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RESUMO

A contaminacdo com microrganismos patogé€nicos ¢ um dos maiores problemas
enfrentados na producdo de aves e industria de alimentos no mundo todo, sendo as bactérias
dos géneros Salmonella e Campylobacter as maiores responsaveis por casos de doencas
transmitidas por alimentos em diversos paises; € ambas tém a carne de frango como principal
fonte de transmissao. Devido a intensa resisténcia que microrganismos patogénicos tém
desenvolvido em relacdo aos antibidticos e desinfetantes disponiveis no mercado, varias
alternativas estdo sendo pesquisadas. Uma delas ¢ o uso de bactérias laticas e Bacillus spp.
(BLB) na prevencao e controle do crescimento dessas bactérias patogénicas. O objetivo deste
trabalho foi, portanto, avaliar a eficacia do biofilme de BLB na prevengao e controle do
crescimento de Campylobacter jejuni e Salmonella Heidelberg (SH). Para fazer essa
avalia¢do, foi inoculado BLB em placa de poliestireno e apds 24 horas, o patéogeno foi
introduzido. Apos 24 e 48 horas, uma contagem foi feita e as espécies, confirmadas por PCR.
Duas cepas de C. jejuni foram avaliadas com menor quantidade de indculo inicial e com dois
tempos a mais (72 e 96 horas). Os resultados mostraram que BLB foi eficaz no controle do
crescimento de SH ja apds 24 horas de inoculagdo do patégeno, porém, no caso de C. jejuni, o
controle do crescimento foi observado apenas nas duas cepas em que o indculo inicial menor
foi utilizado. Conclui-se, portanto, que, para C. jejuni, o controle parece ser dependente da

quantidade de in6culo inicial e da cepa envolvida.

Palavras-chave: avicultura, alternativas, carne de frango, industria de alimentos.



ABSTRACT

Contamination by pathogenic microorganisms is one of the biggestproblems faced by
the food industry and farms around the world; Campylobacter and Salmonella being the two
main genera responsible for diseases caused by food poisoning, especially chicken meat. Due
to the great resistance found in such microorganisms to antibiotics and disinfectants available
in the market, many alternatives are being researched, such as the use of lactic acid bacteria
and Bacillus spp. (BLB) to prevent and control the pathogenic bacteria growth. Thus, the
objective of this project was to evaluate the efficacy of BLB biofilm in preventing and
controlling the growth of Campylobacter jejuni and Salmonella Heidelberg. In order to do the
evaluation, BLB was inoculated in a polystyrene plate and after 24 hours the pathogen was
inserted. After 24 and 48 hours, the bacteria were counted and the species confirmed by PCR.
Two strains of C. jejuni were evaluated using a lower amount of initial inoculum and with two
extra times (72 and 96 hours). The results showed that BLB were able to control the growth of
SH already at 24 hours of inoculation; however, in regards to C. jejuni, the control was
observed only on the two strains where a lower amount of initial inoculum was used. Thus, it
is concluded thatits control seems to depend on the amount of the initial inoculum and the

strain involved.

Key words: aviculture, alternatives, chicken meat, food industry
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1. INTRODUCAO

Um dos maiores problemas enfrentados na avicultura ¢ a contaminagdo por
microrganismos patogénicos, que levam a contaminacdo das aves nas granjas e,
consequentemente, das carcagas nos abatedouros frigorificos. Dentre os microrganismos mais
importantes e, portanto, de maior preocupagao, estao bactérias dos géneros Campylobacter e
Salmonella. Esses s3ao importantes agentes patogénicos veiculados em alimentos,
principalmente na carne de frango (ALTEKRUSE, 1999).

Como maior exportador e segundo maior produtor de carne de frango no mundo
(ABPA, 2018), o Brasil deve ter especial cuidado com a sanidade em toda a cadeia de
producao, visto que perdas indiretas podem ocorrer devido as restricdes impostas por paises
importadores desse produto e ainda considerar a seguranca dos consumidores dentro do
proprio pais, a fim de minimizar gastos com saude publica devido aos iniimeros casos de
intoxica¢ao alimentar provenientes do consumo dessa carne (SHINOHARA et al., 2008).

