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1. INTRODUCAO

Com o aumento da exigéncia do consumidor em relagcdo a qualidade
higiénico-sanitaria da carne, a atencdo dos produtores esta sendo focada na
melhoria da qualidade microbiolégica e seguranca dos alimentos. Produtos
carneos estao frequentemente associados a surtos de Doencgas Transmitidas por
Alimentos (DTA), uma vez que a carne é um alimento ideal para o
desenvolvimento de bactérias (DOULGERAKI et al., 2012).

Bactérias pertencentes ao género Listeria apresenta capacidade de
multiplicacdo e sobrevivéncia em temperaturas de refrigeracdo, sendo possivel,
portanto, o seu desenvolvimento em camaras frias ou ao longo da cadeia do frio,
na qual a carne é comumente armazenada (JAY, 2005). Listeria monocytogenes &
uma bactéria patogénica de grande relevancia por ser responsavel pela listeriose,
doenca grave que possui alta taxa de mortalidade em grupo de risco (20-30%)
(GOMEZ et al., 2014).

As industrias de alimentos, principalmente as de carnes, ainda enfrentam
varios problemas relacionados aos processos de limpeza e sanitizacdo de
equipamentos e utensilios, muitas vezes relacionados com a ineficacia destes
produtos e dos processos de higienizagdo na remocdo de micro-organismos
destes ambientes. Essas falhas podem tornar estes locais focos de contaminacao
cruzada. Isso ocorre, principalmente devido a formacéo de biofilmes bacterianos
nos equipamentos e ambiente da linha de producédo. Nesses locais, a formacgéo
de biofilme é muito favoravel pelo fato de ser um ambiente com acumulo de
material organico e inorganico, o qual é utilizado pelos micro-organismos para sua
fixacdo na superficie e consequente desenvolvimento de biofilmes, onde as
comunidades bacterianas podem se estabelecer e resistirem por longos periodos
(UHITIL et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2010).

Biofilme é um conjunto de micro-organismos de vida séssil, caracterizada
pela adesdo desses micro-organismos a superficies solidas, com consequente
producdo de substancias poliméricas extracelulares, constituindo uma rede
gelatinosa que imobiliza e protege as células. A formacdo de biofilmes provoca
alteracdes fenotipicas das células plancténicas, que podem ser descritas como
estratégias de sobrevivéncia dos micro-organismos em ambientes com condi¢cbes
adversas. A matriz polimérica € uma estrutura complexa, podendo ser composta
por proteinas, acidos nucléicos, lipidios e heteropolimeros, tais como
glicoproteinas e fosfolipidios. Ela é responsavel pela estrutura do biofilme e a sua
composicdo determina algumas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos
biofiilmes. Uma de suas propriedades € a de tornar-se impermeavel a certos
agentes antimicrobianos, impedindo a sua difusdo (HOUDT; MICHIELS. 2010).
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Diante desse contexto, cabe salientar a importancia de estudos que visam
ampliar conhecimentos sobre bactérias patogénicas, destacando L.
monocytogenes, provenientes, principalmente de alimentos de origem animal,
como carnes de frango. Além disso, € importante conhecer o processo de
formacéo de biofilme dessas bactérias na industria de alimentos, possibilitando a
tomada de medidas preventivas e corretivas no decorrer da cadeia alimenticia
para garantir a saude do consumidor.

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a capacidade de
formacao de biofilme de isolados de L. monocytogenes provenientes de carcacas
e cortes de carnes de frango de um frigorifico e do comércio varejista da regido de
Pelotas, RS.

2. METODOLOGIA

Foram analisados 5 isolados de L. monocytogenes sendo 3 provenientes
de carcacas de frango de um frigorifico abatedouro e 2 provenientes de cortes de
frango do comércio varejista da regido de Pelotas, RS. Os isolados tiveram a
espécie confirmada através da identificacdo soroldgica realizada pelo Instituto
Osvaldo Cruz (FIOCRUZ).

