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Resumo: Para garantir a seguranca do alimento, abatedouros-frigorificos de aves seguem protocolos
rigidos para evitar a contaminacdo por bactérias deteriorantes e patogénicas. Entretanto, Salmonella
Heidelberg permanece como um problema de salide publica, uma vez que é capaz de produzir biofilme
e sobreviver em superficies abioticas por longos periodos de tempo. Existe uma necessidade mundial
para a identificacdo de compostos naturais que sejam capazes de remover e de prevenir a formacdo
de biofilmes em superficies de contato com alimentos. A dgua eletroquimicamente ativada (ECAW)
€ uma alternativa potencial aos desinfetantes quimicos utilizados contra patégenos de alimentos. A
atividade antibiofilme da ECAW ja foi demonstrada em aco inoxidavel e no polietileno, mas ndo em
superficies de poliestireno. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antibiofilme de ECAW contra
os biofilmes de S. Heidelberg em superficies de poliestireno e comparar com um desinfetante de amplo
espectro, um detergente alcalino e um detergente acido. Todos os produtos foram testados em trés
concentrag8es para determinar a atividade antibiofilme de ECAW contra os biofilmes de S. Heidelberg
em superficies de poliestireno a 25°C e a 37°C. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.
A ECAW foi efetiva em 56% na capacidade de remocao dos biofilmes de S. Heidelberg formados
em superficies de poliestireno, sendo observada influéncia do tempo de contato, concentragdo do
produto e temperatura. Em relagdo a prevencao da formac¢do dos biofilmes, ECAW foi efetiva em
54% e apresentou resultados similares ou superiores ao desinfetante e aos detergentes avaliados.
Os resultados encontrados in vitro demonstram que ECAW é efetiva na remocdo e na prevengdo de
biofilmes de S. Heidelberg em superficies de poliestireno. Ademais, confirmam o seu potencial para
ser utilizada como uma alternativa na cadeia de producdo de alimentos.
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Abstract: To guarantee food safety, poultry slaughterhouses follow rigid standards to control
pathogenic bacteria and prevent spoilage. However, Salmonella Heidelberg remains a major public
health concern because it produces biofilms that increase its survival on abiotic surfaces for long
periods oftime. Thereis a global need to identify naturally-occurring compounds to remove and prevent
biofilms produced on food-contact surfaces. Electrochemically activated water (ECAW) is a potential
alternative to chemical disinfectants against foodborne pathogens. The antibiofilm activity has been
demonstrated on stainless steel and polyethylene, but not on polystyrene surfaces. The aim of this
study was to evaluate the antibiofilm activity of ECAW against S. Heidelberg biofilms on polystyrene
surfaces and to compare with a broad-spectrum disinfectant, an alkaline detergent, and an acid
detergent. All products were tested at three concentrations for antibiofilm activity against S. Heidelberg
at 25 and 37 °C. ECAW was effective in removing S. Heidelberg biofilms formed on polystyrene surfaces
(56% removal). The influence of contact time, product concentration, and temperature was observed
on biofilm removal by ECAW. ECAW prevented up to 54% of S. Heidelberg biofilms on polystyrene.
ECAW presented similar, or even superior, antibiofilm activity to that of disinfectant for the prevention
and removal of S. Heidelberg biofilms. Our findings demonstrate that ECAW is effective in removing
and preventing S. Heidelberg biofilms on polystyrene surfaces and confirmed its potential alternative
to control S. Heidelberg in the food production chain.

Keywords: biofilm prevention; biofilm removal; natural compound

1. Introdugao

Salmonella spp. é uma das principais causas de gastroenterite em todo o mundo® e foi
a segunda zoonose mais reportada em humanos na Unido Europeia em 2021%. Nos Estados
Unidos, 1,35 milh8es de pessoas adoecem, 26.500 sao hospitalizadas e 420 morrem a cada
ano em decorréncia de infec¢ao por Salmonella spp.®. Uma caracteristica importante de di-
versos sorovares de Salmonella é a capacidade de produzir biofilme em diferentes super-
ficies®. Esta habilidade favorece a sobrevivéncia bacteriana em superficies abidticas e em
ambientes hostis, como em plantas de matadouros-frigorificos e de industrias produtoras
de alimentos, por longos periodos podendo ser uma fonte de contaminacao dos alimentos®.
Esta contaminacdo representa um risco a saude dos consumidores e resulta em perdas eco-
ndmicas para a industria. Salmonella Heidelberg € um importante patégeno associado com
os surtos envolvendo isolados multirresistentes aos antimicrobianos a partir de produtos de
origem avicola. A emergéncia deste sorovar e a sua alta persisténcia no ambiente levaram a
um aumento da preocupagao com o risco sanitario as plantas processadoras de alimentos®”.

