oleos essenciais brutos em células planctbnicas séo:
permeabilizacdo da membrana celular, despolarizagdo da membrana plasmatica, dano ao
polimorfismo lipidico, interacdo com proteinas da membrana de bactérias Gram-

negativas, alteracdo dos processos do sistema respiratorio, coagulacdo do material
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citoplasmatico, deplecdo intracelular de ATP e supressdo da producdo de toxinas
microbianas (SAVIUC et al., 2015). Entretanto, tem sido proposto que o modo de acao
dos 6leos essenciais nas celulas do biofilme € pela interrupcao do quorum sensing ou pela
interacdo com a camada de lipideos da membrana citoplasmatica, resultando em dano e
perda da integridade da membrana celular, com subsequente extravasamento de material
celular (SONI et al., 2013; KHAN & LEE, 2016).

Diferentes pesquisadores tém se dedicado a elucidar o efeito de diferentes 6leos
esséncias na formacdo de biofilme por Salmonella. Geralmente, os 6leos essenciais com
maior atividade antimicrobiana (concentracdes menores de 1% vol/vol) sdo o 6leo de
orégano (Origanum vulgare), canela (Cinnamomum zeylanicum), cravo (Syzygium
aromaticum) e tomilho (Thymus vulgaris), cujos principais componentes sdo0 compostos
fenolicos como carvacrol, cinamaldeido, eugenol e timol, respectivamente (RAUT &
KARAPPAYIL, 2014).

Ensaios de redugdo de 2-(4,5-dimetil-2-thiazolil)-3,5-difenil-2H-brometo de
tetrazdlio (MTT) mostraram que o 6leo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum) e
cinamaldeido em uma concentracdo de 312 pug/mL diminuiram a formacdo de biofilme
em Salmonella Saintpaul em 50%. Interessantemente, o efeito de concentragdes de 624
pg/mL de ambos compostos teve efeito similar & concentragéo de 312 pg/mL. Observou-
se também, que o nimero de células viaveis em biofilmes de Salmonella Saintpaul em
cupons de aco inoxidavel (aproximadamente 8 logs UFC/cm?) foi significantemente
reduzido apds o tratamento dos cupons por 1 hora com concentracdes de 312 pg/mL e
624 pg/mL de 6leo essencial de canela e cinamaldeido. Além disso, concentracfes sub-
inibitorias (234, 156, and 78 pg/mL) do dleo essencial de canela e cinamaldeido também
reduziram a contagem de células viaveis nos cupons de aco inoxidavel. A maior reducéo
foi observada com 156 pug/mL e 234 pg/ml, na qual foi observada uma diminuicdo de
aproximadamente 2 ciclos logaritmicos na contagem bacteriana (PIOVEZAN et al.,
2014).

Keelara e colaboradores (2016), avaliaram a formacéo de biofilme em isolados
de Salmonella provenientes do ambiente e sua susceptibilidade a antimicrobianos
naturais, como o cinemaldeido e esporan (mistura de eugenol, timol e extrato de alecrim).
Uma concentragdo de 1000 ppm de cinemaldeido e de esporan reduziram
significativamente a formagao de biofilme por Salmonella, e o efeito bactericida destes
antimicrobianos aumentou com o aumento de suas concentracdes. O uso de uma

concentracdo de 2000 ppm de ambos antimicrobianos reduziu a populacao de Salmonella
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em 6 ciclos logaritmicos a partir de sua populagdo inicial de 7-7.5 UFC/cm? e em
concentracfes de 3000 ppm Salmonella foi indetectavel.

Os oOleos essenciais de satureja das montanhas, tomilho e alecrim mostraram
possuir notavel atividade anti-biofilme, propriedades antiadesivas e antibacterianas frente
a isolados ambientais de Salmonella (MILADI et al., 2016). Carvacrol, composto
majoritario do 6leo essencial de orégano, foi capaz de inibir a formacéo de biofilme em
uma concentracdo de 0.5 mM em Salmonella Typhimurium DT104 e em Staphylococcus
aureus 0074, enquanto que ndo apresentou efeito sobre a formacédo de biofilmes de
Pseudomonas aeruginosa. Em biofilmes j& estabelecidos, o carvacrol (at¢ 8 mM)
apresentou muito pouca ou nenhuma atividade, mostrando que a formacéo do biofilme
confere protecdo contra este composto. Concentrages de 3 mM de carvacrol inibiram a
producdo de Al-2 a nivel de sua expressdo génica, a qual € menor que a concentragao que
inibe a formacao de biofilme, indicando, assim, que a atividade do carvacrol na inibicdo
da formacéo do biofilme pode estar relacionada a interrupgdo do quorum sensing (BURT
etal., 2014).

Os efeitos dos 6leos essenciais na formacédo de biofilme, tém sido reportados
tanto em microrganismos Gram-positivos como em Gram-negativos. O 0leo essencial de
orégano, carvacrol e timol exibiram efeito inibitério em biofilmes formados por
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. O carvacrol e eugenol, em
concentracdes de 0,3 a 0,9 %, mostram efeitos inibitdrios frente a biofilmes formados por
Escherichia coli O157:H7 e Listeria monocytogenes, sendo que os biofilmes de Listeria
monocytogenes mostraram maior resisténcia a ambos agentes anitimicrobianos.

Embora atualmente existam inumeros estudos sobre os efeitos causados por
acidos organicos e 6leos essenciais, ainda pouco se sabe sobre a acdo destes compostos
frente a formacdo de biofilme ou erradicacdo/remocdo em isolados de Salmonella

provenientes de fabricas de racéo para suinos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Determinar o perfil fenotipico e genotipico de formacéo de biofilme de cepas de
Salmonella enterica subsp. enterica provenientes de fabrica de racdo suina e agdo de

Oleos essenciais sobre estes biofilmes.

3.2 Especifico

a) Determinar fenotipicamente a formacdo de biofilme em isolados de Salmonella
enterica subsp. enterica provenientes de fabrica de racdo suina.

b) Confirmar a presenca de genes associados aos fendtipos de formacdo de biofilme
encontrados nos isolados de Salmonella enterica subsp. enterica.

c) Avaliar o efeito dos 0leos essenciais de orégano (Oreganum vulgare) e tomilho
(Thymus vulgaris) e seus compostos majoritarios, carvacrol e timol, na inibicdo da
formagdo e eliminacdo/reducdo de biofilmes maduros nos isolados de Salmonella
enterica subsp. enterica.

d) Avaliar o efeito dos &cidos acético e latico na eliminacdo/reducdo de biofilmes

maduros nos isolados de Salmonella enterica subsp. enterica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cepas bacterianas:

Cinquenta e quatro cepas de Salmonella enterica subsp. enterica, obtidas durante
um estudo transversal realizado em quatro fabricas de ragdo para suinos, foram utilizados
neste estudo (Tabela 1). As cepas foram previamente caracterizadas quanto a origem,
sorovar e perfil de macrorestricdo (pulsotipo) por Pellegrini e colaboradores (2015). Estas
cepas foram obtidas a partir de amostras de ingredientes e ambiente e pertenciam a 16
sorovares: Agona (n = 5), Anatum (n = 4), Cerro (n = 1), Infantis (n = 2), Mbandaka (n =
1), Montevideo (n = 18), Morehead (n = 1), Newport (n = 2), Orion (n = 3), Salmonella
enterica 0:3,10 (n = 2), Salmonella enterica O:16:c:- (n = 1), Schwarzengrund (n = 1),
Senftenberg (n = 6), Tennessee (n = 4), Typhimurium (n = 1) e Worthington (n = 2).

As cepas pertencentes ao mesmo sorovar e oriundas da mesma fabrica de ragdo
foram submetidas a analise através da técnica de macrorestricdo do DNA total, seguida
de eletroforese em campo pulsado (PFGE), para a identificacdo de grupos clonais
(PELLEGRINI et al., 2015). Todas as cepas encontravam-se estocadas em caldo BHI
adicionado de 20% de glicerol e mantidos congelados a —20°C. As cepas foram reativadas

em caldo BHI para realizagdo dos ensaios descritos a seguir.

Tabela 1 - Caracterizacao quanto a origem, sorovar e perfil de macro restri¢do (pulsotipo)
de cepas de Salmonella proveniente de fabricas de racdo para suinos

Identificacdo  Sorovar Pulsotipo  Origem Fabrica ggltt?ta

SAl4 Agona Ag2 Equipamento D 09/03/2009
SA16 Agona Agl Equipamento D 09/03/2009
SA20 Agona Ag2 Equipamento D 09/03/2009
SA29 Agona Ag3 Equipamento D 10/03/2009
SA30 Agona Ag3 Ingrediente D 10/03/2009
SAn40 Anatum Equipamento B 08/09/2008
SAn43 Anatum Ingrediente C 15/09/2008
SAn45 Anatum Ingrediente C 15/10/2008
SANn47 Anatum Ingrediente C 15/10/2008
SC48 Cerro Ingrediente C 15/10/2008
SI3 Infantis Inl Equipamento A 30/07/2009



Sl4
SMb42
SM5
SM6
SM7
SM10
SM11
SM12
SM13
SM15
SM18
SM21
SM22
SM23
SM24
SM26
SM27
SM33
SM34
SM37
SMo53
SN1
SN2
SO8
SO9
SO50

S(0:3,10)38

$(0:3,10)39

S(0:16:c:-)54
SS25

Infantis
Mbandaka
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Morehead
Newport
Newport

Orion

Orion

Orion
S.enterica subsp
enterica (0:3,10)
S.enterica subsp
enterica (0:3,10)
S.enterica subsp
enterica (O:16:c:-)
Senftenberg

In2

Mt2
Mtl
Mt3
Mt5
Mt5
Mt4
Mt5
Mt7
Mt8
Mt7
Mt6
Mt7
Mt7
Mt7
Mt8
Mt9
Mt8
Mt8

Orl
Oor2

Se3

Equipamento
Produto final
Equipamento
Equipamento
Equipamento
Equipamento
Produto final
Produto final
Ingrediente

Ingrediente

Equipamento
Equipamento
Equipamento
Equipamento
Equipamento
Equipamento
Ingrediente

Equipamento
Equipamento
Ingrediente

Equipamento
Equipamento
Equipamento
Equipamento
Equipamento

Ingrediente

Ingrediente

Equipamento

Equipamento

Ingrediente

O ® ® >» » @ OO0 0O O0OO0UOUOOUOOOOOOOOD>»>»>» O >
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28/07/2009
15/09/2008
30/07/2009
28/07/2009
28/07/2009
10/09/2008
10/09/2008
10/09/2008
17/03/2009
09/03/2009
09/03/2009
09/03/2009
09/03/2009
09/03/2009
09/03/2009
09/03/2009
09/03/2009
10/03/2009
10/03/2009
23/07/2009
20/03/2009
22/07/2008
22/07/2008
08/09/2008
08/09/2008
15/10/2008

08/09/2008

08/09/2008

20/03/2009
09/03/2009
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SS28 Senftenberg Se3 Equipamento D 10/03/2009
SS31 Senftenberg Sel Equipamento D 10/03/2009
SS36 Senftenberg Se2 Equipamento D 10/03/2009
SS41 Senftenberg Produto final C 10/09/2008
SS51 Senftenberg Ingrediente C 15/10/2008
SSc52 Schwarzengrund Ingrediente C 17/03/2009
STe32 Tennessee Tel Equipamento D 10/03/2009
STe35 Tennessee Te2 Equipamento D 10/03/2009
STed4 Tennessee Ingrediente C 15/10/2008
STe49 Tennessee Ingrediente C 15/10/2008
ST46 Typhimurium Produto final C 15/10/2008
SW17 Worthington Wol Equipamento D 09/03/2009
SW19 Worthington Wol Equipamento D 09/03/2009

4.2 Ensaios fenotipicos para a avaliacdo da formacao de biofilme

4.2.1 Formacao de pelicula na interface ar-liquido em caldo:

A avaliacdo qualitativa da formacdo de pelicula na interface ar-liquido foi
realizada conforme descrito por Solano e colaboradores (2002). Cultivos de 24 horas de
todas as cepas e da cepa padrdo Salmonella Typhimurium ATCC 14028 em placas de
agar triptona de soja (TSA; Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) foram repicados em 5 mL
de caldo Ldria-Bertani com baixo teor de sal (LB- low salt; Sigma-Aldrich, St. Louis,
Estados Unidos) e incubados a 25°C por 96 horas. O biofilme formado foi visualizado
como uma pelicula flutuante na interface ar-liquido que blogueia totalmente a superficie
da cultura e ndo pode ser dispersa por agitacdo. As cepas foram classificadas como
formadores de pelicula rigida, fragil ou ausente (ndo formadores). O experimento foi

repetido em trés diferentes ocasides.

