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RESUMO

A formagdo de biofilme microbiano sobre superficies de manipulacdo de alimentos ¢ encarada
como grande desafio pela industria. Quando aderidos a esses substratos, 0s micro-organismos
possuem alto potencial contaminante o que acarreta em riscos a saude publica e redugdo da
qualidade dos alimentos. O ago e vidro, materiais amplamente empregados em superficies de
processamento de alimentos, sdo suscetiveis de serem colonizados por micro-organismos €
propiciar contaminac¢do cruzada. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
capacidade de formagdo de biofilme por Salmonella spp sobre ago e vidro e discutir a
aplicabilidade de duas metodologias amplamente empregadas, adesdo em cupons de ago e
adesdo em tubos de ensaio (vidro), seguido da quantificagdo da densidade 6ptica do biofilme
apoOs tratamento com cristal violeta. Quarenta e nove isolados foram submetidos a
quantificacdo de biofilme sobre aco através da técnica de adesdo em chip, em seguida, o
biofilme formado sobre os cupons foi mensurado pela metodologia de contagem padrdo em
placa. Para a superficie vidro, a adesdo foi avaliada pelos testes semi-quantitativo e
quantitativo. Os resultados apontam a alta porcentagem de amostras com capacidade de
formacao de biofilme sobre ago e vidro, 95,9% e 81,6%, respectivamente, com maior
prevaléncia de adesdo em ago (P<0, 005). O teste semi-quantitativo e quantitativo de
formacao de biofilme em vidro apresentaram alto indice de correlagdo (Teste de Spearman:
87,17%), apesar disso ¢ indicado que os testes sejam aplicados juntos para melhor avaliaciao
do perfil de producao de biofilme dos isolados. Os isolados de Salmonella spp. apresentaram
alta capacidade de formacao de biofilme, sendo o material aco mais favoravel a esse processo.
O teste de contagem padrao em placa para ago e teste quantitativo em vidro podem ser
considerados mais eficazes devido a menor influéncia do observador na leitura dos resultados.

Palavras-chave: Doenca Transmitida por Alimentos; Induastria Alimenticia; Superficies de
processamento.
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1. INTRODUCAO

Dentre as doengas transmitidas por alimentados (DTA’s), bactérias do género
Salmonella sao uma das principais causadoras de infeccdo em seres humanos em todo o
mundo (WHO, 2008). Segundo CDC (2002), esses micro-organimos estdo amplamente
distribuidas na natureza e sdo encontradas principalmente no trato gastrintestinal de
varios animais, como no homem e outros mamiferos, além de répteis, aves e peixes.

Embora vegetais estejam vinculados a transmissdo deste patdgeno, a
salmonelose ¢ geralmente causada pela ingestdo de alimentos de origem animal
contaminados por salmonela, como carne bovina, aves, ovos crus, leite e seus derivados.
Os sintomas clinicos incluem disenteria, dores abdominais, febre tifoide, gastroenterites
€, em casos mais extremos, o obito (SHINOHARA et al., 2008).

A cadeia de producdo de alimentos apresenta ambiente propicio ao
desenvolvimento de micro-organismos patogénicos e, desta forma, esta exposta a
contaminagdes por Salmonella spp.. Trachoo (2003) relata a capacidade que essas
bactérias possuem em formar biofilme e, consequentemente, contaminar alimentos em
diferentes superficies abidticas como o plastico, vidro e ago inoxidavel.

A formagdo de biofilme microbiano sobre superficies de manipulagdao de
alimentos ¢ encarada como grande desafio pela industria. Quando aderidos a esses
substratos, os micro-organismos possuem alto potencial contaminante o que acarreta em
riscos a saude publica e redu¢do da qualidade dos alimentos (FLACH et al., 2005).

Masaaki (2006) afirma que a presenca de biofilmes em materiais da linha de
produgdo industrial, caso ndo controlado, pode gerar prejuizos que vao além da
contaminac¢do dos alimentos, incluindo danos em equipamentos através da biocorrosao,
perdas energéticas relacionadas com o aumento de atrito e resisténcia acrescida a
transferéncia de calor e perdas de pressao.

