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RESUMO

SANTANA, Marcelo da Silva Estacio de. Biofilmes de patégenos na industria de alimentos:
uma revisdo sobre a sua formacéo e controle. 2023. Trabalho de Conclusdo de Curso —

Universidade Federal de Sdo Carlos, campus Lagoa do Sino, Buri, 2023.

Biofilmes bacterianos s8o comunidades sésseis de bactérias, onde uma unica ou
multiplas espécies se estabelece sobre superficies biodticas ou abidticas se embebendo em um
material polimérico autoproduzido, trazendo-lhes maior resisténcia a fatores adversos do
ambiente. Os biofilmes representam um grande desafio nas industrias de alimentos, uma vez
que se tornam fontes de contaminacdo, gerando riscos a salde dos consumidores e grandes
prejuizos econdmicos. Dentre os microrganismos formadores de biofilme, encontram-se
importantes patégenos veiculados por alimentos, incluindo Salmonella enterica, Clostridium
perfringens, Escherichia coli, dentre outros. Com 0s avangos nos estudos sobre biofilmes
bacterianos, os quais tém abordado até mesmo a expressdo de genes envolvidos nesse processo,
novos mecanismos de controle de formacdo de biofilmes tém surgido, incluindo o uso de
tratamentos quimicos, Oleos essenciais, ruptura enzimatica, dentre outros. Este trabalho
objetivou compilar as caracteristicas e 0s mecanismos utilizados na formacéo de biofilmes dos
principais patogenos de alimentos, além de apresentar o entendimento geral de algumas

tecnologias utilizadas nas industrias de alimentos e suas a¢6es sobre a formacao de biofilme.

Palavras-chave: Comunidades sésseis; Quorum sensing; Tratamentos.



ABSTRACT

SANTANA, Marcelo da Silva Estacio de. Biofilms of pathogens in the food industry: a
review on their formation and control. 2023. Undergraduate Final Project — Federal

University of S&o Carlos, campus Lagoa do Sino, Buri, 2023.

Bacterial biofilms are sessile communities of bacteria, where a single or multiple species
establish themselves on biotic or abiotic surfaces and become embedded in a self-produced
polymeric material, bringing them greater resistance to adverse environmental factors. Biofilms
represent a major challenge in the food industry, as they become sources of contamination
causing health risks to consumers and great economic losses. Among the biofilm-forming
microorganisms, there are important food-borne pathogens that cause diseases, which include
Salmonella enterica, Clostridium perfringens, Escherichia coli, and others. With advances in
studies on bacterial biofilms, including the expression of genes involved in this process, new
mechanisms to control the formation of biofilms have emerged, including the use of chemical
treatments, essential oils, enzymatic breakdown, and others. This work aimed to compile the
characteristics and mechanisms used in the formation of biofilms of the main foodborne
pathogens, in addition to presenting the general understanding of some strategies used in the
food industries and their actions on the formation of biofilms.

Key-words: Sessile communities; Quorum sensing; Treatments.
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1 INTRODUCAO

Biofilme compreende uma comunidade séssil composta por células de uma ou mais
espeécies de microrganismos, envolvidas por uma matriz polimérica autoproduzida e associadas
de forma irreversivel a superficies (CLOETE et al., 2009; ALLKJA et al., 2020). Essas
comunidades podem incluir bactérias e fungos, e quanto maior é essa diversidade, maior é o
impacto na dindmica e estrutura do biofilme formado (CARRASCOSA et al., 2021; GALIE et
al., 2018; LIN et al., 2017).

O biofilme é a forma de vida bacteriana mais predominante na Terra, pois é um
importante fator de viruléncia, conferindo a esses microrganismos maior resisténcia a diversos
agentes antimicrobianos e a condi¢Ges ambientais severas, tais como desidratacao, exposicao a
luz ultravioleta (UV), salinidade, entre outras (RATHER et al., 2021; MUKHERJEE;
BASSLER, 2019).

Devido a esses fatores, a presenca de biofilmes nas industrias de alimentos se torna um
problema, podendo acarretar em significativos prejuizos anuais com danificacdo de
equipamentos, aumento nos custos com energia e uso de desinfetantes, perdas por deterioracdo
dos produtos processados e surtos de doencas veiculadas por alimentos (CARRASCOSA et al.,
2021; YUAN et al., 2021).

Sendo assim, ha uma enorme responsabilidade sobre as indUstrias de alimentos na busca
de técnicas para deteccdo e controle de formacéo de biofilmes, garantindo a inocuidade de seus
produtos. E isso se torna um grande desafio, visto que seus espagos Sao propicios para o
desenvolvimento de biofilmes bacterianos, uma vez que contém instalacdes de processamento
complexos, longos ciclos de producdo, grandes &reas para 0 crescimento microbiano e
disponibilidade de nutrientes para esses microrganismos (YUAN et al., 2021).

Atualmente, existe maior compreensdo sobre a composi¢cdo da matriz de biofilmes
bacterianos, do comportamento fenotipico e metabdlico das comunidades bacterianas, além dos
genes que estdo envolvidos no processo de sintese e regulacio (ROSSI et al., 2022). E por meio
desses estudos que diversas estratégias tém sido adotadas pelas industrias de alimentos para o
controle desse problema.

Frente a isso, este trabalho apresenta aspectos gerais da composicdo e formagéo de
biofilmes bacterianos, explorando as especificidades daqueles produzidos pelos principais
microrganismos patogénicos de alimentos. Além disso, sera abordado os impactos desses
biofilmes nas industrias de alimentos, bem como os mecanismos mais utilizados por elas no

que tange o controle desse problema.



2 COMPOSI(;AO GERALEA FORMAQAO DE BIOFILMES BACTERIANOS

Biofilmes bacterianos sdo constituidos majoritariamente de &gua, superior a 97%, que
por sua vez, contém a inteira diversidade dos componentes funcionais e estruturais do biofilme.
Esses juntos formam a principal estrutura do biofilme: a matriz (FLEMMING et al., 2016). A
matriz é produzida pelos proprios integrantes da comunidade microbiana, que passam a secretar
enzimas que serdo utilizadas para a sintese de diversos grupos de biopolimeros (SEVIOUR et
al., 2019). A matriz é composta por substancias poliméricas extracelulares (EPS), e somente
elas compreendem cerca de 50 a 90% da massa total de matéria organica do biofilme (BORGES
et al., 2020).

Estdo incluidos na EPS alguns polissacarideos extracelulares, como 0s
exopolissacarideos semelhantes a alginato, celulose, polissacarideos capsulares,
lipopolissacarideos, dentre outros. Também algumas proteinas, como exoenzimas, proteinas de
adesdo (como Bap — Proteina associadas ao biofilme, do inglés Biofilm associated protein),
glicoproteinas, lipoproteinas, além de acidos nucleicos (DNA extracelular — eDNA) e outros
compostos (SEVIOUR et al., 2019; BORGES et al., 2020). A finalidade de todos esses
biopolimeros é dar estabilidade mecénica para o biofilme, prover um meio propicio para a
ocorréncia das diversas interacdes entre as células, melhorar a capacidade de retencao de agua
e da sor¢do de nutrientes, e proteger as células da acéo de virus, antimicrobianos e desinfetantes
(SEVIOUR et al., 2019; RATHER et al., 2021).

Estruturas da propria célula bacteriana influenciam na adeséo dessas a superficie, o que
também favorece a formacdo de biofilme, tais como pilus, fimbria e flagelo (ALONSO;
MORAIS; KABUKI, 2021). Especialmente os flagelos apresentam grande importancia para a
formacgdo do biofilme, uma vez que bactérias com motilidade: podem encontrar lugares
favoraveis a formacéo de biofilme; ao se locomoverem no biofilme, criam canais na matriz, que
levam a um aumento na troca de nutrientes; conseguem se adentrarem no biofilme, quando
estdo em estado planctonico; conseguem se locomover ao longo da superficie, resultando em
propagacdo da coldnia, quando as mesmas estdo localizadas na borda do biofilme em
crescimento (MAJED et al., 2016).

O mecanismo quorum sensing (QS) também é um fator de viruléncia muito importante
para a formac&o dos biofilmes bacterianos. Este € uma forma de comunicacao entre as celulas
bacterianas e de outras espécies, onde o ha envio de uma variedade de moléculas sinalizadoras
para 0 meio extracelular, que sdo chamadas de autoindutoras (Al) (PALUCH et al., 2020;
THEODORA; DOMINIKA; WATURANGI, 2019). A percepcdo dessas moléculas pelas

células desencadeia a regulacédo de processos vitais para a comunidade (PALUCH et al., 2020).



Esse mecanismo do sistema QS contribui para o aumento da transferéncia de nutrientes, o que
ajuda as células a se adaptar ao ambiente (BRINDHADEVI et al., 2020).

O mecanismo QS pode ser dividido quanto ao tipo de Al utilizado: o que utiliza
oligopeptideos como Al e controlado pelo sistema de dois componentes, utilizado por bactérias
Gram-positivas; o mecanismo QS do tipo LuxI/LuxR, que utiliza N-acil-homoserina lactonas
(AHL) e também chamadas de Al-1, encontrado em bactérias Gram-negativas; 0 mecanismo
de QS que utiliza Al-2; e 0 mecanismo de QS que utiliza Al-3 (ALMEIDA et al., 2017;
FEDERLE; BASSLER, 2003). Este tltimo ainda ndo esta bem elucidado, a qual ndo sera nesse
trabalho abordado.