4.2.2 Identificacdo do morfotipo:

As cepas, a partir do criocultivo, foram inoculadas em caldo infusdo de cérebro
e coracdo (BHI; Himedia, Munbai, india) e, posteriormente, semeadas em meio sélido
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triptona de soja (TSA; Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) e incubados a 37°C por 24
horas. Col6nias isoladas foram semeadas em meio sélido Luria-Bertani com baixo teor
de sal (LB-low salt; Sigma-Aldrich) suplementadas com 40 pg/mL de vermelho congo
(Sigma-Aldrich) e 20 pg/mL de coomassie brilliant blue (Sigma-Aldrich) e também
foram semeadas em meio s6lido LB com baixo teor de sal suplementado com 50 uM de
calcofluor (Fluorescent brightener 28; Sigma-Aldrich, USA). As placas foram incubadas
a 28°C por 96 horas (LB suplementado com vermelho congo) e 48 horas (LB
suplementado com calcofluor) e a 37°C por 24 horas para analise da morfologia da
colbnia. Indicacdo de producdo de celulose pela cepa foi detectada expondo a placa
semeada a uma fonte de 366 nm de luz UV e observando-se a presenca de coldnias
fluorescentes (ROMLING et al., 2003). Todos os ensaios foram realizados em duplicata
e repetidos em trés diferentes ocasioes.

Classificaram-se as cepas quanto ao seu morfotipo através da combinacdo dos
resultados obtidos em ambos meios de cultivo (agar suplementado com vermelho congo
e agar suplementado com calcoflur). Sendo assim, as cepas foram classificadas em:
morfotipo rdar (vermelha, seca e rugosa; expressa fimbria curli e celulose), pdar (rosa,
seca e rugosa; expressa celulose), bdar (marrom, seca e rugosa; expressa fimbria curli),
saw (mucoide; ndo expressa a fimbria curli nem celulose) e sham (marrom mucoide; ndo
expressa celulose) (ROMLING et al., 2003; MALCOVA et al., 2008).

A cepa padrdo Salmonella Typhimurium ATCC 14028 foi utilizada como
controle de comparagdo por possuir morfotipo rdar (ROMLING et al., 1998).

4.2.3 Formacao de biofilme em placas de poliestireno:

A metodologia para avaliacdo da formacgéo qualitativa de biofilme em placas de
poliestireno foi baseada na técnica descrita por Stepanovic e colaboradores (2000). As
cepas padrdes utilizadas foram: (i) Salmonella Typhimurium ATCC 14028, como
controle positivo por possuir caracteristica de ser fortemente/moderadamente aderente a
28°C e ndo aderente a 37°C; (ii) Salmonella Enteritidis ATCC 13076, como controle
positivo por ser fracamente aderente a 28°C e a 37°C e (iii) Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984, como controle positivo por ser fortemente aderente a 37°C e ser ndo
aderente a 28°C. Para realizacdo do ensaio, as cepas de Salmonella testadas e as cepas
padrdes foram semeadas em meio TSA s6lido e incubadas por 18 horas a 37°C. Colonias
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foram transferidas para um tubo contendo solucdo salina a 0,85% até obter turvacéo
equivalente a 0,5 da escala McFarland por observacao visual.

Posteriormente, 230 pL de caldo triptona de soja sem glicose (TSB; Bacto®,
New Jersey, Estados Unidos da América) e 20 pL de suspensdo bacteriana (0,5
McFarland) foram inoculados, em triplicata, em pocos de placas de microtitulagéo de
poliestireno com 96 cavidades de fundo plano (TPP® Techno PlasticProducts AG,
Switzerland). Como controle negativo, foi utilizado o0 mesmo volume de meio de cultura,
porém sem a suspensdo bacteriana. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e a
28°C por 96 horas. Passado o periodo de incubacéo, o contetdo dos pocos foi aspirado e
lavado trés vezes com 250 uL de agua destilada. Para fixac&o do biofilme foi adicionado
250 pL de metanol p.a por 15 minutos, com posterior remocgdo. As placas foram secas
durante 15 minutos a 37°C e entdo coradas com 250 pL de solucdo de cristal violeta de
Hucker 2% durante 5 minutos. ApGs este tempo, a solucdo de cristal violeta foi retirada e
realizou-se trés lavagens com agua destilada. Removida a agua destilada, as placas foram
deixadas para secar a 37°C.

A densidade optica (DO) dos biofilmes bacterianos aderidos foi determinada por
leitura da absorbancia em leitor automatizado de Enzyme- linked Immunosorbent Assay
(ELISA) (Leitor de absorbancia; ETL Testing Laboratories Inc., Nova lorque, Estados
Unidos da América) em comprimento de onda de 550nm com 300 pL de Acido Acético
Glacial a 33% para ressuspender o biofilme aderido.

Todas as cepas foram separadas em categorias de acordo com a DO dos filmes
bacterianos, como descrito anteriormente por Stepanovic e colaboradores (2007). As
cepas foram classificadas como: ndo produtor de biofilme (DO < DOc), fraco produtor
de biofilme (DOc< DO < 2 x DOc), moderado produtor de biofilme (2 x DOc< DO <4 x
DOc) e forte produtor de biofilme (4 x DOc< DO). Definiu-se o ponto de corte (DOc)
como trés desvios padrdes acima da média da DO do controle negativo. As cepas foram
testadas trés vezes e em triplicata, resultando em nove leituras de DO para cada isolado e

para cada cepa padrao.
4. 3 Extracdo de DNA gendmico e ensaios de PCR
As cepas foram semeadas em caldo BHI e incubados a 37°C por 24 horas. Apos,

1 mL da cultura foi transferida para um microtubo, centrifugado a 8.000 xg por 5 minutos

e o0 sobrenadante foi descartado. DNA gendmico foi extraido usando o NucleoSpin©
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Tissue Kit (Machery-Nigel; Duren; Germany), conforme instru¢des do fabricante e, a
qualidade e integridade do DNA génomico extraido foram verificados em gel de agarose
1% corado com brometo de etideo (5ug ml™).

A presenca dos genes csgD, adrA, fimA e bapA envolvidos na formagéo de
biofilme, foi detectada pela reacdo em cadeia de polimerase (Polymerase chain reaction;
PCR), utilizando os oligonucleotideos iniciadores listados na Tabela 2. As reacfes de
amplificacdo foram realizadas em termo-ciclador Veriti™ Thermal Cycler (Applied
Biosystems; Waltham; Estados Unidos da América) num volume total de 25 pL contendo:
2,5 uL de 10x PCR buffer, 3 mM de cloreto de magnésio (MgCl.), 0,2 mM de cada dNTP
(Invitrogen; Groningen; Holanda), 1U de Taq DNA polimerase (Ludwig; Alvorada;
Brasil), 20 pmol de cada oligonucleotideo, 2 pL de DNA da amostra e agua ultrapura
autoclavada. Para os genes csgD e adrA foram utilizados um ciclo inicial de 94°C durante
5 minutos para desnaturacao inicial, seguido de 35 ciclos de 94°/30 segundos, 60°C/30
segundos e 72°C/ 30 segundos. A temperatura final de extensédo foi 72°C por 4 minutos.
Para o gene fimA foi utilizado um ciclo inicial de 94°C durante 1 minuto para
desnaturacao inicial, seguido de 25 ciclos de 94°C/1 minuto, 58°C/ 30 segundos, 72°C/
30 segundos; e temperatura final de extensdo de 72°C por 5 minutos. Para o0 gene bapA
foi utilizado um ciclo inicial de 94°C/5 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C/1 minuto,
50°C/45 segundos, 72°C/1 minuto; e temperatura final de extensdo de 72°C por 5
minutos. Em ambas reagdes de amplificacdo, foi utilizado como controle positivo a cepa
padrdo de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e como controle negativo agua
ultrapura estéril.

Aliquotas 10 pL dos produtos de amplificacdo foram acrescidas de 1L de
corante Blue Green Loading Dye 1 (LCG Biotecnologia; Sdo Paulo; Brasil), separadas
em gel de agarose a 2%, em tampéo tris-acetato-EDTA e fotografadas sob luz ultravioleta,
em transiluminador e imagem capturada e digitalizada pelo sistema Kodak gel logic 2200
(Rochester).

Tabela 2 - Sequéncia de Oligonucleotideos utilizados neste estudo.

Gene Produto Sequéncia (5’- 3’) Referéncia
(pb)
csgD 123 fw: TGCGGACTCGGTGCTGTTGT Oliveira etal., 2014

rv: CAGGAACACGTGGTCAGCGG
adrA 92 fw: GGGCGGCGAAAGCCCTTGAT Oliveiraetal., 2014
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rv: GCCCATCAGCGCGATCCACA

fimA 85 fw: CCTTTCTCCATCGTCCTGAA Cohen et al., 1996
rv: TGGTGTTATCTGCCCGACCA

bapA 667 fw: GCCATGGTGCTGGAAGGCCTGGCGGTT  Biswas et al.; 2010
'V:GGTCGACGGGAAGGGTAAAATGACCTTC

fw: oligonucleotideo foward; rv: oligonucleotideo reverse

4.4 Estudo do efeito de diferentes agentes antimicrobianos na formacao de biofilme

e em biofilmes maduros

Das cinquenta e quatro cepas de Salmonella enterica subsp. enterica analisadas
anteriormente, selecionou-se quatro cepas para esta etapa do estudo. Essas quatro cepas
apresentam as seguintes caracteristicas: (i) pertencem ao sorovar Montevideo (SM21,
SM24, SM27 e SM34), o qual representa 33,33% (18/54) das cepas obtidas em fabricas
de racdo no estudo de Pellegrini et al.(2015), (ii) pertencem aos dois perfis de macro
restricdo Mt7 (cepas que foram oriundas de diferentes amostras da mesma fabrica de
racdo em uma Unica coleta) e Mt8 (cepas oriundas de diferentes amostras da mesma
fabrica de racdo mas provenientes de coletas diferentes), os quais foram 0s mais
frequentes entre as cepas de Salmonella Montevideo e (iii) apresentaram capacidade de
formar biofilme in vitro nas etapas anteriores.

Paralelamente uma cepa padrdo de Salmonella Typhimurium ATCC 14028
também foi analisada. Os ensaios descritos abaixo foram realizados conforme Soni e

colaboradores (2013) com modificacdes.