Mundialmente, a salmonelose ¢ uma das zoonoses de maior preocupacdo para a saude
publica, possui alta morbidade e ¢ de dificil controle. Dos sorotipos desse género, a maioria é
patogénica ao homem, causando diferentes sintomas devido a variagdo na patogenicidade e na
resposta imune do hospedeiro. Portanto, ¢ de grande interesse manter essa doenca sob
controle e trabalhar em politicas preventivas, ja que sua endemicidade causa grande impacto
na economia dos paises afetados, tanto em gasto com satide publica quanto nas perdas durante
a producdo dos produtos carneos responsaveis pela transmissdo do patdogeno (LOURENCO,
REIS& VALLS, 2004; GUERIN, VOLD &AAVITSLAND, 2005).

Assim como no caso da salmonelose, a carne de frango ¢ a principal fonte de
transmissdo da campilobacteriose. O controle de Campylobacter é essencial na industria
alimenticia, para evitar a contaminac¢ao dos alimentos produzidos, € na granja, para evitar
contaminagdo dos animais. Durante o processo de produgdo, praticas sanitarias devem ser
implementadas para prevenir contaminagdo cruzada e cuidado adequado deve ser
providenciado para desinfetar instalagdes e ferramentas (MELO et al., 2013).

Baseado no exposto, novas formas de prevencao e controle estdo sendo pesquisadas, ja
que muitos antibidticos presentes no mercado, bem como desinfetantes, j4 ndo sdo mais
eficazes contra esses microrganismos devido a sua grande habilidade de adaptagdo a diversos

obstaculos impostos pelo meio (MENDONCA, FONSECA & MONTEIRO, 2016).



Uma alternativa para a prevencao da contaminacao de granjas de frango por Salmonella
e Campylobacter ¢ o uso de bactérias laticas e Bacillus spp. (BLB), que sdo inofensivas a
animais ¢ humanos e atuam no controle da multiplicagdo de bactérias patogénicas
(GUERRIERI et al., 2009; SPERANZA, SINIGAGLIA & CORBO, 2009).

O objetivo desse trabalho, portanto, foi avaliar a eficacia do biofilme de BLB na

prevengdo da multiplicagcdo de Campylobacter jejuni e Salmonella Heidelberg (SH).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Avicultura no Brasil

A avicultura se tornou uma importante atividade economica no Brasil hd muitos anos,
sendo aperfeicoada com a chegada de imigrantes e ganhando impulso durante a Segunda
Guerra Mundial, quando houve consideravel aumento do consumo da carne de frango
internamente (COSTA, 2011).

Apds o periodo de guerra, o Brasil passou por uma forte crise cambial e lutava para
expandir sua economia para que seus produtos chegassem ao mercado internacional. O
governo, entdo, criou uma institui¢do profissional para fazer a gestdo do comércio exterior, a
Carteira de Comércio Exterior do Banco do Brasil (Cacex). Essa instituicdo controlava a
importagdo € promovia a exportagdo, tornando-se um agente importante no estimulo do
pensamento exportador (COSTA, 2011).

J& no fim da década de 50, varios avicultores, que até entdo se dedicavam apenas a
producdo de ovos para consumo, comegaram a mudar de orientagdo. Nessa época, o frango ja
atingia o maximo de peso comercial em menor tempo € com o minimo de alimentagdo
(ESPTNDOLA, 2012; SANTOS, 2014). A avicultura, no entanto, se estabeleceu realmente
como atividade comercial apenas na década de 60, quando surgiu o sistema de producao
integrado, que criou uma parceria entre a industria e os produtores (COSTA, 2011).

Atualmente, a carne de frango brasileira j& esta presente em mais de 150 paises e, em
varias regides brasileiras, representa a principal atividade econdmica. Segundo dados do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), em 2011, esse setor
movimentava, em média, 1,5 % do PIB nacional e, até aquele ano, era responsavel por 3,6

milhdes de empregos diretos e indiretos.