Considerando a tendéncia contemporidnea de habitos alimentares ligadas ao
consumo de alimentos altamente processados, a continua expansdo das industrias no
Brasil, e a existéncia de grupos favoraveis é importante estudos que visem avaliar e
melhor compreender os mecanismos bioldgicos em que bactérias patogénicas
conseguem se desenvolver e disseminarem-se sobre alimentos e materiais utilizados no

manuseio destes.



O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de formagdo de biofilme por
Salmonella spp sobre aco e vidro, e discutir a aplicabilidade de duas metodologias
amplamente empregadas, adesdao em cupons de aco e adesdo em tubos de ensaio (vidro),

seguido da quantificagdo da densidade Optica do biofilme apds tratamento com cristal

violeta.
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REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (DTA’s)

A ocorréncia de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) vem aumentando
significativamente em nivel mundial. Vdarios fatores contribuem para a emergéncia
dessas enfermidades, entre os quais destacam-se: o crescente aumento das populagdes; a
existéncia de grupos populacionais vulneraveis ou mais expostos; o processo de
urbaniza¢do desordenado e a necessidade de produgdo de alimentos em grande escala.
Contribui, ainda, o deficiente controle dos 6rgdos publicos e privados no tocante a
qualidade dos alimentos ofertados a populacao (LEITE e WAISSMAN, 2006).

Esta multiplicidade de fatores junto a diversidade de agentes causadores
resultam no aumento significativa da incidéncia de DTA’s, infec¢des ou intoxicagdes
que podem se apresentar de forma cronica ou aguda, com caracteristicas de surto ou
isoladas, com distribuicao localizada ou disseminada e formas clinicas diversas
(BRASIL, 2010).

Oliveira et al. (2010) relata que existem aproximadamente 250 tipos de doencgas
alimentares e, dentre elas, muitas sdo causadas pela ingestao de alimentos contaminados
por micro-organismos patogénicos ou suas toxinas.

No Brasil, o perfil epidemioldgico das DTA’s ainda ¢ pouco conhecido.
Somente alguns estados ou municipios dispdem de estatisticas e dados publicados sobre
os principais agentes etiologicos, alimentos frequentemente contaminados, populagdao
de maior risco e fatores contribuintes. De acordo com os escassos dados disponiveis
referentes a surtos alimentares, os agentes causadores mais frequentes sdo de origem
bacteriana dentre eles, Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Shigella spp, Bacillus cereus e Clostridium perfringens (BRASIL, 2010).

Em face dos limitados estudos que se tem dos agentes etiologicos, a forma como
esses contaminam os alimentos e as quantidades necessarias a serem ingeridas na
alimentacdo para que possa se tornar um risco, varios paises da America Latina estdo
implantando sistemas nacionais de vigilancia epidemiologica das DTA. Essas medidas
vém sendo estimuladas por recomendacdes e acordos internacionais, dos quais se
destacam os subscritos pelo Brasil na VII Reunido Interamericana de Satide Ambiental
de Nivel Ministerial (RIMSA) e na XXXV Reunido do Conselho Diretor da
Organizagao Pan-Americana da Saude (Opas) (BRASIL, 2010).

11



SALMONELLA

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, o género Salmonella spp. compreende
bastonetes Gram negativos € compde um dos grupos mais complexo. Segundo a
Organiza¢do Mundial de Satde (2005) mais de 2500 sorotipos dessa bactéria ja foram
identificados. Sao anaerdbias facultativas, usualmente moveis com flagelos peritriquios,
apresentam como condi¢des Otimas de crescimento temperatura de 37°C, pH 7,0 e

atividade da agua a 0,94 (TORTORA et al., 2012).

Salmonela estd amplamente distribuida na natureza, habitando em especial o
trato intestinal dos seres humanos e demais animais. O principal portador e reservatdrio
natural sdo as aves, as quais ndo desenvolvem nenhum sintoma. Além disso, suinos,
bovinos equinos, animais silvestres ¢ domésticos também podem ser vetores deste
patdgeno, o que faz da salmonela uma zoonose de grande distribui¢ao e fécil dispersao
(GERMANO e GERMANO, 2003).

No ambito da saude publica, salmonela destaca-se por sua grande frequéncia em
surtos alimentares humanos sendo, portanto, uma dos principais micro-organismos
patogénicos causador de DTA (CDC, 2008). Os sintomas clinicos incluem disenteria,
dores abdominais, febre tifoide, gastroenterites e, em casos mais extremos, o Obito

(SHINOHARA et al., 2008).