4.4.1 Agentes antimicrobianos:

Oleos essenciais: Os 6leos essenciais de orégano (Oreganum vulgare) e tomilho
(Thymus vulgaris) foram adquiridos de Lazlo Aromatologia Ltda (Belo Horizonte; Brasil)
e seus compostos majoritarios carvacrol e timol foram comprados de Sigma-Aldrich (St.
Louis; Estados Unidos). A determinacdo dos compostos principais dos 6leos essenciais
foi realizada por cromatografia gasosa de alta resolucédo pelo fabricante. Os constituintes
principais do 6leo essencial de orégano foram: carvacrol, para-cimeno e gama-terpineno.
Para o 6leo essencial de tomilho foram: timol, para-cimeno e linalol. O éleo essencial de

orégano e seu composto majoritario (carvacrol) foram inicialmente solubilizados em



56

propileno glicol (50:50 [vol/vol]); o 6leo essencial de tomilho foi solubilizado em Tween
80 (Sigma-Aldrich) e seu composto majoritario (timol) foi solubilizado em alcool etilico
p.a 95%. Duzentos microlitros dos 6leos essenciais e seus compostos majoritarios foram
adicionados a TSB sem glicose para se obter concentragdes de 1% destes agentes, e entdo
foram realizadas duas dilui¢des seriadas para preparar varias concentragdes para uso nos
ensaios a seguir. As concentra¢fes dos 0leos essenciais e seus compostos majoritarios a
serem testadas estéo listadas na Tabela 3.

Acidos organicos: As solucdes de trabalho de &cido acético (> 99,7%; Sigma-
Aldrich) e &cido latico (85%, Neon Comercial Ltda, Vila Prudente, S0 Paulo) foram
preparadas usando TSB sem glicose. Antes do uso, foi medido o pH das solugfes
utilizadas nos ensaios para que o pH estivesse abaixo do valor da constante de dissocia¢ao
(pKa) de cada acido. Sendo que, a pKa do acido aceético é 4.8 e a pKa do acido latico é
3.86.

Tabela 3 - Concentracdes de 6leos essenciais, compostos majoritarios e acidos organicos
testados.

Oleo/composto/acidos Concentrac0es a serem testadas

Oleo essencial de orégano  CIM e CBM (% vol/vol): 0,1 a 0,006 (diluicio base 2)
Oleo essencial de tomilho  CIM e CBM (% vol/vol): 0,1 a 0,006 (diluigéo base 2)

Carvacrol CIM e CBM (% vol/vol): 0,1 a 0,006 (diluicdo base 2)
Timol CIM e CBM (% vol/vol): 0,1 a 0,006 (dilui¢do base 2)
Acido acético CIM e CBM (% vol/val): 0,5;1;1,5;2e 2,5
Acido ltico CIM e CBM (% vol/vol): 0,5;1;1,5; 2e 2,5

CIM= Concentracéo Inibitéria Minima; CBM = Concentra¢do Bactericida Minima

4.4.2 Teste dos agentes antimicrobianos

Os estudos das ac¢des dos diferentes agentes antimicrobianos foram conduzidos
em placas de micro titulacdo de poliestireno com 24 cavidades de fundo chato (TPP®
Techno PlasticProducts AG, Switzerland). Cada cepa foi exposta a diferentes
concentracOes dos Oleos essenciais e seus compostos majoritarios para avaliar o efeito
destes agentes na inibicdo da formacao de biofilme e sua a¢cdo na remogéo de biofilmes
ja maduros. Para as cepas que foram expostas a diferentes concentragdes dos acidos

organicos, avaliou-se a acdo destes &cidos na remogéo de biofilmes maduros. Todas as
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cepas foram testadas em triplicata, e cada ensaio foi repetido em trés tempos diferentes

totalizando nove mensuracgdes para cada cepa e concentracdo de cada agente.

4.4.3 Teste de susceptibilidade bacteriana de células planct6nicas aos diferentes agentes

antimicrobianos

O teste foi realizado em placas de micro titulacdo de poliestireno com 24
cavidades de fundo chato. As cepas bacterianas foram inoculadas em caldo BHI e sub-
cultivadas duas vezes a 37°C, para ativacdo das células. Apos, foram feitas suspensfes
celulares em solucdo salina a 0,85 % até obter turvacdo semelhante a 0,5 da escala
McFarland (equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL). Foram adicionados em cada pogo, em
triplicata, 2 mL de TSB sem glicose contendo diferentes concentracGes dos agentes
antimicrobianos e 10 pL dos in6culos bacterianos. As placas foram incubadas por 24
horas a 37°C. Foram usados controles de crescimento (TSB sem glicose + suspenséo
bacteriana), controles de esterilidade (TSB sem glicose e TSB sem glicose + a maior
concentracdo dos agentes antimicrobianos a serem testadas) e controle do efeito do
solubilizante (propileno glicol, tween 80 e alcool etilico) no crescimento bacteriano (TSB
sem glicose + 1% de solubilizante + suspensdo bacteriana).

A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi considerada como a menor
concentracdo do agente antimicrobiano em que ndo houve turvacao visivel do meio de
cultivo. A concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada a partir da
transferéncia de 250 pL do contelido de cada pogo da microplaca sem crescimento visivel
para um tubo contendo 3 mL de caldo BHI. Quando ndo houve turvagdo do caldo, foi
interpretado como tendo havido acdo bactericida. A CBM foi a menor concentracdo com
acao bactericida do agente antimicrobiano. Nos tubos de BHI em que houve turvacao, foi
realizado cultivo de uma aliquota em agar TSA, para verificar a identidade do

microrganismo.

4.4.4 Efeito de concentragcfes ndo bactericidas dos agentes antimicrobianos na inibicéo

de formacao de biofilme

Este ensaio foi conduzido para determinar se 0s agentes antimicrobianos
possuem a habilidade para interferir com a formacéo de biofilme de Salmonella. Foram

distribuidos, em triplicata, 1 mL de TSB sem glicose contendo concentracdes nédo
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bactericidas dos antimicrobianos em placas de micro titulagdo de poliestireno com 24
cavidades de fundo chato. Apoés, foram adicionados 10 L de suspensao bacteriana (~ 1,5
x 108 UFC/mL) de cada cepa. As microplacas foram incubadas por 48 horas a 28°C. Apds
a etapa de incubacdo, as placas foram processadas para a quantificacdo de biofilme,
conforme Stepanovic e colaboradores, (2000) e descrito no item 1.2.3. Para os 6leos
essenciais de orégano e tomilho foram testadas concentragfes ndo bactericidas de
0,025%; 0,012% e 0,006% e para 0s compostos majoritarios, carvacrol e timol, foram
testadas concentracgdes de 0,012% e 0,006%.

Todos os ensaios foram realizados em trés tempos independentes (repeticdes),
totalizando nove mensuragoes por cepa (n = 4) e concentracdo dos diferentes agentes
antimicrobianos (n = 4). A partir dos dados coletados, as comparac@es de médias entre 0s
diferentes tratamentos foram realizadas por meio de Analise de Variancia considerando a
cepa como uma variavel aleatoria. O modelo foi rodado pelo programa estatistico SAS

versdo 9.2 com o PROC MIXED, com nivel de confianga de 95%.

4.4.5 Efeito de concentracGes ndo bactericidas e letais na reducdo de biofilme maduro

Distribuiu-se 1 mL de TSB sem glicose e 10 pL de suspenséo bacteriana (~ 1,5
x 108 UFC/mL) de cada cepa, em triplicata, em placas de micro titulagdo de poliestireno
com 24 cavidades e incubou-se por 48 horas a 28°C em condicGes estaticas. Apos a
incubacdo, cada poco foi lavado trés vezes com solucdo salina 0,85% estéril para a
remocao das células planctdnicas e entdo adicionou-se 2 mL por poco de TSB sem glicose
contendo concentragbes ndo bactericidas e letais dos Oleos essenciais, compostos
majoritarios e acidos organicos. As placas foram incubadas por 48 horas a 28°C e
quantificadas como descrito no item 1.2.3.

As concentragOes testadas para os 6leos essenciais de orégano e tomilho e seus
compostos majoritarios, carvacrol e timol, foram de 0,1%, 0,05%, 0,025%, 0,012% e
0,006%. Enquanto que, para os &cidos acético e latico as concentracdes testadas foram de
0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%.

Todos os ensaios foram realizados em trés tempos independentes (repeticdes),
totalizando nove mensuragdes por cepa (n = 4) e concentracdo dos diferentes agentes
antimicrobianos (n = 6). A partir dos dados coletados, as comparac6es de médias entre 0s

diferentes tratamentos foram realizadas por meio de Analise de Variancia considerando a
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cepa como uma variavel aleatéria. O modelo foi rodado pelo programa estatistico SAS

versdo 9.2 com 0 PROC MIXED, com nivel de confianca de 95%.

4.4.6 Efeito dos diferentes agentes antimicrobianos na reducdo de biofilmes maduros
em cupons de flandres

Foram utilizados cupons de flandres para simular o ambiente da fabrica de ragéo,
uma vez que, a maioria dos equipamentos utilizados no preparo de ragdes sdo fabricados
deste material. Os cupons foram adquiridos em Funilaria Gaucha (Porto Alegre, Brasil) e
confeccionados para possuir area de superficie de 1cm?. Antes de realizar os ensaios, 0s
cupons foram higienizados com alcool etilico hidratado 70° INPM e esterilizado em
autoclave por 30 minutos.

Das quatro cepas de Salmonella Montevideo, testadas nas etapas descritas em
1.4 a 1.4.5, selecionou-se uma (SM34) para realizacao deste ensaio. Esta cepa pertence
ao pulsotipo Mt8 (pulsotipo persistente em trés coletas diferentes na mesma fabrica de
racdo e oriundos de diferentes amostras) e apresentou capacidade de formar biofilme in
vitro em todos ensaios fenotipicos e genotipico para formacéo de biofilme. Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 também foi analisada.

O teste foi realizado em placas de micro titulacdo de poliestireno com 24
cavidades de fundo chato contendo cupons de flandres estéreis. Depositou-se no topo do
cupom 250 pL de suspenséo bacteriana (~ 1,5 x 108 UFC/mL) e ap6s incubou-se a placa
por 24 horas a 28°C. Apds a incubacgdo, os cupons foram lavados com solugdo salina
0,85% esteéril por trés vezes. Subsequentemente, os cupons foram expostos a 500 uL de
TSB sem glicose com concentragdes de 0,1% dos 6leos essenciais e seus compostos
majoritarios. Enquanto que, para os acidos organicos a concentracdo testada foi de 2,5%.
Ap0s o tratamento, os cupons foram lavados trés vezes com solucéo salina 0,85% estéril
e transferidos para tubos contendo 20 mL de agua peptonada 0,1% com cinco esferas de
vidro (5mm de didmentro). Os tubos foram homogeneizados em vortex por 2 minutos e
as células de Salmonella foram enumeradas em placas de agar xilose lisina desoxicolato
(XLD; Oxoid, Basingstoke, Reino Unido).

As contagens de Salmonella obtidas foram transformadas em logaritmo (log10)
e analisadas pela comparacéo entre a contagem de densidade celular do controle positivo
obtida nos cupons e a contagem obtida apds o tratamento do cupom com os diferentes

agentes antimicrobianos.
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4.5 Microscopia de escaneamento confocal a laser

A microscopia de escaneamento confocal a laser foi utilizada para visualizar o
efeito dos agentes antimicrobianos sobre biofilme maduros de Salmonella em cupons de
flandres. Avaliacdo microscopica foi realizada no Centro de Microscopia e Microanalise
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil.

