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1. INTRODUCAO

A maior parte da atividade microbiana na natureza ndo ocorre com células
individualizadas crescendo de maneira planctonica, mas sim em conjunto, formando
estruturas organizadas (KASNOWSKI, et al., 2010). Geralmente as bactérias em seu habitat
natural vivem em comunidades, associadas a uma variedade de superficies sejam elas bidticas
ou abidticas, compondo uma estrutura conhecida como biofilme. Dalton e March (1998)
afirmam que cerca de 99% de todas as bactérias em ambiente natural estdo na forma de
biofilmes.

O biofilme é um conjunto formado por um ou mais microrganismos embebidos em
uma matriz polimérica extracelular e aderidos a uma superficie de contato. A matriz
polimérica € constituida por polissacarideos, proteinas, lipidios, sais minerais, vitaminas,
entre outros, que formam uma espécie de crosta, debaixo da qual os microrganismos
continuam a crescer formando um cultivo puro ou uma associagdo com outros
microrganismos (CAPELLETTI, 2006; LAWRENCE et al., 1991). Essas estruturas possuem
resisténcias ao estresses, tais como o efeito de antimicrobianos e sanificantes, Forsythe (2002)
comenta que tal resisténcia aos agentes antimicrobianos utilizados na desinfec¢do dos
equipamentos, aumenta consideravelmente, de 10 a 100 vezes.

Pesquisas sobre a formacdo de biofilme em diversas superficies sdo conduzidas, no
entanto destacam-se as superficies utilizadas no processamento de alimentos, como 0 aco
inoxidavel (American Iron and Steel Institute - AISI 304, 2008).

O biofilme microbiano formado sobre superficie de manipulacdo de alimentos, age
como ponto de contaminacdo constante, comprometendo, a qualidade microbioldgica de
produtos pré-acabados e acabados (FUSTER-VALLS et al., 2008), esse evento é encarado
como grande desafio pela industria de alimentos.

As doencgas transmitidas por alimentos (DTAS) sdo causadas por agentes, 0s quais
adentram no organismo humano através da ingestdo de dgua ou alimentos contaminados, tais
agentes podem ser de origem quimica, fisica ou bioldgica, como 0s microrganismos
patogénicos, porém Greig e Ravel (2009) esclarecem que os alimentos contaminados por
agentes bioldgicos sdo a maior causa dessa enfermidade, sendo estudados intensivamente
durante décadas.

Tendo em vista que o aco inoxidavel é o material utilizado com frequéncia na
industria de alimentos e o biofilme bacteriano pode estabelecer-se nesta superficie, séo

essenciais estudos que visem avaliar e compreender 0os mecanismos biologicos em que
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bactérias patogénicas e alteradoras conseguem se desenvolver e alastrar-se sobre estas
superficies e consequentemente os alimentos, portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar a
capacidade de formacdo de biofilme, sobre aco inoxidavel AISI 304, de quatro espécies
bacterianas distintas, sdo elas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus e Salmonella entérica sorovar Typhimurium.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 BIOFILME

Ao longo da histéria da microbiologia, pesquisadores verificaram que as bactérias
crescem de maneira diferente apds sua adesdo em superficies e posterior formacdo de
biofilmes. Em 1964, Mitchell e Kevin Marshall, observaram pela primeira vez os estagios
inicias de formacdo de biofilmes por bactérias e diferenciaram-os como reversivel e
irreversivel, este ultimo constituindo o primeiro estado de formacgdo dos biofilmes. Novas
pesquisas e descobertas acerca dos biofilmes foram realizadas, porém as caracteristicas
fundamentais foram mantidas.

A maioria dos microrganismos podem adaptar-se, pois aderem-se a superficies que
estdo na presencga de substratos, geralmente estdo contidos dentro de uma matriz orgénica
polimérica de origem microbiana. Um biofilme € considerado como uma matriz
biologicamente ativa formado por células sésseis de uma ou Vvéarias espécies e substancias
poliméricas extracelulares em associacdo com uma superficie solida de origem bidtica ou
abiotica, incluindo superficies minerais, tecidos vivos ou mortos de plantas ou animais,
ceramicas, polimeros sintéticos e aco inoxidavel, podendo também ser formado na superficie
da agua como demonstra Davey e O’toole (2000) em um estudo efetuado. O biofilme
geralmente esta relacionado a persisténcia bacteriana e a resisténcia a antimicrobianos e
sanificantes, ainda a matriz que compde o mesmo é formada por substancias poliméricas
extracelulares produzidas pelos prdprios microrganismos (FLINT; BREMER; BROOKS,
1997), Papavasileiou et al., (2010) e Joseph et al., (2001) explicam que tal perfil fenotipico de
resisténcia aos agentes é devido a organizacdo e caracteristicas fisico-quimicas da matriz
extracelular das células bacterianas.