Para garantir a qualidade microbiolégica dos alimentos, plantas produtoras de alimen-
tos estdo constantemente sujeitas a processos de limpeza e desinfeccdo para promover o
controle da contaminagdo e evitar a adesdo bacteriana as superficies. Entretanto, devido ao
aumento da resisténcia antimicrobiana, existe uma preocupacdo global para identificar e
avaliar a eficacia de compostos naturais contra os principais patogenos®9. A agua eletroqui-
micamente ativada (ECAW) é um composto natural, eco-friendly e com bom custo-beneficio. E
produzida a partir de agua, sal e eletricidade, sendo o acido hipocloroso (HOCI) seu principal
componente. HOC| é um desinfetante ndo toéxico, nao corrosivo, pratico e de baixo custo
que elimina patégenos!'2),
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A atividade antimicrobiana da ECAW frente a isolados de Salmonella spp., Escherichia
coli e Listeria monocytogenes ja foi previamente descrita'®. Além disto, a atividade antibio-
filme da ECAW em prevenir e remover biofilmes ja foi demonstrada em superficies de a¢o
inoxidavel e de poliestileno”, Entretanto, estudos em superficies de poliestireno ainda sao
escassos. Poliestireno € um polimero amplamente utilizado na industria de producao de ali-
mentos para embalagem de produtos carneos, lacteos e de padaria®®.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a acao antibiofilme de ECAW contra
biofilmes de S. Heidelberg pré-formados e também a capacidade de prevenir a formacao
destas estruturas em superficies de poliestireno, comparando-a com um desinfetante de
amplo espectro, um detergente alcalino e um detergente acido.

2. Materiais e métodos

2.1 Producdo da agua eletroquimicamente ativada

A ECAW foi produzida em um gerador (Centrego, Frome, Reino Unido) com uma capa-
cidade de producdo de 200 L/h utilizando uma fonte de agua e uma solucdo de cloreto de
sodio (NaCl) 0,1%. O cloro livre e o potencial de oxirreducdo (ORP) foram medidos imediata-
mente apos a producdo utilizando um medidor Micro 7 Plus (Akso, Sao Leopoldo, Brasil). Os
valores de ORP variaram de 800 mV a 900 mV, e a concentracdo média de cloro livre obtida
na solucdo inicial de ECAW variou entre 350 ppm e 400 ppm.

2.2 Preparacao da agua eletroquimicamente ativada e dos produtos comerciais

A atividade antibiofilme foi avaliada em quatro tratamentos: (A) ECAW, (B) desinfetante
composto de quaternario de amonia (QAC), (C) detergente alcalino e (D) detergente acido.
ECAW foi testada em trés concentrag¢des (solucdo inicial [350-400 ppm], 200, e 250 ppm) de
cloro livre. Estas concentracdes foram selecionadas com base em estudos in vitro realizados
anteriormente para avaliacao da acdo antimicrobiana de ECAW>. O desinfetante foi testado
em uma concentrac¢ao fraca (0,1%), na concentracdo recomendada pelo fabricante (0,2%) e
em uma concentracao forte (0,5%). Os detergentes foram testados em uma concentracdo
fraca (0,25%), na concentracao recomendada pelo fabricante (0,5%) e em uma concentracao
forte (1%). Todos os produtos foram diluidos em agua destilada estéril.

2.3 Cepas de Salmonella Heidelberg

Oito cepas de S. Heidelberg isoladas de fontes avicolas entre 2018 e 2019 foram sele-
cionadas, aleatoriamente, da nossa colecao de estoque para este estudo. Estas cepas foram
previamente identificadas e sorotipificadas pela Fundacao Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz,
Brasil). Todas as cepas foram previamente testadas utilizando-se o teste cristal violeta
para determinar sua habilidade em produzir biofilmes a 25°C (temperatura ambiente) e a
37°C (temperatura 6tima de crescimento de Salmonella) (dados nao publicados). Isolados

Ciéncia Animal Brasileira | Brazilian Animal Science, v.25, 78564P, 2024.


