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RESUMO

Apesar da implantacdo de ferramentas e programas de controle para
reducao da incidéncia de Salmonella spp. nas granjas e abatedouros avicolas, a
prevaléncia deste patégeno na cadeia produtiva avicola ainda € representativa. A
adesdo dos micro-organismos a superficie de equipamentos utilizados no
processamento de alimentos resulta em graves problemas, pois atua como fonte
de contaminacao. Estes agregados de células com altas densidades populacionais
presentes na superficie podem produzir moléculas sinalizadoras de quorum
sensing responsaveis pela expressao de caracteristicas fenotipicas especificas,
dentre elas substancias envolvidas na formacao de biofilme. Uma vez instalado o
biofilme, a resisténcia desses organismos aumenta, dificultando a acado dos
sanitizantes, comprometendo a qualidade dos alimentos, além de aumentar os
riscos a saude publica. Um total de 65 cepas de Salmonella, sendo 39 isoladas de
carcacas e cortes de frango e 26 isoladas de amostras de granjas, foi
caracterizado quanto aos sorotipos e resisténcia a 24 antimicrobianos. O sorotipo
Enteritidis foi o predominante representando 67,7% das cepas, seguido do
sorotipo Newport com 7,7%. Um total de 10 padrdes de resisténcia foi identificado,
sendo que 96,9% das cepas apresentaram resisténcia a bacitracina, 87,7% a
eritromicina, 83% ao acido nalidixico. Um total de cinco diferentes sorotipos
isolados das aves vivas e também do produto final (Typhimurium, Enteritidis,
Newport, Senftenberg e Infantis) foi avaliado quanto a formacao de biofiimes a
temperatura de 20°C apés 2, 4, 8, 16, 24 e 48 horas nos meios de cultivo caldo de
soja e tripticaseina (TSB) e agua peptonada tamponada (APT) a 0,1%. Apés 48
horas, as cepas avaliadas foram capazes de formar biofilmes sobre a superficie de
cupons de aco inoxidavel nos dois meios de cultivo, sendo Newport, o sorotipo
que apresentou maior contagem de células aderidas em meio TSB. Em cultivo
misto de Enterococcus faecalis ATCC 7080 e Salmonella Enteritidis, em meio
TSB, verificou-se que ambos sdo capazes de formar biofilmes sobre a superficie
de aco inoxidavel de forma independente com predominio do Enterococcus
faecalis ap6s 48 horas. Porem, em meio APT 0,1%, em cultivo misto, as células de
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Enterococcus faecalis aderiram a superficie somente apds a adesao inicial das
células de Salmonella Enteritidis. Os sanitizantes FARMASEPT PLUS® 0,1% e
acido peracético 300 ml.L™" foram os mais eficientes, seguido do hipoclorito de
sédio a 5 mg.L™. O diéxido de cloro estabilizado a 100 mg.L" se mostrou 0 menos
eficiente com reducio de apenas 1 log UFC/cm? de células aderidas. Todas as 65
cepas de Salmonella também foram submetidas a pesquisa dos genes luxs e sdia
relacionados ao sistema quorum sensing e a pesquisa de moléculas autoindutoras
Al-2, utilizando o biossensor Vibrio harveyi BB170. Todas as cepas apresentaram
0s genes luxs e sdia e foram positivas para Al-2 nos testes de bioluminescéncia,
com indices que variaram entre 1,13 a 1,30. Compreender a dindmica de
comunicagao intercelular por meio de moléculas autoindutoras de quorum sensing
e relacionar com a expressao de fatores de viruléncia pode esclarecer aspectos
relevantes e possibilitar o desenvolvimento de estratégias para o controle de
patdgenos na industria de alimentos.
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ABSTRACT

In spite of the implementation of control programs for Salmonella rating
reduction in poultry breeding farms and slaughterhouses, the prevalence of this
pathogenic agent, which is considered the main cause of foodborne diseases, is
still significant. Microorganism adhesion and biofilm formation on food processing
equipment surfaces result in severe problems, since they act as the source of food
contamination. These cell aggregates have a high population density on the
surface and may produce quorum sensing signaling molecules. These molecules
are responsible for the expression of specific phenotypic characteristics, such as
the substances involved in biofilm formation. Once the biofilm is present, the
resistance of the organisms increases, impairing the action of sanitizing agents and
compromising food quality, which raises the risks to public health. 65 strains of
Salmonella, 39 isolated from broiler carcasses and 26 isolated from poultry
breeding farms, had their serotypes and resistance to 24 antimicrobial agents
characterized. The predominant serotype was Enteritidis (67.7% of the strains),
followed by the Newport serotype (7.7% of the strains). A total of 10 resistance
patterns were identified. 96.9% of strains were resistant to bacitracin, 87.7% to
erythromycin and 83% to nalidixic acid. 5 different serotypes, isolated from poultry
breeding farms and from the final product (Typhimurium, Enteritidis, Newport,
Senftenberg and Infantis), had the biofilm formation evaluated at 20° C after 2, 4,
8, 16, 24 and 48 hours, in Tryptic Soy Broth (TSB) and 0.1% buffered peptone
water (BPW ) media. After 48 hours, the strains were able to produce biofilms on
the surface of stainless steel coupons in both cultivation media. The Newport
serotype, in TSB, presented the highest count of attached cells. Enterococcus
faecalis ATCC 7080 and Salmonella Enteritidis, in mixed cultivation in TSB, were
both able to produce biofilms on the surface of stainless steel independently, with
the predominance of Enterococcus faecalis after 48 hours. However, the cells of
Enterococcus faecalis attached to the surface only after the initial adhesion of
Salmonella Enteritidis cells, in mixed cultivation in BPW. FARMASEPT PLUS®

0.1% and peracetic acid 300 ml.L" were the most efficient sanitizers, followed by
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sodium hypochlorite 5 mg.L™. Stabilized chlorine dioxide 100 mg.L-1 was the least
efficient sanitizer, presenting an adhered cell reduction of only 1 log cfu/cm?. All 65
Salmonella strains were also subjected to gene probing for /luxs and sdia genes,
which are related to the quorum sensing system. Biosensor Vibrio harveyi BB170
was also used for all these strains to detect autoinducer Al-2 signaling molecules.
All strains presented /uxs and sdia genes. The bioluminescence tests were positive
for Al-2, with values that ranged from 1.13 to 1.30. Understanding the intercellular
communication dynamic, which occurs through quorum sensing signaling
molecules, and its relation to the expression of virulence factors may clarify
relevant aspects and make the development of pathogen control strategies in the
food industry possible.

xXxil



1. INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTAs) tém sido, nos Ultimos anos
em todo o mundo, motivo de discussdes sobre as estratégias que permitam o seu
controle e, consequentemente, a garantia de produtos seguros no mercado. O
rapido crescimento da industria avicola proporcionou uma fonte de proteina
rapidamente disponivel e de custo reduzido, porém permitiu 0 aumento dos
indices de infeccao das aves e, consequentemente a contaminacao das carcagas
por patégenos (SILVA, 1995; VIEIRA, TEIXEIRA, 1997).

Diversos trabalhos relacionados a programas de seguranga dos alimentos
relatam a importancia do género Salmonella como um dos principais causadores
de doencas veiculadas por alimentos em humanos (COX, HAMMACK,
ANDREWS, 1999; PATRICK et al., 2004; GUERIN et al., 2006; BOYLE et al.,
2007). O patégeno possui uma ampla gama de reservatorios animais,
apresentando a habilidade de sobreviver e persistir no ambiente.

O controle de Salmonella spp. na industria avicola passou a ser implantado
em 1994 com a Portaria n® 193, de 19 de Setembro, do Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento que estruturou e consolidou o Programa Nacional de
Sanidade Avicola - PNSA (BRASIL, 1994) e norteou o desenvolvimento de
programas sanitarios para controle das principais doencas aviarias, dentre elas a
salmonelose. Apesar dos esforcos para o controle do patégeno na producao
avicola e na industria, os indices de infecgdes decorrentes do consumo de
alimentos contaminados por este género continuam altos. No Estado de Sao
Paulo, dados do Centro de Vigilancia Epidemiolégica correspondentes ao periodo
de 1999 a 2008, demonstram que 43% dos surtos de doencas bacterianas
veiculadas por alimentos sdo causados por Salmonella, sendo a Salmonella
Enteritidis o principal sorotipo envolvido (EDUARDO et al., 2008). Nos Estados
Unidos da América, os dados de 2009 do Centers For Disease Control and
Prevention apontam o sorotipo Enteritidis como o principal envolvido em DTAs,
representando 17,5% dos isolados, seguido do sorotipo Typhimurium (15%) e



Newport (9,3%) (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2012).

A avicultura apresenta uma cadeia produtiva ampla e complexa com
caracteristicas préprias e pontos criticos vulneraveis a contaminacdo por
Salmonella. No sistema de integracao, isto é, sistema de parceria entre industrias
e proprietarios de granjas, os granjeiros recebem da industria pintos de corte,
insumos, assisténcia técnica e disponibilizam seus aviarios € mao-de-obra para a
criacao dos frangos de corte. A constante introducdo de insumos como racao e
também falhas nas boas praticas de manejo durante a criacado das aves podem
favorecer a disseminacao da Salmonella. Os niveis de contaminacao podem ser
altos e dificeis de conter caracterizando uma contaminacdo persistente no
ambiente. Aves contaminadas nas granjas podem introduzir o patégeno na linha
de abate, contaminando equipamentos e, subsequentemente, o produto final.

Sob condi¢cdes favoraveis e quando ocorrem falhas no processo de
higienizagao, bactérias do género Salmonella sao capazes de formar biofilmes
(AUSTIN et al., 1998; BONAFONTE et al., 2000), muitas vezes resistentes aos
sanitizantes usualmente utilizados nas industrias (JOSEPH, OTTA,
KARUNASAGAR, 2001). Os biofilmes sédo constituidos de agregados de células
em uma matriz extracelular e podem apresentar o fenbmeno quorum sensing, isto
€, processo de comunicacado intra e interespécies microbianas por meio de
moléculas autoindutoras, que permitem aos micro-organismos, apresentarem
alterac6es fenotipicas como esporulagdo, formacao de biofilmes, producdo de
bacteriocinas, expressao de fatores de viruléncia, producdo de antibibticos,
pigmentagao e bioluminescéncia (WHITEHEAD et al., 2001; WATERS, BASSLER,
2005; CHOI, SHIN, RYU, 2007; BEARSON, B., BEARSON, S., 2008; NADELL et
al., 2008). Bactérias do género Salmonella estao inseridas no grupo de patégenos
que utilizam esta via de sinalizagdo quorum sensing por meio de moléculas
denominadas autoindutor Al-2, produto do gene luxs, envolvido na comunicacao
entre as espécies (AHMER, 2004; WATERS, BASSLER, 2005; WALTERS,
SPERANDIO, 2006; CHOI, SHIN, RYU, 2007; BEARSON, B.; BEARSON, S.,
2008).



Neste trabalho, foram investigadas 65 cepas de Salmonella isoladas da
cadeia produtiva de frango, sendo 39 isoladas de carcacas e cortes de frango, 1
isolada de farinha de penas utilizada na producdo de racdo e 25 isoladas de
amostras de fezes de aves vivas reprodutoras. As 65 cepas foram encaminhadas
a Fundacao Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro para a determinacado dos sorotipos.
Também foram caracterizadas fenotipicamente quanto ao padrao de resisténcia a
antimicrobianos utilizando o método de difusdo em agar. A partir dos dados
fenotipicos, foram selecionadas cinco cepas de Salmonella com perfis distintos,
isoladas de amostras dos plantéis e também de produto final. Estas cepas
selecionadas foram avaliadas quanto a adesé@o e formagéo de biofilme utilizando
cupons de aco inoxidavel AISI 304 #4 na presenca e na auséncia de Enterococcus
faecalis ATCC 7080 e foram também submetidas a analise de resisténcia a acao
de alguns produtos sanitizantes frequentemente utilizados nos procedimentos de
higienizagdo dos abatedouros avicolas. Em uma segunda etapa do trabalho, a
capacidade de produgcdo de moléculas sinalizadoras de quorum sensing pelas
cepas isoladas, foi investigada utilizando o biossensor Vibrio harveyi BB170, que
na presengca do autoindutor Al-2, produz bioluminescéncia. Também foi
pesquisada a presenca dos genes luxs e sdia, relacionados ao fendémeno quorum
sensing em Salmonella spp.

Compreender esta dindmica de comunicacao intercelular por meio de
moléculas autoindutoras sinalizadoras de quorum sensing e relacionar com a
expressao génica, principalmente de fatores de viruléncia, podem esclarecer

aspectos relevantes e possibilitar estratégias para o seu controle.






2. OBJETIVO GERAL

Pesquisar a adesdo, formacao de biofilmes e producao de moléculas
sinalizadoras de quorum sensing por cepas de Salmonella isoladas de
amostras coletadas em granjas e abatedouro avicola, pertencentes a
cadeia produtiva de frangos de corte.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar as cepas de Salmonella isoladas no processamento
de frangos, quanto aos sorotipos e determinar o perfil de

resisténcia a antimicrobianos.

o Avaliar e comparar a formacao de biofilmes a temperatura de 20°C
sobre a superficie de aco inoxidavel por diferentes sorotipos de
Salmonella.

o Avaliar a resisténcia do biofilme formado aos principais sanitizantes
utilizados nos procedimentos de higienizacdo dos abatedouros
avicolas: hipoclorito de sédio a 5 mg.L" , 4cido peracético a 300
mg.L™", diéxido de cloro estabilizado a 100 mg.L" e FARMASEPT
PLUS® a 0,1% (composto de cloreto benzalcénio 7,5% e
glutaraldeido 42,5%).

o Avaliar a interacdo de cepas de Salmonella Enteritidis e
Enterococcus faecalis ATCC 7080 na formagéao de biofilmes.

o Pesquisar a presenca dos genes luxs e sdia, relacionados ao
fenbmeno quorum sensing em Salmonella spp., usando a técnica
de PCR.



Pesquisar a presenca de moléculas sinalizadoras de quorum
sensing Al-2 produzidas pelas cepas de Salmonella utilizando o
biossensor Vibrio harveyi BB170.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A cadeia produtiva de frangos de corte

A industria avicola brasileira esta entre as mais produtivas do setor
agroindustrial. Segundo a Unido Brasileira de Avicultura, a producao de carne de
frango alcancou 13,05 milhdes de toneladas em 2011, um crescimento de 6,8%
em relacdo a 2010. Foram exportados 3,94 milhdes de toneladas de carne de
frango, para mais de 150 paises, representando um aumento de 3,2% a mais que
no ano de 2010. Dentre os produtos, as exportagdes de cortes somaram 2,06
milhdes de toneladas (+4,8%) e receita cambial de US$ 4.4 bilhdes (+26%). As
vendas de frango inteiro totalizaram 1,50 milhdo de toneladas (+0,9%), com
receita de US$ 2.6 bilhdes (+15%) (UNIAO BRASILEIRA DE AVICULTURA,
2012). A manutencdo e o crescimento desse positivo desempenho da industria
avicola brasileira dependem muito dos parametros higiénico-sanitarios que
garantem um produto seguro e de qualidade, exigéncias cada vez maiores por
parte do mercado consumidor.

No Brasil, a implantacao do programa “Andlise de Perigo e Pontos Criticos
de Controle” (HACCP/ APPCC) nos anos 90 na cadeia produtiva, tanto na fase de
criagdo como no abate, contribuiu para a melhoria da qualidade e seguranga dos
produtos. O programa contempla uma metodologia preventiva, com o objetivo de
evitar potenciais riscos que possam causar danos aos consumidores, eliminando
ou reduzindo os riscos e perigos em todas as etapas do processamento industrial,
desde a matéria-prima até o consumo do alimento (BRASIL, 1998a). As Boas
Praticas de Manejo (BPM) e as Boas Praticas de Fabricacao (BPF) suprem com
informagcdes necessarias os técnicos, granjeiros e colaboradores envolvidos no
processo produtivo para um programa efetivo de reducdo, prevencao ou
eliminacdo do patdgeno nas fases que antecedem o abate até o produto final
(BRASIL, 1994, BRASIL, 1997, BRASIL, 1998a,b).

Nas granjas e incubatorios, alguns procedimentos sdo adotados como

rotina no manejo das aves com o objetivo de evitar a disseminacao da Salmonella:
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limpeza e desinfeccdo de galpdes, aquisicdo de aves de linhagens resistentes,
monitoramento dos lotes e implantacdo de programas de vigilancia bacteriolégica
e soroldgica, controle de roedores, passaros e insetos (BRASIL, 1994).

Roedores excretam grande quantidade de Salmonella em suas fezes,
disseminando-a no ambiente. Snow et al. (2008) e Carrique-Mas et al. (2009),
relataram a relagdo entre presenca de roedores, infeccdo e persisténcia da
Salmonella Enteritidis em lotes de aves de postura comercial, demonstrando que o
controle de roedores nos estabelecimentos avicolas € imprescindivel. Insetos
como baratas, besouros e moscas, além de servirem como fontes de
contaminagcdo para as aves, faciltam a disseminagdo de micro-organismos
patogénicos entre os lotes, incluindo os do género Salmonella (KOPANIC,
SHELDON, WRIGHT, 1994; OLSEN, HAMMACK, 2000; ROCHE et al., 2009).

A racao também representa um veiculo na transmissdo de patégenos. As
principais fontes de contaminacao por Salmonella spp. nas fabricas de racéo sao
os ingredientes utilizados (JONES, RICHARDSON, 2004). Em um estudo com 60
amostras de farinha de carne e ossos e 60 de farinha de sangue, constituintes de
racdo para animais, foram identificadas 25 amostras positivas para Salmonella
spp. (CALIXTO et al, 2002). Apesar das matérias-primas de origem animal
historicamente estarem relacionadas ao aumento do risco de contaminacao por
Salmonella spp., atualmente sabe-se que os ingredientes de origem vegetal como
milho, soja, sorgo e outros também podem representar veiculos de patégenos
(JONES, RICHARDSON, 2004). Desde a proibigédo, no final dos anos 80, do uso
de farinha de carne e ossos na Gra-Bretanha como medida de controle para
Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), houve uma maior demanda na
utilizacdo de o6leos de sementes, o que tem sido associado ao aumento na
prevaléncia de toxinfecgbes por Salmonella spp. em humanos no mesmo periodo
(DAVIES, HILTON, 2000). Tratamentos térmicos aplicados as racdes (como a
peletizacao e extrusao) e quimicos (utilizacao de acidos organicos e formaldeidos)
sao alternativas utilizadas nas fabricas de ragdes para o controle de patégenos
(TORRES et al., 2011).



A vacinacao de plantéis tem sido uma medida recomendada para o controle
de infeccbes das aves por Salmonella spp. Estudos relatam um decréscimo nos
casos de infeccao por Salmonella Enteritidis em humanos no Reino Unido
concomitantemente a introducdo de programas de vacinacdo em aves para
postura comercial (COGAN, HUMPHREY, 2003). Em diversos paises, a vacinacao
de aves comerciais tem sido implementada como um programa nacional de
controle contra Salmonella Enteritidis (OKAMURA et al., 2007).

Entretanto, ao longo das diversas fases de producado avicola, apesar das
inomeras barreiras higiénico-sanitarias, varios elementos sao constantemente
incorporados ao processo como exemplos, novos lotes de aves, novas camas e
ninhos nos galpdes (palha de arroz e/ou maravalha), tornando dificil a implantagéo
e a eficacia do programa APPCC na industria avicola. Além desse aspecto, alguns
fatores sdo considerados criticos para o controle do patégeno ao longo da cadeia
produtiva como a presenca de lotes de matrizes reprodutoras positivas para
Salmonella e aproveitamento de seus ovos para incubacao, favorecendo a
reinfeccdo e também a aquisicao de ovos de varias procedéncias sem controles
sanitarios satisfatérios e adequados. Além do uso de antimicrobianos, que
contribui para potencializar a distribuicao de cepas resistentes.

A busca da otimizacdo econbémica dos incubatoérios com locagdo de
espacos de incubacdo, muitas vezes inadequados e a ampliacdo de turnos de
trabalho nos abatedouros dificultam o controle e higienizacdo necessarios
favorecendo a permanéncia de patégenos no ambiente. Contaminacdes cruzadas
podem ocorrer nos abatedouros, onde as misturas de aves infectadas e néao
infectadas possibilitam a distribuicao do patégeno em diferentes pontos da linha
de abate, causando a contaminag¢ao do produto final.

No Brasil, varias medidas foram criadas com o objetivo de controlar a
producdo dos alimentos e diminuir os riscos aos consumidores. A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou em 2001 com a RDC n°12, os
padrées microbiolégicos para alimentos que determina auséncia de Salmonella
em 25 g em amostra de produtos carneos; e a RDC n°13, o Regulamento Técnico
para Instru¢coes de Uso, Preparo e Conservacao na Rotulagem de Carne de Aves



e Seus Miudos Crus, Resfriados ou Congelados, como medida para auxiliar o
consumidor no controle do risco de contaminacao por Salmonella spp. associado
ao consumo destes alimentos (BRASIL, 2001a,b).

Em 2003, O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
instituiu o Programa de Reducao de Patdégenos - Monitoramento Microbioldgico e
Controle de Salmonella spp. em Carcagas de Frangos e Perus. Este programa
implementa a andlise continua de carcagas in natura, em laboratérios
credenciados pelo MAPA, para pesquisa de Salmonella spp. em todos os
estabelecimentos registrados no Servico de Inspecao Federal (BRASIL, 2003b).

Nos abatedouros, a implantagdo do Sistema de Andlise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) vem contribuindo para o controle de
contaminacdao por patdégenos no processamento de frangos. Essa ferramenta,
estabelecida no Brasil em 1993 pela Portaria 1428 do Ministério da Saude
(BRASIL, 1993) e em 1998 pela portaria n°46 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1998a), tem como obijetivo avaliar a eficacia e
efetividade dos processos, meios e instalacbes, assim como dos controles
utilizados na producao, armazenamento, transporte, distribuicdo, comercializacédo
e consumo de alimentos a fim de proteger a saude o consumidor.

O sistema APPCC recomenda que cada estabelecimento industrial defina
seus proéprios pontos criticos de controle (PCCs), de acordo com as caracteristicas
de suas instalagbes, equipamentos, especificidade de operacdes e recursos
disponiveis (BRASIL, 1998a).

Ap6és visita a um abatedouro avicola pertencente a regido metropolitana de
Campinas, elaborou-se o fluxograma de processo de producado de frango inteiro
congelado ou resfriado e cortes de frango. As etapas do processo de producéo de
carcacgas e cortes de frango e os pontos criticos de controle (PCCs) definidos
como fundamentais no controle do patégeno no frigorifico sdo apresentados na

Figura 1.