Em 2017, o Brasil produziu mais de 13 milhdes de toneladas de carne de frango, em que
quase 67% foram voltados para o mercado interno e 33% para exportagdes. O consumo
percapita foi de aproximadamente 42 kg/hab. Nesse mesmo ano, as exportagcdes da carne de
frango geraram mais de 7 bilhdes de dolares em receita (ABPA, 2018). S6 em janeiro deste
ano, a produgdo de frango foi a segunda atividade pecuaria com maior valor bruto de
producdo, com mais de 59 milhdes de reais arrecadados, de acordo com o MAPA (2019).

Uma pesquisa realizada pelo Centro de Assessoria e Pesquisa de Mercado (CEAP) com
familias de todo o pais mostrou que em 100% dos lares entrevistados, hd consumo o de carne
de frango, sendo que a maioria a consome de 2 a 3 vezes por semana (COSTA, 2011).
Embora este ndo tenha sido o principal motivo apontado pelas familias para justificar o
grande consumo da carne de frango, esse alimento, juntamente com ovos, ambos produtos da
avicultura, sdo as fontes de proteina animal mais baratas presentes no mercado (RECK &
SCHULTZ, 2016).

Todos os dados apontam para a grande importancia socioecondmica representada pelas
atividades do setor avicola para a populagdo brasileira, principalmente. Assim sendo, pode-se
perceber o quao imprescindivel sdo os cuidados com a sanidade durante a cadeia de producao
(TALAMINI et al., 2018).

A medida que a produgdo avicola foi crescendo e as exportagdes expandindo, foi
necessario melhorar as praticas de manejo para adequa-las as normas de biosseguridade. Um
conjunto de procedimentos foi colocado em agdo para prevenir e controlar a contaminagao
dos rebanhos avicolas por agentes infecciosos que impactam tanto a produtividade quanto a

saude de quem consome os produtos posteriormente (ESPINDOLA, 2012).

2.2 Campylobacter

Dentro do género Campylobacter ha diversas espécies que causam doenca em humanos
e animais domésticos, mas as principais sdo Campylobacter jejuni e Campylobacter coli em
se tratando de importancia para satde publica, pois sdo responsaveis pela maior parte dos
casos confirmados de campilobacteriose em humanos (GILLISS et al.,, 2013). Além de
quadros de gastroenterite, C. jejuni também ¢ associada a neuropatias como as Sindromes de
Guillain-Barré e Miller-Fisher (SALLOWAY et al., 1996; NACHAMKIN et al., 1998), onde
ocorre uma mimetizagdao entre os lipooligossacarideos da bactéria e gangliosideos humanos,
levando a uma resposta autoimune no organismo do hospedeiro (NACHAMKIN et al., 1998;

YUK, 1997).
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A incidéncia de campilobacteriose varia de pais para pais (ANONIMO, 2014). O
numero de casos reportados representa apenas aqueles que foram confirmados e, portanto,
ainda ha anualmente inimeros casos ndo reportados. Os alimentos mais implicados nesses
casos sdo carnes, principalmente de frango (OYARZABAL & FERNANDEZ, 2016).

Em frangos, principalmente de corte, a colonizagdo ocorre predominantemente por
Campylobacter jejuni (HOEPERS et al., 2016). Essas aves sdo naturalmente infectadas por
via fecal-oral. Esse microrganismo coloniza principalmente o ceco e coélon e, em menor
extensdo, intestino delgado. Hé relatos de isolamento de Campylobacter em figado, baco e
sangue, sugerindo uma possivel invasao do epitélio intestinal e, assim, a colonizagdo se torna
sistémica (KNUDSEN et al., 2006).

Embora Campylobacter tenha sido considerada um componente inofensivo da
microbiota intestinal de galinhas, relatos sugerem que ela ¢ capaz de induzir dano ao epitélio
intestinal através do comprometimento das tight-junctions intracelulares, controlando as
funcdes de barreira, e estimulando uma resposta inflamatdria insatisfatéria por parte do
hospedeiro (REES et al., 2008; AWAD et al., 2015; HUMPHREY et al., 2014).