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Wilsmann D E et al., 2024.

bacterianos foram armazenados a —20°C em caldo infusdo cérebro-coracdo (BHI; Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) suplementado com glicerina 15% (Synth, Diadema, Brasil). Cepas
foram reativadas em BHI por 24 h a 37°C e plaqueadas em agar xilose lisina deoxycolato
(XLD; Oxoid) por 24 h a 37°C.

2.4 Preparacao do in6culo

Colbnias de S. Heidelberg foram semeadas em agar triptona de soja sem glicose (TSA;
Oxoid) e incubadas por 24 h a 37°C. Uma coldnia de cada cepa foi inoculada em caldo triptona
de soja sem glicose (TSB; Oxoid), e os tubos foram incubados por 24 h a 37°C. A escala de
McFarland No. 1 (Probac do Brasil, Brasil) foi utilizada como referéncia para ajustar a turbidez
da suspensao bacteriana do TSB a 3x108 UFC/mL. O espectrofotémetro SP 22 (Biospectro,
Brasil) foi utilizado para medir a turbidez da solu¢ao a um comprimento de onda de 620 nm,
e o intervalo de leitura foi de 0.224 a 0.300. As analises foram realizadas com dois pools de
quatro cepas cada. Para preparar os pools, foram utilizados 200 pL de cada solucdo bacteria-
na em 4,2 mL de TSB para atingir um volume final de 5 mL.

2.5 Remocao dos biofilmes formados

Aliquotas de 200 pL de cada pool foram inoculadas em triplicata em cada poco de uma
microplaca de poliestireno de 96 pocos de fundo chato (Kasvi; Sao José dos Pinhais, Brasil),
seguido de incubacao por 24 h a 25 e a 37 °C. Apds aincubagao, a suspensao foi removida e a
microplaca foi lavada com 250 pL de solucdo estéril de cloreto de sédio a 0,85% (Synth) para
remover as células planctonicas. Os biofilmes formados foram tratados com 200 pL de cada
produto (A, B, C e D) de cada concentracao por 10 e 20 min a 25°C e a 37°C. O conteudo dos
pocos foi removido e os po¢os foram lavados trés vezes com 250 pL de solucdo estéril de clo-
reto de sédio a 0,85%. As bactérias aderidas foram fixadas com 200 pL de metanol (Nuclear,
Brasil) por poco por 20 min. O metanol foi removido e as microplacas foram coradas com
200 pL de cristal violeta de Hucker a 2% (MediQuimica, Brasil) em cada poco por 15 min. O
corante foi removido e as microplacas foram gentilmente lavadas em agua corrente. As mi-
croplacas foram secas ao natural em temperatura ambiente. O biofilme foi ressuspendido
com 250 pL de acido acético glacial a 33% (Nuclear, Brasil) por poco. A densidade 6ptica (DO)
de cada poc¢o foi medida em um comprimento de onda a 550 nm com um leitor de absor-
bancia ELx800 (Biotek, EUA).

2.6 Prevencdo da formacao de biofilmes

Microplacas foram tratadas com 200 pL de cada produto (A, B, C, e D) nas suas respecti-
vas concentracdes, seguido de incubacdo por 24 h a 25 e a 37 °C. Apds a incubagdo, o conteu-
do dos pocos foi removido. Os po¢os tratados com os detergentes (C e D) foram lavados com
250 pL de agua destilada estéril, como recomendado pelo fabricante. As microplacas foram
secas ao natural em temperatura ambiente. Em seguida, 200 pL de cada pool foram adiciona-
dos em triplicata, conforme descrito anteriormente. As microplacas foram incubadas por 24
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h a25ea37°C. Apbs a incubacao, a suspensdo celular foi removida e as microplacas foram
preparadas conforme descrito anteriormente. A densidade 6ptica (DO) de cada pogo foi me-
dida a 550 nm com um leitor de absorbancia ELx800 (Biotek, EUA).