As bactérias Gram-positivas geralmente usam oligopeptideos como Al, sendo
nomeados de peptideos autoindutores (AIP), além de utilizar como receptores sensores histidina
quinase transmembrana de dois componentes (MUKHERJEE; BASSLER, 2019). Os AlPs
consistem, geralmente, de uma cadeia de 5 a 17 amino&cidos, podendo ser lineares ou sofrerem
modificacOes, apresentando anéis em sua estrutura. Por serem moléculas grandes, necessitam
de um transportador para serem excretadas para o meio extracelular (FEDERLE; BASSLER,
2003). Com a secrecao continua, aliada ao aumento da populacdo microbiana, ocorre aumento
da concentracdo externa desses AlPs, 0 que, por sua vez, é detectada pelos sensores histidina
quinase que se encontram na membrana plasmatica microbiana (MACHADO et al., 2020). Com
a deteccdo, os sitios de histidina (H) desses sensores sdo fosforilados pela acdo de ATP. O
fosfato (P) ligado ao sitio de H segue para o regulador de resposta encontrado no mesmo sistema
sensor de dois componentes, resultando na fosforilacdo dos sitios de acido aspartico (D). O
regulador de resposta é uma proteina ligada a regides especificas do DNA e com a fosforilacao,
a expressao de genes alvos é alterada (MACHADO et al., 2020; FEDERLE; BASSLER, 2003).

O esquema basico do mecanismo de QS por AIP é encontrado na Figura 1.



Figura 1 - Esquema béasico do mecanismo de QS por AIP em bactérias Gram-positivas
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Enquanto isso, as bactérias Gram-negativas utilizam moléculas pequenas como Al,

como as AHLs e também chamadas de Al-1 que apresentam um importante papel na formacéo

do biofilme, por ativar a transcri¢do de genes que estao associados a diversos processos, Como
a expressdo de EPS, dentre outros (CARRASCOSA et al., 2021). Como previamente

mencionado, as bactérias Gram-negativas apresentam o mecanismo de QS do tipo LuxI/LuxR.

As proteinas Luxl ou homdlogas sdo responsaveis por sintetizar um tipo de AHL especifico da

espécie microbiana. Assim, as AHLs produzidas passam a difundir livremente de dentro para

fora da célula, devido ao seu tamanho molecular. Ao atingir concentracdes limites, estas passam

a se ligar a proteinas LuxR ou homdlogas dentro das células, onde juntas se ligam aos

promotores especificos de DNA, regulando a expressédo de genes (FEDERLE; BASSLER,

2003). O esquema basico do mecanismo é encontrado na Figura 2.
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Figura 2 - Esquema bésico do mecanismo de QS por AHL ou Al-1 em bactérias Gram-

negativas
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Fonte: Proprio autor.

O Al-2 sdo moléculas produzidas pela proteina LuxS e podem ser encontradas tanto em
bactérias gram-positivas como em gram-negativas, o que a torna uma linguagem universal para
a comunicacao entre diferentes espécies. (SUN et al., 2021; MA et al., 2017). O Al-2 ndo é um
unico composto, mas sim um grupo de compostos derivados da 4,5-dihidroxi-2,3-pentanediona
(DPD), a qual é sintetizada pela proteina LuxS no Ciclo do Metil Ativado (AMC), que vem a
ser um processo metabdlico importante para a sintese de S-adenosilmetionina (SAM), que é um
composto precursor de AHL (MA et al., 2017; KANG et al., 2019).

A funcdo do mecanismo de QS do tipo LuxS/AI-2 varia em diferentes espécies e
estirpes. O gene luxS pode estar muito associado a adesao e formacao do biofilme em bactérias,
mas em outras, como no caso de Haemophilus influenzae, este pode inibir a formacéo deste
fator de viruléncia (ZHANG et al., 2019).

O mecanismo de QS também regula a organizacao estrutural do biofilme. No caso de
bactérias Gram-positivas, como exemplo Staphylococcus aureus, AIPs ativam o0 gene acessorio
regulador (agr), associado ao mecanismo de QS, que por sua vez induz a expressdo de
modulinas fenol-solivel que atuam na formacdo de poros e canais entre as microcolonias do
biofilme, o que facilita o transporte de nutrientes e liquidos (VAZQUEZ-SANCHEZ;
RODRIGUEZ-LOPEZ, 2018; FLEMMING et al., 2016).

De maneira resumida, Singh et al (2020) apresentam as etapas do processo de formacéo
do biofilme e a Figura 3 apresenta um esquema basico do processo, que compreendem: (I)
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adesdo reversivel do microrganismo a superficie, anteriormente, em estado planctonico; (11)
adesdo irreversivel das células, frente as propriedades hidrofébicas e hidrofilicas das superficies
com as quais estdo interagindo; (I11) desenvolvimento de microcoldnias e inicio da producéo
de matriz constituida de EPS e de maturacdo do biofilme; (IV) desenvolvimento da estrutura
tridimensional, ao passo que novas células se adentram no material ou as bactérias ja presentes
passam a se multiplicar e, com isso, mais EPS é produzido e excretado, formando novas
camadas de biofilme; (V) rompimento e disseminacédo de células do biofilme que podera dar
inicio a um novo processo de adesdo, embora isto possa ocorrer a qualquer momento do
processo de formagao.

Embora o conhecimento a respeito da formacgédo dos biofilmes esteja bem avancado,
existem muitas condicbes e variacbes gendmicas e ambientais que podem alterar as
caracteristicas e 0s mecanismos de formacao desses biofilmes, tornando o entendimento sobre
estas estruturas bastante complexo e mutavel, dificultando a erradicacdo desse problema na
industria de alimentos (GALIE et al., 2018).

Figura 3 - As etapas gerais do processo de formacédo de biofilme
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Em relagdo a presenca de biofilmes nas industrias de alimentos, esses se apresentam
como um dos principais problemas para as atividades que ali séo realizadas, além de gerar
perdas por contaminacOes cruzadas e riscos a satude do consumidor, ja que 0s microrganismos
formadores de biofilme séo deterioradores e patdgenos veiculados por alimentos (RAHMAN
et al., 2022). A seguir, serdo abordados aspectos gerais sobre o biofilme de algumas das
principais bactérias patogénicas associadas a surtos de doencas veiculadas por alimentos, como

Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, dentre outros.

3 MICRORGANISMOS PATOGENICOS FORMADORES DE BIOFILME
PRESENTES NAS INDUSTRIAS DE ALIMENTOS

3.1 Bacillus cereus

B. cereus é uma bactéria Gram-positiva ubiquitaria, podendo ser isolada de uma
variedade de alimentos, tais como arroz, condimentos, produtos minimamente processados,
principalmente vegetais frescos, produtos carneos e derivados lacteos (SILVA et al., 2022;
HWANG et al., 2022). E anaer6bio facultativo e capaz de esporular. E como é notado pela
denominacdo de seu género, apresenta formato de bacilo e também possui um flagelo
peritriquio, que € utilizado para locomocao e/ou secrecdo de toxinas (ENOSI TUIPULOTU et
al., 2021).

Segundo estudo de Park et al. (2020), B. cereus foi o patégeno alimentar mais
encontrado em vegetais frescos, apresentando um percentual de contaminacdo de 35%. E fato
também foi observado em restaurantes em paises da Unido Europeia, sendo apontados como a
principal fonte de contaminacéo por B. cereus, causando 27,6% dos surtos, seguido de produtos
de origem cereal (10,9%) e de carne bovina (8%) (HUSSAIN et al., 2018).

B. cereus esta classificado dentro do grupo de bactérias chamado de B. cereus sensu
lato, que também estdo incluidas as espécies B. anthracis, B. thuringiensis, B. mycoides, B.
pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus e B. toyonensis (ENOSI TUIPULOTU
etal., 2021).

Algumas estipers de B. cereus produzem enterotoxinas e hemolisinas, como a
hemolisina BL (Hbl), regulada pelos genes hblA, hblC e hbID; enterotoxina ndo-hemolitica
(Nhe), regulada pelos genes nheA, nheB e nheC; enterotoxina FM (EntFM) e citotoxina K
(CytK); e todos os genes envolvidos na expressao dessas toxinas séo controlados pelo regulador
transcricional PIcR (YAN et al., 2017; PARK et al., 2020).
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Além disso, B. cereus pode formar biofilmes em materiais de superficies encontradas
na industria de alimentos, sendo eles aco inoxidavel, vidro e plastico (HUSSAIN et al., 2018).
O patogeno persiste especialmente na industria de laticinios, formando biofilmes em tubulacdes
e em superficie de equipamentos (MACHADO et al., 2020).

Yan et al. (2017) relataram que estudos sugerem que algumas estirpes de B cereus sdo
capazes de formar estruturas semelhantes a biofilmes, como peliculas flutuantes e biofilme
submerso. Esses sdo expressos frente a inducéo por fatores externos, como no caso do biofilme
submerso, que € sintetizado quando o pH do meio esta baixo (GAO et al., 2015).

Além disso, Gao et al. (2015) mostraram que 0s genes associados a expressdo dos
componentes do biofilme ndo sdo conservados entre as estirpes dessa espécie. Os mesmos
autores trazem como exemplo a estirpe 905, que apresenta um cluster de 21 genes associados a
biossintese de EPS, que inclui glicosiltransferases e tirosina quinase (EpsAB). Ao comparar
com B. cereus ATCC 14579, vé-se que o mesmo cluster ndo é conservado, compartilhando
apenas genes que expressam a tirosina quinase e o regulador semelhante a LytR. Enquanto 0s
demais genes, por ndo serem semelhantes ao da outra estirpe, leva-se a sugerir que ha diferentes
mecanismos de biossintese de EPS entre essas.

