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1. INTRODUCAO

Biofilmes sdo caracterizados como comunidades constituidas por células
sésseis, mono ou multiespécies, capazes de se aderir a um substrato, embebidas
em uma matriz de polimeros extracelulares (exopolissacarideos). A associacdo dos
organismos em biofilmes constitui uma forma de protecédo ao seu desenvolvimento,
permitindo a sobrevivéncia em ambientes hostis (DONLAN & COSTERTON, 2002).

Do ponto de vista da seguranca alimentar e da degradacéo de alimentos, os
biofiilmes sdo importantes devido a sua formacdo em alimentos, utensilios e
superficies e a dificuldade encontrada em sua remoc¢do. Uma vez formados em
materiais da linha de producdo da industria de alimentos, principalmente devido a
falha de higienizacdo, podem acarretar risco a saude do consumidor e prejuizo
financeiro a industria (FLACH et al., 2005).

Vibrio é um género de bactérias caracterizadas como bacilos Gram-negativos
gue naturalmente vivem em A&guas costeiras e estdo presentes em maiores
concentracbes quando as temperaturas da agua sdo mais quentes. Possui 38
espécies, sendo 10 consideradas patogénicas ao homem. As espécies V. vulnificus,
V. parahaemolyticus e V. cholerae sdo as mais relevantes em alimentos (CDC,
2016; FRANCO & LANDGRAF, 2005).

V. vulnificus é um dos patdgenos humanos que apresenta maior poder de
invasdo e mortalidade. Pode infectar o organismo humano através da via cutanea,
por lesdes presentes na epiderme ou através da via alimentar, pela ingestdo de
alimentos marinhos crus contaminados, sendo o0 reservatorio primario desse
microrganismo a agua do mar (FRANCO & LANDGRAF, 2005).

Ainda existem poucas informacdes quanto a capacidade desse
microrganismo formar biofilme e quanto as condi¢cdes que poderiam favorecer essa
formacdo. Assim, o objetivo desse estudo foi verificar a capacidade de formacéo de
biofilme por cepas selvagens de V. wvulnificus e verificar possiveis efeitos na
formacdao de biofilme apds estresses subletais.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas duas cepas de V. vulnificus, ambas isoladas de Paralichthys
orbignyanus (linguado), por ROSA et al. (2016) e posteriormente confirmados por
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com primers especificos para a
identificacdo da espécie V. vulnificus. Para efeito deste estudo, os isolados foram
identificados como V37 e V38. Foi verificada a formacéo de biofiime em placas de
microtitulacdo, seguindo a técnica descrita por Janssens et al. (2008), com
modificacdes, de forma a adaptar o método para V. vulnificus. Foram colocados 200
uL de Agua Peptonada Alcalina (APA, Himedia, Mumbai, india) em cada poco da
placa de microtitulagdo e adicionados 2 pL de culturas overnight em APA de cada
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cepa padronizadas em espectrofotdbmetro a 600 nm para valor 0,5 de densidade
Otica (DO). Pocos com 200 pL de caldo APA, sem cultura bacteriana, foram
utilizados como controle. A tampa com vilosidades correspondentes a cada poco foi
colocada sobre a placa e ambas foram incubadas durante 48 h a 37 °C sem
agitacdo. Para quantificacdo da formacao de biofilmes foram utilizadas as tampas
que foram lavadas em 200 pL de solucéo salina tamponada com fosfato (PBS, 0,1
M, pH 7,0). O material (biofilme) que permaneceu ligado a tampa foi corado durante
30 min com 200 pL de cristal violeta 0,1% (m/v), lavado em &gua destilada estéril
(200 pL) e a tampa foi seca em temperatura ambiente por 30 min. O corante que
permaneceu ligado ao biofilme foi extraido para nova placa com acido acético glacial
30% (200 pL). A DO 570 de cada poco foi medida e cada cepa foi classificada como
nao 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
meédia das DOs dos controles e a classificacao foi determinada conforme segue: DO
< DOc = ndo formadora; DOc < DO < 2 x DOc = fraca formadora; 2 x DOc < DO <4 x
DOc = moderada formadora; 4 x DOc < DO = forte formadora.