10



‘ Recepcao

v
‘ Pendura

v

‘ Insensibilizacao
v

‘ Sangria
v

‘ Escaldagem

v
‘ Depenagem

v
| Analise inspecao
\ Federal

v
‘ Rependura

v
‘ Lavagem
1° Chuveiro

v
‘ Ocluséo da cloaca

v
‘ Corte abdominal

v
Transporte para N
graxaria ‘ Eventracédo
A

v
Andlise inspegéoL | Andlise inspecéo
Federal | \ Federal

v
Remocéo e sepa-

racéo de visceras

v
Cortes, recortes e‘
desossa

v
‘ Extracdo dos
Pulmdbes

\ 4
Remocgéao papo
e traquéia

v
Remocgéo cabeca
€ pescogo

v
Revisao de bile
e fezes - PCC1

v
‘ Lavagem

‘ Gotejamento F 2° Chuveiro
v

I | Pré- Chiller
‘ Selecéo de ‘ 7

carcagas
i  Chiller PCC3

‘Cortes, recortes /

v v
desossa / temp % Embutimento

» Corte dos pés

v
Escaldagem

v
Depilagem

v
Selecéo
v
Pré-resfriamento

Pré resfriamento
RPCEC2

v
Cong./Resfr.

v
Embalagem

Acondiconamento‘

A

> Embalagem

Expedicdo <«

Transporte para
graxaria

v
Congelamento

v
Embalagem

v
Transporte de

> s
miudos

v
Embalagem

» Resfriamento

» Congelamento

Armazenamento <

v
Paletizacao

Figura 1. Fluxograma do Processo: cortes de frango e frango congelado ou
resfriado com pés, cabeca, figado e moela definido em abatedouro
avicola pertencente a Regido Metropolitana de Campinas.

11



O PCC1 consiste na revisao de bile e fezes, quando as carcagas sao
inspecionadas externamente. As que estiverem em condigdes de consumo,
continuam na linha. Carcagas contaminadas por fezes e bile sdo retiradas da linha
para realizacao do toalete. Por se tratar de uma etapa visual, € fundamental o
treinamento e constante monitoramento dos colaboradores que realizam a revisao

das carcacas.

O PCC2 corresponde a etapa de pré-resfriamento de miudos (coracao,
figado e moela) que consiste em manter estes produtos no chiller a uma
temperatura de 0 a 4°C, com concentracdo de cloro entre 3 e 5 mg.L" e
renovagao de agua constante de 1,5L por Kg de miudos. Os miudos permanecem
neste local por 27 minutos. Falhas no controle de temperatura e na concentracao

de cloro podem promover o crescimento bacteriano.

O PCCa3, etapa do chiller, consiste em um equipamento semelhante ao
anterior, que utiliza 4gua e gelo contendo cloro na concentragdo de 3a5mg.L™, e
temperatura maxima de 4°C. Apds a saida do chiller, a temperatura maxima no
interior das carcacas deve ser de 7°C. O tempo gasto nesta etapa é de 27
minutos, com renovagao de agua constante de 1 litro por carcaca. Da mesma
forma que o PCC2, falhas no monitoramento da temperatura e concentragdo de
cloro no chiller podem favorecer o crescimento de patégenos e promover a

contaminacao cruzada.

3.2 O género Salmonella

Bactérias do género Salmonella sao bacilos Gram-negativos pertencentes a
familia Enterobacteriaceae. Possuem forma de bastonetes curtos, sendo
predominantemente méveis por flagelos peritriquios (excecao feita a Salmonella
Pullorum e a Salmonella Galinarum, que sao imdveis), sao intracelulares
facultativas, anaerdbias facultativas, ndo esporuladas, fermentam glicose e outros
carboidratos, com excecao da sacarose; geralmente produzindo acido e gas. Sao

oxidase negativa, catalase e lisina descarboxilase positivas e ndo hidrolisam uréia.

12



A temperatura considerada 6tima para o crescimento destas bactérias é entre
35°C e 37°C (D’AOUST, 2000; HOLT et al.,, 2000; KAUFMANN, RAUPACH,
FINLAY, 2001; POPOFF, Le MINOR, 2005).

Com a utilizacdo de técnicas moleculares, o género Salmonella é
atualmente classificado em duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella
bongori. Uma terceira espécie, Salmonella subterranea foi descrita por Shelobolina
et al. (2004), mas segundo Grimont e Weill (2007) esta ndo pertence ao género
Salmonella. Com base em reacgdes bioquimicas de utilizagdo de acgucares,
proteinas e producao de gases, a espécie Salmonella enterica foi subdividida em
seis subespécies (Le MINOR, POPOFF, 1987; REEVES et al., 1989; EUZEBY,
2005; GRIMONT, WEILL, 2007).

| - Salmonella enterica subsp. enterica

Il - Salmonella enterica subsp. salamae
llla - Salmonella enterica subsp. arizonae
lllb - Salmonella enterica subsp. diarizonae
IV - Salmonella enterica subsp. houtenae

VI - Salmonella enterica subsp. indica

Esta nomenclatura tem sido adotada por varios centros de referéncia
nacional e internacional para sorotipificagdo de Salmonella (BRENNER et al.,
2000; POPOFF, Le MINOR, 2005).

3.3 Sorotipos de Salmonella

A sorotipificacdo constitui uma importante ferramenta epidemiolégica
complementar na identificagdo de cepas de Salmonella permitindo determinar a
prevaléncia/emergéncia ou apontar tendéncias de um sorotipo em distintas zonas
geograficas, bem como identificar surtos, conhecer as fontes de infeccao e vias de

transmissao.
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A sorotipificagdo € baseada no sistema Kauffmann-White que utiliza os
antigenos de superficie: somatico (O), flagelares (H) e eventualmente, capsulares
(Vi) (FIGURA 2). A combinagao dos antigenos somaticos e os antigenos flagelares
determina os 2610 sorotipos atualmente descritos, apresentando a seguinte
distribuicdo: Salmonella enterica subsp. enterica (1547 sorotipos); Salmonella
enterica subsp. salamae (513 sorotipos); Salmonella enterica subsp. arizonae (100
sorotipos); Salmonella enterica subsp. diarizonae (341 sorotipos); Salmonella
enterica subsp. houtenae (73 sorotipos); Salmonella enterica subsp. indica (13
sorotipos); Salmonella bongori (23 sorotipos) (GUIBOURDENCHE et al., 2010).
Gast (2007) constatou que aproximadamente 10% do total dos sorotipos descritos

foram inicialmente isolados de frangos.
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Figura 2. Estrutura antigénica de bactérias do género Salmonella

Fonte: Instituto de Salud Publica de Chile, 2012
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3.3.1 Antigeno somatico (O)

O lipopolissacarideo (LPS), ou endotoxina, é o principal componente da
membrana externa das bactérias Gram-negativas (RICK, 1987). Possui natureza
glicolipidica, é termoestavel (100 ou 120°C/2h) e essencial a viruléncia, pois
desencadeia resposta imune especifica no hospedeiro, tanto humoral (producéo
de anticorpos) como celular (fagocitose) (MORRISON, RYAN, 1979). O LPS
consiste de trés partes: Lipideo “A”, constante na familia Enterobacteriaceae,
corresponde a uma regido hidrofébica, inserida na membrana; “core”, nucleo
polissacarideo, comum a todos os membros de um determinado género (formado
por glicose, galactose, N-acetilglucosamina, cetodesoxioctonato, outros acucares
com 7 carbonos) e um oligossacarideo “O”, composto por agclucares com 6
carbonos, como galactose, glucose, ramnose e manose, além de outros agucares
pouco comuns, formando uma sequéncia de 4 a 5 unidades, cuja repeticao
confere a caracteristica do oligossacarideo “O”, regido dominante do ponto de
vista antigénico. A variacdo em numero, tipo e/ou ligagdo entre os diferentes
acucares das cadeias determina a especificidade do antigeno (LINDBERG, Le
MINOR, 1984; RICK, 1987).

3.3.2 Antigeno flagelar (H)

Os antigenos flagelares ou antigeno “H” tém composi¢cdo protéica,
designada flagelina. As diferengas antigénicas surgem devido as variagdes na
estrutura primaria, ou conteudo de aminodacidos das diferentes moléculas de
flagelina. Tem como caracteristica importante a termolabilidade podendo ser
destruidos a 100°C/10 minutos, bem como apds acdo lenta do alcool 50°GL e
resistentes a solucao de formol a 0,5% (MACNAB, 1987a).

A estrutura flagelar € constituida, basicamente, por 3 partes: o filamento
helical externo que realiza o trabalho hidrodinAmico em meio aquoso, o gancho
conector e o corpo basal constituido de anéis e inserido na membrana celular
(LINDBERG, Le MINOR, 1984). O numero de flagelos por célula, em cepas de
Salmonella, varia de 0 a 15, sendo em média 8, distribuidos de forma peritriquia
na superficie celular (MACNAB, 1987b). Além da mobilidade conferida as
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bactérias, os filamentos flagelares sdo potentes antigenos que estimulam a
producdo de anticorpos no hospedeiro (MACNAB, 1987a). Uma caracteristica
importante presente na maioria das cepas de Salmonella é o fendbmeno da
variagdo de fase flagelar. Trata-se de um mecanismo molecular que permite a
expressao alternada de duas proteinas do filamento flagelar, a flagelina FIiC e a
flagelina FljB, que constituem a fase flagelar 1 (H1) e a fase flagelar 2 (H2),
respectivamente (MACNAB, 1987a). Os dois genes que codificam estas duas
proteinas sdao homodélogos, mas nao idénticos, e assim, seus produtos sao
antigenicamente distintos. O promotor (P) do operon f[jBA esta localizado no
segmento contendo o gene hin que codifica uma recombinase (Hin) responsavel
pelo mecanismo de inversdo (FIGURA 3) (SILVERMAN, ZIEG, SIMON, 1979;
LINDBERG, Le MINOR, 1984).

Em uma orientagdo, o promotor fljBA direciona a transcrigdo do operon f[jBA
(forma ativa do operon — “ON”) e a flagelina FljB é produzida. O gene fljA é co-
transcrito com fljB, produzindo a proteina inibidora de fliC. Nesta orientacao,
apenas a fase flagelar 2 serd expressa. Na orientagédo alternativa, o operon fljBA
nao é expresso (forma inativa do operon — “OFF”) e a transcricdo do gene fliC
ocorre, uma vez que o mesmo nao esta bloqueado pela FljA. Assim, apenas a
flagelina na fase 1 é expressa (FIGURA 3). Em nivel celular, apenas uma fase
flagelar é expressa de cada vez e, portanto, uma célula bacteriana possui
filamentos homogéneos com uma Unica especificidade antigénica (ZIEG et al.,
1977; ZIEG, SIMON, 1980; LINDBERG, Le MINOR, 1984). A expressao alternada
das duas flagelinas ocorre em uma frequéncia de 10° a 10° geracdes bacterianas
(MACNAB, 1987a). A maioria dos sorotipos de Salmonella expressa
alternadamente as duas fases flagelares, sendo denominados bifasicos. Aqueles
gue expressam apenas uma das fases sdo denominados monofasicos. A maioria
dos sorotipos monofasicos nao expressa o antigeno flagelar da fase 2. Esses
sorotipos monofasicos, teoricamente, ndao adquiriram um dos genes ou o
mecanismo de inversdo durante sua evolugdo, ou entdo, seriam mutantes das
cepas bifasicas que perderam a capacidade de expressar uma das duas fases
flagelares (POPOFF, 2001).
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A variacao de fase confere uma grande vantagem as bactérias. Os micro-
organismos podem mudar de fase durante o processo de infeccdo e assim driblar
a acdo dos anticorpos do hospedeiro (HERRERA-LEON et al., 2004, 2007).

pLin Plﬂz‘.ﬁ‘lﬂg}il P Aic

=N
H H,

Figura 3. Principais genes envolvidos na variagdo de fase flagelar em
Salmonella spp.

Fonte: ALDRIDGE et al., 2006

3.3.3 Antigeno capsular (Vi)

Um terceiro antigeno conhecido € o antigeno capsular. Descoberto em
1934 e nomeado de Vi, devido sua associagdo com a viruléncia dos sorotipos. E
termolabil, formado por um complexo glicidoprotéico e ocorre somente nos
sorotipos Typhi, Paratyphi C e Dublin (GRIMONT, P., GRIMONT, F., BOUVET,
2000). Assim como o antigeno “O”, também confere resisténcia ao micro-
organismo no hospedeiro humano, em especial a fagocitose (IANKOV et al.,
2004).
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3.4 Fagotipos de Salmonella

A fagotipagem de Salmonella é baseada na diferenca de sensibilidade ou
resisténcia das cepas, a uma série de bacteriéfagos em determinadas diluicdes
(WARD, DE SA, ROWE, 1987; GRIMONT, P., GRIMONT, F., BOUVET, 2000;
DUNKLEY et al., 2009). O padréao de tipagem produzido divide as cepas do
sorotipo em questdo em variantes resistentes ou sensiveis aos fagos (POPOFF,
Le MINOR, 2005). Alguns dos principais sorotipos de Salmonella possuem seu
esquema especifico de fagotipagem, tais como, Salmonella Typhimurium
(ANDERSON et al., 1977), Salmonella Enteritidis (WARD, DE SA, ROWE, 1987),
Salmonella Heidelberg (DEMCZUK et al., 2003), Salmonella Typhi e outros
sorotipos (GUINEE, VAN LEEUWEN, 1978). A fagotipagem representa uma
importante ferramenta epidemiolégica que permite estudos mais precisos das
cepas envolvidas, apontando a flutuacao, emergéncia e re-emergéncia de alguns
fagotipos e possibilitando o reconhecimento daqueles circulantes ao longo do
periodo e também aqueles com caracteristicas epidémicas. A distribuicdo dos
fagotipos de Salmonella Enteritidis apresenta uma variagdo geografica com
predominio dos tipos 4, 1, 6 e 8 na Europa (HEALTH PROTECTION AGENCY,
2011; BRASIL, 2008) e dos tipos 4, 8 e 13a no Canada (BRASIL, 2008). Nos
Estados Unidos da América ha predominio dos fagotipos 8, 13a, 13 e 14b e uma
baixa frequéncia dos fagotipos 4 e 1 (GILLESPIE et al., 2005; BRASIL, 2008).
Estes dados indicam que os isolados pertencentes ao fagotipo 1 sdo proprios do
continente europeu, enquanto o fagotipo 4 pode ser considerado de distribuicdo
mundial (BRASIL, 2008), assumindo importancia em surtos de origem alimentar.
Com relacdo a Salmonella Typhimurium, destaca-se a relevancia do fagotipo
DT193 em surtos de doencas veiculadas por alimentos em varios paises (BRASIL,
2008).
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3.5 Resisténcia de Salmonella spp. a antimicrobianos

A resisténcia bacteriana € o fenémeno biol6gico que confere aos micro-
organismos a capacidade de multiplicacdo ou persisténcia de doses terapéuticas
do antimicrobiano em questao. Alguns micro-organismos apresentam resisténcia
natural ou intrinseca a certos antimicrobianos, a exemplo da resisténcia de bacilos
Gram-negativos como Escherichia coli a penicilina G. A forma mais preocupante
de resisténcia, entretanto, é a resisténcia adquirida (TRABULSI, TOLEDO, 1996).

A resisténcia adquirida pode ocorrer por mutagao ou transferéncia de genes
de resisténcia. Esta ultima pode ser tanto cromossdmica como plasmidial e pode
ocorrer por Transformacdo, quando a bactéria incorpora genes de resisténcia
presentes no meio e que foram produzidos por outra bactéria; Transducgao,
quando o gene de resisténcia é transferido de uma bactéria para outra através de
um bacteriéfago; Conjugacado, quando a transferéncia do gene de resisténcia é
feita através de uma ponte citoplasmatica estabelecida entre duas bactérias e,
uma delas deve possuir o fator F (fertilidade) para que este processo ocorra;
Transposicao, quando ocorre através de transposons, que sdo segmentos de DNA
que podem transferir-se de uma molécula de DNA para outra. Assim, a
transferéncia de gene de resisténcia ocorre de um plasmidio para outro, para o
cromossomo ou para um bacteriéfago. Diferentemente do plasmidio, os
transposons nao sao capazes de replicar-se independentemente (SALYERS,
WHITT, 1994).

Dentre os patégenos resistentes mais preocupantes veiculados por
alimentos, estdo as bactérias do género Salmonella (PALERMO-NETO, ALMEIDA,
2002; BOYLE et al., 2007; COOKE, THRELFALL, WAIN, 2007; DAVIES, 2007).
Varios estudos epidemiolégicos sugerem que o consumo de produtos de origem
animal seja uma possivel via de transmissdo a populagdo humana de bactérias
resistentes, constituindo um potencial risco a saude (EDENS, 2003;
CARRAMINANA, ROTA, AGUSTIN, 2004; KIM, WEI, 2007).

Com o objetivo de avaliar os riscos quanto ao uso de medicamentos
veterinarios na producdo de alimentos de origem animal, a ANVISA implantou o
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programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana
em Frango (PREBAF) (BRASIL, 2008). A primeira fase do programa foi executada
entre Agosto de 2004 a Julho de 2006 em 14 estados brasileiros. Das 250 cepas
de Salmonella isoladas, 76,8% apresentaram multirresisténcia a dois ou mais
antimicrobianos, com destaque para o sorotipo Enteritidis com 91,8% de cepas
multirresistentes a pelo menos trés classes de antimicrobianos (BRASIL, 2008).
No programa, foram utilizados os seguintes antimicrobianos, agrupados em
classes e mecanismo de acdao (TORTORA, FUNKE, CASE, 1995):

B-Lactamicos: Atuam inibindo a sintese da parede celular bacteriana:
Ampicilina, ceftriaxona, ceftazidina, cefepime, ceftazidima/ac. clavulamico,
cefotaxima/ac. Clavulamico, Aztreonama, Imipem, meropenem.

Aminoglicosideos: Interferem na sintese protéica: Gentamicina,
Estreptomicina.

Quinolonas: Interferem na sintese de DNA: Acido Nalidixico, Enrofloxacina,
Ciprofloxacina

Sulfonamidas: Interferem na producado de acido félico, competindo com o
acido para-aminobenzoéico (PABA) bacteriano: Sulfonamidas, Trimetoprim,
sulfametoxazol/trimetoprim.

Cloranfenicol: Interferem na sintese protéica: cloranfenicol, florfenicol

Tetraciclinas: Interferem na sintese protéica: tetraciclina

Nitrofuratoinas: Interferem na sintese protéica: nitrofurantoina

No Brasil, de acordo com a Instrucdo Normativa n° 26 de 09 de Julho de
2009 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, os anfenicdis,
tetraciclinas, beta lactamicos (benzilpenicilamicos e cefalosporinas), quinolonas e
sulfonamidas sistémicas estdo proibidos como aditivos alimentares em racgdes
animais (BRASIL, 2009). Contudo, varias outras drogas sdo permitidas: 3-nitro,
acido arsanilico, avilamicina, sulfato de colistina, enramicina, flavomicina,
lincomicina, nitrovin, olaquindox, espiramicina, sulfato de tilosina, virginiamicina e
bacitracina de zinco (SILVA, DUARTE, 2002).
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3.6 Salmonella spp. e a formacao de biofilmes

Dentre os micro-organismos patogénicos envolvidos na formacado de
biofilmes, estdo as bactérias do género Salmonella que sdo capazes de formar
biofilme sobre diversos tipos de superficies (HOOD, ZOTTOLA, 1997; GOUGH,
DODD, 1998; BONAFONTE et al., 2000; JOSEPH, OTTA, KARUNASAGAR, 2001;
BRANDA et al., 2005). Falhas nos procedimentos de higienizacdo permitem que
os residuos aderidos nos equipamentos e superficies transformem-se em
potencial fonte de contaminagdo. Sob determinadas condigdes, 0os micro-
organismos se aderem, interagem com as superficies e iniciam crescimento
celular (OLIVEIRA et al.,, 2006). Essa multiplicacdo da origem as colénias e
quando a massa celular é suficiente para agregar nutrientes, residuos e outros
micro-organismos, esta formado o biofime (COSTERTON, 2004; ZOTTOLA,
1994). De acordo com Costerton et al. (1995), biofilme € uma comunidade
complexa e estruturada de micro-organismos, envoltos por uma matriz extracelular
de polissacarideos aderidos entre si e/ou a uma superficie ou interface.
Considerando que o micro-organismo € capaz de aderir a uma superficie em
minutos, € consenso que um verdadeiro biofilme leva horas ou dias para se
desenvolver (HOOD, ZOTTOLA, 1995).

De acordo com Flach, Karnopp e Corcao (2005), existem varios fatores
relacionados a formacao de biofilmes. Os principais sado: caracteristicas fisico-
quimicas da superficie, expressao de fatores de viruléncia dos micro-organismos
como fimbrias, flagelos, substancias poliméricas extracelulares e o estado
fisioldgico das células bacterianas no momento da anélise.

Varios estudos revelam que isolados de Salmonella sdo capazes de
sintetizar os principais componentes envolvidos na formacao dos biofilmes:
fimbrias e celulose extracelular, esta dltima, fundamental na matriz extracelular
(SOLANO et al., 2002; ROMLING et al., 2003; ZOGAJ et al., 2003; SOLOMON et
al., 2005). Estudos também relatam a capacidade de cepas de Salmonella
formarem biofilmes em superficies como plasticos (HURRELL et al., 2009),
borrachas (ARNOLD, YATES, 2009), vidros (SOLANO et al., 2002; PROUTY,
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GUNN, 2003) e em aco inoxidavel (JOSEPH, OTTA, KARUNASAGAR, 2001;
GIAOURIS, NYCHAS, 2006; OLIVEIRA et al., 2007).

Um estudo sobre adesao de Salmonella Enteritidis em superficies de acgo
inoxidavel, vidro e polietileno, demonstrou que em 2 horas de incubagéo a 37°C, a
contagem de células aderidas na superficies de acgo inoxidavel foi de 8,33x10°
UFC/cm?, na superficie de vidro, 1,7x10* UFC/cm? e 1,94x10° UFC/cm? na
superficie de polietileno. Apés 20 horas de incubagdo, a contagem de células
aderidas aumentou para 1,47x105, 1,68x10” e 2,07x10” UFC/cm? nas superficies
avaliadas, respectivamente (MANIJEH, MOHAMMAD, ROHA, 2008).

A presenca de oxigénio também é um fator que favorece a formacao de
biofilmes por Salmonella spp. Giaouris e Nychas (2006) avaliaram a formacao de
bioflmes em superficies de aco inoxidavel, totalmente submersas no meio de
cultivo e também em superficies parcialmente submersas, em contato com o
oxigénio do ar. Observaram um aumento de 2 a 3 log UFC/cm? de células
aderidas nas superficies parcialmente expostas comparando com as superficies
totalmente submersas. Estes dados sao relevantes, pois a superficie da maioria
dos equipamentos e utensilios utilizados nos abatedouros avicolas permanecem
constantemente em contato com o ar atmosférico. O processo de formacao de
biofilmes pode ainda ocorrer quando a higienizacao do ambiente e equipamentos
¢ ineficiente.

