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RESUMO   

Os objetivos do estudo foram avaliar a qualidade higienicossanitária, presença, 

virulência e fatores relacionados a formação de biofilme de Listeria monocytogenes e 

Salmonella sp. e identificar a ecologia microbiana em superfíceis de equipamentos e 

utensílios de indústrias brasileiras de aves, suínos e derivados lácteos; avaliar a 

eficácia do processo de higienização pré-operacional (PHPO) de um abatedouro de 

aves; avaliar a dinâmica de formação de biofilmes de culturas puras e multiespécies 

de L. monocytogenes, Salmonella spp. e microbiota acompanhante em superfície de 

polipropileno e avaliar a ação de Thymol e Carvacrol (THY+CAR), nanopartículas de 

Prata e Óxido de Zinco (AgNPs+ZnONPs) e ácido lático e acético (AL+AA) na inibição 

da formação dos biofilmes multiespécies. Foram realizadas contagens de aeróbios 

mesófilos, Enterobacteriaceae, Escherichia coli e Pseudomonas sp., pesquisa de L. 

monocytogenes e Salmonella sp. e identificação da ecologia microbiana por meio do 

sequenciamento do gene 16S rRNA. A dinâmica de formação de biofilmes puros e 

multiespécies foi avaliada em superfícies de polipropileno por até 360 h a 10 °C e os 

efeitos inibitórios de THY+CAR, AgNPs+ZnONPs e AL+AA na formação de biofilmes 

multiespécies foram mensurados em 3 h, 24 h, 120 h, 216 h e 360 h, por meio da 

contagem das células viáveis, ecologia microbiana e arquitetura. A contagem de 

aeróbios mesófilos foi mais elevada no laticínio, seguido pelo abatedouro de suínos e 

aves. Listeria monocytogenes foi detectada nas três indústrias, o abatedouro de 

suínos apresentou a maior ocorrência, seguido por aves e laticínio. Salmonella sp. foi 

detectada apenas no laticínio. Pseudomonas, Acinetobacter e Aeromonas foram 

contaminantes frequentes para o abatedouro de aves; Acinetobacter, Pseudomonas 

e Brevundimonas para suínos e Pseudomonas, Kocuria e Staphylococcus para o 

laticínio. O PHPO do abatedouro de aves foi capaz de reduzir a contagem de todos 

os microrganismos indicadores e eliminar Salmonella sp., contudo, L. monocytogenes 

permaneceu em algumas superfícies. A ecologia microbiana antes PHPO foi 



 
 

composta por microrganismos que estão associados ao processo de obtenção e 

elaboração dos cortes cárneos, como Aneurinibacillus, Anoxybacillus e Enterococcus. 

Após PHPO houve alteração da ecologia microbiana, destacando microrganismos que 

possuem maior adaptação as condições industriais, como Pseudomonas, 

Acinetobacter e Aeromonas. A dinâmica de formação de biofilmes puros e 

multiespécies apresentou diferenças pontuais de acordo aos tempos de avaliação, no 

entanto, todos os biofilmes apresentaram contagens semelhantes em avaliações após 

216 h, indicando efeito sinérgico das espécies no consórcio bacteriano de biofilmes 

multiespécies. THY+CAR foram os compostos que apresentaram maior inibição dos 

biofilmes multiespécies, seguido por AL+AA e AgNPs+ZnONPs. Esses compostos 

também inibiram o desenvolvimento de L. monocytogenes e Salmonella spp. nos 

biofilmes multiespécies. A ecologia microbiana indicou que a família Yersiniaceae foi 

comum a todas as condições de crescimento, Moraxellaceae foi mais abundante nos 

biofilmes multiespécies sem tratamento e Pseudomonadaceae em THY+CAR, 

AgNPs+ZnONPs e AL+AA. Em relação a arquitetura dos biofilmes, THY+CAR, 

AgNPs+ZnONPs e AL+AA afetaram o desenvolvimento dos biofilmes, demonstrando 

baixo número de células bacterianas e matriz de exopolissacarídeos sob as 

superfícies. Nossos resultados fornecem informações importantes para entender o 

risco microbiológico de contaminação e seus impactos sobre a eficácia dos programas 

de higienização. 

Palavras-chave: ambientes de processamento de alimentos, biofilmes, contaminação 

industrial, métodos de controle, gene 16S rRNA.
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ABSTRACT 

The objectives of the study were to evaluate the hygienic-sanitary quality, presence, 

virulence, and factors related to biofilm formation of L. monocytogenes and Salmonella 

sp. and identify the microbial ecology on surfaces of equipment and utensils of 

Brazilian industries of poultry, pork, and dairy; evaluate the effectiveness of the 

Sanitation Standard Operating Procedure (SSOP) of a poultry slaughterhouse;  to 

evaluate the dynamics of biofilm formation in pure and multispecies cultures of L. 

monocytogenes, Salmonella spp., and accompanying microbiota on a polypropylene 

surface and evaluate the action of Thymol and Carvacrol (THY+CAR), Silver and Zinc 