Outros genes que séo importantes para a formacéao de biofilme de B cereus sdo spo0A,
sinl, sinR, sipW, calY1 e calY2 (GAO et al., 2015). A proteina SpoOA (codificada pelo gene
spo0A) é o regulador mestre da esporulacdo em muitas bactérias (OBANA; NAKAMURA,;
NOMURA, 2014). As proteinas SinR e Sinl apresentam-se como importantes reguladores da
formacédo de biofilme: SinR é antagonista de Sinl, ao passo que a delecdo de SinR promove a
superproducdo de biofilme. Enquanto a delecdo de Sinl gera resultado negativo para a formagéo
de biofilme. Isso indica que Sinl/SinR s&o um par anti-repressor/repressor na formacéo de
biofilme (MAJED et al., 2016).

As proteinas CalY1 e CalY2 apresentam uma funcdo muito semelhante a proteina TasA
que é um componente essencial para o biofilme de Bacillus subtilis. TasA é exportada da célula
e processada para uma forma maturada pela enzima SipW, antes de ser ancorada a membrana
por meio de sua fixacdo a TapS (GAO et al., 2015).

Machado et al. (2020) demonstraram que 0 mecanismo QS é importante para a formacéao
de biofilme por B. cereus. A presenca de lactose induz o aumento na producéo do Al-2, que €

muito importante para a expressdo de genes associados a formacao de biofilme.
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3.2 Campylobacter jejuni

C. jejuni é uma bactéria Gram-negativa que possui formato de "S" (espiral), com
espessura variando de 0,2 a 0,5 um e comprimento de 1 a 5 um. Também conta com flagelo
polar, podendo ser monotriquio ou anfitriquio (Y1; ANDERSON, 2018). E considerado um
microrganismo fastidioso e sensivel ao estresse ambiental, uma vez que requer ambiente
microaerofilico (em torno de 5% de O>), capnofilico (em torno de 10% de CO>) e temperaturas
medianas a elevadas (entre 30 a 45 °C) para se desenvolver (MOUFTAH et al., 2021).

Esta bactéria esta associada a doencas como diarreia, bacteremia, meningite, sindrome
de Guillain-Barré, artrite reativa, causando doencas em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (YI; ANDERSON, 2018; GARCIA-SANCHEZ et al., 2019) C. jejuni é
considerado o principal causador de gastroenterites em paises desenvolvidos. Apenas nos
Estados Unidos, estima-se que Campylobacter tenha causado cerca de 845 mil doengas, com
8,5 mil hospitaliza¢fes e mais de 70 mortes anualmente (Y1; ANDERSON, 2018). J& no Brasil,
segundo Cisco et al. (2017), had uma caréncia nas notificacdes de campilobacteriose, sendo
estimado uma taxa de infec¢do 7,6 a 100 vezes maior que a relatada. Estes autores também
relatam a inexisténcia de programas de vigilancia que investiguem a doenc¢a a campo, tdo pouco
existem padrdes microbioldgicos para alimentos que incluam Campylobacter spp., 0 que da
margem a ocorréncia de surtos veiculados por alimentos.

C. jejuni consegue, assim como outras espécies do género Campylobacter, se devolver
muito bem no trato intestinal de aves de corte, atingindo concentraces da ordem de 10*a 108
UFC/g (TEH; FLINT; FRENCH, 2010). Devido a esse fato, o trato intestinal de aves de corte
se torna um 6timo reservatério para a C. jejuni, o que resulta na predominancia dessa espécie
em linhas de abatedouros de frangos de corte, bem como em produtos avicolas frescos e
congelados (MAGAJNA; SCHRAFT, 2015; TEH; FLINT; FRENCH, 2010). Embora a maioria
dos casos estejam associados com o consumo ou manipulagdo de produtos avicolas
contaminados, esses ndo sdo 0s Unicos vetores desse patogeno, sendo também leite nédo
pasteurizado, 4gua ndo tratada, animais domesticos e outros (MAGAINA; SCHRAFT, 2015;
MOUFTAH et al., 2021).

Se tratando da prevaléncia desta espécie nas linhas de abatedouros de aves,
Araugjo et al. (2022) apontam que esse fato é resultado de contaminagéo cruzada da carcaga de
frangos durante etapas especificas do processamento, as quais incluem a escaldadura das aves
em tanques, a remogdo das penas e outras etapas de evisceracdo. Além disso, C. jejuni é um
microrganismo capaz de formar biofilme e de se estabelecer em biofilmes mais resistentes de

outras culturas, tais como Pseudomonas spp., Staphylococcus spp., entre outros, o que contribui
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em maior resisténcia desse patdgeno frente as adversidades ambientais, onde podem sobreviver
melhor em estresse aerdbio e baixa temperatura (MAGAINA; SCHRAFT, 2015). Além disso,
é capaz de formar biofilmes em superficies encontradas na industria de alimentos, tais como as
de aco inoxidavel, vidro e plastico (OH; KIM; JEON, 2016; TRACHOO; FRANK; STERN,
2002).

Em biofilmes formados pelo género Campylobacter, os carboidratos se apresentam
como uma porcao significativa da matriz, principalmente, galactose e N-acetilgalactosamina.
Também foram identificados alguns glicoconjugados contendo manose e fucose. O eDNA
também tem uma funcéo importante no biofilme deste género, facilitando a ades&o inicial e a
maturacdo (MA et al., 2022).

Como ja visto, C. jejuni é uma bactéria microaerofilica e essa caracteristica influencia
na estrutura e na formacdo de biofilme. Esta espécie produz um biofilme mais compacto e
viscoso, dificultando a entrada de oxigénio e com isso, protegendo as células aderidas do
estresse aerdbio. O nivel dessa compactacdo e viscosidade sdo dependentes da diversidade
microbiana do biofilme, isso se nota em biofilmes de uma Unica espécie de Campylobacter,
onde 0s mesmos sd0 menos compactos e viscosos que os de multiplas espécies do mesmo
género (MA et al., 2022). Além disso, C. jejuni apresenta maior taxa e maior potencial de
formacdo de biofilme em condigdes aerdbias, quando comparado ao ambiente microaerébio
(OHADI et al., 2021).

Os genes envolvidos na formacéo de biofilme sdo 0os mesmos envolvidos na motilidade
e outros de processos importantes para a célula. Os genes responsaveis pela motilidade de
C. jejuni e que estdo associados a formacao de biofilme sdo flaA, flaB, flaG, fliS e flhA. Outros
genes importantes sdo aqueles envolvidos na modificacdo da superficie celular, como peb4,
pgpl e waaF, e os de resposta ao estresse, como ppkl, spoT, ¢j1556, csrA, cosR, cprS e nuoK.
O gene luxS mecanismo de QS também esta associado (GARCIA-SANCHEZ et al., 2019).

3.3 Clostridium perfringens

C. perfringens é uma bactéria Gram-positiva com formato de bacilo, anaerdbico
obrigatério e capaz de esporular (HASHIMOTO; SUZUKI; OONAKA, 2023; LABBE;
JUNEJA, 2017). Esta bactéria é pertencente a ordem Clostridiales e a familia Clostridiaceae e,
dada a sua capacidade de producdo de toxinas, é também classificada em sete toxinotipos,
classificados de A a G (PANTALEON et al., 2014; MILTON et al., 2022). As toxinas
produzidas por esse patdgeno sdo denominadas CPA, CPB, CPB2, ITX, ETX, CPE e NetB

(MILTON et al., 2022). Sao os toxinotipos A, C e F que estdo associados as infecgdes em
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frangos e intoxicagdes alimentares em seres humanos, sendo as estirpes do toxinotipo A as
maiores causadoras de doengas veiculadas por alimentos em todo mundo, frente a sua
habilidade de produzir varias toxinas e enzimas citotdxicas, como enterotoxina de
C. perfringens (CPE), perfringolisina e sialidases (YADAYV et al., 2022; MILTON et al., 2022;
XU et al., 2022).

Devido a produgéo dessas toxinas, C. perfringens é a maior causa de doengas entéricas,
sendo classificado como agente de bioterrorismo (PANTALEON et al., 2014; CHARLEBOIS;
JACQUES; ARCHAMBAULT, 2014). De fato, a intoxicacdo alimentar causada por
C. perfringens é umas das mais comuns em todo o mundo, estando em terceiro lugar entre os
agentes causadores de surtos de doencas veiculadas por alimentos no Reino Unido e Franca e
0 segundo mais comum nos Estados Unidos (HU; KIM; KOO, 2018). Esses surtos estao muito
associados a servigos de alimentacdo de escolas, cantinas de hospitais e restaurantes. Também
causam grandes prejuizos na industria de aves, atingindo perdas calculadas em mais de 2 bilhdes
de dolares anualmente. E isso se explica ao fato carnes fornecerem os mais de 12 aminoacidos
e vitaminas necessarios para C. perfringens se desenvolver (SMITH; OLSZEWSKA; DIEZ-
GONZALEZ, 2021; HU; KIM; KOO, 2018).

Ainda, segundo Smith, Olszewska e Diez-gonzalez (2021), a prevaléncia de
C. perfringens se da por sua habilidade de formar esporos, e uma vez que formados, exibem
grande resisténcia a varios tratamentos, como calor, estresse osmético, agentes quimicos,
armazenamento congelado prolongado e processamento a alta pressdao (ALZUBEIDI et al.,
2018). Em alguns casos, a aplicacdo de calor pode favorecer o desenvolvimento de
C. perfringens, pois se 0s esporos sobrevivem ao processo de coccdo, ha inativacdo de
competidores e reducdo da concentracdo de oxigénio do meio; caracteristicas ideais para seu
desenvolvimento (LABBE; JUNEJA, 2017).

