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INTRODUCAO

As bactérias presentes nos alimentos, além de favorecerem a deterioracao
e/ou reducao da vida Util desses produtos, podem veicular patégenos, trazendo
riscos a saude do consumidor. Assim, a higiene correta no processamento e
manipulacdo desses alimentos € necessaria para garantir sua seguranca em
todos os estagios de producdo minimizando a preocupacdo com a saude publica.
Falhas no processo de higienizacdo permitem que residuos aderidos aos
equipamentos e superficies transformem-se em potencial fonte de contaminacéo
na industria de alimentos. Os micro-organismos podem aderir as superficies,
interagindo com as mesmas e iniciando a multiplicacao celular (OLIVEIRA et al.,
2006).

Biofilme corresponde a uma comunidade de células sésseis aderidas a um
substrato, embebidas em uma matriz de polimeros extracelulares, no qual exibem
diferenciados fenoétipos, metabolismo, fisiologia e transcricdo genética. Este tipo
de organizacdo é extremamente vantajosa a todas as espécies de micro-
organismos, por fornecer protecdo contra adversidades como desidratacao,
colonizacdo por bacteri6fagos e favorecer resisténcia a antimicrobianos
(GILBERT et al., 2003). A ades&o microbiana ocorre devido a deposi¢do de micro-
organismos em uma superficie de contato onde se fixam e iniciam o seu
desenvolvimento. Essa multiplicacdo celular d4 origem a colbnias e, quando a
massa celular é suficiente para agregar nutrientes, residuos e outros micro-
organismos, estabelece-se o biofilme (MARQUES, 2005).

Micro-organismos saprofitas e patogénicos sdo capazes de participar com
maior ou menor intensidade no processo de adesao e na formacao de biofilme.
Bactérias do género Salmonella spp. estdo entre 0s principais micro-organismos
patogénicos veiculados por alimentos (CDC, 2011). A transmissdo a humanos
ocorre geralmente pelo consumo de alimentos contaminados. Alimentos de
origem animal sdo os principais responsaveis pela distribuicdo deste patdgeno
(CASTANHA et al., 2004, DIAS et al., 2008). Baseado no exposto, o estudo teve
por objetivo verificar a capacidade de Salmonella, isoladas de linguicas frescais,
formar biofilme.

2. METODOLOGIA
2.1. Preparo do In6culo

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Inspecdo de Produtos de
Origem Animal (LIPOA), da Faculdade de Veterinéria, da Universidade Federal de
Pelotas —UFPel. Foram utilizadas 11 cepas de Salmonella spp., isoladas de
linguicas frescais. Os isolados foram estocados em glicerol a -18°C.

2.2. Ensaio de Formacéao de Biofilme
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O procedimento adotado para realizar este ensaio segue o recomendado por
STEENACKERS et al. (2011), com algumas modificacdes. Inicialmente, foram
colocados 200 uL de caldo Tripticase de Soja (TSB, Acumedia) em cada poco de
uma placa de 96 cavidades (Nunc, Thermo Scientific, Denmark) adicionados de 8
ML de culturas overnight em TSB de cada cepa padronizada em
espectrofotometro a 600 nm para valor 0,9-1,0 de densidade otica (DO). Pocos
com 200 yL de caldo TSB, sem cultura bacteriana, foram utilizados como
controle. Entdo, a tampa foi colocada sobre a placa e incubada durante 48 h a
37°C sem agitacao. Apds, as tampas das placas (Nunc-TSP, Thermo Scientific,
DenmarK) foram lavadas com solucdo salina tamponada de fosfato (Phosfate
Buffered Saline — PBS) e coradas com cristal violeta (isopropanol, metanol e PBS,
v/v: 1:1:18) por 30 minutos. Apés, estas foram lavadas com agua destilada estéril,
secas a temperatura ambiente por 30 minutos e colocadas em &cido acético a
30%. Esta ultima etapa é realizada para que o biofilme formado na tampa se solte
e figue no meio. Apés a remocdo da tampa, a leitura por densidade oética
utilizando um espectrofotbmetro foi realizada, utilizando um comprimento de onda
de 600nm e de 570nm. O caldo TSB estéril foi utilizado como controle negativo e
o controle positivo foi uma cepa de Staphylococcus coagulase positiva fortemente
formadora de biofilme. Os valores da densidade 6ptica foram tomados como a
média das leituras. A partir, as cepas foram classificadas segundo a aderéncia na
tampa da placa e foram divididas em quatro categorias. Como o experimento foi
realizado em triplicata, os resultados foram expressos pela média dos valores
obtidos e cada cepa foi agrupada nas quatro categorias selecionada segundo o
estipulado por STEPANOVIC et al. (2000). O ponto de corte (DOc) foi definido
como trés desvios padrbes acima da média das densidades oticas (Dos) dos
controles e a classificacdo foi determinada conforme segue. DO < DOc = nao
formadora; DOc < DO < 2 x DOc = fraca formadora; 2 x DOc < DO <4 x DOc =
moderada formadora; 4 x DOc < DO = forte formadora.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as 11 cepas testadas, todas (100%) foram formadoras de biofilme,
sendo cinco (45,4%) consideradas fortes formadoras, cinco (45,4%)
moderadamente formadoras e uma (9,2%) fraca formadora, conforme pode ser
observado na Tabela 1. Os resultados obtidos neste experimento diferem dos
encontrados por outros pesquisadores. RODRIGUES et al (2009), avaliaram a
formacédo de biofiime em placas de poliestireno em 15 cepas de Salmonella
Heidelberg, isoladas em um abatedouro avicola e uma cepa de Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 e verificaram que apenas duas (12,5%) eram
fortemente formadoras e 14 fracamente formadoras de biofilme (87,5%).

