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Resumo

Klein Scheik, Letícia. Potencial de formação de biofilme e suscetibilidade ao 
extrato metanólico de Butia odorata em isolados de Campylobacter jejuni. 
2018. 71f. Dissertação (Mestrado em Ciência e Tecnologia de Alimentos) – Programa
de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia 
Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

O emprego das Boas Práticas de Fabricação na indústria de alimentos, como a
higienização de superfícies, é importante para evitar a formação de biofilmes.
Campylobacter jejuni, que é o principal agente etiológico da campilobacteriose, pode
sobreviver em condições adversas no ambiente pela capacidade de formação de
biofilme. As bactérias formadoras de biofilme podem adquirir resistência à
compostos utilizados como sanitizantes na etapa de sanitização, como o cloreto de
benzalcônio (CB). Assim, faz-se necessário a busca por novos compostos com ação
antibacteriana que possam ser utilizados em alternativa aos sanitizantes sintéticos.
Os extratos de plantas vêm sendo amplamente estudados devido às suas
características antimicrobianas e por serem compostos naturais. O extrato
metanólico de Butia odorata Barb. Rodr. (EMB) teve sua ação antibacteriana
comprovada em estudos anteriores. Portanto, os objetivos deste estudo foram
avaliar a influência da superfície, temperatura, atmosfera e co-cultura com
Pseudomonas aeruginosa sobre a formação de biofilme de Campylobacter jejuni
isolados de abatedouro de frangos da região sul do Rio Grande do Sul, bem como
identificar a presença de alguns genes relacionados à formação de biofilme nesses
isolados. Também objetivou-se avaliar a suscetibilidade desses isolados ao EMB e
ao CB, através do teste qualitativo de disco difusão em ágar para o EMB, e da
concentração inibitória mínima (CIM) e da concentração bactericida mínima (CBM)
para o EMB e para o CB. A atmosfera não afetou a formação de biofilme mono-
espécie de C. jejuni tanto em poliestireno como em aço inoxidável. Houve maior
formação de biofilme em temperaturas que não são as ótimas para a multiplicação
d e C. jejuni. A forma como P. aeruginosa foi inoculada para formar biofilmes duo-
espécie com C. jejuni (concomitante ou pré-formado por P . aeruginosa), não
influenciou a formação de biofilme pelos isolados. Nos biofilmes duo-espécie com P.
aeruginosa, as maiores contagens de biofilme por C. jejuni em aço inoxidável
ocorreram a 25 oC. Os sete isolados de C. jejuni avaliados possuem 10 genes
envolvidos no processo de formação de biofilme, porém o gene katA não foi
encontrado em três isolados, e o gene kpsM não foi encontrado em um isolado, o
que não afetou a formação de biofilme por esses isolados. O EMB apresentou
atividade antibacteriana contra os sete isolados no teste qualitativo de disco difusão
em ágar, com halos de inibição acima de 23 mm. A CIM do EMB ficou entre 83,3 e
166,6 μL.mL-1, e a CBM foi o mesmo valor de CIM em todos os isolados. Já para o
CB, o valor de CIM ficou entre 1 e 2 μg.mL-1, e a CBM variou entre 1 e 4 μg.mL-1

entre os isolados. Dessa forma, o EMB pode tornar-se uma boa alternativa ao CB
empregado na etapa de sanitização em indústrias de alimentos.

Palavras-chave: biofilme mono-espécie; biofilme duo-espécie; aço inoxidável;
sanitizantes; extratos de plantas
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Abstract

Klein Scheik, Letícia. Biofilm formation potential and susceptibility to Butia 
odorata methanolic extract in Campylobacter jejuni isolates. 2018. 71f. 
Dissertation (Master Degree em Ciência e Tecnologia de Alimentos) – Programa de 
Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia 
Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

The employment of good manufacturing practice in the food industry, as surfaces
sanitization, is important to avoid the biofilm formation. Campylobacter jejuni, which
is the main etiological agent of campilobacteriosis, can survives in adverse
environmental conditions by capacity of biofilm formation. Biofilm forming bacteria
can acquire resistance to compounds used as sanitizers in sanitization step, such as
benzalkonium chloride (BC). Thereby, it is necessary the search for new compounds
with antibacterial activity which can be used in alternative to syntetic sanitizers. The
plants extracts have been widely studied due to it’s antimicrobial characteristics and
for being natural compounds. The Butia odorata Barb. Rodr. methanolic extract
(BME) had it’s antibacterial activity proven in studies performed previously.
Therefore, the aims of this study were evaluate the factors that influence of surface,
temperature, atmosphere and co-culture with Pseudomonas aeruginosa on biofilm
formation in Campylobacter jejuni isolated from poultry slaughterhouse of Southern
Rio Grande do Sul, Brazil, as well identify the presence of some genes related to
biofilm formation in these isolates. Moreover, was aimed to evaluate the susceptibility
of these isolates to the BME and to the BC, through the agar disc diffusion qualitative
test for BME, and minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) for BME and BC. The atmosphere did not affected the
monospecies biofilm formation both in polystyrene and stainless steel. There was
greater biofilm formation in temperatures that are not the optimals for C. jejuni
growth. The way how P. aeruginosa was inoculated to form dual-species biofilms with
C. jejuni (concomitant or preformed by P. aeruginosa) did not influenced the biofilm
formation by the isolates. In duo-species biofilms with P. aeruginosa, the higher
biofilm counts of C. jejuni in stainless steel occurred at 25 oC. The seven isolates had
10 genes that are involved in biofilm formation process, but the katA gene was not
found in three isolates, and the kpsM gene was not observed in one isolate, which
did not affected the biofilm formation by these isolates. The BME presented
antibacterial activity against the seven C. jejuni isolates tested in the qualitative test
of agar disc diffusion, resulting in inhibition halos above of 23 mm. The MIC of BME
ranged between 83,3 and 166,6 μL.mL-1, and  the MBC was the same value that MIC
in all isolates. Already for BC, the MIC value stay between 1 and 2 μg.mL-1, and the
MBC value ranged between 1 and 4 μg.mL- 1 among isolates. In this way, the BME
can become a good alternative to the BC employed in sanitization step in food
industries.

Keywords: monospecies biofilm; dual-species biofilm; stainless steel; sanitizers;
plants extracts
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Figura 3 Quorum sensing em bactérias……………………………………………… 26

Figure 1 Comparison of biofilm formation in polystyrene by seven

Campylobacter jejuni  isolates in aerobic monospecies biofilm,

microaerophilic monospecies biofilm and dual-species biofilm…………. 41



12

Lista de Tabelas

Table 1 Biofilm formation in stainless steel coupons by seven Campylobacter
jejuni isolates………………………………………………………………… 43

Table 2 Inhibition zones induced by Butia odorata Barb. Rodr. methanolic
(BME) extract, minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) of BME and benzalkonium chloride
(BC) in seven Campylobacter jejuni isolates…………………………….. 44

Table S1 Source of the Campylobacter jejuni isolates analysed………………….. 50

Table S2 List of oligonucleotides used in this study………………………………… 50



13

Lista de Abreviaturas e Siglas

AI Auto-indutores/Auto-inducers

AISI American Iron and Steel Institute

ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosina Trifosfato

BA2 Blood agar base no 2

BC Benzalkonium chloride

BME Butia odorata Barb. Rodr. methanolic extract

BPF Boas Práticas de Fabricação

CB Cloreto de benzalcônio
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1 Introdução

As Boas Práticas de Fabricação (BPF) são condições e procedimentos

higiênico-sanitários e operacionais sistematizados, aplicados em todo o fluxo de

produção, com o objetivo de garantir a inocuidade, identidade, qualidade e a

integridade dos alimentos de origem animal (BRASIL, 2017). A higienização incorreta

de equipamentos, superfícies e utensílios utilizados na produção de alimentos pode

conduzir a sérios problemas, dentre eles a formação de biofilmes.

Biofilmes são estruturas formadas por micro-organismos aderidos à uma

superfície, envolvidos em uma matriz polimérica extracelular de exopolissacarídeos

(EPS), produzida por eles (FENG et al., 2017). As bactérias podem formar biofilme

em superfícies de alimentos, em superfícies abióticas (mesas, esteiras,

equipamentos, facas, etc), e em superfícies adjacentes, como paredes e canos

(GIAOURIS; NESSE, 2015; LIN et al., 2017). Os biofilmes também podem ser

formados por uma espécie bacteriana (biofilme mono-espécie), duas (biofilmes duo-

espécie) ou mais espécies (multi-espécies) (RICE; WUERTZ; KJELLEBERG, 2016).

Campylobacter spp. são bactérias Gram-negativas, de forma espiralada e

que possuem flagelo, sendo que a maioria das espécies deste gênero multiplicam-se

em atmosfera de microaerofilia. Apesar disso, Campylobacter spp. é o gênero

bacteriano mais associado a doenças gastrointestinais em humanos no mundo

(LAMAS et al., 2018). Campylobacter termofílicos é um grupo composto por

espécies termotolerantes de Campylobacter spp., com temperatura ótima de

multiplicação próxima a 42 oC. Sendo assim, seu principal reservatório é o trato

intestinal de aves, como por exemplo, os frangos (BERTASI et al., 2016).

A campilobacteriose é uma doença transmitida por alimentos (DTA) causada

pela ingestão de alimentos contaminados (principalmente carne de frango) com

bactérias do gênero Campylobacter, sendo C. jejuni a espécie mais envolvida em

casos da doença, e também a mais prevalente em aves (BOLTON, 2015). A infecção

por Campylobacter é autolimitante, porém pode levar a óbito indivíduos dos grupos

de risco (WHO, 2016), além de poder causar complicações pós-infecção, como as

síndromes de Guillain-Barré, Miller-Fisher e Reiter (JOSHUA et al., 2006).

Campylobacter jejuni sobrevive na indústria de alimentos, principalmente,

pela capacidade de formação de biofilme em superfícies (GUNTHER; CHEN, 2009).