Salmonella Montevideo SM34 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028 foram
utilizadas neste ensaio. O teste foi realizado em placas de micro titulagdo de poliestireno
com 24 cavidades contendo em cada po¢o um cupom de flandres estéril conforme descrito
por Capita e colaboradores (2017) com modificacdes. Foram depositados 250 pL de
suspensdo bacteriana (~ 1,5 x 108 UFC/mL) no topo de cada cupom, seguido de incubagio
da placa, contendo os cupons, por 24 horas a 28°C. Ap0s a incubacéo, os cupons foram
lavados trés vezes com solucdo salina 0,85% estéril para remocao de células plancténicas
ndo aderidas. Em seguida, os cupons foram expostos a 500 pL de TSB sem glicose com
concentrac@es de 0,1% dos 6leos essenciais e seus compostos majoritarios e concentragdo
de 2,5% dos acidos organicos, seguido de incubacdo por 24 horas a 28°C. Posteriormente,
os cupons foram lavados com solucdo salina 0,85% por trés vezes. Um volume de 2 pL
de uma mistura de 1:1 de corantes fluorescentes SYTO9 (estoque 3.34 mM em DMSO)
e iodeto de propidio (IP; estoque 20 mM em DMSO) do LIVE/DEAD® BacLight™
Viability Kit (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) foram adicionados a 497,5 pL de
solucéo salina 0,85% estéril, e 50 L desta solucdo foi depositada sobre o cupom de
flandres. A placa contendo os cupons foi entdo incubada em temperatura ambiente, no
escuro, por 15 minutos para permitir a marcacdo fluorescente das bactérias. Durante a
captacdo da imagem pela microscopia confocal, SYTO9 emite uma fluorescéncia verde
indicando os microrganismos vivos com membranas intactas, enquanto que o iodeto de
propidio emite fluorescéncia vermelha e marca as bactérias mortas com membranas
danificadas. Podendo-se, portanto, identificar simultaneamente as células vivas das
células mortas.

A aquisicdo da imagem pela microscopia confocal foi realizada utilizando um
microscopio confocal Olympus 1X81 e objetiva UPLSAPO 60X W NA: 1.20 e as imagens
foram sobrepostas usando o software ImageJ. Foram obtidas duas imagens de cada
condigdo e uma imagem tridimensional.

As imagens foram analisadas usando o software ImageJ. Nas imagens planas

foram obtidas a quantidade de células vivas (coloracdo verde) e células mortas (coloracao
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vermelha), enquanto que nas imagens tridimensionais foi obtida a altura do biofilme

formado.
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5. RESULTADOS

5.1 Ensaios fenotipicos para a avaliacao da formacao de biofilme

Cinquenta e quatro cepas foram avaliadas, fenotipicamente, para formacédo de
biofilme, quanto ao seu morfotipo, formacdo de pelicula na interface ar-liquido e
formacéo de biofilme em microplacas de poliestireno a 37°C e a 28°C.

Todas as cepas apresentaram morfotipo rdar a 28°C e morfotipo saw a 37°C
(Figura 5). Entre estas, encontrou-se oito perfis fenotipicos distintos para formacédo de
biofilme e apenas uma cepa pertencente ao sorovar Montevideo ndo apresentou fendtipo
para formagdo de biofilme (SM33) (Tabela 4). N&o houve relacdo entre os perfis

encontrados e 0s sorovares, pois entre as cepas de um mesmo sorovar observou-se

diferente perfis fenotipicos.

Figura 5- Morfotipo em cepas de Salmonella. (A) morfotipo saw ap6s 24 horas de
incubacéo a 37°C; (B) morfotipo rdar apds 96 horas de incubacédo a 28°C em agar Luria-
Bertani com baixo teor de sal e suplementado com 40 pg/mL de Vermelho Congo e 20
png/mL de Coomassie Briliant Blue. (Fonte: arquivo pessoal)
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Tabela 4 - Diferentes perfis fenotipicos para formacao de biofilme observados em cepas
de Salmonella enterica subsp. enterica oriundas de fabricas de ragdo para suinos.
Ensaios fenotipicos

Morfotipo Pelicula em Microplaca
Perfil  Total de cepas/Perfil 28°C 37°C LB* 37°C  28°C
Perfil 1 23 rdar saw Rigida NF M
Perfil 2 2 rdar saw Rigida F F
Perfil 3 14 rdar saw Ausente NF M
Perfil 4 7 rdar saw Fragil NF M
Perfil 5 3 rdar saw Rigida F M
Perfil 6 1 rdar saw Fragil NF F
Perfil 7 1 rdar saw Ausente F M
Perfil 8 2 rdar saw Fragil F M

NF: ndo forma biofilme; F: fracamente formadora de biofilme; M: moderadamente formadora de
biofilme.

Os perfis fenotipicos para formacgéo de biofilme mais frequentes foram os perfis
1, 3 e 4, os quais representaram 81,48 % (44/54) das cepas estudadas. O perfil 1
representou 42,6 % (23/54) das cepas e apresentou as mesmas caracteristicas fenotipicas
para formacdo de biofilme que Salmonella Typhimurium ATCC 14028, a qual forma uma
rigida pelicula na interface ar-liquido, ndo forma biofilme a 37°C e € moderadamente
formadora de biofilme a 28°C (Tabela 5). Os perfis 3 e 4 representaram 25,92 % (14/54)
e 12,96 % (7/14) das cepas, respectivamente.

Os perfis 1, 3 e 4 ttm como caracteristicas comuns a moderada capacidade destas
cepas de formarem biofilme a 28°C e auséncia de formacdo de biofilme a 37°C,
entretanto, estes perfis diferem na capacidade de produzir pelicula na interface ar-liquido.
Enquanto, as cepas pertencentes ao perfil 1 (23/54) e 4 (7/54) produziram peliculas rigidas
e frageis, as cepas pertencentes ao perfil 3 (14/54) nao foram capazes de produzir pelicula
na interface ar-liquido.

Os perfis 2 (2/54), 5 (3/54), 6 (1/54), 7 (1/54) e 8 (2/54) juntos representaram
14,81 % (9/54) das cepas. As cepas pertencentes ao perfil 2 possuem como caracteristica
a fraca capacidade de formar biofilme tanto a 28°C como a 37°C, embora possuam
morfotipo rdar e formem peliculas na interface ar-liquido. Ja a cepa pertencente ao perfil
6 apresentou morfotipo rdar e formou uma pelicula fragil na interface ar-liquido, mas ndo

formou biofilme a 37°C e é fracamente formadora de biofilme a 28°C.
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As cepas pertencentes aos perfis 5, 7 e 8 apresentaram morfotipo rdar, séo
moderadamente formadoras de biofilme a 28°C e fracamente formadoras a 37°C, mas
diferem quanto a formacdo de pelicula na interface ar-liquido. Além disso, as cepas
pertencentes ao perfil 5 (SO50, SS51 e STe49) possuiram caracteristicas de formacéo de
biofilme em todos os ensaios fenotipicos in vitro realizados.

Pode-se observar que para a maioria das cepas estudadas, ndo houve relagéo entre
o perfil fenotipico para formacao de biofilme e o perfil de macro restricdo a que estas
cepas pertencem (Tabela 5). A Unica relacdo entre o perfil fenotipico para formacéao de
biofilme e perfil de macro restri¢do foi observada nos sorovares Agona e Montevideo. As
cepas pertencentes ao sorovar Agona (SA29 e SA30) que apresentaram perfil fenotipico
4 para formacdo de biofilme possuiam o mesmo perfil de macro restricdo Ag3. Estas
cepas possuem morfotipo rdar, formam uma pelicula fragil na interface ar-liquido e séo
moderadamente formadoras de biofilme a 28°C. Além disso, foram isoladas de amostras
de glaten de milho (SA30) e de detritos de equipamento (tombador) na mesma fabrica de
racdo em uma unica coleta, podendo-se considerar estas cepas como frequentes nesta
fabrica de racao.

As cepas pertencentes ao sorovar Montevideo (SM18, SM27, SM34 e SM37) que
apresentaram perfil fenotipicos 1 para formacdo de biofilme pertenciam ao perfil de
macro restricdo Mt8 (Tabela 5). Estas cepas possuem as mesmas caracteristicas para
formacéo de biofilme in vitro que Salmonella Typhimurium ATCC 14028, a qual possui
morfotipo rdar, forma pelicula rigida, ndo forma biofilme a 37°C e € moderadamente
formadora de biofilme a 28°C. Além disso, estas cepas foram isoladas em diferentes tipos
de amostra (ingredientes e equipamentos) e em dias diferentes de coleta na mesma fabrica
de racdo, podendo-se considerar estas cepas como persistentes nesta fabrica. Este perfil
Mt8 foi o segundo perfil mais frequente entre as cepas pertencentes ao sorovar
Montevideo (4/18), sendo o perfil Mt7 o mais frequente (5/18).

Tabela 5 - Perfil de macro restricao e perfis fenotipicos para formacdo de biofilme em
Salmonella enterica subsp. enterica oriundas de fabrica de racdo suina.

Sorovar Perfil de macro restri¢do Perfil fenotipico
Agona (n = 2) Agle Ag2
Anatum (n = 2) nd
Cerro (n=1) nd

Infantis (n = 2) nd Perfil 1



Montevideo (n = 8)
Newport (n = 2)
Senftenberg (n = 2)
Schwarzengrund
Tennessee (n = 2)
Worthington
Montevideo
Senftenberg

Agona

Anatum
Montevideo (n = 5)
Orion (n=2)

S. entérica (0:3,10) (n = 2)
Senftenberg
Tennessee
Worthington

Agona (n = 2)
Mbandaka
Montevideo (SM13)
Senftenberg
Typhimurium

Orion

Senftenberg
Tennessee

Anatum
Montevideo
Morehead

S. enterica (0:16:c:-)

Mtl, Mt2, Mt3, Mt7 e Mt8 (4)

nd
Se2end
nd
TeleTe2
Wol
Mt6
Se3
Ag2
nd
Mt 4, Mt5 (2) e Mt7 (2)
Orle Or2
nd
Se3
nd
Wol
Ag3 (2)
nd
Mt5 e Mt7
Sel
nd
nd
nd
nd
nd
Mt7
nd
nd
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Perfil 1

Perfil 2

Perfil 3

Perfil 4

Perfil 5

Perfil 6
Perfil 7

Perfil 8

nd: ndo determinado

5.2 Ensaios de Reacdo da Cadeia de Polimerase

A presenca dos genes csgD, adrA, fimA e bapA envolvidos na formacdo de

biofilme, foram detectados pela Reacdo da Cadeia de Polimerase, utilizando iniciadores
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gene-especificos para Salmonella enterica subsp. enterica, pela amplificagdo de
fragmentos de DNA de 123 pb, 92 pb, 85 pb e 667 pb, conforme o esperado (Figura 6).
Os quatro genes pesquisados foram detectados em todas as 54 cepas de Salmonella

enterica subsp. enterica estudadas.

500pb

100ph

Figura 6-Verificacdo da amplificacdo dos produtos da Reacdo da Cadeia de Polimerase
em gel de agarose a 2% com marcador molecular de 100 pb (canaleta M), cepas de
Salmonella enterica subsp. enterica (SM24, SM46, SM34 e SM11), controle negativo
sem DNA (C-).

