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RESUMO

A principal causa da infecgdo humana por Salmonella spp. é a ingestao de
alimentos de origem animal contaminados, com destaque para a carne de aves e
seus derivados. Entre as salmonelas paratificas mais isoladas de aves no Brasil, o
sorovar Minnesota tem se destacado pela alta prevaléncia em amostras de frango.
Porém, pouco se conhece sobre a real importancia deste sorovar em saude publica,
e até o momento, sdo poucos os relatos deste sorotipo como responsavel por surtos
de salmonelose humana no mundo. O biofilme representa uma importante fonte de
contaminacgao de alimentos que pode estar presente em varios pontos da cadeia de
processamento da carne de frango, e assim, pode ser uma das causas da
perpetuacdo de S. Minnesota nas plantas de abate. A dissertacao foi fracionada em
trés capitulos, sendo o primeiro referente as consideragbes gerais dos tdpicos
abordados nos demais capitulos. O segundo capitulo investigou 29 cepas de S.
Minnesota, isoladas na cadeia de producdo de duas industrias avicolas com ciclo
completo de producdo, durante o periodo de 2009 a 2014. Nas cepas foram
determinados: a capacidade de formar biofilmes, a presenca de genes especificos
relacionados a estas comunidades e a disseminacao das cepas por meio da
similaridade genética. No terceiro capitulo, selecionou-se trés das 29 cepas de S.
Minnesota por serem distintas filogeneticamente na tipagem molecular e na
classificagdo tradicional de biofilme. Nessas, foram avaliadas a formacao de
biofiimes em materiais comumente utilizados na industria, tais como polipropileno,
poliuretano e ago inoxidavel, antes e apos o tratamento com agentes sanitizantes:
hipoclorito de sédio 1% e acido peracético 0,8%, e ainda, determinar se apds estes

tratamentos, em ambiente favoravel, ha recuperagao do micro-organismo viavel.

Palavras-chave: adrA. csgD. Higienizacao. luxS. RAPD. Salmonelose.



ABSTRACT

The main cause of human infection with Salmonella spp. is the ingestion of
contaminated food of animal origin, with emphasis on poultry meat and its
derivatives. Among the most isolated paratyphoid Salmonella in Brazil, the serovar
Minnesota has been noted for its high prevalence in chicken samples. However, little
is known about the real importance of this serovar in public health, and to date, there
are few reports of this serotype as responsible for outbreaks of human salmonellosis
worldwide. Biofilm represents an important source of food contamination that may be
present at various points in the chicken meat processing chain, and thus may be one
of the causes of S. Minnesota's perpetuation in slaughter plants. The dissertation
was divided in three chapters, the first referring to the general considerations of the
topics covered in the other chapters. The second chapter investigated 29 strains of
S. Minnesota isolated in the production chain of two poultry industries with complete
production cycle during the period from 2009 to 2014. In the strains were determined
the ability to form biofilms, the presence of specific genes related to these
communities and the dissemination of strains through genetic similarity. In the third
chapter, three of the 29 S. Minnesota strains were selected considering their
phylogenetically distinction in molecular typing and in the traditional biofilm
classification. In these, the formation of biofilms in materials commonly used in
industry, such as polypropylene, polyurethane and stainless steel, were evaluated
before and after treatment with sanitizing agents: 1% sodium hypochlorite and 0.8%
peracetic acid, and to determine if after these treatments in a favorable environment,

there is recovery of the viable microorganism.

Keywords: adrA. csgD. Sanitation. luxS. RAPD.Salmonellosis.
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CAPITULO 1

CONSIDERAGCOES GERAIS
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1 INTRODUGAO

Os representantes do género Salmonella se destacam entre os principais
agentes causadores de infecgbes alimentares no Brasil e no mundo (BRASIL, 2015;
EFSA, 2014; CDC, 2016). Entre os alimentos envolvidos em casos e surtos por
Salmonella na Unido Européia, Estados Unidos e outros paises em que ha vigilancia
ativa, o consumo de alimentos origem animal, principalmente a carne de frango ¢ a
mais importante fonte de infecgdes para os humanos (LANDINEZ, 2013; EFSA,
2015; CDC, 2015; MILAN, TIMM, 2015; CDC, 2016).

Em estudo desenvolvido no Brasil no periodo de 2008 a 2010, o género se
destacou entre os mais notificados em surtos de doencas transmitidas por alimentos
(DTAs) no estado de Sao Paulo. O sorovar S. Enteritidis foi responsavel por 17
surtos (4,6%) e Salmonella spp. por 13 (3,6%) (De OLIVEIRA, 2013). Um estudo
mais abrangente publicado pelo Ministério da Saude apontou que dentre os agentes
etiolégicos responsaveis pelos surtos de DTA, no periodo de 2000 a 2015, o género
Salmonella foi o agente mais prevalente, responsavel por 14,4% dos surtos
notificados (BRASIL, 2015). Entre 2007 e 2016 o Sistema de Informagao de Agravos
de Notificacdo (SINAN) notificou 6.632 Surtos de DTAs no Brasil, sendo 90,5% deles
provocados por bactérias e Salmonella spp o agente mais prevalente quando foi
possivel a identificacdo do agente etiolégico (BRASIL, 2016). Nos Estados Unidos
(EUA), este patéogeno também foi citado pelo amplo envolvimento em DTAs,
representando 40% dos casos registrados no ano de 2012, seguido por
Campylobacter, com 35% (CDC, 2014).

Salmonella enterica subsp. enterica é constituida por mais de 2400 sorotipos.
Desses, menos de 100 estido envolvidos em casos de salmonelose humana
(POPOFF; BOCKEMUHL; GHEESLING, 2004).

Entre as salmonelas paratificas mais isoladas de aves no Brasil, o sorovar
Minnesota tem se destacado pela alta prevaléncia em amostras de frango. Voss-
Rech et al. (2015) demonstrou a emergéncia deste sorovar no pais, o qual foi o mais
prevalente, representando 40,24% dos isolamentos, seguido de S. Infantis (14,63%)
e S. Heidelberg (7.31%). Na Bélgica, CODA-CERVA (2014) relatou aumento
representativo na ocorréncia deste sorovar em frangos de corte no pais, que se
tornou o segundo sorotipo mais comumente isolado neste alimento, passando de 2%
em 2009 para 17,6% em 2012.
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Na avaliacédo de alimentos para consumo humano, com excecao de carcacas
de frangos, € exigida a auséncia de Salmonella spp. em 25g (BRASIL, 2001).
Assim, mesmo com o pouco conhecimento do envolvimento de S. Minnesota nos
casos de salmonelose humana, o aumento no numero de isolamentos leva a
impacto nas empresas beneficiadoras de frango de corte, tornando importante
investigar os fatores que contribuem para a sua presenga no ambiente e alimentos,
assim como de métodos para o seu controle.

Uma importante forma de as bactérias se perpetuarem no ambiente é sua
associacdo em biofilmes, onde permanece na forma séssil, que é considerada uma
estratégia para sua persisténcia. Varios fatores influenciam na associagdo das
bactérias nessas comunidades, incluindo o tipo de superficie e suas imperfeicdes, o
tempo de contato, os agentes quimicos utilizados na higienizagéo e o periodo entre
higienizagcbes (CHORIANOPOULOQOS et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009; PUI et
al., 2011; TANG et al., 2012; KARACA et al., 2013; CORCORAN et al., 2014; De
OLIVEIRA et al., 2014; SILVA et al., 2014; VIVIAN, 2014; ZIECH et al., 2016). A
producédo de biofilmes por micro-organismos patogénicos é considerada uma
estratégia de sobrevivéncia em ambientes desfavoraveis e, portanto, um fator de
viruléncia (MILAN; TIMM, 2015).

Para a industria carnea, a formacao de biofilmes gera prejuizos, pois sua
presenca determina o descarte do alimento contaminado ou diminui sua vida util de
prateleira. Quando nessas comunidades as bactérias apresentam uma maior
resisténcia aos sanitizantes, isso desencadeia o uso de agentes quimicos em maior
concentragcdo ou em espagos de tempo reduzido, que resultam em aumento dos
processos corrosivos nos equipamentos, tempo na jornada laboral de colaboradores
e paradas na producgao para sua eliminagao do ambiente (VIANA, 2006; ROSADO,
2009).

O alto indice de isolamentos de S. Minnesota na cadeia produtiva avicola
(FREITAS, 2011; CODA-CERVA, 2014; VOSS-RECH et al., 2015) alerta para a
capacidade intrinseca deste sorovar em se adaptar as condi¢gdes do ambiente, seja
na granja ou no abatedouro, e assim se fixar as superficies, tornando estes locais
pontos constante de contaminagao.

Diversos estudos demonstram que Salmonella spp é capaz de aderir e formar
biofilme em superficies tais como plastico (poliestireno, polietilieno e polipropileno),

lona (poliuretano) e ago inoxidavel, que sdao comumente usados na industria de
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processamento e manipulagédo de alimentos (JOSEPH et al., 2001; CHMIELEW SKI;
FRANK, 2003; MACHADO, 2007; STEENACKERS et al.,, 2012; MILAN, TIMM,
2015).

Assim, sao necessarios estudos que demonstrem a influéncia das superficies
na formagéo de biofilmes por S. Minnesota e quais os agentes quimicos sdo mais
indicados para o seu controle. Ensaios baseados em caracteristicas fenotipicas tém
sido utilizados para a avaliacdo da formacdo destas comunidades, sendo o mais
citado na literatura a avaliacdo de biomassa em microplacas de poliestireno com a
quantificacéo de células vivas e mortas (RODRIGUES et al., 2009; DIEZ-GARCIA et
al., 2012; LIANOU e KOUTSOUMANIS, 2012; WANG et al., 2013).

Quanto aos agentes quimicos utilizados para higienizagado das industrias, ha
no mercado varias opgdes. Entre eles, compostos clorados, detergente alcalino,
detergente neutro, ambnia quaternaria, acido peracético e clorexidina (JAENISCH;
KUCHIISHI; COLDEBELLA, 2010; MACHADO et al., 2010; COLLA et al., 2012).
Porém, ndo ha estudos especificos que verifiquem a acdo destes agentes em
biofilmes de S. Minnesota e sobre a influéncia do tipo de superficie na formagao das
comunidades formadas por esse sorovar.

Entender a caracteristicas genotipicas de S. Minnesota que conferem maior
adaptagcao ambiental relacionado a formacdo de biofilmes, a disseminagdo das
cepas e os fatores que propiciam sua formagao, como o tipo de superficie e os
agentes quimicos mais adequados para sua remogao, subsidiam a implantacao de
acgdes para o seu controle. Tal compreensao permite também sugerir melhores
opg¢oes para higienizagao das industrias, evitando assim a contaminagao das plantas
e, consequentemente, dos alimentos produzidos, sendo este o objetivo fundamental
da industria avicola, diante de um consumidor mais consciente e também de

importadores cada vez mais exigentes.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Determinar em S. Minnesota isoladas na cadeia de producdo avicola: sua
similaridade genética, a capacidade de produzir biofilmes, a presenga de genes
especificos relacionados a formagédo destas comunidades, os agentes quimicos

utilizados para a remocéao e a disseminacgao das cepas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFCOS

Avaliar em cepas de S. Minnesota isoladas na cadeia de producgao avicola:

- a similaridade genética utilizando a técnica de RAPD-PCR,;

- a capacidade de formar biofimes em microplacas de poliestireno
classificando-as como fracas, moderadas e fortes;

- a presenga dos genes csgD , adrA e luxS, relacionados a formagao de
biofilmes;

- quantificagdo da biomassa e das células viaveis em biofilmes formados em
poliuretano, poliestireno e ago inoxidavel;

- utilizar um ensaio de viabilidade celular para verificar a eficiéncia do contato
por 15 minutos dos sanitizantes hipoclorito de sédio 1% e acido peracético 0,8% na
inibicdo dos biofilmes;

- determinar se apds o tratamento dos biofilmes com os agentes quimicos ha
recuperacdo de células viaveis quando os mesmos sao submetidos a condigbes
nutricionais e ambientais favoraveis por 24h;

- a partir dos resultados encontrados sugerir alteragcbes nos planos de

higienizacao das industrias.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Salmonella spp e S. Minnesota

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae. S&o bacilos
Gram-negativos, ndo formadores de esporos, aerébicos ou anaerdbicos facultativos.
Possuem como condi¢cdes otimas de crescimento a temperatura de 37°C e o pH
préximo a neutralidade (D’AOUST; MAURER, 2007). A maioria dos sorovares com
importancia para a saude publica sdo modveis, oxidase negativa, catalase positiva,
reduzem nitrato a nitrito e sdo vermelho de metila positivas. Fermentam a glicose
com produgdo de acido e gas, ndo fermentam a lactose e a sacarose, produzem
H>S, ndo produzem indol ou hidrolisam ureia e descarboxilam lisina e ornitina.
Fermentam o dulcitol, ndo utilizam o malonato e a maioria dos sorotipos utiliza o
citrato como fonte de carbono (SILVA et al., 2007).