A matriz polimérica de EPS auxilia na manutenção de uma atmosfera microaerofílica

que se forma no biofilme (BROWN et al., 2015), aumentando a resistência de C.
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jejuni. Esse patógeno forma biofilmes mono, duo ou multi-espécie (JOSHUA et al.,

2006; TEH; LEE; DYKES, 2010), com espécies como Staphylococcus aureus,

Salmonella enterica e Pseudomonas aeruginosa (FENG et al., 2016), condição que

promove proteção para C. jejuni contra tratamentos com sanitizantes e estresse

oxidativo (ICA et al., 2012). Além disso, a formação de biofilme por C. jejuni pode ser

reforçada em condições de aerobiose (REUTER et al., 2010). 

De acordo com Reeser et al. (2007), o flagelo e o processo de quorum

sensing afetam a formação de biofilme por C. jejuni. Ainda, algumas enzimas são

importantes para a sobrevivência de C. jejuni na matriz polimérica do biofilme, como

as enzimas que neutralizam as formas tóxicas de oxigênio dentro da célula (ATACK;

KELLY, 2009), fazendo com que a bactéria tolere o ambiente aeróbio. Fatores

ambientais externos, como a temperatura, disponibilidade de nutrientes e nível de

oxigênio, também influenciam a capacidade de formação de biofilme por C. jejuni

(REUTER et al., 2010; TEH; LEE; DYKES, 2017a).

Segundo Stewart e Franklin (2008), as células bacterianas no biofilme são

mais resistentes aos sanitizantes do que a célula planctônica O cloreto de

benzalcônio (CB) é um agente de sanitização amplamente utilizado na higienização

de superfícies em indústrias de alimentos. Entretanto, a sua frequente aplicação,

associada a utilização de doses subletais, podem levar a aquisição de resistência

pelas bactérias presentes no ambiente. Assim, faz-se necessário a busca por

alternativas aos sanitizantes usualmente empregados pela indústria de alimentos.

Extratos de plantas com potencial antimicrobiano vêm sendo estudados,

podendo ser utilizados em substituição ou como complemento a agentes de

sanitização utilizados comercialmente (BONIFÁCIO et al., 2014). Um extrato

metanólico de Butia odorata Barb. Rodr. (EMB) foi produzido e avaliado quanto a

sua atividade antibacteriana em recente pesquisa do Laboratório de Microbiologia de

Alimentos da Universidade Federal de Pelotas. Esse extrato apresentou halos de

inibição superiores a 20 mm para todas as bactérias Gram-negativas avaliadas no

teste qualitativo de disco difusão em ágar (S. Typhimurium ATCC 14028, Escherichia

coli O157:H7 NCTC 12900 e P. aeruginosa ATCC 15442) (MAIA et al., 2017).

Desta forma, os objetivos deste estudo foram avaliar fatores que influenciam

o potencial de formação de biofilme em Campylobacter jejuni isolados de abatedouro

de frangos da região sul do Rio Grande do Sul, a presença de genes relacionados à

formação de biofilme, e a suscetibilidade desses isolados ao EMB e ao CB. 
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2 Revisão da Literatura

2.1 Boas Práticas de Fabricação na indústria de alimentos

Segundo Athaide (1999), as BPF são normas aplicadas em produtos,

processos, serviços e instalações, que visam a promoção e a certificação da

qualidade e da segurança dos alimentos. Este sistema de normas é um dos mais

reconhecidos e eficientes para obter-se um alimento seguro, pois atua em todos os

processos envolvidos na produção de alimentos e assegura, juntamente com outros

programas, a qualidade do produto final. Assim, a segurança de alimentos é

garantida com esforços combinados de todos os envolvidos na cadeia produtiva de

alimentos (GOMES, 2006).

A higienização na indústria de alimentos compreende as etapas de limpeza e

sanitização, e está inserida nas BPF e nos programas de qualidade, como o de

Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle (APPCC). Tal prática visa a

obtenção de alimentos seguros, principalmente sob os aspectos relacionados a

contaminações com perigos químicos, físicos e microbiológicos (ANDRADE, 2008).

Na higienização, os agentes químicos, como os detergentes, têm a função de

remover resíduos orgânicos e minerais das superfícies de equipamentos e

utensílios, enquanto os sanitizantes inibem os patógenos e reduzem para números

aceitáveis a contagem de micro-organismos.

As características das superfícies auxiliam na realização de um

procedimento de higienização adequado. O ideal é que não se formem poros nem

ranhuras nas superfícies, e que estas sejam resistentes a deformações e corrosão

(ANDRADE, 2008), pois estas imperfeições facilitam o acúmulo de matéria orgânica

e micro-organismos e dificultam posteriormente a sua remoção pela higienização.

Os principais materiais com que são feitas as superfícies comumente utilizadas na

indústria de alimentos, como o aço inoxidável, polietileno, polipropileno, mármore,

silicone e vidro, permitem a multiplicação de micro-organismos, o que pode conduzir

ao processo de adesão bacteriana denominado formação de biofilme (LEJEUNE,

2003; MARSHALL, 1992; O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000).

Portanto, a higienização é um processo de extrema relevância, que deve ser

empregado como uma medida preventiva, com o intuito de evitar a adesão

irreversível de patógenos, que podem consequentemente contaminar os alimentos

no processo de produção, causando doenças para o consumidor final.
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2.2 Biofilmes

Biofilme pode ser definido como um conjunto de células microbianas que se

aderem a uma superfície e produzem um material extracelular, conhecido por EPS,

no qual as células permanecem envoltas (DONLAN, 2002). O biofilme também pode

conter partículas de matéria orgânica provenientes da superfície onde esse biofilme

foi formado, o que servirá de substrato para as bactérias, expandindo a produção de

biofilme.

A formação de biofilme ocorre basicamente em 4 etapas: adesão (célula na

sua forma planctônica adere-se à superfície contendo imperfeições e resíduos

orgânicos através de forças de van der Walls, forças eletrostáticas e interações

hidrofóbicas, sendo esta etapa reversível); expansão, onde as células iniciam a

produção de EPS e aderem-se irreversivelmente (através de interações dipolo-dipolo

e ligações covalentes), multiplicam-se e formam microcolônias, cobrindo a

superfície; maturação, onde o crescimento bacteriano, juntamente com a constante

produção de EPS, formam a camada de biofilme, que pode conter vários milímetros

de espessura em questão de dias; e, a quarta etapa, é a dispersão, ocorrendo o

destacamento de algumas partículas de biofilme contendo as células bacterianas,

que podem contaminar os alimentos próximos a essa superfície de contato, ou então

iniciar a formação de um novo biofilme em superfícies adjacentes na linha de

produção (Figura 1) (FORSYTHE, 2002).

Figura 1. Processo de formação de biofilme

Fonte: http://knoow.net
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A formação de biofilme em superfícies é considerada um dos maiores fatores

de risco de contaminação cruzada no processamento de alimentos, como por

exemplo, em tábuas de corte e facas (NGUYEN et al., 2012; REUTER et al., 2010).

Isto significa que, uma vez que estes utensílios entrem em contato com um alimento

contaminado, as bactérias presentes neste alimento podem formar biofilme na

superfície destes utensílios e, caso estes não sejam corretamente higienizados,

alimentos inócuos que serão consumidos crus manipulados nas mesmas condições

podem adquirir uma carga bacteriana, chegando contaminados na mesa do

consumidor.

Bactérias como P. aeruginosa e S. enterica são consideradas fortes

formadoras de biofilme em ambientes de processamento de alimentos (PARIZZI et

al., 2004; SOLANO et al., 2002; WHITELEY et al., 2001). Uma mesma matriz de

biofilme pode conter uma, duas ou mais espécies bacterianas. Biofilmes compostos

por mais de uma espécie geralmente são mais estáveis do que biofilmes mono-

espécie (STEWART; FRANKLIN, 2008). Essas comunidades mistas de células

sésseis são dinâmicas e com extensas interações que ocorrem entre as estirpes de

diferentes espécies (MOONS; MICHIELS; AERTSEN, 2009), afetando

significativamente a composição da matriz de EPS e, consequentemente, a estrutura

do biofilme multi-espécie e a sua resistência a fatores ambientais externos como

temperatura, e a tratamentos com agentes sanitizantes.

2.3 Características do gênero Campylobacter e Campylobacter termofílicos

O gênero Campylobacter é pertencencente à família Campylobacteraceae e

atualmente compreende 36 espécies e 14 sub-espécies (EUZÉBY, 2016). Possui

forma de bastonete curvo, também conhecido como “saca-rolhas” ou “asa-de-

gaivota” (Figura 2). Apresenta um flagelo polar em uma ou ambas extremidades da

célula, e é uma bactéria Gram-negativa e essencialmente microaerófila,

multiplicando-se em concentrações de 10% de dióxido de carbono e 5% de oxigênio

(HUMPHREY; O’BRIEN; MADSEN, 2007). 

 Algumas espécies de Campylobacter spp. possuem sua temperatura ótima

de multiplicação próxima a 42 oC, e, por isso, são consideradas comensais da

microbiota intestinal de animais de sangue quente, como as aves (PARK, 2002).

Este grupo é denominado de Campylobacter termofílicos, e compreende as espécies

C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis. As fezes de aves contendo Campylobacter
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termofílicos podem contaminar fontes de água, o que pode tornar-se uma fonte

contaminação para outros animais (REESER et al., 2007). 

Comparada com outras bactérias patogênicas transmitidas por alimentos,

como E. coli e Salmonella spp., C. jejuni apresenta metabolismo fastidioso, isto é,

necessita de condições específicas para multiplicar-se. Esta bactéria não é capaz de

fermentar carboidratos, sua temperatura ideal de multiplicação é maior do que a

maioria das bactérias mesófilas e, como citado anteriormente, é microaerofílica, não

suportando os níveis de oxigênio presentes em uma atmosfera aeróbia (KEENER et

al., 2004).

Figura 2. Morfologia celular de Campylobacter jejuni por microscopia eletrônica

Fonte: http://www.bacteriainphotos.com

2.4 Campilobacteriose

Campylobacter jejuni é um dos principais patógenos transmitidos por

alimentos no mundo (MBOTO et al., 2012), devido ao grande número de casos de

infecção por esta bactéria. A campilobacteriose, que é a infecção causada pela

ingestão de alimentos contaminados por bactérias do gênero Campylobacter, é uma

doença autolimitante (CDC, 2017). Campylobacter jejuni é a espécie mais envolvida

em casos de campilobacteriose em humanos (WHO, 2018) sendo responsável por

mais de 80% dos casos (EFSA; ECDC, 2015).