As intoxicagdes por Salmonella spp. em humanos geralmente estdo relacionados
ao consumo de alimentos de origem animal, especialmente carne de frango ou ovos.
Nos tultimos anos, porém, tem aumentado o relato de casos associados a ingestdo de
carne suina, bovina, leite, pescados, produtos de confeitaria recheados com cremes,
gelatina desidratada, cacau, chocolate, coco, mariscos ¢ molhos para saladas nao
industrializados. Além disso, vegetais contaminados também podem ser veiculos de

transmissao da doenga (CASTAGNA et al, 2004; FDA/CFSAN, 2007).

No Brasil foram relatados surtos de salmonelose entre os anos de 1994 e 1995
em varios estados, com o numero de pessoas afetadas variando de duas a 300 por surto
(GELLI, 1995). Segundo Tavechio et al. (2002), de um total de 4.581 isolamentos de
Salmonella sp. realizados pelo Instituto Adolfo Lutz — SP - Brasil, entre 1996 e 2000, a
Salmonella enteritidis foi o sorovar predominante, correspondendo a 32,7% dos

1solados.
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BIOFILME E INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Na industria de alimentos, falhas no processo de higienizacdo permitem que
residuos aderidos a superficies transformem-se em potencial fonte de contaminagao. Os
micro-organismos podem aderir-se as superficies, interagindo com as mesmas e
iniciando a multiplicacdo celular (OLIVEIRA et al., 2006). Quando a massa bacteriana
¢ suficientemente espessa para agregar nutrientes, residuos e outros organismos, o
biofilme esta estabelecido (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

A matriz extracelular secretada durante o processo de constru¢ao do biofilme
apresenta perfil complexo, constituido por proteinas, DNA, RNA, lipideos e ions. Além
disso, os exopolissacarideos sdo fundamentais no estabelecimento e fixa¢do; ja os
apéndices extracelulares filamentosos, como flagelos e fimbrias, desempenham papel
complementar no processo de adesio (HARBRON e KENT, 1988; BRANDA et al.,
2005).

A organizagdo e caracteristicas fisico-quimicas da matriz extracelular e células
bacterianas conferem ao biofilme um perfil fenotipico de resisténcia a agentes
antimicrobianos e sanitizantes, por esse motivo, sua eliminacdo das instalagdes de
processamento de alimentos tornou-se um grande desafio (PAPAVASILEIOU et al.,
2010; JOSPEPH et al., 2001). Kasnowski (2010) relata também a protecao adquirida
contra radia¢des UV, alteragdes de pH, choques osmoticos e dessecacao.

Jass e Walker (2000) afirma que a presenga de biofilmes em materiais da linha
de producao industrial caso ndo controlado pode gerar prejuizos que vao além da
contaminacao dos alimentos, incluindo danos em equipamentos através da biocorrosao,
perdas energéticas relacionadas com o aumento de atrito e resisténcia acrescida a
transferéncia de calor e perdas de pressao.

No caso da salmonela, a cadeia de producao de alimentos que inclui a industria
primaria, servigos e institui¢des alimenticios € ambiente doméstico sdo, muitas vezes, 0s
locais propicios para seu desenvolvimento. Diversos autores afirmam que este micro-
organismo ¢ capaz de formar biofilme e, consequentemente, contaminar alimentos em
diferentes superficies abidticas como o plastico, borracha, cimento, vidro e ago
inoxidavel (JOSEPH et al., 2001; SOLANO et al., 2002; PROUTY e GUNN, 2003;
ARNOLD e YATES, 2009; HURREL et al., 2009; MORETRO et al., 2009).

O aco inoxidavel ¢ frequentemente utilizado em diferentes equipamentos na

industria de processamento de alimentos, estando presente em superficies de trabalho e
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pias devido sua for¢a mecanica, resisténcia a corrosdo, longevidade e facilidade de
fabricagao (ARAUJO, 2012). Ja o emprego do vidro em potes e tabuas vem crescendo
no ambiente domestico, além disso, na industria esse material também ¢ utilizado em

revestimento de reservatorios.

