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1. INTRODUCAO

A pecuéria leiteira esta entre as principais atividades dentro do setor
agropecudrio realizadas no Brasil, responsavel por grande relevancia social e
econbmica para o pais (LUCCA & AREND, 2020). Entretanto, tem se observado
alguns problemas no setor, como problemas de qualidade do leite encontrado no
Rio Grande do Sul, que apresenta altas contagens de micro-organismos, muitas
vezes relacionados a falta de higiene na obtengéo do mesmo (REIS et al., 2017).

Além disso, a formacéo de biofilme por micro-organismos € outro problema
gue vem crescendo dentro da producdo leiteira, devido a sua formacdo em
alimentos, utensilios e superficies (FLACH et al.,, 2005). Biofilmes s&o um
conjunto de bactérias com uma matriz de polimeros organicos, que permitem a
adesdo a qualquer superficie e formam uma espécie de crosta composta por
particulas de proteinas, lipideos, fosfolipideos, carboidratos, sais minerais e
vitaminas que dificultam a acdo de compostos fisicos e quimicos utilizados para a
higienizagdo (COSTERTON et al.,1999).

Quando os biofilmes se estabelecem em materiais na linha de producédo de
alimentos, h& elevacdo na carga microbiana devido a multiplicacdo continua dos
microrganismos e, consequentemente, pode ocorrer contaminacdo dos alimentos
com os patdégenos, devidos a eventuais desprendimentos das por¢des aderidas.
Dessa forma, podem acarretar em riscos a saude do consumidor e prejuizo
financeiro a quem esta produzindo o alimento, devido a queda na qualidade e
diminuicdo do tempo de prateleira do produto e seus derivados (COSTERTON et
al.,1999; FLACH et al., 2005).

Diante do exposto, torna-se importante avaliar a formacdo de biofilme
bacteriano em materiais de sala de ordenha, para que se conheca mais sobre os
micro-organismos e eventuais prejuizos que estes podem trazer para a cadeia
leiteira. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de formacao
de biofilme de bactérias gram-positivas previamente isoladas de teteira inicial de
salas de ordenha em propriedades leiteiras localizadas no sul do Rio Grande do
Sul.

2. METODOLOGIA

Neste estudo, foram utilizados 17 cocos gram-positivos, previamente
identificados através da técnica de Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) das
espécies Enterococcus faecalis (10), Enterococcus faecium (4), Streptococcus
uberis (1), Streptococcus dysgalactiae (1) e Staphylococcus intermedius (1), que
haviam sido coletados de equipamento de sala de ordenha (teteiras) e estocados
no Laboratorio de Inspecédo de Produtos de Origem Animal, da Faculdade de
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Veterinaria (LIPOA) - UFPel. Além disso, foram utilizadas trés ATCCs: 25904°®
(Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach), 12600® (Staphylococcus
aureus subsp. aureus Rosenbac) e 51299° (Enterococcus faecalis (Andrewes e
Horder) Schleifer e Kilpper-Balz).

O preparo dos indculos foi realizado a partir da semeadura das bacterias em
adgar Brain Heart Infusion (BHI) incubadas a 37°C por 24 horas. Apos esse
periodo, as colbnias foram dissolvidas em agua destilada esterii com
aproximadamente 1,5x108 Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)/mL.

Para o ensaio de formacao de biofilme, foram confeccionados corpos de
prova de material utilizado na confecccao de teteiras iniciais (mangueiras) de
equipamentos de ordenha, a partir de fragmentos de policloreto de vinila (PVC) de
1cm de comprimento, atoxicos e estéreis, de forma a deixa-los suspensos em
caldo BHI em placas de 24 pocos, seguindo a metodologia de Peralta et al.
(2015).

O material produzido, foi incubado juntamente com 0s micro-organismos a
serem estudados individualmente a 37°C por 72h para induzir a formagéo de
biofilme. O experimento foi realizado em triplicata. Cada placa teve um controle
negativo, apenas o meio caldo BHI e a amostra. Como controle positivo, para
avaliar a formacédo de biofilme, foi utilizado a ATCC 25904 (Staphylococcus
aureus subsp. aureus Rosenbach®).

Os espécimes foram lavados a cada 24h com solucdo de NaCl 0,9% (soro
fisiolégico), com troca do meio de cultura, de forma a manter apenas as células
sésseis e descartar as células que estavam livres no meio, ou seja, que nao
aderiram.