Segundo o CDC, estima-se que ocorram aproximadamente 1,3 milhão de

casos de campilobacteriose a cada ano no mundo, já que muitos casos não são

diagnosticados em decorrência da campilobacteriose ocorrer de forma esporádica,

não sendo uma doença associada a surtos. A dose infectante é significativamente

baixa: menos de 500 células da bactéria já podem causar a doença (CDC, 2017). No
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Brasil, apesar de ser o segundo país que mais produz carne de frango, e o que mais

exporta este produto no mundo (BRASIL, 2016), os dados sobre a prevalência de C.

jejuni são escassos, não havendo informações suficientes sobre esse patógeno e

nem programas de vigilância e notificação obrigatória da campilobacteriose, já que a

análise de Campylobacter spp. não é preconizada em alimentos (BRASIL, 2001).

Os sintomas de campilobacteriose incluem diarreia (na maioria das vezes

hemorrágica), dor abdominal, febre, dor de cabeça, náuseas e/ou vômitos, iniciando

cerca de dois a cinco dias após a exposição à bactéria, e pode durar de três a seis

dias (WHO, 2018). Algumas complicações pós-infecção por Campylobacter spp.

podem ocorrer, conduzindo a severas sequelas, como as síndromes de Guillain-

Barré (SGB), Miller-Fisher (SMF) e Reiter (SR) (SALLOWAY et al., 1996). A SGB é

uma neuropatia auto imune, onde a semelhança entre os antígenos da bactéria que

causou a infecção e as células dos nervos periféricos do hospedeiro, levam os

anticorpos produzidos pelo organismo a atacarem suas próprias células (BUTZLER,

2004). As causas da SGB são diversas, mas geralmente essa doença é precedida

por infecções causadas por bactérias e vírus, bem como doenças respiratórias.

Porém, cerca de 40% dos pacientes com SGB apresentam evidências de terem sido

acometidos previamente por campilobacteriose quando os sintomas neurológicos

iniciam, sendo C. jejuni a espécie mais comumente associada (CDC, 2017).

A SMF é uma neuropatia multifocal, considerada uma variante da SGB,

apresentando a tríade oftalmoplegia, ataxia e arreflexia como sintomas (DAMIANI;

LAUDANNA; DAMIANI, 2011). Assim como a SGB, a SMF é caracterizada por uma

paralisia flácida pós-infecciosa, causada por inflamação e lesão dos nervos

periféricos (OVERELL et al., 2007). A presença de infecção pregressa por C. jejuni e

Haemophilus influenzae, além de agentes virais, como citomegalovírus, parecem

contribuir para a formação de anticorpos IgG anti-GQ1b na SMF através de reações

imunológicas cruzadas contra a parede destes agentes (KOGA et al., 2005). Já a

SR, também conhecida como artrite reativa, é uma doença que causa inflamação

das articulações, tendões, olhos e uretra, e geralmente é desencadeada após

infecção por bactérias como Salmonella spp., Yersinia spp. e Campylobacter spp

(CDC, 2017).

A campilobacteriose pode ocorrer através da ingestão de água contaminada,

leite incorretamente pasteurizado e, ainda, pelo consumo de carne suína e bovina

cruas ou mal cozidas. Entretanto, sugere-se que a principal via de transmissão de C.
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jejuni aos humanos seja através do consumo ou manipulação de carne de frango

crua ou mal cozida (WHO, 2018), já que este patógeno está presente naturalmente

na microbiota dessas aves (ZIMMER et al., 2003). Portanto, a sobrevivência de C.

jejuni na cadeia produtiva de frangos de corte torna-se um problema de saúde

pública de extrema relevância, além da sua importância econômica, devido aos

gastos com tratamentos com antibióticos e as hospitalizações decorrentes das

sequelas pós-campilobacteriose (BATZ; HOFFMANN; MORRIS, 2012; GIBNEY et

al., 2014; MANGEN et al., 2015).

2.5 Formação de biofilme por Campylobacter jejuni

Um paradoxo existente é que C. jejuni, mesmo sendo uma bactéria de

metabolismo fastidioso e que não suporta as elevadas concentrações de oxigênio de

um ambiente aeróbio, pode sobreviver a todas as adversidades, persistir na cadeia

produtiva de frangos e ser a principal bactéria causadora de gastroenterite humana

no mundo (FENG et al., 2016; GUNTHER; CHEN, 2009, JOSHUA et al., 2006). Este

fato deve-se principalmente à capacidade desse micro-organismo permanecer viável

por longos períodos de tempo através da formação de biofilme em superfícies de

ambientes que, de acordo com a sua natureza fastidiosa e microaerofílica, não

favoreceriam sua multiplicação.

Estirpes de C. jejuni podem formar biofilme em diversas superfícies de

processamento de alimentos, como aço inoxidável, poliestireno e vidro

(KALMOKOFF et al., 2006). A maioria das bactérias aderem-se mais facilmente em

superfícies hidrofóbicas, como o aço inoxidável. Em estudo desenvolvido por

Gunther e Chen (2009), a maior taxa de adesão de isolados de Campylobacter spp.

foi em aço inoxidável, em comparação com o vidro e o poliestireno. Salienta-se que

o aço inoxidável possui uma superfície rugosa em comparação aos outros materiais

testados (GUNTHER; CHEN, 2009), o que facilita a adesão e a permanência destas

bactérias na superfície.

Estudos demonstraram que C. jejuni pode formar biofilme sozinha (TEH;

LEE; DYKES, 2014), ou com outras espécies bacterianas, bem como pode aderir-se

em biofilmes pré-formados por outras bactérias (KEEVIL, 2003; TRACHOO; FRANK;

STERN, 2002), fazendo com que a sua sobrevivência no ambiente seja reforçada na

condição de biofilme (BUSWELL et al., 1998). Bactérias aeróbias auxiliam na

persistência de C. jejuni em biofilmes através da diminuição da taxa de oxigênio na
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matriz polimérica. Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria aeróbia, Gram-negativa

e grande produtora de biofilme, e frequentemente é encontrada juntamente com C.

jejuni em alguns ambientes de processamento de alimentos (HILBERT et al., 2010).

Pesquisas recentes comprovaram que P. aeruginosa não somente estende o tempo

de sobrevivência de C. jejuni, como também promove a sua multiplicação em

biofilmes formados sob condição de aerobiose em relação ao biofilme mono-espécie

de C. jejuni (CULOTTI; PACKMAN, 2015; ICA et al., 2012).

Fatores externos, como a disponibilidade de nutrientes, temperatura e

atmosfera, também afetam a formação de biofilme por C. jejuni. Em alguns estudos,

a formação de biofilme por esse micro-organismo foi significativamente maior em

caldo Mueller-Hinton (MH), mesmo sendo um meio menos rico em nutrientes, do que

em caldo Brucella e caldo Bolton, que são meios de cultivo ricos em nutrientes e

específicos para Campylobacter spp. (REESER et al., 2007; TEH; LEE; DYKES,

2017a). De acordo com Teh, Lee e Dykes (2016), a temperatura pode induzir ou

reprimir a expressão de genes envolvidos na formação de biofilme em C. jejuni,

dependendo da estirpe. Além disso, a formação de biofilme em C. jejuni pode ser

reforçada em atmosfera aeróbia (REUTER et al., 2010), como resposta ao estresse

oxidativo provocado na bactéria em função do ambiente com elevado nível de

oxigênio em que ela se encontra.

Em resposta a diversos estresses ambientais, como baixo pH e baixas

temperaturas, C. jejuni pode entrar em estado de latência, permanecendo em uma

forma viável não cultivável (VNC). Alguns estudos demonstraram que essa bactéria

em sua forma VNC pode ser encontrada tanto em células planctônicas como na

forma séssil (BUSWELL et al., 1998; ICA et al., 2012; TRACHOO; FRANK; STERN,

2002), e que células planctônicas de C. jejuni em estado VNC são capazes de

aderir-se em superfícies e iniciar a formação de biofilme (DUFFY; DYKES, 2009).

2.5.1 Genes envolvidos na formação de biofilme por Campylobacter jejuni

A formação de biofilme por espécies como P. aeruginosa e E. coli é

amplamente elucidada, entretanto, estudos genéticos sobre os possíveis

mecanismos responsáveis pela produção de biofilme por C. jejuni ainda são

escassos (TEH; LEE; DYKES, 2017b). Porém, há evidências que uma série de

genes estejam envolvidos no processo de formação de biofilme nessa bactéria

(MELO et al., 2017).
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2.5.1.1 Flagelo (genes flaAB)

Campylobacter jejuni produz um único flagelo em um ou ambos pólos da

célula. O papel do flagelo em C. jejuni é multifuncional, não conferindo somente a

motilidade, mas também secretando proteínas de virulência e mediando a formação

da microcolônia no processo de formação de biofilme (GUERRY, 2007; BARRERO-

TOBON; HENDRIXSON, 2014). O filamento flagelar é composto por duas proteínas,

a flagelina maior FlaA, e a flagelina menor FlaB, codificadas pelos genes flaAB,

respectivamente.

Alguns estudos sobre a formação de biofilme em P. aeruginosa, P.

fluorescens e Vibrio cholerae, indicam que o flagelo desempenha um papel-chave

para a formação da microcolônia nos estágios iniciais da formação de biofilme

(DONLAN, 2002; O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000). De acordo com Svensson,

Prisma e Gaynor (2014), a formação de biofilme é afetada pela presença do flagelo,

e não pela sua função relacionada à motilidade, pois o flagelo facilita a adesão

celular através de interações físico-químicas, superando as forças repulsivas

associadas à superfície (O’TOOLE; KOLTER, 1998).

Em C. jejuni, isso também parece ocorrer. Reeser et al. (2007) compararam

a formação de biofilme entre uma cepa mutante dos genes flaAB, e a cepa

selvagem. Segundo os autores, ambas obtiveram semelhante taxa de multiplicação,

atingindo a mesma densidade ótica (DO) em 24 h, porém, foi observada uma

redução acentuada na adesão celular e na produção de biofilme em poliestireno pela

cepa mutante aflagelada em comparação com a cepa selvagem. Resultado

semelhante foi encontrado recentemente por Li et al. (2017), indicando que a adesão

inicial do processo de formação de biofilme é flagelo-mediada, o que ressalta a

importância do flagelo na formação de um biofilme maduro por C. jejuni (LI et al.,

2017; REESER et al., 2007).

