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1. INTRODUCAO

O pescado € um alimento altamente perecivel, possui pH préoximo a
neutralidade, elevada atividade de agua e alto teor de nutrientes facilmente
utilizaveis por micro-organismos. Devido a estes fatores, o pescado torna-se
suscetivel a contaminacdo por diferentes micro-organismos, dentre o0s quais
algumas espécies do género Vibrio.

Vibrio parahaemolyticus é um micro-organismo abundante em ambientes
aquaticos, considerado como a principal causa de gastroenterite em humanos
associada ao consumo de frutos do mar contaminados (LETCHUMANAN; CHAN;
LEE, 2014). As principais praticas que estao ligadas aos surtos causados por esse
micro-organismo  sdo: refrigeracdo inadequada, cozimento insuficiente,
contaminagdo cruzada ou recontaminagcdao (KAYSNER; DEPAOLA, 2004).
KARUNASAGAR; OTTA (1996) citaram que Vibrio pode formar biofilmes em
diferentes superficies, sendo biofilme bacteriano uma comunidade de micro-
organismos sésseis que sao capazes de se agregar e aderir em uma superficie,
embebidos em uma matriz extracelular formada por exopolissacarideos (DONLAN;
COSTERTON, 2002).

Na industria alimenticia, os biofilmes sdo associados a contaminacdo de
instalacbes e equipamentos (GAMEZ et al., 2004). Conforme as caracteristicas dos
micro-organismos, o0s biofilmes podem ser produzidos sobre uma variedade de
substratos, como aco inoxidavel, vidro, borracha, entre outros (PARIZZI et al., 2004).
A lavagem e sanitizacdo podem né&o garantir a eliminagdo completa dos biofilmes, ja
gue muitas das superficies em contato com o alimento, como as tubulacbes e
equipamentos, apresentam cantos, sulcos, rachaduras, onde os biofilmes facilmente
se desenvolvem (NITSCHKE, 2006). Estes micro-organismos em biofilmes podem
permanecer aderidos e viaveis por longos periodos mesmo apés a higienizacao,
acarretando prejuizo financeiro a industria e constituindo fonte de contaminagéo
para os alimentos e, consequentemente, representando riscos a saude do
consumidor (FLACH et al., 2005). Este estudo teve como objetivo verificar a
formacdo de biofilme em diferentes superficies e o efeito do biofilme sobre a
resisténcia a sanitizantes.

2. METODOLOGIA

Oito cepas previamente isoladas, sendo uma de Micropogonias furnieri
(corvina), quatro de Mugil platanus (tainha) e trés de Farfantepenaeus paulensis
(camaréo-rosa), por ROSA et al. (2017) e consideradas formadoras de biofilme
foram testadas quanto a capacidade de formarem biofilme em diferentes superficies,
conforme técnica utilizada por MILAN et al. (2015). Foram utilizados cupons de
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plastico (polietiieno de alta densidade), aco inoxidavel e vidro estéreis com
superficies planas de 4 cm2 Também foram utilizados cupons de 1 cm? de
exoesqueletos de F. paulensis e opérculos de M. furnieri, preparados de acordo com
o método aplicado por CASTRO-ROSAS; ESCARTIN (2002). Os opérculos e
exoesqueletos foram removidos manualmente, lavados durante 30 s e agitados para
remover qualquer liquido remanescente e tecidos moles. Os cupons foram
armazenados a -20°C até a sua utilizacdo. Todas as diferentes superficies foram
colocadas dentro de placas de Petri, contendo 100 mL de Agua Peptonada Alcalina
com 1% de NaCl (APA - 1% NaCl, Himedia, Mumbai, india) e 2 mL de cultura
overnight de cada isolado. A cada 48 horas de incubacao, as placas foram lavadas
suavemente duas vezes com APA - 1% NaCl para remocédo de células ndo aderidas
e novamente inseridas em placas de Petri com 100 mL de APA - 1% NacCl, porém
sem o indculo. Apos cinco repeticdes do procedimento, foram passadas zaragatoas
estéreis sobre toda a superficie de cada cupom e transferidas para tubos de ensaio
contendo 10 mL de APA - 1% NaCl. A partir desta, foram feitas diluicdes seriadas
para contagem dos micro-organismos em Agar Padrdo para Contagem (PCA - 2%
NaCl, Acumedia, Lansing, Michigan, USA). Uma cepa nao formadora de biofilme foi
utilizada como controle negativo.