Os biofilmes sdo constituidos, substancialmente, por células microbianas,
carboidratos, proteinas e &agua como descreve Trostmann, Frolund E Olesen (2001).
Javaherdashti (2008) alega que a agua presente no biofilme corresponde cerca de 95% da
massa total.

Alguns fatores intrinsecos e extrinsecos podem influenciar no processo de formacao
do biofilme, que merecem énfase sdo eles: caracteristicas do substrato, variacdo do pH,
temperatura, presenca de agentes antimicrobianos, quantidade de inoculo, forgas
hidrodindmicas, disponibilidade de oxigénio e nutrientes, assim como as concentra¢fes dos

metabolitos microbianos (NAVES et al., 2008), aléem de genes codificam a capacidade do
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microrganismo em produzir exopolissacarideos (EPS) ou a presenca de flagelo, fimbria e pili
que auxiliam na adesdo. Durante a formacdo do biofilme, Donlan e Costerton (2002) relataram
que, os microrganismos exibem diferenciados fenotipos, metabolismo, fisiologia e transcricdo
genetica.

Em pesquisas realizadas in vitro, alguns pesquisadores associam biofilme ao nimero
de células aderidas a superficie de interesse (Macedo, 2000).

Andrade et al., (2008) destaca que para se considerar que células aderidas constituem
um biofilme, é necessario o nimero minimo de 10’ células aderidas por cm?, no entanto
outros autores consideram biofilme o nimero de células aderidas de 10° e 10° por cm?,
respectivamente (RONNER E WONG 1993;WIRTANEN et al., 1996).

2.2 FORMACAO DO BIOFILME

Seguido do contato inicial com a superficie de adesdo, os microrganismos iniciam a
producdo de exopolissacarideos que podem ser observados por microscopia de forca atdbmica
ou eletronica. Logo essas substancias aumentam sua densidade, acarretando na formacao da
matriz do biofilme. A producéo de exopolissacarideos intensifica-se com a ades&o da bactéria
a superficie (KUMAR, 1998, BOWER et al., 1996). A formacao de biofilme, resumidamente,
ocorre por uma série de eventos sequenciais em gue etapas importantes para a formacdo do
biofilme, sdo descritas como adesdes iniciais, passando 0s microrganismos de seu estilo de
vida planctbnico ao séssil, a formacdo de microlnias, a maturacdo e ao destacamento de
células, retornando estas a seu estilo de vida planctdnico.

Ao decorrer dos estudos na area de biofilme, algumas teorias sobre a formacdo do
mesmo foram propostas, no ano de 1971 uma das primeiras teorias foi descrita por Marshall
et al., (1971), na qual observou o biofilme como um processo que ocorre em duas fases, na
primeira fase o processo ainda reversivel, devido a adesdo do microrganismo na superficie,
que ocorre por atracdo eletrostatica, forcas de Van der Walls e interacdes hidrofobicas. Nesta
etapa é importante levar em consideracdo que a bacteria apresenta movimento browniano, ou
seja, pode ser removida apenas por rinsagem. Na segunda fase, outras interacGes sao
observadas, tais como: dipolo-dipolo, pontes de hidrogénio, interacfes hidrofobicas, ligacGes
ibnicas e covalentes, e ainda a interacdo fisica da célula com a superficie, juntamente com a
producdo de material extracelular de natureza protéica ou polissacaridica, pelo

microrganismo, também conhecida como matriz de glicocalix, que suporta a formacao de
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biofilmes. Macedo (2000) descreve que a formacdo do glicocalix se da apds o processo de
adesdo superficial, fornecendo suporte para adesdo do peptideoglicano das bactérias gram
positivas e a parte externa da membrana externa das gram negativas. Observa-se neste
estagio, que as fimbrias poliméricas ligam o microrganismo ao substrato, tornando dificil a
remoc¢do do biofilme, sendo necessario além da simples rinsagem, adotar forgas mecanicas,
como lavagem ou raspagens (CAIXETA, 2008).

De acordo com Mittelman (1998) e Dunne Junior (2002) a adesdo bacteriana e a
formacéo de biofilme ocorrem essencialmente em trés estagios, no qual o primeiro consiste na
cobertura rdpida da superficie com filmes de condicionamento orgénico, que pode ser
componentes proteicos do leite, do sangue, como albumina, entre outros. No segundo estagio
de adesdo, células bacterianas sdo transportadas para a superficie, resultando em lacos
reversiveis entre a parede celular e o substrato. No terceiro e Ultimo estagio, a maturacdo,
formada de um filme de condicionamento orgéanico, em que sucessdes de bactérias
colonizadoras ligam-se ao seu exopolissacarideo e a vérias particulas detritivas.