Apesar de C. jejuni ser extremamente difundida, ela ndo se multiplica em ambiente
natural aerdbico devido a sua caracteristica de crescimento microaerofilo. Ainda que nem
todo ambiente natural onde ela habite seja necessariamente aerobico, ¢ dificil explicar a alta
incidéncia de infecgdo, particularmente pelo fato de que, quando comparada com varios

outros patdgenos gastrointestinais, C. jejuni raramente ¢ transmitida entre humanos. (MAN,

2011).

2.3 Salmonella

Salmonella spp. ¢ um dos patégenos transmitidos por alimentos mais importantes no
mundo (NGUYEN, YANG & YUK, 2014). Apesar de doencas causadas pela ingestdo de
alimentos contaminados nao serem reportadas em sua totalidade no Brasil, dados do
Ministério da Saude (2014) indicam que, nos ultimos anos, Salmonella spp. foi o principal
agente encontrado em surtos de doengas transmitidas por alimentos.

Bactérias desse género estdo entre os patdgenos de maior destaque na avicultura, ja que
a carne de frango ¢ a maior fonte, através da qual, humanos adquirem salmonelose, e por isso
vém sendo amplamente estudadas dentro da cadeia de producdo. As aves acometidas podem

desenvolver doenca clinica ou ficarem assintomaticas, nesse caso servindo como reservatorio
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e se tornando uma fonte em potencial de transmissao para humanos (SILVA & DUARTE,
2002).

Superficies contaminadas com Salmonella podem servir como fontes de contaminacao
para alimentos através de contaminagao cruzada. Sua sobrevivéncia em tais superficies pode
ser explicada pela producao de biofilme, assim como a permanéncia em ambientes onde ha
processamento de alimentos, que sdo contaminados durante o processamento da carne de aves
que possuiam o patdogeno previamente (CORCORAN et al., 2013; SIMOES, SIMOES &
VIEIRA, 2010; VESTBY et al., 2009).

Uma alternativa para o controle de Sal/monella ¢ combater sua contaminagao/infec¢ao
antes do abate. Fazer um trabalho preventivo, evitando que as aves se infectem e as granjas e
instalagcdes de processamento da carne se contaminem com a bactéria em primeiro lugar, pode
se tornar mais eficaz no controle da contaminacdo de alimentos posteriormente (FUNK et al.,
2001). Por, claramente, ndao ser uma agao de facil aplicabilidade, muitas pesquisas vém sendo
feitas no sentido de abordar o problema por esse angulo (JALILSOOD et al., 2015;
BARUZZI et al., 2011); por exemplo, através do uso das BLB, que ¢ o foco deste trabalho.

2.4. Uso de antibioticos e desinfetantes na producio avicola

Dentro da pecudria, a industria avicola foi a que mais conseguiu progresso em termos
zootécnicos; conseguindo aumentar a producdo em larga escala em pouquissimo tempo com
um baixo custo (COSTA, SILVA & MIRANDA, 2001). Para tal feito, além do
desenvolvimento na area de melhoramento genético e nutri¢do, também foi necessario o uso
de antibidticos como promotores de crescimento, adicionado ao seu uso terapéutico (COSTA,
SILVA & MIRANDA, 2001; CORREA et al., 2003; BARROS, 2012).

Como consequéncia dessa pratica, aumentou-se de forma consideravel a resisténcia de
diversas bactérias a esses agentes antibioticos; varias delas, inclusive, adquiriram
multirresisténcia, ou seja, resisténcia a mais de um antibidtico simultaneamente (GARCIA-
MIGURA et al., 2014). Houve uma enorme pressao seletiva resultante da quantidade de
substancias utilizadas, bem como da propria forma de administracdo, que consistia, em sua
maioria, em doses subterapéuticas administradas por via oral e por tempo prolongado
(HAWKEY, 2008).