Oxide nanoparticles (AgNPs+ZnONPs) and lactic and acetic acid (AL+AA) in inhibiting 

the formation of multispecies biofilms. Counts of mesophilic aerobes, enterobacteria, 

Escherichia coli, and Pseudomonas sp., research of L. monocytogenes and 

Salmonella sp., and identification of microbial ecology through 16S rRNA gene 

sequencing. The dynamics of pure and multispecies biofilm formation were evaluated 

on polypropylene surfaces for up to 360 h at 10 °C and the inhibitory effects of 

THY+CAR, AgNPs+ZnONPs, and AL+AA on multispecies biofilm formation were 

measured at 3 h, 24 h, 120 h, 216 h, and 360 h, through viable cell count, microbial 

ecology and architecture. The mesophilic aerobic count was higher in the dairy, 

followed by the pork and poultry slaughterhouses. L. monocytogenes was detected in 

the three industries, the pork slaughterhouse had the highest occurrence, followed by 

poultry and dairy. Salmonella sp. was detected only in dairy. Pseudomonas, 

Acinetobacter, and Aeromonas were frequent contaminants in the poultry 

slaughterhouse; Acinetobacter, Pseudomonas, and Brevundimonas for pork and 

Pseudomonas, Kocuria, and Staphylococcus for dairy. The SSOP from the poultry 

slaughterhouse was able to reduce the count of all indicator microorganisms and 

eliminate Salmonella sp., however, L. monocytogenes remained on some surfaces. 

The microbial ecology before SSOP was composed of microorganisms that are 

associated with the process of obtaining and preparing meat cuts, such as 



 
 

Aneurinibacillus, Anoxybacillus, and Enterococcus. After SSOP, there was a change 

in the microbial ecology, highlighting microorganisms that are more adapted to 

industrial conditions, such as Pseudomonas, Acinetobacter, and Aeromonas. The 

dynamics of the formation of pure and multispecies biofilms showed punctual 

differences according to the evaluation times, however, all biofilms presented similar 

counts in evaluations over 216 h, indicating a synergistic effect of the bacterial 

consortium of multispecies biofilms. THY+CAR were the compounds that showed the 

greatest inhibition of multispecies biofilms, followed by AL+AA and AgNPs+ZnONPs. 

These compounds also inhibited the development of L. monocytogenes and 

Salmonella spp. in multispecies biofilms. Regarding the architecture of biofilms, 

THY+CAR, AgNPs+ZnONPs, and AL+AA affected the development of biofilms, 

demonstrating low numbers of bacterial cells and EPS under the surfaces. Our results 

provide important information to understand the microbiological risk of contamination 

and its impacts on the effectiveness of sanitation programs. 

Key words: biofilms, food processing environments, industrial contamination, 

microbiota, 16S rRNA gene sequencing. 

 

 

 

 

 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1



21 
 

1 INTRODUÇÃO 1 

 2 

O Brasil ocupa amplo espaço no cenário mundial da produção de alimentos, 3 

com grande impacto para o setor de produtos cárneos e lácteos. A expansão desses 4 

mercados, aliado aos índices de exportações, faz com que boas condições sanitárias 5 

das instalações, equipamentos e utensílios sejam fundamentais para garantir a 6 

segurança microbiológica de matérias primas alimentares e seus produtos finais. 7 

Dentre os fatores que afetam a inocuidade dos alimentos, microrganismos como 8 

Listeria monocytogenes e Salmonella sp. merecem destaque, pois apresentam 9 

natureza ubíqua, sendo encontrados em vários produtos de origem animal e em 10 

superfícies de uso industrial. Muitos trabalhos descreveram a ocorrência e 11 

persistência desses patógenos nos ambientes de produção de alimentos no Brasil 12 

(MAGALHÃES et al., 2016; CARVALHO et al., 2019; SERENO et al., 2019; VOSS-13 

RECH et al. 2019).  14 

Diante disso, a análise microbiológica do ambiente de processamento de 15 

alimentos é uma importante aliada na avaliação da segurança dos produtos, por meio 16 

da identificação da população microbiana, possibilitando entender a ecologia 17 

microbiana do ecossistema e conferindo ações mais eficientes na produção de 18 

alimentos (FAGERLUND et al., 2017; GU et al, 2019). No Brasil, as indústrias de 19 

alimentos avaliam a qualidade microbiológica das suas instalações sobre a contagem 20 

bacteriana total, mas pouco se sabe da identidade desses microrganismos, bem como 21 

se os mesmos podem contribuem para o desenvolvimento e sobrevivência de 22 

patógenos. 23 

A identificação da ecologia microbiana pela técnica de sequenciamento do 16S 24 

rRNA em amostras de superfícies industriais pode auxiliar no entendimento dos 25 

mecanismos de sobrevivência em nichos ecológicos residentes ou transitórios nessas 26 