Em muitos casos, o estabelecimento do biofilme é também influenciado
pela expressdo de moléculas de sistemas quorum sensing, liberadas em resposta
a limitacdo de nutrientes, a acumulagdo de produtos tdxicos e outros fatores
(DUNNES, 2002).

3.6.1 Etapas da formacao de biofilmes

Muitas teorias tém sido propostas com relacdo a formacéo de biofilmes,
mas todas elas incluem as etapas de adesao celular, crescimento do micro-
organismo, maturacdo do biofiime e dispersao das células (FIGURA 4)
(ZOTTOLA, SASAHARA, 1994).
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Figura 4. Etapas do desenvolvimento de um biofilme bacteriano. 1. Ades&o
reversivel; 2. Adesao irreversivel; 3. Crescimento do biofilme; 4.
Maturagéo do biofilme; 5. Disperséo.

Fonte: STOODLEY et al., 2002

A adesdao é a primeira etapa do processo de formacao de um biofilme, onde
as células plancténicas, ou seja, ndo aderidas, se fixam no substrato. Conforme
descrito por Marshall, Stout e Mitchell (1971), a adesdo apresenta duas etapas
distintas, a adeséao inicial, que é considerada reversivel, onde atuam apenas
forcas fracas (van der Waals e interacdes eletrostaticas), e a adesao irreversivel
no qual j& had a produgdo de material polimérico extracelular de natureza
polissacaridica ou protéica e as forcas atuantes sao forcas consideradas fortes.

O processo inicial de adesao bacteriana pode ser considerado ativo ou
passivo dependendo da motilidade das células. A adesdo, quando passiva, é
influenciada pela gravidade, difusdo e dindmica de fluidos. Na adesédo ativa, as
estruturas presentes na superficie celular como flagelo, pili, adesina e capsula
facilitam a adesdo. Como esta adesao inicial das células a superficie ocorre por
meio de interagbes fracas, esta etapa pode ser facilmente removida nos
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procedimentos de higienizacdo (ZOTTOLA, SASAHARA, 1994; ALLISON, 2003;
PALMER, FLINT, BROOKS, 2007).

Na etapa da adesdao irreversivel, inicia-se a producdo de
exopolissacarideos (EPS) pelas bactérias e as forcas atuantes neste estagio sao
mais potentes (ligagcdes covalentes e ligacbes de hidrogénio) tornando sua
remocao mais dificil e a necessidade de utilizar métodos quimicos e fisicos mais
complexos nos processos de higienizacdo (ZOTTOLA, SASAHARA, 1994;
ALLISON, 2003; PALMER, FLINT, BROOKS, 2007).

Apés a fixagao inicial das células bacterianas, as etapas seguintes definem
a estrutura e a atividade do biofilme. Esses processos dependem de fatores fisicos
e bioldégicos como crescimento, divisdo celular, producdo e excrecao de
exopolissacarideos (EPS) (XAVIER et al., 2002), além da presenga de moléculas
sinalizadoras de quorum sensing (MATTHEW, GREENBERG, 2005; YOON,
SOFOS, 2008; PUMBWE, SKILBECK, WEXLER, 2008).

Dentre os vérios fatores relacionados a formacao de biofilmes, a producgao
de exopolissacarideos (EPS) tem grande importancia na fisiologia e persisténcia
do biofilme (KIVES, ORGAZ, SANJOSE, 2006). Os exopolissacarideos, também
denominados material polimérico extracelular, polissacarideo extracelular ou
glicocalix sao formados por polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos, lipidios,
fosfolipidios e substancias humicas, sendo que os polissacarideos e proteinas
representam 75-89% de sua composicao (FLEMMING, WINGENDER, 2010;
SIMOES M., SIMOES L., VIEIRA, 2010). A composicdo e quantidade de EPS
dependem do micro-organismo envolvido, da temperatura, disponibilidade de
nutrientes e biomassa. A estrutura de EPS de bactérias Gram-negativas é
geralmente formada de homopolissacarideos ou heteropolissacarideos,
compostos de unidades repetidas e alinhadas de diferentes dissacarideos até
monossacarideos e muitos contém grupos acetila e piruvato (FLEMMING,
WINGENDER, 2010).

Os EPS sao capazes de proteger os micro-organismos de condicdes
adversas como variagdes de temperatura e umidade, irradiacdes, oxidacao,
presenga de antimicrobianos e sanitizantes (FLEMMING, WINGENDER, 2010;

24



SIMOES M., SIMOES L., VIEIRA, 2010). Como os EPS sédo capazes de manter os
micro-organismos imobilizados e préximos uns dos outros, também permitem
interacdes entre as células e estabelecimento de sistemas quorum sensing, que
correspondem a producao de moléculas autoindutoras pelas bactérias, capazes
de influenciar a densidade populacional dos biofilmes, regular a expressao génica
de fatores de viruléncia e modular outras fungdes celulares como expressao de
flagelos (SPERANDIO, LI, KAPER, 2002; ANNOUS, FRATAMICO, SMITH, 2009;
BOYEN et al., 2009; STEENACKERS et al., 2012).

Na etapa de desenvolvimento ou maturacdo, o biofilme apresenta uma
estrutura tridimensional complexa apresentando areas densas, poros € canais.
Esta estrutura é definida pelo crescimento e divisdo das células, excrecao de EPS
e também fatores externos como forcas de atrito de processos mecénicos de
higienizacao (STOODLEY et al., 2002). A presenca de poros e canais permite a
circulacdo de nutrientes e agua para as células do biofiime (CHMIELEWSKI,
FRANK, 2003; FLEMMING, WINGENDER, 2010).

A etapa de dispersao ou desagregacao corresponde a liberacao das células
individuais ou microcolénias do biofilme ou do substrato onde se encontram.
Nesse momento, as células sédo transferidas aos alimentos e podem causar
prejuizos a qualidade dos produtos e trazer riscos a saude dos consumidores.
Esses micro-organismos livres continuam mantendo as suas caracteristicas
genéticas de resisténcia, e como se tornam novamente plancténicos, poderao
colonizar outros substratos (HOOD, ZOTTOLA, 1995).

3.6.2 Biofilmes formados por multiespécies

Geralmente, nas industrias de alimentos, a maioria dos micro-organismos
ndao €& encontrada isoladamente, mas em comunidades com duas ou mais
espécies interagindo entre si (SADOWSKA et al., 2010). A interacdo entre duas
espécies pode caracterizar uma relacdo harménica de comensalismo, onde
substancias produzidas por uma espécies podem beneficiar a outra. Por exemplo,

0s produtos metabdlicos de um micro-organismo podem servir para a
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multiplicacdo de outra espécie ou o consumo de oxigénio por uma espécie
aerébica pode facilitar o crescimento de uma espécie microaerofilica (NIKOLAEV,
PLAKUNOV, 2007) (FIGURA 5).

O biofilme multiespécie pode também caracterizar uma relacdo de
competicdo, onde uma espécie impede ou limita a adesdo e multiplicacdo de
outras espécies pela producao de substancia téxicas. Boari et al. (2009) avaliaram
a formacao de biofimes em aco inoxidavel por Aeromonas hydrophila e
Staphylococcus aureus em cultivo misto e verificaram que a presenca de
Aeromonas hydrophila reduziu o desempenho de Staphylococcus aureus nas
condicoes estudadas. Leriche e Carpentier (2000) relataram que a presenca de
Staphylococcus sciuri € capaz de limitar a adesao de Listeria monocytogenes em
superficies de aco inoxidavel.

Num biofilme multiespécie, os micro-organismos envolvidos podem também
apresentar comportamento independente ndo havendo influéncia de uma espécie
sobre a outra. Pinto (2005) avaliou o comportamento de cepas de Salmonella
Enteritidis e Escherichia coli em cultivo misto nas temperaturas de 8°C e 30°C e
observou que os micro-organismos ndo apresentaram diferencas nas taxas de
crescimento comparando-se com os cultivos isolados.

Em outro estudo, Esper (2010) avaliou a formacéao de biofilme em superficie
de aco inoxidavel por cepas de Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) e
Bacillus cereus em cultivo misto nos meios Luria-Bertani (LB) e em férmula infantil.
De forma geral, estes dois micro-organismos apresentaram contagens de células
aderidas que diferiram significativamente (p<0,05) entre si, sendo que as
contagens de células sésseis de Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) foram
superiores as do Bacillus cereus nos primeiros 10 dias de avaliagdo do
desempenho em meio LB (ESPER, 2010).

Os biofilmes multiespécies podem representar uma vantagem em
ambientes desfavoraveis, pois a presenca de diferentes moléculas de EPS tornam
os biofilmes mais estaveis e bactérias que nao produzem EPS podem se
beneficiar destas substancias produzidas por outros micro-organismos envolvidos.

26



(McELDOWNEY, FLETCHER, 1987; KUMAR, ANAND, 1998; DUNNES, 2002;
CHMIELEWSKI, FRANK, 2003).
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Figura 5. Desenvolvimento de um biofilme multiespécie. (a) Colonizacédo
primaria de um substrato; (b) crescimento, divisao celular e producao
do exopolissacarideo (EPS), com o desenvolvimento de microcolbnias;
(c) adesao de células individuais, de células agregadas e grupos de
células idénticas, originando um biofilme jovem, de multiplas espécies;
(d) maturacao e formacao de mosaicos clonais no biofilme maduro.

Fonte: BOARI et al., 2009.

3.7 Acao de sanitizantes no controle de Salmonella spp.

Células estruturadas em um biofilme apresentam maior resisténcia a acao
de sanitizantes e antimicrobianos do que as células plancténicas em suspensao
(NIKOLAEV, PLAKUNOV, 2007; TOMIHAMA, NISHI, ARAI, 2007). Esta
resisténcia é devido a diminuicao da difusdo dos agentes sanitizantes através da
complexa estrutura de EPS, presenca de enzimas que degradam as substancias
antimicrobianas e alteracées no meio (pH, presenca de matéria organica) que
afetam a atividade dos sanitizantes. (MORTON et al.,, 1998; DONLAN,
COSTERTON, 2002).
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A maior resisténcia aos sanitizantes observada muitas vezes nas bactérias
Gram-negativas é atribuida a membrana externa, que atua como uma barreira a
entrada de substancias antimicrobianas (MORTON et al., 1998). Como alguns
biofilmes sdo compostos por diferentes bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, o estudo da composicdo do biofilme pode facilitar a escolha de um
produto efetivo ou indicar o uso de combinacdes de produtos sanificantes
(SOMERS, WONG, 2004).

Embora os micro-organismos aderidos se mostrem mais resistentes aos
sanitizantes do que células livres, isso nao significa que os esforcos para reduzir a
presenga de células livres ndo sejam relevantes. Aléem disso, a eficiéncia de
alguns sanitizantes € reduzida pela presenca de matéria organica sendo
necessaria uma limpeza adequada para remocéao de sujidades e células aderidas
antes da aplicacdo do sanitizante (ANDRADE, MACEDO, 1996).

Varias medidas e estratégias vém sendo estudadas com o objetivo de
combater a adesao dos micro-organismos nas superficies de processamento de
alimento (RICE et al., 2005; DAVIES, 2007; JANSSENS et al., 2008,
ROSENBERG et al., 2008).

Os sanitizantes de uso rotineiro na industria de alimentos como os
compostos a base de cloro, iodo, quaternario de amdnia, perdxido de hidrogénio,
clorohexidina, acido peracético, muitas vezes sdao submetidos as avaliacoes
laboratoriais como o teste de suspenséo e diluicdo de uso, que ndo consideram a
formacao de glicocalix, fundamental para a adesao, utilizando apenas suspensodes
microbianas (CREMIEUX, FLEURETTE, 1991).

Nos ultimos anos surgiram varios estudos que relacionam a presenca do
fenbmeno quorum sensing ao controle da disseminacao dos micro-organismos, e
consequentemente no controle de formacdo dos biofimes (ANNOUS,
FRATAMICO, SMITH, 2009). Uma das formas de controle consiste em bloquear a
comunicagao bacteriana utilizando autoindutores a fim de evitar a expressédo dos
fatores de viruléncias pelas bactérias (KIEVIT, IGLEWSKI, 2000). Auger et al.
(2006) verificaram que células de Bacillus cereus na presenga de autoindutor Al-2

exogeno, formaram biofilmes com contagens de células aderidas inferiores as dos
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biofilmes na auséncia deste autoindutor. Também constataram que a adicao do
autoindutor Al-2 em biofilmes j& estabelecidos por estes micro-organismos
promove o desprendimento das células aderidas (AUGER et al., 2006). Estudos
sobre quorum sensing ainda permitem a identificacdo de novas moléculas efetivas
contra  micro-organismos  resistentes aos antimicrobianos  conhecidos
(GIACOMETT! et al., 2003).

3.7.1 Hipoclorito de Sédio

O hipoclorito de sédio, comercializado sob a forma liquida em
concentragdes entre 1 a 10% de cloro residual total (CRT) sdo amplamente
utilizados nos processos de higienizagdo nas industrias de alimentos. Esta
substancia apresenta as vantagens de baixo custo, rapida acdo e nao sao
afetados pela dureza da agua, sao efetivos contra grande variedade de micro-
organismos, incluindo os esporos. Sao efetivos em baixas concentragdes, sao
relativamente ndo toxicos nas condicdes de uso e sdo de facil aplicagao.
Entretanto apresentam algumas desvantagens: sdo instaveis ao armazenamento,
sdo inativados pela matéria organica, sdo corrosivos quando nao usados
corretamente, causam irritacao a pele, apresentam reducdo da eficiéncia com o
aumento do pH da solugdo e causam a oxidacdo de borrachas utilizadas nos
equipamento (ANDRADE, PINTO, ROSADO, 2008).

O hipoclorito de so6dio, quando em solugcdo aquosa, libera o acido
hipocloroso em sua forma nao dissociada responsavel pela agdo antimicrobiana e
sdao mais efetivos em solugcbes com pH baixos, onde a presenca de acido
hipocloroso é dominante.

Os mecanismos de acao do cloro envolvem sua interacdo com as proteinas
da membrana celular, formando compostos N-cloro téxicos; é responsavel por
danos a membrana dificultando o transporte de carboidratos e aminoacidos;
reagem com o DNA, oxida as bases dos acidos nucléicos e paralisa a sintese
protéica; provoca a descarboxilacdo oxidativa de aminoacidos formando nitrilas e
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aldeidos; inibe o consumo de oxigénio e afeta a fosforilagdo oxidativa.
(ANDRADE, MACEDO, 1996).

3.7.2 Dioxido de cloro

O diéxido de cloro, comparado aos demais compostos clorados inorganicos,
apresenta algumas vantagens: é estavel em solugbes aquosas e por isso sua
acao antimicrobiana se mantém por mais tempo, hidrolisa compostos fendlicos,
diminuindo os aromas e odores indesejaveis na agua e reagem com menor
intensidade a matéria organica (ANDRADE, MACEDO, 1996).

O dioxido de cloro ndo se hidrolisa em solugdo aquosa formando acido
hipocloroso como ocorre com 0os compostos clorados e a molécula inteira é
considerada o agente ativo com acao bactericida, fungicida e algicida. Além de
destruir micro-organismos através do rompimento da membrana celular por
oxidagao, também oxida redutores como sulfatos e éxidos metalicos (ANDRADE,
MACEDO, 1996). Entretanto, apesar de apresentar acdo oxidante 2,5 vezes a
mais que o cloro, o diéxido de cloro oferece riscos no seu manuseio e
armazenagem. Este composto ndo pode ser comprimido ou armazenado
comercialmente como um gas porque € explosivo sob pressdo. Desta forma, ele
nunca é comercializado na forma gasosa, devendo ser gerado in loco pela reagcao
do clorito de sodio com o cloro gas ou com acidos. O custo da sua producao é
elevado, pois requer instalagdes apropriadas, constante manutencao do sistema
gerador e treinamento de pessoal.

Nos ultimos anos a utilizacdo do di6xido de cloro estabilizado em solucao
aquosa tem aumentado nas industrias de alimentos como substituto do hipoclorito
de sodio e do didxido de cloro gasoso. Comercializado geralmente a 8% em
solucdo aquosa, este produto é de facil manipulacdo, apresenta baixa toxicidade,
nao é corrosivo nas diluicbes recomendadas e nao deixa residuos, eliminando a
necessidade de enxague e evitando a contaminacao do produto final. Além disso,
produz quantidades insignificantes de subprodutos (trihalometanos) em

comparagdo ao hipoclorito de so6dio, ndo forma cloraminas e os fendis sao
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oxidados a forma mais simples (ARENSTEIN, 2003; VEROS PRODUTOS
QUIMICOS LTDA, 2012).

3.7.3 Acido peracético

Os produtos a base de acido peracético sdo constituidos de uma mistura
estabilizada de acido peracético, peréxido de hidrogénio e acido acético. E
produzido na presenca de acido sulfurico que atua como catalisador da reacao
(ANDRADE, PINTO, ROSADO, 2008).

E considerado um excelente sanitizante, amplamente usado nas industrias
de alimentos nas concentracbées que variam de 0,03 a 0,45% e temperatura entre
7 e 40°C. Temperaturas acima de 43°C diminuem a eficiéncia como resultado de
sua decomposicao (TROLLER,1993).

E um potente agente oxidante, promovendo a oxidagdo dos componentes
celulares de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos, virus e esporos,
mesmo em baixas concentracdes (KITIS, 2004). Apresentam varias vantagens
como sanitizante pela facilidade de implementagdo nos programas de
higienizagdo, amplo espectro de ag¢do contra micro-organismos mesmo na
presenca de matéria orgadnica e auséncia de subprodutos téxicos ou
carcinogénicos, apresentam baixo impacto ambiental e sdo considerados os mais
efetivos contra biofilmes (HOLAH et al., 1990; SOUZA, DANIEL, 2005).

Dentre os aspectos negativos, o acido peracético apresenta baixa
estabilidade ao armazenamento, pode ser corrosivo ao ago inoxidavel, irritam a
pele e mucosas exigindo cuidados na manipulagdo como a utilizacdo de
equipamentos de protecao individual (ANDRADE, PINTO, ROSADO, 2008).

3.7.4 Compostos de aménio quaternario

Os compostos de amodnio quaternario sdo agentes tensoativos catidnicos
amplamente usados como sanitizantes nas industrias de alimentos. Possuem em

sua estrutura um atomo de nitrogénio ligado covalentemente a 4 grupos de
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radicais alquil ou aril, resultando em formacao de carga positiva no atomo de
nitrogénio. Substituicbes destes radicais resultam em diversos compostos
catibnicos com grau variado de atividade antimicrobiana (ANDRADE, MACEDO,
1996).

O mecanismo de acado destes compostos esta relacionado a inibicao
enzimatica, desnaturacdo protéica e alteracdo da permeabilidade celular
(ANDRADE, MACEDO, 1996).

Dentre os compostos de aménio quaternario, o cloreto benzalconio é o
principal representante. Este composto € muito solivel em agua e é formado por
substancias com cadeias alquilas numa faixa de 8 a 18 atomos de carbono. A
atividade antimicrobiana é mais intensa quando 10 a 14 atomos de carbono
predominam nas misturas comerciais (ANDRADE, MACEDO, 1996). Apresentam
as vantagens de facil manuseio, alta estabilidade durante 0 armazenamento, ndo
€ corrosivo, é inodoro, apresenta baixa toxicidade e irritabilidade, € compativel
com outros compostos catibnicos, mas incompativeis com compostos anidnicos e
anféteros (ANDRADE, MACEDO, 1996).

3.7.5 Glutaraldeido

O glutaraldeido € um dialdeido, alifatico de baixo peso molecular, liquido,
miscivel em agua, alcool e solventes organicos. Na temperatura ambiente é
incolor com odor pungente. E geralmente comercializado em solugdo aquosa a
50% e utilizado a 2%, requerendo bicarbonato de s6dio para ativar solugdo por
meio de alcalinizacdo em pH 7,5 a 8,5 (BRASIL, 2007). O glutaraldeido tem
potente acao biocida. Apresenta rapida e efetiva acado contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. E eficaz contra Mycobacterium tuberculosis, alguns
fungos e virus. E lentamente efetivo contra esporos. Uma solucdo apresenta
atividade étima em pH entre 7,5 e 8,5, sendo quimicamente estaveis por 14 dias.
Solugbées com valores de pH menores sdao mais estaveis (BRASIL, 2007). O
mecanismo de acao do glutaraldeido esta relacionado a capacidade de alteracao
do DNA, RNA e alteracdo na sintese de proteinas dos micro-organismos.
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O glutaraldeido apresenta as seguintes vantagens: pode ser utilizado na
descontaminacao de artigos infectados antes do enxague, pois age na presenca
de matéria organica; ndo altera materiais como plastico e borracha, nao descolora
0s materiais; se mantém estavel em temperatura ambiente; e, por ser menos
volatil que o formaldeido, libera menos vapores irritantes e odor forte; ndo é
irritante para pele e mucosas, mas pode provocar dermatite de contato.

Atualmente, varios produtos a base de glutaraldeido formulados com outros
compostos como o Cloreto de benzalconio sdo comercializados, geralmente na
proporcao de 42,5% e 7,5%, respectivamente. Estes produtos apresentam um
amplo espectro de acdo e sdao amplamente usados na higienizacdo de instalacoes
€ equipamentos na criagdo de aves, suinos e outros animais, pedilavios,
rodolUvios e veiculos de transporte. Atuam contra bactérias Gram-positivas como
Staphylococcus sp. e em Gram-negativas como Salmonella spp., Escherichia coli,
Proteus sp. e Klebsiella sp. Também sao efetivos contra fungos, virus e esporos
(FARMABASE SAUDE ANIMAL LTDA., 2012).

3.8 Sistemas Quorum sensing

Quorum sensing é um termo utilizado para nomear um sistema de
sinalizagdo associado a habilidade das bactérias em responder a moléculas
quimicas denominadas de autoindutores (Als). As bactérias produzem, liberam,
detectam e respondem a estas moléculas sinais e, quando estas moléculas
autoindutoras alcancam uma determinada concentracdo com o aumento da
densidade celular, ocorre uma ativagdo de fatores transcricionais que acabam
alterando a expressao génica (KAPER, SPERANDIO, 2005).

Este mecanismo foi descrito inicialmente nos anos 70 em estudos da
expressao de bioluminescéncia das bactérias Vibrio fischeri O fenémeno de
bioluminescéncia ocorre a partir de uma determinada fase do crescimento
bacteriano, quando moléculas autoindutoras sdo produzidas e acumuladas no

meio até atingirem niveis capazes de iniciar uma transdugcdo em cascata
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resultando na producdo de luciferase (NEALSON, PLATT, HASTINGS, 1970;
HASTINGS, GREENBERG,1999; BASSLER, 1999).