5.3 Estudo do efeito de diferentes agentes antimicrobianos na formacéao de biofilme

Quatro cepas pertencentes ao sorovar Montevideo (SM21, SM24, SM27 e
SM34) que apresentaram capacidade de formar biofilme in vitro nos ensaios em
microplacas de poliestireno e pertencentes aos dois perfis de macro restricio mais
frequentes (Mt7 e Mt8), juntamente com Salmonella Typhimurium ATCC 14028, foram
testadas frente a diferentes agentes antimicrobianos quanto a susceptibilidade de suas
células planctonicas, inibicdo de formacao de biofilme e remocéo de biofilme maduro.

Para avaliar o efeito antibacteriano dos 6leos essenciais de orégano, tomilho e
seus compostos majoritarios carvacrol e timol, as células plancténicas das quatro cepas
de Salmonella Montevideo estudadas (SM21, SM24, SM27 e SM34) e Salmonella
Typhimurium ATCC 14028, foram expostas a presenca de diferentes concentracdes
destes agentes (0,1 %, 0,05 %, 0,025 %, 0,012 % e 0,006 %). N&o houve crescimento
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para todas cepas na presenca dos 6leos essenciais de orégano, tomilho e timol a uma
concentracdo de 0,05 % (v/v), sendo esta considerada como a concentracdo inibitoria
minima (CIM). Além disso, ndo houve a recuperacdo de células bacterianas quando
aliquotas desta concentracdo dos Oleos essenciais foram semeadas em TSA, assim a
concentracdo bactericida minima (CBM) também foi de 0,05 % (v/v). Entretanto, para o
composto majoritario timol a CBM foi de 0,025 % (v/v). Além disso, quando células
planctonicas destas cepas foram expostas ao carvacrol, observou-se que tanto CIM como
CBM foram de 0,025 % (v/v) (Tabela 6).

Tabela 6 - Concentracdo bactericida minima (CBM) e concentracdo inibitéria minima
(CIM) dos 0leos essenciais de orégano, tomilho e seus compostos majoritarios carvacrol
e timol para células plancténicas de cepas de Salmonella Montevideo

Orégano Tomilho Carvacrol Timol

(% viv) (% viv) (% viv) (% viv)
Cepas cBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM
SM21 005 005 005 005 0,025 0,025 0,025 0,05
SM24 005 005 005 005 0,025 0,025 0,025 0,05
SM27 005 005 005 005 0,025 0,025 0,025 0,05
SM34 005 005 005 005 0,025 0,025 0,025 0,05

S.Typhimurium 0,05 005 005 0,05 0,025 0,025 0,025 0,05
ATCC 14028

CBM: concentragéo bactericida minima; CIM: concentragao inibitoria minima.

Apds avaliar o efeito antibacteriano dos 6leos essenciais de orégano e tomilho e
seus compostos majoritarios carvacrol e timol, utilizou-se concentragfes sub-inibitdrias
para avaliar o efeito destes compostos na formacdo de biofilme nas quatro cepas de
Salmonella Montevideo (SM21, SM24, SM27 e SM34) e Salmonella Typhimurium
ATCC 14028. As concentracdes sub-inibitorias testadas para os 0leos essenciais foram
de 0,025 %, 0,012 % e 0,006 % (v/v), enquanto que para 0s compostos majoritarios foram
de 0,012 % e 0,006 % (v/v).

A concentracdo sub-inibitoria de todos os compostos testados foram capazes de
reduzir a formacéo de biofilmes em todas as cepas de Salmonella Montevideo, exceto a
formac&o de biofilme em Salmonella Typhimurium ATCC 14028 na presenca de 6leo de
tomilho em todas as suas concentragdes testadas (Tabela 7). A quantidade de biofilme
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produzida por todas as cinco cepas foi reduzida na presenca de éleo de orégano e tomilho
a uma concentracdo de 0,025 %, mas nao existiu diferenca significativa (p < 0,05) na
reducdo do biofilme nas concentragcdes de 0,012 e 0,006 % quando comparado com 0
controle positivo, exceto para a cepa SM24, onde pode-se observar reducdo na formacéo
de biofilme na presenca de 6leo de tomilho, tanto na concentra¢do de 0,025 % como
também a 0,012 %.

O tratamento com carvacrol a 0,012 % reduziu a quantidade de biofilme produzido
por todas as cinco cepas de Salmonella, mas ndo existiram diferencas significativas (p <
0,05) a 0,006 % quando comparadas com o controle positivo. No tratamento com timol,
ambas as concentragdes (0,012 e 0,006 %) reduziram a quantidade de biofilme produzido
pelas cinco cepas, quando comparadas ao controle positivo, mas ndo houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre as concentra¢des, quando comparada entre si.

O efeito dos diferentes agentes antimicrobianos na reducdo de biofilmes maduros
foi analisado através de ensaios em microplaca de poliestireno seguido de coloragdo de
cristal violeta, contagem de unidade formadora de colénias (UFC) em cupons de flandres
e microscopia confocal.

Nos ensaios em microplacas de poliestireno, apenas os 6leos essenciais de orégano
e tomilho em concentragfes 0,1 % foram capazes de reduzir a biomassa de biofilmes
maduros em todas as cepas testadas quando comparados com os biofilmes controles
(Tabela 9). As leituras de DOsso para 0s pogos controles estavam entre 0,73 e 0,76 para
todas cepas de Salmonella, enquanto que o tratamento com os 6leos essenciais de orégano
e tomilho a 0,1 % reduziram o biofilme a niveis de ~ 0,3 a 0,2 unidades, respectivamente.
Entretanto, nos ensaios de reducdo de biofilme em cupons de flandres e nas imagens de
microscopia confocal pode-se observar reducdo de biofilme maduro em ambas cepas

testadas.



Tabela 7 - Efeito de concentracdes sub-inibitdrias dos 6leos essenciais de orégano, tomilho e seus compostos majoritarios carvacrol e timol na
inibi¢do da formacéo de biofilme em cepas de Salmonella.

Orégano Carvacrol Tomilho Timol

Cepas Controle positivo  0.025% 0.012 % 0.006% 0.012 % 0.006% 0.025% 0.012 % 0.006% 0.012 % 0.006%
S. Typhimurium

ATCC 14028 0.72A 0.09% 0633~ (061% 0.14%C 073 061* 0.6* 0.6* 0213 (.112C
S. Montevideo 21 0.64 3 013 (053%A (533A (1338 (54A (2508 (483 (0542 (0178 (0.26°%
S. Montevideo 24 0.6 0.1328 (0433C (513C (1738 (52bPAC (26P8C (423D (523AD (27aBC (g45DbAC
S. Montevideo 27 0.62 3 0.11% (059%®A (06424 01028 (053%A 028" (057 (063* 0.1%® 0.1%
S. Montevideo 34 0.74 3 0113  0.63" 0.67* 0.14%® 061 03P 0582 (061* 0.1228 (.12%

As letras minusculas diferentes na mesma coluna significam diferenga estatistica entre as cepas no mesmo tratamento ao nivel de 5 % (p > 0,05) e as letras
maiusculas diferentes na mesma linha significam diferenga estatistica entre os tratamentos para a mesma cepa ao nivel de 5% (p > 0,05).

Tabela 8 - Efeito de concentragdes sub-inibitdrias e letais de agentes antimicrobianos na reducdo de biofilmes maduros em cepas de Salmonella
Montevideo e Salmonella Typhimurium ATCC 14028.

Orégano Carvacrol Tomilho
Cepas Controle 0.1% 0.05% 0.025% 0.012% 0.1% 0.05% 0.025% 0.012% 0.1% 0.05% 0.025% 0.012%
S. Typhimurium
ATCC 14028 0.75*4  0.41%®  0.75% 0.74*4 0.71% 0.75** 0.75% 0.75*4 0.75*% 055%® 0.76%* 0.76** 0.76*

S. Montevideo 21  0.76%  0.59°B  0.77%A 0.76* 0.74% 0.76%* 0.76% 0.76% 0.77** 0.548 0.76** 0.75%4 (.72
S. Montevideo 24  0.74%A 055 0.77%A 076 0.75* 0.74%* 0.75* 0.75** 0.76® 0.53® 0.76** 0.74% 0.71%4
S. Montevideo 27  0.76% 0.51%8 0.77%A 0.76** 0.76® 0.76** 0.76® 0.76% 0.76® 0.548 0.77%* 0.76% 0.75*
S. Montevideo 34  0.76%A  0.61°8 0.77% 0.76% 0.76* 0.76° 0.76% 0.75* 0.76** 0.518 0.76% 0.76* 0.75*

Continua..... =



Continuacao...

Timol Ac. acético Ac. latico

Cepas Controle 0.1% 0.05% 0.025% 0.012% 2.5% 2.0% 15% 10% 05% 25% 20% 15% 1.0% 0.5%
S. Typhimurium

ATCC 14028 0.75%A 0.76% 0.74*A 0.75% 0.75% 0.72%* 0.74% 0.74* 0.74*A 0.728A 0.71°A 0.72%* 0.73%A 0.73%A 0.720A
S. Montevideo 21  0.76%* 0.76** 0.76** 0.76** 0.76% 0,73% 0.74%A 0.74% 0.74%A 0.74*A 0.72°A (.72°A 0.73PA 0.720A 0.720A4
S. Montevideo 24 0.74%A  0.73%A 0.74% 0.74** 0.75% 0.74* 0.75** 0.75% 0.75%% 0.74%* 0.71°°A 0.718A 0.73*A 0.72%A Q.71
S. Montevideo 27  0.76% 0.77%* 0.75%* 0.76** 0.76* 0,73% 0.74** 0.73* 0.75%4 0.73%* 0.72%A 0.73*A 0.74*A 0.73* 0.734
S. Montevideo 34 0.76%A 0.76** 0.76* 0.75** 0.76% 0.74** 0.76*A 0.75*% 0.77%A 0.74* 0.72°A (.73%A 0.72PA 0.720A 0.71°A

As letras minGsculas diferentes na mesma coluna significam diferenga estatistica entre as cepas no mesmo tratamento ao nivel de 5 % (p > 0,05) e as letras
maidsculas diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica entre os tratamentos para a mesma cepa ao nivel de 5% (p > 0,05).

TL
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No ensaio de reducéo de biofilme maduro em cupons de flandres a quantidade de
células de biofilme de Salmonella recuperadas foi de ~ 6 log UFC por cupom de flandres
(1cm x 1cm) nos controles positivos de cada cepa. Os 0leos essenciais (orégano e tomilho)
e compostos majoritarios (carvacrol e timol) em concentragBes de 0,1 %, bem como os
acidos organicos (&cido latico e acético) em concentracOes de 2,5 %, foram capazes de
reduzir a contagem de células do biofilme em até 3 log UFC/cupom em biofilmes
maduros de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (Tabela 9). Em Salmonella
Montevideo SM34, o 6leo essencial de orégano foi capaz de reduzir a contagem de células
do biofilme em 3 log UFC/cupom, engquanto que para os biofilmes tratados com carvacrol
0,1 % e acido latico 2,5 % a reducéo foi de 1 log UFC/cupom. O tratamento de biofilmes
com tomilho 0,1 %, timol 0,1% e &acido acético 2,5 % a reducao observada foi de 2 log
UFC/cupom.

Tabela 9 - Efeito antibiofilme de 6leos essenciais, compostos majoritarios e acidos
organicos na reducdo de biofilme maduro formados em cupons de flandres por
Salmonella Montevideo SM34 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028.