2.5.1.2 Quorum sensing (gene luxS)

O quorum sensing é o processo de comunicação entre as bactérias quando

estas atingem uma densidade populacional específica (a partir de 106 e 107 UFC.mL-

1), liberando pequenas moléculas sinalizadoras denominadas auto-indutores (AI),

que são reconhecidas pelas proteínas receptoras das bactérias presentes no

ambiente e desencadeiam a expressão de genes alvo (Figura 3) (PLUMMER, 2012),

como por exemplo, os genes responsáveis pela formação de biofilme. Essa
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interação entre as bactérias parece desempenhar um papel chave na adesão celular

inicial, estrutura e crescimento do biofilme, dispersão celular, bem como na

resistência do biofilme contra tratamentos com agentes químicos (MOONS et al.,

2006; VAN DER VEEN; ABEE, 2011).

Figura 3. Quorum sensing em bactérias 

Fonte: http://scienceblogs.com.br

Em C. jejuni, as moléculas sinalizadoras produzidas no processo de quorum

sensing, as AI-2 produzidas pela proteína LuxS, parecem desempenhar um papel

significativo no desenvolvimento do biofilme entre 48 e 72 h de incubação, de acordo

com o estudo conduzido por Reeser et al. (2007), onde houve uma redução na taxa

de produção do biofilme por uma cepa com mutação no gene luxS. Entretanto,

quando cultivada juntamente com um sobrenadante livre de células (SLC) contendo

moléculas AI-2 produzidas pela cepa selvagem, a taxa de produção de biofilme pela

cepa mutante aumentou (REESER et al., 2007), demonstrando a importância da

presença dessas moléculas sinalizadoras no ambiente para o processo de adesão

de C. jejuni em superfícies.
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2.5.1.3 Resistência ao estresse oxidativo (genes ahpC, docA, katA e sodB)

Campylobacter jejuni possui um genoma relativamente pequeno, de

aproximadamente 1,6 Mb (PARKHILL et al., 2000), em comparação com outras

bactérias. Mesmo assim, seu pequeno genoma contém diversos genes que

codificam para enzimas que neutralizam as formas tóxicas de oxigênio geradas

durante o processo de respiração celular (ATACK; KELLY, 2009), sendo esta uma

maneira da bactéria resistir ao estresse oxidativo.

A enzima que mais desempenha este papel no metabolismo de C. jejuni é a

superóxido dismutase, codificada pelo gene sodB. Essa enzima converte o radical

superóxido em peróxido de hidrogênio (H2O2), que é uma forma menos tóxica de

oxigênio. O H2O2 é transformado em água e oxigênio por outras enzimas específicas,

principalmente a catalase (codificada pelo gene katA) e a alquil hidroperóxido

redutase (codificada pelo gene ahpC) (ATACK; KELLY, 2009).

O estresse oxidativo também desempenha um importante papel no

desenvolvimento de biofilme por C. jejuni em condições de microaerofilia. Oh e Jeon

(2014) produziram cepas de C. jejuni mutantes dos genes ahpC, katA e sodB, e

verificaram que a cepa mutante ahpC demonstrou um aumento na formação de

biofilme em condição de microaerofilia em comparação à cepa selvagem e às cepas

mutantes katA e sodB. Já a complementação do gene ahpC na cepa mutada reduziu

a taxa de formação de biofilme, assemelhando-se a cepa selvagem (OH; JEON,

2014), demonstrando que a mutação no gene ahpC é relevante na produção de

biofilme em C. jejuni em condição de microaerofilia.

A enzima periplasmática citocromo-peroxidase, codificada pelo gene docA,

que também converte o H2O2 em água, porém está mais relacionada à sobrevivência

de C. jejuni in vivo, sendo essencial na colonização e permanência no trato intestinal

dos frangos (HENDRIXSON; DIRITA, 2004).

2.5.1.4 Polissacarídeo capsular (gene kpsM)

O gene kpsM, que codifica para a proteína capsular de transporte KpsM, é

conservado no genoma de C. jejuni (MCLENNAN et al., 2008). De acordo com

Bacon et al. (2001), o polissacarídeo capsular (PC) de C. jejuni facilita a sua

permanência em ambientes adversos (BACON et al., 2001), e pode ser homólogo ao

EPS presente no biofilme de outras espécies bacterianas. Esta hipótese sustenta-se

uma vez que, na maioria das bactérias, a matriz extracelular dos biofilmes é
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composta por polímeros de moléculas que contém carboidratos (MACK et al., 2000;

NESPER et al., 2001; SHERLOCK; VEJBORG; KLEMM, 2005). Sendo uma proteína

de transporte que está presente na cápsula de C. jejuni, a KpsM também pode atuar

na regulação da entrada e saída de nutrientes da célula que está envolta na matriz

polimérica do biofilme.

2.5.1.5 Proteína de ligação à fibronectina (gene cadF)

Diversos genes em C. jejuni foram descritos previamente como mediadores

da adesão celular in vitro, como por exemplo o gene cadF, que codifica a CadF, uma

proteína de ligação à fibronectina (KONKEL et al., 2010). Essa proteína é necessária

para que ocorra a adesão e invasão de C. jejuni em células INT407 dos humanos, e

ainda para que ocorra a colonização dessa bactéria no ceco de frangos (LARSON et

al., 2013; MONTEVILLE; YOON; KONKEL, 2003).

Sulaeman et al. (2012) utilizaram uma cepa de C. jejuni mutante do gene

cadF foi testada em relação à sua capacidade de aderir-se em uma superfície

abiótica, o poliestireno. Os autores observaram que a cepa mutante obteve um

índice de adesão inferior em comparação com a cepa tipo selvagem, indicando que

a proteína CadF também desempenha um importante papel na adesão de C. jejuni

em superfícies inertes (SULAEMAN et al., 2012).

2.5.1.6 Resistência ao choque térmico (genes clpP, dnaJ e racR)

A ClpP é uma proteína ATP-dependente de extrema importância no

mecanismo de reparo celular e prevenção de danos causados na bactéria em

situações de estresse térmico. A expressão do gene clpP, ou seja, a síntese da

proteína ClpP, varia de acordo com a temperatura do ambiente, sendo super-

expressada após um aumento repentino da temperatura (KONKEL et al., 1998; REID

et al., 2008), ou reprimida com uma queda brusca de temperatura (BEALES, 2004).

Já o gene dnaJ, que possui como regulador transcricional o gene racR

(BRAS et al., 1999), também codifica para uma proteína de resistência ao choque

térmico e a altas temperaturas em C. jejuni, a qual está mais relacionada à

colonização no trato intestinal dos frangos, justificando a natureza termofílica desta

espécie. Alguns estudos comprovaram que uma mutação no gene dnaJ reduz

drasticamente a capacidade de colonização de C. jejuni no trato intestinal dos

frangos (KONKEL et al., 1998; ZIPRIN et al., 2001), sendo este um importante fator
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de virulência para que a bactéria consiga persistir no frango até o momento do

abate.

2.6 Agentes sanitizantes empregados na indústria de alimentos

Como citado anteriormente, o emprego das BPF na indústria de alimentos é

de extrema relevância para reduzir ao máximo as chances de formação de biofilme,

e, consequentemente, a contaminação dos alimentos. Entretanto, a formação de

biofilme pode ocorrer inclusive em superfícies onde as práticas de higienização são

aplicadas, caso estas forem insuficientes ou aplicadas incorretamente. Deste modo,

a escolha de um agente sanitizante deve ser cuidadosamente realizada, levando-se

em conta os contaminantes microbianos potenciais e o tipo de superfície a ser

higienizada (ROSSONI et al., 2000). Na indústria de alimentos, as principais classes

de sanitizantes empregadas são os liberadores de cloro ativo, os iodóforos, os

compostos quaternários de amônio (CQA) e os peróxidos (BRASIL, 2007).

2.6.1 Cloreto de benzalcônio

O cloreto de benzalcônio (CB) é um agente sanitizante pertencente ao grupo

dos CQA, que é comumente utilizado em ambientes de processamento de alimentos

na etapa de sanitização de superfícies (BUFFET-BATAILLON et al., 2012; HEGSTAD

et al., 2010). Os CQA possuem ação antimicrobiana contra diversos micro-

organismos, já que estes compostos atuam na permeabilidade da membrana celular,

causando extravasamento de compostos celulares, mesmo em baixas

concentrações (STEWART; FRANKLIN, 2008).

Apesar da ação efetiva do CB na eliminação de bactérias, o frequente uso

deste composto, combinado com a aplicação em sub doses, podem conduzir ao

desenvolvimento de mecanismos de adaptação celular e, em consequência, de

resistência aos sanitizantes (DYNES et al., 2009; PAGEDAR; SINGH; BATISH,

2012). A resistência aos CQA vem sendo reportada há algum tempo, tanto em

bactérias Gram-positivas como em Gram-negativas de origem alimentar

(LANGSRUD; SUNDHEIM; BORGHMANN-STRAHSSEN, 2003; SIDHU; SORUM;

HOLCK, 2002).

A resistência adquirida aos sanitizantes pelas células bacterianas na sua

forma séssil é significativamente maior em relação à célula planctônica (BRIDIER et

al., 2011). Portanto, torna-se extremamente necessária a busca por alternativas aos
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sanitizantes sintéticos como o CB, que também possuam ação bactericida contra

patógenos como C. jejuni.

2.7 Alternativa aos sanitizantes sintéticos

2.7.1 Extratos de plantas

As pesquisas com foco em atividade antimicrobiana de extratos de plantas

são amplamente promissoras, pois, além de serem compostos de origem natural, há

diversas plantas que podem ser exploradas para a produção de óleos essenciais ou

extratos, que terão seu potencial antimicrobiano avaliado (SIRSAT; MUTHAIYAN;

RICKE, 2009). Particularmente, extratos de plantas produzidos a partir de solventes

alcoólicos têm sido propostos ultimamente por possuírem potencial antimicrobiano

contra patógenos de origem alimentar. (SERIO et al., 2014), podendo ser potenciais

alternativas ao uso de sanitizantes sintéticos. 