Porém um modelo comum proposto para a formacdo, diferenciacdo e constituicdo do
biofilme maduro é normalmente dividido em 5 etapas, que compreendem: primeira etapa, as
bactérias livres ou planctonicas estdo dispersas no meio e comegam a se aproximar de
superficie solida por fluxo fluido ou por sua motilidade, os microrganismos devem superar as
forcas de repulsdo entre a célula e a superficie. No segundo estagio, ocorre a transicdo do
estado reversivel para o irreversivel, devido a producdo de polimeros extracelulares pelos
préprios microrganismos e, ou, por proteinas especificas conhecidas como adesinas,
localizadas na pili ou fimbrias, que interagem com a superficie, tornando o microrganismo
imobilizado ao substrato, no terceiro estagio os microrganismos iniciam sua multiplicacdo na
superficie de contato e a formacdo de uma monocamada. No quarto estagio desenvolvem-se
agrupamentos de bactérias conhecido como microcol6nias dentro do biofilme maduro. Neste
estagio substancias poliméricas extracelulares servem como uma matriz adesiva e
possibilitam acesso aos nutrientes. Além de, uma complexa estrutura composta por pilares de
bactérias envoltas de canais de dgua que possibilitam o0 acesso de nutrientes e oxigénio no
interior do biofilme e também permite a excre¢do de metabdlitos para fora da estrutura. E por
fim no quinto e ultimo estagio, ocorre a dispersao de células do biofilme e o retorno de células
planctonicas, caracterizando o reinicio do ciclo (DONLAN; COSTERTON, 2002,
DAVEY;O’TOOLE, 2000, DUNNE, 2002, STOODLEY et al.,2002, VAN HOUDT,;
MICHIELS, 2005).



2.3 SUPERFICIES ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE FORMACAO DE BIOFILME

Dunne junior (2002) e Resende (2005) afirmam que grande parte dos microrganismos
sdo capazes de aderir e formar biofilmes, em superficies de origem bidticas, como abioticas,
incluindo desde cascos de navios, lentes de contatos, encanamento de inddstria de alimentos e
petroleo, pedras em cursos d’agua e silica, aluminio, vidro, ago inoxidavel, teflon, materiais
de nailon, borracha encontrados em ambientes utilizados para processar alimentos e até uma
parte de implantes e aparelhos transcutaneos.

E imprescindivel ressaltar que, caracteristicas macroscopicas, e especialmente, as
microscopicas, das superficies onde 0s microrganismos aderem-se, sdo determinantes a
eficiéncia de adesdo microbiana, influenciando também a contaminacdo dos alimentos por
microrganismos alteradores ou patogénicos (Andrade, 2004), pois, a microtopografia
caracteristica estrita para cada superficie pode atuar dificultando os procedimentos de
limpeza, quando fendas e outras imperfeicdes criam condi¢cGes para abrigar células,
consequentemente contribuindo para formacéo de biofilme nessas regides.

Donlan (2002) apud por Silva (2011) salienta que, a hidrofobicidade da superficie
microbiana, também é importante no processo de adesdo, devido ao fato de que as interagcoes
hidrofobicas aumentarem com a adicdo da natureza apolar de uma ou ambas superficies
envolvidas, isto é, o microrganismo e o substrato. Ou melhor, microrganismos com uma
superficie celular hidrofébica demonstram-se mais eficiente para aderirem-se em superficies
hidrofébicas como afirma Hori & Matsumoto (2010).

O aco inoxidavel tipo AISI 304 é um dos materiais mais utilizados em diferentes
equipamentos na industria de processamento de alimentos, estd presente em superficie de
trabalho, pias, tanques e tubulagdes, justifica-se devido sua forca mecanica, resisténcia a
corrosdo, longevidade e facilidade de fabricagdo (ARAUJO, 2010). Segundo Castro et
al.,(2007) sua composi¢do quimica é C — 255 ppm; Si — 0,44; Mn — 1,13; Cr — 18,23; Ni —
8,91; Cu - 0,23; N — 474, valores dados em % de peso. Quando comparado a outros materiais
apresenta maior resisténcia a agentes oxidantes e outros agentes sanificantes utilizados no
processo de higienizacdo de uma inddstria de alimentos, como &cido peracético, ioddéforos e

hipocloritos.



2.4 MICRORGANISMOS FORMADORES DE BIOFILME

Dalton e March (1998) enfatizam que cerca de 99% de todas as bactérias em ambiente
natural estdo na forma de biofilmes. Os biofilmes geralmente estdo compostos de uma
comunidade de microrganismos, de uma Unica ou de varias espécies, ou seja, quando o
biofilme é composto por diferentes espécies, os produtos metabolizados por uma espécie pode
servir de suporte para o crescimento de outras, enquanto a adesdo de algumas espécies pode
fornecer ligantes que promovem a ligagdo de outras (CAIXETA, 2008). Em contrapartida,
pode haver também a competicdo por nutrientes, e a producdo de substancias toxicas que

inibem o crescimento dos microrganismos.