METODOS DE QUANTIFICACAO DO BIOFILME

Existem diversas metodologias descritas para avaliar a formagao de biofilme sobre
diferentes substratos (ESTIVILL, et al , 2011; JOSEPH et al, 2000, MANIJEH et al.,
2008; BERBOM et al., 2009; SOLOMON et al., 2005; JUN et al., 2010; RODRIGUES
et al, 2009; SOLANO et al.,, 2002; OLIVEIRA et al., 2007). Uma técnica muito
aplicada ¢ a contagem padrdo em placa provenientes do biofilme formado sobre cupons
do material de interesse (BORBOM et al., 2008; MANIJEH et al, 2008) Apesar desta
técnica ser amplamente difundida, ¢ altamente dispendiosa.

Para avaliagcdo da adesdo de bactérias em vidro alguns autores preconizam o teste
semi-quantitativo em tubos de ensaio (RAZA et al., 2011; SOLANO et al, 1998;
GAMAZO, et al., 1997). Esta técnica requer menos recursos quando comparado a
contagem de unidades formadoras de colonia, porém ndo ¢ tdo eficaz visto sua
subjetividade na avaliacdao do biofilme, que ¢ realizado pelo olhar do pesquisador.

Para complementar esta metodologia, o teste proposto por Proulty et al (2003) pode
ser utilizado para quantificar o corante cristal violeta absorvido pelas células
microbianas do biofilme. Desta forma a absorbancia ¢ diretamente proporcional a

quantidade de biofilme formado sobre o vidro.
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METODOLOGIA

3.1 AMOSTRAS DE SALMONELLA spp.

Foram avaliados 49 isolados de Salmonella spp provenientes de amostras
ambientais, processos clinicos e alimentos do Mato Grosso do Sul, Brasil. Os isolados
foram identificados e sorotipados pelo instituto Adolfo Lutz. As amostras foram
armazenadas a -85°C em caldo Brain Heart Infusion (BHI) com glicerol. Os testes
ocorreram no laboratério de Microbiologia Aplicada lotado na Faculdade de Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal da Grande Dourados.

3.2 PRODUCAO DE BIOFILME POR SALMONELLA spp. EM ACO
INOX

O teste de producao de biofilme em ago foi baseado na metodologia proposta
por Manijeh et al. (2008) e Bernbom et al. (2008) com modificagdes.

Os isolados de Salmonella spp. armazenados a -85°C foram transferidos para
agua peptonada e incubadas durante 5h a 37°C, posteriormente as amostras foram
plaqueadas em estrias descontinuas no Agar Hamback® e incubadas overnight na
mesma temperatura. Trés colonias foram transferidas para 10 mL de caldo Trypticase
Soy Broth (caldo TSB) e incubados a 37°C durante 3h.

Os chips de aco inoxidavel (tipo 304, acabamento n°4) foram confeccionados
com didmetro de lcm?. As superficies foram limpas por escovac¢io utilizando agua e
detergente neutro. Para remoc¢do de gordura, os chips foram rinsados com dgua destilada
e imersas em acetona, durante 30 minutos. Em seguida, foram secos e autoclavados.

Com auxilio de uma pinga estéril cada cupom foi colocado no fundo de uma
placa de 12 pogos. O indculo foi ajustado a uma ODso de 0,125 (aproximadamente 10°
UFC). Aliquotas 230 uL de ino6culo mais 3mL de TSB foram distribuidas em triplicatas
nas cavidades da placa de 12 pogos junto ao chip, e novamente incubado a 37°C por 24
horas.

Os cupons foram lavados com 3 mL de solucdo salina para remocao das células
planctdnicas, em seguida, cada cupom foi transferido para um tubo Falcon® contendo
10 mL de solucdo salina e homogeneizado em agitador de tubos Vortex durante 10
minutos. Das suspensdes homogeneizadas foram retiradas aliquotas de 1 ml para o
preparo das dilui¢des seriadas (10" 4 10°*) em tubos de ensaio contendo 9 ml de solugdo

salina.
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Para avaliar a adesdo das células vegetativas nos cupons foi utilizado o método
de Contagem Padrao em Placa (CPP). Com auxilio da al¢a de Drigauski, 200uL de
inéculo provenientes de cada diului¢io foram plaqueados sobre Agar TSA em
duplicata. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas e apos a contagem

das colonias foi determinado o nimero de UFC/cm?.
3.3 PRODUCAO DE BIOFILME POR SALMONELLA spp. EM VIDRO