Alguns estudos recentes avaliaram a atividade antibacteriana de extratos de

plantas contra Campylobacter spp. (BEZEK et al., 2016; KLANCNIC et al., 2017), e

observaram que estes reduziram o potencial de adesão e formação de biofilme das

cepas testadas, atuando como moduladores de fatores de virulência desse

patógeno. Klancnic et al. (2017) verificaram que após a utilização de extrato do

mosto de pele e semente da uva Pinot noir, as cepas de C. jejuni foram incapazes

de invadir e de sobreviver dentro de células humanas tipo H4, reforçando ainda mais

a importância da utilização destes compostos naturais como antibacterianos.

2.7.2 Extrato Metanólico de Butia odorata Barb. Rodr.

O Butia odorata é um fruto proveniente do butiazeiro, pertencente à família

Arecaceae, nativa e amplamente distribuída na América do Sul (LORENZI et al.,

2010). Recentemente, o extrato metanólico de Butia odorata Barb. Rodr. (EMB), no

qual utilizou-se o metanol como solvente para extração dos compostos do fruto, foi

produzido e avaliado quanto ao seu potencial antibacteriano (MAIA et al., 2017). De

acordo com MAIA et al. (2017), o EMB apresentou halos de inibição superiores a 20

mm para as bactérias Gram-negativas submetidas ao teste qualitativo de disco

difusão em ágar (S. Typhimurium ATCC 14028, E. coli NCTC 12900 e P. aeruginosa

ATCC 15442). A avaliação da ação antibacteriana do EMB contra C. jejuni possui

relevância no âmbito científico, já que o potencial de inibição do extrato de planta
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proposto ainda não foi avaliado contra o gênero Campylobacter spp., e também por

não haver estudos que objetivaram avaliar a atividade antibacteriana de extratos de

plantas da mesma família do Butia odorata contra bactérias deste gênero.
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3 Artigo 1 – Factors that influence the biofilm formation and susceptibility to

the Butia odorata Barb. Rodr. methanolic extract in Campylobacter jejuni

isolates

Artigo a ser submetido para o periódico International Journal of Food Microbiology,

Qualis CAPES A1, Fator de Impacto: 3.339
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Abstract:

Campylobacter jejuni can form biofilms in abiotic surfaces under different conditions.
Bacteria in biofilms can resist to compounds used as sanitizers in sanitization step.
Therefore, it is necessary the search for new compounds with antibacterial activity
which can be used in alternative to syntetic sanitizers, e.g., plants extracts. The aim
of this study was evaluate factors that influence the biofilm formation in C. jejuni, as
surface, temperature, atmosphere and co-culture with Pseudomonas aeruginosa.
Furthermore, were evaluated genes involved in biofilm formation in C. jejuni, and
evaluated the susceptibility to the Butia odorata methanolic extract (BME). The
monoespecies biofilm formation by C. jejuni and the duo-species biofilm formation by
P. aeruginosa with C. jejuni were evaluated in polystyrene and stainless steel, under
different temperatures and atmosphere conditions. The duo-species biofilm formation
was evaluated with concomitant inoculation of P. aeruginosa and C. jejuni, and with a
preformed 24 h biofilm by P. aeruginosa. The atmosphere was not relevant for the
monospecies C. jejuni biofilm formation in polystyrene and in stainless steel. There
was more biofilm formation in temperatures not optimal for C. jejuni growth. In
general, the ways of inoculation of P. aeruginosa (concomitant or preformed) in dual-
species biofilms with C. jejuni did not affected the biofilm formation. In stainless steel,
more biofilm was formed at 25 oC than at 7 oC. All isolates presented 10 genes
involved in biofilm formation. However, the katA gene was not found in three isolates,
and the kpsM was not found in one isolate. Despite this, the biofilm formed by these
isolates was not affected. The BME showed antibacterial activity for all seven C.
jejuni isolates tested in the qualitative test, resulting in inhibition halos above of 23
mm. The minimum inhibitory concentration (MIC) of BME ranged between 83,3 and
166,6 μL.mL-1, and the minimum bactericidal concentration (MBC) was the same
value that MIC in all isolates. Already for benzalkonium chloride (BC), a sanitizer
widely used in food industries, the MIC value stay between 1 and 2 μg.mL-1, and the
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MBC value ranged between 1 and 4 μg.mL-1 among isolates. Therefore, BME can be
an alternative to this synthetic sanitizer.

Keywords : stainlees steel; monospecies biofilms; dual-species biofilms;
benzalkonium chloride

1 Introduction

Campylobacter spp. is the major cause of bacterial gastroenteritis in the

world, resulting at least 96 million illnesses each year (WHO, 2016). Of 36 species of

that genus, Campylobacter jejuni is the main specie involved in human diseases

attributed to Campylobacter infections (Tam et al., 2003; Moore et al., 2005).

Campylobacter jejuni is a Gram-negative and thermophilic bacteria, which lives in

temperatures close to 42 oC, make it a commensal organism of the gastrointestinal

tract of warm-blooded animals, such as birds, especially poultry (Park, 2002).

Moreover, C. jejuni has a microaerophilic nature, multiplying in atmospheres

containing low rates of oxigen (approximately 5%) (Bronnec et al., 2016).

All these characteristics become C. jejuni a fastidious microorganism, which

limits its ability to survive outside of animal hosts (Ica et al., 2012). However, despite

the fastidious metabolism of C. jejuni and its sensitivity to the oxygen levels found in

the environment, the ability of this pathogen to survive within food products and

cause a large number of human disease cases is a paradigm (Gunther and Chen,

2009). Therefore, some studies suggest that one of the ways of C. jejuni survive in

hostile environments is through the biofilm formation (Kalmokoff et al., 2006; Feng et

al., 2016).

Campylobacter jejuni is capable to form biofilms on abiotic surfaces, like

stainless steel and polystyrene (Kalmokoff et al., 2006). The biofilms can be

monospecies or multispecies (Joshua et al., 2006; Teh et al., 2010), or even C. jejuni

can adhere to biofilms preformed by other bacterial species (Trachoo et al., 2002;

Keevil, 2003), such as Pseudomonas aeruginosa. Moreover, some researches

suggest that occurs a stimulation of biofilm formation by C. jejuni under aerobic

conditions, lead by enzimes of oxidative stress response (Oh and Jeon, 2014; Oh et

al., 2016).

 The mechanisms required for C. jejuni to form biofilms on abiotic surfaces

are still unknow. However, it is accepted that external and internal factors are

involved in the biofilm formation process of this pathogen. As external factors,
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surface, temperature, atmosphere and nutritional characteristics of the growth media

can influence the ability of C. jejuni to form biofilms (Reeser et al., 2007). On the

other hand, intrinsic factors, such as some genes related to biofilm formation, can be

fundamental in all steps of this process. A study developed by Svensson et al.

(2014), demonstrated that the presence of flagellum, but not the motility itself, is

essentially required for biofilm formation in C. jejuni. Moreover, some authors

described that the presence of AI-2 molecules of the quorum sensing process

(produced by the LuxS protein) in the medium, is crucial for biolfim formation in C.

jejuni (Reeser et al., 2007; Golz et al., 2012; Plummer, 2012). Besides the mentioned

genes above, several other have been searched and related to play some role in

biofilm formation process of C. jejuni, like the stress response genes ahpC, docA,

katA, sodB, dnaJ, racR and clpP (Konkel et al., 1998; Hendrixson and DiRita, 2004;

Atack and Kelly, 2009; Oh and Jeon, 2014), and the adherence genes cadF and

kpsM (Bacon et al., 2001; Sulaeman et al., 2012).

To avoid the biofilm formation by pathogens as C. jejuni in the food

processing environment, is important the application of good manufacturing practice,

with correct hygiene of surfaces and utensils. The benzalkonium chloride (BC) is a

sanitizer belonging to the group of quaternary ammonium compounds (QAC), widely

employed in the sanitization step in food industry (Hegstad et al., 2010; Buffet-

Bataillon et al., 2012). However, due to frequent use of sanitizers, and application in

sub lethal doses, bacteria can acquire resistance to this compounds, mainly in

biofilms form (Simões et al., 2010). Therefore, is necessary the development of new

compounds which can be applied as alternative to synthetic sanitizers.

Recently, the Butia odorata Barb. Rodr. methanolic extract (BME) was

produced and its antibacterial activity was tested. According to Maia et al. (2017), all

Gram-negative bacteria tested were inhibited in the qualitative evaluation by the agar

disc diffusion method (Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli

O157:H7 NCTC 12900 e P. aeruginosa ATCC 15442). Therefore, the BME can be a

promising alternative to the synthetic sanitizers, being that this extract has not been

tested yet against C. jejuni.

The aim of this study was evaluate factors that can influence the biofilm

formation by C. jejuni, as surface, temperature, atmosphere and co-culture with P.

aeruginosa. We also intended to identify genes involved in biofilm formation by C.
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jejuni, and evaluate the susceptibility of this microorganism to the BME and to the

BC.

2 Material and methods

2.1 Bacterial isolates

Seven C. jejuni isolates from the culture collection of the Laboratório de

Microbiologia de Alimentos (DCTA/FAEM/UFPel), isolated between June and August

of 2014 (Oliveira, 2016), were tested. The Table S1 in the supplemental material

shows the source of the isolates in the poultry slaughter line. The seven isolates

belong to different genotypic profiles, classified according to the Pulsed-field gel

eletrophoresis (PFGE) (Oliveira, 2016). Before the tests, the isolates stored at -80 oC

in freezing media, and the reference strain C. jejuni ATCC 33291, were grown in Petri

dishes with blood agar base no 2 (BA2, Acumedia®, Lansing, Miami, USA)

supplemented with 5 % (v/v) of defibrinated horse blood. The plates were incubated

at 42 oC for 48 h in microaerophilic conditions (5% oxygen, 10% carbon dioxide, and

85% nitrogen, White Martins®) in anaerobic jars. After incubation, typical colonies

were grown again in BA2 plates, and incubated in the same conditions for 24 h. The

strains Staphylococcus aureus ATCC 25923 and P. aeruginosa ATCC 15442 also

used for the tests, were grown in Tryptic Soy agar (TSA, Kasvi®, São José dos

Pinhais, Paraná, Brazil) and incubated at 37 oC for 24 h.