STEPANOVIC et al. (2004) testaram a formagdo de biofilme em 122 cepas
de Salmonella cultivadas em quatro diferentes meios e os resultados revelaram
gue todas as cepas analisadas formaram biofilme. Resultado este também
observado neste experimento. No trabalho de STEPANOVIC et al. (2004), a
média da densidade Otica obtida em todas as cepas analisadas foi de 0,297,
sendo esta inferior a utilizada neste experimento. O ponto de corte utilizado para
classificar uma cepa fortemente, moderadamente, fracamente e nao formadora de
biofilme foi obtido a partir da média da densidade ¢ética de trés valores superior a
0,325, do intervalo de 0,162 - 0,325, 0,081 — 0,162 e menor que 0,081,
respectivamente. A partir destes valores, as cepas utilizadas neste experimento
foram classificadas nas diferentes categorias, como pode ser observado na
Tabela 1.
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PUFFAL (2013) testaram 47 cepas de Salmonella Enteritidis, 89,4% foram
capazes de formar biofilme em placas de poliestireno. Dentre estas, 42,4% foram
consideradas fracas produtoras, 14,9% produtoras moderadas e 34% fortes
produtoras. A diferenca encontrada pode estar associada a subjetividade dos
ensaios fenotipicos, tendo em vista que a producdo in vitro de biofilme pode ser
influenciada por diferentes condi¢cdes de crescimento e mecanismos de aderéncia
(OLIVEIRA et al., 2006).

A capacidade de produzir biofilme é um fator preocupante, pois o biofilme
ajuda a bactéria a sobreviver em ambientes hostis dentro do hospedeiro, e esse é
um fator responsavel por infec¢des cronicas e ou persistentes (COSTERTON et
al., 1999). Além da resisténcia a antimicrobianos (TABAK et al., 2007), o biofilme
protege as bactérias de estresses ambientais, tais como a acédo de desinfetantes,
favorecendo a colonizacdo e a persisténcia desses micro-organismos no
ambiente industrial (JOSEPH et al., 2001) e desta forma, por ser uma fonte de
contaminacdo microbiana aos alimentos, podendo transmitir doencas, além de
aumentar a resisténcia a limpeza e sanitizacao.

Tabela 1: Cepas de Salmonella spp. formadoras de biofilme.

Cepas Média da Densidade Categorias Analisadas*
Bacterianas Otica do Ensaio de 1 2 3 4
Biofilme (As7o)

0,154 X
0,447 X
0,303
0,210
0,283
0,262
1,532
0,539
0,516
10 0,679
11 0,193 X
*Categorias 1: Cepas fortemente formadoras de biofilme; 2: moderadamente
formadoras, 3: fracamente formadoras e 4: nao formadoras.

©CONOUTAWNPR
X X X X

X X X X

4. CONCLUSOES
O estudo demonstrou que todas as cepas de Salmonella analisadas
apresentaram a capacidade de formar biofilme. Estes resultados induzem a uma
preocupacdo a respeito destes patdgenos poderem aderir e permanecer em
diferentes ambientes de processamento e desta forma, aumentando as chances
de contaminagao dos alimentos.
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