3.3.1 TESTE SEMI-QUANTITATIVO EM VIDRO DE AVALIACAO DO

BIOFILME

Para o teste de formacdo de biofilme em vidro foi seguido a metodologia
proposta por Raza et al (2011) e Solano et al (1998). Os isolados de Salmonella spp.
armazenados a -85°C foram transferidos para agua peptonada e incubadas durante 5h a
37°C, posteriormente as amostras foram plaqueadas em estrias descontinuas no Agar
Hamback e incubadas overnight na mesma temperatura. Trés colonias foram
transferidas para S0mL de caldo Trypticase Soy Broth (caldo TSB) e incubados a 37°C
em agitador orbital (150rpm) durante 3h. até que os micro-organismos alcangaram a
fase logaritmica (Densidade optica 590nm [ODso], 0.4). Apds centrifugacdo, as
bactérias foram ressuspendidas no caldo teste de adesao média (caldo ATM).

Raza et al (2010) propde o caldo ATM suplementado contendo 60 mM NacCl, 20
mM KCI, 110 mM glicose, 30 mM Na,HCO;, 20 mM Nh,Cl, 40 mM K,HPO,, 50 mM
(NH4)H,POs, 1 mM CaCl,, 980 uM MgCl,, 86uM FeCls, e 40 mM Na,SO..

A suspensdo Dbacteriana foi entdo ajustada para ODsy de 0,125
(Aproximadamente 10® UFC/ml). Quatro mililitros da suspensdo foram acondicionados
em tubos de vidro estéreis e livre de 6leo durante 24h a temperatura de 37°C, agitacdo
orbital a 170rpm e em triplicata.

Para a realizagdo da leitura do teste semi-quantitativo foram desenvolvidas
quatro categorias de classificacdo dos isolados, variando desde o ndo formador (-) até o

maximo formador de biofilme (+++) (Anexo 1).

3.3.2 TESTE QUANTITATIVO EM VIDRO DE AVALIACAO DO
BIOFILME COM CRYSTAL VIOLETA

Para a quantificacao do biofilme foi seguida a metodologia proposta por Prouty

et al (2003). As células planctonicas da fase liquida foram aspiradas, ¢ o anel de
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biofilme foi lavado com pulverizagdo continua de tampao 1 x Phosphate Buffered
Saline (PBS; p.H: 6.8) e incubado a temperatura ambiente durante 1h. para fixa¢do das
células. O corante cristal violeta (em 1% de isopropanol-metanol -1 x PBS; 1:1:18) foi
vertido em cada tubo teste, que ficou incubado durante 15minutos a temperatura
ambiente. Novamente o anel de biofilme foi lavado cuidadosamente com 1x PBS
(p.H:6.8) até que o buffer correu claro no tubo de vidro. Em seguida, o biofilme foi
imerso em solu¢ao 33% de acido acético para a extragao das células coradas do

biofilme. A quantificacdo do corante retido pelas células foi medida a 570 nm.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Analises de variancia, ANOVA e Kruskal-Wallis, foram utilizadas para
determinar a diferenga na capacidade de formagao de biofilme em ago e vidro entre os
quatro grupos (forte, médio, fraco e ndo formador de biofilme). O teste Tukey e Duns
foram aplicados para comparar o perfil de adesdo entre cada duas classes de producdo, a
diferenca média foi considerada significativa com p<0,05. O teste de contingéncia Qui-
Quadrado foi utilizado para determinar a diferenca de adesao por Salmonella spp. entre
as duas superficies avaliadas (p<0,005). Os resultados dos testes semi-quantitativo e
quantitativo de adesdo em vidro foram submetidos a teste de correlagdo de Sperman. O

programa estatistico utilizado foi o software GraphPad Prism®.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 e Tabela 1 apresentam a quantidade e porcentagem, respectivamente,
de isolados por classe de formacdo de biofilme, que variou desde o ndo produtor,

incluindo os fracos, médios e fortes formadores.