O género é constituido pelas espécies S. bongori e S. enterica, esta ultima
espécie com seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e
indica, que de acordo com o perfil antigénico agrupam mais de 2400 sorotipos
(POPOFF; BOCKEMUHL; GHEESLING, 2004).

Salmonella € um dos mais importantes patégenos zoondticos transmitido
pelos alimentos. Esses micro-organismos causam enfermidades de gravidade
variada em humanos e animais, que resultam em custos médicos elevados e
prejuizo as industrias produtoras (LEE et al., 2015).

Entre os alimentos envolvidos em casos de surtos por Salmonella na Unidao
Européia, Estados Unidos e outros paises em que ha vigilancia ativa, o consumo de
alimentos origem animal, principalmente a carne de frango, € a mais importante
fonte de infeccbes aos humanos (LANDINEZ, 2013; EFSA, 2015; CDC, 2015;
MILAN, TIMM, 2015; CDC, 2016).

No Brasil, Salmonella é o agente etiolégico mais prevalente em surtos
alimentares oficialmente notificados em que ha identificagdo do micro-organismo
(BRASIL,2016).

Dados publicados pela Divisdo de Doengas de Transmissao Hidrica e
Alimentar do Centro de Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria de Estado da Saude
de Sao Paulo (DDTHA-CVE-SESSP) demonstraram a ocorréncia de 459 surtos de
diarreia com etiologia identificada, no periodo de 1999 a 2003. Destes, 325
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episodios (70,8%) foram causados por bactérias, sendo 140 (43,1%) atribuidos a
Salmonella spp (DDTHA, 2005). No mesmo estado, entre 2008 a 2010, o género se
destacou entre os mais notificados, com o sorovar S. Enteritidis responsavel por 17
surtos (4,6%) e Salmonella spp. por 13 (3,6%) (De OLIVEIRA, 2013).

Dados oficiais do Ministério da Saude demonstram que entre os agentes
etiolégicos responsaveis pelos surtos de DTAs no periodo de 2000 a 2015,
Salmonella foi o agente mais prevalente, responsavel por 14,4% dos surtos
notificados (BRASIL, 2015). J& no periodo entre 2007 e 2016, o Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) notificou 6.632 Surtos de DTAs,
sendo 90,5% deles provocados por bactérias e Salmonella spp. o agente mais
prevalente quando foi possivel a identificagdo (BRASIL, 2016).

Nos Estados Unidos este patégeno também foi citado pelo amplo
envolvimento em DTAs, representando 40% dos casos registrados no ano de 2012,
seguido por Campylobacter, com 35% (CDC, 2014). Também em 2015, Salmonella
foi o micro-organismo de maior ocorréncia em alimentos de origem animal
contaminados, com destaque para o consumo da carne de aves que contribuiu com
6,5% dos casos e a carne de peru com 4,6% (CDC, 2016).

De acordo com Muniz (2014), Salmonella esta ligado as aves desde os
primérdios da producgao avicola, sendo sua epidemiologia e controle complexos e
relacionados a varios fatores como o sorovar, hospedeiro, ambiente e caracteristicas
geograficas.

Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Minnesota foi isolada pela
primeira vez, em 1936, em um peru de uma granja no estado de Minnesota nos EUA
(EDWARDS; BRUNER, 1938).

Ha constante alteracdo entre os sorovares de Salmonella mais isolados no
Brasil e no mundo, assim como naqueles mais envolvidos com saude publica.
(FINSTAD et al., 2012). Atualmente, S. Minnesota tem trazido preocupagao pelo
aumento no numero de isolamentos na cadeia de produgdo de carne de aves
(FREITAS, 2011; CODA-CERVA, 2014; VOSS-RECH et al., 2015) e pelo fato de
pouco se conhecer sua sobre seu potencial zoonético. Somente no ano de 2013
ocorreu o primeiro relato do envolvimento deste sorovar como responsavel por
urosepse em um paciente imunodeprimido pela sindrome de Crohn’s
(STEINEBRUNNER et al., 2013). Porém, este relato isoladamente, principalmente
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por tratar-se de paciente imunocomprometido, n&do permite estabelecer sua
importancia em saude publica.

Freitas (2011) aplicou a técnica de ribotipagem para identificagdo de cepas de
Salmonella provenientes de frangos de corte no Brasil no periodo de 2009 a 2010.
Constatou que S. Minnesota foi 0 segundo sorovar mais identificado em amostras de
origem avicola, evidenciando que este sorovar vem ocupando espago entre 0s
principais isolados de aves no Brasil.

No ano de 2012 distintos sorovares de Salmonella isolados de carne de
frango importada do Brasil foram reportados na Europa, sendo os mais identificados:
S. Heidelberg seguida de S. Minnesota (RASFF, 2012). No banco de dados do
Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF) ha relato de trés identificagbes de S.
Minnesota no ano de 2017 em amostras de carne de frango brasileiras. Uma cepa
foi identificada na Eslovaquia em peito de frango salgado congelado e duas cepas
foram isoladas na Alemanha em amostras de filetes de peitos de frangos
congelados, sendo um salgado e outro natural (RASFF, 2017a; RASFF, 2017b).

Voss-Rech et al. (2015) demonstraram a emergéncia de S. Minnesota no
Brasil, o qual foi o sorovar mais isolado de swabs de arrasto em propriedades de
frango de corte, representando 40,24% dos isolamentos, seguido de S. Infantis
(14,63%) e S. Heidelberg (7,31%). Na Bélgica, o Centro de Pesquisa de Veterinaria
e Agronomia (CODA-CERVA) demonstrou um aumento representativo na ocorréncia
deste sorovar em carnes de frangos de corte no pais, que se tornou o segundo
sorotipo mais comumente isolado neste alimento, passando de 2% em 2009 para
17,6% em 2012 (CODA-CERVA, 2014).

De acordo com Pickler et al. (2014), salmonelas paratificas, como S.
Minnesota ndao causam sinais clinicos nas aves, porém persistem no intestino
destas, fator que favorece sua disseminagao na cadeia produtiva.

Apesar da pouca evidéncia entre associagao de S. Minnesota com doencga
nas aves ou em saude publica, a presengca de representantes deste género
bacteriano na carne é indesejavel e interfere na relagao comercial entre os paises,
podendo levar até mesmo a interdicdo do alimento exportado (BACK; ISHIZUKA,
2010).
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3.2 Biofilmes

Flach, Karnopp e Cor¢ao (2005) definem biofilmes como agregados de micro-
organismos embebidos em uma matriz polimérica e aderidos a uma superficie
sélida, formando uma estrutura porosa e altamente hidratada contendo
exopolissacarideos e pequenos canais por entre as micro colbnias. Donlan e
Costerton (2002) propdem que biofilmes foram a primeira forma de vida comunitaria
registrada no planeta e estima que a maioria dos micro-organismos na terra possam
se organizar nesse formato.

Ja Shirtliff, Mader e Camper (2002) e Harrison, Turner e Ceri (2005)
descrevem biofilmes como comunidades multicelulares aderidas a uma superficie
bidtica ou abidtica circundadas por uma matriz polimérica extracelular EPS
(Extracellular Polimeric Surface) secretada pelas préprias bactérias.

No ambiente, a bactéria € encontrada na forma planctonica (livre), mas
quando em biofilmes, que é considerada uma estrutura de persisténcia microbiana,
adquire a forma séssil que é imovel.

Este tipo de organizagcéo néo € necessariamente um fator de viruléncia, uma
vez que muitos micro-organismos nao patogénicos os produzem. No entanto,
biofiimes formados por patdégenos parecem facilitar a sobrevivéncia desses no
ambiente e no hospedeiro (HALL-STOODLEY; STOODLEY, 2005). Assim, a
associagdo nestas comunidades sao reconhecidas como um fator que pode
contribuir com os surtos de toxi-infecgdes alimentares (CHMIELEWSKI; FRANK,
2003; MAIJALA; RANTA; SEUNA, 2005; STEENACKERS et al., 2012).

Especialistas sugerem que a maioria dos surtos, cujos agentes etioldgicos
sdo transmitidos por alimentos, parece estar associada a biofilmes. Justificam tal
teoria pelo fato dos surtos serem esporadicos e nao continuos, assim como somente
algumas porgdes dos produtos estarem contaminadas, consequéncia do
desprendimento intermitente dos micro-organismos dos biofilmes, que é dependente
do periodo entre higienizagbes e outros fatores (ZOTTOLA, 2001; KASNOWSKI et
al., 2010).

Quando Salmonella encontra-se em biofilmes estd mais protegida contra
agressdes ambientais, fato que dificulta a sua eliminagao e favorece sua adaptagao
em ambientes com diferentes fatores de estresse, entre eles, a exposi¢cao a
antibidticos e sanitizantes (BURMOLLE et al., 2010; STEENACKERS et al., 2012).



27

A formacdo de biofilmes pela aderéncia de Salmonella spp. a superficies e
utensilios na industria alimentar pode ocorrer em diferentes tipos de materiais
abidticos como plastico, borracha, vidro, aco inoxidavel, entre outros. O problema se
amplifica se houver presenga de matéria organica, longo periodo entre as
higienizagbes e imperfeicdes nas superficies (CHORIANOPOULOS et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2009; PUI et al., 2011; TANG et al., 2012; KARACA; AKCELIK;
AKCELIK et al., 2013; CORCORAN et al., 2014; De OLIVEIRA et al., 2014 ; SILVA
et al., 2014 ; VIVIAN, 2014; ZIECH et al., 2016).

Estudos prévios com S. Enteritidis demonstraram a formagao de biofilmes in
vitro com o uso de meios de cultura comerciais ricos em nutrientes como o caldo LB
(Luria Bertani) em temperatura ambiente (28°C), onde produziram uma pelicula na
interface ar-caldo cuja matriz € composta principalmente por fimbrias curli e celulose
(ZOGAJ et al., 2000; SOLANO et al., 2002).

Existem quatro componentes imprescindiveis na formagao de biofilmes por
Salmonella: possuir fimbrias Curli (fimbrias agregativas finas), produzir celulose,
polissacarideos capsulares e lipopolissacarideos (LPS) (CORCORAN, 2013). A
transcricdo das fimbrias Curli € ligada a biossintese de celulose e resulta na
producado da matriz extracelular e em fortalecimento das ligagées entre as células e
a superficie (ROMLING et al., 2000; ZOGAJ et al., 2000).

A expressdao das fimbrias Curli é controlada pelo gene csgD (gene da
subunidade Curli), e apdés a delegcdo do mesmo, a bactéria perde a capacidade de
produzir a matriz (ROMLING et al. 2000; GERSTEL; ROMLING, 2003). A produgéo
de celulose é regulada pelo gene adrA (SOLANO et al., 2002) e co-regulada pelo
gene csgD (GERSTEL; ROMLING et al., 2003). A expressédo destes genes csgD e
adrA formam a matriz dos biofilmes, ou a matriz polimérica extracelular (GERSTEL,;
ROMLING, 2003). Porém, somente possuir genes especificos para a formacgéo e
sinalizacao dos biofilmes como csgD e adrA, nao permite afirmar que as estirpes de
fato, formem biofilmes, sem uma observacado das condi¢des ambientais necessarias
para sua expressao (MONDS; O'TOOLE, 2009).

Ja o polissacarideo capsular € relacionado a persisténcia bacteriana no
ambiente, e diferentemente das expressées dos genes csgD e adrA, nao esta
relacionado ao arranjo estrutural dos biofilmes (GIBSON et al., 2006). Porém mesmo

tendo este papel importante na formagao de biofilmes, 0 mesmo nao é fundamental
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para a aderéncia de S. enterica em superficies (STEENACKERS et al., 2012;
CORCORAN, 2013).

Os lipopolissacarideos (LPS) atuam na formag¢ao de biofilmes (CORCORAN,
2013) e quando ha delecéo de genes relacionados a sua expressao, o resultado € a
queda ou perda total da habilidade de formagdo de biofiimes (KIM; WEI, 2009;
CORCORAN, 2013).