Ao final de 72h, corpos de prova (mangueiras) foram coletadas, lavadas em
solucdo de NaCl 0,9% para dispensar células livres, transferidas para um
eppendorf com solugdo de NaCl 0,9% 1mL e sonicadas por 30s a 30W (Cole-
Parmer Ultrasonic Processor® 60648 USA) para liberacdo todo o biofilme na
solucéo salina, sem lise celular. Em seguida, diluicbes seriadas das suspensfes
foram realizadas até a diluicdo do inéculo equivalente a 107. Todas as amostras
foram semeadas em agar BHI com duas aliquotas de 10uL de cada eppendorf e
posteriormente incubadas a 37°C por 24h para contagem das Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) de acordo com Peralta et al. (2015).

Foi utilizada a seguinte equagcdo para calculo do numero de Unidades
formadoras de Colonias em cada amostra: CFU = (n° CFU / volume de in6culo) x
diluicdo. Neste estudo, a concentracdo de 10 foi utilizada como padrdo para
todas as amostras.

Os dados obtidos nao foram paramétricos e, apor esse motivo, foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis, indicado para amostras independentes, considerando
p<0,05 no software BioEstat® versao 5.3.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados referentes a formacdo de biofilme das amostras estéo
representados na figura 1.
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Fig 1. Formacéo de biofilme das amostras avaliadas, em UFC/cm?, onde as
letras representam os seguintes micro-organismos: (A) Streptococcus
dysgalactiae; (B,C,D,F,G,H,M,N,O,P) Enterococcus faecalis; (E) Streptococcus
uberis; (1,J,K,L) Enterococcus faecium; (Q) Staphylococcus intermedius; (R) ATCC
12600; (S) ATCC 25904 e (T) ATCC51299.

Onze amostras formaram biofilme estatisticamente igual ao controle utilizado
(ATCC 25904), sendo todas as amostra de E. faecium (I,J,K,L), trés E. faecalis
(C,F,N), a ATCC 12600 (R) e os unicos isolados de Streptococcus dysgalactiae
(A) e Staphylococcus intermedius (Q).

A menor formacdo de biofilme foi verificada na ATCC 51299 (T). Essa
formacdo foi estatisticamente igual a Streptococcus dysgalactiae (A), nove
amostras de E. faecalis (B,C,D,G,H,M,N,O,P), a Unica amostra de Streptococcus
uberis (E) e duas amostras de E. faecium (1,J).

Pode-se observar que embora as amostras apresentem diferentes aptiddes
em formarem biofilme, observou-se pouca diferenca entre elas, visto que algumas
se mostraram estatisticamente igual a ATCC 25904 e ATCC 51299, que foram
respectivamente, a maior e menor formadoras de biofilme observadas. Com
relacdo a aptiddo na formacdo de biofiime entre as duas espécies de
Enterococcus avaliadas neste estudo, observou-se maior aptidao para E. faecium,
do que E. faecalis, diferente do que MOHAMED; HUANG (2007) descrevem, onde
segundo os autores, E. faecalis € a espécie que possui mais aptiddo para
formacéao de biofilme quando comparada com E. faecium.

A capacidade de formacao de biofilme destes micro-organismos analisados
pode acarretar em problemas dentro das propriedades de onde foram isolados,
visto que podem estar relacionados ao aumento na taxa de corrosdao de
superficies metélicas, reducéo da eficiéncia de transferéncia de calor e elevacdo
da resisténcia de friccdo do leite. Além disso, acarretam em queda na qualidade
microbioldgica dos produtos finais e perdas econémicas ja que podem contaminar
o leite, se proliferar e alterar suas propriedades nutricionais (CHERIF-ANTAR et
al., 2016).

4. CONCLUSOES



4

) 62 SEMANA
INTEGRADA
y UFPEL 2020

As diferentes espécies bacterianas presente em superficies de
equipamentos de ordenha possuem capacidade de formacdo de biofiime em
maior ou menor intensidade comparas a uma espécie ATCC com essa
capacidade conhecida. A espécie que formou mais biofilme, depois do controle,
foi a Unica amostra isolada de Staphylococcus intermedius e dentro do género
Enterococcus, E. faecium apresentaram maior aptidao na formacéo do biofilme.
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