2.4.1 ESCHERICHIA COLI

A bactéria Escherichia coli, foi descrita pelo Dr Theodor Escherich no ano de 1885, na
tentativa de isolar o agente etioldgico da colera (Escherich, 1889; Adam & Moss, 1997).
Pertencente a familia Enterobacteriaceae, bastonete gram-negativa, ndo esporulada, oxidase
negativa, anaerobia-facultativa capaz de fermentar a glicose e a lactose com producdo de
acidos e gases, pode apresentar mobilidade por flagelos peritriquios ou néo.

Faz parte da flora intestinal normal de animais de sangue quente, como um exemplo o
homem. As maiorias dos sorogrupos de Escherichia coli fazem parte da flora comensal do
intestino dos mamiferos. Por isso um dos parametros adotado pelo Brasil em concordancia
com a Portaria n® 2914/2011 do Ministério da Saude, a Escherichia coli serve como indicador
da qualidade da agua (BRASIL, 2011) e da contaminacdo fecal de alimentos. Apesar disso,
certos sorotipos sdo prejudiciais aos animais e homens e estes ndo fazem parte da flora
intestinal normal. O contato com esses certos sorotipos pode causar infeccbes, que séo
transmitidas predominantemente por trés vias, sdo elas: o contato direto com animais, o0
contato com humanos e o consumo de alimentos contaminados (PELCZAR, CHAN e
KRIEG, 1997).

Alguns sorotipos desses microrganismos, conhecidos como Escherichia coli
enterovirulenta (EEC), podem causar doencas nos animais e também no homem. Varman e
Evans (1996) e Hobbs e Robert (1999), classificam estes em cinco classes distintas: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli enteroagregativa (EAEC).



A capacidade de formacédo de biofilme pela E. coli, esta fortemente relacionado a
disposicdo de nutrientes no meio (IZQUIERDO & HERNANDEZ, 2002), ou seja, ambientes
que apresentam uma variedade de nutrientes podem favorecer a formacdo de biofilme para

esta espécie.

2.4.2 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

As espécies do género Pseudomonas séo definidas com base em vérias caracteristicas
fisiologicas, no entanto, o termo ‘“aeruginosa” refere-se a caracteristica da coloracdo azul
esverdeada, formada pelo microrganismo devido a producéo de piocianina (NOUER, 2005).

O microrganismo pode sobreviver em varios habitats, consiste em bastonetes gram-
negativos aerdbicos que se locomovem por apenas um flagelo polar ou por meio de tufos, e
ainda € oxidase positiva (TORTORA, 2012). Além disso, ndo é fermentadora de carboidratos,
¢ produtora de 3-citocromo-oxidase, utiliza o nitrato em substituicdo do oxigénio como
aceptor final de elétrons, produzindo também arginina dehidrolase e ornitina-descarboxilase
(FERREIRA, 2005).

A Pseudomonas aeruginosa, é um dos microrganismos muito bem estudados quanto a
formacdo do biofilme, é bastante empregada como modelo para o estudo do biofilme e a
estrutura assumida por essa bactéria é geralmente mostrada como tipica para o biofilme
bacteriano maduro (COSTERTON, et al., 1999).

Cappello & Guglielmino (2006) acreditam que, varios fatores extracelulares e de
superficie sintetizados por esse microrganismo contribuem para sua viruléncia, porém a
capacidade de adesdo em superficies inanimadas ou bioldgicas é um estagio importante na
infectividade.

No ambito da saude, a P. aeruginosa, pode crescer dentro de um ser humano sem
causar doencas, entretanto se essa bactéria formar biofilme ela ataca o sistema imune do
hospedeiro, podendo colonizar os pulmdes de pacientes com fibrose cistica e € uma das
principais causas de mortes nestes pacientes (TORTORA, 2012). Vale ressaltar que, esta
espéecie € o pseumonideo mais isolado em caso de infeccGes hospitalares, ainda € um dos
patdgenos mais relevantes ligados a Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA)
(WINGENDER e FLEMMING, 2011). Os biofilmes formados por esta tém sido descritos
como altamente resistente aos agentes de desinfeccdo, e foram considerados muito
importantes quando presente na industria de laticinios (KUDA; YANO; KUDA, 2007).



Conforme Guahyba (2003), a presenca desta, em altas concentrages no final do
processamento resulta na reducdo da vida de prateleira dos produtos refrigerados, devido a
producdo do muco superficial, aléem de odores e sabores desagradaveis, sendo, portanto, seu
estudo de grande importancia para a industria de alimentos. Basta ver que, P. aeruginosa
apresenta tolerdncia a uma ampla variedade de condicdes fisicas, sua veiculagdo nos
alimentos permite que se comporte como um patégeno oportunista eficaz, o que faz com que
o0 cumprimento das condi¢bes higiénico-sanitarias e as boas préaticas de fabricacdo (BPF),
sejam de extrema importancia, no intuito de evitar a formacdo de biofilme pelo
microrganismo nas industrias de processamento de alimentos, que como j& citado

compromete o produto final e a satide do consumidor.