Populacédo de Salmonella (log UFC/cupom de flandres)

Agentes S. Montevideo SM34 S. Typhimurium ATCC 14028
Orégano 0,1% 6,63 x 10° 8,23 x 10°
Tomilho 0,1% 4,65 x 10* 1,33 x 10°
Carvacrol 0,1% 1,07 x 10° 6,35 x 10°
Timol 0,1% 6,78 x 10* 6,31 x 103
Ac. acético 2,5% 2,12 x 10 1,18 x 10°
Ac. latico 2,5% 1,21 x 10° 3,43 x 10°
Controle positivo* 3,75 x 10° 1,51x 10°
Indculo inicial* ~15x108 ~1,5x108

* Controle positivo: contagem de UFC/cupom da cepa de Salmonella que ndo teve contato com
0s agentes antimicrobianos; Inéculo inicial: quantidade de UFC/cepa que foi utilizada para formar
o0s biofilmes nos cupons de flandres.

Os efeitos antibiofilme dos éleos essenciais, compostos majoritarios e acidos
organicos na reducéo de biofilme maduro em Salmonella Montevideo SM34 e Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 também foram observados sob microscopia confocal, uma
vez que esta permite uma visualizagdo em tempo real do aspecto do biofilme formado e
distingdo entre células vivas e mortas.

Através das imagens de microscopia confocal do biofilme ndo tratado de
Salmonella Montevideo SM34 pode-se observar que este formou uma camada

desuniforme, apresentando principalmente células vivas, enquanto que os biofilmes
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tratados com os diferentes agentes antimicrobianos resultaram em diferentes disturbios

na estrutura do biofilme (Figura 7 e Tabela 10).

Tabela 10 - Parametros avaliados nas imagens de microscopia confocal de biofilmes
formados em cupons de flandres por Salmonella Montevideo SM34 e Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 apds tratamento com diferentes agentes antimicrobianos.
S. Montevideo 34 S. Typhimurium ATCC 14028
Cél. Ceél. Cél. Cél.
vivas Mortas  Altura  vivas Mortas  Altura
Controle positivo* 425.329 62.390 6750nm 112.229 20.266 20250nm
Orégano 0,1 % 45.022 4.615 6580nm  40.746 1.566 9450nm
Tomilho0,1%  163.526 17.458 6110nm 57.269 943 6300nm
Carvacrol 0,1 %  140.378 17.513  4238nm 53.703 544 24750nm
Timol 0,1 % 73.451 31202 11180nm 58.691  47.960 12090nm
Ac. Acético 25%  1.787 8.829 6510nm 242981 395.462 19530nm
Ac. Latico2,5% 342.374 322790 8300nm 78.586  126.906  9300nm
*Controle positivo: Biofilme ndo tratado;

Nas imagens de biofilmes maduros de Salmonella Montevideo SM34 tratados
com 6leos essenciais de orégano e tomilho a uma concentragéo de 0,1 % (v/v), observou-
se uma reducéo de 89,4 % e 61,55 % no numero de células viaveis e uma redugéo de 170
nm e 640 nm na altura do biofilme em relacdo ao biofilme néo tratado (Figura 7 e tabela
10). Além disso, os Gleos essenciais parecem serem capazes de separar as células
bacterianas, uma vez que a reducdo da espessura e uniformidade do biofilme foi
observado sem presenca significativa de células mortas.

Os compostos majoritarios carvacrol e timol a uma concentracdo de 0,1 % foram
capazes de reduzir o numero de células vivas do biofilme de Salmonella Montevideo
SM34 em 67 % e 82,73 %, respectivamente. Entretanto, o biofilme tratado com timol
mostrou-se mais espesso em relacdo ao biofilme ndo tratado, enquanto que o carvacrol
foi capaz de reduzir a altura do biofilme em 4.430 nm. No biofilme tratado com carvacrol
observou-se uma densa camada de células vivas que se concentram em uma regido central
do cupom e as areas mais periféricas com uma camada menos proeminente. Contudo, nas
imagens do biofilme tratado com timol pode-se observar uma camada celular densa que
se distribui uniformemente sobre a superficie do cupom e alguns aglomerados de células

mortas.



Controle Orégano 0,1 % Tomilho 0,1 % Carvacrol 0,1 % Timol 0,1 %

Figura 7-Imagens compostas e ortogonais de microscopia de escaneamento confocal a laser de biofilmes maduros de Salmonella Montevideo
SM34 apds tratamento diferentes agentes antimicrobianos usando coloragdo fluorescente (BacLight).

VL
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O é&cido acético foi o que demonstrou possuir o maior efeito antibiofilme
observado, sendo capaz de reduzir o nimero de células vivas em 99,58 % em relacdo ao
controle. Diferentemente, do tratamento de biofilme com &cido latico onde pode-se
observar a menor reducdo de células vivas e um aumento proeminente de células mortas.
Nas imagens de microscopia confocal o biofilme tratado com acido acético possui uma
camada celular fina e bem dispersa, sendo composta principalmente de células mortas,
enguanto que no biofilme tratado com &cido latico a camada celular é densa e
uniformemente distribuida sobre a superficie do cupom e formada por proporcdes
parecidas de células vivas e mortas.

Todos os agentes antimicrobianos demonstraram possuir efeito antibiofilme
reduzindo o nimero de células viaveis em biofilmes formados por Salmonella
Typhimurium ATCC 14028, exceto o0 acido acético (Figura 8 e Tabela 10). O biofilme
controle de Salmonella Typhimurium apresentou uma camada celular desuniforme,
formada, principalmente, por células vivas e distribuida sob a superficie do cupom. Nos
biofilmes tratados com 6leos essenciais de orégano, tomilho e carvacrol observou-se uma
reducdo de 63,7 %, 49 % e 52,15 % no ndmero de células vivas nos biofilmes em relacéo
ao controle. Entretanto, o biofilme tratado com carvacrol mostrou-se mais espesso, com
um aumento de 4.500 nm de altura em relacdo ao controle.

Timol e &cido latico demonstraram possuir efeito antibiofilme, reduzindo o
numero de células vivas em 52 % e 35,7 %, bem como a espessura do biofilme em 8.160
nm e 10.950 nm em relacdo ao controle. Nas imagens de microscopia confocal do
biofilme tratado com timol pode-se observar uma fina camada celular distribuida de
forma uniforme e a presenca de algumas células mortas, enquanto que no biofilme tratado
com é&cido latico a camada celular é formada principalmente por células mortas e
distribuida de forma desuniforme sob a superficie do cupom.

No biofilme tratado com &cido acético observou-se um aumento na densidade
celular em relacéo ao biofilme controle. A densa camada celular do biofilme tratado com
acido acético é formada principalmente por células mortas e vivas que estdo distribuidas
de maneira uniforme e superam em numero as células no biofilme controle, embora sua

espessura seja menor.



Controle ) ~ Carvacrol 0,1 % Timol 0,1 %

e

Figura 8-Imagens compostas e ortogonais de microscopia de escaneamento confocal a laser de biofilmes maduros de Salmonella Typhimurium
ATCC 14028 ap0os tratamento com 6leos essenciais, compostos majoritarios e acidos organicos usando coloragéo fluorescente (BacLight).
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6. DISCUSSAO

Diversos estudos tém sugerido que a persisténcia de Salmonella em ambientes de
fabrica de racdo se da pela capacidade deste microrganismo de formar biofilme (VESTBY
et al., 2009a; STEENACKERS et al., 2012). A formacao de biofilme tem sido avaliada
invitro, principalmente por métodos fenotipicos, como a morfologia da col6nia, formacao
de pelicula na interface ar-liquido e adesdo em superficies abidticas (STEPANOVIC et
al., 2000; ROMLING et al., 2003).

A persisténcia de Salmonella no ambiente s6 é possivel pela ativacdo de um
mecanismo que permite que este microrganismo sobreviva fora do hospedeiro, o qual é
dependente de um padrédo de comportamento multicelular que resulta da expressdo de
genes especificos e a sintese de produtos codificados por estes genes. Isolados de
Salmonella produtores de fimbria curli e celulose caracterizam o comportamento
multicelular rdar, o qual é um sinénimo para comunidades bacterianas que sao capazes
de formar um extensivo biofilme em superficies abi6ticas e sdo considerados capazes de
sobreviver no meio ambiente por longos periodos de tempo (ROMLING et al., 2005;
JONAS et al., 2007).

A fimbria curli é considerada como sendo expressa em resposta a limitagdo de
nutriente, sob condigdes de baixa osmolaridade e baixas temperaturas de crescimento.
Enquanto que, a celulose é um componente extracelular produzido para prote¢do quimica
e mecanica das células bacterianas, sendo também importante na fase de ades&o inicial
e/ou formacdo de micro-colonias (JAIN & CHEN, 2007; SIMM et al., 2014) e é
responsavel pelas interagdes célula-célula, aderéncia celular, e formacao de biofilme em
superficies abidticas e bidticas (ROLMING et al., 2015). Ambos componentes Sio
importantes para a sobrevivéncia em condi¢fes desafiadoras, as quais podem ser
encontradas pelas bactérias no meio ambiente.

E sugerido que o morfotipo rdar ¢ uma adaptacdo para sobreviver fora do
hospedeiro (CHIA et al., 2011) e, geralmente, s6 é expresso em condicdes de baixas
temperaturas (abaixo de 30°C), podendo persistir por longos periodos no meio ambiente
por fornecer uma maior resisténcia a dissecacao e a desinfeccdo (SEIXAS et al., 2014).
Além disso, células que expressam o morfotipo rdar sdo, também, frequentemente
caracterizadas por aglutinacdo celular em meio liquido, formagdo de uma pelicula na
interface ar-liquido e formacdo de biofilme em superficies abidticas (STEENAKERS et
al., 2012).
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Estudos tém demonstrado que isolados de Salmonella dos sorovares Agona,
Tennessee, Infantis, Senftenberg e Montevideo provenientes de fabrica de racdo possuem
morfotipo rdar e sdo capazes e persistir no ambiente por serem mais tolerantes a
dessecacio e deplecio de nutrientes ao longo do tempo (VESTBY et al., 2009b; PRUNIC
et al., 2016). O que corrobora com os resultados obtidos neste estudo, uma vez que todas
as cepas expressaram morfotipo rdar e a maioria (81,48 %) foi capaz de formar biofilme
em microplacas de poliestireno a 28°C. Além disso, estas mesmas cepas expressaram
morfotipo saw e ndo foram capazes de formar biofilme a 37°C.

O morfotipo saw foi observado em cepas invasivas de Salmonella Typhi (adaptada
a humanos) e Salmonella Choleraesuis (adaptada a suinos) que causam doenca sistémica
em seus hospedeiros (STEENAKERS et al., 2012). Este morfotipo ndo expressa fimbria
curli e celulose, o que poderia melhorar a capacidade destas bactérias para evadir as
defesas do hospedeiro e causar infeccdes sistémicas. A expressao deste morfotipo foi
observada tanto a 28°C como a 37°C em todas as cepas de Salmonella Typhi e
Choleraesuis estudadas (ROMLING et al., 2003) e, geralmente, as cepas que apresentam
este morfotipo ndo demonstram habilidade de formar biofilme (BOKRANZ et al., 2005).