As bactérias sdo selecionadas pelos seus genes de resisténcia ja presentes ou através da
aquisicdo de genes presentes no meio, elevando a situacdo a um nivel mais preocupante. Essa

resisténcia ocorre ndo apenas para as aves, mas também € possivel que ocorra para as pessoas
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que entram em contato com os produtos provenientes dos animais tratados com essas
substancias. Surge, entdo, uma situacao de resisténcia cruzada: antibidticos usados para tratar
infeccdes humanas podem perder sua eficacia (STANTON, 2013; CHANTZIARAS et al.,
2014).

Outro meio de combater bactérias potencialmente patogénicas ¢ a utilizacdo de
desinfetantes nos ambientes que entram em contato com os animais e/ou produtos
provenientes dos mesmos. Esses sdo preparagdes quimicas potencialmente capazes de
combater microrganismos, principalmente os patogé€nicos, em pouco tempo de contato. No
entanto, suas propriedades devem ser bem conhecidas para que se possa saber de forma
precisa os métodos para sua aplicacdo em determinado ambiente (GREZZI, 2008; KUANA,
2009).

O desinfetante mais comumente utilizado na induastria de alimentos ¢ o cloro e
derivados, devido a sua acdo germicida em amplo espectro, que atua sobre a membrana
celular, causa danos no DNA, oxida proteinas celulares, e exerce outras formas de combate
aos microrganismos (SHMIDT, 2003).

Assim como ocorre para os antibioticos, € possivel que haja o surgimento de linhagens
de microrganismos resistentes aos desinfetantes mais utilizados pela industria alimenticia,
podendo até mesmo se tratar de resisténcia cruzada. O processo de selecdo das bactérias
acontece da mesma forma, através do contato do microrganismo com quantidades
insuficientes da substdncia para matar, servindo apenas para auxiliar na adaptagdo
(LOPALCO et al., 2000; SHMIDT, 2003).

Todas as adaptacdes adquiridas por bactérias patogénicas através do uso de antibidticos
e desinfetantes contribuem para os surtos de doencas originadas pela ingestdo de alimento
contaminado e causadas por microrganismos especificos (MACHADO et al., 2010), como
bactérias do género Campylobacter e Salmonella. Pensando nisso, varias alternativas vém

sendo criadas para tentar burlar essas dificuldades.

2.4 Biofilme na industria de aves

Biofilmes sdo comumente definidos como populagdes de bactérias encapsuladas em
uma matriz, composta primariamente de polissacarideos, e aderidas umas as outras e/ou a
superficies ou interfaces irreversivelmente, ou seja, ndo ¢ desfeito com uma simples lavagem

(COSTERTON et al., 1995; UNAL et al.,2011).
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A adesdao dos microrganismos, no entanto, pode depender das propriedades fisico-
quimicas da superficie em questdo; tendo mais chances de aderir a plasticos que a vidro ou
metais, por exemplo. Isso ocorre, segundo Donlan & Costerton (2002), devido a
hidrofobicidade tanto da superficie de adesdo quanto das células, de forma que quanto mais
hidrofébico, mais aderido o biofilme estara.

Biofilmes tém sido de consideravel interesse em se tratando de higiene alimentar. Eles
sd0 mais resistentes a antimicrobianos, temperatura, oxigénio, entre outros. Devido a essa
maior resisténcia proporcionada pelo biofilme, aumenta-se o risco de contaminagdo por
bactérias patogé€nicas em instalacdes de processamento de alimentos. Apesar disso, foi
descoberto recentemente que alguns biofilmes possuem propriedades positivas e podem ser
utilizados como agentes de biocontrole. Um exemplo ¢ o uso de biofilme produzido por
bactérias acido-laticas e Bacillus spp. como agente protetor (UNAL et al., 2011).

Ha, entdo, mais uma opg¢ao de controle de bactérias patogénicas proporcionada pelas
bactérias acido-laticas e Bacillus spp, apesar de o uso de seus metabolitos ser o método mais
popular e mais estudado. Por isso, o biofilme pode ser uma alternativa a ser usada na industria

de alimentos e requer mais pesquisas (UNAL et al.,2011).