Os esporos de C. perfringens sdo altamente hidrofobicos e apresentam habilidade de
aderir a superficies encontradas na indastria de alimentos, tal como ago inoxidavel
(ALZUBEIDI et al., 2018). Além disso, C. perfringens demonstrou ser capaz de formar
biofilmes e estruturas semelhantes a biofilme em diversas superficies, a qual podem ser
construidos antes da esporulagdo, garantindo resisténcia ainda maior ao microrganismo,
principalmente ao estresse oxidativo (SMITH; OLSZEWSKA; DIEZ-GONZALEZ, 2021; HU;
KIM; KOO, 2018; CHARLEBOIS; JACQUES; ARCHAMBAULT, 2014).

A matriz do biofilme dessa bactéria € constituida de polissacarideos de ligacdo B-1,4,
como a celulose, estruturas de constituicdo proteica como o pilus tipo IV e DNA
(CHARLEBOIS; JACQUES; ARCHAMBAULT, 2014; PANTALEON et al., 2014). Em
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relacdo ao pilus tipo IV, este é tambem utilizado no processo de motilidade deslizante da célula,
onde possui funcdo de extensdo e retracdo, passando a mover a célula (MENDEZ et al., 2008).
E para o biofilme, este componente € muito importante para a maxima adesdo celular e
formacéo deste (VARGA; THERIT; MELVILLE, 2008).

Alguns genes importantes para a esporulagédo e expressao de toxinas estdo associados a
formagéo de biofilme em C. perfringens, sendo eles 0s que expressam SpoOA, AbrB e CtrAB,
estes contribuem para as diferentes morfologias do biofilme em resposta a temperatura
(CHARLEBOIS; JACQUES; ARCHAMBAULT, 2016; OBANA; NAKAMURA; NOMURA,
2014). Como visto em B. cereus, SpoOA ¢é um regulador mestre da esporulacdo e AbrB é um
repressor global, ja& CtrAB é um complexo de proteinas CtrA e CtrB que atua como regulador
da expressao de toxinas e é conservado no género Clostridium, regulando varios outros genes,
tornando-o importante para 0 metabolismo desse género (OBANA; NAKAMURA; NOMURA,
2014).

3.4 Listeria monocytogenes

A bactéria Gram-positiva L. monocytogenes é um patégeno veiculado por alimentos
ubiquitario, sendo encontrada principalmente no solo, a&gua e em fezes (JORDAN;
MCAULIFFE, 2018; REES; DOYLE; TAYLOR, 2017). E uma bactéria anaerdbia facultativa,
possuindo forma caracteristica de bacilo e incapaz de esporular (YASSORALIPOUR et al.,
2023). Produz acidos, como o lactato, a partir da fermentacdo da glicose e também é oxidase-
negativo e catalase-positivo. A temperatura ideal para crescimento é 37 °C, mas é capaz de
crescer em faixas que variam de 0 a 45 °C; portanto, considerado um microrganismo
psicrotrofico (REES; DOYLE; TAYLOR, 2017; CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018).

L. monocytogenes é um microrganismo moével em temperaturas que variam entre 22 e
30 °C, porém ndo formam flagelos na temperatura ideal de crescimento (CHLEBICZ;
SLIZEWSKA, 2018). Além disso, ¢ halotolerante, sendo capaz de crescer em meios com
concentracdo de 10% de cloreto de sodio (NaCl), e resistindo a concentragfes que variam entre
20 e 30%. Também, consegue manter o crescimento em uma grande faixa de pH, variando entre
4,6 € 9,2 (REES; DOYLE; TAYLOR, 2017).

Em alimentos, L. monocytogenes pode ser encontrado, principalmente, em frutos do
mar, produtos lacteos, carne, frutas, entre outros (GALIE et al., 2018). Ao consumir esses
alimentos contaminados, este microrganismo pode desenvolver no individuo a listeriose, uma
doenca gastrointestinal rara, porém potencialmente fatal. Essa doenca pode acarretar

septicemia, meningite, aborto espontaneo, entre outras (COLAGIORGI et al., 2017).
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Segundo Jordan e Mcauliffe (2018), cerca de 2536 casos dessa doenca foram registrados
na Unido Europeia, apenas em 2016, apontando um aumento de 9,3% em relacdo a 2015. Os
autores ainda relatam que o numero de casos apresenta continuo aumento desde 2008. Ja na
Australia, a Food Standards relata aproximadamente 150 casos de pacientes hospitalizados com
listeriose todos os anos, incluindo registro de Obitos por decorréncia da infeccéo,
correspondente a cerca de 10% desse total (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018).

Assim como outras espécies bacterianas, 0 mecanismo de formacdo de biofilme de
L. monocytogenes se inicia com a adesdo das células a uma superficie. Alguns autores
identificaram que L. monocytogenes é capaz de se aderir em diversas das superficies
encontradas nas industrias de alimentos, a qual entram contato com os alimentos, sendo estas a
de aco inox, poliestireno, PVC, vidro e borracha (COLAGIORGI et al., 2017; GU et al., 2021;
ZERAIK; NITSCHKE, 2012; TRACHOO, 2007; SADEKUZZAMAN et al., 2017).

Tanto para a adesdo quanto, subsequentemente, para a formacao do biofilme, os genes
envolvidos no movimento de seu flagelo s&o considerados essenciais. Dentre eles estéo 0s genes
fliQ, flaA. flil e motA. Além desses, sdo importantes também o gene regulatorio phoR e 0s genes
envolvidos na D-alanilacdo do acido lipoteicoico (GALIE et al., 2018; ALONSO et al., 2014).
Desses ultimos citados, tem-se o operon dItABCD, formado pelos genes dItA, ditB, dItC e dItD.
A D-alanilacao do &cido lipoteicoico promovida por esses genes € muito importante, pois altera
a carga da superficie da célula bacteriana, permitindo a interacdo com a superficie abidtica
(ALONSO et al., 2014).

Gandra et al. (2019) relataram que o locus agr do mecanismo de QS também é muito
importante para a formacdo do biofilme por L. monocytogenes. Esse locus é composto por
quatro genes, que juntos formam o operon agrBDCA. Através do gene agrB é expressa uma
proteina de membrana, que exporta o AIP precursor expresso através do gene agrD. Esse
peptideo é transformado em um AIP maduro. Quanto as proteinas AgrC (uma histidina quinase)
e AgrA (um auto-regulador), essas formam um sinal de transdugéo no sistema. Assim, quando
a concentracdo extracelular de AIP atinge determinado limite, o0 mecanismo de QS ¢é ativado,
por meio da deteccdo de AgrC-AgrA, exercendo efeitos regulatorios sobre os substratos-alvo e
induzindo sua prépria produg&o.

A temperatura apresenta um papel muito importante nesse processo. Segundo
Colagiorgi et al (2017), embora melhor produza biofilme a 37 °C, L. monocytogenes é capaz
de produzir biofilme em temperaturas de 4 a 12°C, apresentando maior formagéo em vidro, em

comparagao aos outros materiais citados mais acima. Ainda, é provavel que os genes envolvidos
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na formac&o do biofilme dessa espécie sejam diferentes dos envolvidos quando este se encontra
em sua temperatura ideal de desenvolvimento (37 °C).

3.5 Salmonella enterica

Outro patégeno encontrado nas industrias de alimentos é a bactéria Salmonella enterica,
um bacilo movel que possui flagelo peritriquio, Gram-negativo, anaerdbio facultativo, oxidase
negativo, catalase positivo, pertencente a familia Enterobacteriaceae e, juntamente com a
espécie Salmonella bongori, formam todo o grande género Salmonella (CHLEBICZ;
SLIZEWSKA, 2018; GAMAZO; SOLANO; LASA, 2009; RELLER, 2012; PERCIVAL;
WILLIAMS, 2014).

As condi¢cbes de temperatura para o metabolismo estdo na faixa de 5 a 47 °C,
apresentando crescimento 6timo entre 35 a 37 °C. Apresentam sensibilidade a temperatura igual
ou superior a 70 °C, sendo inativadas nessas condi¢cbes (GRAZIANI et al., 2017). J& a faixa de
pH é relativamente alta, variando de 4,0 a 9,5, com crescimento 6timo entre 6,5 a 7,5
(CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018). E ainda, requerem elevada atividade de agua (Aw),
variando entre 0,94 a 0,99, podendo sobreviver em Ay menor que 0,2 (GRAZIANI et al., 2017).

Dentre 0s mais de 2500 sorotipos da espécie S. enterica, 0s principais patdgenos
humanos causadores de salmonelose s&o Typhimurium e Enteritidis, além do sorotipo Typhi,
que é um adaptado patdégeno humano, causador da febre tiféide (GAMAZO; SOLANO; LASA,
2009). Em relacdo a salmonelose, esta é considerada uma zoonose muito relevante, sendo uma
das doencas veiculadas por alimentos mais graves que afetam os seres humanos (GAMAZO;
SOLANO; LASA, 2009). Esta é definida como uma sindrome autolimitada e caracterizada por
sintomas gastrintestinais, tais como diarreia, febre e dor abdominal, apresentando periodo de
incubacéo entre 4 a 72 h e baixa taxa de mortalidade (ANTUNES et al., 2016).

Apenas dos Estados Unidos, mais de 70% dos casos de salmonelose humana foram
associados ao consumo de frango, peru e ovos contaminados. Salmonelose causada pelo
consumo de frango tem sido uma questéo critica para a seguranca dos alimentos em todo o
mundo, considerando que as carnes de aves e produtos avicolas apresentaram significativo
aumento de consumo nos Ultimos 50 anos (BYUN et al., 2021; ROY et al., 2021). Estudos
revelaram que no Vietnd, China e india, cerca de 71,8, 15,8 e 9,4% das amostras de carne de
frango testadas foram positivas para Salmonella spp, respectivamente (ROY et al., 2021).