Além dos genes csgD e adrA, estudos sugerem que Salmonella spp. possui
um sistema de comunicagdo entre células (SMITH; FRATAMICO; NOVAK, 2004,
AMMOR; MICHAELIDIS; NYCHAS, 2008) denominando quorum sensing (QS). Este
sistema é responsavel por importantes fungbes em varios processos fisiologicos,
incluindo motilidade, formagao do biofilme, expressdo de genes de viruléncia e a
colonizagdo na célula hospedeira (YOON; SOFOS, 2008; BOYEN et al., 2009;
PLUMMER, 2012).

O mecanismo de QS é dependente da liberacao de moléculas sinalizadoras
chamadas auto-indutores (Als), que fazem com que as bactérias coordenem a
expressao génica e iniciem uma resposta a nivel de populacdo (KELLER;
SURETTE, 2006; QUINONES et al., 2009).

O gene luxS esta associado a sintese de um auto indutor denominado 1A-2
(RAJAN et al., 2005), que sdao moléculas com potencial para reconhecer e incluir
populagdes mistas no biofilme, além de permitir que uma espécie bacteriana emita
sinais que sao reconhecidos e geram resposta em outra espécie (XAVIER;
BASSLER, 2003).

A influéncia do QS no controle da formacao e desenvolvimento do biofilme ja
foi observada em S. Typhi (PROUTY; SCHWESINGER: GUNN, 2002) e S.
Enteritidis (CAMPOS-GALVAO, 2012). Em Salmonella, esse sistema utiliza o gene
luxS para a sintese de Al-2 (SURETTE; MILLER; BASSLER, 1999; De
KEERSMAECKER; SONCH; VANDERLEYDEN, 2006). Este auto indutor esta
envolvido na regulacdo de genes especificos para a formagao de biofiime por S.
Typhimurium (STEENACKERS et al., 2012) e utilizado para comunicacgéao intra e
interespécie (SCHAUDER; BASSLER, 2001; CHEN et al., 2002).
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3.3 Consequéncias da adesao microbiana na industria alimentar

A automacgao no processamento industrial da carne de aves faz com que o
alimento permanecga em contato repetido com as superficies, aumentando assim as
oportunidades de transferéncia e ligacdo de Salmonella spp, favorecendo a
formacao de biofilmes (WANG et al., 2013).

A formacdo de biofilmes dentro da linha de produgdo eleva a carga
microbiana e, muitas vezes, contamina os alimentos com patdégenos que compdem a
estrutura do biofilme, devido ao desprendimento de porcdes aderidas. Diante disto,
podem colocar em risco a saude do consumidor e a qualidade do alimento atuando
como fonte cronica de contaminagao (CAIXETA, 2008), podendo ainda fomentar
prejuizos financeiros a industria em decorréncia da diminui¢do da vida de prateleira
e dos gastos para sua eliminagao.

O biofilme inicia-se na linha de produgcdo com a adsorcido de moléculas
inorganicas e organicas formando um filme condicionante. As proteinas das carnes
manipuladas nas superficies sdo exemplos de moléculas organicas neste ambiente.
Posteriormente, ocorre a aproximacgao das células microbianas, as quais se aderem,
podem resistir aos tratamentos com sanitizantes e se multiplicar (TONDO, 2011).

A fixacado bacteriana e a posterior formagao de biofilme em uma ampla gama
de superficies comumente utilizadas no processamento de alimentos, pode ocorrer
em tempos de contato tdo curtos como 20 minutos, dependendo do micro-organismo
e das condigbes ambientais (LINDSAY; VON HOLY, 1997).

A higiene na industria de alimentos é tema de constantes estudos e
programas, uma vez que erros nos procedimentos de higienizagdo permitem que os
residuos aderidos as superficies e aos equipamentos transformem-se em potencial
fonte de contaminacdo. Micro-organismos aderidos as superficies interagem com
estas e iniciam o crescimento celular, dando origem a colbénias e formando
agregados de massa celular contendo nutrientes, residuos e outros micro-
organismos, constituindo assim o biofilme (MILLEZI,2012).

Existem varios fatores concernentes a formacao de biofilmes, entre os quais
se destacam as caracteristicas fisico-quimicas do material sobre o qual estao
aderidos e a expressao de fatores de viruléncia por parte dos micro-organismos,
como a producdo de capsula exopolimérica e fimbrias (SANTOS, 2009). Nos

materiais dotados de diferentes grupos funcionais em sua composicdo quimica, a
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diferenga do numero de células aderidas ocorre por efeito da interacdo bactéria-
superficie, a qual depende da hidrofobicidade e carga do material (KATSIKOGIANNI;
MISSIRLIS, 2004).

Salmonella spp. aderem numero mais elevado em materiais mais hidrofobicos
(DONLAN; CONTERTON, 2002; SINDE; CARBALLO, 2000; CUNLIFFE et al., 1999).
Entre os materiais de uso na industria, o ago inoxidavel AISI (American lron and
Steel Institute) 304 é reconhecido por ser um material hidrofilico, o qual é
desfavoravel para a formacgao de biofilme, enquanto o plastico, como polipropileno e
a lona (poliuretano) sao hidrofobicos (DONLAN; CONTERTON, 2002; SINDE;
CARBALLO, 2000).

3.4 Higiene e sanitizantes na industria alimentar

Biofilmes sao resistentes a processos de sanitizagcdo, que normalmente sao
letais as células planctbnicas. Por isso, € necessario evitar a adesao de células
livres a superficies, fazendo um programa de higienizagao eficaz dentro da industria
alimenticia. De acordo com Van Houdt e Michiels (2010), a maior resisténcia a
biocidas, observada para células em biofilmes pode ser decorrente da interferéncia
da matriz EPS. Estas estruturas além de limitar a difusdo dos sanitizantes, podem
reagir e causar a inativagdo dos mesmos (VIDAL; RAGOT; THIBAULT, 1997), ja que
alguns agentes quimicos podem ter sua acdo reduzida ou mesmo eliminada na
presenga de compostos organicos (GILBERT; ALISSON; MCBAIN, 2002).

Sanitizar significa restringir micro-organismos de importancia para a saude
publica a niveis considerados seguros, com base em parametros estabelecidos, sem
acometer a qualidade do produto nem a sua seguranca (FDA, 2017).

O teste oficial da eficiéncia de sanitizantes preconiza que para atenuar a
contaminagdao de superficies de contato com alimentos a um nivel seguro é
geralmente necessario que os agentes sejam capazes de reduzir em 99,999% as
contagens dos micro-organismos (5 ciclos Log) em 30 segundos (AOAC, 2009).
Porém, Maretrg et al. (2009) afirmam que quando trata-se de células aderidas como
em biofilmes, este nivel é alcangado quando ha uma redugao das células aderidas a
uma superficie de pelo menos 4 ciclos Log.

Assim, a sanitizagdo € reconhecida como sendo um procedimento

indispensavel para prevenir a formagao de biofilmes. Quanto maior a biomassa do
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biofilme, mais dificil sera sua inativacdo ou remocéo, sendo importante, portanto,
que o meétodo de sanitizagéo seja capaz de reduzir o numero das células livres e de
prevenir sua adesao (MILLEZI et al., 2012).

Propdem-se trés diferentes estratégias para prevenir a formagao de biofilmes
em superficies: a) higienizagdo imediata, antes do desenvolvimento do biofilme; b)
uso de sanitizantes para eliminar células aderidas e, c) inibicdo da adesdo de micro-
organismos pela triagem de materiais de superficies que ndo permitam facilmente a
adeséo ou agregacao de nutrientes (MEYER, 2003).

Outro fator a se preocupar € a constante exposi¢cdo das bactérias, em
biofiime, a concentragbes subletais de agentes sanitizantes. Os procedimentos de
higienizacdo nestas condi¢gdes podem ativar os mecanismos de resposta adaptativa
ao estresse das bactérias, fazendo com que elas sobrevivam em ambientes
inospitos (PEREIRA, 2014).

Apesar de todos os cuidados tomados nas industrias pela adocdo das boas
praticas de fabricagcédo (BPF), ainda assim a formagao do biofilme é inevitavel. Desta
forma, identificar o patégeno e o intervalo de tempo que este leva para estabelecer
no ambiente é primordial para a escolha de um método de higienizagao eficiente
para a eliminacdo de biofilmes, de modo a garantir ao consumidor um produto
seguro (GARCIA, 2015).

Inumeros agentes quimicos sdo empregados na higienizagdo da industria de
carnes, sendo divididos em grupos conforme seu modo de acdo: a) agentes
oxidantes, como por exemplo, compostos a base de cloro, peréxido de hidrogénio e
acido peracético; b) compostos que atuam na superficie, que incluem a amodnia
quaternario e anibnicos, e c) iodoforos, que podem penetrar na parede celular,
resultando no rompimento da estrutura proteica e de acidos nucléicos (VAN HOUDT;
MICHIELS, 2010).

O hipoclorito de sédio € um oxidante forte, eficaz e de baixo custo, sendo o
sanitizante mais amplamente utilizado. Acarreta ampla mortalidade microbiana, pois
danifica a membrana externa, provavelmente pela perda de controle de
permeabilidade e eventual lise da célula (VENKOBACHAR; IYENGAR; RAO,1977;
VIRTO et al., 2005). Todavia, suas propriedades uteis sdo afetadas negativamente
por diversos fatores, como por exemplo, pelo uso em superficies contendo matéria
organica e pelo pH do produto, que deve ser mantido entre 5 a 7 para garantir uma
maior quantidade de acido hipocloroso disponivel. Para aplicagbes sem enxague, a
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concentragdo maxima permitida de cloro disponivel € de 200 ppm. Outro fator
negativo para industria alimentar é que provocam corrosdo em metais, problemas de
saude humana como irritacdo da pele e danos na membrana mucosa, além de
contaminagao ambiental (PFUNTNER, 2011).

O acido peracético é um sanitizante altamente ativo e eficaz, que funciona
bem sob condigdes frias (aproximadamente 4°C) e em temperatura ambiente produz
uma mortalidade aceitavel de micro-organismos. Sua agao se da pela ruptura de
ligagbes quimicas dentro da membrana celular (CREMIEUX; DAVIN-REGLI, 2000).
Schmidt, 2003 afirma que em comparacado ao hipoclorito € mais eficaz e ativo na
remocdo de biofilmes, provoca poucos danos ao ambiente, além de ser menos
corrosivo para o equipamento. Sua eficacia pode ser reduzida, quando utilizado em
superficie contendo matéria orgénica, perdendo sua atividade a medida que o pH se
aproxima de neutro. Além disto, quando concentrado pode apresentar risco de
seguranca (SINDE; CARBALLO, 2000; SANCHEZ-RUIZ; MARTINEZ-ROYANO;
TEJERO-MONZON;1995).

Na industria de processamento e manipulagcdo da carne avicola no Brasil, o
hipoclorito de sodio tem sido bastante utilizado, por ser eficaz contra células
aderidas a superficies, e pelo baixo custo. O acido peracético também bastante
utilizado, gragcas ao composto nao reagir com proteinas, nao produzindo compostos
toxicos ou carcinogénicos, por causar menor impacto ambiental e por alguns
estudos apontarem por ser o mais eficaz na remog¢ao de biofiilmes (HOLAH;
THORPE, 1990; ROSSONI; GAYLARDE, 2000).

3.5 Tipagem molecular por RAPD-PCR

O RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA) é caracterizado como uma
técnica rapida que permite detectar polimorfismos gendémicos, pelo uso de
iniciadores de sequéncia curta. A eficacia, rapidez e flexibilidade do método de
tipagem permite sua ampla utilizagdo em estudos epidemiolégicos (SOTO et al.,
1999).

A técnica consiste metodologicamente na amplificagdo do DNA utilizando
sequéncias de iniciadores ou primers escolhidos aleatoriamente, com baixa
complementariedade ao DNA alvo. A reacdo sucede em condi¢gdes de baixa

especificas de maneira a permitir aos primers se anelarem em varios locais das duas
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fitas do DNA, tendo assim inumeros fragmentos amplificados, desvendando assim a
diversidade genética entre os micro-organismos (MARTINEZ; TADDEI, 2008;
QUINTAES et al., 2002).

Apesar ndo ser o padrao ouro para diferenciar as cepas relacionadas de S.
enterica, essa metodologia permanece como uma ferramenta de analise valida para
epidemiologistas, particularmente util em paises com recursos limitados voltados
para salde publica (VAZQUEZ-GARCIDUENAS et al., 2014).

Turki et al. (2014) ao compararem cinco diferentes técnicas de analise
filogenética (PFGE, RAPD, ERIC, ribotipagem e perfil plasmidial) em pesquisa de
cepas de Salmonella enterica sorovar Kentucky, demonstraram um maior poder
discriminatério para as técnicas de RAPD e ERIC. Os autores constataram que a
rapidez, a simplicidade do processo aliados ao sucesso na rotina laboratorial
referente ao elevado grau discriminatério, fazem dessas metodologias adequadas
para a deteccdao de novas cepas, para a investigacao epidemioldgica e para a
analise de diversidade genética.