2.2 Inoculum preparation

The inoculums were prepared before the tests. The colonies of the BA2

plates after 24 h of incubation were suspended in 5 mL of phosphate buffer saline

(PBS, pH 7.2) and the optical density (OD) at 595 nm was adjusted in a ELISA Plate

Analyzer reader microplate (Robonick®, readwell PLATE) to an approximate value of

0.250, equivalent to a cell concentration of 108 CFU.mL-1. 

2.3 Biofilm formation in polystyrene

The ability of biofilm formation of seven C. jejuni isolates was determined

according Reeser et al. (2007), with modifications. The inoculum at 108 CFU.mL-1 was

diluted in Mueller-Hinton broth (MHB, Difco®, Livonia, Miami, USA) to a 107 CFU.mL-1

final cell concentration. 96-well microtiter plates (CralPlast®, Cotia, São Paulo, Brazil)
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were used, which were filled with MHB and the standard inoculum in a 1:9 proportion.

The reference strain of S. aureus was used as positive control, and wells with just

MHB was the negative control. The plates were then incubated under aerobic or

microaerophilic conditions, at 7 oC, 25 oC or 42 oC, totalizing six treatments, for six

days (Teh et al., 2017). 

To determinate the capacity of C. jejuni to form dual-species biofilms, P.

aeruginosa was used as co-culture with the isolates of C. jejuni. The standardized

inoculum of P. aeruginosa was added along with C. jejuni inoculums in a 1:1

proportion, and a final 1:9 proportion of mixed inoculum:medium. To evaluate if C.

jejuni can attach in preformed biofilms, P. aeruginosa was incubated in microtiter

plates at 37 oC for 24 h. Then, the medium was removed, and a new MHB was

added, along with the inoculum of each isolate of C. jejuni. The plates were then

incubated under aerobic conditions at 7 oC or 25 oC, totalizing four treatments

(concomitant inoculation and inoculation in preformed biofilm of P. aeruginosa), for

six days. The assays were performed in triplicate and three biological replicates.

Biofilm formation was determined using the crystal violet staining method as

described by Stepanovic et al. (2007), with modifications. Briefly, after the incubation

period, the medium containing unattached planktonic cells was removed from the

plates and the wells were washed three times with 210 µL of PBS. Then, was added

150 µL of methanol for 20 min (Synth®, Diadema, São Paulo, Brazil) and dried at 25 oC

for 1 h for fixation of the biofilm. After, the wells were stained with crystal violet (CV,

Pró-Cito®, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil) for 15 min. The colorant was

discarded and three subsequent washes were performed with distilled water to

remove excess of stain, and the plates were dried for 1 h at 37 oC. The bound CV

was decolourised with ethanol 92 oGL for 30 min. The absorbance of the solubilized

dye of each well was measured at 550 nm to determine the biofilm formation. 

 2.4 Biofilm formation in stainless steel

To evaluate the biofilm formation potential of the C. jejuni isolates in stainless

steel, AISI 304#4 stainless steel coupons (0.366 mm roughness, square, 10 mm:10

mm:1 mm) were used. Before use, the coupons were washed with a neutral

detergent, rinsed with distilled water, immersed in 70% (v/v) ethanol for 1 h at room

temperature, rinsed again with distilled water, individually placed in glass tubes

containing 9 mL of MHB and sterilised at 121 oC for 15 min (Parizzi et al, 2004).
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The biofilm formation of C. jejuni isolates were carried out according to the

method described by Kostaki et al. (2012), with modifications. The inoculum at 108

CFU.mL-1 was diluted in MHB to a 107 CFU.mL-1 final cell concentration. Then, 1 mL

of the standardized inoculum of each isolate was added in the glass tubes containing

sterilised coupons and 9 mL of MHB, and incubated under microaerophilic or aerobic

conditions at 7 oC or 25 oC, totalizing four treatments, for six days, with renewal of

growth medium and inoculum every 48 h. To the dual-species biofilm formation, 0.5

mL of the standardized inoculum of P. aeruginosa was added concomitant to 0.5 mL

of each C. jejuni isolate inoculum in each glass tube with the coupons and MHB.

Coupons with preformed biofilms of P. aeruginosa, incubated for 24 h at 37 oC, were

also inoculated with C. jejuni isolates. All the glass tubes were incubated under

aerobic conditions at 7 oC or 25 oC, totalizing four treatments, for six days, also with

renewal of growth medium and inoculum every 48 h. The tests were performed in

three biological replicates.

After incubation period, the biofilm formation was evaluated by agar plating.

The coupons were removed of the glass tubes and submitted to 1 min in 5 mL of

peptoned water 0,1% (PW, bacteriological peptone, Acumedia®, Lansing, Miami,

USA), to remove the planktonic cells. Then, the coupons were placed in a tube

containing 10 mL of PW and submitted to vortex for 2 min (to remove the sessile

cells). Serial decimal dilutions were prepared from suspension and plated onto

Columbia agar plates (Oxoid®, Basingstoke, Hampshire, UK), which were incubated

in microaerophilic conditions at 42 oC for 48 h for posterior counting of C. jejuni

colonies. For the dual-species tests, the dilutions were also plated onto TSA plates

and incubated at 37 oC for 24 h under aerobic atmosphere.

2.5 DNA extraction and detection of genes involved in biofilm formation by

Polymerase Chain Reaction

The DNA extraction of the isolates was performed according to the protocol

proposed by Green and Sambrook (2012), with modifications. Genomic DNA of each

isolate was extracted from one plate of microaerophilic 24 h culture grown in BA2.

The extracted DNA was quantified using a NanoVueTM Plus quantitative

spectrophotometer (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, UK).

The amplification reactions were performed using 12.5 μL of 2x GoTaq

Colorless Master Mix (Promega®, Madison, Wisconsin, USA), 10 pmol.μL-1 of each
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primer and 10 ng of genomic DNA. The PCR was performed in a thermocycler (MJ

Research PTC-100 Thermal Cycler®) using standardized cycling parameters: 95 ºC

for 1 min for initial denaturation, followed by 35 cycles of denaturation at 95 ºC for 1

min, variable annealing (Table S2 of the supplemental material) for 1 min, primer

extension step at 72 ºC for 1 min, and final extension step at 72 ºC for 5 min. The

results were obtained by electrophoresis on 1.5% agarose gel, using 1 Kb DNA

ladder molecular weight marker (Invitrogen®, Waltham, Massachusetts, USA). DNA

bands were stained with GelRed (Biotium®, Fremont, California, USA) and visualized

using a transilluminator L-Pix Touch (Loccus Biotecnologia®, Cotia, São Paulo,

Brazil).

The lengths of the expected PCR products are also shown in Table S2 in the

supplemental material. As positive control, the strains C. jejuni 100 and C. jejuni 104

deposited at DDBJ/EMBL/GenBank under the accession numbers CP023446 and

CP023343, respectively, were used. A mixture without the addition of DNA was

incorporated as negative control of the reaction.

2.6 Antibacterial activity of Butia odorata Barb. Rodr. methanolic extract

To evaluate if the BME have antibacterial activity against C. jejuni, the

qualitative agar disc diffusion method was employed (Bauer et al., 1966).

Standardized inoculums at 108 CFU.mL-1 of seven isolates and the reference strain of

C. jejuni were spoted in Petri dishes with MH agar (Kasvi®, São José dos Pinhais,

Paraná, Brazil), supplemented with 5% (v/v) of defibrinated horse blood. Then,

sterilised paper filter discs (6 mm) were impregnated with 20 μL of BME and placed

on the agar. The plates were incubated at 42 oC for 48 h under microaerophilic

conditions. Standard erythromycin discs (15 μg) were used as positive control and

sterilised water was used as negative control, also impregnated in the paper filter

discs. The test was performed in two biological replicates.

2.7 Minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration

of Butia odorata Barb. Rodr. methanolic extract and benzalkonium chloride

Minimum inhibitory concentration (MIC) of the BME was evaluated according

to Weerakkody et al. (2010), with modifications. The BME was tested at

concentrations of 333.3, 166.6, 83.3, 41.6, 20.8, 10.4, 5.2 and 2.6 μL.mL-1. In 96-well

microtiter plates with MHB and prederminated concentrations of BME, were added
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the inoculums of C. jejuni isolates and the reference strain at 106 CFU.mL-1. The

plates were incubated at 42 oC for 24 h under microaerophilic conditions. The MIC of

the BC was also evaluated, performed according the method described by Mavri and

Možina (2012). The concentrations of BC tested were 4, 2, 1, 0.512, 0.256, 0.128,

0.064, 0.032 and 0.016 μg.mL-1. The microtiter plates were filled as described above

for the BME test, and incubated at the same conditions. Inoculum without BME and

BC were used as positive control, and uninoculated medium without BME and BC

was used as negative control. MIC tests were performed in two biological replicates.

After 24 h of incubation, 100 μL from wells without visible microbial growth were

plated onto Columbia plates and incubated at 42 oC for 48 h under microaerophilic

conditions for posterior counting. After incubation period, minimum bactericidal

concentration (MBC) was defined as the lowest compounds concentration at wich all

cells inoculated were killed.

2.8 Statistical analysis

Data were submitted to analysis of variance (ANOVA) and Tukey test (p <

0.05) using SAS® Platform University Edition.

3 Results

3.1 Biofilm formation in polystyrene

Biofilm formation on polystyrene by seven C. jejuni isolates and by C. jejuni

ATCC 33291 incubated for six days is shown in Figure 1. No significant differences

were detected in biofilm formation between aerobic (Figure 1-a) and microaerophilic

(Figure 1-b) conditions in monospecies biofilm of C. jejuni (p < 0.05). However, there

was a significant difference in biofilm formation between the tested temperatures in

aerobic conditions for the majority of isolates (5/7) and for the reference strain (p <

0.05). The biofilm formation was higher at 25 oC than at 42 oC for four isolates in

monospecies biofilms (p < 0.05). At 7 oC the biofilm formation was also higher than at

42 oC for four isolates. Under microaerophilic atmosphere, just for one isolate (isolate

5) there was significant difference between temperatures.
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   (a)

   (b)

   (c)

Figure 1: Comparison of biofilm formation on polystyrene by seven C. jejuni isolates and C. jejuni
ATCC 33291 in (a) aerobic monospecies biofilm, (b) microaerophilic monospecies biofilm and (c) dual-
species biofilm, incubated for 6 days. The absorbance values are the differences between the
absorbance of the negative control (uninoculated medium) and the wells that contained media
inoculated with bacteria. All results are presented as mean ± SD where n = 3; Symbol * indicates
significant differences in biofilm formation under different temperatures within the same bacteria where
p < 0.05 according to Tukey test
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There was significant difference in the biofilm formation in co-culture with P.

aeruginosa among the seven isolates at different temperatures (Figure 1-c) (p <

0.05). The biofilm formation was enhanced at 25 oC than at 7 oC for five of the seven

isolates. However, the ways of inoculation of P. aeruginosa (concomitant with C.

jejuni or preformation by P. aeruginosa), at the same temperature within the same

isolate caused no significant difference in the biofilm formation for all seven isolates

(p < 0.05). For both monospecies and dual-species biofilms, the reference strain had

the largerst values of OD, followed by the isolates 1 and 2.