A eficiéncia dos sanitizantes hipoclorito de sddio (solugdo contendo 20 ppm de
Cl,) e iodofor (solugdo com 50 ppm de I,) foi avaliada frente as bactérias nos
biofilmes formados sobre a superficie dos diferentes materiais utilizados. O mesmo
processo descrito anteriormente foi repetido com os isolados que formaram biofilme
e 0s materiais em que houve formacdo de biofilme. Ap6s a ultima lavagem, os
cupons com biofilme foram imersos em frascos contendo sanitizantes, onde
permaneceram durante 10 minutos. Alcancado o tempo de contato estabelecido, os
cupons foram imersos em solu¢do neutralizante (0,1 M Na;S,03) por 30 segundos.
Apés lavagem com APA, foi passada uma zaragatoa estéril na superficie de cada
cupom e realizada contagem em PCA - 2% NaCl. Como controles, biofilmes
formados pelos mesmos isolados, porém sem entrar em contato com o0s
sanitizantes, foram objeto de contagens em PCA - 2% NaCl.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A analise de variancia
das contagens de V.parahaemolyticus foi realizada e os resultados foram avaliados
pelo teste de Tukey usando o Statistix® (2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Das oito cepas analisadas, cinco foram consideradas formadoras de biofilme

em diferentes superficies (Tabela 1).
Tabela 1. Formacao de biofilme por V. parahaemolyticus em diferentes superficies.

Cepa Vidro  Plastico Aco Opérculo Carapaca
inoxidavel
A - - + - -
B - + - - -
C - + - + -
D - - - - -
E - - - - -
F + - - - -
G - - - + -
H - - - - -

(-) Sem formacéo de biofilme; (+) com formacao de biofilme.
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Os resultados mostraram uma variacdo entre as superficies, sendo que mais
de uma cepa formou biofilme na superficie do opérculo de M. furnieri e do plastico.
As superficies plasticas, com o tempo, podem tornar-se asperas e ainda com 0 uso
pode haver formacdo de fendas que por sua vez abrigam residuos que podem
proteger as bactérias e favorecer a formacao de biofilmes (SHI; ZHU, 2009), o que
ressalta a importdncia dos nossos resultados encontrados nesta superficie. Em
trabalho publicado por HAN et al. (2016), foram testadas diferentes cepas de V.
parahaemolyticus na formacao de biofilme em carapacas de camardo e caranguejo,
sendo que as cepas foram capazes de formar biofilme nestas superficies, o que
difere de nosso trabalho, pois nenhuma das cepas testadas formou biofilme nas
carapagas de camardo. No nosso estudo, observou-se que V. parahaemolyticus é
capaz de formar biofilme em opérculos, o que pode dificultar a eliminacdo do micro-
organismo da superficie do peixe, tornando-o potencial fonte de contaminacdo para
outros pescados, utensilios e equipamentos, tanto na embarcacdo quanto na
industria. ABDALLAH et al. (2009) e HAN et al. (2016) observaram que cepas de V.
parahaemolyticus podem formar biofilme em vidro e aco inoxidavel,
respectivamente, o que também foi demonstrado nos nossos resultados com
algumas cepas nas duas superficies. Observou-se que cada cepa apresenta um
comportamento distinto quanto a formacéao de biofilme em diferentes superficies.

V. parahaemolyticus pode formar biofilme em diferentes superficies, inclusive
no préprio pescado, os cuidados com higiene tanto em industrias de pescado como
na residéncia do consumidor devem ser sempre imprescindiveis.

Para avaliar a eficiéncia dos sanitizantes, as superficies nas quais as cepas
formaram biofilme foram imersas em frascos contendo hipoclorito de soédio e iodo.
Os sanitizantes reduziram a formacéao do biofilme em todas as superficies. As cepas
sem contato com sanitizantes tiveram contagem média de 1,6.10° UFC/mL, ja com
sanitizantes a contagem média foi de 6,8.10° UFC/mL. Ambos sanitizantes agiram
de forma semelhante nas cepas de V. parahaemolyticus. A Unica contagem
bacteriana que apresentou diferenga entre o uso de hipoclorito de sédio e iodo foi no
biofilme formado sobre o plastico, com 6,4.103 e 5,9.102 UFC/mL, respectivamente.

4. CONCLUSOES

V. parahaemolyticus é capaz de formar biofilme em superficies de vidro,
plastico, aco inoxidavel e opérculo de M. furnieri, sendo que as cepas de V.
parahaemolyticus apresentam distinta capacidade de formar biofiime em diferentes
superficies.

Os sanitizantes hipoclorito de sodio e iodo embora ndo tenham eliminado as
bactérias que estavam no biofilme, reduziram a sua populagéo.
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