Estudos que correlacionam cepas de mesma espécie utilizando ferramentas
como o RAPD sao de extrema importancia na identificacdo de cepas semelhantes
ao longo do processo produtivo de frangos, na constatagdo de perfis homdélogos
disseminados em locais distintos e na investigagdo da causa de surtos de origem
alimentar. Permitindo avaliar o nivel de disseminagado do agente ao longo da cadeia
produtiva de frangos e analisar os perfis circulantes no pais (RESENDE, 2015).

O estudo de cepas de Salmonella ao longo do processo produtivo de frangos,
de perfis genéticos semelhantes disseminados em diferentes locais e a investigacao
da causa de surtos de origem alimentar sdo importantes em estudos
epidemiolodgicos, que utilizam como ferramenta o RAPD. (SOTO et al.,2000; DE
CESARE et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2007; SMITH et al., 2011; REZK et al., 2012 ;
NAWAR; KHEDR,2014; TURKI et al., 2014; VAZQUEZ-GARCIDUENAS et al.,
2014).
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Caracterizacao de biofilmes de S. Minnesota de origem avicola 1

Silvia C. Brasao?, Eliane P. Mendonga?, Roberta T. Melo?, Renata R. Prado?, Guilherme P.
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ABSTRACT - Brasao S.C., Mendonga E.P., Melo R.T., Prado R.R.,Monteiro G.P.,Peres P.A.B.M., Rossi D.A. 2017.
[Characterization of biofilms of S. Minnesota of poultry origin]. Caracterizagdo de biofilmes de S. Minnesota
de origem avicola. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada,
Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Uberlandia, Av. Ceara s/n, Bloco 2D, sala 43, Bairro
Umuarama, Uberlandia, MG, 38402-018, Brasil. E-mail: silvia.brasao@ufu.com.br

The aim of this study was to evaluate the formation of biofilms, the presence of csgD, adrA and luxS
genes and the genetic similarity of 29 strains of S. Minnesota isolated from food and environmental samples in
two poultry industries with complete production cycle during the years 2009 to 2014. The strains were classified
as strong, moderate, weak or nonexistent for the production of biofilms by the analysis of the biomass and the
sessile cells were quantified. Gene analysis was performed by the PCR technique and phylogenetic analysis by
RAPD-PCR analysis. Among the strains, 28/29 (97.0%) presented the genes linked to the formation of biofilms
(adrA and csgD) and 27 (93.0%) the luxS gene. Regarding biomass formation, 19/29 strains (66.0%) were able to
form biofilms and classified as: weak 9/19 (47.0%); moderate 6/19 (32.0%) and strong 4/19 (21.0%).The
quantification of the sessile cells showed differences with the classification of biomass indicating that not only
the number of cells in biofilm influences its intensity, but also the amount of matrix produced. The mean counts
after biofilm formation increased approximately 1 log cycle. In molecular typing S. Minnesota showed low
genetic heterogeneity, six clonal groups with 100% homology and three clusters with homology above 80% were
identified and therefore considered as of the same genotype. Only seven different genotypes were observed. The
study was able to demonstrate the presence of S. Minnesota biofilm producers in broiler slaughterhouses,
indicating that these communities may contribute to the persistence of this serovar throughout the production
chain.

INDEX TERMS: Biofilm, RAPD-PCR, Salmonellosis.

RESUMO - Objetivou-se avaliar a formacdo de biofilmes, a presenca dos genes csgD, adrA e [uxS e a similaridade
genética de 29 cepas de S. Minnesota isoladas de alimentos e amostras ambientais em duas industrias avicolas
com ciclo completo de producdo durante os anos de 2009 a 2014. As cepas foram classificadas como forte,
moderada, fraca e inexistente para a producdo de biofilmes pela analise da biomassa e as células sésseis foram
quantificadas. A analise dos genes foi realizada pela técnica de PCR e a analise filogenética por meio da andlise
RAPD-PCR. Dentre as cepas, 28/29 (97,0%) apresentaram os genes ligados a formacdo de biofilmes (adrA e
csgD) e 27 (93,0%)o gene [uxS. Quanto a formacdo de biomassa, 19/29 cepas (66,0%) foram capazes de formar
biofilmes e classificadas quanto a intensidade como fracas: 9/19 (47,0%); moderadas 6/19 (32,0%) e fortes
4/19 (21,0%). A quantificacdo das células sésseis mostrou divergéncias com a classificagio da biomassa
indicando que ndo s6 o numero de células em biofilme influencia em sua intensidade, mas também a quantidade
de matriz produzida. A média de contagens ap6s a formacio dos biofilmes aumentou aproximadamente 1 ciclo
Log. Na tipagem molecular S. Minnesota apresentou baixa heterogeneidade genética, sendo identificados seis
grupos clonais com 100% de homologia e trés clusters com homologia superior a 80%, sendo portanto,
considerados como do mesmo gendétipo. Foram observados apenas sete genoétipos distintos. O estudo foi capaz
de demonstrar a presenca de S. Minnesota produtoras de biofilme em abatedouros de frangos de corte,
indicando que estas comunidades podem contribuir para a persisténcia deste sorovar ao longo da cadeia de
producio.

TERMOS DE INDEXAC[\O: Biofilme, RAPD-PCR, Salmonelose.
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INTRODUCAO

A salmonelose destaca-se como uma das principais zoonoses que transmitidas pelos alimentos
impactam a satude publica. A maior fonte de infec¢do para os humanos é a ingestdo de alimentos de origem
animal contaminados, principalmente a carne de aves, ovos e seus derivados (TABO et al. 2013, CDC 2016, EFSA
2016,WHO 2016). Esta zoonose também tem influéncia na economia, ja que a positividade em carcagas de frango
e seus derivados é uma das principais barreiras sanitdrias a sua exportagao.

Existem poucos estudos especificos envolvendo S. Minnesota, pois geralmente sdo privilegiadas
pesquisas em sorovares que comprovadamente impactam a satide humana, como S. Enteritidis e S. Typhimurium
como exemplos, por estarem mais envolvidos nas infec¢des alimentares (VAZ et al. 2010, PICKLER et al. 2012,
EFSA 2015, CDC 2015). Assim, pouco se conhece sobre a real importancia de S. Minnesota em satde publica, e
até o momento, nao ha relatos deste sorotipo como responsavel por surtos de salmonelose humana no mundo
(CDC 2016, EFSA 2015).

Porém, na avaliacdo de alimentos, em algumas situacdes, existem inadequag¢des que consistem na
positividade de Salmonella spp, ndo levando em consideragdo o sorovar. Isso torna as informacdes sobre
prevaléncia, caracteristicas, disseminagdo e potencial virulento de sorovares emergentes individualmente,
importantes tanto para a satide publica, como para a economia.

No Brasil e no mundo, alguns estudos tem demonstrando aumento nos isolamentos de S. Minnesota na
cadeia avicola. Freitas (2011) demonstrou que no periodo de 2009 a 2010, S. Minnesota foi o segundo sorovar
mais isolado em frangos de corte brasileiros e Voss-Rech et al. (2015) estabeleceu a emergéncia deste sorovar no
pais, que foi o mais prevalente, representando 40,24% dos isolamentos. Na Bélgica, CODA-CERVA (2014) relatou
aumento representativo na ocorréncia deste sorovar em frangos de corte, o qual foi o segundo sorotipo mais
comumente isolado, passando de 2% em 2009 para 17,6% em 2012.

Varios fatores podem contribuir para a emergéncia de determinados sorovares de Salmonella. Entre
eles, estd o fato de ndo causarem sinais clinicos nas aves, favorecendo sua disseminag¢do no ambiente e para
outras aves (PICKLER et al. 2014). Outra situac¢do é a capacidade de produzir biofilmes, que perpetua os micro-
organismos no ambiente, que tornam-se entdo, fontes constantes de contaminagdo tanto no ambiente de criagido
das aves quanto nas plantas de abate (SCHERRER & MARCON2016).

Uma vez associada a biofilmes, Salmonella estd mais protegida contra agressdes ambientais, fato que
dificulta sua eliminagdo, pois se tornam mais tolerantes aos diferentes fatores de estresse, como o calor, frio e a
acdo de desinfetantes (BURMOLLE et al. 2010, STEENACKERS et al. 2012). A capacidade de associacdo de
Salmonella nestas comunidades esta relacionada a presenca dos genes csgD e adrA e ao sistema de comunicagao
entre células quorum sensing (QS) (SMITH et al. 2004, AMMOR et al, 2008). Este sistema é responsavel por
importantes fungdes fisioldgicas como a formacdo do biofilme, expressao de genes de viruléncia e coloniza¢do na
célula hospedeira (YOON & SOFOS 2008, BOYEN et al. 2009, PLUMMER 2012). O mecanismo de QS em
Salmonella spp utiliza o gene lux S para a comunicagdo intra e interespécie (De KEERSMAECKER et al. 2006,
STEENACKERS etal. 2012).

O Brasil é o maior exportador e segundo maior produtor de frangos de corte do mundo (ABPA 2016), e
isto faz com que haja constante necessidade da comprovacdo da inocuidade destes alimentos. Uma estratégia
preventiva para garantir a qualidade é o monitoramento de Salmonella na cadeia de produgao de alimentos, com
identificacdo e caracterizacdo de sorotipos emergentes, além de utilizar ferramentas que permitam entender sua
disseminacio e possiveis fontes de contaminagdo. Estas informacdes sdo importantes para basear medidas para
o0 seu controle.

Assim, considerando o aumento no nimero de isolamentos de S. Minnesota em produtos avicolas e a
falta de estudos sobre este sorovar, objetivou-se avaliar em estirpes provenientes da industria avicola, a
capacidade de formar biofilmes, a presenca de genes especificos relacionados a sua formacio e a disseminagao
das cepas por meio da andlise filogenética.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com 29 estirpes de S. Minnesota isoladas em duas industrias avicolas distintas
com ciclo completo de producio, localizadas nos estados de Sdo Paulo (Industria A) e Minas Gerais (Industria B),
Brasil, durante o periodo de 2009 a 2014. As plantas de abate possuiam servico de inspecio federal e a carne
produzida era exportada ou comercializada no mercado interno.

Os isolamentos foram realizados em amostras colhidas em todo o ciclo de producdo, desde a granja até o
produto final pronto para o comércio. S. Minnesota foi isolada de: suabes de pré abate (2), suabe de caminhio de
racdo (1), suabe de propé (4), suabe de caminhdo do aviario (1), cortes carneos (9), carcaca inteira (7), coracdo
(1), pé (1), 4gua de escaldagem (1), farinha de visceras (1), farinha de penas (1).

Os isolados, previamente tipificados antigenicamente na Fundacéo Instituto Oswaldo Cruz no Estado do
Rio de Janeiro (FIOCRUZ) foram enviados ao Laboratério de Biotecnologia Aplicada (LABIO) em culturas puras e
devidamente identificadas quanto ao tipo de amostra em que foi isolada, data e local de isolamento.
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Presenca de genes especificos

Foram pesquisados os genes adrA, csgD e luxS envolvidos na produgdo de biofilme.

Para a andlise, as cepas puras foram reativadas em um volume de 2mL de BHI (Difco®), incubadas por
24 horas, e ap6s, centrifugadas a 14000 rpm /25°C/2 minutos para obtencdo do pellet, o qual foi utilizado para
extracdo do DNA bacteriano utilizando o kit comercial DNA Purification Kit (Promega®), de acordo com as
instrugoes do fabricante.

A analise dos genes adrA e csgD foi realizada por PCR multiplex. A rea¢do foi preparada em um volume
final de 25uL, composto de: 3uL (30ng) de DNA, 12,5 pL de Taq Green (Promega®), 1 uL da mistura forward e
reverse de cada primer a 10 pmol/uL (Invitrogen®) e 7,5uL de H20 ultrapura (Promega®). No termociclador
(Eppendorf®), as amostras foram submetidas inicialmente a desnatura¢ao por 94°C por 5 minutos, seguida de
35 ciclos de: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30
segundos, com extensao final a 72°C por 4 minutos.

A visualizacdo do produto da PCR foi realizada em cuba de eletroforese (Loccus Biotecnologia®) por 90
minutos nas seguintes condigdes: voltagem 80 V, corrente elétrica 80 mA e poténcia 100 W, usando gel de
agarose a 1,5% (Ludwig Biotec)em tampdo de Acido Bérico-Tris-EDTA 0,5X (TBE)(Invitrogen®), que foram
revelados com Sybr Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®). Os fragmentos de DNA foram comparados com
marcadores de peso molecular de 100 pb (Ludwig Biotec) e visualizados em transiluminador UV (Loccus
Biotecnologia®).