Desde sua descoberta, quorum sensing tem sido reconhecido como
regulador de uma grande variedade de processos bacterianos, incluindo formacao
de biofilme (ZHU, MEKALANOQOS, 2003), expressao de flagelos (KARAVOLOS et
al., 2008), inducdo de fatores de viruléncia (BASSLER, 2002), diferenciacdo
celular e fluxo de nutrientes dentre outros eventos fisiologicos das bactérias
(MARCH, BENTLEY, 2004).

Varios sistemas de quorum sensing ja foram descritos: os sistemas que
utilizam o autoindutor-1 (Al-1) e o autoindutor-3 (Al-3) sdo encontrados em
bactérias Gram-negativas, enquanto que o sistema de autoinducédo polipeptidico
(AIP) é encontrado em bactérias Gram-positivas. O sistema que utiliza o
autoindutor-2 (Al-2) é encontrado tanto em bactérias Gram-positivas como em
Gram-negativas. Todos estes sistemas iniciam-se com a producéo e liberacdo dos
autoindutores no ambiente pelos micro-organismos envolvidos. A detecg¢do destes
autoindutores, quimicamente distintos, e as consequentes alteracbes na
expressao génica, sao especificas para cada sistema (PARKER, SPERANDIO,
2009).

O sistema Al-1 é regulado por duas proteinas, a Luxl, responsavel pela
producdo de moléculas de acil homoserina lactona (Al-1) e a LuxR que regula a
transcricdo de fenétipos quando na presenca do autoindutor Al-1 (FIGURA 6).
Neste sistema, homodlogos de Luxl e LuxR ja foram identificados em vérias
bactérias Gram-negativas. Em Aeromonas hydrophila, os homdélogos AhyR, Ahyl
sao responsaveis pela producao de protease extracelular e formacao de biofilmes.
Em Pseudomonas fluorescens, os homélogos PhzR, Phzl sdo responséaveis pela
producédo de antibiético fenazina (WHITEHEAD et al., 2001; GRIFFITHS, 2005;
READING, SPERANDIO, 2006).
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Figura 6. Sistemas quorum sensing: sistema Al-2 (direita); sistema Al-1 (meio) e
sistema AIP (esquerda).

Fonte: HOOSHANGI, BENTLEY, 2008

O sistema Al-2 foi identificado inicialmente nos anos 90 em estudos de
bioluminescéncia em bactérias Vibrio harveyi (BASSLER, WRIGHT, SILVERMAN,
1994) e tem como autoindutor um furanosil borato diester, sintetizado na presenca
da proteina LuxS (CHEN et al., 2002).

Este sistema ja foi identificado em mais de 70 espécies de bactérias, entre
elas, Salmonella enterica, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Yersinia sp., entre
outras (SUN et al., 2004; LOWERY, DICKERSON, JANDA, 2008; ROY, ADAMS,
BENTLEY, 2011; PEREIRA, THOMPSON, XAVIER, 2012). O gene responsavel
pela producdo da proteina envolvida na autoinducao foi identificado como /uxs
(SURETTE, MILLER, BASSLER, 1999). A molécula de Al-2 é produzida a partir de
4 ,5-dihydroxy-2,3-pentaneodine (DPD) com a participacao da enzima LuxS. Varios
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estudos descrevem alteracoes de fenodtipos em bactérias patogénicas decorrentes
da acao do autoindutor Al-2. Em Shigella flexneri a presenca de Al-2 provoca a
diminuicdo da expressdo do gene virB; em Streptococcus pyogenes ocorre
diminuicdo na producdo de lisinas e na taxa de crescimento; em Helicobacter
pylori ocorre aumento de formagéao de biofilme (VENDEVILLE et al., 2005).

Em Escherichia coli e Salmonella Typhimurium, quando a concentracao de
Al-2 extracelular alcanca valores elevados, inicia-se uma reagdo em cascata onde
o Al-2 é internalizado a célula via operon Lsr. A partir dai o Al-2 é fosforilado pela
enzima LsrK e seu produto € ligado a regido promotora /Isr, responsavel pela
expressao de caracteristicas fenotipicas relacionadas a varios fatores de viruléncia
(ROY, ADAMS, BENTLEY, 2011) (FIGURA 6).

No sistema Al-3, o autoindutor € um composto aromatico cuja estrutura final
ainda nao é totalmente conhecida. Estudos indicam que a estrutura do Al-3 é
semelhante aos hormdnios epinefrina e norepinefrina. Isso porque estes
hormonios sédo reconhecidos pelo mesmo receptor do Al-3, o QseC, e apresentam
o mesmo efeito do autoindutor Al-3 na expressdo de genes de viruléncia em
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) (SPERANDIO et al., 2003; CLARKE et
al., 2006). Estudos demonstram também que os efeitos da ativacao dos fatores de
viruléncia causados por estes trés sinais podem ser bloqueados com o uso de
propanolol e fentolamina (SPERANDIO et al., 2003).

O AI-3, além de estar envolvido na comunicacao interespécies, também
pode apresentar comunicacao inter-reino, pelos hormdnios epinefrina e
norepinefrina presentes no trato gastrointestinal de eucariotos, consolidando a
relacdo entre as células do hospedeiro e as células bacterianas (SPERANDIO et
al., 2003, READING, SPERANDIO, 2006).

Alguns aminoacidos e pequenos peptideos (AIP) séo utilizados para
comunicacdo de bactérias Gram-positivas (SMITH, FRATAMICO, NOVACK,
2004). Os AIP regulam a expressao de genes agr (gene regulador acessorio)
(FIGURA 6).

O sistema agr em Staphylococcus aureus € um dos mais estudados. Varios

fatores de viruléncia deste micro-organismo como producdo de hemolisinas,
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enterotoxinas e proteinas de superficie sdo regulados por este sistema. O agrem
Staphylococcus aureus é dividido em 4 grupos: tipo I, II, Ill e IV. Cada grupo é
responsavel pela expressao de especificos fatores de viruléncia. Durante a fase
exponencial de crescimento, a presenca de AIP de um grupo inibe a expressao de
agr de outro grupo. Na fase estacionaria, a alta atividade de agr predominante
estimula a expressao dos fatores de viruléncia (NOVICK, 2003).

3.8.1 Quorum sensing em Salmonella spp.

Bactérias do género Salmonella utilizam dois sistemas de sinalizagédo
quorum sensing: o sistema Al-2 (TAGA, MILLER, BASSLER, 2003) e o sistema Al-
3 (WALTERS, SPERANDIO, 2006). Micro-organismos deste género nao
produzem moléculas de acil homoserina lactona presentes no sistema Al-1, porém
varios sorotipos sdo capazes de detectar este autoindutor produzido por outras
espécies, através da proteina SdiA, e assim reconhecer populacées de bactérias
produtoras de Al-1 presentes no ambiente (HALATSI et al., 2006; SOARES,
AHMER, 2011). Em um estudo recente, Dourou et al. (2011) observaram que
sobrenadantes de cultivo de Pseudomonas aeruginosa 108928 contendo o
autoindutor Al-1 provocaram alteragdo no crescimento de quatro cepas de
Salmonella (Salmonella Enteritidis PT4, Salmonella Enteritidis PT7, Salmonella
Typhimurium DSM554 e Salmonella Typhimurium DT193). Outros estudos
demonstraram que cepas de Salmonella sdo capazes de detectar Al-1 produzidas
por Aeromonas hydrophila (SMITH et al., 2008) e Yersinia enterocolitica
(ATKINSON et al., 2006; DYSZEL et al., 2010).

A proteina SdiA, codificada pelo gene sdia, € um homélogo da proteina
LuxR que além de reconhecer Al-1 de diferentes espécies, é capaz de regular
importantes fungdes na expressdo génica de fatores de viruléncia, como a
producdo de proteinas responsaveis pela colonizacdo da célula no trato
gastrointestinal (HALATSI et al., 2006; SOARES, AHMER, 2011).

Em Salmonella Typhimurium, o sistema SdiA ocorre quando moléculas de

acil homoserina lactona presentes no ambiente atravessam a membrana celular
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bacteriana e se ligam a proteina SdiA, a qual promove a expressao dos genes de
viruléncia contidos no plasmidio pSLT e também a expressao do gene
cromossdmico srgE, relacionado ao sistema de secrecao tipo Il (SSTT). (FIGURA
7). Os SSTT sao dispositivos moleculares que permitem as bactérias exportar
para o interior das células hospedeiras proteinas denominadas “efetoras”. Uma
vez no interior da célula, as proteinas efetoras interagem com dominios de
proteinas do hospedeiro provocando alteracdes celulares associadas a viruléncia.
E um indicador de potencial patogénico encontrado também em outras bactérias

Gram-negativas.
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Figura 7. Sistema SdiA de Salmonella enterica subsp. enterica Typhimurium

Fonte: SOARES, AHMER, 2011

3.9 Sistemas Quorum quenching

Quorum quenching €& um fen6meno utilizado por muitas espécies
bacterianas com o objetivo de interromper sistemas quorum sensing de outras
espécies e assim obter vantagens seletivas (DONG et al., 2001, 2002; LIN et al.,
2003; MARTINEZ et al., 2007).
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Bactérias do género Bacillus produzem a enzima lactonase, codificada pelo
gene aiia, capaz de quebrar o anel lactona de moléculas de acil homoserina
lactona, provocando sua degradacao (DONG et al., 2002; SMITH, FRATAMICO,
NOVACK, 2004). Em outro estudo, Esper (2010) constatou que cepas de Bacillus
cereus ATCC 14579 sao capazes de reduzir e/ou degradar acil homoserina
lactona quando em cultivo multiespécie com Enterobacter sakazakii (Cronobacter
spp.)-

Atualmente varias estratégias de inibicdo de sistemas quorum sensing
estdo sendo estudadas e podem representar novas perspectivas nos controles de
biofilmes e nos tratamentos contra infec¢gdes (ROY, ADAMS, BENTLEY, 2011).
Estas estratégias incluem o uso de substancias que interferem no metabolismo
bacteriano, interrompendo a sintese dos autoindutores. Como exemplo, as
metiladenosina/adenosilhomocisteina nucleosidase (MTAN), que sédo substancias
capazes de degradar a S-adenosilmetionina (SAM), uma molécula envolvida na
sintese dos autoindutores Al-1 e Al-2, e assim impedir a formacao destes pelos
micro-organismos (GUTIERREZ et al., 2009).

Outros estudos avaliam substancias analogas ao DPD que é o precursor do
autoindutor Al-2. Estas substancias analogas competem com os receptores de
DPD envolvidos na sintese deste autoindutor, impedindo a sua producao
(LOWERY et al., 2008, 2009; SMITH et al., 2009).

As furanonas halogenadas também participam da quebra de sistemas
gquorum sensing. Ren, Sims e Wood (2002) pesquisaram a acdo destas
substancias em Bacillus subtilis e constataram diminuicdo na formacado de
biofilmes e uma significativa reducao de Al-1 (3300 vezes) e Al-2 (5500 vezes) em
Vibrio harveyi. Observaram também diminuicao de Al-2 e reducao na formacao de
biofilmes em Escherichia coli (REN et al., 2004). Janssens et al. (2008),
pesquisaram a atuacado de varios compostos sintéticos de furanonas em biofilmes
de Salmonella Typhimurium e relataram que, apesar destes compostos nao
apresentarem influéncia no sistema quorum sensing deste micro-organismo, estas
substancias inibem a sintese de flagelos nas células e, consequentemente

diminuem a formacao de biofilmes. Observaram também que biofilmes submetidos
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a acao de furanonas apresentaram maior suscetibilidade aos antimicrobianos
convencionais (JANSSENS et al., 2008).

Lu, Hume e Pillai (2004) estudaram alguns aditivos de alimentos e os
relacionaram com a concentracdo de Al-2 de Vibrio harveyi. Constataram uma
completa inibicao deste autoindutor na presenca de propionato de sédio. Também
verificaram uma reducao de 93,3% de Al-2 na presenca de benzoato de sédio e
uma reducéo de 75% de Al-2 na presenca de acetato de sédio.

Em outro estudo, alguns acidos graxos como acido linoléico, acido oléico,
acido palmitico e acido estearico, considerados inibidores naturais de quorum
sensing, foram capazes de reduzir a quantidade do autoindutor Al-2 de Vibrio
harveyi em 25 a 99%, apesar de ndo contribuirem para diminuicdo do numero de
células bacterianas (WIDMER et al., 2007).

Rasko et al. (2008) identificaram uma molécula capaz de se ligar ao
receptor de Al-3, bloqueando assim a expressdao de fatores de viruléncia de
Salmonella spp. e outros patégenos Gram-negativos.

A identificacdo dos sistemas quorum sensing e quorum quenching em
espécies bacterianas de interesse e a compreensao desta dinAmica comunicagao
intercelular e seus impactos, abrem novas perspectivas na pesquisa de
mecanismos e estratégias de controle dos micro-organismos, o que pode trazer

grandes beneficios na area médica, ambiental, agricola e alimentar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cepas bacterianas

Neste trabalho, foram estudadas 65 cepas de Salmonella, sendo 39
isoladas de produto final de carcacas e cortes de frango, 1 isolada de farinha de
penas utilizada na producdo de ragdo dos matrizeiros e 25 isoladas de amostras
de fezes de aves vivas reprodutoras. Os produtos e amostras utilizados na
pesquisa do patdégeno foram obtidos a partir de dois abatedouros e varias granjas
pertencentes a uma Unica empresa localizada na regido metropolitana de
Campinas-SP. As cepas foram isoladas no periodo de Maio/2004 a Maio/2006
conforme metodologia descrita por Silva, Junqueira e Silveira (2001) e pertencem
a colecao de culturas do Laboratério de Higiene e Legislacdo da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Unicamp. As cepas foram submetidas a
sorotipificagdo pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) — R.J. e estdo
relacionadas na Tabela 1.

Na pesquisa de biofilmes multiespécies, juntamente com as cepas de
Salmonella, foi utilizada a cepa de Enterococcus faecalis ATCC 7080 pertencente
a colecédo de culturas do Laboratério de Higiene e Legislacdo da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Unicamp.
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Tabela 1. Frequéncia de sorotipos de Salmonella isolados no periodo de
Maio/2004 a Maio/2006, de amostras provenientes de empresa avicola
pertencente a regido metropolitana de Campinas-SP.

Amostras

Sorotipos componente daragcdo: fezes de aves vivas produto final n°(%)

farinha de penas reprodutoras carcagas/ cortes cepas
Enteritidis 1 17 26 44 (67,7%)
Newport - 1 5(7,7%)
Senftenberg - 1 3 (4,6%)
Subsp. enterica (rugosa) - 3 - 3 (4,6%)
Kentucky - - 2 2 (3,1%)
Mbandaka - - 2 2 (3,1%)
Infantis - 1 1 2 (3,1%)
Agona - - 1 1(1,5%)
Livingstone - - 1 1(1,5%)
Schwarzengrund - 1 - 1(1,5%)
Typhimurium - 1 - 1(1,5%)
Total 1 25 39 65

(-) Nao isolado

4.2 Determinacao da resisténcia a antimicrobianos

A determinagéo da resisténcia antimicrobiana foi desenvolvida pelo método
de difusdo em disco padronizado (CLINICAL LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE, 2003). As cepas de Salmonella foram cultivadas previamente em
caldo Mueller Hinton (DIFCQO) a 35°C por 24 horas. As placas com agar Mueller
Hinton (DIFCO) foram incubadas a 35°C por 18 horas e os diametros (mm) da
zona de inibicdo foram medidos. Os resultados foram interpretados conforme as
recomendagdes dos fabricantes de cada antimicrobiano, segundo normas
estabelecidas pela Clinical and Laboratory Standards Institute (2009) e as culturas

foram classificadas em resistente, sensivel ou intermediaria.
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Foram avaliados 24 antimicrobianos gentilmente doados pelos fabricantes
CEFAR® e CECON®: Ampicilina 10ug, cefalotina 30ug, cefoxitina 30ug,
cloranfenicol 30ug, tetraciclina 30ug, gentamicina 10ug, sulfazotrim 25ug,
cefotaxina 30ug, amicacina 30ug, ciprofloxacina 5ug, polimixina B 300Ul,
tobramicina 10ug, acido nalidixico 30ug, Aztreonama 30ug, norfloxacina 10ug,
amoxicilina 10ug, doxiciclina 30ug, enrofloxacina 5ug, bacitracina 10Ul
estreptomicina 10ug, colistina 10ug, nitrofurantoina 300ug, eritromicina 15ug e
kanamicina 30pg. Estes antimicrobianos sdo usualmente utilizados nos testes de
determinacao da resisténcia de Salmonella spp. (CARDOSO et al.,, 2006;
RIBEIRO et al.,, 2007, 2008) e, alguns como norfloxacina, enrofloxacina e
ciprofloxacina, sao utilizados na produgdo avicola (SILVA, DUARTE, 2002;
BRASIL, 2008).

4.3 Determinacao da formacao de biofilme

4.3.1 Superficie de aco inoxidavel

Para a avaliagdo da formacdo de biofilme bacteriano, foram utilizados
cupons de aco inoxidavel AISI 304 # 4 na dimensdo de 1 cm? Este material é
utilizado com frequéncia na fabricacdo de equipamentos, bancadas e utensilios
encontrados nas industrias de alimentos e foram adquiridos da empresa Acomedi
Acos Ltda (Barueri-SP). Os cupons na dimensdo de 1 cm? foram confeccionados
pelo Centro de Tecnologia da UNICAMP e a determinagdo da rugosidade do
material foi realizada em seu Laboratério de Metrologia, utilizando-se rugosimetro
modelo S8P (Perthen). O resultado de 0,366 um de rugosidade, foi obtido a partir
da média de nove medicdes realizadas a temperatura de 20+1°C. Este resultado
condiz com a rugosidade para o acabamento numero 4 (#4), que pode variar de
0,15 a 0,40 um, obtido a partir de lixamento em uma direcdo com abrasivos de
grana que variam de 120 a 150 mesh (CARBO, 2001).
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Antes de cada ensaio, os cupons foram higienizados e esterilizados,
seguindo as seguintes etapas: a) escovacao com esponja de poliuretano, agua
destilada e detergente liquido neutro; b) enxague com agua destilada; c) imersao
em alcool etilico 70% por 1 hora em temperatura ambiente; d) enxague com agua
destilada e secagem em temperatura ambiente; e) esterilizacdo em autoclave a

121°C por 15 minutos.

4.3.2 Obtencao do inéculo

As seguintes cepas foram utilizadas na determinacdo da formacédo de
biofilmes: Salmonella Enteritidis isolada de cortes de coxa e sobrecoxa;
Salmonella Newport isolada de frango inteiro resfriado; Salmonella Senftenberg
isolada de filé de peito; Salmonella infantis isolada de frango inteiro resfriado e
Salmonella Typhimurium isolada de fezes de aves vivas reprodutoras.

Estas cepas, além de pertencerem a diferentes sorotipos, apresentam
perfis distintos de resisténcia a antimicrobianos.

Nas avaliagcdes de biofilme multiespécie, foram utilizadas as cepas de
Salmonella Enteritidis descritas acima e cepas de Enterococcus faecalis ATCC
7080 pertencente a colecédo de culturas do Laboratério de Higiene e Legislacédo
da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Unicamp.

Os isolados foram mantidos em tubos contendo caldo nutriente e glicerol a
temperatura de -80°C. Para os estudos da formagdo de biofilmes, as culturas
foram repicadas em caldo de soja e tripticaseina (TSB) (DIFCO) e incubadas a
35°C por 18 horas para ativacdo. Em seguida, repicadas por 2 vezes consecutivas
em tubos contendo 10 mL de caldo nutriente (CN) (DIFCO) a 35°C por 24 horas.
No momento do ensaio, 1 mL da cultura foi submetida a diluicdes seriadas até a
concentragdo final de aproximadamente 10° UFC/mL (BOKANYI, STEPHENS,
FOSTER, 1990; I[ZAT, YAMAGUCHI, KANIAWATI, 1991; DUFRENNE,
RITMEESTER, VAN ASCH, 2001; RISTORI et al., 2008). Esta concentragao final
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foi confirmada em todos os testes realizando plagueamento por profundidade em
agar triptona de soja (TSA) (DIFCO).

4.3.3 Formacao de biofilme e determinacao de células sésseis

Os cupons teste foram imersos assepticamente em pocos de placas
estéreis de poliestireno para cultura de células, com 12 pocos e fundo chato
contendo 3 mL de caldo de soja e tripticaseina (TSB) (DIFCO) acrescidos de um
volume de suspensdao de Salmonella spp. suficiente para que cada poco
contivesse concentracao final de aproximadamente 10 UFC/mL.

Também foram utilizadas placas contendo 3 mL de &agua peptonada
tamponada (APT) a 0,1% (OXOID) com a mesma concentracao de células. Como
controle negativo, foram utilizados pog¢os contendo meios de cultivo sem a adicao
de suspensao bacteriana. Nas avaliacbes de biofilme multiespécie, cada poco
recebeu um volume de 1,5 mL de cultura de Salmonella Enteritidis juntamente
com 1,5 mL de cultura de Enterococcus faecalis ATCC 7080 para resultar numa
concentracao final de aproximadamente 102 UFC/mL de cada micro-organismo.

As placas foram incubadas a temperatura de 20°C em incubadora B.O.D.
por 2, 4, 8, 16, 24 e 48 horas. Em cada tempo, dois cupons foram avaliados em
cada ensaio (MANIJEH, MOHAMMAD, ROHA, 2008). Apds cada periodo, cada
cupom foi retirado do meio de cultivo com o auxilio de uma pinca estéril e imerso
em 10 mL de solucao tampéao fosfato salina (PBS) na concentragéo de 0,05 M e
pH 7,4, por 1 minuto, sem agitacao, para a remocao das células plancténicas. Em
seguida, imerso em 5 mL da mesma solucdo e submetidos a agitacdo constante
a 2800 rpm (Vortex Lab Dancer IKA ) por 2 minutos para remocao das células
sésseis. Diluicdes apropriadas foram realizadas em tubos contendo 9 mL de
agua peptonada tamponada 0,1% e submetidas ao plagueamento por
profundidade em 4&gar triptona de soja (TSA) (DIFCO). As placas foram
incubadas a 35°C por 48 horas e em seguida, realizadas as contagens para a
determinacao do numero de UFC/cm?.
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Para a avaliagdo de biofilme multiespécie, além do plagueamento em agar
triptona de soja (TSA) (DIFCO), foram utilizados os meios de cultura: agar xilose
lisina desoxicolato (XLD) (DIFCO) para o crescimento de Salmonella spp. e
Streptococcus Base com purpura bromo cresol (KF) (DIFCO) para o crescimento
do Enterococcus faecalis.