Em 2017, o Brasil produziu cerca de 13 milhGes de toneladas de carne de frango, sendo
reconhecido como segundo maior produtor de carne de frango do mundo e o maior exportador

de produtos & base dessa carne (BRASAO et al., 2021). Tamanha demanda pela carne de frango
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produzida no Brasil leva a severa supervisao da qualidade destes produtos por parte dos 6rgéos
de fiscalizag&o visando controlar a comercializagéo de produtos contaminados.

Byun et al. (2021) relataram que Salmonella enterica sorovar. Enteritidis é capaz de
formar biofilme em diversas superficies, principalmente superficies hidrofobicas, como
plasticos, aco inoxidavel, acrilico, entre outras. A adesao e formacé&o de biofilme de S.
enterica esté relacionada a presenca dos genes csgD e adrA e, também, ao mecanismo QS. Este
ultimo utiliza tanto do gene luxS como de outros genes para comunicacdo entre todos 0s
microrganismos envolvidos no biofilme. O gene luxS, além do gene sdiA, atuam na producao
de moléculas envolvidas no mecanismo QS e de seus receptores (BRASAO et al., 2021).

Além desses genes, a producdo de alguns polissacarideos, tal como a celulose, e 0 uso
de algumas proteinas, como aquelas presentes nas fimbrias, sdo importantes para a adesao das
células a superficie. A celulose € um polimero de -1,4-D-glicose para a interacdo célula-célula
e € crucial para a formagdo de biofilme por Salmonella em condi¢es in vitro e ex vivo
(BHARDWA et al., 2022).

O operon bcsABZC esta presente na sintese de celulose. O gene bcsA codifica a
subunidade catalitica da celulose sintase, a qual polimeriza a uridina 5'-difosfato de glicose em
celulose, enquanto o gene bcsB codifica a subunidade reguladora da celulose sintase, que se
liga ao ativador ciclico-di-GMP. Quanto a proteina BcsC, esta € necessaria para maximizar a
sintese da celulose, enquanto o gene bcsZ codifica a endoglucanase que hidrolisa ligagbes /-
1,4-D-glucosidicas (GAMAZO; SOLANO; LASA, 2009).

3.6  Escherichia coli

A bactéria E. coli é um bacilo Gram-negativo, encontrado principalmente em aguas e
solo. Também é comumente encontrado na microbiota intestinal de mamiferos, incluindo
humanos. Embora a maioria ndo apresente riscos a salde humana, alguns sorotipos de E. coli
promovem doencas gastrointestinais, sendo o principal E. coli 0157:H7 (WERNER, 2016).

Segundo Weerarathne et al. (2021), E. coli O157:H7 promove doengas que variam
desde uma diarreia a sindrome hemolitica urémica. A contaminagdo ocorrida por E. coli
O157:H7 se d&, principalmente, por técnicas inadequadas de lavagem das maos e por
manipulagdo incorreta de alimentos. Os principais veiculos de contamina¢do humana por esse
microrganismo sdo a carne mal passada (especialmente hamburguer), suco de macd, agua,
frutas, vegetais, produtos lacteos, como iogurte e leite ndo pasteurizado, entre outros
(WERNER, 2016)
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Além disso, as superficies de equipamentos de plantas de processamento de alimento
ndo corretamente higienizadas apresentam-se como fontes de contaminagdo por E. coli
0157:H7 (WEERARATHNE et al., 2021). Um fator que contribui para a sua sobrevivéncia, é
a capacidade que esta bactéria tem em formar biofilmes em superficies abidticas, incluindo aco
inoxidavel, polipropileno, vidro borossilicato, aco inoxidavel, dentre outros (CARTER et al.,
2016; WEERARATHNE et al., 2021). O processo de adesdo e formacéao de biofilme por E. coli
O157:H7 se da por meio de muitos fatores, incluindo a producdo do EPS, fundamental na
adesdo inicial (RYU; BEUCHAT, 2005).

Outros fatores de viruléncia sdo necessarios, como as adesinas (principalmente a Cah e
OmpA), flagelo, fimbria do tipo I, proteina Curli e o I6cus de genes envolvidos na adeséo e
lesdo (alteracdo) de enterdcitos. Esses fazem parte de etapas complexas durante o processo de
infeccdo e formacdo de biofilme. Os flagelos, além de permitir o movimento da bactéria, séo
capazes de auxiliar a adesdo, frente a forcas de repulséo eletrostaticas que possam existir entre
a superficie microbiana e o material (OLOKETUYI; KHAN, 2017).

Ja a proteina extracelular Curli é o componente principal de biofilme de E. coli. Esta é
uma fibra fina, enrolada e apresenta comprimento variado de 6 a 12 nm. Ao se juntarem fora
da célula, formam uma matriz, muito importante para o processo de colonizagdo e
desenvolvimento do biofilme, sendo resistentes a degradacdo por proteases e desnaturacdo por
detergentes (CHARLES VEGDAHL; SCHAFFNER, 2023; OLOKETUYI; KHAN, 2017).

3.7 Staphylococcus aureus

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva, anaerobia facultativa, ndo-esporulada, nao-
movel e apresenta formato de coco com didmetro médio de 1 um (FOSTER; GEOGHEGAN,
2015). E um patdgeno oportunista, encontrado em mais de 30% dos humanos, especificamente
na parte externa das narinas e pele (LEROY; VERMASSEN; TALON, 2016).

Apresenta temperatura e pH 6timo de crescimento de 37 °C e 7,2, respectivamente, mas
é capaz de crescer em faixas de temperatura entre 6,5 e 45 °C (classificado como mesofilo) e
de pH entre 4,2 a 9,3 (KOSECKA-STROJEK; BUDA; MIEDZOBRODZKI, 2018; ADAMS,
2009; SAMANTA; BANDYOPADHYAY, 2020).

Entre os anos de 2012 e 2021, esta bactéria foi responsavel por 12,9% dos 1559 casos
de doencas veiculadas por alimentos no Brasil (BRASIL, 2022). E encontrada em uma
variedade de alimentos, como carne, peixe, leite, comidas prontas, entre outras, e estdo também
presentes em superficies de equipamentos de processamento de alimentos (CASTRO; SILVA;
TEIXEIRA, 2018).
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A intoxicacdo alimentar promovida por S. aureus se manifesta em um individuo, através
do consumo de alimentos contaminados por suas enterotoxinas (FOSTER; GEOGHEGAN,
2015). A ingestdo de apenas 100 ng de enterotoxinas é capaz de promover os sintomas da
intoxicacdo alimentar (THOMPSON, 2018).

Biofilmes produzidos por S. aureus sobre a superficie de alimentos ndo sdo firmemente
aderidos, porém boa aderéncia é observada sobre superficies de equipamentos de producdo de
alimentos e embalagem de diferentes materiais, tais como poliestireno, polipropileno, aco
inoxidavel, vidro, borracha e madeira (DI CICCIO et al., 2015; LI et al., 2022).

Na primeira etapa, j& compreendida como a etapa de adeséo, S. aureus requer a a¢do de
autolisinas e de acido teicdico, tornando possivel as interacdes hidrofébicas e eletrostaticas
entre a superficie e as células (VAZQUEZ-SANCHEZ; RODRIGUEZ-LOPEZ, 2018). Na
segunda etapa, caracterizada pela multiplicacdo celular e formacdo de varias camadas de
células, as bactérias passam a se ligar e a serem envolvidas por camadas de EPS. O EPS de S.
aureus é formado por trés principais fragdes: polissacarideos, eDNA e proteinas
(CAMUSSONE; CALVINHO, 2013; VAZQUEZ-SANCHEZ; RODRIGUEZ-LOPEZ, 2018;
ZHU et al., 2020).

Dentre os polissacarideos estdo a adesina intercelular polissacaridica (PIA) e o
polissacarideo capsular/adesdo (CP/A) (CAMUSSONE; CALVINHO, 2013; BAZARI;
HONARMAND JAHROMY; ZARE KARIZI, 2017). A PIA é o principal polissacarideo dessa
fracdo, a qual apresenta um importante papel na acumulacdo e coesdo do biofilme. Este
polissacarideo € produto do operon icaADBC, onde icaA e icaD formam a N-
acetilglicosamiltransferase, uma proteina transmembrana que sintetiza oligdbmeros de N-acetil-
glicosamina. Estes ultimos s&o transferidos, por meio da proteina de membrana IcaC, para a
superficie da membrana, sendo diacetilados pela proteina IcaB, gerando cargas positivas que
favorecem a adesdo de PIA na superficie das bactérias (BAZARI; HONARMAND
JAHROMY; ZARE KARIZI, 2017; DAS et al., 2022).

O eDNA é um importante componente estrutural do biofilme por possuir carga elétrica
negativa, 0 que permite sua atuacdo como agente de ligacao entre as células, e também como
uma protecdo contra agentes antimicrobianos catiénicos (RATHER et al., 2021).

Dentre as proteinas estdo a Bap e as adesinas MSCRAMMSs (microbial surface
components recognizing adhesive molecules matrix), principalmente a proteina A (VAZQUEZ-
SANCHEZ; RODRIGUEZ-LOPEZ, 2018). Bap ¢ a principal proteina dessa fragdo, e constitui

em um membro de uma grande familia de proteinas associadas & formagdo de biofilme em
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varias espécies bacterianas. Seu papel esta tanto na etapa inicial de adeséo da célula a superficie,
como também nas interacdes célula-célula (LANGSRUD, 2009).

4 OS IMPACTOS DO BIOFILMES E AS MEDIDAS DE CONTROLE ADOTADAS
PELAS INDUSTRIAS DE ALIMENTOS

Como exposto, os biofilmes se tornam grandes ameacas a salde publica, uma vez que
muitos patdégenos humanos séo capazes de formar estas estruturas. Estima-se que entre 65 e
80% das doencas infecciosas de grau agudo e crénico que acometem humanos, sdo causadas
por microrganismos capazes de formar biofilme (RATHER et al., 2021).