2.4.3 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

O Staphylococcus foi descrito pela primeira vez em 1880, em pus de abscessos
cirurgicos, pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston e atualmente é um dos microrganismos
mais comuns nas infeccdes piogénicas em todo o mundo. Pertencente a familia
Micrococcaceae, apresentam uma forma de coco, quando em conjuntos tendem a formar
agrupamentos semelhantes a cachos de uva. Sdo gram positivos, possuindo didmetro variando
entre 0,5 ¢ 1,5 um, imdveis e ndo formam esporos. Possuem metabolismo fermentativo e
respiratorio, neste ultimo, vindo a produzir catalase (KLOOS; BANNERMAN, 1999). O
Staphylococcus aureus, assim denominado devido a pigmentacdo amarelada das suas
colbnias, é tolerante a altas concentracdes de cloreto de sodio; ele também pode fermentar o
carboidrato manitol para formar &cido (TORTORA, 2012), essas caracteristicas normalmente,
sdo exploradas em meios de cultivo para selecionar o microrganismo.

Os S. aureus sdo geralmente encontrados colonizando na pele e membranas mucosas
de humanos. Altas concentracbes do mesmo podem estar colonizando as axilas, porgédo
anterior das narinas e o perineo. No entanto, essas bactérias também podem estar distribuidas
em outros locais, como orofaringe, boca, vagina, trato intestinal e glandulas mamarias
(WERTHEIM et al., 2005), é evidente que o préprio homem é o seu reservatdrio, estima-se
que destes citados as narinas possuem o maior indice de colonizagéo, chegando até 40% nos
adultos.

O S. aureus, também ¢ o principal patdgeno ligado a algumas manifestagdes clinicas,

tais como pneumonia, septicemia, infeccGes de feridas e endocardite em paises desenvolvidos
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como também aqueles que estdo em desenvolvimento. E um microrganismo especial quando
comparado a outros clinicamente relevantes, devido a presenca de trés caracteristicas
fundamentais: apresenta uma série de fatores de viruléncia, capacidade crescente de
desenvolver resisténcia a antibidticos, e é frequentemente responsavel por infeccoes
nosocomiais e comunitarias (JACOBSSON, 2009). Ademais, Davis (2005) cita a
possibilidade de formacao de biofilme por S. aureus na superficie de materiais estranhos ao
organismo, como cateteres endovenosos e proteses, que funcionam como locais protegidos
contra a acdo de antibioticos e do sistema imunologico do hospedeiro.

No que diz respeito aos alimentos o0 microrganismo pode acarretar doencas
transmitidas por alimentos (DTA), mais especificamente intoxicagdes alimentares, pois, tem a
capacidade de produzir sete toxinas diferentes que sdo frequentemente responsaveis por este
tipo de intoxicacdo. Uma intoxicacdo alimentar estafilocdcica, € uma doenca gastrointestinal,
causada pela ingestdo de alimentos contaminados com as toxinas desta bactéria, a maneira
mais comum dos alimentos serem contaminados com Staphylococcus é através do contato
com os trabalhadores de alimentos que carregam as bactérias (CDC, 2006), ou ainda
superficies de contato das areas de processamento do alimento, que por ventura estdo
contaminadas por este, consequentemente podem aderir-se na superficie e formar biofilmes.
Bacteérias aderidas na forma de biofilme podem soltar-se durante a produgdo e contaminar 0s
alimentos & medida que passam sobre as superficies de processamento, ou seja, esta
contaminacdo cruzada é uma fonte de alto risco de bactérias patogénicas que podem afetar a
seguranca e a qualidade do alimento. O Staphylococcus aureus € um dos exemplos mais
comuns de bactérias patogénicas isolados a partir de superficies em plantas de processamento
de alimentos (Pastoriza et al., 2002), visto que, ele € capaz de sobreviver e se multiplicar
sobre as superficies de processamento de alimentos. E importante considerar que, no cenario
epidemiolégico mundial este microrganismo é considerado como o terceiro mais relevante

causa de doencas transmitidas por alimentos (DTA).
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2.4.4 SALMONELLA ENTERICA SOROVAR TYPHIMURIUM