3.2 Biofilm formation in stainless steel

The results of biofilm formation on stainless steel coupons are shown in Table

1. In monospecies biofilm, the cells count of the biofilm formed at 25 oC was

significantly higher than at 7 oC (p < 0.05). Comparing the atmosphere conditions

within the same temperature, no statistical difference was detected in biofilm

formation under aerobic or microaerophilic atmosphere at 7 oC for the isolates 2, 3, 5

and 6 (p < 0.05). In this temperature, the isolate 1 formed more biofilm under aerobic

condition, and the isolates 4 and 7 formed more biofilm at microaeophilic

atmosphere. However, at 25 oC no significant difference was found between aerobic

and microaeophilic conditions in the biofilm formation for the isolates 2, 3, 4 and 6 (p

< 0.05). In this temperature, the isolate 1 also formed more biofilm under aerobic

condition, and the isolates 5 and 7 formed more biofilm at microaeophilic

atmosphere.

In the case of dual-species biofilms, there was significant difference between

the temperatures tested to the most isolates, but not between concomitant and

preformation of P. aeruginosa biofilms within the same temperature (p < 0.05). The

biofilm formation was higher with biofilm preformed by P. aeruginosa for the isolates 4

and 6, at 7 oC and 25 oC, respectively.

The isolates 1 and 2 had a significantly higher biofilm formation at 25 oC

under aerobic atmosphere in monospecies biofilm than in co-culture with P.

aeruginosa (p < 0.05). On the other hand, all seven isolates had a higher biofilm

formation at 7 oC in dual-species biofilm (either in concomitant growth or in preformed

biofilm of P. aeruginosa) than in monospecies biofilm under aerobic condition.
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Table 1. Biofilm formation in stainless steel coupons by seven Campylobacter jejuni isolates

Monospecies biofilm

Biofilm formation (log CFU.cm2)

Isolates

1 2 3 4 5 6 7
C. jejuni

ATCC
33291

7 oC, aerobic 3,70
± 0,00 b

4,00
± 0,12 a

4,54 
± 0,01 a

0,00
± 0,00 a

0,00
± 0,00 a

5,31
± 0,15 a

4,40
± 0,09 a

4,00
± 0,02 b

7 oC, microaerophilic 0,00
± 0,00 a

3,70
± 0,06 a

4,70 
± 0,48 a

6,70
± 0,06 c

0,00
± 0,00 a

5,23
± 0,19 a

5,70
± 0,17 b

0,00
± 0,00 a

25 oC, aerobic 10,56 
± 0,00 e

10,85
 ± 0,00 d

8,54
± 0,50 c

7,70
± 0,11 d

8,00
± 0,32 c

7,70
± 0,17 b

7,70
± 0,04 c

8,23
± 0,18 d

25 oC, microaerophilic 9,00
± 0,33 d

10,88
 ± 0,01 d

9,70
± 0,06 c

8,54
± 0,10 d

10,04
 ± 0,21 d

7,70
± 0,06 b

9,92
± 0,32 d

10,24
 ± 0,24 e

Dual-species biofilm

7 oC, concomitant 6,67 
± 0,49 cd

6,35
± 0,01 b

6,30
± 0,04 b

5,61
± 0,01 b

5,00
± 0,40 b

6,84
± 0,46 b

5,57
± 0,67 b

5,96
± 0,02 c

7 oC, preformation by
P. aeruginosa

6,89
± 0,01 c

6,90
± 0,01 b

6,41
± 0,01 b

6,88
± 0,05 c

6,11
± 0,05 b

6,79
± 0,10 b

6,10
± 0,08 b

6,04
± 0,00 c

25 oC, concomitant 7,97
± 0,44 d

9,26
± 0,40 c

8,89
± 0,52 c

8,37
± 0,31 d

7,98
± 0,13 c

7,79
± 0,01 b

8,81
± 0,06 d

8,20
± 0,06 d

25 oC, preformation by
P. aeruginosa

8,63
± 0,03 d

8,94
± 0,26 c

8,92
± 0,15 c

7,70
± 0,16 d

8,10
± 0,05 c

8,23
± 0,00 c

7,41
± 0,06 c

8,81
± 0,01 d

* All results are presented in mean ± SD where n = 3; same letters in the column indicate no significant

difference between the samples where p < 0.05 in the Tukey test.

3.3 Identification of genes related to biofilm formation in Campylobacter jejuni

Seven isolates (100%) presented the flagella genes (flaAB), quorum sensing

gene (luxS), oxidative response stress genes (ahpCm, sodB and docA), adherence

(cadF) and heat shock response (clpP, dnaJ a n d racR). The katA gene, which

codifies for catalase enzime, was detected in four isolates (3, 4, 5 and 6), and

capsular polissacharide gene kpsM was found in all isolates, with except of the

isolate 6.

3.4 Antibacterial activity of Butia odorata Barb. Rodr. methanolic extract (BME),

minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration of

BME and benzalkonium chloride

The results of the antibacterial activity qualitative test of BME, as well the

MIC and MBC values of BME and BC are shown in Table 2.
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Table 2. Inhibition zones induced by Butia odorata Barb. Rodr. methanolic extract (BME), minimum

inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of BME and

benzalkonium chloride (BC) in seven Campylobacter jejuni isolates

Isolates
Inhibition zone
diameter (mm)

BME (µL.mL-1) BC (µg.mL-1)

MIC MBC MIC MBC

1 26 ± 5,7 83,3 83,3 1 4

2 26,5 ± 0,7 166,6 166,6 2 2

3 25 ± 0 166,6 166,6 1 4

4 23,5 ± 2,1 166,6 166,6 1 2

 5 24 ± 2,8 166,6 166,6 1 1

6 24 ± 1,4 166,6 166,6 1 2

7 25,5 ± 3,5 166,6 166,6 1 2

C. jejuni ATCC 33291 24 ± 4,2 333,3 333,3 1 >4

* All results are presented in mean ± SD where n = 2.

The MIC value of BME was 83,3 µL.mL-1 for the isolate 1, and 166,6 µL.mL-1

for the other six isolates. The MBC of the BME was the same value of the MIC for all

isolates and for C. jejuni reference strain.

The MIC value of BC was 1 µg.mL-1 for all isolates, with the exception of the

isolate 2, which MIC was 2 µg.mL-1. The MBC was the same value of MIC just for the

isolates 2 and 5. For the isolates 4, 6 and 7 the MBC was 2 µg.mL-1, for the isolates 1

and 3 the MBC was 4 µg.mL-1, and C. jejuni reference strain was not inhibited even at

the highest tested concentration of BC (4 µg.mL-1).

4 Discussion

After the evaluation of the biofilm formation by seven C. jejuni isolates on

polystyrene, it was observed that they formed biofilm under different conditions. The

atmosphere did not influenced the monospecies biofilm formation on that surface,

because the values of absorbance, either in aerobic and in microaerophilic

conditions, were very similar, without statistical differences. This is matter of concern,

since C. jejuni is a microaerophilic bacteria, which in the first instance, would not

survive in environments with high levels of oxygen. Thus, C. jejuni becomes a

pathogen of great importance, since it has the capacity to survive in aerobic

environments and to maintain itself through the biofilm formation. Bronnec et al.

(2016) also have found that the values of biofilm formation on polystyrene did not

differ between aerobiosis and microaerophilic atmosphere.
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The temperature was a factor extremely significant to the biofilm formation by

C. jejuni, either in monoespecies and in duo-species biofilm. The monospecies

biofilm formation in polystyrene was higher at 25 oC than at 7 oC and at 42 oC, which

is the optimal temperature of growth for C. jejuni. This fact is extremely relevant since

proves that this pathogen survives through biofilms in response to the environmental

stress and conditions that are not optimal for it. Campylobacter jejuni isolates formed

biofilm at 7 oC, that are the temperature commonly used in cutting rooms of poultry

slaughterhouses where the poultry carcasses are manipulated. In addition, the C.

jejuni isolates formed biofilm at room temperature (25 oC), therefore, can form biofilm

in any food industry environment. Few studies evaluated the biofilm formation of C.

jejuni in temperatures lower than 42 oC and 37 oC. Reeser et al. (2007) showed that

the biofilm formation by C. jejuni was higher at 37 oC compared to 25 oC, the opposite

of the found in this study.

In dual-species biofilm, the biofilm formation was significantly higher at 25 oC

than in 7 oC, and there was no difference in biofilm formation by the C. jejuni isolates

with concomitant inoculation of P. aeruginosa, and the induction of biofilm preformed

by P. aeruginosa. Culotti and Packman (2015) showed that both co-inoculation with

P. aeruginosa or deposition on pre-established P. aeruginosa biofilms facilitate the

growth C. jejuni growth in biofilms. In the same study, the authors also demonstred

that the C. jejuni tested were no capable to form monospecies biofilm in

polycarbonate surfaces (Culotti and Packman, 2015), demonstrating that the biofilm

formation is a strain-dependent characteristic.

In the case of biofilm on stainless steel, more biofilm was formed at 25 oC

than at 7 oC, both in monospecies and duo-species biofilms. This result is in

agreement with Nguyen et al. (2012), who described that the biofilm formation by C.

jejuni in stainless steel is enhanced with highest temperatures. In stainless steel, the

atmosphere condition (aerobiosis or microaerophilic) also did not interfered in the

monospecies biofilm formation at the same temperature for four isolates (2, 3, 5 and

6 at 7 oC, and the isolates 2, 3, 4 and 6 at 25 oC). Already for the isolate 1, the biofilm

formation was higher under aerobic atmosphere in both temperature tested, while the

isolate 7 had higher biofilm formation at microaerophilic conditions also for both

temperature tested. 