Foram realizados trés ensaios para cada tempo. O numero de UFC/cm? foi
determinado usando a seguinte formula (SWANSON et al., 1992):

_(vyrv,)M.D
A

UFC [ cm*

Onde: Vp: volume do diluente utilizado na rinsagem (mL)
Va: volume da aliquota utilizada no plagueamento (mL)
M: média da contagem obtida nas placas (UFC)
D: diluigéao realizada

A: &rea do cupom (cm?)

4.3.4 Microscopia eletronica de varredura

Para avaliacdo visual da formacao de biofilme bacteriano nas superficies
dos cupons, foi realizada a microscopia eletrdnica de varredura, conforme
metodologia descrita por Silveira (1989).

A preparacdo dos cupons seguiu as seguintes etapas: os cupons teste,
apoés 48 horas de incubacdo em TSB, foram imersos em 10 mL de PBS na
concentracéo de 0,05 M e pH 7,4, por 1 minuto, sem agitacédo, para a remocao
das células plancténicas. Em seguida, cada cupom foi imerso em
aproximadamente 2 mL de solugdo tampao fosfato 0,1M com 2% de
glutaraldeido (SIGMA-ALDRICH®) por 3 horas. Os cupons foram lavados duas
vezes em solugdo de fosfato 0,1M e submetidos ao procedimento de
desidratacdo, que consistiu na utilizacdo de alcool etilico P.A. nas concentractes

de 30, 50, 70, 80, 95% e 10 minutos de contato em cada concentracao, seguindo
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a ordem da menor para a maior concentracao. E, por ultimo, na concentracao de
100% de alcool etilico com trés repeticbes de 10 minutos de contato em cada
repeticao.

Os cupons foram transferidos para o secador de Ponto Critico (“Critical
Point Dryer”), Balzers modelo CPD 030 com injecao de gas carbbnico para a
completa remocao do alcool. Apds a secagem, os cupons foram submetidos a
metalizacdo com fina camada de ouro por 180 segundos no equipamento
“Sputter Coater” (Balzers modelo SCD 050).

Os cupons foram entdo observados em Microscopio Eletrbnico de
Varredura JEOL (modelo JSM 5800LV), em aumentos que variaram de 1500 a
20000 vezes. Para observar a topografia da superficie do aco inoxidavel, foram
utilizados cupons né&o inoculados. Para comprovar a completa remocao das
células sésseis dos cupons ap6s os 2 minutos de agitacdo, também foram

observados cupons inoculados e submetidos ao vortex.

4.4 Avaliacao da eficiéncia dos sanitizantes sobre biofilmes

4.4.1 Preparo das solucoes de sanitizantes

Para avaliar a eficiéncia de sanitizantes em relacdo ao biofilme formado,
foram utilizadas solugbes dos principais sanitizantes encontrados nos
abatedouros avicolas: hipoclorito de sédio (Chemco®) a 5 mg.L" de cloro
residual total (CRT) pH=7,6; acido peracético (Divosan Forte®, Johnson
Diversey) a 300 mg.L" de acido peracético (APA) pH=3,4; diéxido de cloro
estabilizado (Veromax 80®, Veros Produtos Quimicos Ltda) a 100 mg.L™ de CIO»
pH=7,6 e FARMASEPT PLUS® (Farmabase Saude Animal Ltda.) a 0,1%,
pH=5,9, sanitizante composto de cloreto benzalcénio (7,5%) e glutaraldeido
(42,5%). Para o preparo das solucdes foi utilizada agua destilada estéril. A
concentracdo de cloro residual total da solugdo de hipoclorito de sédio foi

determinada conforme metodologia descrita pela American Public Health

47



Association (1985). A concentracdo final de acido peracético na solucao foi
confirmada pelo método iodométrico (JOHNSON DIVERSEY, 2004). A
concentragéo final de ClO; foi determinada também por iodometria (AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1985). A solugdo de FARMASEPT PLUS® foi
preparada conforme recomendacdo do fabricante (FARMABASE SAUDE
ANIMAL LTDA., 2012).

4.4.2 Acao dos sanitizantes sobre os biofilmes

Os cupons foram submetidos a formacao de biofilme conforme descrito no
item 4.3.3 e incubados a 20°C por 48 horas. Apés este periodo, os cupons foram
retirados dos meios de cultivos com o auxilio de uma pinga estéril e imersos em
10 mL de solucdo PBS na concentracdo de 0,05 M e pH 7,4, por 1 minuto, sem
agitacdo, para a remocao das células plancténicas. Em seguida, foram imersos
em 10 mL das solugdes sanitizantes. Apds o periodo de 15 minutos nas
solugdes, os cupons foram transferidos para tubos contendo 5 mL de solugéo
neutralizante para cessar da a¢ao do sanitizante.

Como neutralizante das solu¢des de hipoclorito de sédio, acido peracético
e didéxido de cloro estabilizado foram utilizadas solucbes de PBS com 1% de
tiossulfato de sédio. Para neutralizar o sanitizante a base de quaternario de
amonio, foi utilizado Caldo Letheen (DIFCO), que contém lecitina (0,7 g/L) e
polisorbato 80 (Tween™ 80) (5,0 g/L) em sua férmula.

Os cupons foram submetidos a agitacao constante a 2800 rpm (Vortex Lab
Dancer IKA) por 2 minutos para remocdo das células sésseis. Diluicdes
apropriadas foram submetidas ao plaqueamento por profundidade em TSA. As
placas foram incubadas a 35°C por 48 horas e em seguida, realizadas as
contagens para a determinacao do niumero de UFC/cm2,

Como controles, foram utilizados cupons contendo biofilmes nao
submetidos ao tratamento com sanitizantes para posterior comparagao dos seus
efeitos sobre os biofilmes. E também foram utilizados cupons contendo biofilme e
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imersos em 10 mL de agua destilada Mili Q estéril sem a presenca de
sanitizantes para avaliar o efeito da imersao sobre os biofilmes.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.5 Analises estatisticas

Todas as variaveis estudadas foram submetidas a Andlise de Variancia
(ANOVA) e os resultados comparados através do Teste de Tukey. A significancia

estatistica foi definida como p<0,05. Os testes foram realizados no software
STATISTICA® versao 7.0.61.0.

4.6 Avaliacao da presenca dos genes sdia e luxs

4.6.1 Primers utilizados

Para avaliar a presenca dos genes sdia e luxs em culturas de Salmonella,
foi utilizada a técnica de PCR e os seguintes primers:

e Sdiai: 5- AAT ATC GCT TCG TAC CAC- 3' (HALATSI et al., 20086).

o Sdia2: 5-GTA GGT AAA CGA GGA GCA G -3’ (HALATSI et al., 2006).

e Luxsi:5- TTAGATAGCTTCGCAGTCGATCATA- 3’ (McLELLAND et al.,
2001).

e Luxs2: 5 — TTATTGCTGTTCACGCGCACATCAC- 5 (McLELLAND et
al., 2001).

4.6.2 Extracao do DNA

Uma algada de cada cultura estocada em freezer a -80°C foi, inicialmente,
semeada em estrias em placas contendo agar infusdo de cérebro e coracéao
(BHI) (DIFCO). Apds 24 horas de incubagao a 35°C, uma colbnia isolada de cada
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amostra foi inoculada em 10 mL de caldo infusdo de cérebro e coragao (BHI)
(DIFCO) e incubada a 35°C por 18 horas. Uma aliquota de 250 pl da cultura
ativada foi submetida a centrifugacdo a 13.000xg por 10 minutos (centrifuga
Eppendorf 5415D). O sobrenadante foi descartado e os pellets foram
ressuspendidos em 95 pl de tampéao PCR 1X (10 mM de tris-HCI, 50 mM de KCI)
(Invitrogen Life Technologies), adicionados de 4 pl de lisozima (50 mg/mL)
(Sigma-Aldrich) e mantidos a temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir, foi
adicionado1 pl de proteinase K (20 mg/mL) (Invitogen Life Technologies) e
mantidos em banho de agua a 60°C por 60 minutos, com tratamento final a 95°C
por 8 minutos (FURRER et al., 1991). O DNA de cada isolado foi mantido a -20°C
até o momento de realizacao das analises pela técnica da PCR.

4.6.3 Reacao em cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificacdo do DNA das cepas de Salmonella foi realizada em

termociclador Mastercycler Epgradients 534 (Eppendorf).

4.6.3.1 Gene sdia

Para o gene sdia, foi utilizado um ciclo inicial de 94°C/5min; 30 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 52°C por 40 segundos e
extensdo a 72°C por 30 segundos; e ciclo final a 72°C/7 minutos. Para cada
reagao foi preparado um volume total de 25 pl contendo 1U Tag-polimerase
(Fermentas Life Sciences, EUA); tampdo (75mM Tris-HCI pH 8.8, 20mM
(NH4)2S0Oy4, 0,05% Tween 20) (Fermentas Life Sciences, EUA); 3 mM MgCly; 0,2
mM de cada dNTP; 0,25 uM de cada primer, 1ul do DNA extraido e agua Mili-Q
estéril. Como controle positivo foi utilizada a cepa padrao de Salmonella
Typhimurium ATCC14028 e como controle negativo foi utilizada a solugdo da
reacao sem DNA. O produto de 274 pb foi analisado por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% em solucdo tampao de Tris-borato EDTA (TBE), corado com
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solucdo de Syber Safe® e visualizado em transluminador UV. Em cada gel foi
utilizado marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder, Invitrogen).

4.6.3.2 Gene luxs

Para o gene luxs, foi utilizado um ciclo inicial de 94°C/9min; 30 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos; e ciclo final a 72°C/7 minutos. Para
cada reacao foi preparado um volume total de 25 pl contendo 1U Tag-polimerase
(Fermentas Life Sciences, EUA); tampao (10mM Tris-HCI pH 8.8, 50mM KCI)
(Fermentas Life Sciences, EUA); 2,0 mM MgCly; 0,2 mM de cada dNTP; 0,5 uM de
cada primer, 1ul do DNA extraido e agua Mili-Q estéril. Como controle positivo foi
utilizada a cepa padrao de Salmonella Typhimurium ATCC14028 e como controle
negativo foi utilizada a solucdo da reacdo sem DNA. O produto de 461 pb foi
analisado por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em solucéo tampao de Tris-
borato EDTA (TBE), corado com solugdo de Syber Safe® e visualizado em
transluminador UV. Em cada gel foram utilizados marcadores de peso molecular
1Kb e 100 pb (DNA ladder, Invitrogen).

4.7 Deteccao de moléculas sinalizadoras de quorum sensing Al-2

Para verificar a presenca de autoindutor Al-2 em sobrenadantes de cultivo
de Salmonella, foi realizada a metodologia descrita por Taga e Xavier (2011) e
Surette e Bassler (1998).

4.7.1 Cepas bacterianas

e Todas as 65 cepas de Salmonella descritas no item 4.1 foram

submetidas ao teste.
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e Salmonella Typhimurium ATCC 14028 pertencente a colecao de culturas
do Laboratério de Higiene e Legislagdo — FEA — UNICAMP e utilizada
como controle positivo para Al-2 (HALATSI et al., 2006).

e Escherichia coli O157:H7 pertencente a colecdo de culturas do
Laboratério de Higiene e Legislagdo — FEA — UNICAMP e utilizada como
controle positivo para Al-2 (WALTERS, SPERANDIO, 2006).

e Vibrio harveyi BB170 LuxN::Tn5, sensor-, sensor 2+, biossensor de Al-2
(SURETTE, BASSLER, 1998).

4.7.2 Preparo dos sobrenadantes e cultivos

As cepas de Salmonella foram incubadas a 30°C em caldo Luria-Bertani
(LB) (DIFCO) acrescido de 0,5% de glicose, sob agitagdo constante de 175 rpm
por 24 horas. Em seguida as culturas foram diluidas 1:100 em caldo Luria-Bertani
(LB) recém preparado (com 0,5% de glicose) e incubadas novamente nas mesmas
condicdes descritas, por 6 horas (fase mid exponencial).

Aliquotas de 1 mL do crescimento bacteriano foram transferidas para tubos
Eppendorf® e centrifugadas a 15000xg por 5 minutos (centrifuga Eppendorf
5415D) e os sobrenadantes foram filtrados em membrana com 0,2 um HT. As

amostras foram submetidas ao teste imediatamente apoés a filtragao.

Uma amostra do biossensor Vibrio harveyi BB170, mantido a temperatura
de -80°C, foi incubada a 30°C em meio Autoinducer Bioassay (AB) (SURETTE,
BASSLER, 1998) por aproximadamente 16 horas, sob agitacdo constante de 175

rom. Em seguida a cultura foi diluida 1:5000 em meio Autoinducer Bioassay (AB).

Como controle positivo foi utilizada a cepa padrao de Salmonella
Typhimurium ATCC 14028. E como controles negativos foram utilizados os meios
de cultura Luria-Bertani (LB) (DIFCO) e Autoinducer Bioassay (AB) estéreis
(SURETTE, BASSLER, 1998).
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4.7.3 Deteccao de Al-2

Para a deteccao de Al-2, foram utilizadas placas de microtitulo com 96
cavidades, brancas, com fundo chato transparente (GREINER) onde foram
depositados 10ul de sobrenadante filtrado das cepas de Salmonella e 90ul da
cultura diluida de Vibrio harveyi BB170.

As placas foram incubadas a 30°C, sob agitacao constante a 500rpm e a
cada 15 minutos, durante pelo menos 5 horas, a atividade de bioluminescéncia foi
quantificada, em relative light units (RLU) em lumindmetro modelo FLUOstar
Omega Microplate Reader (BMG LABTECH) . Todos os ensaios foram realizados
em triplicata e os resultados apresentados correspondem a indugdo de
bioluminescéncia, a qual foi determinada pela seguinte férmula (TAGA, XAVIER,
2011):

Inducdo da bioluminescéncia = RLU da amostra

RLU controle negativo

RLU= relative light units
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Frequéncia dos sorotipos isolados

Foram identificados 10 diferentes sorotipos: Salmonella Enteritidis,
Salmonella Newport, Salmonella Senftenberg, Salmonella Kentucky, Salmonella
Mbandaka, Salmonella Infantis, Salmonella Agona, Salmonella Livingstone,
Salmonella Schwarzengrund, Salmonella Typhimurium e trés cepas de Salmonella
em sua forma rugosa. O sorotipo predominante foi o Enteritidis com uma
frequéncia de 67,7%, seguido do sorotipo Newport com 7,7%.

A alta incidéncia do sorotipo Enteritidis, encontrado em carcacgas e cortes
de frango e também em aves vivas, assemelha-se com os dados reportados na
literatura nacional e internacional (BRASIL, 2008; CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2012). No Brasil, o relatério do Programa
Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em
Frango — PREBAF, relata o sorotipo Enteritidis como o mais incidente no periodo
de 2004 a 2006 em todas as regides do Brasil, com 48,8% de frequéncia em
carcacgas de frangos (BRASIL, 2008). Nos Estados Unidos, o sorotipo Enteritidis
aparece em primeiro lugar dentre os vinte mais frequentemente isolados de
humanos (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2012).

Muitos sorotipos encontrados nas aves vivas, como Enteritidis, Newport,
Senftenberg e Infantis também foram encontrados no produto final. Estes
resultados estdo de acordo com as pesquisas de Corry et al. (2002) e Bailey et al.
(2001) que relatam em seus trabalhos, sorotipos detectados no campo
aparecendo frequentemente nas carcagas e cortes de frango.

A carga microbiana presente no intestino das aves em idade de abate, pode
contaminar as penas € a pele durante o transporte ao abatedouro, em decorréncia
do aumento da excregdo das fezes devido ao stress. No abatedouro, algumas
etapas no processamento dos frangos como as etapas de evisceracdo e
resfriamento (pré-chiller e chiller) sao definidas como Pontos Criticos de Controle
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(PCCs). Durante a evisceracdo, podem ocorrer rompimentos das visceras e
contaminacao das carcacas com fezes e bile; estas devem ser retiradas da linha
de abate para evitar a contaminagdo cruzada. A agua utilizada nas etapas de
resfriamento também necessita de frequente monitoramento e renovacao
constante. Temperaturas acima de 4°C e baixas concentragdes de cloro livre na
agua promovem o crescimento bacteriano e a disseminacao de Salmonella spp.
(RIBEIRO et al., 2007).

Um total de 39 cepas de Salmonella spp. foi isolado de carcacas e cortes
de frango, 25 cepas foram isoladas de fezes de aves vivas e apenas 1 de farinha
de penas. O maior numero de amostras contaminadas no produto final pode ser
atribuido a contaminacdo cruzada. Segundo Almeida e Silva (1992), em geral,
todas as operagdes de abate podem resultar em contaminacdo microbiolégica
cruzada por Salmonella spp., sendo a contaminacao intestinal uma fonte mais
comum do que a cutanea. Falhas nos procedimentos de higienizacao e a intensa
manipulagdo também contribuem para a disseminacdo do patégeno no produto
final (ALMEIDA, SILVA, 1992).

5.2 Avaliacao da Resisténcia a antimicrobianos

Na determinagédo do perfil de resisténcia a antimicrobianos, os resultados
indicam que 100% das amostras apresentaram multirresisténcia a dois ou mais
agentes antimicrobianos utilizados. A Tabela 2 apresenta os 10 padrbes de
resisténcia identificados nos 65 isolados de Salmonella em carcacas e cortes de
frangos e em fezes de aves vivas reprodutoras.

Dentre as 65 cepas analisadas, 96,9% (63/65) e 87,7% (57/65) das
amostras apresentaram resisténcia a Bacitracina e a Eritromicina,
respectivamente. Estes antimicrobianos, assim como outros descritos na literatura,
favorecem em torno de 10% o ganho de peso nas aves e, em torno de 10% uma
melhor conversao alimentar. Usualmente as ragcdes avicolas contém 2, 4, 10 ou 40
g/t de algum tipo de antimicrobiano, para estimular o crescimento e melhorar a
conversao alimentar (BRASIL, 2008).
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Devido a crescente demanda de produgdo na avicultura industrial, é
imprescindivel o uso de técnicas e/ou acdes que diminuam a incidéncia de
doencas nos plantéis avicolas. Por muitas décadas, os promotores de crescimento
tiveram e ainda tém grande importancia na producao de proteina animal devido as
inimeras vantagens que oferecem. Contudo, a utilizagao rotineira e indiscriminada
dos antimicrobianos tem favorecido o aparecimento de populacdes bacterianas
resistentes, resultantes do compartiihamento e transferéncia de genes de
resisténcia entre micro-organismos da microbiota normal e também entre
diferentes patégenos (BRASIL, 2008).

Tabela 2. Distribuicdo dos padrdes de resisténcia de Salmonella spp.

Padrao de resisténcia* sorotipos (n° cepas)

BAC+TET Newport (1)

NAL+ERI Enteritidis (1) e Kentucky (1)

NAL + BAC Enteriridis (6)

BAC + ERI Agona (1), Enteritidis (1), Kentucky (1),

Livingstone (1), Newport (1) e
Mbandaka (1)

BAC+NIT+TET Newport (1)

NAL+BAC+ERI Enteritidis (27), Newport (2), rugosa (1),
Senftenberg (2), Typhimurium (1)

AMP+NAL+BAC+ERI rugosa (1)

AMP+AMO+BAC+ERI Infantis (2)

NAL+BAC+ERI+NIT Enteriridis (9), Mbandaka (1),

Senftenberg(1), rugosa (1)
BAC+SUT+DOX+ERI+TET Schwarzengrund (1)

* BAC: Bacitracina; TET: Tetraciclina; NAL: Ac. Nalidixico; ERI: Eritromicina; NIT:
Nitrofurantoina; AMP: Ampicilina; AMO: Amoxicilina; SUT: Sulfazotrim
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Os percentuais de resisténcia aos demais antimicrobianos foram: Acido
Nalidixico (83,1%), Nitrofurantoina (23,0%), Ampicilina (4,6%), Tetraciclina (4,6%),
Amoxicilina (3,1%), Doxiciclina (1,5%) e Sulfazotrim (1,5%).

Tabela 3. Sensibilidade a antimicrobianos de 65 cepas de Salmonella isoladas
de carcagas e cortes de frango prontos para o consumo e em fezes de
aves vivas reprodutoras no periodo de 2004 a 2006.

Antimicrobianos Resistente* Intermediario* Sensivel*
Bacitracina (BAC) 63 96,9% 2 3,1% 0 0%
Eritromicina (ERI) 57 87,7% 8 12,3% 0 0%
Ac. Nalidixico (NAL) 54 83,1% 0 0% 11 16,9%
Nitrofurantoina (N 15 23,0% 22 33,8% 28 43,1%
Ampicilina (AMP) 3 4,6% 0 0% 62 95,4%
Tetraciclina (TeET) 3 4,6% 0 0% 62 95,4%
Amoxicilina (AMO) 2 3,1% 0 0% 63 96,9%
Doxiciclina oox) 1 1,5% 0 0% 64 98,5%
Sulfazotrim (sut) 1 1,5% 0 0% 64 98,5%
Amicacina amy 0 0% 0 0% 65 100%
Aztreonama atm) O 0% 0 0% 65 100%
Cefalotina cFn O 0% 2 3,1% 63 96,9%
Cefoxitina (cFo) O 0% 0 0% 65 100%
Cefotaxina ctxy O 0% 0 0% 65 100%
Ciprofloxacina cipy O 0% 2 3,1% 63 96,9%
Cloranfenicol cLoy O 0% 0 0% 65 100%
Colistina coLy O 0% 0 0% 65 100%
Enrofloxacina €Enoy O 0% 0 0% 65 100%
Estreptomicina €esty O 0% 3 4,6% 62 95,4%
Gentamicina GEN) O 0% 0 0% 65 100%
Kanamicina (cAN) O 0% 0 0% 65 100%
Norfloxacina Nor) O 0% 0 0% 65 100%
Polimixina B ;o) O 0% 0 0% 65 100%
Tobramicina aoB) O 0% 0 0% 65 100%
indice** 12,75%

(*) Segundo tabela padrao CLSI (2009).
(**) somatoria das percentagens de resisténcia dividida pelo nimero de antimicrobianos.
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Resisténcia ao Acido Nalidixico foi observada em 54 amostras (83,1%)
(TABELA 3). Este resultado € mais alto que o encontrado por Ribeiro et al. (2008)
em amostras de Salmonella Enteritidis isoladas de amostras clinicas e ambientais
de frangos de corte e matrizes pesadas na regiao sul do Brasil (30,4%). Também
€ mais alto que o encontrado no relatério do PREBAF no periodo de 2004 a 2006
(44,0%). Este resultado deve ser levado em consideragdo, uma vez que a
resisténcia ao acido nalidixico tem sido usada como uma triagem para a
resisténcia a ciprofloxacina, que € utilizada nos tratamentos graves por Salmonella
em humanos (HAKANEN et al.,1999).