O género Salmonella foi inicialmente caracterizado em 1885, tendo sua denominacao
em homenagem ao patologista Daniel Salmon. Correspondente a familia Enterobacteriaceae,
0 género Salmonella compreende bacilos Gram negativos e compde um dos grupos mais
complexos. Séo anaerdbias facultativas, usualmente moveis com flagelos peritriquios,
apresentam condicGes Otimas de crescimento pH 7,0, temperatura de 37°C e atividade da agua
a 0,94 (TORTORA et al., 2012), medem de 2-4mm de didmetro; sdo arredondadas com
bordas lisas, um pouco elevadas e brilhantes. Seu perfil bioquimico é caracterizado por
producdo de &cido sulfidrico e gas carbbnico a partir da glicose e outros carboidratos, em
excecao a sacarose e a lactose. Ainda, sdo oxidase catalase positivas, podem multiplicar-se
utilizando apenas o citrato como Unica fonte de carbono. Em suma produzem &cido sulfidrico
(H2S), e mais descarboxilam a ornitina e a lisina e ndo hidrolisam a uréia (FRANCO, 1996),
tais caracteristicas de seu perfil bioquimico geralmente sdo utilizadas para sua caracterizacdo
e diferenciacdo dos diversos bidtipos existentes.

De acordo com Lutful Kabir, (2010) mais de 2500 sorotipos dessa bactéria ja foram
isolados. No entanto a Salmonella Enteritidis e Salmonella entérica sorovar Typhimurium
geralmente representam os dois principais sorotipos nas toxinfecgdes alimentares no homem.
O microrganismo esta amplamente disperso na natureza, habitando em especial o trato
intestinal dos seres humanos e outros animais. O principal portador e reservatorio natural sdo
as aves, nestas elas ndo apresentam sinais clinicos e persistem no intestino.

A transmissao de salmonela spp. para o ser humano esta, geralmente, relacionado ao
consumo de alimentos contaminados de origem animal ou vegetais minimamente
processados, porém a transmissdo de pessoas para pessoas pode ocorrer nos hospitais, ou,
ainda, o contato com animais infectados. O sorotipo Typhimurium é o sorotipo de Salmonella
mais comum nos Estados Unidos, responsavel por 19% de todas as infecgdes por Salmonella
em seres humanos, estima-se que aproximadamente 7.000 infeccBes por S. Typhimurium sdo
relatados ao CDC a cada ano (CDC, 2009). Uma pesquisa desenvolvida por Duong no ano de
2012, avaliou a capacidade de formacdo de biofilme da S. Typhimurium em acrilico e aco
inoxidavel, os resultados obtidos revelaram que, o microrganismo tinha capacidade de aderir
nas duas superficies, mas a adesdo foi mais significante em aco inoxidavel. Ainda, a sua
capacidade de formar biofilme é um fator de permanéncia no ambiente determinante na

contaminacéo por fomites e equipamentos na industria (CASTELIJIN et al., 2013).
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2.5 BIOFILME E A INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Atualmente, o habito de processar alimentos em larga escala através de linhas de
producédo tem se tornado cada vez mais comum. No entanto, tal processo de automatizagéo
das industrias e 0 surgimento de equipamentos mais complexos, propiciam um grande numero
de possibilidades para adesdo e o crescimento de microrganismos, contribuindo para o
aumento da ocorréncia de biofilmes (POMPERMAYER & GAYLARDE, 2000) se nédo for
tomado as devidas precaucbes. Os biofilmes atraem cada vez mais a atencdo dos
pesquisadores de diversas areas, tais como nos ramos da inddstria farmacéutica, medicina,
ambiente aquatico e, principalmente, industria de processamento de alimentos (CAIXETA,
2008).

Pereira (2001) cita em uma pesquisa desenvolvida que, os biofilmes prejudiciais séo
conhecidos como sujamento bioldgico ou “biofouling” estes surgem, na maioria dos sistemas
industriais, comumente ligados a outros tipos de sujamentos, chamados de (“fouling”),
originados da deposicdo de particulas inorganicas, precipitados cristalinos e/ou produtos de
corrosdo, dessa forma a presenca de biofilmes em &reas de processamento de alimentos é
caracterizada, inicialmente, pelo acimulo de matérias organicas e inorganicas em superficies
sobre as quais ocorrem interagdes entre 0os microrganismos e as superficies, que iniciam
multiplicacdo celular para o desenvolvimento da comunidades bacteriana, quando a massa
bacteriana é suficientemente espessa para agregar nutrientes, residuos e até mesmo outros
organismos, diz-se que o biofilme esta estabelecido. Estes podem se tornar fortemente
aderidos a superficie e, com o passar do tempo, partes deles desprendem-se e contaminam
outras superficies ou produtos alimenticios que passam pelo local (JOSEPH, 2001) ou via
exposicao a aerossOis originados dessas superficies, causando um prejuizo econémico e
aumentando consideravelmente o risco de ocorréncia de toxinfecgdes alimentares.