3. MATERIAL E METODOS

Trés cepas de Campylobacter jejuni (IAL 2383 - isolada de humanos; F157; F88) e um
sorovar de Salmonella enterica sub enterica sor. Heidelberg (SH) isoladas de carne de frango,
e obtidas por grupos de pesquisa que as utilizaram anteriormente, foram utilizados para esse
teste. A analise foi realizada em placa de poliestireno de 96 pocos, sendo utilizada uma placa
por bactéria.

Foi utilizado um coquetel de espécies de Bacillus e bactérias laticas, doado pela propria
empresa, contendo as espécies de Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
pumilus e Pediococcus spp. na concentragao de 10,3 log UFC/g (Lalfilm Pro, Lallemand SAS,
France).

Tanto para as cepas de Salmonella como de Campylobacter trabalhou-se separadamente
com 0s seguintes grupos experimentais: (i)controle negativo, onde foi inoculado apenas BLB
(i1) controles positivos, onde foi inoculada apenas a bactéria patogénica (iii)testes, onde
ambos foram inoculados, BLB e bactéria patogénica. As analises foram realizadas em

triplicata.
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Cada poco da placa de poliestireno, com excecao dos controles positivos, foi inoculado
com 9,3 log UFC/poco de BLB. Apos 24 horas, inoculou-se 5,43 log UFC mL! de C. jejuni
IAL 2383; 5,49 log UFC ™! de C. jejuni F88; 5,25 log UFC mL™! de C. jejuni F157; e 4,0 log
UFC mL! de SH, em suas respectivas placas, por pogo, com exce¢do do controle negativo,
diluido em 300 pL de caldo Mueller-Hinton. Apos 24 e 48 horas de inoculag¢ao da bactéria, o
material foi coletado com raspagem e submetido a diluigdes seriadas para contagem
especifica de C. jejuni e Salmonella Heidelberg. Contagem direta foi feita no agar CCDA
(Charcoal Cefoperozone Deoxycholate agar - Ox0id®) a 37°C em condi¢do de microaerofilia
por 48 horas e XLD (Xylose Lysine Deoxycholate agar - KASVI®) a 37'C por 24 horas,
respectivamente. Uma avaliagdo por PCR convencional de cinco colonias de cada placa foi
feita em seguida para confirmar as espécies, bem como coloragdo de Gram para
Campylobacter.

Também foi pesquisada uma baixa quantidade de inodculo inicial a fim de avaliar
diferentes cepas de C. jejuni e diferentes inoculos iniciais; duas cepas foram utilizadas (596 e
33454/1), também isoladas de galinhas e obtidas por grupos de pesquisa que as utilizaram
anteriormente. Foi avaliada a acdo de BLB 24, 48, 72 e 96 horas apés o tratamento. Inoculou-
se separadamente 3,0 log UFC/ml de C. jejuni 596 e 33454/1 diluidos em 200 uL por pogo e
assim o experimento seguiu de maneira similar a andlise de C. jejuni 1AL2383, F88 e F157
com o uso preventivo de BLB, porém sendo adicionados os tempos de 72 e 96 horas pos-
tratamento.

A avaliagdao da PCR foi feita a partir da extragdo de DNA de cinco colonias tipicas
(acinzentadas, com brilho metélico para C. jejuni em CCDA e pretas para Salmonella spp. em
XLD) de cada placa e, quando possivel, de cinco colonias atipicas, usando reagentes, pares de
primer e ciclos de amplificagdo, tempo e temperaturas padronizados pelo laboratério (uma
etapa inicial a 94°C por 10 minutos, seguido por 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, 47°C por 1
minuto, 72°C por 1 minuto e uma etapa final de extensdo a 72°C por 10 minutos, com primer
a 10 picomols). Para essa avaliacdo foram utilizados primers que amplificam o fragmento
localizado no gene ompC (5- ATCGCTGACTTATGCAATCG- 3 e 3’-
CGGGTTGCGTTATAGGTCTG-5’) para as supostas colonias de Salmonella e primers que
amplificam o fragmento localizado no gene flaA (5’-ATGGGATTTCGTATTAACAC-3e3’-
CTGTAGTAATCTTAAAACATTTTG-5’) para as supostas colonias de Campylobacter. A
PCR foi realizada utilizando-se GoTaq® Green Master Mix e a leitura das amostras