2.7 Controles negativo, positivo e de qualidade

Os controles foram inoculados em triplicata e foram os mesmos para ambos os experi-
mentos. Controles negativos e positivos foram usados para todas as temperaturas, concen-
tracdes e tempos de contato. Para o controle negativo (sem tratamento e sem biofilme), foi
inoculado apenas TSB sem glicose estéril. Para o controle positivo (sem tratamento), uma
cepa padrao de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e uma cepa de S. Heidelberg de nossa
colecdo de estoque, anteriormente classificada como produtora de biofilme, foram usadas
neste estudo.

2.8 Medicao dos efeitos da prevenc¢ao e da remocdo de biofilme

A capacidade de cada produto de remover biofilmes formados ou prevenir a formagao
de biofilmes foi avaliada pela determina¢dao da porcentagem (%) de biomassa removida ou
ndo formada em relacdo ao controle nao tratado. A prevencdo e a remocdo de biofilme fo-
ram calculadas usando a seguinte férmula“:

((C-B) - (T - B)) x 100 (%)
(C-B)

onde B é a absorbancia média por poco sem tratamento e sem biofilme (controle negativo),
C é a absorbancia média por po¢o sem tratamento (controle positivo) e T é a absorbancia
meédia por po¢o para pocos tratados para cada composto avaliado.

2.9 Andlises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
com um nivel de significancia de 5%. O teste t de Student foi usado para comparar a remo-
cao/prevencao de biofilme entre as diferentes temperaturas e tempos de contato. A analise
de variancia unidirecional (ANOVA), seguida pelo teste de diferenca honestamente significa-
tiva (HSD) de Tukey, foi usada para detectar diferencas na prevenc¢do e remocao de biofilme
entre concentra¢des e compostos.

3. Resultados e discussao

A atividade antibiofilme de ECAW foi demonstrada contra biofilmes de S. Heidelberg em
superficies de a¢o inoxidavel e polietileno”, mas nao para poliestireno. Considerando que
as bactérias que compdem os biofilmes sao até 1.000 vezes mais resistentes a antimicrobia-
nos do que as bactérias planctonicas®?, é improvavel que agentes antimicrobianos sejam
capazes de inibir completamente os biofilmes. Um composto antimicrobiano pode ser usa-
do como uma medida de controle preventivo para interromper a fixagdo de patégenos em
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superficies abidticas ou como um tratamento a ser adotado para remover o biofilme forma-
do. Portanto, neste estudo, avaliamos o uso potencial de ECAW para remocdo e prevencdo
de biofilme.

Para este estudo, foi selecionado um desinfetante e dois detergentes. Os compostos
foram selecionados com base em sua disponibilidade no mercado e uso na cadeia de pro-
ducdo avicola. Desinfetantes e detergentes apresentam diferentes mecanismos de ag¢do e
propositos em plantas de processamento de alimentos. Enquanto os detergentes sao usa-
dos durante a etapa de limpeza para remover a sujidade das superficies, os desinfetantes
sdo usados durante a etapa de sanitizagdo para reduzir a carga bacteriana nas superficies®".
Assim, a atividade antibiofilme dos detergentes ndo foi comparada a dos desinfetantes e a
ECAW. No entanto, devido a sua importancia como uma etapa anterior nos processos de lim-
peza e desinfeccdo, os detergentes foram incluidos neste estudo para avaliar sua atividade
antibiofilme. O desinfetante selecionado para este estudo atua rompendo as membranas
celulares microbianas e o metabolismo, e é considerado um desinfetante quimico de am-
plo espectro®?. Os detergentes facilitam o contato entre a agua e a superficie, diminuindo
a tensdo superficial, e sdo usados para decompor e soltar a sujidade das superficies®). O
detergente alcalino utilizado contém hidréxido de sdédio (NaOH). NaOH libera ions hidroxila
gue promovem a saponificacdo de acidos graxos e a solubilizagdo de proteinas, tornando-as
soluveis em agua®@*?4, O acido nitrico, principal componente do detergente acido, € um acido
inorganico e um agente oxidante usado para remover sujidades complexas e depdsitos de
incrustac¢des de superficies de plantas de processamento de alimentos©'2>.