Para o gene [uxS a reagdo foi preparada em um volume final de 25uL, composto de: 3uL (30ng) de DNA,
12,5 puL de Taq Green (Promega®), 1 uL. da mistura forward e reverse do primer a 20 pmol (Invitrogen®) e 8,5uL
de H20 ultrapura (Promega®). No termociclador (Eppendorf®), as amostras foram submetidas inicialmente a
desnaturagao por 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de: desnatura¢do a 94°C por 45 segundos, anelamento
a 62°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 90 segundos, com extensdo final a 72°C por 10 minutos.

A visualizacdo do produto da PCR foi realizada em cuba de eletroforese (Loccus Biotecnologia®) por 120
minutos nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Os fragmentos de DNA foram comparados com
marcadores de peso molecular de 100 pb (Ludwig Biotec) e visualizados em transluminador UV (Loccus
Biotecnologia®).

Os primers utilizados para cada um dos genes estudados estdo descritos na tabela 1. A cepa de referéncia
de S. Typhimurium ATCC 14028 foi utilizada como controle positivo e 4gua destilada ultrapura foi o controle
negativo.

Producgao de Biofilme

A capacidade de produzir biofilmes foi realizada de forma qualitativa e quantitativa.

A andlise qualitativa foi realizada conforme recomendagdes de Naves et al (2008) e Kudirkiene et al
(2012), com modificagdes. O teste foi realizado em placas de poliestireno de 96 pogos (KASVI®), com in6culo
padronizado para todas as cepas em aproximadamente 107 UFC/mL (DOsoo= 0,22 a 0,28) em meio Tryptic Soy
Broth TSB (Merck®). Aliquotas de 200 pL de cada estirpe foram cultivadas em oito pog¢os da microplaca,
juntamente com oito controles negativos, composto apenas do meio de cultivo. As microplacas foram incubadas
durante 24 horas a 37°Csob agitacdo (100 rpm), lavadas trés vezes com solucdo de NaCl 0,9% e secas em estufa a
550C por 50 min. A biomassa foi medida ap6s fixacdo com violeta cristal 1% (LaborClin®) durante 5 min, seguido
da eluicdo com solucdo alcoolacetona (80:20 v/v etanol- acetona) (Dinamica®). O material dissolvido foi
removido de cada pogo e colocado numa nova placa de microtitulagdo para leitura da DOsoo (DNM-9602 microplate
reader Perlong®). Os ensaios foram feitos com oito réplicas para cada linhagem em trés repetigdes.

A classificagdo da cepa quanto a capacidade de produzir biofilmes foi realizada de acordo com
Stepanovic et al. (2000) a partir dos resultados da leitura da DOeoo. Utilizou-se como ponto de corte (DOc), o
valor médio da DOsoo equivalente a 0,044, obtido somando a média da densidade éptica dos controles negativos
(que foi 0,007) ao valor do desvio padrdao multiplicado por trés (0,0124 x 3). A classificagdo dos biofilmes foi
determinada da seguinte forma: a) inexistente: DOsoo < 0,044, ou seja, menor que DOc; b) fraco: DOeoo >0,044 e <
0,088, ou seja, até duas vezes maior que DOc; c) moderado: DOe00>0,088 e <0,176, ou seja, entre duas a quatro
vezes o valor de DOc e, d) forte: DOsoo >0,176, ou seja, maior que quatro vezes o valor de DOc.

Os testes quantitativos de adesdo e biofilme foram realizados pela enumeracdo das células sésseis em
UFC, que foram incubadas a 37°C por 2 horas para a adesdo e 24 horas para a formagio do biofilme. Os biofilmes
foram formados nas mesmas condi¢des descritas para o teste qualitativo com trés réplicas por repeticdo, além
dos controles negativo e positivo. Apos, os pogos foram lavados duas vezes com uma solucdo NaCl 0,9% estéril e
a biomassa imersa em salina foi retirada por meio de raspagem dos pogos durante 90 segundos. A suspensio
celular obtida foi submetida a dilui¢des decimais seriadas e semeada em placas de agar Trypticase Soy Agar TSA
(Merck®) pelo método de gota (MILLES& MISRA 1938, MACHADO, 2007), que foram incubadas a 37°C por 24
horas. As colonias foram contadas e multiplicadas pela reciproca da diluicdo para obtencdo do nimero de UFC.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em trés ocasides independentes.
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Tipagem por RAPD-PCR

Para a analise génica foi empregada técnica do Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR)
utilizando o protocolo descrito por Oliveira et al. (2007). Foi utilizado o DNA previamente extraido e o primer
descrito por Lin et al. (1996): P1254: (5' - CCGCAGCCAA - 3'). S. Typhimurium ATCC 14028 foi utilizada como
controle.

A andlise foi realizada a partir de um volume final de 25uL contendo 2uL de DNA na concentragao de 50
ng/ pL, 2,5 pL de tampado 10x, 0,75 pL de 50 mM MgCl, 1,25 pL do primer a 10 pmol/uL, 0,25 uL de 20 mM do
mix de DNTPs, 0,25 pL de Taq Platinum (50/pL) e 18,0 uL de H20 ultrapura (Invitrogen®). A reac¢do de PCR foi
conduzida dentro das seguintes condi¢des: 942C por 5 minutos; 4 ciclos de: 942C por 4 minutos, 352C por 4
minutos, 722C por 4 minutos; 30 ciclos de: 942C por 1 minuto, 352C por 1 minuto, 72°C por 5 minutos e
extensdo final a 722 C por 5 minutos.

Os produtos amplificados nas reagdes RAPD foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%
por 120 minutos nas condig¢oes ja descritas anteriormente e utilizando-se o marcador de 100pb (Invitrogen®).

Analise dos resultados

Os resultados qualitativos e quantitativos obtidos nas andlises dos biofilmes foram tabulados e sua
normalidade verificada por meio do programa estatistico GraphPad Prism,versdo 6.0101 (GraphPad Software,
Estados Unidos). Para os dados quantitativos, os resultados foram transformados para Logio para posterior
utilizagdo na andlise de variancia (ANOVA) ou Kruskal-Wallis para os dados paramétricos e ndo paramétricos,
respectivamente.

Os resultados dos genes de viruléncia foram analisados por meio de estatistica descritiva, com calculo
das porcentagens.

Para a andlise da similaridade genética entre as cepas utilizou-se andlise computacional pelo Programa
GelCompar II (Comparative Analysis of Electrophoresis Paattems), versdao 181 1.5, Applied Maths Korthrijk,
Belgium. Os perfis de bandas obtidos no gel foram considerados na andlise e a matriz de similaridade foi obtida
por comparacdo entre pares de cepas, usando o coeficiente de similaridade de Dice, adotando-se 1% de
tolerancia para o primer estudado. A constru¢do do dendograma foi realizada pelo método UPGMA (Unweighted
pair group method with arighmetic mean).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 29 cepas de S. Minnesota analisadas, 28 (97,0%) apresentaram dois dos genes ligados a formacgao de
biofilmes (adrA e csgD). A excecdo cabe a cepa SM 07, isolada de farinha de penas no frigorifico localizado em
Minas Gerais (B).

Resultados semelhantes foram observados por Baptistdo et al. (2012) e De Oliveira et al. (2014) ao
analisarem Salmonella spp isoladas de carcacas de frangos comercializadas em agougues e supermercados na
regido de Botucatu, Sdo Paulo. Os autores encontraram positividade de 93% e 100%, respectivamente, para os
genes adrA e csgD. Ziech et al. (2016) também detectaram a presenca desses genes em todas as cepas de
Salmonella spp isoladas de esteiras transportadoras de salas de corte em plantas processadoras de aves no
Parana.

A presenca dos genes adrA e csgD indicam que as cepas de Salmonella apresentam potencial para
produzir biofilmes de forte intensidade, uma vez que estio ligados com a expressdo da matriz de celulose e de
um fator de aderéncia fimbrial, ambos envolvidos na integridade da estrutura séssil (Spiers & Rainey 2005).

O gene luxS foi identificado em 27/29 (93,0%)cepas estudadas. As duas cepas que ndo apresentaram
esse gene foram SM 05, isolada de carcaca inteira no frigorifico localizado em Minas Gerais (B) e SM 79, de peito
salgado, proveniente do frigorifico localizado em Sdo Paulo (A).

O gene [uxS esta relacionado a producio de auto-indutores envolvidos no mecanismo de QS bacteriano,
que sdo fundamentais para a maturagdo dos biofilmes (SMITH et al.,, 2004, AMMOR et al. 2008).

Apesar da importancia da presenca de genes envolvidos com a formagdo de biofilmes, a analise
genotipica ndo é suficiente para caracterizar estas comunidades. Isto porqué, esta forma de vida representa uma
atividade social controlada por fatores genéticos aliados as condicGes ambientais, como temperatura,
disponibilidade de nutrientes e atuacdo do sistema QS, que influenciam de forma decisiva na expressdo da
caracteristica (KOLTER & GREENBERG 2006, MONDS & O'TOOLE 2009, CASTELIJN et al. 2012).

O ensaio fenotipico qualitativo identificou que 10/29 cepas (34,0%) nio foram capazes de formar
biofilme, 9/19 (47,0%) foram classificadas como produtoras de biofilmes de fraca intensidade, 6/19 (32,0%)
foram moderadas e 4/19 (21,0%) fortes produtoras (Tabela 2).

O teste quantitativo de células sésseis mostrou que houve divergéncias entre ao nimero de bactérias em
biofilme e sua classificagdo qualitativa no ensaio com Cristal-Violeta. Isso indica que a quantidade de matriz
produzida pelas cepas, e que determina as distintas classificagdes, ndo foi proporcional aos resultados do teste
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quantitativo. Logo, ndo s6 o numero de células em biofilme influencia em sua intensidade, mas também a
quantidade de matriz produzida.

A partir de um inéculo inicial constante (p>0,05) em todos os ensaios, observou-se decréscimo nas
contagens apos periodo de duas horas (adesido) e aumento significativo apés 24 horas, na formacgéo de biofilme
(Tabela 3).

A diminuicdo nas contagens no periodo de adesao, realizada apds duas horas da inoculagao, revela a
dificuldade de manutencdo e desenvolvimento da estrutura inicial do biofilme. Este resultado é esperado, ja que
esta é considerada uma fase de transicdo, de uma adesdo reversivel para irreversivel. Alguns estudos indicam
que a adesao irreversivel de células bacterianas, como Salmonella, pode acontecer em um intervalo de minutos
até horas, dependendo da estirpe (HOOD & ZOTTOLA 1995, SMOOT & PIERSON 1998, BOARI 2008, CHIA et al.
2009). Esse perfil de adesdo mais lento pode também indicar uma menor capacidade de adquirir a forma séssil
ou a necessidade de um periodo de contato mais prolongado com a superficie para levar a uma aderéncia futura
mais forte.

A existéncia de cepas com potencial genético e fenotipico para produzir biofilmes na indtstria corrobora
com a hipoétese de que sua persisténcia na cadeia de producdo pode representar o principal problema de
contaminac¢do do produto final. De acordo com Van Houdt & Michiels (2010), os biofilmes de Salmonella spp
representam reservatorios persistentes de contaminagdo, comprometendo a seguranca alimentar e a saude
humana.

A andlise de similaridade de S. Minnesota pelo dendograma demonstrou proximidade genética entre
as cepas (Fig. 1). Foram detectados seis grupos clonais com 100% de homologia (1 a 6), trés clusters com
homologia superior a 80%, e, portanto considerados pertencentes ao mesmo genoétipo (A, B, C), e sete genoétipos
distintos. Estes resultados evidenciaram a baixa heterogeneidade genética de S. Minnesota.

Os grupos clonais apresentaram em comum o fato de pertencerem a mesma industria (A), com excecao
do grupo 3, que englobou cepas de ambas as industrias estudadas, demonstrando a disseminagdo do mesmo
gendtipo em diferentes regides e anos distintos (2009 e 2014).

A propagacao de genoétipos desde o aviario até o abatedouro sé ndo foi identificada para o grupo 2,
composto de cepas isoladas somente na granja e no grupo 3, que englobou cepas isoladas somente durante o
abate.