instalações, por meio de mecanismos de sinergismo, competição, antagonismo ou 27 

não interferência no desenvolvimento de uma espécie em função de outra 28 

(FAGERLUND et al., 2017; RODRÍGUEZ-LÓPEZ et al., 2019;HASCOËT et al., 2019; 29 

ZWIRZITZ et al., 2021; CHERIFI et al., 2022). Além disso, possibilita auxiliar no 30 

diagnóstico de biofilmes microbianos nos ambientes de produção de alimentos. 31 

Os biofilmes são ecossistemas microbianos complexos formados de uma ou 32 

mais espécies imersas em uma matriz de polímeros extracelulares, composta 33 



22 
 

principalmente por proteínas, polissacarídeos e DNA, sendo que o processo de 34 

formação depende da interação entre as células microbianas, superfície de fixação e 35 

condições ambientais (COSTERTON et al. 1999; FERREIRA et al., 2014). Essas 36 

estruturas conferem proteção, adaptabilidade e resistência aos microrganismos 37 

envolvidos nesta matriz frente aos métodos de controle, tornando-se fontes de 38 

contaminação entre ambientes e produtos (OLIVEIRA et al, 2010; KADAM et al., 2013; 39 

LEE et al., 2017).  40 

Portanto, avaliar a qualidade higienicossanitária, presença, virulência e fatores 41 

relacionados a formação de biofilme de L. monocytogenes e Salmonella sp. em 42 

ambientes industriais de processamento de aves, suínos, derivados lácteos, bem 43 

como identificar a ecologia microbiana residente nesses locais tornam-se importante 44 

para a cadeia produtiva de alimentos do Brasil e para a saúde pública, visto a ausência 45 

de dados. Além disso, colabora com testes para susceptibilidade dos microrganismos 46 

à medidas de controles, buscando alternativas para a prevenção e controle dos 47 

biofilmes industriais e com isso reduzir a contaminação das superfícies e produtos.  48 
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biofilmes. Esses compostos tinham apresentado efeitos antibiofilmes em culturas 34 

mono ou dupla espécies (AMRUTHA et al., 2017; GUO et al., 2019; 35 

ASHRAFUDOULLA et al., 2021; KAUR et al., 2021; LANGE et al. 2021; WALCZAK et 36 

al., 2021), mas até o presente momento sua avaliação não tinha sido avaliada em 37 

biofilmes multiespécies. Desse modo, destacamos a importância do estudo em 38 

descrever a ação desses compostos em biofilmes que retraram melhor os cenários 39 

encontrados nas indústrias de alimentos. No entanto, reforçamos que mais pesquisas 40 

devem ser realizadas para avaliar a melhor forma de aplicação desses compostos nos 41 

ambientes industriais.  42 

 43 

2 CONSIDERAÇÕES GERAIS 44 

 45 

 Nossos resultados mostram que a contaminação microbiana foi variável de 46 

acordo ao tipo de indústria, possivelmente por variações nos programas de limpeza e 47 

sanitização. A ocorrência de L. monocytogenes e Salmonella nas instalações foram 48 

baixas, contudo estavam presentes em locais importantes para o processamento de 49 

alimentos e apresentavam genes de virulência e formação de biofilme. A ecologia 50 

microbiana das indústrias foi diversa e abundante, revelando microrganismos 51 

importantes para a produção de alimentos, em relação a ocorrência dos 52 

microrganismos cada indústria apresentou grupos bacterianos distintos, fato que pode 53 

ser exemplificado pelo tipo de alimento manipulado em cada instalação. 54 

Pseudomonas foram microrganismos que habitam todos as indústrias avaliadas, 55 

demonstrando a adaptabilidade desses microrganismos para a produção de 56 

alimentos. Assim, nossos resultados evidenciam a necessidade constante de 57 

avaliação das superfícies visando a segurança dos alimentos, além disso, fornecem 58 

dados importantes que podem ser utilizados para avaliar os programas de 59 

higienização empregados em diferentes indústrias.  60 

Quando os isolados de L. monocytogenes, Salmonella spp. e microbiota 61 

acompanhante foram submetidos a formação de biofilmes puros e multiespécies, os 62 

resultados mostraram que a condição de crescimento multiespécies não afetou as 63 

populações individuais dos microrganismos, ocorrendo efeito sinérgico dos 64 

microrganismos em manter biofilmes multiespécies por longos tempos de formação. 65 

Também avaliamos métodos de prevenção/controle alternativos em biofilmes 66 
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multiespécies, o uso consorciado dos compostos de Thymol e Carvacrol (THY+CAR), 67 

Ácido Lático e Acético (AL+AA) e nanoparticulas de Prata e Óxido de Zinco 68 

(AgNPs+ZnONPs) proporcionam reduções significativas nas contagens totais, L. 69 

monocytogenes e Salmonella spp. dos biofilmes avaliados, bem como, alteram a 70 

distribuição relativa, a diversidade alfa e beta e a arquitetura desses biofilmes, 71 

sugerindo que esses compostos podem ser usados como coadjuvante do processo 72 

de higienização das indústrias de alimentos. 73 

 74 
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