Os efeitos dos quatro compostos avaliados na remocgao in vitro de biofilmes formados
por S. Heidelberg em superficie de poliestireno sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Atividade antibiofilme in vitro de agua eletroquimicamente ativada (ECAW) (A),
desinfetante a base de cloridrato de polihexametileno biguanida e cloreto de benzalcénio (B),
detergente alcalino (C) e detergente acido (D) na remocao de biofilme formado por Salmonella
Heidelberg a 25°C e a 37°C em superficie de poliestireno.

Média (%) = desvio-padrao

25°C 37°C
Composto Concentragao

Tempo de contato (min) Tempo de contato (min)

10 20 10 20
200 ppm 35,53 + 4,498 51,75+ 3,68 13,63 + 9,84 41,24 £ 16,13
ECAW 250 ppm 22,66 + 0,08 55,98 + 4,81 14,18 + 4,78 42,78+ 15,38
Solugdo inicial (350-400 ppm) 40,66 + 9,96%8 55,31 + 6,38 21,47 +7,79% 55,82 + 18,48
0,10% 24,57 + 5,022 32,70 £ 6,21°% 30,23 +42,75% 37,33 £ 15,94
desinfetante 0,20% 25,67 + 3,344 37,07 £ 6,07 33,64 + 33,044 42,83 + 17,762
0,50% 29,44 + 4,90 40,88 + 6,06 38,18 + 15,344 49,29 + 20,66
0,25% 65,41 + 5,47 79,15 + 1,75 52,26 + 45,22+ 69,48 + 1,03*

detergente
0,50% 74,99 + 3,94 83,13 + 3,520 65,67 + 8,84 72,13 £0,90%®
alcalino

1% 77,93 +0,72%® 81,80 + 2,33% 76,31 + 39,65 75,84 + 1,34%8
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0,25% 11,12+ 9,15 20,37 + 14,06%A 15,49 + 5,82 26,45 £ 14,57
detergente
- 0,50% 21,16 + 7,67*® 22,88 + 4,25% 24,03 £ 12,19 25,16 + 25,98
acido
1% 26,09 £ 6,61 30,71 £ 5,25 35,64 + 13,30% 40,77 + 11,99%4

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os tempos de
contato (10 min e 20 min) para 0 mesmo composto, concentracdo e temperatura. Letras maiusculas diferentes na mesma
coluna indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre as concentracdes para 0 mesmo produto, tempo de
contato e temperatura.

Neste estudo, em geral, o tempo de contato foi importante para reduzir a adesao bacte-
riana, exceto para o detergente acido. Essa influéncia foi observada para ECAW em todas as
temperaturas e concentracdes (p<0,05). Para o detergente alcalino e o desinfetante, diferen-
cas significativas (p<0,05) foram observadas a 25°C para todas as concentra¢fes. Em todos
0s casos, a remogao do biofilme foi significativamente maior (p<0,05) apds 20 min de con-
tato. A influéncia do tempo de contato na atividade de ECAW foi previamente demonstrada
em células plancténicas de S. Heidelberg!'”. Espera-se que o aumento do tempo de contato
possa resultar em aumento da atividade antibiofilme, independentemente do composto ou
espécie bacteriana avaliada®2®. No entanto, destaca-se que o aumento do tempo de contato
implica em processos de limpeza e desinfec¢do mais longos em plantas de processamento
de alimentos.

A atividade antibiofilme de desinfetantes quimicos depende de sua concentracgao. A re-
ducao de células de biofilme aumenta com maiores concentra¢des de desinfetante®. Neste
estudo, o aumento da concentra¢do do produto resultou em um aumento significativo da
remocao bacteriana em pelo menos uma temperatura para ECAW e para ambos os deter-
gentes. Diferencas significativas (p<0,05) foram observadas para ECAW a 25°C apés 10 min
de contato. Neste caso, 250 ppm do produto resultaram em uma reducao significativamente
(p<0,05) menor na remocdo de biofilme do que a solucdo inicial. Da mesma forma, o deter-
gente alcalino a 0,25% resultou na menor remogdo de biofilme (p<0,05) apds 10 e 20 min
de contato a 25°C e 37°C, respectivamente. Finalmente, o detergente acido a 1% removeu
significativamente (p<0,05) mais biofilme do que a menor concentracao (0,25%) apds 10 min
de contato em ambas as temperaturas.