amplificadas foi feita através da interpretacao do gel de agarose.
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Para analise estatistica foi utilizado a anélise da variancia seguida pelo teste de Tukey (p
< 0,05) para determinar diferengas entre as médias. Os testes foram feitos utilizando-se

GraphPadPrism 704.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 mostra os resultados do uso de BLB na prevengdo do crescimento de
diferentes cepas de C. jejunie Salmonella Heidelberg. C. jejuni multiplicou em relagdo ao
in6culo inicial 24 e 48 horas pds-inoculagdo no grupo controle positivo € no grupo tratado.
Nao havendo diferenca entre os grupos tratados e o controle positivo.

Houve multiplicagdo da SH no grupo controle positivo em relagdo ao indculo.
Entretanto, BLB foi capaz de conter a multiplicacdo da SH ja que apdés 24 ¢ 48 horas a
quantidade da bactéria era igual ao indculo inicial no grupo tratado e 2,69 e 3,73 log CFU

menor que no controle positivo.

Tabela 1. Média de contagens de C. jejuni ¢ SH com tratamento preventivo com BLB

Inoculo CP 24 CN 24 Tratamento CP 48 CN 48 Tratamento

. horas horas 24 horas horas horas 48 horas
inicial
Campylobacter
a b c b b c b
jejuni TAL2383 5,43 8,3 0,00 7,65 8,00 0,00 7,93
Campylobacter
5,492 7,68° 0,00° 8,01 9,27¢ 0,00 ¢ 8,64 ¢
jejuni F88
Campylobacterjejuni ~ 525° 7,23° 0,00° 8,36° 8,4 0,00 © 8,03°
F157
Salmonella
4,00 ° 6,01° 0,00 ¢ 3,422 7,27° 0,00°¢ 3,542
Heidelberg

Letras diferentes na mesma linha representam diferenga estatistica. CP=controle positivo; CN=
controle negativo;
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Quando diminuida a quantidade do ind6culo inicial e adicionados os tempos de 72 e 96
horas pos-tratamento, diferentes resultados foram observados entre as duas cepas de C. jejuni
pesquisadas (tabela 2). Nos grupos controle positivos, a bactéria se multiplicou com o tempo
em relacao ao indculo inicial. O tratamento preventivo com BLB diminuiu em 1,74 log UFC a
cepa 596 de C. jejuni apenas 96 horas apos a inoculagdo. Na cepa 33454/1, BLB foi capaz de
diminuir a quantidade de Campylobacter em 1,39; 1,1 e 1,02 log CFU em 48, 72 ¢ 96 horas

apos a inoculagdo, respectivamente.

Tabela 2. Crescimento de diferentes cepas de Campylobacter jejuni 24, 48, 72 e 96 horas pos-
tratamento preventivo com BLB.

Ii CP CN T CP CN T CP CN T CP CN T
24h 24h  24h  48h  48h  48h 72h 72h 72h 96h 96h 96h
C. jejuni
596 3.0 473 0.00° 4.6 575° 0.0¢ 595° 4699 00°c 49" 564° 0.0°c 39
C.
jejuni334s  3.0° 451 0.0° 4.12* 5179 0.0 3.78* 4.83 0.00° 3.73* 428 0.0° 3.26
4/1

Letras diferentes na mesma linha representam diferenga estatistica (P>0,05). CP = controle
positivo; CN = controle negativo; T = tratamento; Ii = indculo inicial