As cepas pertencentes aos perfis 1 (23/54), 2 (2/54), 4 (7/54), 5 (3/54), 6 (1/54) e
8 (2/54), que possuem o morfotipo rdar, produziram peliculas rigidas (perfis 1, 2 e 5) ou
frageis (perfis 4, 6 e 8) na interface ar-liquido. A habilidade de produzir uma pelicula em
condic¢des de cultura estatica € um fendtipo comum em Salmonella e ja foi descrita em
isolados de Salmonella Enteritidis de diferentes origens (ambiente, animais, alimento e
isolados clinicos), das quais 71% produziram pelicula na interface ar-liquido em caldo
Luria-Bertani (SOLANO et al., 2002). A colonizacgdo na interface ar-liquido é em grande
parte devido a superproducdo de um polimero celulésico (ZOGAJ et al., 2001), o qual
mantem as células unidas, e resulta em uma estrutura muito mais aderente. Além disso, a
formacdo de pelicula na interface ar-liquido é vantajosa para bactérias aerdbicas ou
anaerobicas facultativas, pois a interface ar-liquido fornece ao microrganismo acesso a
ambas fases, gasosa (oxigénio) e liquida (agua e nutrientes) (SPIERS et al., 2003).
Romling e Rohde (1998) observaram que cepas de Salmonella Typhimurium que
possuem o morfotipo rdar sdo capazes de formar peliculas como uma rede bacteriana
justa na interface ar-liquido quando incubadas em meio de cultura rico, em condicdes
estaticas e em temperatura ambiente. Além disso, observou-se que com o bloqueio do
gene csgD (gene responsavel pela expressdo de fimbria curli) as cepas que antes

apresentavam morfotipo rdar e formavam pelicula, passaram a apresentar morfotipo pdar



78

(ndo expressa fimbria curli, mas expressa celulose) e ndo formavam mais pelicula na
interface ar-liquido.

Embora seja descrito na literatura que as cepas que possuem o morfotipo rdar
sejam capazes de produzir pelicula na interface ar-liquido (SOLANO et al., 2002;
ROMLING et al., 2003), os resultados obtidos neste estudo mostraram-se inconsistentes.
Todas as 54 cepas apresentaram morfotipo rdar e somente 35 delas foram capazes de
produzir uma pelicula rigida (perfis 1, 2, 5) ou fragil (perfis 4, 6 e 8), sendo que esta
inconsisténcia também foi observada entre os sorovares. Esta inconsisténcia entre o
morfotipo rdar e formacéo de pelicula j& foi previamente reportada em outros estudos
(ROMLING et al., 2003; VESTBY et al., 2009b) e ocorre devido a um fendmeno onde
as células de uma mesma cepa desempenham diferentes morfotipos, as quais sao
chamadas de hfs (alta frequéncia de alternéncia, do inglés high frequency switch) e Ifs
(baixa frequéncia de alternancia, do inglés low frequency switch). Este fendbmeno foi
observado quando nove cepas de Salmonella Typhimurium e Enteritidis foram incubadas
a 28°C em 4&gar Luria-Bertani suplementado com Vermelho Congo, onde pode-se
observar que estas cepas além de possuirem morfotipo rdar apresentaram uma Unica
colonia saw (ROMLING et al., 2003).

A alta prevaléncia de isolamento de Salmonella Montevideo, Tennessee, Agona,
Senftenberg e Infantis em ambientes de fabrica de ra¢do, bem como sua capacidade de
persistir nestes ambientes, tem sido associada com sua habilidade para formar biofilme.
Além disso, o desenvolvimento de novas técnicas moleculares, como PFGE e tipificacdo
de perfil de plasmideos, oferecem evidéncias que clones de diversos sorovares de
Salmonella podem persistir em ambientes de fabrica de racdo por meses e até anos
(VESTBY et al., 2009b; PRUNIC et al., 2016). Neste estudo, as cepas de Salmonella
Montevideo (n = 15), Senftenberg (n = 3), Agona (n = 5), Tennessee (n = 3) e Infantis (n
= 2) demonstraram possuir fenétipo de formacao de biofilme in vitro (Tabelas 4 e 5).
Contudo, pode-se observar que para a maioria das cepas o perfil fenotipico para formacgédo
de biofilme néo teve relacdo com o perfil de macro restricdo a que estas cepas pertencem.
A Unica relacdo entre o perfil fenotipico para formacdo de biofilme e perfil de macro
restricdo foi observada nos sorovares Agona e Montevideo. As cepas pertencentes ao
sorovar Agona que apresentaram perfil fenotipico 4 (Tabela 5) para formacéo de biofilme
possuiam o mesmo perfil de macro restricdo (Ag3), enquanto que as cepas pertencentes
ao sorovar Montevideo, que apresentaram perfil fenotipicos 1, pertenciam ao perfil de

macro restricdo Mt8. Os resultados indicam que os isolados de Salmonella capazes de
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produzir biofilme podem ser introduzidos em fabricas de ragdo atraves de ingredientes
contaminados e devido a sua habilidade de formar biofilme, estes isolados podem persistir
por longos periodos de tempo no ambiente e servir como de fonte de contaminacdo
cruzada para novos ingredientes e racgoes.

A formagdo de biofilme, por sua vez, é influenciada por vérios fatores ambientais
(temperatura, superficie, nutrientes e pH), que regulam a expressdo de genes responsaveis
pela formacdo de biofilme (LINOU & KOUTSOUMANIS, 2012; NGUYEN et al., 2014).
No presente estudo, todas cepas apresentaram os genes csgD, adrA, fimA e bapA, os quais
estdo envolvidos na regulacdo da formacédo de biofilme. O gene csgD é um gene chave
para a formacdo de biofilme e € o principal contribuinte para o desenvolvimento do
morfotipo rdar, enquanto que os demais genes sdo importantes para a expressdo de
celulose (adrA), adesdo inicial a superficie (fimA) e agregacdo bacteriana (bapA). Neste
sentido, as condi¢Bes ambientais encontradas no interior de fabricas de ragdo, tais como
alta umidade e temperatura, podem influenciar a formacé&o de biofilme por certos isolados
de Salmonella, permitindo sua colonizagdo residual de superficies. Além disso, a
dificuldade de limpeza e sanitizacao destes ambientes contribui para a persisténcia destes
isolados nestes ambientes.

Nas fabricas de racéo, o controle de Salmonella é realizado principalmente pela
prevencdo da entrada de Salmonella na fabrica, reducdo da multiplicacdo microbiana no
ambiente de processamento e processos para eliminacdo do patégeno. Atualmente, os
principais agentes quimicos utilizados para controle de Salmonella na ragao sao os acidos
organicos, formaldeido e dleos essenciais (WALES et al., 2010).

Ha mais de 10 anos, o potencial dos 6leos essenciais e seus compostos majoritarios
como agentes antimicrobianos tem sido estudado frente a bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas (BURT, 2004). Embora ndo tenha sido desenvolvido um método
especifico para avaliar a atividade antibacteriana, muitos autores tém adaptado a
metodologia empregada pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI), para
testes de susceptibilidade antibacteriana, para testar os efeitos dos 6leos essenciais e seus
compostos em diferentes microrganismos. Os resultados destes testes, no entanto, podem
ser afetados por diversos fatores como o0 método de extracdo do oleo essencial, volume
do indculo, fase de crescimento, meio de cultura utilizado, pH do meio, tempo e
temperatura de incubacgdo (RIOS et al., 1988; BURT, 2004; DE BONA et al., 2014).

A concentracdo inibitdéria minima (CIM) tem sido citada pela maioria dos

pesquisadores como medida do desempenho dos 6leos essenciais. Entretanto, a definicao
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de CIM difere entre as publicacbes e dificulta as comparacOes entre os estudos. A
definicdo mais utilizada de CIM é a menor concentracdo que inibe o crescimento visivel
do microrganismo teste e tem sido relatada nas unidades de ppm (parte por milh&o), %
(vIv), ul/It e em pg/mi?t (BURT, 2004).

No presente estudo os 6leos essenciais de orégano, tomilho e os compostos
majoritarios carvacrol e timol foram capazes de inibir o crescimento das células
plancténicas (concentragcfes de 0,05 % e 0,025 %) e reduziram a formacao de biofilme
em todas as cepas testadas (concentracdes e 0,025 % e 0,012 %). Além disso, outros
estudos tém demostrado o efeito dos Oleos essenciais de orégano e tomilho e seus
compostos majoritarios carvacrol e timol, frente a células plancténicas de Salmonella
Typhimurium. O 6leo essencial de orégano mostrou possuir atividade antibacteriana em
células planctonicas com CIMs entre 1,2 — 0,56 puL/ml™?, enquanto que o 6leo essencial
de tomilho e os compostos majoritarios carvacrol e timol apresentaram atividade
antibacteriana com CIMs entre 0,450 - > 20 pL/ml?, 0,225 — 0,25 pL/ml* e 0,056 puL/ml-
! respectivamente (BURT, 2004; SEMENIUC et al., 2017).

Considerando o grande numero de diferentes grupos de compostos quimicos
presentes nos Gleos essenciais, € muito provavel que a sua atividade antibacteriana nao
seja atribuida a um mecanismo especifico, mas sim a uma série de efeitos deletérios nas
células, como por exemplo, a despolarizagdo da membrana plasmaética, permeabilizacdo
da membrana celular, dano ao polimorfismo lipidico, interacdo com proteinas da
membrana de bactérias Gram-negativas, alteracdes nos processos respiratorios,
coagulacdo do material citoplasmatico, deplecdo intracelular de ATP e supressdo de
producdo de toxinas microbianas (SAVIUC et al., 2015).

Nos ultimos anos, varios artigos tém descrito a acdo antibiofilme de OGleos
essenciais e seus compostos majoritarios contra biofilmes bacterianos (KARAMPOULA
et al., 2016; KEELARA et al., 2016; MILADI et al., 2017; OH et al., 2017). Soni e
colaboradores (2013) demonstraram que em concentragdes sub-inibitoérias (0,006 e 0,012
%) os Oleos essenciais de orégano, tomilho e o composto fenolico carvacrol foram
capazes de reduzir a formacao de biofilme em Salmonella spp. em até 2 a 4 vezes, mas
nédo foram capazes de eliminar completamente a formacéo de biofilme. Além disso, Burt
e colaboradores (2014) demonstraram que carvacrol em concentragcdes sub-inibitorias de
0,75-1,25 mM (aproximadamente 0,012 %) foi capaz de reduzir a formacao de biofilme

em Salmonella Typhimurium.
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Tem sido sugerido que concentracdes sub-inibitorias de 6leos essenciais e seus
compostos majoritarios ndo interferem no crescimento de células planctdnicas, mas
possuem efeito redutor na formacao de biofilme. Este efeito redutor tem sido atribuido a
dois mecanismos: (i) interrupcao da formag&o normal de biofilme pela retengéo da massa
celular no estadgio de micro-col6nia ou (ii) que estes agentes em concentragdes sub-
inibitdrias interagem com as proteinas da superficie bacteriana reduzindo a adesdo destas
células nas superficies alvo (NOSTRO et al., 2009; SONI et al., 2013). Outra hipotese €
que o carvacrol pode reduzir a motilidade e producéo de flagelo, o que foi observado em
cepas de Escherichia coli O157:H7 tratadas com carvacrol (BURT et al., 2007).

Além de interferir com a formacéo de biofilme, os éleos essenciais, compostos
majoritarios e acidos organicos possuem efeito na remocdo de biofilmes maduros. Em
concentracOes letais 0s Gleos essenciais interagem com a camada de lipideos da
membrana citoplasmatica, o que resulta em dano e perda da integridade da membrana
celular, com uma subsequente perda de material celular do interior da célula (ULTEE et
al., 1999; BURT, 2004). Além disso, os compostos majoritarios carvacrol e timol podem
penetrar a membrana de polissacarideos da matriz do biofilme devido as suas
propriedades hidrofilicas e forte atividade antimicrobiana, e essa difusdo provoca o
desprendimento da massa celular do biofilme da superficie (NOSTRO et al., 2007).