M Biofilme Vidro

M Biofilme Aco

NUMERO DE ISOLADOS

Nao Fraco Médio Forte
produtor

CLASSE DE FORMACAO DE BIOFILME

Figura 1: Perfil de formacao de biofilme em ago e vidro dos isolados de Salmonella
Spp.

Tabela 1: Porcentagem de isolados de Salmonella spp. produtores de biofilme em ago e

vidro
1
Material Total de Nio Fraco! Médio? Forte®
Produtores Produtor’
Aco 47 (95,9%) 2(4.1%)  21(42.9%) 13 (265%) 13 (26,5%)*

Vidro 40 (81,6%) | 9(184%) 11(22,4%) 19(38,8%) 10 (20,4%)
0x2* 1x3* 2x0* 3x0*
0x3* 3x1*

*= p <0,001; Indices 0,1,2 e 3 foram utilizados no teste de Tukey para identificar as classes ndo produtor,
fraco, médio, e forte respectivamente. No caso 0x2*: houve diferenca significativa (P<0,001) entre ndo
produtor e Médio, e assim sucessivamente.

Na superficie aco, apenas 4,1% das amostras ndo apresentaram capacidade de
adesdo. Do total de isolados, o perfil mais frequente foi o de fraco produtor com 42,9%,
ou seja, 21 amostras. Na superficie vidro, houve maior quantidade de isolados que nao
obtiveram adesdo, 18,4%, além disso o perfil mais frequente foi o de médio formador de

biofilme com 38,8%.



A literatura apresenta resultados distintos quanto a capacidade de formagdo de
biofilme por Salmonella nas superficies testadas. Raza et al (2010) estudando a
capacidade de adesdo de 30 isolados em vidro encontrou a seguinte propor¢ao: 23,3%
ndo foram capazes de produzir biofilme (12/30), 20% foram fracos produtores de
biofilme (6/30), 16,7% médio (5/30) ¢ 14% foram fortes. J4 Solano et al (2002)
observou que das amostras positivas para a producao de biofilme em vidro 50% eram
fortes produtoras e 25,6% médio, somente.

Para a superficie ago, a divergéncia de propor¢des de adesdo relatadas na
literatura também se manteve. Oliveira et al. (2011) avaliaram a capacidade de
Salmonella spp nas mesmas condi¢cdes metodoldgicas porém a temperatura de 35°C,
relatou que 39,7% dos isolados nao produziram biofilme, 55,2% foram fracos, 5,2%
moderado e 60,3% fortes.

Estes dados pouco uniformes podem estar relacionados tanto a variagdo da
metodologia empregada quanto aos sorotipos de Sa/monella analisadas. Solano et al
(1998) utilizou para teste de adesdo em vidro isolados de Salmonella enteritidis em
meio ATM contendo somente 60 mM NaCl, 30 mM NaHCO3, 20 mM KCI, and 111
mM glucose (pH 8.4). Raza et al (2011) suplementou o meio ATM e procedeu sua
analise com isolados de Salmonella typhi. Ja Oliveira et al (2011) empregou em seu
trabalho temperatura distinta (35°C), além de realizar a quantificagdo do biofilme
formado sobre os chips de aco através da absorbancia e ndo por contagem de colonia
como realizado neste trabalho. Com isso podemos indicar que além de caracteristicas da
superficie celular da bactéria envolvida e o tipo de substrato, outros fatores interferem
no processo de adesao como a temperatura € composicao de nutrientes do meio.

Levando em consideracdo os materiais a¢o e vidro, os quarenta e nove isolados
de Salmonella spp. analisados apresentaram perfis de adesdo distintos, diagnosticado
pelo teste de Qui-Quadrado (Chi-Square: 9,096 e p <0,05). As figuras 2 e 3 apresentam
a distribuicdo dos isolados nas classes de formacdo de biofilme sobre aco ¢ vidro,

respectivamente.
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Fig. 3: Variancia da absorbancia em cada classe de produgdo de biofilme por
Salmonella spp. sobre vidro proposto por RAZA et al. (2010)

As propriedades fisico-quimicas e termodindmicas do substrato, incluindo
caracteristicas de cargas elétricas e hidrofobicidade interferem diretamente no processo
de adsorcdo bacteriana (VADILLO-RODRIGUEZ ¢ LOGAN, 2006). Na industria de
alimentos, as superficies de processamento adquirem carga elétrica superficial em meio
aquoso devido a ionizagdo dos grupos quimicos constituintes ou por ions agregados a
interface. (Julien, 2002).