Os impactos da presenga de biofilmes estdo altamente relacionados com as atividades
promovidas pelas industrias de alimentos, uma vez que estes espa¢os S0 muitos susceptiveis a
adesdo celular e consequente formacéo de biofilme. Os biofilmes ndo s6 ameacam a inocuidade
dos alimentos, como acarretam em grandes prejuizos econdmicos para as industrias
(VISHWAKARMA, 2020).

A susceptibilidade das industrias se d& a diversos fatores, que incluem a facil
disponibilidade de nutrientes, longos ciclos de producdo e grandes areas para 0 crescimento
microbiano (YAN et al., 2017). Além disso, inclui a capacidade dessas bactérias formarem
biofilmes em superficies encontradas nas linhas de producdo de alimentos. Dependendo da
indUstria, biofilmes podem ser encontrados em tubulacdes, luvas, mesas, carcacas, superficies
de contato, dentre outros (RAHMAN et al., 2022). E ainda relacionado a esse fator, as
instalacBes industriais apresentam diversos pontos vulneraveis para formacdo de biofilmes,
como joelhos, vélvulas, placas de pasteurizadores; pontos de dificil acesso do sistema de
limpeza (ARAUJO et al., 2022).

Como ja abordado, os biofilmes garantem maior resisténcia das células microbianas
integrantes da comunidade, resultando no uso de doses muito superiores (de 500 a 5000 vezes
maiores) de biocidas para a inativacdo de microrganismos, em comparacdo a de
microrganismos em condicéo plancténica (SUBRAMANIAN et al. 2020).

Assim, estratégias adotadas consistem, principalmente, na prevencao da formacao de
biofilmes. Para isso, tecnologias eficientes estdo sendo exploradas para este fim, além de
garantir reducdo nos custos com o sistema de sanitiza¢éo e nos impactos ambientais que muitos
dos produtos atuais tém causado. A seguir, serdo apresentadas algumas das estratégias ja
utilizadas pelas inddstrias de alimentos e outras ainda em fase de estudos, além dos mecanismos

de controle da formacé&o de biofilmes.
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41 TRATAMENTO QUIMICO

Os tratamentos quimicos apresentam grande aplicacdo nas industrias de alimentos,
sendo muito empregados no Cleaning In Place (CIP), considerada umas das estratégias padrédo
de sanitizacdo industrial. No geral, o CIP envolve a aplicacdo de uma solucdo alcalina,
geralmente hidréxido de sddio (NaOH), seguida de uma solugdo &cida, normalmente de acido
nitrico (HNO3z), com o fim de controlar a contaminacg&o bacteriana e remover residuos organicos
e inorganicos (ALZUBEIDI et al., 2018).

De acordo com Oliveira, Brugnera e Piccoli (2010), os sanitizantes quimicos que
também sdo utilizados na reducdo da carga microbiana das superficies de equipamentos das
indUstrias de alimentos no Brasil sdo 0s que apresentam como grupos ativos compostos
inorganicos e organicos liberadores de cloro ativo, quaternarios de amonio, acido peracético,

dentre outros.

4.1.1 Hipoclorito de sédio

Dentre os compostos inorganicos liberadores de cloro ativo, o hipoclorito de sodio
(NaOCl) apresenta-se como um dos sanitizantes de nivel intermediario mais utilizados nas
indUstrias de alimentos, hospitais e laboratérios clinicos, uma vez que apresenta baixo custo, €
de facil aplicacdo e tem amplo espectro em sua atividade bactericida (TIWARI et al., 2018;
WANG et al., 2023). Ao liberar cloro ativo no meio, promove a desestabilizacdo da membrana
plasmatica e oxidacdo de todo o protoplasma celular. Além disso, forma cloraminas toxicas
que, por sua vez, alteram a permeabilidade celular e impedem a regeneracdo enzimatica
(MENEGARO et al., 2016).

Quanto a sua atividade sobre biofilmes bacterianos, este apresenta muitas
funcionalidades. A primeira esta relacionada a alteracdo do pH do meio. Uma vez que NaOCI
torna o meio alcalino (pH > 11), ocorre significativo impacto no metabolismo do
microrganismo e, consequentemente, na formacéo de biofilme, ja que a maioria dos biofilmes
naturalmente inicia em um valor de pH proximo do neutro. Além disso, este agente altera
diretamente as propriedades da superficie microbiana e da superficie material, impossibilitando
a adesdo da bactéria e a formacao do biofilme (HUANG et al., 2022).

O NaOCI também realiza a desnaturacao de proteinas do biofilme e inibe a atividade
enzimatica dos microrganismos (HUANG et al., 2022; LINEBACK et al., 2018). Além disso,
pode promover a saponificacdo de lipideos contidos na matriz do biofilme e também, reagir
com aminoacidos formando sais e cloraminas, ja& que NaOCI forma, em meio aquoso, 0
hidroxido de sddio (NaOH) e o acido hipocloroso (HOCI) (ESTRELA et al., 2002; TIWARI et



al., 2018). Estes sdo agentes importantes para as reagdes descritas e como apresentados na

Figura 4.

Figura 4 - Mecanismos de reacdo de NaOCI.
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Fonte: Proprio autor.

Byun et al. (2021) demonstraram que NaOCI é efetivo contra biofilme de Salmonella
Enteritidis em superficies de contato de alimentos, onde a redu¢do minima foi de 3,21 log
UFC/cm? em superficie de borracha de silicone tratada com solucéo de NaOCI na concentracéo
de 100 pg/mL. Harada e Nascimento (2021) também avaliaram o potencial de NaOCI sobre
biofilme por B. cereus formados em superficies de aco inoxidavel e de polipropileno, utilizando
solugdes de 200 mg/L, com e sem correcdo de pH (solugcbes com pH final de 7 e 11,
respectivamente). Os resultados apresentaram-se melhores para a solucdo de pH corrigido,
apresentando reducéo de 1,4 a 1,7 log UFC/cm? superiores a solucdo de pH 11. Por outro lado,
Almatroudi et al. (2016) demonstraram que mesmo utilizando altas concentragdes (20.000
mg/L), NaOCI ndo conseguiu eliminar por completo biofilmes de S. aureus em cupons de
policarbonato, possibilitando o desenvolvimento de um novo biofilme.

Apesar das vantagens, o uso de NaOCI pode oferecer riscos, como corrosdo de

equipamentos e reacdes com matéria organica formando produtos toxicos aos humanos e ao
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meio ambiente. Também, altas concentracdes de cloro em rios afeta a vida de peixes e outros
seres vivos (LI et al., 2012; VETAS et al., 2017).

4.1.2 Quaternarios de amonio

Os quaternarios de aménio (QAs) também apresentam grande eficacia na reducdo da
carga microbiana. Este sdo biocidas surfactantes cationicos e sdo muito utilizados para
desinfeccédo de superficies no geral, devido a sua boa compatibilidade com as superficies, além
de apresentar baixo custo e grande espectro de atividade contra microrganismos, incluindo
bactérias (especialmente as Gram-positivas), fungos e virus (PASCOE et al., 2022; DAN et al.,
2022.

Ha cerca de 391 moléculas contendo fragdes de amonio quarternario registradas
atualmente, das quais 95 estdo aprovadas para comercializacdo, como ambendnio, metilsufato
de hexociclio e brometo de propantelina (DAN et al., 2022).

Quanto a estrutura molecular geral desses compostos, estes sdo classificados como sais
que contém pelo menos um atomo de nitrogénio carregado positivamente (N*), podendo ser
encontrado tanto em anéis aromaticos, como em estruturas lineares. Ainda, esse N* é ligado
covalentemente a quatro a&tomos de carbono, contendo ao menos uma cadeia carbénica como
substituinte, de tamanho que varia de 8 a 18 carbonos. Sua solubilidade em &agua se d& pela
presenca de uma regido hidrofilica da sua estrutura, como de um anion, que pode ser um cloreto
(CI") ou um brometo (Br") (ZHOU et al., 2023).

A acdo antimicrobiana dos QAs se baseia na interacdo de seus sitios carregados
positivamente com as células bacterianas que sdo carregadas negativamente. Esse processo
perturba a membrana celular, promovendo lise e, consequentemente, morte celular. Além disso,
guanto maior é a cadeia alquil dessas moléculas, maior sera sua hidrofobicidade, facilitando a
sua penetracdo na célula microbiana (ZHOU et al., 2014).

A atividade dos QAs ocorre principalmente em bactérias em estado plancténico, pois
em biofilmes a sua acdo é retardada, uma vez que esses passam a se interagir com 0s
componentes da matriz carregados negativamente (LIU et al., 2019). Por outro lado, Jennings
et al. (2014) demonstraram que QAs, usados comercialmente durante anos, podem erradicar
biofilmes pré-esbelecidos de S. aureus e Enterococcus faecalis.

Embora os QAs sejam considerados seguros, € importante enfatizar que relatérios
recentes descobriram acumulos de QAs no meio ambiente, 0 que pode ocasionar 0

desenvolvimento de microrganismos com genes multirresistentes (ZHOU et al., 2023).
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4.1.3 Acido peracético

O é&cido peracético (PAA; H3CCOOOH) ou é&cido peroxiacético, € 0 agente
antimicrobiano mais ativo dos peracidos organicos, apresentando um amplo espectro
desinfetante, sendo eficaz contra coliformes termotolerantes, E. coli, Pseudomonas spp. e
Salmonella spp. (ZOELLNER et al., 2018; ZHANG; BROWN; HU, 2018). Devido a sua
eficiéncia biocida a baixas temperaturas (0 a 25°C), aliada & ndo-producao de residuos toxicos
e nocivos ao meio ambiente e ao consumidor, 0 emprego deste na industria de alimentos, nos
processos de tratamento de agua e em hospitais tem apresentado crescimento (LEE et al., 2016;
ZHUANG et al., 2022).