A persisténcia de clones de Salmonella ao longo do processamento em uma mesma empresa também foi
relatada por Vestby et al. (2009) em estudo com varios sorovares de Salmonella na Noruega. Santos (2003)
também detectou a presenca de clones de S. Enteritidis de diferentes origens em uma industria avicola do Rio
Grande do Sul, no Brasil. Faria (2014) constatou que todas as cepas de S. Minnesota isoladas de amostras
ambientais em diferentes lotes em uma empresa do estado de Mato Grosso do Sul apresentaram homologia
filogenética maior que 85%.

A origem da contaminacdo por Salmonella pode ser tanto no ambiente do avidrio quanto em locais
proximos. Condi¢coes de higiene inadequadas, presenca de insetos e roedores também sao considerados como de
risco para a manutencdo destes micro-organismos na cadeia produtiva de frangos (Cardoso & Tessari 2008).
Além disso, as condi¢des ambientais dos aviarios e abatedouros também podem contribuir para a presenca e
permanéncia dos genoétipos, entre eles, a persisténcia em equipamentos como bebedouros e comedouros, falhas
no processamento e a contaminagdo cruzada (Mead et al. 2000, Cardoso & Tessari 2008, Carrasco et al. 2012).

A associacdo de clones nas diferentes industrias pode indicar a capacidade de difusdo de S. Minnesota. A
presenca de cepas similares em diferentes regides também foi registrada por Franco et al. (2015) ao analisar
cepas de S. Infantis isoladas de carne de frangos nos periodos de 2011 a 2014.

Quanto as caracteristicas genotipicas ligadas a presenca dos genes relacionados a formacao de biofilmes,
identificou-se no grupo 3, duas cepas que nio apresentavam o gene [uxS, diferindo das demais do mesmo grupo
clonal. Hilton et al. (1996) afirmam que embora os fragmentos de amplificagio do DNA aparentemente tenham o
mesmo peso molecular, estes ndo sdo necessariamente fragmentos idénticos, o que justifica a nomenclatura de
clones com caracteristicas distintas relacionadas a presenca do gene [uxS. Deve-se considerar também, que os
resultados gerados pelo RAPD devem ser interpretados com cautela, pois a ocorréncia de eventos genéticos
aleatorios, como mutacdo pontual, inser¢io e delecdo de DNA, pode alterar os padrdes RAPD (Smith et al. 2011).

A presenca de determinantes genéticos ligados a formacao de biofilmes nas cepas permite inferir que ha
manutencio desses micro-organismos sob a forma séssil e que a contaminagao do produto final pode ser devida
a contaminacdo cruzada com os utensilios ou com o préprio ambiente do abatedouro.

O cluster A é composto pelos grupos clonais 1 e 2, com seis cepas com homologia de 87,6%, todas
oriundas da empresa abatedoura de frangos localizada em Sao Paulo (A). Esse perfil esteve presente no periodo
do segundo semestre de 2009, nas carcacas e nas amostras ambientais (propé e suabe pré abate). Portanto, é
provavel que a origem da contaminacio estivesse no aviario e foi pontual, uma vez que o problema nio persistiu
por um periodo muito extenso.

Foram agrupadas 13 cepas no cluster B, incluindo os grupos clonais 3 e 4, com similaridade de 89,4%,
provenientes tanto do frigorifico localizado no Estado de Sdo Paulo quanto no de Minas Gerais. Esse geno6tipo foi
identificado no segundo semestre de 2009 na indudstria A (SP), e no segundo semestre do ano de 2014 na
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industria B (MG). Incluiu cepas isoladas de alimentos processados (coxa, recorte de coxa, sobrecoxa, filezinho
sassami, peito salgado e carcacgas inteiras), de amostras ambientais (suabe pré abate e propé) e da agua de
escaldagem. Dessa forma, é provavel que a fonte de contaminagio na industria A teve origem no aviario devido a
presenga desse gendtipo neste ambiente, que alcangou o abatedouro e consequentemente, o produto final. Ja na
industria B a contaminagdo ocorreu anos depois, nas etapas de processamento que geraram um produto final
contaminado.

O cluster C é composto por trés cepas com similaridade de 83,3%, observado na empresa A, tanto no
avidrio quanto no abatedouro, que inclui o grupo clonal 5. Vale ressaltar que a presen¢a no abatedouro foi
identificada somente em 2009 e que no ano de 2010 esse gendtipo s6 foi detectado no aviario. Este resultado
pode indicar praticas higiénico-sanitarias adequadas e medidas de controle eficientes durante o abate na
inddstria, que nao permitiram que o genétipo presente no avidrio levasse a positividade de amostras no
abatedouro em 2010.

A presenca de S. Minnesota tanto no ambiente do aviario quanto do abatedouro sugere negligéncia as
normas de biosseguridade em ambas as unidades de produgdo. O extenso periodo de permanéncia de cepas
clones indica que pode ter ocorrido infec¢do em lotes sucessivos, provavelmente ligados a persisténcia da
contaminagdo ambiental no aviario.

De acordo com Carrasco et al. (2012) a contaminacgdo das carcacgas estao relacionadas, na maioria das
vezes, as mas praticas de sanitizagdo ambiental e ao controle deficiente das industria.

As falhas nos procedimentos de higienizagdo das superficies de processamento de alimentos permitem
que os residuos aderidos aos equipamentos transformem-se em potencial fonte de contaminag¢do. Sob
determinadas condigdes, os micro-organismos se aderem, interagem com as superficies e iniciam o crescimento
celular que promove as sucessivas contaminagdes (STEPANOVIC et al. 2004, NITSCHKE & COSTA 2007, MACEDO
2000).

Mead (1989) afirma que diversos fatores explicam a complexidade no controle da disseminacdo da
Salmonella spp durante o abate, tais como: as aves manterem estreita proximidade ao longo do processo, as
limitagdes da planta de abate, ineficiente desinfeccdo de equipamentos, dificuldade em lavar a cavidade
abdominal de forma eficaz apds evisceracdo e a retencdo de 4gua pela pele, o que mantém bactérias nas fendas e
foliculos das penas.

CONCLUSOES

O estudo foi capaz de demonstrar a presenga de S. Minnesota produtoras de biofilme nas granjas e nos
abatedouros de frangos de corte, indicando que estas comunidades podem contribuir para a persisténcia deste
sorovar ao longo da cadeia de producdo, incluindo sua presen¢a nos alimentos produzidos. Nestas cepas, os
genes csgD, adrA e luxS, que sdo associados a formacdo de biofilmes, estavam presentes na maioria das cepas.

Os isolados demonstraram alta similaridade genética ao longo do periodo estudado, confirmando sua
persisténcia no ambiente, o que embasa a hip6tese de uma disseminacio clonal associada a biofilmes como fonte
de contaminagdo por esse sorovar nas industrias, que contribui para o aumento do nimero de isolamentos no
ambiente e nos alimentos produzidos.
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Legendas das Figuras

Fig. 1: Dendograma gerado por analise computadorizada (Gel Compare II) de perfis de DNA de cepas de S.
Minnesota, baseado na técnica RAPD-PCR. A analise foi realizada pelo método de Dice/UPGMA (parametro de

tolerancia de 1,0%, homologia = 80%).



526
527

528
529

530
531

532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570

Tabelas

44

Tabela 1 - Sequéncia 5’ - 3’ dos primers, tamanho do fragmento e referéncia utilizados para a identificacdo dos

genes csgD, adrA e uxS em cepas de S. Minnesota.

Primer Sequéncia 5’ - 3’ pb Referéncia
csgD F TGCGGACTCGGTGCTGTTGT 123

csgD R CAGGAACACGTGGTCAGCGG 123

adrA F GGGCGGCGAAAGCCCTTGAT 92 De Oliveira etal.(2014)
adrA R GCCCATCAGCGCGATCCACA 92

IuxS F GGTTATGAGAAAAGCATGCACCGATCA 1080

Choi etal. (2007)

JuxS R GATAATCCTGAACTAAGCTTCTCCGC 1080
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Tabela 2. Classificagdo de biofilmes de cepas de S. Minnesota isoladas nos anos de 2009 a 2014 em duas
empresas abatedouras de aves, de acordo com o Indice de Formacao de Biofilmes.

Identificacdo DO Classificacao Matriz Industria
SM 01 0,038 Inexistente Carcaca Inteira B
SM 02 0,072 Fraco Sobrecoxa B
SM 05 0,079 Fraco Carcaca Inteira B
SM 07 0,000 Inexistente Farinha de pena B
SM 09 0,073 Fraco Carcaca Inteira B
SM 10 0,039 Inexistente Farinha de Visceras B
SM 55 0,078 Fraco Suabe pré Abate A
SM 56 0,084 Fraco Suabe pré Abate A
SM 57 0,052 Fraco Propé Aviario A
SM 58 0,044 Inexistente Propé Aviario A
SM 59 0,121 Moderado Propé Aviario A
SM 61 0,146 Moderado Suabe Caminhao de Aviario A
SM 62 0,092 Moderado Propé Aviario A
SM 64 0,144 Moderado Suabe Caminhio de Ragdo A
SM 65 0,248 Forte Carcaca Inteira A
SM 66 0,132 Moderado Carcaga Inteira A
SM 67 0,027 Inexistente Carcaca Inteira A
SM 68 0,017 Inexistente Carcaca Inteira A
SM 70 0,056 Fraco Pés in natura A
SM 71 0,175 Moderado Coxa com 0sso in hatura A
SM 73 0,221 Forte Coxa sem 0sso0 in natura A
SM 77 0,195 Forte Filezinho Sassami A
SM 78 0,067 Fraco Recorte de Coxa A
SM 79 0,274 Forte Peito Salgado A
SM 81 0,054 Fraco Coragdo A
SM 82 0,023 Inexistente Agua de escaldagem A
SM 83 0,000 Inexistente Carcaca Inteira A
SM 85 0,016 Inexistente Filezinho Sassami A
SM 86 0,002 Inexistente Filé/Peito de frango A

PRP= Programa de reducdo de patogenos; Industria = A (Sdo Paulo) e Industria B (Minas Gerais);
DOs00onm = Densidade dptica em comprimento de onda de 660 nanometros; IFB: Inexistente (< 0,044 nn), Fraco (>
0,045 a < 0,088 nn), Moderado (< 0,176 a > 0,089nn)e Forte (>0,176 nn).

Tabela 3. Contagens médias (Log UFC) ap6s adesdo e formacdo de biofilmes por 29 cepas de S. Minnesota
isoladas nos anos de 2009 a 2014 em duas empresas abatedouras de aves localizadas nos estados de Minas
Gerais e Sao Paulo.

Média das contagens * desvio padrio (Log de UFC)
Inéculo inicial Adesao Biofilme
6,78+ 0,134 6,27 + 0,42 B* 7,91+0,15¢*
Letras maiudsculas diferentes na linha indica diferenca significativa (p<0,05) pelo teste ANOVA; * diferenca
significativa entre as contagens obtidas para cada cepa (p<0,05) pelo teste ANOVA.
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Acido de sanitizantes em biofilmes de Salmonella Minnesota formados em diferentes

tipos de superficies

Silvia Cassimiro Brasdo?, Eliane Pereira Mendonga?, Roberta Torres de Melo?, Renata
Rezende Prado?, Guilherme Paz Monteiro?, Phelipe Augusto Borba Martins Peres?, Daise

Aparecida Rossi*

Laboratdrio de Biotecnologia Animal Aplicada , Universidade Federal de Uberlandia , Uberlandia , Minas

Gerais , Brasil .

RESUMO - Biofilme pode ser uma forma de perpetuacio de S. Minnesota no ambiente. Objetivou-se avaliar a
eficiéncia do contato por 15 minutos do hipoclorito de sédio 1%, e acido peracético 0,8% na inibicdo de
biofilmes formados por trés cepas distintas de S. Minnesota em aco, poliuretano e polipropileno e determinar a
recuperacdo das células remanescentes. Qualitativamente houve influéncia na classificacdo dos biofilmes de
acordo com a superficie. Independente da cepa e da superficie, os biofilmes mantiveram uma contagem de 6,1
Log UFC, indicando que as diferencas referem-se a matriz polimérica. O uso do hipoclorito foi capaz de destruir
as células, que ndao foram recuperadas apds reincubagdo. J4 o 4cido peracético ndo promoveu redugdo
significativa. As caracteristicas dos biofilmes de S. Minnesota se alteram dependendo do tipo de cepa e de
material, porém a quantidade de células sésseis permanecem constantes. O uso do hipoclorito de sédio 1% é

eficiente na sua remocgao.

KEYWORDS: Agentes quimicos; Desinfetantes; Higienizagao; Salmonelose; Vida séssil

Introducao

Salmonella destaca-se como um dos mais importantes agentes etiolégicos de doengas

transmitidas pelos alimentos (BRASIL 2015; EFSA 2014; CDC 2016) e o consumo da carne
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de frango e seus derivados, constitui-se na maior fonte de infeccdo aos humanos (EFSA 2015;
CDC 2015; Milan & Timm 2015; CDC 2016).