A higienizacdo na industria de alimentos tem por objetivo principal preservar a
qualidade microbiologica dos alimentos, pelo controle e pela prevencdo da formacdo de
biofilme ocasionada por microrganismos, auxilia na obtencdo de produtos que tenham
qualidades nutricionais e sensoriais, além de boa condi¢do higiénico-sanitaria, reduzindo
consideravelmente o risco & saude do consumidor. Falhas no processo de higienizacao
permitem que residuos aderidos a superficies e utensilios possibilitem a formacao de biofilme
e tornem-se potencial fonte de contaminacdo cronica, comprometendo a qualidade do
alimento e representando graves riscos a saude publica. Oliveira (2010) enfatiza que células

sésseis presentes no biofilme, reduzem a eficiéncia vida Gtil dos equipamentos, em funcgdo do
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fenbmeno denominado corrosdo microbiologicamente induzida (CMI) ou biocorrosdo, sao
mais resistentes ao processo de desinfecgéo, ainda, prejudicam a transferéncia de calor entre
as superficies, em consequéncia, ha perdas de energia, relacionadas com o aumento do atrito e
despesas acrescidas de manutencdo pela substituicdo de pecas dos equipamentos
precocemente deterioradas, além da diminuicdo da qualidade dos produtos em resultado das
contaminagoes.

E imprescindivel ressaltar o estudo desenvolvido por Cabeca (2006), no qual cita que
as superficies de aco inoxidavel utilizadas em plantas e equipamentos de manipulacéo,
estocagem ou processamento de alimentos, sdo reconhecidas como as principais fontes de

contaminagdo microbiana.

2.6 METODOS DE QUANTIFICACAO DO BIOFILME

Ao decorrer dos estudos sobre biofilmes, vérias metodologias foram descritas para
enumeracdo, amostragem, formacéo e desenvolvimento do mesmo in vitro. Podem-se dividir
esses métodos em duas vertentes: os métodos teste em laboratdrio ndo visuais e 0s métodos
teste em laboratorio visuais. As metodologias teste em laboratdrio ndo visuais consistem na
remoc¢do dos microrganismos da superficie, e posterior contagem por métodos convencionais
microbioldgicos (swab, rinsagem, raspagem, contagem padrdo em placas, e outros) destas
citadas destaca-se uma técnica muito empregada € a de contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC/cm?) provenientes do biofilme formado sobre os cupons do material de
interesse (MANIJEH et al., 2008), esta técnica é amplamente utilizada nos testes laboratoriais,
apesar de ser altamente dispendiosa.

Nos métodos teste em laboratdrios visuais, sdo empregadas as diversas microscopias,
entre elas a confocal, contraste de fase, epifluorescéncia, eletronica de varredura (MEV),
eletronica de forca atbmica e outras. A microscopia eletrbnica é mais indicada para a
avaliagdo da interagcdo microbiana na matriz do biofilme, nesta metodologia a fixagdo das
amostras é realizada utilizando-se agentes quimicos, paraformaldeido, glutaraldeido, entre
outros, ou criofixadas, em que a amostra € rapidamente congelada para evitar danos as células
pelos cristais de gelo (COSTA, 1999). A microscopia confocal é empregada para observar a
estrutura dos biofilmes, permitindo efetuar o seccionamento éptico do biofilme no seu estado
hidratado de um modo ndo destrutivo, consequentemente, obtém-se informagbes 3D da

estrutura (LAWRENCE & NEU, 1999). J4 a microscopia de contraste é recomendada para
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acompanhar o desenvolvimento do biofilme em tempo real, porém deve ser numa superficie
transparente. A microscopia de epifluorescéncia (EPF) é uma alternativa eficiente na
quantificacdo de células aderidas as superficies transparentes ou ndo, nesta técnica as
bactérias sdo coradas com substancias fluorescentes, geralmente o alaranjado de acridina. A
microscopia eletronica de varredura (MEV) é de alta resolugdo e permite analisar a interagcdo
microbiana na matriz do biofilme. Finalmente a microscopia eletrénica de forca atbmica, néo
necessita de preparo antecipado das amostras e possibilita a caracterizacdo das propriedades

das superficies.
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3. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a capacidade de formacdo de biofilme em aco inoxidavel AISI 304 por

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Salmonella entérica

sorovar Typhimurium.

3.2 Objetivos especificos
o Verificar se hd formacdo de biofilme pelas bactérias em aco inoxidavel AlSI

304.
. Se houver formacdo, avaliar a capacidade de formacdo de biofilme pelas
bactérias em aco inoxidavel, mensurando se houve ou ndo diferenca estatistica entre as

bactérias formadoras.
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5. ARTIGO

AVALIACAO DE FORMACAO DE BIOFILME POR SALMONELLA ENTERICA
SOROVAR TYPHIMURIUM, ESCHERICHIA COLI, STAPHYLOCOCCUS AUREUS E
PSEUDOMONAS AERUGINOSA EM ACO INOXIDAVEL AISI 304

Cleber Daniel Martins Alvarenga'; Kelly Mari Pires de Oliveira’; Fabiana

Gomes de Carvalho'.