A influéncia da temperatura foi observada para ECAW ap6s 10 min de contato e para o
detergente alcalino apés 20 min de contato. Em ambos os casos, a remocdo do biofilme foi
significativamente maior (p<0,05) a 25°C do que a 37°C. A formacao de biofilme por isolados
de Salmonella é fortemente influenciada pelas temperaturas de incubacdo®”, e estudos an-
teriores demonstraram a influéncia da temperatura na remocdo e na prevencao do biofilme
por varios microrganismos®#.28_ A expressao de alguns componentes necessarios para a
producao de biofilme, como curli e celulose, ocorre principalmente em temperaturas que
variam de 20 a 30°C. Em temperaturas mais altas, ha um aumento na taxa de crescimento
bacteriano que pode afetar a producao de biofilme®”29, Além disso, uma diminuicdo na tem-
peratura do tratamento € geralmente seguida por uma diminui¢cdo na eficiéncia dos com-
postos desinfetantes®?. Assim, neste estudo, esperava-se que a temperatura influenciasse
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aremocdo e/ou prevencao bacteriana. No entanto, a influéncia da temperatura da remocdo
do biofilme ndo foi observada em quase nenhum dos casos avaliados.

Também foram feitas comparacdes entre o desinfetante, os detergentes e a ECAW. Para
comparacao, concentragdes equivalentes (baixa, recomendada/média e alta) foram conside-
radas para cada temperatura. O detergente alcalino apresentou maior (p<0,05) capacidade
de remocdo de biofilme do que o detergente acido, independentemente da concentracdo,
tempo de contato ou temperatura, exceto por 20 min de contato a 25°C (média) e 10 min de
contato a 37°C (baixa). A ECAW apresentou maior (p<0,05) remocao de biofilme do que os
desinfetantes a 25°C para baixas e altas concentracdes, independentemente do tempo de
contato. Os resultados foram semelhantes para as outras condi¢des (p>0,05).

Os efeitos dos quatro compostos na prevencao da formacao de biofilme por S. Heidelberg
estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Atividade antibiofilme de agua eletroquimicamente ativada (ECAW) (A), desinfetante a
base de cloridrato de polihexametileno biguanida e cloreto de benzalcénio (B), detergente alcalino
(C) e detergente acido (D) na prevencao da formacgao de biofilme por Salmonella Heidelberg a 25°C
ea37°C.

Média (%) + desvio-padréo

Composto Concentragao Temperatura (°C)
25 37

200 ppm 43,28 + 13,58 39,54 + 1,53

ECAW 250 ppm 41,43 + 48,49%A 42,65 +2,82%A
Solugdo inicial

(350-400 ppm) 48,07 + 25,17% 53,71 +£9,13%®

0,10% 33,49 + 9,944 47,33 +7,13%

desinfetante 0,20% 38,09+ 10,83 53,43 £ 1,87°*

0,50% 39,84 + 16,06 54,67 £1,97°*

0,25% 20,71 + 2,46 19,63 + 15,762

detergente alcalino 0,50% 26,39 + 19,4424 22,72 +22,80%

1% 48,54 +12,16% 50,69 + 6,02°8

0,25% 21,70+ 18,81 43,80 + 8,83

detergente &cido 0,50% 36,27 £ 6,138 43,44 + 7,614

1% 39,49 + 1,46%® 45,68 + 8,53

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre as temperaturas
para o mesmo produto e mesma concentragdo. Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatistica-
mente significativas (p<0,05) entre as concentragdes para 0 mesmo produto e mesma temperatura.

Foi observada uma influéncia significativa (p<0,05) da temperatura para o detergente
acido a 0,25% e para o desinfetante em todas as concentra¢ées. Em ambos os casos, a pre-
vencdo de biofilme foi significativamente maior (p<0,05) a 37°C do que a 25°C. Em relacdo
ao efeito da concentracao do composto, uma diferenca significativa (p<0,05) foi observada
a 37°C para a ECAW e o detergente alcalino. A 25°C, diferencas significativas (p<0,05) foram
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observadas para ambos os detergentes. Em todos os casos, a maior concentra¢ao apresen-
tou prevencdo de biofilme significativamente (p<0,05) maior do que a menor concentracao.