The biofilm formation by the isolates 1 and 2 at 25 oC under aerobiosis was

higher when in monoculture biofilm than when in co-culture with P. aeruginosa at the
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same conditions. The different behaviour between some isolates under the same

treatment conditions can indicate that the source of the isolate also can be a

determinant factor in the biofilm formation profile of the isolates.

 Regarding to the genes involved in biofilm formation of C. jejuni, we can

suggest that the ausence of the katA gene in the isolates 1, 2 and 7, and the

ausence of the kpsM gene in the isolate 6 did not interfered in the capacity of these

isolates to form biofilms at different conditions, not being crucial genes for the biofilm

formation in C. jejuni isolates. Joshua et al. (2006) evaluated the biofilm formation of

C. jejuni strains mutants for the kpsM gene, and observed that the mutants can form

biofilms even without this.

The inhibition diameters of the BME tested against C. jejuni isolates were

very similar to the halos obtained by other Gram-negative bacteria submitted at the

same extract (Maia et al., 2017). The mean of the inhibition halos for P. aeruginosa,

S. Typhimurium and E. coli O157:H7 was 24 ± 3,0 mm, while the mean of the halos

for the isolates tested in this study was 24,8 ± 2,55 mm. The results are promising

since it is extremely important the development of new compounds with antibacterial

activity against Gram-negative bacteria, such as C. jejuni.

 The MIC values for the BME tested against C. jejuni isolates also were the

same values of MBC for the seven isolates. This means that the minimum

concentration of BME that inhibits the bacteria, also is capable to kill all the cells of

the medium. The MIC values for BC ranged between 1 and 2 μg.mL-1. These values

were also found in strains of C. jejuni in the study developed by Mavri and Možina

(2013). The MBC values ranged between 1 and 4 μg.mL-1. For the most isolates, the

MBC was the double or even the quadruple of the MIC value, and for C. jejuni ATCC

33291, not even the most concentration tested of BC was able to kill the cells.

Conclusions

Campylobacter jejuni isolates from poultry slaughterhouse are capable to

form biofilm in polystyrene and stainless steel, under temperatures not optimal for it,

and even under aeriobiosis. The atmosphere is not a relevant factor on the biofilm

formation in polystyrene, and there was more biofilm formation in temperatures not

optimal for C. jejuni growth. In general, the ways of inoculation (concomitant or

preformed by P. aeruginosa) in dual-species biofilms with C. jejuni did not affect the

biofilm formation. In stainless steel, more biofilm was formed at 25 oC, and the
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atmosphere also did not affected the monospecies biofilm formation. Of the

evaluated genes, all the isolates presented 10 genes involved in biofilm formation. In

another hand, katA a n d kpsM genes were not found in three and one isolate,

respectively. The BME showed antibacterial activity against C. jejuni. Therefore, it

can be a promising compound to be used in sanitization step of food industry in

alternative to synthetic sanitizers, as BC.
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Supplemental material

Table S1. Source of the Campylobacter jejuni isolates analysed

Isolates
ID (PFGE
profile)

Collect Resistance
profile

Virulence genes Source in slaughter
line

1 Second collect Enro, Nal cadF, ciaB, cdtA, cdtB, cdtC Poultry after bleeding

2 First collect Enro, Nal, Cipro cadF, ciaB, cdtA, cdtB, cdtC After chiller water

3 Second collect Enro, Nal, Dox, Tet cadF, ciaB, cdtA, cdtB, cdtC Poultry after
evisceration

4 Second collect Enro, Nal cadF, ciaB, cdtA, cdtB, cdtC Cecum

5 Second collect Susceptible cadF, ciaB, cdtA, cdtB, cdtC Poultry after chiller

6 Second collect Enro, Nal cadF, ciaB, cdtA, cdtB, cdtC Liver

7 First collect Susceptible cadF, ciaB, cdtA, cdtB, cdtC Poultry after scald

*Enro: enrofloxacin; Nal: nalidixic acid; Cipro: ciprofloxacin; Dox: doxycyclin; Tet: tetracyclin

Table S2. List of oligonucleotides used in this study

Target
gene          Sequence (5’ → 3’)

PCR
product

(pb)

Annealing
temperature

(oC)
Reference

ahpCm* fw
rv

CATGATAGTTACTAAAAAAGCTTTAG
GTTAAAGTTTAGCTTCGTTTTTGCC

599 55 Oh and Jeon
(2014)

cadF fw
rv

TTGAAGGTAATTTAGATATG
CTAATACCTAAAGTTGAAAC

400 45 Konkel et al.
(1999)

clpP fw
rv

TGGGAGCATTTTTGCTTAGTTG
CTCCACCTAAAGGTTGATGAATCAT 

90 50 Ghunaim et al.
(2015)

dnaJ fw
rv

ATTGATTTTGCTGCGGGTAG
ATCCGCAAAAGCTTCAAAAA

177 55 Chansiripornchai
et al. (2009)

docA fw
rv

ATAAGGTGCGGTTTTGGC
GTCTTTGCAGTAGATATG

725 55 Muller et al.
(2006)

flaA fw
rv

GGATGGCGATAGCAGATAGTTT
CTCATCCATAGCCTTATCAGCA

113 50 Chaisowwong et
al. (2012)

flaB fw
rv

ACACCAACATCGGTGCATTA
CATCCCTGAAGCATCATCTG

128 50 Chaisowwong et
al. (2012)

katA fw
rv

CTGAACGCGATGTGAGAGGT
TCACTTCGCTTTTTGCACGA 

774 50 Koolman et al.
(2015)

kpsM fw
rv

AGCAAAGGACGAGGAGTTAGC
TATGGGTAGTTGGGGAGCCT 

517 45 Koolman et al.
(2015)

luxS fw
rv

AAAATGCCAGCTCCTGCTGT
GTGCGACAACCCATAGGTGA

218 45 Koolman et al.
(2016)

racR fw
rv

GATGATCCTGACTTTG
TCTCCTATTTTTACCC

584 45 Datta et al.
(2003)

sodB fw
rv

AAGTACAGGCTGTGGCTGTG
AAATAAGCAGGGCGTGCATTG 

300 45 Koolman et al.
(2015)

*ahpCm: primer for detect the ahpC mutant gene; fw: foward primer; rv: reverse primer
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4 Considerações finais

Campylobacter jejuni isolados de abatedouro de frangos são capazes de

formar biofilme sob diferentes condições de temperatura e atmosfera, bem como

formar biofilme duo-espécie com P. aeruginosa.

Os sete isolados de C. jejuni avaliados possuem 10 genes relacionados à

formação de biofilme, quatro isolados possuem o gene katA e seis isolados possuem

o gene kpsM. Estudos futuros são necessários para avaliar a expressão desses

genes no processo de formação de biofilme, e também se há outras proteínas

envolvidas.

O extrato metanólico de Butia odorata possui atividade antibacteriana contra

C. jejuni, podendo ser uma alternativa promissora ao uso de sanitizantes sintéticos

na indústria de alimentos, como o cloreto de benzalcônio. 
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RDC n. 12, de 02 de janeiro de 2001: Regulamento Técnico sobre Padrões 
Microbiológicos para Alimentos. 37 pág. 2001.

BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária. Resolução-
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Apêndice A – Fotos dos géis de agarose dos produtos de PCR  dos genes

avaliados no estudo.

Detecção do produto de 599pb do gene ahpCm d e C. jejuni. 1 ao 7: Isolados de

diferentes perfis genéticos; 8: Controle positivo – C. jejuni 100; 9: Controle da reação

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

Detecção do produto de 400pb do gene cadF d e C. jejuni. 1 ao 7: Isolados de

diferentes perfis genéticos; 8: Controle positivo – C. jejuni 100; 9: Controle da reação

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

Detecção do produto de 90pb do gene clpP d e C. jejuni. 1 ao 7: Isolados de

diferentes perfis genéticos; 8: Controle positivo – C. jejuni 100; 9: Controle da reação

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

600 pb → 

400 pb → 

90 pb → 
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Detecção do produto de 177pb do gene dnaJ d e C. jejuni. 1 ao 7: Isolados de

diferentes perfis genéticos; 8: Controle positivo – C. jejuni 100; 9: Controle da reação

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

Detecção do produto de 725pb do gene docA d e C. jejuni. 1 ao 7: Isolados de

diferentes perfis genéticos; 8: Controle positivo – C. jejuni 100; 9: Controle da reação

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

Detecção do produto de 113pb do gene flaA d e C. jejuni. 1 ao 7: Isolados de

diferentes perfis genéticos; 8: Controle positivo – C. jejuni 100; 9: Controle da reação

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

200 pb → 

700 pb → 

100 pb → 
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Detecção do produto de 128pb do gene f laB d e C. jejuni. 1 ao 7: Isolados de

diferentes perfis genéticos; 8: Controle positivo – C. jejuni 100; 9: Controle da reação

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

Detecção do produto de 774pb do gene katA d e C. jejuni. 1 ao 7: Isolados de

diferentes perfis genéticos; 8: Controle positivo – C. jejuni 100; 9: Controle da reação

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

Detecção do produto de 517pb do gene kpsM d e C. jejuni. 1 ao 7: Isolados de

diferentes perfis genéticos; 8: Controle positivo – C. jejuni 104; 9: Controle da reação

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

100 pb → 

700 pb → 

500 pb → 
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Detecção do produto de 218pb do gene luxS d e C. jejuni. 1 ao 7: Isolados de

diferentes perfis genéticos; 8: Controle positivo – C. jejuni 100; 9: Controle da reação

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

Detecção do produto de 584pb do gene racR d e C. jejuni. 1 ao 7: Isolados de

diferentes perfis genéticos; 8: Controle positivo – C. jejuni 100; 9: Controle da reação

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

Detecção do produto de 300pb do gene sodB d e C. jejuni. 1 ao 7: Isolados de

diferentes perfis genéticos; 8: Controle positivo – C. jejuni 100; 9: Controle da reação

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

200 pb → 

600 pb → 

300 pb → 