O PAA ¢é um agente oxidante que libera radicais hidroxil que atacam componentes
essenciais da célula, como o DNA (VAN DER VEEN; ABEE, 2011). Outros mecanismos de
acao de PAA também ja foram reportados, incluindo a decomposicao deste em oxigénio reativo,
promovendo rompimento de pontes dissulfeto de enzimas e proteinas presentes na membrana
celular, reduzindo o transporte através da membrana e outras funcdes celulares (PIRONTI et
al., 2021).

PAA é o produto da reacdo de catalise acida entre o acido acético e o peroxido de
hidrogénio, como mostra a Figura 5, sendo comercialmente disponivel como uma solucdo de
equilibrio entre todos os componentes da reacdo (PIRONTI et al., 2021; ZOELLNER et al.,
2018).

Figura 5 - Obtencdo de acido peracético (PAA).
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Fonte: Proprio autor.

Segundo Ibusquiza, Herrera e Cabo (2011), PAA é mais eficiente contra biofilmes, do
que alguns outros biocidas, tais como a bacteriocina nisina, devido a suas propriedades fisico-
quimicas, como alta reatividade e acdo oxidativa, alta taxa de decomposi¢do e seu pequeno
tamanho. Essas propriedades ampliam sua capacidade de penetracdo na matriz do biofilme.

Porém, ha outros fatores que afetam a efetividade de PAA sobre o biofilme. O estudo

de Ifiiguez-Moreno et al. (2018), que testou a acdo de PAA em biofilmes mono e duo-espécies
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de Salmonella spp. e S. aureus, mostrou que a efetividade de PAA depende do tipo de superficie
que o biofilme se adere. Biofilmes de Salmonella spp. desenvolvidos sobre aco inoxidavel,
demonstraram ser mais susceptiveis a acdo de PAA do que os aderidos em polipropileno, fato
justificado pela maior hidrofobicidade de polipropileno em comparagéo ao aco inoxidavel.
Atualmente no mercado, existem alguns produtos que liberam ions de peracetato, como
0 PERAsafe®, que, segundo o estudo de Martin-Espada et al. (2014), eliminou 99,89% da
populacdo microbiana na concentracdo de 1,61% sobre biofilme por Pseudomonas aeruginosa.
Apesar dos varios beneficios do uso desse desinfetante, como desvantagem temos a sua
decomposicdo gerando residuos de cido acético, o que aumenta a concentragdo de matéria
organica presente no meio e, consequentemente, podendo promover crescimento de bactérias

no estado plancténico que ndo foram inativadas (ZHANG et al., 2019).

4.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais (EOs) sao misturas de substancias volateis e aromaticas obtidas de
algumas partes de plantas, incluindo flores, raizes, folhas e sementes (RIOS, 2016). Essa
mistura complexa compreende monoterpenoides (como borneol, canfora, carvacrol, eucaliptol,
limoneno), sesquiterpenoides (como o cariofileno) e flavonoides (como o cinamaldeido e outros
4cidos fenolicos) (GALIE et al., 2018). Estes apresentam muitas funcionalidades, podendo até
mesmo ser utilizados como antimicrobianos, principalmente para aplicacdo em alimentos
(BERALDO et al., 2013). EOs que apresentam grandes proporc6es de fendlicos e aldeidos
demonstram grande atividade antimicrobiana.

O mecanismo antimicrobiano comum aos EOs € a capacidade de interacdo com a parede
celular e com a membrana plasmatica das celulas microbianas por promoverem a liberacao de
lipopolissacarideos, alterando o equilibrio de ATP interno e externo, impactando no pH, na
sintese de proteinas e promovendo coagulacdo do material citoplasmatico, ruptura do DNA e
inibicdo do mecanismo de QS (EL-TARABILY et al., 2021; JAFRI; ANSARI; AHMAD,
2019).

EOs ricos em monoterpenos e fenilpropanodides demonstram alta eficacia na prevencéo
da formacéo de biofilme, principalmente nos estagios iniciais de adesdo, uma vez que envolvem
mais bactérias plancténicas. Porém, alguns EOs demonstraram eficiéncia na remocdo de
biofilmes estabelecidos em certos tipos de superficies, tais como poliestireno e aco inoxidavel,
devido alterar a hidrofobicidade das superficies, e, consequentemente, alterar a adesdo do
biofilme (ROSSI et al., 2022).
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O estudo realizado por Kim et al. (2016) utilizou EOs ricos em eugenol (EOs de louro,
cravo e de pimenta da Jamaica) para o controle de E. coli O157:H7, e este mostrou-se promissor
para oléos com concentracdo de eugenol a partir 0,005% (cerca de 50 pg/mL). Também,
Kavanaugh e Ribbeck (2012) mostraram que OEs de balsamo-de-Tolu (Myroxylon balsamum),
tomilho vermelho (Thymus vulgaris), canela-bastarda (Cinnamomum aromaticum) mostraram-
se efetivos na erradicagéo de biofilmes de Pseudomonas spp. e S. aureus.

Mesmo que estes apresentem alta eficiéncia no controle de crescimento de patdgenos e
deterioradores de alimentos em testes in vitro, em aplicacdo direta em alimentos, as
concentragdes requeridas para 0 mesmo efeito séo maiores, impactando significativamente nas
caracteristicas sensoriais e ultrapassando os limites aceitdveis (BERALDO et al., 2013;
SZCZEPANSKI; LIPSKI, 2014).

4.3 TRATAMENTO ENZIMATICO

O tratamento enzimatico consiste na utilizacdo de enzimas especificas para a remogao
de biofilme, uma vez que este é majoritariamente composto (aproximadamente 90%) de EPS,
gue, como visto anteriormente, € uma mistura de biopolimero, que incluem principalmente
proteinas, polissacarideos e eDNA (BORGES et al., 2020). Assim, como catalisadores naturais,
as enzimas podem ser empregadas para degradar esses componentes, promovendo a ruptura do
biofilme e até mesmo promovendo morte das células bacterianas (NAHAR et al., 2018).

As enzimas estdo classificadas em 6 principais classes: hidrolases, oxirredutases,
transferases, liases, isomerases e ligases (NAHAR et al., 2018). Dentre essas, a
desoxirribonuclease | (DNase 1), hidrolases de glicosideos, proteases, enzimas Quorum
Quenching (QQ) sdo apontadas como as principais enzimas envolvidas na degradacdo do
biofilme (BORGES et al., 2020; UPADHYAY; PAL; KUMAR, 2023; VOGEL; QUAX, 2019).

A DNase | atua na degradacdo do DNA tanto de fita simples, como dupla. Essa enzima
quebra as ligacOes fosfodiéster adjacentes aos nucleotideos de pirimidina. Assim, a acdo dessa
enzima é muito importante para a remogéo do eDNA, levando ao enfraquecimento da matriz e
também aumentando a suscetibilidade da comunidade microbiana aos antibidticos
(OKSHEVSKY; REGINA; MEYER, 2015). Esse resultado se da ao fato de o eDNA ser
importante para a estabilidade do biofilme, sendo um conector intercelular das células do
biofilme, além de proteger a comunidade de antibidticos catidonicos, promovendo sequestro
destes, frente sua carga negativa (OKSHEVSKY; REGINA; MEYER, 2015; RATHER et al.,
2021).
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A a-amilase e a celulase sdo enzimas do tipo hidrolases de glicosideos, muito utilizadas
em varios processos industriais. Sdo bastante empregadas no tratamento enzimatico de
biofilmes, uma vez que essas clivam liga¢des glicosidicas, quer do tipo a-(1,4), no caso da a-
amilase, quer do tipo £-(1,4), no caso da celulase. Assim, a-amilases sdo capazes de degradar
amido, glicogénio e muitos outros oligassacarideos. Ja as celulases hidrolisam celulose e os
exopolissacarideos comumente encontrados em biofilmes, como os de S. aureus, S enterica, P.
aeruginosa e E. coli (RAMAKRISHNAN et al., 2022).

Quanto as proteases, tal como a lisostafina, degradam as ligacGes peptidicas de proteinas
e substéncias proteicas do EPS e da parede celular microbiana (NAHAR et al., 2018). Como
visto, as proteinas compdem uma fragdo significativa da matriz do biofilme, onde possuem
importante funcdo estrutural, trazendo estabilidade a arquitetura e conectando as células ao EPS
do biofilme (PINTO et al., 2020).

Por fim, as enzimas de QQ sd&o um grupo formado pelas AHL-acilases e AHL-
lactonases. Essas tém a funcdo de inibir a producdo, o transporte e a detec¢do, ou até mesmo,
degradar as AHLs, moléculas sinalizadoras do mecanismo de QS (DE CELIS et al., 2021). As
AHL-lactonases hidrolisam o anel lactona da porcdo homoserina (Figura 6A), enquanto as
AHL-acilases realizam a hidrdlise da ligacdo amida entre a cadeia acil e a lactona homoserina
(Figura 6B) (CZAJKOWSKI; JAFRA, 2009). As AHL-acilases tem algumas vantagens
comparada a outras enzimas de QQ uma vez que o produto da sua catalise é utilizado como
fonte de nitrogénio e carbono pelo microrganismo, ndo podendo formar, espontaneamente,

moléculas sinalizadoras do mecanismo de QS novamente (DE CELIS et al., 2021).