O tratamento de biofilmes de Salmonella de um dia de idade com 6leo essencial
de tomilho, dleo essencial de orégano e carvacrol em concentracées de 0,05 % e 0,1 %
resultou em uma reducdo de 7 a 8 log UFC/cupom de aco inox (SONI et al., 2013).
Enquanto que, em biofilmes de Listeria monocytogenes os 6leos essenciais de tomilho e
orégano em concentracgdes de 0,05 % foram capazes de reduzir a contagem de células em
biofilme em 4.8 log UFC/poco e 3.9 log UFC/ poco, respectivamente. Contudo, estes
compostos ndo foram capazes de inativar completamente as células do biofilme, isto
porque, quando as células estdo aderidas as bactérias tornam-se 10-1000 vezes menos
susceptiveis a varios agentes antimicrobianos do que suas células plancténicas, exigindo
maiores concentracdes para a sua completa eliminacdo (DAVIES, 2003; DESAI et al.,
2012). Além disso, a acdo dos Oleos essenciais depende de sua composicdo, a qual €
bastante variavel e depende de uma serie de fatores, como por exemplo, a parte da planta
em que foi extraido o 6éleo essencial, época de colheita, estacdo do ano e 0 método de
cultivo (PENALVER et al., 2005).

Por outro lado, a acdo antibiofilme de &cidos organicos pode ser devido a

degradacédo dos componentes do interior da matriz do biofilme, resultando no rompimento
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da estrutura do biofilme ou os &cidos organicos em sua forma néo dissociada interrompem
as funcdes das proteinas ligadas a membrana penetrando a bicamada lipidica da
membrana, tornando o citoplasma celular mais acido e, consequentemente, reduzindo o
pH celular interno (NOSTRO et al., 2013).

Em biofilmes de Escherichia coli, o &cido acético e acido latico em concentragdes
de 2 % foram capazes de reduzir a quantidade de biofilme formado, sendo que ndo houve
diferenca significativa de reducdo entre os tratamentos. Embora tenha sido observada
reducdo na quantidade de biofilme formado, estes acidos organicos nao foram capazes de
remover completamente o biofilme (PARK & CHEN, 2015). Esta falta de efeito pode ser
devido ao insuficiente tempo de contato entre o agente e o biofilme ou pela cobertura
inadequada da area do biofilme pelos agentes desinfetantes (FRANK et al., 2003). Além
disso, as estruturas extracelulares produzidas pelas células bacterianas nos biofilmes
podem ser importantes fatores que limitam a eficacia destes agentes, pois estas estruturas
dificultam que estes sanificantes acessem as principais areas alvo e também podem
neutralizar agentes instaveis como o cloro, reduzindo seu efeito (DE BEER et al., 1994).

Amrutha e colaboradores (2017) observaram que os acidos acético e latico em
concentracOes de 2 % foram capazes de reduzir a formacéo de biofilme, a producéo de
EPS e a motilidade em Escherichia coli e Salmonella sp.

No presente estudo, apenas os Oleos essenciais de orégano e tomilho a uma
concentracdo de 0,1 % foram capazes de reduzir a biomassa de biofilme maduro de ambas
cepas de Salmonella nos ensaios em microplacas de poliestireno. Ja nos ensaios de
contagem de UFC em cupom de flandres e em microscopia confocal os 6leos esséncias,
compostos majoritarios e acidos organicos demonstraram possuir similar efeito redutor
nas células do biofilme. A diferenca observada entre os métodos pode ser explicada pelo
fato de que nos ensaios em microplacas de poliestireno seguido de coloragdo com cristal
violeta se avalia a biomassa do biofilme, tendo como alvos as células do biofilme e os
compostos da matriz extracelular. As células sem atividade metabolica podem ainda
contribuir para a quantidade total de biomassa e estas células estdo firmemente aderidas
as paredes dos pocos e ndao sdo removidas nas etapas de lavagem. Além disso, o
tratamento de biofilme com altas concentracGes de agentes sanificantes pode causar
fixacdo de matéria organica a superficie dos pocos resultando em maior quantidade de
cristal violeta incorporado no biofilme remanescente (ROMANOVA et al., 2007).
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As imagens de microscopia confocal mostraram que os biofilmes tratados com
acidos organicos apresentaram uma densidade celular (células vivas e mortas) bem acima
do controle positivo em ambas cepas testadas. Estes biofilmes foram tratados com
solucBes acidas com pH préximo a 3.0, o que provavelmente fez com que estas cepas
ativassem mecanismos de resposta a tolerancia &cida. A resposta a tolerancia acida é um
complexo sistema de resposta ao estresse que foi descrito primeiramente em Salmonella
Typhimurium e permite que a bactéria sobreviva em ambientes extremamente acidos (pH
3.0) (SANTIN et al., 2017). Existem sistemas distintos de resposta a tolerancia acida
induzidos em células de fase exponencial e em fase estacionéria. O sistema em células de
fase exponencial envolve a inducao de pelo menos 50 proteinas, as quais sao denominadas
de proteinas de choque acido. A sintese de oito destas proteinas requer um fator sigma
alternativo chamado ¢°. A proteina ¢°, codificada pelo gene rpoS, ¢ importante como um
regulador da fase estacionaria fisiologica e durante o choque osmotico. Estas 8
dependentes proteinas sdo necessarias para a inducao sustentada da tolerancia &cida e sem
estas proteinas a tolerancia é induzida de forma transitéria via choque acido por cerca de
20 minutos. As células de fase estacionaria possuem, além de uma resisténcia ao estresse
geral induzida pela propria fase estacionaria, um sistema induzido pelo pH é&cido de
tolerancia acida que é independente de ¢° (BAIK et al., 1996). Além disso, o fator sigma
RpoS (c°) regula a expressdo de csgD, que é o gene responsavel pela regulacdo da
formacdo de biofilme e expressdo do morfotipo rdar em Salmonella. Logo, este
microrganismo poderia utilizar dois mecanismos para sobreviver em ambientes
extremamente 4cidos (MONTEIRO et al., 2012).

Entretanto, outra hipotese que poderia explicar a alta densidade celular dos
biofilmes tratados com os acidos organicos seria que as células adaptadas ao acido
poderiam ainda ser vulneraveis aos seus efeitos toxicos. Estes efeitos toxicos foram
observados em ragdes tratadas com altas concentrac@es de acidos organicos (geralmente
em concentragdes > 2 %) ¢ estdo relacionados a problemas de palatabilidade e corrosdo
(WALES et al., 2010). Além disso, o efeito corrosivo dos acidos organicos poderiam
mascarar seu real efeito sobre as células bacterianas.

Atualmente os agentes quimicos utilizados no controle de Salmonella em ragdes
sdo formulagdes a base de acidos organicos (acido latico, acético, citrico, foérmico,
propibnico e sorbico), seus sais (sulfato de cobre, acetato de zinco, acetato cuprico e
formato de amonio), formaldeido, desreguladores da parede bacteriana (terpenos),

surfactantes e 0leos essenciais, sendo que estas formulacdes podem ser liquidas ou em
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po6s e geralmente sdo misturas de agentes de um mesmo ou diferente grupo quimico
visando alcancar efeitos sinérgicos ou combinatorios.

As misturas comerciais de acidos organicos e formaldeido possuem um alto nivel
de atividade desinfetante contra a maioria das bactérias e € menos provavel que sejam
inativadas por matéria-organica que a maioria das classes de desinfetantes (WALES et
al., 2010). Estas misturas possuem a capacidade de reduzir a contaminagéo de Salmonella
em racdes em até 3 unidades logaritmicas quando séo incluidas em ingredientes ou racdes
em concentragdes de 0,2 % a 2 % e necessitam de um longo tempo de contato. Entretanto,
a sua eficacia é influenciada pelo nivel de contaminacdo, tipo de &cido empregado,
mistura de acidos, forma fisica, taxa de inclusdo, composi¢cdo da dieta, umidade do
alimento e forma quimica do produto (&cido livre ou sal de &cido). Contudo, seu efeito
redutor geralmente esta relacionado na acdo que estes compostos possuem em células
planctdnicas e muito pouco se sabe sobre o efeito que estes produtos possuem em células
em biofilme ou seu efeito na formacéo de biofilmes.

Embora as misturas a base de acidos organicos e formaldeido sejam amplamente
empregadas nas industrias produtoras de dieta animal, tanto para aves como para suinos,
a inclusdo destes produtos em concentraces acima de 2 % pode causar problemas de
palatabilidade, aumento do potencial corrosivo e elevacao dos custos de producgdo. Além
disso, existem estudos demonstrando que 0s acidos organicos sdo capazes de promover
aumento na viruléncia de Salmonella em baixas concentracdes (WALES et al., 2013).

Por outro lado, nos produtos comerciais a base de 6leos esséncias existe menor
chance de resisténcia adaptativa, uma vez que os 6leos essenciais sdo constituidos por
varios compostos e isto pode ser um obstaculo para a adaptacdo de células bacterianas
(SONI et al., 2013). Os dados disponiveis até 0 momento, demonstram que 0s 6leos
essenciais possuem efeito antibacteriano e que sdo capazes de inibir a formacdo de
biofilme ou reduzir as células de biofilme maduros em varias superficies (vidro, aco
inoxidavel, poliestireno e polipropileno). Todavia, 0s estudos disponiveis sobre 6leos
essenciais e sua acao sobre Salmonella sdo em industrias de processamento de alimentos
destinados ao consumo humano ou como aditivo alimentar visando a melhora na
performance zootécnica de animais de producao.

Entretanto, o presente estudo demonstrou que 0s Gleos esséncias possuem efeitos
antibacterianos e antibiofilme em cepas de Salmonella oriundas de fabrica de racéo e que
estes poderiam ser utilizados como coadjuvantes para o controle deste microrganismo,

tanto em ingredientes como no ambiente de processamento.
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7. CONCLUSOES

- As cepas de Salmonella enterica subsp. enterica provenientes de fabrica de racéo suina
possuem perfil fenotipico e genotipico para formacao de biofilme in vitro.

- O perfil fenotipico para formacdo de biofilme mais frequente foi o perfil 1, o qual
representou 42,6 % das cepas (23/54), seguido dos perfis 3 e 4 que juntos representaram
38,88 % das cepas (21/54).

- N&o houve relacdo entre os perfis fenotipico para formacao de biofilme encontrados e
0s sorovares. Além disso, para a maioria das cepas ndo houve relagdo entre o perfil
fenotipico de formacao de biofilme e o perfil de macro restricdo de DNA total (PFGE) a
que estas cepas pertencem.

- Os genes envolvidos na formacdo de biofilme (csgD, adrA, fimA e bapA) foram
detectados em todas as cepas.

- Os 06leos essenciais de orégano (Oreganum vulgare) e tomilho (Thymus vulgaris), bem
como seus compostos majoritarios carvacrol e timol sdo capazes de suprimir a formacao
de biofilme em Salmonella enterica subsp. enterica em 2 a 8 vezes, mas nao eliminam
completamente a sua formagéo.

- Os 6leos essenciais de orégano (Oreganum vulgare) e tomilho (Thymus vulgaris), seus
compostos majoritarios carvacrol e timol e os acidos organicos (acético e latico) possuem
efeito antibiofilme reduzindo as células de biofilme maduro de Salmonella enterica
subsp. enterica, contudo ndo erradicam completamente biofilmes maduros.

- Os Oleos essenciais e compostos majoritarios podem ser alternativas Uteis como
coadjuvantes nos programas de controle de Salmonella em ambientes de fabrica de racéo

para suinos.
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