O perfil de resisténcia e sensibilidade dos sorotipos isolados em amostras
de produto final e em amostras das granjas sdo apresentados nas Tabelas 4,5 e 6.
O perfil de resisténcia aos antimicrobianos Acido Nalidixico, Bacitracina,
Eritromicina e Nitrofurantoina aparece tanto em cepas isoladas nas granjas, como
também no produto final, indicando, como um marcador epidemiolégico, a
prevaléncia destas cepas, que apesar das barreiras sanitarias presentes,
permaneceram na cadeia produtiva.

Nenhuma resisténcia foi observada utilizando os antimicrobianos
Aztreonama, Cefalotina, Cefoxitina, Enrofloxacina e Estreptomicina, enquanto que
os dados do PREBAF apontam altos indices de resisténcia a estes
antimicrobianos (BRASIL, 2008). Os niveis e extensdo da resisténcia sao
influenciados pelas préaticas de uso de antimicrobianos no homem e animais e
variam com a regiao geografica (AARESTRUP, 2004).

Com relagcédo ao antimicrobiano Nitrofurantoina, apesar da proibigcdo do seu
uso em animais destinados a producao de alimentos pelo MAPA (BRASIL, 2003a),
neste estudo, 23,0% das cepas apresentaram resisténcia a este antimicrobiano,
sendo que 33,8% apresentaram resultado intermedidrio. Estes resultados sao
menores que os encontrados por Ribeiro et al. (2008), em cepas isoladas entre
1999 a 2001 que apresentaram indice de 26,6%, € também inferiores aos indices
de 95% descritos por Cardoso et al. (2006) em cepas isoladas em 1995 e 1996.
Estes dados indicam uma diminuigdo da resisténcia de Salmonella spp. a
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Nitrofurantoina nos ultimos anos, provavelmente como consequéncia das medidas
tomadas pelo MAPA (BRASIL, 2009).
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Tabela 4.

Percentagem de resisténcia a antimicrobianos dos sorotipos de Salmonella isolados no produto final e em granjas no

8 periodo de 2004 a 2006.

3 Sorotipos de Salmonella (n° de cepas examinadas)

§ Enteritidis Newport Senftenberg Enterica-rugosa Infantis Mbandaka Kentucky Typhimurium Agona Livingstone  Schwarzengrund

= (44) (5) 3) 3) (2) (2) (2) (1) (1) (1) (1)

® R*(%) S'(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R(%) S(%)
NAL 97,7 23 40 60 100 0 100 0 0 100 50 50 50 50 100 0 0 100 0 100 0 100
BAC 97,7 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 50 0 100 0 100 0 100 0 100 0
ERI 86,4 0 60 0 33,3 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0
NIT 22,7 34 20 60 66,6 33,3 33,3 0 0 100 50 50 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
AMI 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
AMP 0 100 0 100 0 100 33,3 66,7 100 0 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
AMO 0 100 0 100 0 100 0 100 100 0 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
ATM 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
CFL 0 100 0 80 0 100 0 100 0 50 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
CFO 0 88,6 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
CTX 0 88,6 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
CIP 0 86,4 0 100 0 100 0 66,7 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
CLO 0 88,6 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
COL 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
DOX 0 88,6 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 100 0
ENO 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
EST 0 100 0 60 0 333 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
GEN 0 100 0 100 0 333 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
CAN 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
NOR 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
POL 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
SUT 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 100 0
TET 0 100 40 60 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 100 0
TOB 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
indice**  12,7% 10,8% 12,5% 15,3% 16,7% 12,5% 8,3% 12,5% 8,3% 8,3% 20,8%

(*) Segundo tabela padrao CLSI (2009); (**) somatéria das percentagens de resisténcia dividida pelo nUmero de antimicrobianos. R (Resistente); S (sensivel).
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Tabela 5. Percentagem de resisténcia a antimicrobianos das 39 cepas de Salmonella spp. isoladas no produto final (carcacas e

8 cortes de frango) no periodo de 2004 a 2006.

._fg Sorotipos de Salmonella (n° de cepas examinadas)

g Enteritidis Newport Senftenberg Mbandaka Kentucky Livingstone Agona Infantis

% (26) 4) (2) (2 (2 1) 1) 1)

©  R*%) I"(%) S*(%) R(%) (%) S(%) R(%) (%) S(%) R(%) (%) S(%) R(%) I(%) S(%) R(%) (%) S(%) R(%) (%) S(%) R(%) (%) S(%)
NAL 100 25 75 100 50 50 50 50 100 100 100
BAC 100 100 100 100 50 50 100 100 100
ERI 84,6 154 50 50 100 100 100 100 100 100
NIT 269 385 346 25 75 50 50 50 50 100 100 100 100
AMI 100 100 100 100 100 100 100 100
AMP 100 100 100 100 100 100 100 100
AMO 100 100 100 100 100 100 100 100
ATM 100 100 100 100 100 100 100 100
CFO 100 100 100 100 100 100 100 100
CTX 100 100 100 100 100 100 100 100
CIP 100 100 100 100 100 100 100 100
CLO 100 100 100 100 100 100 100 100
CcoL 100 100 100 100 100 100 100 100
DOX 100 100 100 100 100 100 100 100
ENO 100 100 100 100 100 100 100 100
EST 100 50 50 100 100 100 100 100 100
GEN 100 100 100 100 100 100 100 100
CAN 100 100 100 100 100 100 100 100
NOR 100 100 100 100 100 100 100 100
POL 100 100 100 100 100 100 100 100
SuT 100 100 100 100 100 100 100 100
TET 100 50 50 100 100 100 100 100 100
TOB 100 100 100 100 100 100 100 100
CFL 100 100 100 100 100 100 100 100
indice**  13,0% 6,3% 14,6% 12,5% 8,3% 8,3% 8,3% 16,7%

(*) Segundo tabela padrao CLSI (2009).
(**) somatoria das percentagens de resisténcia dividida pelo nimero de antimicrobianos. R (Resistente); | (Intermediario); S (sensivel).
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Tabela 6. Percentagem de resisténcia a antimicrobianos das 26 cepas de Salmonella isoladas nos matrizeiros (aves vivas
reprodutoras e farinha de penas) no periodo de 2004 a 2006.

] Sorotipos de Salmonella (n° de cepas examinadas)

-_‘.E“ Enteritidis Newport Senftenberg Entéricarugosa Typhimurium Schwarzengrund Infantis

E (18) (1) () 3) () () ()

= R*(%) 1"(%) S'(%) R(%) (%) S(%) R(%) (%) S(%) R(%) (%) S(%) R(%) (%) S(%) R(%) (%) S(%) R(%) (%) S(%)
NAL 94,4 5,6 100 100 100 100 100 100
BAC 100 100 100 100 100 100 100
ERI 88,8 11,1 100 100 100 100 100 100
NIT 16,6 50 33,3 100 100 33,3 66,6 100 100 100
AMI 100 100 100 100 100 100 100
AMP 100 100 100 33,3 66,6 100 100 100
AMO 100 100 100 100 100 100 100
ATM 100 100 100 100 100 100 100
CFO 100 100 100 100 100 100 100
CTX 100 100 100 100 100 100 100
CIpP 56 944 100 100 33,3 66,6 100 100 100
CLO 100 100 100 100 100 100 100
coL 100 100 100 100 100 100 100
DOX 100 100 100 100 100 100 100
ENO 100 100 100 100 100 100 100
EST 100 100 100 100 100 100 100
GEN 100 100 100 100 100 100 100
CAN 100 100 100 100 100 100 100
NOR 100 100 100 100 100 100 100
POL 100 100 100 100 100 100 100
SuT 100 100 100 100 100 100 100
TET 100 50 50 100 100 100 100 100
TOB 100 100 100 100 100 100 100
CFL 100 100 100 100 100 100 100
indice**  12,5% 14,6% 16,7% 15,3% 12,5% 20,8% 16,7%

(*) Segundo tabela padrao CLSI (2009).
(**) somatoria das percentagens de resisténcia dividida pelo nimero de antimicrobianos. R (Resistente); | (Intermediario); S (sensivel).
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5.3 Avaliacao da formacao de Biofilmes

Para a avaliacdo da formacéao de biofilmes em superficie de aco inoxidavel,
foram selecionadas cinco cepas pertencentes a sorotipos diferentes e

apresentando diferentes perfis de resisténcia a antimicrobianos:

S.Typhimurium — cepa P1-21, isolada de matriz viva, resistente a: Nal, Bac e Eri
S.Newport — cepa P1-44, isolada de carcaca inteira, resistente a: Bac, Nit e Tet
S.Senftenberg—cepa P1-50, isolada de filé de peito, resistente a: Nal, Bac, Eri e Nit
S.Infantis—cepaP1-59, isolada de carcaca inteira, resistente a: Amp, Amo, Bac eEri
S.Enteritidis — cepa P1-64, isolada de coxa e sobrecoxa, resistente a: Nal e Bac

Foram utilizados dois meios de cultura: caldo de soja e tripticaseina (TSB)
(DIFCO), comumente usado nas avaliacbes de formacado de biofilme por
Salmonella spp. (JOSEPH, OTTA, KARUNASAGAR, 2001; GIAOURIS, NYCHAS,
2006; OLIVEIRA et al., 2007; MANIJEH, MOHAMMAD, ROHA, 2008) e agua
peptonada tamponada (APT) 0,1%, usado em diluicdes seriadas de amostras para
andlise (SILVA, JUNQUEIRA, SILVEIRA, 2001). O caldo TSB (17,0 g/L de
digestao pancreatica de caseina, 3,0 g/L de digestdo enzimatica de farinha de
soja, 2,5 g/L de dextrose, 5,0 g/L cloreto de sédio e 2,5 g/L de fosfato dipotassico)
€ considerado um caldo nutritivo de uso geral para o crescimento de uma grande
variedade de micro-organismos, incluindo fungos e bactérias aerdbias,
anaerdbias, aero/anaerdbias facultativas. O caldo APT (10 g/L de peptona, 5 g/L
cloreto de sédio, 3,5 g/L fosfato de sodio dibasico e 1,5 g/L de fosfato de potassio
monobasico), além de apresentar pH e pressdao osmética estaveis, € livre de
carboidratos que favorecam o crescimento bacteriano, evitando assim o acumulo
de acidos e outras substancias téxicas nos cultivos. E usado como meio de pré-
enriguecimento para aumentar a recuperacao de células injuriadas de Salmonella
dos alimentos. Na concentracao de 0,1%, o APT é utilizado no preparo de
diluicbes seriadas de micro-organismos, transferéncia de células para outros
meios e manutencao de culturas por periodos curtos. Estes dois caldos foram
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utilizados nas avaliacdes de formacéo de biofilmes com o objetivo de comparar a
capacidade das cepas desenvolverem biofilmes em superficie de ago inoxidavel
na presenca de substrato rico em nutrientes como proteinas e carboidratos e em
condi¢cdes de restricdo de nutrientes.

Baseado em trabalhos sobre enumeracdo de Salmonella em carcagas de
frango, o indculo inicial utilizado na formagédo de biofilmes foi definido como 102
UFC/mL (BOKANYI, STEPHENS, FOSTER, 1990; IZAT, YAMAGUCHI,
KANIAWATI, 1991; DUFRENNE, RITMEESTER, VAN ASCH, 2001; RISTORI et
al., 2008).

5.3.1 Formacao de biofilme em cultivo isolado

Os desenvolvimentos das populacoes de células aderidas a superficie dos
cupons de aco inoxidavel sao apresentados nas figuras 8 e 9.

—=—S. Typhimurium

——-S. Newport

—4&—S. Senftenberg

log UFC/cm?

S. Infantis

=—S. Enteritidis

—@—E. faecalis

0 2 4 8 16 24 48
Tempo (h)

Figura 8. Populacdo (log UFC/cm?) de células sésseis de sorotipos de
Salmonella e Enterococcus faecalis ATCC 7080 sobre cupons de aco
inoxidavel AISI 304 #4 em cultivos isolados em caldo de soja e
tripticaseina (TSB) a 20°C.
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Figura9. Populacdo (log UFC/cm2?) de células sésseis de sorotipos de
Salmonella sobre cupons de aco inoxidavel AISI 304 #4 em cultivos
isolados em agua peptonada tamponada (APT) 0,1% a 20°C.

Os resultados apresentados nas Tabelas 7 e 8 representam os valores das
contagens de células aderidas sobre a superficie de ago inoxidavel apés 2, 4, 8,
16, 24 e 48 horas de cultivo a 20°C na presenca de TSB e APT 0,1%,
respectivamente. Todos os sorotipos de Salmonella apresentaram contagens em
torno de 6 logUFC/cm?, apds 48 horas de cultivo.
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Tabela 7. Populacdo de diferentes sorotipos de Salmonella e Enterococcus
faecalis ATCC 7080 em biofilmes formados sobre cupons de aco
inoxidavel AISI 304 #4 em caldo de soja e tripticaseina (TSB) a 20°C.

Contagem (log UFC/cm? *+ DP**)

Micro-organismo 2 horas 4 horas 8 horas 16 horas 24 horas 48 horas

S. Typhimurium 1,62+0,14%®° 2,27+0,09%° 3,17+0,07° 4,37+0,15%° 5,78+0,31* 6,08+0,02°
S. Newport 0,86+0,02° 1,51+0,64°° 2,08+0,50°° 3,92+0,18° 5,74+0,25% 6,91+0,23*
S. Senftenberg  1,43+0,39°  1,50+0,38°° 2,38+0,05° 4,25+0,12° 5,76+0,32% 6,22+0,32°
S. Infantis 1,9940,10°  2,49+0,08° 3,230,157 4,99+0,42° 5,89+0,59°  6,7620,30°
S. Enteritidis ~ 1,35+0,12°°  1,36+0,04°  3,60+0,02° 4,10+0,10° 5,95+0,23%°  6,17+0,02"

E. faecalis <1¢ <1¢ 1,16+0,12° 3,68+0,28° 4,90+0,12° 7,75+0,12°

* Média de trés repeticoes independentes, em duplicata; ** Desvio padrao.
Em cada coluna os valores seguidos da mesma letra ndo diferem

significativamente p<0,05 no teste de Tukey.
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Tabela 8. Populacdo de diferentes sorotipos de Salmonella e Enterococcus
faecalis ATCC 7080 em biofilmes formados sobre cupons de aco
inoxidavel AISI 304 #4 em agua peptonada tamponada a 0,1% (APT) a
20°C.

Contagem (log UFC/cm? *+ DP**)

Micro-organismo 2 horas 4 horas 8 horas 16 horas 24 horas 48 horas

S. Typhimurium 0,78+0,66®° 1,22+0,19® 1,65+0,39° 2,72+0,20°  3,38+0,13% 6,65+0,02%
S. Newport 0,96+0,27%° 1,450,10° 1,88+0,41° 2,59+0,92%° 3,45+1,26® 6,770,217

S. Senftenberg  0,80+0,70®° 1,05+0,63% 1,47+0,37° 2,40+0,41%* 3,00+0,25% 5,90+ 0,40
S. Infantis 0,69+0,53® 1,35+0,24% 1,87+0,33° 2,72+0,48%  3,34+0,23° 6,88+0,30°
S. Enteritidis ~ 1,34+0,18%  1,55+0,34® 1,94+0,50° 2,87+0,78%  3,80+0,73* 6,51+0,38%

b

. faecalis < < ,95+0, ,1120, , 9510, ,08%0,
E. f. i 1 1P 0,95+0,14%  1,11+0,23° 3,95+0,15° 5,58+0,16°

* Média de trés repeticoes independentes, em duplicata; ** Desvio padrao.
Em cada coluna os valores seguidos da mesma letra ndo diferem
significativamente p<0,05 no teste de Tukey.

Apbs 24 horas de incubacao dos cupons a temperatura de 20°C, todos os
sorotipos de Salmonella apresentaram contagens de células aderidas superiores a
5 log UFC/cm? no cultivo em TSB e inferiores a 4 log UFC/cm?2 no cultivo em APT
0,1%. Porém, apos 48 horas a 20°C, todas as cepas cultivadas em TSB e também
em APT 0,1% apresentaram contagens em torno de 6 log UFC/cm?. Estes dados
demonstram a capacidade de cepas de Salmonella formarem biofilmes também
em condic¢des de restricdo de nutrientes, mesmo que tardiamente.

Giaouris e Nychas (2006) avaliaram a formacao de biofilmes por Salmonella
Enteritidis PT4 sobre superficie de aco inoxidavel utilizando meio de cultivo TSB a
temperatura de 20°C ao longo de 18 dias. Observaram que os cupons submetidos
a constante renovacao de cultivo com meio TSB fresco, isto €, em constante

presenca de nutrientes como fontes de carbono, apresentaram uma maxima
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densidade populacional de células aderidas em torno de 6 log UFC/cm? apés 14
ou 15 dias. Por outro lado, os cupons ndo submetidos a renovacdo do meio de
cultivo, apés o mesmo periodo, apresentaram contagens em torno de 4 log
UFC/cm?. Estes dados comprovam a influéncia dos nutrientes disponiveis nos
meios de cultivo para o desenvolvimento de biofilmes por Salmonella Enteritidis e
a facilidade com que estas células se adaptam em condi¢cdes de restricdo de
nutrientes apresentado contagens relativamente elevadas de células aderidas
mesmo em cultivos com baixos niveis de fontes de carbono (GIAOURIS,
NYCHAS, 2006).

Em outro estudo, Gerstel e Romling (2001) verificaram uma maxima
expressdao de fimbrias de adesdo agregativa na superficie de células de
Salmonella Typhimurium, quando cultivadas na presenca de baixos niveis de
nutrientes. Estas estruturas de superficie das células favoreceram o aumento da
populacdo de células sésseis, em detrimento da populagdo de células
plancténicas aumentando o numero de células aderidas (GERSTEL, ROMLING,
2001). Stepanovic et al. (2004) também verificaram o aumento de células de
Salmonella spp. aderidas a superficie de poliestireno quando em cultivo utilizando
meio TSB diluido 1:20, ou seja, observaram um melhor desempenho na formacéao
de biofilmes por estas células quando na presenca de meio com restricdo de
nutrientes (STEPANOVIC et al., 2004).

O Enterococcus faecalis ATCC 7080 em cultivo isolado em TSB,
comparando-se com as cepas de Salmonella, apresentou desenvolvimento lento
inicialmente com contagens inferiores a 5 log UFC/cm? apds 24 horas. Porém,
apos 48 horas, as contagens apresentaram valores médios de 7,7 log UFC/cm2,
superiores aos encontrados nos biofilmes formados por Salmonella. No cultivo
isolado em APT 0,1% as contagens alcangaram valores em torno de 4 log
UFC/cm? e 5,5 log UFC/cm? ap6s 24 e 48 horas, respectivamente.

Varios estudos descrevem a formagédo de biofilmes por Salmonella sobre
diversas superficies. Manijeh, Mohammad e Roha (2008) avaliaram a formacao de
biofilmes por Salmonella Enteritidis sobre vidro, borracha e aco inoxidavel

utiizando meio de cultivo TSB. Os resultados encontrados em aco inoxidavel
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foram de 3 log UFC/cm? apés 2 horas de cultivo a 37°C. Estes dados foram
superiores aos encontrados neste estudo (1,35 log UFC/cm? apés 2 horas) e apés
20 horas de cultivo a 37°C, as contagens alcancaram valores de 6 log UFC/cm?,
enquanto que neste estudo, a 20°C, este nimero foi detectado somente ap6s 48
horas de cultivo. Em outro estudo, Stepanovic et al. (2003) avaliaram a formacéao
de biofilmes por Salmonella spp. em superficie de poliestireno utilizando varias
temperaturas de cultivo e constataram que as maiores contagens de células de
Salmonella spp. aderidas ocorreram a temperatura de 22°C, apdés 48 horas
(STEPANOVIC et al., 2003).

Em geral, neste trabalho, as contagens de células de Salmonella aderidas a
superficie de ago inoxidavel, apds 48 horas a 20°C, atingiram valores acima de
10° UFC/cm2, mesmo em condicdes de restricdo de nutrientes. Considerando que
todas as contagens de células aderidas ap6s a etapa de remocao das células
plancténicas sdo consideradas como biofilmes segundo varios autores (RONNER,
WONG, 1993; WIRTANEN, HUSMARK, MATTILA-SANDHOLM, 1996), apos 8
horas em meio TSB, ja se observa a formacgao de biofilmes, com contagens acima
de 10° UFC/cm?, pelos sorotipos Typhimurium, Infantis e Enteritidis. Os sorotipos
Newport e Senftenberg apresentaram contagens superiores a 10°® UFC/cm?
somente ap6s 16 horas.

Estas diferencas de contagens de células aderidas dos diferentes sorotipos
de Salmonella nos biofilmes sdo mencionadas na literatura. Agarwal et al. (2011)
compararam a capacidade de 69 diferentes sorotipos de Salmonella de formar
biofilmes sobre superficie de plastico na presenca dos meios TSB e Luria-Bertani
(LB), a temperatura de 37°C nos periodos de 24, 48 e 72 horas. Baseando-se em
leitura de densidade Optica da populacdo de células aderidas apds 48 horas,
classificaram os sorotipos estudados em 3 categorias: amostras apresentando
‘intensa formagdo de biofilme”, “moderada formagdo de biofilme” e “fraca
formacgao de biofilme”. Dentre os sorotipos que apresentaram “moderada formacao
de biofilme” foram incluidos os sorotipos Typhimurium, Enteritidis e Senftenberg. O
sorotipo Newport foi considerado um dos sorotipos que apresentaram “intensa
formagdo de biofilme”. O sorotipo Infantis ndo foi avaliado neste estudo
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(AGARWAL et al., 2011). As contagens de células aderidas sobre a superficie de
aco inoxidavel apds 48 horas em TSB verificadas neste estudo, estdo de acordo
com os resultados encontrados por Agarwal et al. (2011), apesar das diferencas
de superficie e temperaturas estudadas. Em meio TSB, ap6s 48 horas, os
sorotipos Typhimurium, Senftenberg e Enteritidis apresentaram contagens de
células sésseis que nao diferiram significativamente (p<0,05), segundo o teste de
Tukey, enquanto que o Sorotipo Newport e Infantis apresentaram contagem de
células aderidas semelhantes entre si, porém superiores aos outros sorotipos,
conforme demonstrado na Tabela 7.

A portaria 210 do Ministério da Agricultura e Abastecimento estabelece que
a temperatura da sala de cortes e/ou desossa dos abatedouros avicolas nao deve
ser superior a 12°C (BRASIL, 1998b). Geralmente, as plantas de processamento
de frangos nao funcionam aos finais de semana ou durante feriados prolongados.
Nestas ocasides, a refrigeracdo ambiente é desligada e a temperatura destes
locais pode atingir 20°C ou mais.

A portaria 210 ainda estabelece que a temperatura da agua dos tanques de
pré-resfriamento (pré-chiller), medida no ponto de entrada das carcagas de frango,
nao deve ser superior a 16°C (BRASIL, 1998b). Na realidade, esta temperatura
pode alcancar valores préximos de 20°C, considerando que um grande numero de
carcagas apresentando temperatura em torno de 40°C ¢é adicionado
simultaneamente no pre-chiller (LOPES et al., 2007). Volume e fluxo inadequados
de agua também podem contribuir para 0 aumento da temperatura da agua nos
tanque de pré-resfriamento (LOPES et al., 2007).