Semelhante ao ensaio de remocao de biofilme, também foram feitas comparacfes entre
os compostos utilizando concentracdes equivalentes (baixa, média e alta) em cada tempe-
ratura. O detergente alcalino apresentou maior (p<0,05) prevencao de biofilme do que o
detergente acido em baixas concentracdes em ambas as temperaturas. A 37°C, o detergente
alcalino apresentou maior (p<0,05) prevencao de biofilme do que o detergente acido em
concentracdao média. O ECAW apresentou prevencdo de biofilme semelhante (p>0,05) em
comparacao ao desinfetante, independentemente da concentra¢do e da temperatura.

Em relagdo a remocdo e prevencao de biofilme, ambos os detergentes reduziram a car-
ga de células bacterianas. A remoc¢do ou prevencao de biofilme ndo é a principal fun¢do dos
detergentes; no entanto, esses resultados demonstram a importancia da etapa de limpeza
durante a limpeza e desinfec¢do. A atividade antibiofilme de detergentes alcalinos e acidos
foi demonstrada anteriormente para Salmonella, E. coli, Vibrio parahaemolyticus, Pseudomonas
aeruginosa e Enterococcus faecalis em varias superficies®'=, Em concentra¢des mais altas, o
detergente alcalino removeu/preveniu mais biofilme do que o detergente acido. Esse resul-
tado pode ser explicado pela composicao do biofilme. Os detergentes acidos atuam princi-
palmente em minerais, enquanto os detergentes alcalinos atuam em proteinas e lipidios,
que sao os principais componentes dos biofilmes®®. Além disso, o pH da solu¢do desempe-
nha um papel importante na remocao de biofilmes usando detergentes. Estudos anteriores
demonstraram que solu¢des de NaOH em pH 11,3 foram eficazes na remocdo de biofilmes
de Staphylococcus aureus, mas isso nao foi observado com solu¢ées de HCl em pH 2,567,

No presente estudo, a ECAW apresentou atividade antibiofilme semelhante, ou até su-
perior, ao desinfetante para prevencao e remocao de biofilmes de S. Heidelberg. Uma vez
que HOCI é o principal componente da ECAW, sua eficacia depende da concentracao de
HOCI, que esta relacionado ao pH da solu¢ao®®39, A ECAW geralmente apresenta maior acao
bactericida em pH baixo devido as propriedades quimicas da membrana externa das células
bacterianas, que permitem que o HOCI seja internalizado®4", Entretanto, alterac6es no pH
da solucdao podem afetar a atividade da ECAW. Por exemplo, a ECAW perde sua atividade
antibiofilme em um pH variando de 2,5 a 3,5¢%, porque os biofilmes constituem uma barreira
de difusdo para compostos bactericidas. Assim, sua atividade antimicrobiana é mais comple-
xa contra biofilmes do que contra células planctonicas®¥42,

Independentemente do agente antimicrobiano, o sucesso do controle do biofilme esta di-
retamente associado a procedimentos adequados de limpeza e desinfec¢do. Assim, € impor-
tante prevenir a formacdo de biofilme removendo bactérias aderidas nos estagios iniciais da
formacao do biofilme®), A maioria dos produtos falha no controle de biofilmes de Sa/monella
apos quatro dias de maturacdo, porque biofilmes maduros geralmente apresentam maior
resisténcia a agentes antimicrobianos®44, Além disso, a presenca de matéria organica pode
influenciar na aplicagdao de desinfetantes“. Nesse contexto, o uso de ECAW pode ser uma
ferramenta importante para inibir a fixacdo bacteriana em superficies e prevenir a formacao
de biofilme. Ap6s os processos de limpeza e desinfeccao, a ECAW permanece atuando na
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superficie, impedindo a adesao de células bacterianas. No entanto, até o momento, ndo ha
autorizacdo para o uso de ECAW como método preventivo no Brasil.

4. Conclusao

Os resultados demonstraram a a¢ao antibiofilme da ECAW em superficies de poliestire-
no, que foi aumentada com tempos de contato maiores e altas concentra¢des do produto,
similar ao que acontece com outros produtos comerciais. Em alguns casos, a ECAW apresen-
tou maior capacidade de remover biofilmes do que o desinfetante comum. Desta forma, esta
tecnologia representa uma potencial alternativa para o controle de S. Heidelberg na cadeia
de producdo de alimentos. Novos testes podem incluir a avaliacdo da interacao entre a ECAW
e o detergente alcalino para aumentar a a¢ao antiobiofilme.
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