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1. INTRODUÇÃO 

 
Um biofilme é uma comunidade de microrganismos sésseis caracterizada 

por células que se aderem a uma superfície, embebida em uma matriz 
extracelular formada por exopolissacarídeos e exibe um fenótipo alterado quanto 
ao seu crescimento, expressão gênica e produção de proteínas (DONLAN & 
CONTESTON, 2002). Microrganismos em biofilme são mais resistentes a agentes 
antimicrobianos do que células em estado planctônico, podendo persistir e 
sobreviver mesmo após processos de sanitização, representando uma fonte de 
contaminação de alimentos (CHAVANT et al., 2007).  

Várias bactérias formam biofilme e dentre estas bactérias formadoras de 
biofilme e de importância para a saúde pública destacam-se os patógenos do 
gênero Salmonella spp. Salmonella possui a capacidade de formar biofilmes em 
diversas superfícies. O processo de formação de biofilme depende de vários 
fatores, como interação entre as células bacterianas (presença de fimbrias, 
flagelos), da superfície de adesão e as condições do ambiente onde a bactéria se 
encontra (temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes, etc.), favorecendo desta 
forma a sobrevivência bacteriana em ambientes hostis (CAPPITELLI et al, 2014, 
WHITEHEAD & VERRAN, 2015, BORGES et al., 2018).  Baseado no exposto, 
este estudo teve por objetivo avaliar a influência do meio de cultura e da 
concentração do inóculo na formação de biofilme, utilizando isolados de 
Salmonella spp. obtidos de embutidos frescais.  

 
 

2. METODOLOGIA 
2.1 Coleta das amostras 

As amostras foram coletadas em estabelecimentos comerciais da região de 
Pelotas, Rio Grande do Sul, no qual foram analisadas 11 amostras de lingüiça 
suína do tipo frescal de duas marcas diferentes. Estas amostras ao serem 
adquiridas foram armazenadas sob refrigeração e encaminhadas ao Laboratório 
de Inspeção de Produtos de Origem Animal (LIPOA), da Faculdade de 
Veterinária, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e mantidas sob 
refrigeração até serem analisadas.   
 

2.2 Pesquisa de Salmonella spp.  
A pesquisa de Salmonella foi realizada de acordo com a Instrução Normativa 

no 62 (BRASIL, 2003), que regulamenta os métodos analíticos oficiais para 
análises microbiológicas para controle de produtos de origem animal e água. Os 
resultados foram interpretados e comparados de acordo com os parâmetros 
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estabelecidos pela Instrução Normativa no60 (BRASIL, 2019) da Agência Nacional 
de Vigilância Sanitária (ANVISA). 

 
2.3 Preparo do Inóculo 

Inicialmente, os isolados de Salmonella foram inoculados em caldo 
Tripticase de Soja (TSB, Merck) e incubados a 37oC/24 horas. Após, a densidade 
ótica de cada cultivo foi padronizada (A600nm) para 1,0.   

 
2.4 Condições Experimentais do Ensaio de Biofilme 

Os isolados obtidos das amostras analisadas foram semeados em caldo 
Tripticase de Soja (TSB, Merck), sendo utilizado o meio puro (TSB) e diluído (TSB 
1:10) e diferentes diluições do inóculo (1:10, 1:20 e 1:100). Cada isolado obtido 
das amostras analisadas foi submetido a estas condições experimentais. No 
experimento foi utilizado uma cepa de referência de Salmonella Typhimurium 
(ATCC 13311) e esta foi submetida às mesmas condições experimentais que os 
isolados. 

