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1. INTRODUCAO

A carne suina é a proteina animal mais produzida e consumida no mundo,
seguida da carne de frango e carne bovina (USDA, 2016). Este alimento é
constituido de 75% de agua, 22,8% de proteina, 1,2% de gordura e 1,0% de
minerais, além de ser uma excelente fonte de vitaminas hidrossollveis do grupo
B, bem como zinco, potassio, ferro e magnésio (ROCA, 2008). No entanto, devido
ao seu alto teor de umidade e nutrientes, a carne suina e seus derivados acabam
tornando-se um importante veiculo de transmissdo de bactérias patogénicas,
podendo causar Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTA) (PARDI et al., 2006).

Yersinia enterocolitica, bactéria Gram-negativa em forma de bastonete,
anaerdbia facultativa, pertence a familia Enterobacteriaceae e cresce em
temperatura 6tima de 25 a 28°C (BOTTONE et al., 2005). E um importante
patdgeno causador de DTA, estando relacionado a casos de toxi-infeccOes
alimentares (FORSYTHE, 2013). Devido a capacidade de se multiplicar a
temperatura de 4°C, sendo esta uma bactéria psicrotréfica, pode manter-se viavel
em alimentos refrigerados, bem como congelados, entre eles carne, leite e seus
derivados (CASTANEDA et al., 2001). A legislacdo brasileira ndo exige a
pesquisa de Y. enterocolitica em alimentos, entretanto, este micro-organismo tem
sido isolado de amostras de produtos de origem animal, como carne suina, carne
bovina, ostras, peixe e leite cru (FALCAO e FALCAO, 2006).

Segundo Sesti (2005), Y. enterocolitica esta entre as bactérias formadoras
de biofilmes superficiais mais comuns. Biofilmes sdo complexos ecossistemas de
micro-organismos sésseis que se aderem a uma superficie sélida (DONLAN e
COSTERTON, 2002), formando uma camada espessa, na qual 0s micro-
organismos continuam a se multiplicar (PARIZZI, 1998). Os biofilmes estruturam-
se sobre diferentes tipos de superficies, como por exemplo, aquelas utilizadas nas
industrias de alimentos, onde a capacidade de formacédo de biofiime é
preocupante, porque a lavagem e a sanitizacdo podem n&o garantir a eliminacao
completa dos micro-organismos (VIANA, 2006). Uma vez constituidos, os
biofilmes atuam como fontes de contaminacdo constante, liberando células das
bactérias que o0 estdo constituindo, podendo comprometer a qualidade
microbioldgica dos alimentos e causar DTA (FUSTER-VALLS et al., 2008).

O presente estudo teve como objetivo verificar a capacidade de formacéao
de biofilme por cepas de Y. enterocolitica isoladas de suinos.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas 22 cepas de Y. enterocolitica previamente isoladas de
suinos por Moreira et al. (2017).
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Os isolados foram avaliados quanto a sua capacidade de producéo de
biofilme em placas de microtitulacdo (Nunclon, Nune, Roskilde, Dinamarca),
seguindo a técnica descrita por Janssens et al. (2008), com modificacdes, de
forma a adaptar o método para Y. enterocolitica. Foram colocados 200 pL de
Caldo Triptona de Soja (TSB, Acumedia, EUA) em cada poco da placa de
microtitulacdo, adicionados de 2 pL de culturas overnight em TSB de cada cepa
padronizadas em espectrofotometro a 600 nm para 0,8 de densidade 6tica (DO).
Pocos com 200 uL de caldo TSB, sem cultura bacteriana, foram utilizados como
controle. Entdo, a tampa, contendo vilosidades, foi colocada sobre a placa e
incubada durante 48 h a 37°C sem agitacdo. Durante a incubacéao, os biofilmes se
formaram sobre as vilosidades das tampas. Para quantificacdo da formacéo de
biofilmes, as tampas foram lavadas em 200 pL de solucéo salina tamponada com
fosfato (PBS, 0,1 M, pH 7,0). O material que permaneceu ligado a tampa foi
corado durante 30 min com 200 pL de cristal violeta 0,1% (m/v), lavado em agua
destilada estéril (200 pL) e a tampa foi secada em temperatura ambiente por 30
min. O biofilme com o corante ligado foi extraido com acido acético glacial 30%
(200 pL) e a DOs70 de cada pocgo foi medida. Cada cepa foi classificada como néao
formadora de biofilme, fracamente formadora, moderadamente formadora ou
fortemente formadora, de acordo com os procedimentos sugeridos por Stepanovic
et al. (2000). O ponto de corte (DOc) foi definido como trés desvios padrdes acima
da média das 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

Pode-se observar que 9,1% (2/22) das cepas foram classificadas como
fortes formadoras de biofilme. O mesmo valor foi obtido no que se refere ao
namero de cepas moderadas formadoras de biofilme. JA em relacdo as
fracamente formadoras, caracterizaram-se 54,5% (12/22), e 27,3% (6/22) das
cepas foram classificadas como nédo formadoras de biofilme.

Com estes resultados, observou-se que a maioria das cepas, ou seja,
72,7% (12/22) formaram biofilme, o que pode facilitar sua permanéncia em
alimentos, bem como na superficie de utensilios, equipamentos e instalacdes que
entram em contato com o0s suinos durante o fluxograma de abate. Devido a isso,
a presenca de micro-organismos formadores de biofilmes na induastria de
alimentos resulta em graves problemas e, portanto, a capacidade das cepas
testadas de formar biofilme é preocupante. Além disso, a bactéria estruturada no
biofilme consegue suportar por mais tempo a privagdo de nutrientes, bem como
mudancas de pH e desinfetantes, devido a presenca de concentracbes mais
elevadas do micro-organismo (JEFFERSON, 2004; MILAN et al., 2015).

Portanto, os resultados obtidos demonstram a importancia da implantacéo
de efetivas praticas de limpeza e sanitizacdo de equipamentos e superficies que
entram em contato com o produto na industria de alimentos, a fim de evitar
condi¢gbes sob as quais Y. enterocolitica seja capaz de sobreviver, se multiplicar
e, por consequéncia, formar biofilme.
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4. CONCLUSOES

Cepas de Y. enterocolitica isoladas de suinos apresentam capacidade de
formar de biofilme, mesmo que a maioria delas fracamente.
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