Segundo Flint (2002) e Li e Logan (2004) o aco inoxidavel apresenta uma
mistura de substancias quimicas, como Oxidos de ferro, cromo e molibdénio, que
provocam modificagdes nas interagdes eletrostaticas entre a superficie solida e as

células microbianas. Em ambiente aquoso, estes grupos quimicos liberam ions
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carregados positivamente que reduzem as interagdes eletrostaticas repulsivas entre a
célula microbiana e a superficie solida, carregadas negativamente, conduzindo a um
aumento na adesao bacteriana em um liquido com baixa forca idnica.

O vidro apresenta carater mais hidrofilico quando comparado ao ago. A
literatura aborda varios estudos relacionando o grau de hidrofobicidade como fator
determinante no processo de adesdo microbiana (TEXEIRA e OLIVEIRA, 1999;
SHENG et al., 2008; LEE et al., 2009). Em geral hd o favorecimento do processo de
adesdo em superficies mais hidrofobicas, o que foi compativel com a porcentagem total
de isolados que apresentaram a capacidade de formar biofilme sobre ago (95,9%) e
vidro (81,6%).

Para analise de adesdo por Salmonella sobre ago, cada amostra foi classificada
levando em consideragdo a quantidade de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) apds
a realizagdo da metodologia proposta por Manijeh et al. (2008) e Bernbom et al. (2008)
e adaptada. Conforme a Fig. 2 proveniente do teste ANOVA (F: 57,97, R:0,78),
propusemos aos grupos ‘“ndo formador”, “fraco”, “médio”, e “forte” produtor de
biofilme, a quantidade de UFC: menor que 10°; entre 10° a 10; entre 10°* a 10%; e acima
de 10°, respectivamente.

Na fig. 3 proveniente do Teste Kruskal-Wallis (Kruskal-Wallis statistic: 35,69),
os isolados de Salmonella foram agrupados de acordo com a leitura semi-quantitava em
vidro (Anexo 1) e suas respectivas absorbancias provenientes do teste quantitativo. Para
confirmacdo da correlagdo entre estes testes, seus resultados foram submetidos ao teste
de Spearman, o qual apresentou o indice de 87,17%, ou seja, os testes estdo fortemente
relacionados. Apesar disso, ¢ muito importante a realizagdo de ambos para a
confirmacdo da capacidade de formagdo de biofilme de cada isolado, pois o teste semi-
quantitativo em vidro ¢ passivel de erros inerente ao observador, que ¢ amenizado
quando a densidade Optica ¢ mensurada em conjunto.

Analisando a influéncia da fonte de isolamento sobre a capacidade de formacao
de biofilme, ndo foi detectada diferenca significativa nos isolados de Salmonella
infantis isolados de processos clinicos, ambientais e de alimentos (p>0,05). Este dado
corrobora com a pesquisa de Solomon et al.(2005) que avaliaram Salmonella
proveniente de casos clinicos, carne-relacionados e produtos lacteos e também nao

encontrou diferengas estatisticas entre esses grupos na capacidade de adesao.
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CONCLUSAO

Os isolados de Salmonella spp apresentaram forte formacao de biofilme sobre as
superficies de ago e vidro. A capacidade de adesdo de um mesmo isolado de
Salmonella sp. pode variar de acordo com a superficie estudada, sendo o ago inox o
material mais favoravel a este processo. O teste semi-quantitativo e quantitativo de
formagdo de biofilme ao vidro sdo metodologias que devem ser utilizadas em conjunto
para melhor avalia¢do da capacidade de formagdo de biofilme sobre esse substrato. A
fonte de isolamento dos micro-organismos ndo estd correlacionada ao processo de

adesdo.
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ANEXO 1

R ————

Figura 2: Formacdo de biofilme por Sa/monella spp. em vidro. Os isolados foram classificados em
(esquerda pra direita): Forte (+++), Médio (++), Fraco (+) e Ndo Formador, respectivamente. De acordo
com Raza et al (2010)
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