Considerando a temperatura de 20°C e um periodo de 48 horas, variaveis
avaliadas neste trabalho, associadas as possiveis praticas ineficientes de
higienizagdo nos ambientes de cortes e/ou desossa e equipamentos, a
probabilidade de adeséo de células e formacao de biofiimes aumentam, conforme
os dados mostrados neste estudo. Uma vez o biofilme formado, ele passa a ser
uma fonte de contaminacéo na linha de processamento dos frangos.
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5.3.2 Formacao de biofilme em cultivo misto

Nas industrias de alimentos, a maioria das espécies de micro-organismos
nao € encontrada isoladamente, mas em comunidades com duas ou mais
espécies interagindo entre si (SADOWSKA et al., 2010).

Na avaliacao de formacgéo de biofilme em cultivo misto, foram selecionadas
duas espécies que apresentam alta incidéncia em produtos avicolas: Salmonella
enterica subsp. enterica sorotipo Enteritidis (cepa P1-64) e Enterococcus faecalis
ATCC 7080.

A evolucdo das contagens de células aderidas a superficie de aco
inoxidavel em cultivo misto e em cultivo isolado em caldo de soja e tripticaseina
(TSB) é apresentada na figura 10 e em agua peptonada tamponada (APT) a 0,1%
€ apresentada na figura 11.

As populacées de Salmonella Enteritidis e Enterococcus faecalis em
biofilme multiespécie formados sobre cupons de aco inoxidavel AISI 304 #4 em
caldo de soja e tripticaseina (TSB) e agua peptonada tamponada 0,1% (APT) sao
apresentadas nas Tabelas 9 e 10, respectivamente.
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Figura 10. Populagéo (log UFC/cm?) de células sésseis de Salmonella enterica
sorotipo Enteritidis P1-64 e Enterococcus faecalis ATCC 7080 sobre
cupons de aco inoxidavel AISI 304 #4 em cultivo misto e isolado em
caldo de soja e tripticaseina (TSB) a 20°C.
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Figura 11. Populagcédo (log UFC/cm?) de células sésseis de Salmonella enterica
sorotipo Enteritidis P1- 64 e Enterococcus faecalis ATCC 7080 sobre
cupons de aco inoxidavel AISI 304 #4 em cultivo misto e isolado em
agua peptonada tamponada (APT) 0,1% a 20°C.
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Tabela 9. Populagcdo de Salmonella enterica sorotipo Enteritidis P1-64 e
Enterococcus faecalis ATCC 7080, em biofilme multiespécie formados
sobre cupons de aco inoxidavel AISI 304 #4 em caldo de soja e
tripticaseina (TSB) a 20°C.

Contagem (log UFC/cm? *+DP**)

Micro-organismo 4 horas 8 horas 16 horas 24 horas 48 horas

S. Enteritidis 0,37 £ 0,32° 1,17 £ 0,82° 2,82 £ 0,20° 3,86 + 0,96° 5,27 +0,85°

E. faecalis 0,26 +0,23% 1,45+0,21° 2,50 + 0,55° 3,46 £ 0,70° 6,68 + 0,02

* Média de trés repeticoes independentes, em duplicata; ** Desvio padrao
Em cada coluna os valores seguidos da mesma letra ndo diferem

significativamente p< 0,05 no teste de Tukey.

Tabela 10. Populagdo de Salmonella enterica sorotipo Enteritidis P1-64 e
Enterococcus faecalis ATCC 7080, em biofilme multiespécie formados
sobre cupons de aco inoxidavel AlISI 304 #4 em &agua peptonada
tamponada (APT) 0,1% a 20°C.

Contagem (log UFC/cm2 *+DP**)

Micro-organismo 4 horas 8 horas 16 horas 24 horas 48 horas

S. Enteritidis 0,91 £0,97° 1,34 £0,82° 2,60 £ 0,27° 3,45+0,19° 4,40 +0,60°

E. faecalis 0,26 + 0,23° 1,26 £ 0,54° 2,80+ 0,78% 4,53 +0,62° 6,06 + 0,97°

* Média de trés repeticoes independentes, em duplicata; ** Desvio padrao
Em cada coluna os valores seguidos da mesma letra ndo diferem
significativamente p< 0,05 no teste de Tukey.

Comparando as contagens de células de Salmonella Enteritidis aderidas
nos cupons tanto no cultivo isolado como no cultivo misto com Enterococcus
faecalis, em cultivo misto as contagens foram inferiores em relacdo as contagens
verificadas no cultivo isolado. Em caldo TSB, ap6s 4 horas, a diferenca foi de 0,99

log UFC, apés 8 horas a diferenca aumentou para 2,43 log UFC. Apos 16 horas e
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24 horas, as diferencas foram de 1,28 e 2,09 log UFC, respectivamente e ap6s 48
horas, a diferenca diminuiu para 0,90 log UFC. Com relagcdo ao Enterococcus
faecalis, em meio TSB, o comportamento foi semelhante ao da Salmonella
Enteritidis, apresentando diminuicdo das contagens quando em cultivo misto, mas
com diferencas menores que variaram de 0,26 a 1,07 log UFC/cm?. Com excegdo
apds 24 horas, quando a diferenga entre as contagens em cultivo misto e isolado
foi de 1,44 log UFC/cm?. Estes dados indicam que apesar da competicdo entre
estes micro-organismos e consequentemente diminuicao das células aderidas, os
micro-organismos avaliados podem coexistir no mesmo ambiente, apresentando a
capacidade de aderir e formar biofilmes em meio TSB. Estes resultados sao
semelhantes aos encontrados por Esper (2010) que avaliou a formacao de
biofilmes por Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) € Bacillus cereus sobre
cupons de aco inoxidavel na presenca de dois meios distintos de cultivo e
observou que ambos podem coexistir num mesmo ambiente e apesar da
competicdo, podem aderir e formar biofiimes. Em outro estudo, Pinto (2005)
observou o cultivo misto entre Salmonella Typhimurium e Escherichia coli nas
temperaturas de 8 e 30°C e verificou comportamentos independentes destes
micro-organismos em meio TSB.

Em meio APT 0,1%, as cepas de Enterococcus faecalis apresentaram um
melhor desempenho em cultivo misto com contagens de células superiores as do
cultivo isolado em todos os periodos avaliados. Estes dados revelam que, em
meio com restricdo de nutrientes, o Enterococcus faecalis, quando em cultivo
isolado, ndo apresenta um bom desempenho na formacdo de biofilmes e as
contagens de células aderidas sdo inferiores as verificadas em meio TSB. Porém,
quando em cultivo misto em APT 0,1%, as cepas de Enterococcus faecalis
apresentaram um melhor desempenho, com células aderidas a superficie dos
cupons ja nas primeiras 4 horas de cultivo, sendo que em cultivo isolado, foram
verificadas células aderidas somente apds 8 horas de cultivo. Estes dados sao
semelhantes aos verificados por Leung et al. (1998), que ao analisarem biofilmes
mistos formados por cepas de Enterococcus sp € Escherichia coli, observaram

que inicialmente as cepas de Escherichia coli aderiram mais rapidamente a
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superficie, o que permitiu e faciltou a posterior adesdo das cepas de
Enterococcus sp, promovendo subsequentemente, o desenvolvimento do biofilme
multiespécie (LEUNG et al., 1998).

Analisando os comportamentos dos dois micro-organismos em cultivo
misto, as contagens de células aderidas de cada espécie, ndo apresentaram
diferengas significativas (p<0,05) entre si ap6s 4, 8 e 16 horas de cultivo a 20°C.
Porém, apds 24 horas e 48 horas em meio APT 0,1%, as contagens de células
sésseis de Enterococcus faecalis foram superiores as da Salmonella Enteritidis,
com diferencas significativas (p<0,05), segundo o teste de Tukey. Em meio TSB,
essa diferenca foi verificada ap6s 48 horas de cultivo. De forma geral, nos dois
meios de cultivos avaliados apds 48 horas, o Enterococcus faecalis se sobressaiu
a Salmonella Enteritidis apresentando um valor médio de contagem de células
aderidas de 1,50 log UFC a mais que as contagens de Salmonella (TABELAS 9 e
10). Esta predominancia das células de Enterococcus faecalis aderidas nos
cupons de aco inoxidavel, pode ser visualizada nas fotomicrografias obtidas por

microscopia eletrénica de varredura (FIGURA 18).

5.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

Para observar a formacao de biofilmes monoespécie e multiespécie sobre
0s cupons de acgo inoxidavel, foram realizadas analises em Microscopia eletronica
de Varredura, conforme metodologia descrita no item 4.3.4.

A figura 12 apresenta as fotomicrografias de superficie de aco inoxidavel de
duas amostras de cupons. Em ambas pode-se observar microranhuras na
superficie. Estas irregularidades podem diminuir a eficiéncia dos procedimentos de
higienizagao, facilitar o acimulo de residuos de alimentos e consequentemente
adesdo e formacao de biofilmes por micro-organismos (BOWER, McGUIRE,
DAESCHEL, 1996).

Para comprovar a eficiéncia da agitacdo constante (vortex) utilizada para a
remocao das células sésseis aderidas nos cupons, um cupom contendo biofilme

formado por Salmonella enterica sorotipo Newport P1-44 apresentando contagens
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em torno de 6,5 log UFC/cm?, foi submetido a agitagdo constante em vértex por 2
minutos, em seguida submetido ao procedimento de preparo para a visualizagcao
em microscopia eletrbnica de varredura. A figura 12B apresenta o cupom
totalmente livre de células aderidas apds a agitacdo constante em vortex por 2

minutos.

Figura 12. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura, de
superficie de ago inoxidavel AISI 304 #4, no aumento de 4000X. a)
nao submetida ao processo formacdo de biofilme; b) submetida ao
processo de formacado de biofilme por Salmonella enterica sorotipo
Newport P1-44 a 20°C por 48 horas, em seguida remocao do biofilme
formado por agitacao constante em vortex por 2 minutos.

As fotomicrografias de superficies de cupons de aco inoxidavel, submetidas
ao processo de adesao e formagao de biofilme por sorotipos de Salmonella em
caldo de soja e tripticaseina (TSB) a 20°C apéds 48 horas, sdo apresentadas nas
figuras 13, 14, 15 16 e 17. Nestas fotomicrografias pode-se observar a presenca
de células aderidas de todos os sorotipos avaliados. Pode-se observar também a
presenca de estruturas flagelares peritriquias que permaneceram intactas apés o
tratamento de preparo para a microscopia, em algumas células. Estas estruturas,
além de conferir mobilidade as bactérias, sdo componentes importantes nos
processos de adesao e formagao de biofimes (CRAWFORD, REEVE, GUN,
2010).
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Figura 13. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura, de
superficie de aco inoxidavel AISI 304 #4, submetidos ao processo de
formagédo de biofilme por Salmonella enterica sorotipo Typhimurium
P1-21 a 20°C por 48 horas, nos aumentos de 1500X (a) e 4000X (b).

Figura 14. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura, de
superficie de aco inoxidavel AlISI 304 #4, submetidos ao processo de
formacao de biofilme por Salmonella enterica sorotipo Newport P1-44
a 20°C por 48 horas, nos aumentos de 1500X (a), 4000X (b) e 8000X

(c).
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Figura 15. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura, de
superficie de ago inoxidavel AISI 304 #4, submetidos ao processo de
formagéao de biofilme por Salmonella enterica sorotipo Senftenberg P1-
50 a 20°C por 48 horas, nos aumentos de 1500X (a) e 8000X (b).

20000X

Figura 16. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura, de
superficie de aco inoxidavel AlISI 304 #4, submetidos ao processo de
formagéo de biofilme por Salmonella enterica sorotipo Infantis P1-59 a
20°C por 48 horas, nos aumentos de 1500X (a), 4000X (b) e 20000(c).
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Figura 17. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura, de
superficie de aco inoxidavel AlISI 304 #4, submetidos ao processo de
formagéo de biofilme por Salmonella enterica sorotipo Enteritidis P1-64
a 20°C por 48 horas, nos aumentos de 2000X (a), 5000X (b) e 8000X

().

As fotomicrografias de superficies de cupons de aco inoxidavel, submetidos
ao processo de adesao e formacao de biofilme por Salmonella enterica sorotipo
Enteritidis P1-64 e Enterococcus faecalis ATCC 7080 em caldo de soja e
tripticaseina (TSB) a 20°C apds 48 horas sdo apresentadas na figura 18.

As fotomicrografias permitem a visualizagdo das células de Enterococcus
faecalis, que aparecem como diplococos, em meio aos bastonetes de Salmonella
Enteritidis. Pode-se visualizar um maior nimero de células de Enterococcus
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faecalis em comparacao com o numero de células de Salmonella Enteritidis,
confirmando as contagens realizadas (TABELA 9), que mostraram valores de 6,68
log UFC/cm? e 5,27 log UFC/cm? de células aderidas, respectivamente, apds 48
horas.

Enterococcus
faecalis

Salmonella
Enteritidis

Figura 18. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura, de
superficie de aco inoxidavel AISI 304 #4, submetidos ao processo de
formagao de biofilme multiespécie por Salmonella enterica sorotipo
Enteritidis P1-64 e Enterococcus faecalis ATCC 7080, a 20°C por 48
horas, nos aumentos de 1500X (a), 5000X (b) e 8000 (c).
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5.4 Avaliacao da eficiéncia de sanitizantes

Os resultados da avaliagdo da acado dos sanitizantes hipoclorito de sodio 5
mg.L" , acido peracético 300 mg.L™ , diéxido de cloro 100 mg.L" e FARMASEPT
PLUS® 0,1% sobre as células sésseis em biofilmes de Salmonella spp. formados
nas superficie de ago inoxidavel sdo apresentados na Tabela 11 e os valores de
reducdo das contagens de células sésseis apés a agdo dos sanitizantes séo

apresentados na Figura 19.
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Figura 19. Reducdes (log UFC/cm? das contagens de células sésseis de
sorotipos de Salmonella em biofilmes formados em superficie de ago
inoxidavel AISI 304 #4 por 48 horas a 20°C, em caldo de soja e
tripticaseina (TSB), apds tratamento com &gua destilada estéril e
sanitizantes por 15 minutos.
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Tabela 11. Efeito de sanitizantes sobre biofilme de diferentes sorotipos de Salmonella formados a 20°C por 48 horas em
cupons de acgo inoxidavel AlSI 304 #4 em caldo de soja e tripticaseina (TSB).

Contagem final (log UFC/cm?2 *+ DP**) apds tratamentos

Sorotipos Contagem Inicial agua destilada diéxido de cloro hipoclorito de  acido peracético FARMASEPT
(log UFC/cm?2 *+ DP*¥) estéril estabilizado (100 mg.L™) sédio (5 mg.L") (300 mg.L™) PLUS® 0,1%
pH=7,6 pH=7,6 pH=3,4 pH=5,9
S. Typhimurium 5,84 + 0,182 5,02 +0,15% 4,00 + 0,64b 0,29 + 0,50° <1° <1°
S. Newport 6,76 + 0,212 6,07 + 0,41 5,50 + 0,58° 1,72 +0,99° <1¢ <1¢
S. Senftenberg 6,54 +0,29° 4,91 £0,78% 3,80 £ 1,10° 0,98 + 1,45° <1° <1°
S. Infantis 6,63 + 0,232 5,84 +0,34° 5,60 + 0,392 1,67 +1,07° <1° <1°
S. Enteritidis 6,04 + 0,482 5,08 +0,65% 4,46 +1,16° 1,19 +0,80° <1° <1°

* Média de trés repeticées independentes, em duplicata.

** Desvio padrao.

Em cada linha os valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente p< 0,05 no teste de Tukey.



A utilizacao da agua destilada estéril como um dos tratamentos permitiu
observar uma reducédo de células aderidas nos cupons que variou entre 0,69 log
UFC/cm? no sorotipo Newport e 1,63 log UFC/cm? no sorotipo Senftenberg. Estes
resultados indicam que o atrito resultante da imersdao dos cupons na agua é
suficiente para a remocao de algumas células dos biofilmes, mesmo na auséncia
de produtos sanitizantes. O sorotipo Newport apresentou o maior numero de
contagens de células aderidas (6,07 UFC/cm?2) e menor numero de reducao apés
o tratamento com agua destilada (0,69 UFC/cm?). Estes niumeros confirmam a
intensa adesao que este sorotipo apresenta, caracteristica também observada por
Agarwal et al. (2011), enquanto que os demais sorotipos apresentam uma adesao
considerada “moderada”, segundo estes autores (AGARWAL et al., 2011).

Neste estudo, segundo o teste de Tukey, ndo houve diferengas
significativas (p<0,05) entre as contagens de células aderidas dos sorotipo apés
cada tratamento avaliado.

O tratamento com diéxido de cloro estabilizado a 100 mg.L™, apresentou
baixa eficiéncia em todos os sorotipos estudados, com diminuicdo de 1,11 log
UFC/cm? de células aderidas de Salmonella Senftenberg, diminuicdo em torno de
apenas 1 logaritmo de Salmonella Typhimurium e menos que 1 logaritmo nos
demais sorotipos. Segundo o teste de Tukey, com excecdo do sorotipo
Typhimurium, os valores das contagens de células aderidas apds o tratamento
com diéxido de cloro estabilizado a 100 mg.L™", ndo apresentaram diferencas
significativas no teste de Tukey (p< 0,05) em relacdo as contagens de células
apds o tratamento com agua destilada estéril (TABELA 11), indicando a baixa
eficiéncia que este sanitizante apresentou nas condi¢des estudadas.

O dioxido de cloro estabilizado vem sendo usado pelos abatedouros
avicolas, na concentracdo de 100 mg.L", como um substituto ao hipoclorito de
sodio, principalmente em aguas de resfriamento do pré-chiller e chiller. Estes
tanques de resfriamento apresentam altas concentracées de matéria organica, o
que diminui a eficiéncia do hipoclorito de sédio (ANDRADE, MACEDO, 1996).
Além de ndo reagir com produtos orgéanicos, o didxido de cloro estabilizado tem a
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vantagem de nao deixar residuos (ARENSTEIN, 2003; VEROS PRODUTOS
QUIMICOS LTDA, 2012).

Comparando a eficiéncia do didxido de cloro estabilizado com o hipoclorito
de sodio em suas respectivas concentracées recomendadas para uso no chiller e
pré-chiller, observa-se uma maior eficiéncia do hipoclorito de sédio (FIGURA 19),
em todos os sorotipos de Salmonella avaliados, com uma reducao de 3,89 log
UFC/cm? a 4,73 UFC/cm? de células aderidas. O sorotipo que apresentou o maior
namero de reducdo de células aderidas, apds o tratamento com hipoclorito de
sédio a 5 mg.L™ foi o Typhimurium e o0 menor nimero, o sorotipo Enteritidis.

A portaria 210 do Ministério da Agricultura e Abastecimento estabelece que
os valores de cloro livre na agua de tanques de resfriamento como chiller e pré-
chiller devem ser de no maximo 5 mg.L™" (BRASIL, 1998b). Nos Estados Unidos, o
Departamento de Agricultura permite a utilizacdo de quantidades de até 50 mg.L™
de cloro livre (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2012).

Neste estudo, na concentracdo permitida no Brasil de 5 mg.L™", para uso
nos tanques de resfriamento, o hipoclorito de s6dio se mostrou mais eficiente que
o dioxido de cloro estabilizado a 100 mg.L™". Porém estes resultados ndo levaram
em consideracao a elevada quantidade de matéria organica encontrada nas aguas
de resfriamento do pré-chiller e chiller dos abatedouros avicolas, o que
compromete a eficiéncia do hipoclorito de sédio. Kich et al. (2004) avaliaram a
eficiéncia de hipoclorito de soédio (0,1%) na sobrevivéncia de células de
Salmonella Typhimurium, na presenca e na auséncia de matéria organica e
constataram uma menor eficiéncia do sanitizante na presenca de matéria organica
(KICH et al., 2004).

A atividade antibacteriana do hipoclorito de sédio ocorre quando este é
adicionado a agua e o acido hipocloroso € formado, responsavel pelo efeito
oxidante dos sistemas enziméticos celulares (ANDRADE, MACEDO, 1996). Vérios
estudos relatam a resisténcia de Salmonella spp. aos efeitos do cloro. Células de
Salmonella Weltevreden em biofilmes formados sobre aco inoxidavel

sobreviveram ao tratamento com solugdo contendo 10 mg.L™ de cloro livre com
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reducdo de apenas 0,74 log UFC/cm? de células aderidas (JOSEPH, OTTA,
KARUNASAGAR, 2001).

Em concentragdes a partir de 100 mg.L™, o hipoclorito de sddio € utilizado
como sanitizante nos procedimentos de higienizacdo de equipamentos e
utensilios, apresentando resultados satisfatérios de reducdo de células em
biofilmes microbianos (ROSADO, 2009; ESPER, 2010; JAENISCH, KUCHIISHI,
COLDEBELLA, 2010). O cloro ativo, apesar de suas limitaces, ainda € muito
usado no combate de biofilmes devido ao fato de que, além de eliminar as células,
€ também reconhecido por remover exopolissacarideo da superficie e fazer com
gue a aderéncia de novas células seja dificultada (MEYER, 2003). Concentracdes
altas de hipoclorito de sédio recomendadas como sanitizantes de ambiente,
equipamentos e utensilios ndo foram avaliadas neste estudo.

O acido peracético é um sanitizante de amplo espectro, pois atua como
agente bactericida e esporicida e por isso, é considerado um dos mais efetivos na
remocao de biofilmes e amplamente empregados em industrias de alimentos
(MARQUES et al.,, 2007). A atividade antimicrobiana do acido peracético é
baseada na liberacdo de oxigénio ativo, o qual apresenta grande capacidade de
oxidacdo do material celular (KITIS, 2004; ANDRADE, MACEDO, 1996). Na
concentracdo de 300 mg.L", usualmente é utilizado como sanitizante nos
procedimentos de higienizagcdo dos equipamentos e utensilios dos abatedouros
avicolas. Neste estudo, conforme apresentado na Tabela 11, o &cido peracético a
300 mg.L™" se mostrou eficiente em todos os sorotipos de Salmonella avaliados.
As contagens iniciais de células aderidas foram reduzidas a niveis inferiores a 1
log UFC/cm? apés este tratamento.

Embora, neste estudo, o acido peracético tenha sido um dos mais efetivos
sanitizantes no controle de biofilmes de Salmonella spp. em ago inoxidavel,
existem estudos que demonstram uma menor eficiéncia deste produto em
biofilmes formados por outros micro-organismos.