Figura 6 - Acdo das enzimas de QQ.
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Segundo Upadhyay, Pal e Kumar (2023), muitos estudos mostram que o emprego de
tratamento enzimatico utilizando apenas uma enzima ndo se mostram suficientes para a ruptura
de biofilme, uma vez que essa tem como alvo apenas um componente especifico, promovendo
baixa desestabilizacdo do biofilme.

Yang et al. (2023) apresentaram a viabilidade do emprego de um tratamento enzimético
com multiplas enzimas sobre biofilme de B. cereus. Foram utilizadas conjuntamente
carboidratases (amilase, amiloglicosidase e celulase), proteases (proteinase K e dispase I1) e
DNase. O estudo revelou que a acdo destas enzimas sobre o biofilme é dependente da
temperatura e do pH, demonstrando-se promissor na introdugéo destas ao CIP, em substituicéo
ao NaOH.

Em outro promissor estudo, Daboor, Rohde e Cheng (2021) propuseram a aplicacéo da
enzima alginato liase produzido pela bactéria marinha Pseudoalteromonas sobre o biofilme de
P. aeruginosa. O alginato é um componente importante para P. aeruginosa, uma vez que
protege essa espécie do estresse oxidativo e da acdo de antibioticos.

O tratamento realizado por enzimas é considerado um método limpo de controle de
formacédo de biofilme, dado que os agentes utilizados sdo biodegradaveis e apresentam baixa
toxicidade, porém, apresentam-se como métodos caros e a obten¢ao e purificacdo dessas requer
cuidados, por exemplo, as DNases apresentam baixa estabilidade operacional (GALIE et al.,
2018; LIU et al., 2019b). Além disso, a utilizacdo destas no CIP deve apresentar muitos
cuidados, exigindo etapas importantes para a inativacao dessas enzimas ap0s o tratamento.

Ao apresentarem um estudo sobre a aplicacdo de enzimas no CIP de uma industria de
queijos, Kumar, Tierney e Wilkinson (2021) abordam que a ndo inativacéo residual da enzima
apos o processo de remocdo de biofilme em superficies de equipamentos de processamento,
pode impactar na qualidade do produto final. No caso do queijo, ha a geracdo de sabor amargo,
devido ao excesso de atividade proteolitica e lipolitica. Assim, propdem-se a aplicacdo de

solugdo de HNOs de 0,5 a 1% a 60 °C para a inativacdo residual enzimatica.

4.4 BACTERIOCINAS

O uso de bacteriocinas é uma alternativa para inibir a formagdo de biofilmes nas
industrias. Esses antimicrobianos sao peptideos de cadeia curta, produzidos ribossomicamente
por bactérias (YUSUF, 2018). A nisina é uma bacteriocina muito empregada em industrias de
alimentos, sendo a Unica aprovada para aplicagdo, visto que € segura para 0 consumo de animais
e humanos (GALIE et al., 2018).
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A nisina € um peptideo policiclico formado por 34 aminoacidos e sintetizado por
Lactococcus lactis subsp. lactis. Apresentam alguns residuos de aminoécidos incomuns como
lantionina, metil-lantionina, didehidroalanina e acido didehidroaminobutirico (BAHRAMI et
al., 2019; YUSUF, 2018). Assim como a maior parte dos peptideos antimicrobianos, esta
bacteriocina atua na membrana citoplasmaética, onde interage com os fosfolipideos produzindo
poros ndo seletivos (DAVIDSON et al., 2015).

A nisina apresenta diferentes variantes naturais, como a A, Z, Q, F e U. As variantes A
e Z apresentam as melhores atividades antimicrobianas e se diferem no aminoacido de posi¢édo
27 da cadeia peptidica, estando localizada a histidina na variante A e a asparagina na variante
Z (KO et al., 2015). Embora ndo haja diferencas significativas em suas atividades
antimicrobianas, em meios com pH préximo a neutralidade, a nisina Z apresenta maior taxa de
difusdo e solubilidade que a nisina A (LEWIES et al., 2018).

A nisina A possui 6tima atividade antimicrobiana, inclusive contra bactérias patogénicas
como S. aureus, E. coli, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecium e Clostridium
difficile (FLYNN et al., 2019).

Além disso, algumas variantes sintéticas tém sido desenvolvidas. A exemplo, nisina V
tem despertado o interesse de muitos pesquisadores, pois apresenta uma alta eficiéncia sobre o
crescimento de muitos microrganismos associados a intoxicacdo alimentar (FIELD et al.,
2015).

Segundo Galié et al (2018), algumas bacteriocinas e seus efeitos inibitdrios frente ao
crescimento e formacéo de biofilme de microrganismos patégenos, tém sido avaliadas. Dentre
elas estéo pediocinas (produzida por Enterococcus spp.), lactocinas (produzida por Lactococcus
spp.) e garvicina (produzida por Lactococcus garvieae).

45 BACTERIOFAGOS

Os bacteriofagos, ou apenas fagos, consistem em virus de procariotos (especificamente
bacterias) que podem ser utilizados como uma alternativa no controle do desenvolvimento de
biofilmes bacterianos em superficies das inddstrias de alimentos, ja que sdo considerados
seguros para animais e humanos (LUSIAK-SZELACHOWSKA; WEBER-DABROWSKA;
GORSKI, 2020).

A acdo dos bacteriofagos esta direcionada a insercdo de seu genoma no genoma
bacteriano ou na promocdo da lise das células bacterianas alvo (HARPER et al., 2014). A sua
propagacdo é dependente da presenca de seu hospedeiro, contribuindo para a difusdo do

bacteriofago no biofilme (BARROS et al., 2020). Além disso, os bacteriéfagos podem carregar
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ou expressar enzimas, incluindo depolimerases que degradam o EPS, como também controlar
0 hospedeiro, a fim de este produza essas mesmas enzimas (HARPER et al., 2014; SHIVARAM
et al., 2023).

Para a aplicacao desses bacteridfagos, € importante entender que tipo seré aplicado, visto
que estes possuem hospedeiros especificos. Por exemplo, o fago P100 € utilizado no controle
de biofilme de L. monocytogenes. Assim como para S. enterica e E. coli, sdo utilizados os
bacteriofagos com nomes conhecidos comercialmente nos Estados Unidos como Salmofresh™
e ScoShield™, respectivamente (GALIE et al., 2018).

As limitagBes da acdo dos bacteridfagos no biofilme abrangem dois aspectos. A primeira
é a barreira fisica promovida pelo EPS, dificultando a entrada dos virus, sendo necessario a
aplicacdo de outros componentes ou que o bacteriofago apresente mecanismos que promovem
a liberacdo do acesso, como a presenca de depolimerases de exopolissacarideos. A segunda € o
status do metabolismo das células hospedeiras, visto que os bacteriofagos tém preferéncias por
infectar bactérias em fase de crescimento exponencial (GUTIERREZ et al., 2016).

Duc et al. (2023) ao caracterizarem o fago STG2, observaram gque 0 mesmo mostrou
alta tolerancia a temperatura, pH e a presenca de NaCl, além de ndo conter nenhum gene capaz
de gerar bactérias resistentes a antibioticos, entre outros fatores. Além disso, 0 virus mostrou
grande eficiéncia sobre o biofilme de Salmonella spp. em superficies de contato com alimentos,
mostrando ter potencial para aplicacdo na indudstria de alimentos.

5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O presente trabalho trouxe aspectos gerais dos mecanismos de formacéo de biofilmes
dos principais patogenos alimentares, além de apresentar alternativas disponiveis no mercado
que podem ser utilizadas para a minimizagdo dos problemas de desenvolvimento de biofilme.
Entretanto, como visto, a formacao de biofilme persiste nas linhas de producdo de alimentos,
apesar das inumeras tecnologias que se apresentam hoje no mercado, o que a torna um dos
maiores desafios a inocuidade dos produtos alimenticios.

Logo, baseado nas pesquisas realizadas, pode-se observar que estudo sobre a formacéao
e a expressao de genes associados ao biofilme de patdgenos carece de maiores entendimentos
e de pesquisas mais profundas. Apesar do entendimento se tornar mais claro sobre alguns
mecanismos ao longo dos anos, ainda ha diversas duvidas e imprecisdes sobre o envolvimento
de genes, dos mecanismos adotados por muitos microrganismos durante a formacéo de biofilme

e dos fatores que induzem o desenvolvimento desse fator de viruléncia.
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Apesar dos avancos em tecnologias efetivas no controle de biofilmes, os custos elevados
e a complexa aplicabilidade de muitas, torna dificil a implementacdo na industria. Porém, os
produtos de baixo custo aplicados atualmente na industria tém trazido prejuizos ao meio-
ambiente, contribuido para o surgimento de estirpes multirresistentes e gerando riscos para a
satde dos consumidores.

Sendo assim, novas estratégias precisam ser adotadas para a minimizacdo dos efeitos
maléficos, uma delas pode ser o uso combinado de tecnologias sobre a formacéo e os biofilmes
formados, uma vez que essas podem potencializar o processo de controle, reduzir custos com
implementacdo e reduzir os impactos com acimulo desses materiais na natureza.

E importante considerar a necessidade de implementacio do Procedimento Operacional
Padrdo (POP) na industria, que deve conter informacdes de concentracao de sanitizantes, tempo
de contato destes com as superficies, temperatura de aplicacdo e fluxo da solucéo.

Além disso, é imprescindivel que os colaboradores sejam treinados para fazer
corretamente os procedimentos diariamente e que a industria faga um monitoramento da
contaminacdo microbiolégica ambiental de maneira periddica, que avalie o design dos

equipamentos, adequando-o0s ao padrdo higiénico-sanitario.
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