A eficacia de BLB para prevenir o crescimento de C. jejuni usando placa de poliestireno
como modelo experimental parece ser dependente da quantidade inicial do indculo e da cepa.
Quando usada uma cepa isolada de humano e duas cepas isoladas de galinhas com indculo
inicial de aproximadamente 5 log CFU/pogo, BLB nao foi capaz de prevenir o crescimento de
C. jejuni. No entanto, quando usado um indculo inicial menor, de duas cepas isoladas de
galinhas (aproximadamente 3 log CFU/po¢o), houve um decréscimo de C. jejuni de 48 para
96 horas em uma cepa (33454/1) e apenas 96 horas pos-tratamento na outra cepa (596).E
importante mencionar que, embora a diminui¢do tenha sido pouca, foi usado um método com
caldo Mueller-Hinton que favorece a formacdao de biofilme (JOSHUA et al., 2006). O
comportamento de C. jejuni parece ser dependente da cepa em diferentes situacoes (MELO et

al., 2016).
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Ja foi observado por Golden & Acheson (2002) que espécies de Campylobacter sao
capazes de autoaglutinagdo em caldo Mueller-Hinton, embora nao tenha ficado claro se essa
formacgao ¢ um tipo de biofilme ou ndo. Considerando essa possibilidade como positiva, seria
uma explicacao plausivel para a multiplicagdo observada nos dados da tabela 1, mostrando
que essas cepas foram capazes de se proteger de forma muito eficaz.

Além disso, espécies de Campylobacter também sio capazes de colonizar biofilmes
preexistentes (HANNING, JARQUIN & SLAVIK, 2008; TRACHOO et al., 2002; KEEVIL,
2003), o que também poderia explicar a capacidade de algumas cepas de continuarem se
multiplicando mesmo na presenca de BLB e seu biofilme.

A Campylobacter ¢ uma bactéria dificil de controlar em granjas e na industria
alimenticia (DOYLE, 2018) e normalmente sao necessarias diferentes estratégias de controle
para reduzir o indice de contaminacdo (TECHARUVICHIT et al., 2016). Assim, o uso de
BLB na industria de alimentos ou em granjas pode ajudar na reducao desse patdogeno apos o
uso de métodos tradicionais de desinfec¢do, sendo, portanto, uma alternativa segura ao uso de
desinfetantes na producdo animal e na industria de alimentos ou podendo ser uma ferramenta
adicional ao uso dos desinfetantes, talvez sendo eficiente ao ficar em contato com a superficie
por mais tempo, visto que foi demonstrado que algumas cepas precisam de mais tempo de
contato com o biofilme de BLB para que seu crescimento seja controlado.

No caso da SH, houve sucesso no uso preventivo de BLB jad que houve reducio da
multiplicagio na placa de poliestireno. E importante mencionar que a redugdo no crescimento
foi mais eficaz apos 48 horas de inoculag@o que 24 horas. Isso ocorreu provavelmente devido
ao fato de as BLB necessitarem de mais tempo para formar um biofilme maior e mais estavel.

Salmonella nao tiféide pode ser de dificil controle em granjas de frango de corte,
especialmente SH, que possui grande prevaléncia nas granjas brasileiras (VOSS-RECH et al.,
2015). E provéavel que essas bactérias permanecam nas granjas em forma de biofilme, bem

como nas instalagdes de processamento da carne, suportando mesmo as situagdes mais hostis.

5.CONCLUSAO

O biofilme de bactérias laticas e Bacillus spp. foi capaz de controlar o crescimento de
Salmonella Heidelberg ja apos 24 horas de contato com o patdgeno e das cepas 33454/1 e 596

de Campylobacter jejuni ap6s 48 e 96 horas, respectivamente. Considerando que o uso de
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BLB nao ¢ prejudicial aos animais ou aos humanos, ndo deixa residuos, e o patégeno nao
desenvolve resisténcia, essa ¢ uma Otima alternativa a ser inserida como método de prevencao
de Salmonella Heidelberg e algumas cepas de Campylobacter jejuni na industria de aves e

alimentos.
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