Rosado (2009) observou que o acido peracético na mesma concentracao
pesquisada neste trabalho, reduziu em 4 ciclos logaritmicos a populacdo de

Enterococcus faecium associada ao biofilme, porém nao reduziu a numeros
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abaixo do limite de deteccédo. Esper (2010) observou, na concentracao de 500
mg.L™ de 4cido peracético, uma reducdo de 2,3 UFC/cm? da populacéo inicial de
Bacillus cereus formados sobre cupons de ago inoxidavel na presenga de formula
infantil durante 5 dias (ESPER, 2010).

O produto FARMASEPT PLUS® é uma associagdo sinérgica entre
glutaraldeido (42,5%) e cloreto benzalcbnio (7,5%) com quaternarios ativos.
Conforme determinacdo do Ministério da Agricultura e Abastecimento, em sua
Instrucdo Normativa n°08, de 16 de Janeiro de 2002, este produto tem autorizacao
de uso (AUP) como sanitizante na higienizagdo de equipamentos, utensilios e
demais instalagcdes das industrias de alimentos de produto de origem animal sob
inspecdo federal (BRASIL, 2002). Geralmente, na concentragdo de 0,1% ¢é
utilizado na desinfeccdo de ovos, equipamentos e instalagdes dos incubatérios e
galpdes de granjas. Assim como o acido peracético, todas as células pertencentes
aos sorotipos de Salmonella avaliados neste estudo mostraram-se sensiveis ao
tratamento com FARMASEPT PLUS®.

Resultados semelhantes foram obtidos por Kich et al. (2004), que
pesquisando a eficiéncia de seis sanitizantes comerciais sobre células de
Salmonella Typhimurium, verificaram que o produto composto por glutaraldeido
(42,5%) e cloreto de benzalcbnio (7,5%), na concentracdo de 1:1000 em contato
com as amostras por 5 minutos, eliminou as células bacterianas a niveis inferiores
de 1 log UFC.

Este produto é considerado eficiente, pois atua na sintese de proteinas e
altera moléculas de DNA e RNA dos micro-organismos pela acao do glutaraldeido
presente em sua féormula a 42,5%. O cloreto de benzalcénio, presente em sua
composicdo a 7,5% altera a permeabilidade celular, promove a desnaturagao
protéica e inibe a acdo de enzimas (ANDRADE, MACEDO, 1996; BRASIL, 2007).

Okazaki (2003) avaliou a eficiéncia de desinfetantes a base de cloreto de
benzalcdnio e observou uma reducao superior a 7,0 log UFC das contagens de
células de Salmonella Choleraesuis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli
apos tratamento com este produto na concentracdo de 500 mg.L™" utilizando os
métodos de diluicdo de uso e teste de suspensao adaptado (OKAZAKI, 2003).
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5.5 Avaliacao da presenca dos genes sdia e luxs

A presencga do gene sdia foi detectada em todas as 65 cepas de Salmonella

estudadas e algumas amostras estao representadas na Figura 20.

1 2 3 4 56 7 8 9 10

274 pb

Figura 20. Gel de eletroforese do produto da PCR do gene sdia em Salmonella
spp.. 1. Marcador de peso molecular 100 pb; 2. Controle positivo
Salmonella Typhimurium ATCC14028; 3. S. Typhimurium (cepa P1-
21); 4. S. Newport (cepa P1-44); 5. S. Senftenberg (cepa P1-50); 6. S.
Infantis (cepa P1-59); 7. S. Enteritidis (cepa P1-64); 8. S. Agona (cepa
P1-27); 9. S. Schwarzengrund (cepa P1-35); 10. Controle negativo.

O gene sdia codifica a proteina SdiA que apresenta homologia a proteina
LuxR, capaz de regular a transcricao de fenotipos na presenca do autoindutor Al-
1. Bactérias do género Salmonella e Escherichia coli ndo possuem o homdlogo
Luxl, responsavel pela producdo de Al-1, porém reconhecem este autoindutor
produzido por outras espécies bacterianas (ATKINSON et al., 2006; SMITH et al.,
2008; DYSZEL et al., 2010).
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A proteina SdiA produzida por Salmonella spp. é capaz de se ligar a uma
grande variedade de estruturas moleculares de acil homoserina lactona (Al-1),
permitindo assim que células de Salmonella reconhegcam a presenga de micro-
organismos como Pseudomonas aeruginosa que produz acil homoserina lactona
(Al-1) tipo C4 e oxoC12 (MICHAEL et al., 2001); Aeromonas hydrophila que
produz Al-1 tipo C4 (SMITH et al., 2008) e Yersinia enterocolitica que produz Al-1
dos tipos C6 e oxoC6 (ATKINSON et al., 2006; DYSZEL et al., 2010). Entretanto,
as consequéncias deste reconhecimento ainda ndo estdo esclarecidas.
Provavelmente, este mecanismo de reconhecimento permite que cepas de
Salmonella percebam as condi¢cées do ambiente gastrointestinal dos hospedeiros
e a presenca de outros patdgenos estabelecendo assim, uma relacdo de
competicao (SOARES, AHMER, 2011).

O gene sdia também esta envolvido com a resisténcia de Salmonella spp.
as proteinas do complemento humano, que desempenha importante papel na
imunidade do organismo (AHMER, 2004). O Sistema Complemento é um
mecanismo de defesa desenvolvido pelo organismo humano, composto por
proteinas séricas e participam das defesas inatas (natural) e adquiridas (memoria).
Essas proteinas vao se ativando numa sequéncia determinada e induzem uma
série de respostas inflamatorias que auxiliam no combate a infecgdo (TRABULSI,
TOLEDO, 1996). O gene sdia também esta relacionado a multirresisténcia dos
micro-organismos aos antimicrobianos (RAHMATI, DAVIDSON, ZACHIEDRICH,
2002) e aos fatores que contribuem para a sua sobrevivéncia e colonizagéao
(HALATSI et al., 2006).

A presenca do gene luxs foi detectada em todas as 65 cepas de Salmonella

estudadas e algumas amostras estédo representadas na Figura 21.
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Figura 21. Gel de eletroforese do produto da PCR do gene luxs em Salmonella
spp.. 1 e 17. Marcador de peso molecular 1Kb; 2 e 18. Controle
negativo; 16 e 32. Marcador de peso molecular 100 pb; 3 a 15, 19 a
31. Cepas Salmonella spp. (P1-27 a P1-52).

O gene luxs estd relacionado com a producdo de autoindutor Al-2
(SURETTE, BASSLER, 1998; CHEN et al.,, 2002; TAGA, MILLER, BASSLER,
2003; MILLER et al., 2004; WATERS, BASSLER, 2005), responsavel pela
expressao de fatores de viruléncia em patdégenos como Salmonella Typhimurium
(ROY, ADAMS, BENTLEY, 2011). Neste trabalho, a capacidade de producdo do
autoindutor Al-2 pelos diferentes sorotipos de Salmonella foi confirmada nos
ensaios de bioluminescéncia (item 4.7).

Moléculas sinalizadoras de quorum sensing Al-2 estao presentes em mais

de 50 espécies de bactérias e controlam muitos processos celulares, incluindo

91



formacao de biofilmes e expressao de fatores de viruléncia (VENDEVILLE et al.,
2005; ROY, ADAMS, BENTLEY, 2011).

Soni et al. (2008) observaram que a presenca de autoindutor Al-2 promove
a prevaléncia de células de E.coli O157:H7 e que esse efeito protetor foi ausente
quando em contato com substancias inibidoras deste autoindutor.

O mecanismo de ag¢do de moléculas sinalizadoras de quorum sensing Al-2
produzidas por outros micro-organismos sobre células de Salmonella ainda nao
esta claro. Provavelmente cepas de Salmonella utilizam estes sinais externos para
reconhecimento do ambiente e producao de substancias e enzimas especificas
que direcionam e otimizam os recursos metabdlicos e energia para as
necessidades urgentes evitando assim o desperdicio de recursos com a producao
de exoenzimas, bacteriocinas e outras substdncias nao necessarias em
determinadas situacées (DOUROU et al., 2011).

5.6 Deteccao de moléculas sinalizadoras de quorum sensing Al-2

A presenga de moléculas sinalizadoras de quorum sensing Al-2 foi
investigada utilizando o biossensor Vibrio harveyi BB170, que na presenca deste
autoindutor expressa luminescéncia.

Todas as cepas de Salmonella foram submetidas ao teste e os resultados
dos ensaios de indugéo de bioluminescéncia estdo demonstrados na figura 22. Os
resultados obtidos indicam que os sorotipos de Salmonella analisados, além de
apresentarem o gene luxs, detectado nos testes de PCR, possuem a capacidade
de induzir o fendmeno de bioluminescéncia em Vibrio harveyi BB170, com indices
que variaram de 1,13 a 1,30, com destaque para as cepas de Salmonella
Enteritidis P1-22, P1-47 e P1-56, que mostraram maior atividade de indugdo que
as outras amostras testadas.

As amostras analisadas e seus respectivos valores de indugdo de
bioluminescéncia estao relacionados na Tabela 12.
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Figura 22. Inducdo de bioluminescéncia em amostras de Vibrio harveyi BB170
para deteccédo de autoindutor Al-2 de sobrenadantes de sorotipos de
Salmonella cultivados em caldo Luria-Bertani (LB) contendo 0,5% de
glicose. *Indugé@o da bioluminescéncia= RLU amostra/ RLU controle
negativo. RLU= relative light units.
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Tabela 12. Inducao de bioluminescéncia em cepas de Vibrio harveyi BB170 para
deteccado de autoindutor Al-2 de sobrenadantes de Salmonella spp.
cultivadas a 30°C por 6 horas em Luria-Bertani (LB) com 0,5% de

glicose.

Amostras IB* DP**

Controle positivo Escherichia coli O157:H7 1,22 0,011
Controle positivo Salmonella Typhimurium ATCC 14028 1,28 0,074
P1 - 01 Salmonella Enteritidis 1,23 0,030
P1-02 Salmonella Enteritidis 1,15 0,008
P1-03 Salmonella Enteritidis 1,21 0,038
P1-04 Salmonella Enteritidis 1,20 0,028
P1-05 Salmonella enterica subsp. Enterica (rugosa) 1,18 0,015
P1 - 06 Salmonella Newport 1,24 0,023
P1-07 Salmonella Enteritidis 1,13 0,051
P1-08 Salmonella Infantis 1,19 0,021
P1-09 Salmonella Enteritidis 1,25 0,090
P1-10 Salmonella Enteritidis 1,19 0,009
P1-11 Salmonella Enteritidis 1,21 0,015
P1-12 Salmonella Enteritidis 1,22 0,033
P1-13 Salmonella Enteritidis 1,16 0,007
P1-14 Salmonella Enteritidis 1,20 0,019
P1-15 Salmonella Enteritidis 1,19 0,035
P1-16 Salmonella Mbandaka 1,21 0,032
P1-17 Salmonella Enteritidis 1,22 0,049
P1-18 Salmonella Enteritidis 1,16 0,006
P1-19 Salmonella Enteritidis 1,16 0,017
P1-20 Salmonella Enteritidis 1,22 0,006
P1 - 21 Salmonella Typhimurium 1,19 0,011
P1-22 Salmonella Enteritidis 1,30 0,011
P1-23 Salmonella Enteritidis 1,17 0,050
P1-24 Salmonella Enteritidis 1,19 0,011
P1-25 Salmonella Enteritidis 1,24 0,089
P1-26 Salmonella Kentucky 1,17 0,039
P1-27 Salmonella Agona 1,19 0,004
P1-28 Salmonella Mbandaka 1,16 0,033
P1 - 29 Salmonella Enteritidis 1,20 0,011
P1-30 Salmonella Enteritidis 1,19 0,077
P1 - 31 Salmonella Livingstone 1,23 0,016
P1-32 Salmonella Enteritidis 1,18 0,023

(continua)
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Tabela 12. Indugéao de bioluminescéncia em cepas de Vibrio harveyi BB170 para
deteccdo de autoindutor Al-2 de sobrenadantes de Salmonella spp.
cultivadas a 30°C por 6 horas em Luria-Bertani (LB) com 0,5% de
glicose (continuacao).

Amostras IB* DP**
P1-33 Salmonella Enteritidis 1,23 0,060
P1-34 Salmonella Kentucky 1,18 0,073
P1-35 Salmonella Schwarzengrund 1,22 0,009
P1-36 Salmonella Enteritidis 1,22 0,050
P1-37 Salmonella Enteritidis 1,18 0,007
P1-38 Salmonella Enteritidis 1,19 0,017
P1-39 Salmonella Enteritidis 1,21 0,062
P1-40 Salmonella Enteritidis 1,23 0,024
P1 - 41 Salmonella Senftenberg 1,16 0,033
P1-42 Salmonella enterica subsp. Enterica (rugosa) 1,19 0,024
P1-43 Salmonella Newport 1,22 0,009
P1-44 Salmonella Newport 1,20 0,026
P1-45 Salmonella Enteritidis 1,22 0,045
P1-46 Salmonella Enteritidis 1,28 0,038
P1 - 47 Salmonella Enteritidis 1,30 0,032
P1 - 48 Salmonella Enteritidis 1,21 0,006
P1 - 49 Salmonella Senftenberg 1,25 0,025
P1 - 50 Salmonella Senftenberg 1,19 0,010
P1 - 51 Salmonella Enteritidis 1,21 0,042
P1-52 Salmonella Enteritidis 1,20 0,036
P1-53 Salmonella Enteritidis 1,21 0,020
P1-54 Salmonella Enteritidis 1,24 0,005
P1-55 Salmonella Enteritidis 1,19 0,067
P1-56 Salmonella Enteritidis 1,30 0,077
P1-57 Salmonella Newport 1,22 0,072
P1-58 Salmonella Newport 1,19 0,093
P1-59 Salmonella Infantis 1,20 0,046
P1-60 Salmonella enterica subsp. Enterica (rugosa) 1,21 0,072
P1 - 61 Salmonella Enteritidis 1,25 0,001
P1-62 Salmonella Enteritidis 1,23 0,043
P1-63 Salmonella Enteritidis 1,21 0,002
P1 - 64 Salmonella Enteritidis 1,16 0,002
P1-65 Salmonella Enteritidis 1,16 0,043

* Indugéo da bioluminescéncia: RLU amostra/ RLU controle negativo.

* Média de trés repeticoes independentes, em duplicata; ** Desvio Padrao
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As células de Vibrio harveyi BB170, utilizadas como biossensor neste
trabalho, apresentam uma mutacdo no gene sensor para Al-1 (autoindutor 1) e
produzem bioluminescéncia exclusivamente na presenca de Al-2. As células de
Vibrio harveyi BB170 sdo também capazes de produzir o autoindutor Al-2, pois o
gene luxs continua intacto (TAGA, XAVIER, 2011). Durante os ensaios, a medida
gue a concentracao de Al-2 exdgeno, presente nos sobrenadante do cultivo de
Salmonella diminui, devido a degradacdo das moléculas, a producdo de
bioluminescéncia também diminui, geralmente nas primeiras horas. Apos este
periodo, com o0 aumento da populacao de células de Vibrio harveyi BB170, ocorre
o acumulo de Al-2 endbégeno induzindo novamente a bioluminescéncia.
Considerando este fato de que as células de Vibrio harveyi BB170 também
produzem Al-2, a deteccdo deste autoindutor exégeno deve ser registrada
considerando o periodo imediatamente anterior a producao de Al-2 enddgeno,
pois mais tarde, geralmente ap6s 7 ou 8 horas, todas as amostras apresentam
bioluminescéncia (TAGA, XAVIER, 2011).

A producéo do autoindutor Al-2 em Salmonella spp. e também em outras
espécies de bactérias, esta associada as condicdes do meio de cultivo dos micro-
organismos. Surette & Bassler (1998) constataram que a presenca de 0,5% de
glicose no meio de cultivo de Salmonella Typhimurium, promove um aumento na
producao de Al-2, com pico maximo de producao apds 6 horas de cultivo. A partir
de 8 horas, estes autores observaram uma diminuigdo gradual de Al-2 até niveis
préoximos de zero apo6s 20 horas (SURETTE, BASSLER, 1998). O periodo em que
ocorre a producao de Al-2 também depende da espécie em questao. Células de
Salmonella Typhimurium produzem o autoindutor Al-2 na fase mid exponencial e
as moléculas sao degradadas a medida que o crescimento bacteriano atinge a
fase estacionaria. Este fato indica que o sistema quorum sensing em Salmonella
Typhimurium permite a comunicagdo das ceélulas, principalmente durante o
periodo de intensa divisdo celular e, provavelmente esta comunicacido esta
relacionada com indicativos do potencial de nutrientes disponiveis no ambiente.
Este comportamento € contrario ao observado em bactérias Vibrio fischeri. Neste

micro-organismo, o autoindutor Al-2 € produzido quando as células atingem altas

96



densidades populacionais, condicdo necessaria para a producdo de
bioluminescéncia. Na maioria dos sistemas quorum sensing, a concentracao de
autoindutor é um indicativo da densidade populacional (DOUROQOU et al., 2011).

Neste trabalho, observam-se valores de inducao de bioluminescéncia entre
1,13 a 1,30. Estes indices representam os resultados obtidos apds o cultivo de 6
horas a 30°C e agitacdo constante (fase mid exponencial). Os resultados
encontrados neste trabalho estdo préximos aos descritos por Taga e Xavier
(2011), que relatam indices de indugao de bioluminescéncia de 1,8 apés o cultivo
de 6 horas de Salmonella Typhimurium (TAGA, XAVIER, 2011).

Muito provavelmente, ensaios utilizando outros periodos de cultivo das
mesmas amostras resultardo em outros indices, uma vez que a produgédo de Al-2
pode ser influenciada pelas condi¢cdes de cultivo e pela fase de crescimento
bacteriano. A escolha do periodo de 6 horas de cultivo, neste trabalho, foi baseada
nos estudos com Salmonella Typhimurium (SURETTE, BASSLER, 1998), porém
outros sorotipos de Salmonella podem apresentar periodos especificos de maior
ou menor producdo de Al-2. Para determinar, ndo apenas a presenga, mas
também a concentracdo maxima de Al-2 produzido por cada sorotipo, é
necessario analisar a presenca do autoindutor Al-2 nos sobrenadantes de cada
cepa em todas as fases do crescimento.

A concentracao de Al-2 presente nos sobrenadantes dos cultivos pode ser
mais precisamente quantificada nos testes de transferéncia de energia por
fluorescéncia de ressonancia (FRET) utilizando a proteina CLPY, que consiste na
proteina LuxP (receptor de Al-2) unida a duas proteinas fluorescentes, uma
amarela (YFP) e outra azul (CFP). A relacdo entre as fluorescéncias YFP/CFP e
posterior comparagdo dos resultados com uma curva padrdao de Al-2 de
concentracdo conhecida, determina-se a concentracdo de Al-2 nas amostras em
questao (TAGA, XAVIER, 2011).
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6. CONCLUSOES GERAIS

e Dentre os 10 sorotipos de Salmonella identificados, os sorotipos S. Enteritidis
(resistente ao acido nalidixico, bacitracina, eritromicina e nitrofurantoina), S.
Senftenberg (resistente ao acido nalidixico, bacitracina, eritromicina e
nitrofurantoina) e S. Infantis (resistente a bacitracina e eritromicina) foram
isolados de aves vivas e também de produto final, indicando a persisténcia e
prevaléncia destas cepas ao longo da cadeia produtiva de frangos de corte,
apesar das inUmeras barreiras sanitarias adotadas na produgao.

e Todas as 65 cepas de Salmonella avaliadas apresentaram multirresisténcia a
dois ou mais antimicrobianos pesquisados, sendo que a maioria das cepas
(96,9%) apresentou resisténcia a bacitracina.

e Qs sorotipos S. Typhimurium, S. Newport, S. Enteritidis, S. Senftenberg e S.
Infantis avaliados sdo capazes de formar biofilmes em superficie de aco
inoxidavel a temperatura de 20°C apds 48 horas mesmo em condicoes de
restricdo de nutrientes disponiveis.

e Em cultivo misto de Salmonella Enteritidis e Enterococcus faecalis ATCC
7080, em meio TSB, observou-se que ambos podem coexistir num mesmo
ambiente e apesar da competicdo, sdo capazes de aderir € formar de
biofilmes sobre cupons de acgo inoxidavel em meio TSB, com predominio de
Enterococcus faecalis apds 48 horas a 20°C.

e As contagens de células aderidas de Enterococcus faecalis ATCC 7080
sobre a superficie de aco inoxidavel no cultivo isolado em meio APT 0,1%,
foram inferiores as contagens quando no cultivo isolado em meio TSB,
indicando a necessidade de meios mais nutritivos para a adesao e formacgéao
de biofilmes por este micro-organismo.

e Em biofilme misto com Salmonella Enteritidis em meio APT 0,1%, o
Enterococcus faecalis ATCC 7080 apresentou contagens de células aderidas
superiores as contagens deste mesmo micro-organismo quando em cultivo

isolado em meio APT 0,1%, indicando a importancia da presenca de células
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de Salmonella Enteritidis atuando como um suporte para a posterior adesao
das células de Enterococcus faecalis, nas condicoes estudadas.

O sanitizante di6xido de cloro estabilizado 100 mg.L" de CIO, se mostrou
ineficiente em todos os sorotipos avaliados com redugdo maxima de apenas
1,11 log UFC/cm? da populacdo de Salmonella spp. aderida nos cupons de
aco inoxidavel.

O sanitizante hipoclorito de s6dio 5 mg.L" de cloro residual total (CRT)
apresentou eficiéncia muito mais expressiva que o dioxido de cloro
estabilizado em todos os sorotipos avaliados com reducdo minima de 3,89
UFC/cm? no sorotipo S. Enteritidis, sendo mais eficiente nos sorotipos S.
Typhimurium e S. Newport.

Os sanitizantes FARMASEPT PLUS® (composto de cloreto benzalcénio
7,5% e glutaraldeido 42,5%) a 0,1% e acido peracético 300 mg.L-' APA se
mostraram o0s mais eficazes estabelecendo reducées maiores que 4,9
UFC/cm? de células de Salmonella spp. aderidas nos cupons de aco
inoxidavel.

Os diferentes sorotipos de Salmonella avaliados apresentaram padroes
distintos de adesdo em superficie de aco inoxidavel, com destaque para o
sorotipo Newport, que apresentou o maior nimero de células aderidas apo6s
48 horas em meio TSB a 20°C e o menor numero de células eliminadas apds
o tratamento com agua destilada estéril, indicando a intensa adesao que este
sorotipo apresenta sobre esta superficie, nas condicdes estudadas.

Todas as 65 cepas de Salmonella avaliadas apresentaram os genes luxs e
sdia nos testes de PCR, indicativos da presenca de fenétipos envolvidos em
sistemas quorum sensing e produziram moléculas sinalizadoras de quorum
sensing Al-2 na fase mid exponencial, ap6s 6 horas de cultivo, detectadas

nos testes de bioluminescéncia utilizando o Vibrio harveyi BB170.
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