  
2. 5 Ensaio de Formação de Biofilme  

O procedimento adotado para realizar este ensaio segue o recomendado por 
STEENACKERS et al. (2011), com algumas modificações. Inicialmente, foram 
colocados em torno de 200 μL de caldo TSB (puro e diluído 1:10) em cada poço 
de uma placa de 96 cavidades estéril (Nunc, ThermoScientific, Denmark) 
adicionados de 2 (1:100), 10 (1:20) e 20 (1:10) μL de culturas overnight em BHI 
de cada isolado e da cepa de referência, com a densidade ótica padronizada em 
um espectrofotômetro a 600 nm em um intervalo de 0,9-1,0. Poços com 200 μL 
de caldo TSB (puro e diluído) sem cultura bacteriana foram utilizados como 
controle negativo. Então, a tampa foi colocada sobre a placa e estas foram 
incubadas durante 48 h a 37ºC sem agitação. Após, as tampas das placas (Nunc-
TSP, ThermoScientific, DenmarK) foram lavadas com solução salina tamponada 
com fosfato (PBS – Phosfate Buffered Saline) e coradas com cristal violeta 
(isopropanol, metanol e PBS, v/v: 1:1:18) por 30 minutos. Após, estas foram 
lavadas com água destilada estéril, secas a temperatura ambiente por 30 minutos. 
e colocadas em ácido acético a 30%. Esta última etapa é realizada para que o 
biofilme formado na tampa se solte e fique no meio. Após a remoção da tampa, a 
leitura por densidade ótica utilizando um espectrofotômetro foi realizada, 
utilizando um comprimento de onda de 600nm e de 570nm. O ensaio foi realizado 
em triplicata utilizando três cultivos diferentes de Salmonella e cada cultivo foi 
inoculado em seis cavidades da placa de cada condição experimental realizada.  

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Dentre as 11 amostras analisadas de embutidos frescais, três (27,3%) foram 
positivas para a presença de Salmonella spp., estando em desacordo com a 
legislação vigente (BRASIL, 2019) da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
(ANVISA), que define ausência de Salmonella para essa categoria de produto em 
25g. Um estudo semelhante realizado por Valiatti e colaboradores (2016), 
verificaram que 20% das 30 amostras de linguiças do tipo frescal de seis 
estabelecimentos diferentes no município de Ji-Paraná em Rondônia analisadas 
estavam contaminadas com Salmonella e desta forma, encontravam-se fora dos 
padrões exigidos pela legislação vigente (BRASIL, 2019).  

A padronização do ensaio de biofilme foi realizada com três isolados de 
Salmonella, obtidos das amostras analisadas e com uma cepa ATCC de 



 

 

Salmonella Typhimurium. A cepa de referência não formou biofilme, independente 
da concentração de inóculo utilizada (1:10, 1:20 e 1:100) e do meio utilizado (TSB 
puro e diluído). Em relação aos isolados de Salmonella (213, 215 e 216), os três 
(100%) formaram biofilme quando o meio de cultivo utilizado foi o caldo TSB 
diluído 1:10. Os isolados 213 e 216 formaram biofilme quando o meio inoculado 
foi o TSB puro.  O isolado 215 não formou biofilme com o meio puro. Como já 
mencionado, a formação de biofilme é dependente de vários fatores. Baseado na 
literatura, a composição do meio é o fator que mais influencia na habilidade da 
bactéria em produzir biofilme in vitro (DEIGHTON et al., 2001, MACK et al., 2001, 
STEPANOVIC et al., 2003). O meio diluído foi utilizado neste experimento com o 
objetivo de verificar se uma menor disponibilidade de nutrientes seria capaz de 
induzir a bactéria a formar biofilme e isto foi observado no estudo realizado, ou 
seja, frente a menor concentração de nutrientes presente no meio diluído, 
Salmonella formou biofilme.  

Em relação ao inóculo pesquisado, não foi possível observar diferença na 
concentração dos inóculos utilizados (1:10, 1:20 e 1:100)  em relação à formação 
de biofilme, pois independente da concentração utilizada, houve a formação de 
biofilme, sendo isto observado nos isolados inoculados no caldo TSB diluído (213, 
215 e 216) e no TSB puro (213 e 216). Isto pode ter ocorrido em decorrência do 
tempo de incubação prolongado utilizado, ou seja, de 48 horas de incubação.    O 
tempo de incubação das placas é importante, desde que a densidade do biofilme 
é dependente do tempo de incubação. A metodologia referenciada neste trabalho 
recomenda um tempo de incubação de 24 horas (STEENACKERS et al., 2011). 
No entanto, neste trabalho foi analisado o período de incubação de 48 horas para 
aumentar a chance de formar biofilme e em decorrência disto não foi possível 
observar diferença entre os inóculos testados (2, 10 e 20 μL). Baseado neste fato, 
outros estudos ainda serão realizados com um tempo de incubação menor, no 
intuito de verificar se há diferença entre as concentrações de inóculo utilizadas.  

 
4. CONCLUSÕES 

Os isolados de Salmonella obtidos de embutidos frescais mostraram ser 
formadores de biofilme no meio puro e diluído utilizados, independente da 
concentração de inóculo utilizada.  
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