Concomitantemente aos testes de avaliagdo da capacidade de producéo de
biofilme em placas de microtitulacdo, foram testadas culturas dos isolados apos
serem submetidos a estresses subletais. Para a preparacdo das células aos
choques de calor e frio, culturas overnight em APA foram mantidas em banho-maria
a 42 °C por 45 min e em 20 °C durante 4 h, de acordo com 0s métodos descritos por
Chang et al. (2004) e Lin et al. (2004), respectivamente. As células também foram
estressadas a 4 °C durante 4 h. Os procedimentos descritos por Wong et al. (1998)
foram utilizados para estressar as células bacterianas em ambiente acido. Culturas
overnight em APA tiveram seu pH ajustado para 5,0 com HCI 6N e foram incubadas
a 37 °C durante 30 min. Para a analise em diferentes concentragfes salinas, no
teste de formacéo de biofilme em microplacas, foi utilizada APA com concentracdes
de 0% e 5% de NacCl, que correspondem as concentracdes extremas detectadas no
estudo de Rosa et. al. (2017) realizado no estuario da Lagoa dos Patos. O
experimento foi realizado em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As duas cepas foram capazes de formar biofilme quando ndo submetidas a
estresses subletais, sendo um isolado (V37) considerado fraco formador e o outro
(V38) forte formador de biofilme. Nao houve formacao de biofilme pela cepa V37
guando submetida a condicBes de estresse. Ja a cepa V38, quando submetida a
uma temperatura de 4°C tornou-se fraca formadora de biofilme. O mesmo aconteceu
quando essa cepa foi submetida a concentragédo de 0% de NaCl. Quanto as outras
condicOes de estresse, também nao foi observada formacgéo de biofilme pela cepa
V38.

Jefferson (2004) relata que a razdo da formacgao do biofilme é a defesa, sendo
uma resposta contra condicbes de estresse. Porém, nesse estudo foi observada
maior formacé&o de biofilme em condi¢des 6timas de multiplicacao.

Este € o primeiro estudo realizado com cepas selvagens de V. vulnificus para
avaliar o efeito de fatores de estresse sobre a formacéao de biofilme. No entanto, um
estudo semelhante realizado por Rosa et al. (2017) avaliou a formacao de biofilme
por V. parahaemolyticus submetido aos mesmos fatores de estresse aqui
apresentados e foi observado que a maioria das cepas testadas manteve sua
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capacidade de formar biofilme inalterada e apenas 25% das cepas aumentaram sua
capacidade de formar biofilme, ao contrario do que foi encontrado no presente
estudo em que a formacéao de biofilme foi reduzida ou anulada quando em estresse.

Estudos similares também foram realizados com diferentes microrganismos.
Galvéo et al. (2012) testaram a capacidade de formacédo de biofilme por Listeria
monocytogenes em diferentes concentracdes de indculo, disponibilidade de
nutrientes, concentracdo de NaCl, tempo de incubacdo e pH, e ndo encontraram
relacdo entre fatores estressantes e aumento da ades&o, assim como encontrado no
presente estudo. Por outro lado, Lianou & Koutsoumanis (2012) avaliando
Salmonella enterica isoladas de humanos e bovinos observaram maior formacao de
biofilme em condicbes de pH, temperatura e concentracdo de NaCl menos
favoraveis ao desenvolvimento desse microrganismo. Esses resultados distintos
demonstram que cada microrganismo apresenta suas particularidades frente a
ambientes hostis, podendo formar ou nao biofilme.

4, CONCLUSOES
As cepas testadas foram capazes de formar biofilme em condi¢cBes favoraveis a
multiplicacdo microbiana e a exposicdo a estresses subletais limitou ou inibiu essa
capacidade.
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