Apesar do desconhecimento da importancia de S. Minnesota para a saide publica, o
aumento do nimero de isolamentos ao longo da cadeia avicola no Brasil e no mundo (Freitas
2011; CODA-CERVA 2014; Voss-Rech et al. 2015) tem trazido preocupacdes e instiga
estudos sobre os fatores que interferem no aumento da sua incidéncia. A presenca do género
em alimentos é indesejavel, interfere na relagdo comercial entre os paises e impacta as
empresas, ja que podem ser a causa de barreira sanitdria a exportacdo (Back & Ishizuka
2010).

Uma teoria que pode suportar o aumento na incidéncia de S. Minnesota é sua
perpetuacdao na forma de biofilmes, tanto no ambiente das granjas quanto nas industrias.
Nestas comunidades, Salmonella encontra-se mais protegida contra agressdes ambientais, o
que dificulta a sua eliminacao e favorece sua adaptacdo a diferentes fatores de estresse, como
o uso de sanitizantes ou a privacdo de nutrientes (Burmolle et al. 2010; Steenackers et al.
2012).

Van Houdt & Michiels (2010) demonstraram que biofilmes formados por Salmonella
spp. em equipamentos e superficies de processamento transformam-se em um reservatdrio
persistente de contaminacao, comprometendo a seguranca alimentar e a saide humana.

Entre os fatores que influenciam a associac@o bacteriana em biofilmes, destacam-se o
tipo de superficie, o tempo de contato, os agentes quimicos utilizados na higienizacdo e o
periodo entre higienizacdes (Karaca et al. 2013; Corcoran et al. 2014; Oliveira et al. 2014;
Silva et al. 2014; Vivian 2014; Ziech et al. 2016). Porém, apesar de estudos sobre o género,
nao hi relatos de investigacdes especificas que determinem a influéncia das superficies,

agentes quimicos e periodo entre higienizagdo em biofilmes por S. Minnesota.
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Objetivou-se quantificar células vidveis e a biomassa de biofilmes formados por S.
Minnesota em polipropileno, poliuretano e aco inoxidivel antes e apds o tratamento com
hipoclorito de so6dio 1% e 4cido peracético 0,8%, e ainda, determinar se apds estes

tratamentos, em ambiente favordvel, ha recuperacdo do micro-organismo viavel.

Material e métodos

Desenho do Estudo

Foram utilizadas trés cepas de S. Minnesota isoladas na cadeia de producao avicola de
uma empresa exportadora com ciclo completo de producdo. As trés cepas foram selecionadas
de um total de 29 estirpes isoladas durante o periodo de 2009 a 2014, por serem
filogeneticamente distintas na tipagem molecular e por apresentarem diferentes classificacoes
quanto a capacidade de formar biofilmes na metodologia tradicional (fraco, médio e forte) e
por possuirem os genes csgD, adrA e [uxS, ligados a formacgdo de biofilmes, com excecdo de
uma cepa produtora de biofilme de forte intensidade que ndo apresentou o gene /uxsS.

Os biofilmes foram formados em slides de aco inoxidavel, poliuretano e polipropileno
por 24h para avaliar alteracdes na intensidade da biomassa em comparacdo com a
classificacdo encontrada na metodologia tradicional, e também para comparar o nimero de
bactérias na forma séssil nos diferentes materiais.

Os biofilmes formados foram submetidos a acao dos sanitizantes hipoclorito de s6dio
1% e acido peracético 0,8% por 15 minutos para verificar qual agente biocida € mais eficiente
na inibi¢do dos biofilmes.

Para avaliar a viabilidade das células bacterianas em biofilmes apos tratamento com os
sanitizantes, os mesmos foram reincubados por mais 24 horas e quantificados para verificar a

recuperagdo de células vidveis apos os tratamentos.
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Preparo das cepas

As cepas puras de S. Minnesota (Tabela 1) foram reativadas em 5mL de caldo BHI
(Difco®), incubadas a 37°C por 24h e confirmadas quanto a sua pureza em agar XLD (Fluka
®). Apos, foi preparado um indculo de cada uma das cepas transportando coldnias puras do
agar XLD para caldo TSB (Merck®), que foi incubado a 37° C por 24 h.

Para cada uma das cepas foi realizada a curva de crescimento bacteriano (DOgsoonmVs
contagem Log UFC) para padronizar o nimero de células no ensaio em 10’Log UFC, que foi

estabelecido em uma DOgponm de 0,15 a 0,20.

Formacgao dos biofilmes

Para produgdo dos biofilmes, os ensaios foram realizados em triplicata em trés
periodos independentes. Em cada periodo foram utilizados nove erlenmeyers estéreis de
125mL (grupo teste) com 25mL de caldo TSB contendo 10’Log UFC, correspondente 2
DO60onm de 0,20.

Foram utilizados trés erlenmeyers por cepa de S. Minnesota e em cada um deles

adicionou-se oito slides estéreis de lcm?

dos seguintes materiais: poliuretano (PU)
(HabasitCleandrive™), polipropileno (PP) (Leadmec®) e aco inoxidavel (AISI 304®). A
incubacdo foi realizada sob agitacdo de 100rpm em agitador orbital (Global trade ®) durante
24 ha37°C.

Para o controle foram utilizados trés erlenmeyers contendo 25mL de caldo TSB estéril

contendo seis slides de cada um dos materiais que foram mantidos nas mesmas condi¢des do

grupo teste.

Andlise qualitativa dos biofilmes
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A classificacdo da biomassa dos biofilmes foi realizada de acordo com o protocolo
descrito por Peeterset al. (2008), Silagyi et al. (2009), Pui et al. (2011), com modificacdes.

Apo6s a formacgdo dos biofilmes nos materiais, dois slides de cada material e de cada
cepa foram transferidos assepticamente para uma placa de poliestireno de 24 pocos (Kasvi®).
Esses slides foram lavados trés vezes com 1 mL de dgua deionizada estéril e secos em estufa a
55°C por 50 min. A biomassa foi fixada pela adicdo de cristal violeta 1% (LaborClin®) por
cinco minutos, seguido da dissolu¢do com solucdo dlcool-acetona (80-20, etanol-acetona, v/v)
(Dinamica®). O corante dissolvido foi removido de cada slide e colocado em uma nova placa
de microtitulacdo de 96 pocos para leitura da DOgoo em espectrofotdmetro (DNM-9602
microplatereaderPerlong®).

A classificacdo da cepa quanto a capacidade de produzir biofilmes foi realizada de
acordo com Stepanovic et al. (2000) a partir dos resultados de leitura da DOeoo. Foi utilizado
como ponto corte o valor de 0,044, que foi calculado por meio de trés desvios padrdo acima
da média da DOeoo dos controles negativos. Assim, em relagdo a DOesoo média de cada
amostra, considerou-se a intensidade graduada da seguinte forma: forte (>0,176), moderada (<

0,176 e > 0,089), fraca (> 0,045 e < 0,088), inexistente (< 0,044).

Quantificagdo dos biofilmes

A contagem do numero de células viaveis em biofilme foi feita com um slide de cada
material em cada cepa. Os slides foram transferidos assepticamente para trés placas de
poliestireno de 24 pogos (Kasvi®), sendo uma por material, e submetidos a trés lavagens com
PBS (Laborclin®) para remover as células planctonicas.

Para a contagem dos micro-organismos viaveis, as células foram removidas utilizando
metodologia adaptada de Nguyen e Yuk (2013). Os slides foram assepticamente transferidos

para tubos de ensaio contendo SmL de solu¢cdo de NaCl 0,85% (Synth®) e 25 esferas de vidro
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estéreis de 0,5 mm de didmetro e submetidos a agitacdo em vOrtex durante 90 segundos. Apds
foram realizadas dilui¢des decimais seriadas que foram semeadas pelo método de gota (Milles

& Misra, 1938; Machado, 2007) na superficie de 4gar TSA (Merck ®).

Inibicdo dos biofilmes por agentes sanitizantes

Os demais slides (dois por cepa) foram transferidos assepticamente para trés placas de
poliestireno de 24 pocos (Kasvi®), sendo uma por material. Os agentes quimicos testados
foram o hipoclorito de s6dio 1% (Sanikoll®) e 4cido peracético 0,8% (Synth®) por 15 min, a
fim de simular protocolos de desinfeccao dentro da industria.

Ap6s os tratamentos, os pocos contendo os slides de uma das placas foram lavados por
trés vezes com PBS (Laborclin®) para remover as células planctonicas. As células vidveis dos

biofilmes foram quantificadas, conforme descrito no item anterior.

Recuperacdo dos biofilmes apos sanitizacao

Os demais slides contendo os biofilmes das trés cepas (dois slides por cepa) ja tratados
com os sanitizantes foram transferidos para uma segunda placa. Em cada poco foi adicionado
ImL de caldo TSB (Merck®) e placa reincubada por 24 horas a 37°C para promover o
crescimento de células remanescentes. Ap0Os, foram realizadas trés lavagens com PBS

(Laborclin®) e contagem conforme descrito anteriormente.

Andlise dos resultados
Para verificar diferencas entre cepas e entre tratamentos com os agentes quimicos, 0s
dados quantitativos foram tabulados, transformados para Logio e submetidos a analise

estatistica com o uso do programa GraphPadPrism versdo 6.01 (GraphPad Software, Estados

Unidos). A normalidade dos dados foi verificada para posterior utilizacdo da analise de
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variancia (ANOVA) ou do teste Kruskal-Wallis, se paramétricos ou ndo paramétricos,

respectivamente.

Resultados e discussao

Houve alteracdo na classificagdo da biomassa dos biofilmes formados pelas trés cepas
quando se comparou o uso do aco inoxidavel, poliuretano e polipropileno como superficie de
contato (Tabela 2). Estas variacdes indicam que o comportamento do biofilme & cepa
dependente e influenciado pela superficie de adesdo.

O aco inoxidavel é o material mais frequentemente recomendado para equipamentos
que entram em contato com os alimentos (Simdes et al., 2010; Aratjo et al. 2013). Um dos
fatores que refor¢cam esta indica¢do € a baixa porosidade e resisténcia, com micro-estrutura
que nao favorece a adesdo bacteriana e facilita a higienizacdo. Isto porqué a presenca de
micro-ranhuras e micro-fendas nas superficies favorecem o acimulo de micro-organismos e
as condicdes para o desenvolvimento da vida séssil (Rossoni & Gaylarde 2000; Wirtanen &
Salo2003; Bernardes et al., 2012), além de garantir prote¢cdo em situacdes instaveis, como
atritos mecénicos e agentes desinfetantes (Katsikigianni & Missirlis 2004; Wirtanen &
Salo2003; Van Houdt & Michiels 2010).

Apesar, disso, as trés cepas formaram biofilmes de forte intensidade neste material,
resultado ndo esperado e que instiga novas investigacdes para determinar os fatores que
influenciaram na maior adesdo neste material.

A maior capacidade de formar biofilmes em aco difere de resultados encontrados por
Manijeh et al. (2008), Shi e Zhu (2009) e Vivian (2014). Estes autores afirmam que bactérias
do género Salmonella possuem maior habilidade de se ligar a superficies hidrofobicas, como a
borracha e plasticos (a exemplo, o polipropileno e poliuretano) com pouca ou nenhuma carga

superficial, enquanto poucas bactérias se prendem as superficies hidrofilicas e carregadas
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negativamente, como as inoxidaveis. Porém, estudo realizado por Brabes et al. (2004) com
Sthaphylococcus spp também constatou que o aco inoxidavel proprocionou melhores
condi¢Oes para a formacdo de biofilmes quando comparado ao polipropileno.

H4 controversia na literatura quanto a natureza hidrofébica ou hidrofilica do aco
inoxidavel. Barnes et al. (1999) e Moretro et al. (2003) o citam como de natureza hidrofilica,
porém, Sinde e Carballo (2000), Peng et al. (2001), Teixeira et al. (2005) e Boari et al. (2009)
o relatam como hidrofébico. Boari et al. (2009) argumenta que, devido a sua alta afinidade
com o oxigénio, o aco inoxidavel tende a se combinar com este elemento e formar uma fina
camada de 6xido de cromo, que é responsavel pela resisténcia a corrosdo, e também pela
hidrofobicidade do aco inoxidavel.

Independente da caracteristica da superficie de contato € provavel que a composicao
da matriz exopolimérica também influencie na afinidade pela adesdo. Entretanto, a
composi¢ao da biomassa ndo foi determinada em nosso estudo.