A capacidade de formacédo de biofilme dos isolados de L. monocytogenes
foram avaliados em microplacas de poliestireno através do método proposto por
STEPANOVIC et al. (2007), com modificagdes. Os isolados foram cultivados em
Agar Triptona de Soja (TSA, Acumedia®) a 37 °C durante 18 horas e apés, a
concentracéo bacteriana da solucao foi padronizada pela escala de McFarland no
valor de 0,5, correspondente a 8 Log de Unidades Formadoras de Colbnia por
mililitro (UFC/mL). Em seguida, uma aliquota de 20 pL da solucdo padronizada foi
distribuida em pocos da microplaca contendo caldo BHI (180 pL) e incubadaa 35
°C durante 24 horas. Como controle negativo, utilizou-se 200 pL de caldo BHI
sem inoculo e como controle positivo, utilizou-se 180 pL de caldo BHI e 20 uL da
solucdo padronizada com Staphylococcus epidermidis (ATCC 25923),
previamente testado e classificado como formador de biofilme. As placas foram
lavadas trés vezes com 200 pL de solugdo salina estéril (NaCl 0,9%), para
remover as células ndo aderidas a placa. As microplacas foram invertidas sobre
papel absorvente para a secagem e, posteriormente, as amostras foram fixadas
com 150 pL de metanol (CH3OH) durante 20 minutos. ApOs este periodo, o
metanol foi descartado e as placas foram mantidas invertidas durante 18 horas.
As células aderentes foram coradas com 150 uL de cristal violeta (0,5%) durante
15 minutos. O corante foi removido sob agua corrente e apdés um periodo de 3
minutos de secagem, adicionou-se 150 pL de etanol (CH3CH,OH) (95%). As
placas foram mantidas em repouso por 30 minutos, e entdo, foi realizada a
quantificacdo do biofilme. A densidade o6ptica (DO) do biofilme bacteriano foi
quantificada com o auxilio de um leitor de microplacas (ThermoPlate®) a 450 nm.

A interpretacdo das leituras obtidas foi realizada como descrito por
STEPANOVIC et al. (2007). Primeiramente, foi calculada a média das DO das
amostras e do controle negativo, e entdo o valor de corte (DOc) foi calculado da
seguinte forma:

DOc = (média da DO controle negativo + 3 x desvio padrdo do controle
negativo). O valor final da DO das amostras testadas (DOf) foi dado por: DOf =
(média da DO de cada amostra — DOCc).

As amostras foram divididas em categorias da seguinte forma:

DOf<DOc = nao formadora de biofilme;

DOc<DOf<2xDOc = fraca formadora de biofilme;
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2xD0Oc<DOf<4xDOc = moderada formadora de biofilme;
4xD0Oc<DOf = forte formadora de biofilme.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 podem ser visualizados os resultados referentes a classificagdo
dos isolados de L. monocytogenes quanto a formacgao de biofilmes em placas de
poliestireno, segundo os critérios de STEPANOVIC et al. (2007). Todos os
iIsolados de L. monocytogenes foram formadores de biofilme, sendo classificados
como fraco formador de biofilme.

Tabela 1: Classificacdo da formacdo de biofiilme dos isolados de Listeria
monocytogenes provenientes de carcacas e cortes de carnes de frango de um
frigorifico e do comércio varejista da regido de Pelotas, Brasil.

Classificacdo Isolados de L. monocytogenes (5)

Forte 0 0 0 0
Moderado 0 0 0 0
Fraco 0 0 5 0
Nao formador O 0 0 0

Por possuir flagelos, a adesdo de L. monocytogenes a superficies é
facilitada, principalmente nas fases iniciais da formagéo do biofilme (VAN HOUDT;
MICHIELS. 2010). A presenca de um numero elevado de L. monocytogenes
formadora de biofilme, provenientes de carcagas e cortes de frango comprovam
possiveis falhas de higiene na manipulacdo, na sanitizacdo dos equipamentos e
utensilios e até mesmo na conservacgéo do produto.

A ameaca desta bactéria na industria de alimentos é baseada na sua
habilidade em crescer a largas faixas de temperatura, principalmente sob
refrigeracdo (JAY, 2005). L. monocytogenes € capaz de aderir a superficies de
contato de alimentos e formar biofilmes, sendo mais resistentes e impedindo com
isso a eficiéncia do processo de sanitizacdo, 0 que irA aumentar a persisténcia
bacteriana na industria de alimentos e consequentemente aumentar as chances
de contaminacao ap0s o processamento do produto (CHAE et al. 2006).

Estudos também encontram elevada capacidade de formacgéo de biofilme
de L. monocytogenes, isolados de produtos carneos, em material de poliestireno
(RODRIGUES et al. 2010; KADAM et al. 2013), o que mostra que este tipo de
material, utilizado na industria de alimentos, é favoravel a colonizacdo por
biofilmes de L. monocytogenes.

Os resultados encontrados neste estudo denotam uma situacao
preocupante ja que bactérias patogénicas como L. monocytogenes formadoras de
biofilme representam sérios desafios para a industria da carne, uma vez que estas
podem levar acontaminacéo cruzada dos produtos, resultando em uma reducgéo
da vida de prateleira do alimento e em transmissédo de doencas (MAIA et al.,
2009; GIAOURIS et al., 2014).

4. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, fica evidente a importancia do controle de
biofilmes microbianos na industria de carnes, uma vez que no presente estudo
pode-se constatar que todos os isolados de Listeria monocytogenes provenientes
de carcacas e cortes de carne de frango do frigorifico e do comércio varejista,
apresentaram capacidade de formacéao de biofilme.
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