A cepa 1 apresentou a mesma classificacdo de forte produtora em todos os materiais
testados, sugerindo que apresente uma melhor expressdo das caracteristicas envolvidas com a
forma de vida séssil, independente da superficie de contato. Porém este comportamento nio
foi observado nas demais cepas.

A classificacdo dos biofilmes formados em poliuretano e poliprolipeno foi cepa
dependente e demonstra que deve haver cautela na extrapolacdo de resultados obtidos em
diferentes superficies. Porém, considerando os resultados de cada cepa individualmente,
nossos resultados concordam com Vestby et al. (2009), Ziech et al. (2016) e Patel & Sharma
(2010), que demonstraram semelhancas em biofilmes de Salmonella spp. formados em
poliestireno e polipropileno. A diferenca de moderada a fraca produtora em poliuretano e

polipropileno, respectivamente, s6 foi observada na cepa 3 (Tabela 2).
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Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre o nimero de células vidveis nos
biofilmes entre as diferentes cepas ou materiais (Tabela 3). A contagem média foi de 5,18
log.UFC. Isso comprova que as variagdes identificadas no ensaio qualitativo nio refletem em
alteracdo no nimero de células vidveis, mas sim, no volume de matriz produzida. Esse fato é
justificavel uma vez que o biofilme é constituido por 80% de matriz extracelular polimérica
(EPS) e os micro-organismos por cerca de apenas 20% (Rhoads et al. 2008).

Na tabela 4 ¢ demonstrada a média das contagens dos biofilmes formados pelas trés
cepas de S. Minnesota nos diferentes tipos de superficies apos o contato por 15 minutos com
hipoclorito de s6dio 1% e acido peracético 0,8%.

Ap6s a utilizagdo do hipoclorito de sédio a 1% por 15 minutos observou-se remocao
total das células vidveis nos biofilmes formados pelas trés cepas nas trés superficies
analisadas. Também ndo houve recuperagdao de bactérias apos 24 horas de reincubagdo,
comprovando a auséncia de células remanescentes e a eficicia desse sanitizante.

Resultados semelhantes foram encontrados por Rossoni e Gaylarde (2000) ao testarem
a inibicdo de biofilmes de Escherichia coli e Pseudomonas fluorescens. Os autores
concluiram que o hipoclorito de sédio foi mais eficiente que acido peracético. Nguyen et al.
(2013) e Ziech et al. (2016) também demostraram a eficiéncia de compostos a base de cloro
(hipoclorito de so6dio 50ppm e detergente alcalino clorado 4%, respectivamente) na remog¢ao
de células aderidas de Salmonella spp. quando comparado com o 4cido peracético.

Vantagens na utiliza¢do do cloro no combate a formacao de biofilmes foram descritas
por Meyer (2003), que afirmou que além da acdo frente aos micro-organismos, este agente
também tem a¢do na remocao dos exopolissacarideos das superficies, dificultando a aderéncia
de novas bactérias. Assim, a diferenca dos clorados em relacdo a outros sanitizantes consiste

em ndo se limitar a descontaminacdo das superficies, mas também destruir as estruturas
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residuais da matriz do biofilme, que podem facilitar o seu ressurgimento ou manutencao
(Sinde & Carballo 2000; Wirtanen & Salo2003; Machado 2005; Ohsumi et al. 2015).

Mgretrg et al. (2009) afirmam que a redu¢do de no minimo 4 ciclos log das células
sésseis comprovam a eficicia de um sanitizante, indicando que em nosso estudo, o acido
peracético 0,8% nao € adequado para a inibi¢do dos biofilmes de S. Minnesota. Para esse
sanitizante, a reducdo maxima identificada foi de aproximadamente 2 ciclos log, o que
comprova a ineficiéncia desse agente na remocdo de biofilmes.

Resultados distintos foram encontrados por Souza e Daniel (2005), que apontaram o
acido peracético como mais ativo contra biofilmes de E. coli e C. perfringens na concentracao
0,5% por 15 min de contato, quando comparado ao hipoclorito de s6dio nas concentragdes de
2 a 5 mgCly/L. Colla et al. (2012) e Vivian (2014) demonstraram a eficicia desse satinizante
nas concentragdes 0,5% e 1,0% em contato por 15 minutos, porém, o teste foi realizado
somente em células planctonicas de Salmonella spp., o que dificulta a comparacao.

A baixa redug¢do nas contagens com o uso do acido peracético 0,8% pode estar
relacionada a resisténcia adquirida pelas cepas devido a exposi¢ao a concentragdes subletais,
que pode ser decorrente de aplicacdes incorretas deste sanitizante na industria (Gilbert et al.
2002), ou devido as variagdes nas concentragdes dos componentes ativos dos desinfetantes
comerciais ap0s abertura da embalagem (Nguyen & Yuk 2013).

O uso do acido peracético ndo foi capaz de diminuir significativamente as contagens
das trés cepas nos biofilmes formados na superficie do aco inoxidavel. Também nos biofilmes
formados em poliuretano, somente o biofilme formado pela cepa 2 teve as contagens
reduzidas (p<0,05) apds o tratamento. Ja nos biofilmes formados em polipropileno houve
reducdo significativa (p<0,05) nas contagens apds tratamento com &cido peracético 0,8%,
com média de reducdo de 2,16 ciclos log. Porém, essa diferenca ndo reflete em eficacia

conforme Mgretrg et al. (2009), que recomenda redu¢do minima de 4 ciclos log.
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Estes resultados diferem dos apresentados por Machado (2007) que avaliou a eficacia
da sanitiza¢do com 4cido peracético 1% em biofilmes de Salmonella e comprovou uma maior
redug@o nas contagens para os biofilmes formados em aco em detrimento aqueles formados
em polietileno.

As contagens de S. Minnesota ap6s o uso do acido peracético a 0,8% por 15 min
demonstram que had necessidade de acdes adicionais para melhorar a acdo deste agente.
Machado (2007) recomenda o emprego de agdes mecadnicas em conjunto ao uso deste
composto quimico e Rossoni & Gaylarde (2000) e Andrade (2008) indicam o aumento da
concentragcdo e do tempo contato como medidas para aumentar a eficiéncia desse agente. O
aumento da concentracdo € pertinente uma vez que a recomendacdo de uso atual deste agente
pode variar de 0,1 a 1,5% na inddstria (FONSECA et al., 2016).

Ap6s reincubagdo dos biofilmes tratados com hipoclorito nio houve crescimento de
nenhuma das cepas, indicando que ndo haviam células remanescentes. Porém, apds o
tratamento com &4cido peracético houve aumento das contagens para todas as cepas, que
atingiram um nimero médio de 6,10 log UFC (Tabela 5). O aumento médio nas contagens foi
de 2,30 log UFC (p<0,05).

O aumento nas contagens apds a reincubacdo dos biofilmes tratados reforca a
importancia da obediéncia e avaliacdo dos planos de higienizacdo. Esta situacdo reflete o que
acontece nas superficies que entram em contato com os alimentos e sdo submetidas a
higienizacdo deficiente. Quando um novo ciclo de producdo € iniciado, micro-organismos
remanescentes, além de contaminar o alimento, ainda t€ém sua multiplicacdo favorecida pelo
contato com nutrientes. Apesar de nio ter sido avaliado neste estudo, € possivel que esta
situacdo contribua para a maturacdo do biofilme, fazendo com que se tornem um ponto

constante de contaminagao.
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Herrera (2004) e Fuster-Valls et al. (2008) afirmaram que células em situagdes de
estresse, neste caso, sob acdo de sanitizantes, podem apresentar diferentes repostas
adaptativas, alterando sua fisiologia e protegendo-se dos efeitos adversos. Nestas situacdes os
micro-organismos podem utilizar mecanismos como bomba de efluxo, mudanca de nivel de
membrana e varia¢do de fase, permitindo o aumento da populacdo séssil e sua persisténcia no

ambiente.

Conclusao

S. Minnesota apresentou diferentes intensidades de biofilmes quando variou a
superficie de adesdo e a cepa, porém, o nimero de células sésseis viaveis foi constante,
indicando que a diferenga é devido a massa da matriz exopolimérica. O uso do hipoclorito de
sodio 1% foi eficiente para a inibi¢do dos biofilmes, independente da cepa ou superficie, mas
esta efetividade nao foi observada com o uso do 4cido peracético 0,8%.

Esses dados mostram a necessidade de monitoramento constante de cepas de S.
Minnesota produtoras de biofilmes e que a utilizacdo adequada de hipoclorito de s6dio pode

ser eficaz no combate das células sésseis.
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TABELAS

Tabela 1. Identificagio e classificacdo dos biofilmes produzidos por trés isolados de S. Minnesota
filogeneticamente distintas isoladas em duas empresas brasileiras durante os anos de 2009 a 2014.

Cepa Classificacao Origem Amostra Data Isolamento
1 Moderado Abatedouro Carcaca in natura 13/05/2009
2 Forte Abatedouro Peito Salgado 01/09/2009
3 Fraco Abatedouro Coragdo 28/12/2009

Tabela 2. Classificagdo de biofilmes (DOgopo nm) de trés cepas de S. Minnesota isoladas em duas empresas
brasileiras durante os anos de 2009 a 2014, produzidos em superficies de aco inoxiddvel, poliuretano e
polipropileno.

Médias das densidades dpticas

Cepal Cepa 2 Cepa 3
DO Classificacao DO Classificacao DO Classificacao
Tradicional 0,132 Moderado 0,274 Forte 0,054 Fraca
Aco 0,583 Forte 0,287 Forte 0,326 Forte
Poliuretano 0,193 Forte 0,129 Moderado 0,089  Moderado
Polipropileno 0,201 Forte 0,146 Moderado 0,072 Fraco

Tabela 3. Contagens médias de biofilmes por cepas de S. Minnesota isoladas em duas empresas durante os anos
de 2009 a 2014, produzidos nas superficies de ago inoxidavel, poliuretano e polipropileno.

Média das contagens (Log UFC)*

Aco Poliuretano Polipropileno
Cepa 1 — Moderado 52+0,3 5,0+0,4 5,7+0,3
Cepa 2 — Forte 5,2+0,2 49+04 55+0,2
Cepa 3 — Fraco 5,0+£0,2 49+0,3 52+0,2

*sem diferenca significativa em todos os tratamentos (p>0,05) pelo teste de ANOVA.
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Tabela 4. Contagens médias (log UFC) de biofilmes de S. Minnesota isoladas em duas empresas brasileira
durante os anos de 2009 a 2014 (fraco, moderado e forte), em superficies de aco inoxidavel (Al), poliuretano

(PU) e polipropileno (PP) ap6s 15 minutos de contato com sanitizantes.

Sanitizantes
. . Biofilme sem Acido
Superficie Cepas tratamento Hipoclorito Peracéti
Sédio 1% eracético

0,8%
Al 1% 5,09 0,44 SC 3,93 £0,34
2%* 4,99 0,34 SC 4,02 0,64
Bk 4,85 +0,3* SC 2,83 0,54
PU 1* 5,04 0,44 SC 4,24 0,74
2%* 4,99 0,44 SC 3,54 0,28
3wk 4,92 0,44 SC 4,63 £0,34
PP 1* 5,69 +0,34 SC 3,81 0,28
2%* 5,55 +0,24 SC 2,45+0,38
Rl 5,36 +0,24 SC 3,87 +0,38
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SC: sem crescimento; Producgao de biofilmes: * (moderado); ** (forte); *** fraco; Letras maidsculas diferentes
nas linhas indicam diferenca significativa pelo teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 5. Contagens médias (log UFC) de biofilmes de S. Minnesota formados em diferentes superficies
tratadas com acido peracético 0,8%, antes e apds reincubacdo por 24 horas.

Superficie Cepa

Células sésseis
apos tratamento

Células sésseis
Apés reincubacio

Al 1

PU 1

PP 1
2

3

3,93 0,344
4,02 0,64
2,83 0,543
4,24 £0,74
3,54 0,243
4,63 £0,344
3,81 £0,248
2,45 +0,3Ab

3,87 +0,3A8

6,13 0,482
6,07 £0,3B2
6,08 0,482
6,17 +0,3B2
6,06 0,382
5,94 +0,2B2
5,95 0,382
6,11 0,382

6,34 +0,482

Al=aco inoxidavel; PU=poliuretano; PP=polipropileno. 1 (moderado); 2 (forte); 3 (fraco). Letras
maidsculas diferentes nas linhas indicam diferenca significativa (Teste T studant). Letras minusculas diferentes
nas colunas indicam diferenca significativa (Kruskal Wallis).
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