1 Universidade Federal da Grande Dourados, UFGD - Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais.

5.1 RESUMO
O biofilme ocorre, naturalmente, em varios tipos de ambientes. Porém, afora da sua

ocorréncia natural, pesquisas sobre a sua formacdo em diversas superficies sao conduzidas, no
entanto destacam-se as superficies utilizadas no processamento de alimentos, como 0 ago
inoxidavel, uma vez que os biofilmes podem acometer maleficios quando sdo persistentes nas
mesmas, é importante ressaltar que, a rede de producdo de alimentos, muitas vezes € um
ambiente favoravel ao desenvolvimento de microrganismos. Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a capacidade de formacdo de biofilme sobre ago inoxidavel AISI tipo 304, de
quatro espécies Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Salmonella entérica sorovar Typhimurium. Para quantificacdo do biofilme sobre o aco foi
utilizado a técnica de adesdo em cupons, logo, o biofilme formado nos cupons foi mensurado
por contagem de unidades formadoras em placa. Houve diferenca no desempenho de
formacéo de biofilme entre Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (P <0.05). O mesmo
ocorreu entre P. aeruginosa e S.aureus (P<0.05). Todas as outras comparacées ndo houve
diferenca estatistica, inclusive a de P. aeruginosa e S. Typhimurium.

Palavras-chave: Superficies de processamento de alimentos, microrganismos, maleficios.
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5.2 INTRODUCAO

O numero de surtos de doencas de origem alimentar causadas por bactérias tem
aumentado nos ultimos anos (SANTOS, 2004). As doencas transmitidas por alimentos
(DTASs) séo causadas por agentes, 0s quais adentram no organismo humano atraves da
ingestdo de agua ou alimentos contaminados, tais agentes podem ser de origem quimica, fisica
ou bioldgica, como os microrganismos patogénicos. Os alimentos contaminados por agentes
bioldgicos sdo a maior causa dessa enfermidade, sendo estudados intensivamente durante
décadas (GREIG e RAVEL 2009).

Muito das contaminacGes que ocorre na industria de alimentos, estd diretamente
relacionado com a formacédo de biofilme na linha de processamento, varios microrganismos
estédo envolvidos neste problema (HAUN, 2004), uma vez que a maioria dos microrganismos
podem aderir-se a superficies solidas que estdo na presenca de substrato (TRAVAGIN, 2010).
Um biofilme é uma comunidade estruturada de células bacterianas, dentro de uma matriz
polimérica microbiana, aderida a uma superficie, inerte ou biolégica (COSTERTON,1999),
quando estabelecido os microrganismos podem se destacar do biofilme atuando como uma
importante fonte de contaminacdo e danos para qualidade dos alimentos, fazendo com que
produtos se tornem portadores potenciais de organismos patogénicos (MARQUES et al.,
2007). O biofilme ocorre, naturalmente, em varios tipos de ambientes. Em contrapartida, afora
da sua ocorréncia natural, pesquisas sobre a sua formacdo em diversas superficies sdo
conduzidas, no entanto destacam-se as superficies utilizadas no processamento de alimentos,
como o aco inoxidavel (American Iron and Steel Institute - AIS1 304, 2008).

Tendo em vista que 0 aco inoxidavel é o material utilizado com frequéncia na industria
de alimentos e o biofilme bacteriano pode estabelecer-se nesta superficie, sdo essenciais
estudos que visem avaliar e compreender os mecanismos biologicos em que bactérias
patogénicas e alteradoras conseguem se desenvolver e alastrar-se sobre estas superficies e
consequentemente os alimentos, portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de
formacao de biofilme, sobre aco inoxidavel AISI 304, de quatro espécies bacterianas distintas,
sdo elas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Salmonella

entérica sorovar Typhimurium.
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5.3 MATERIAL E METODOS

5.4 AMOSTRAS

Foram utilizadas as seguintes cepas nos ensaios: Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Salmonella entérica sorovar Typhimurium (ATCC 14028), provenientes da American Type
Culture Collection (ATCC). As amostras foram armazenadas a -85'C em caldo Brain Heart

Infusion (BHI) com glicerol.

5.5 FORMACAO DE BIOFILME EM CUPONS DE ACO INOX

O teste de formagdo de biofilme em ago inox foi realizado de acordo com a
metodologia proposta por Manijeh et al., (2008) com algumas modificagdes.

As cepas foram reativadas em caldo Miiller Hinton® por 5 horas a 37°C e inoculadas
em placas de Trypticase Soy Agar (TSA) a 37'C overnight. Para o preparo do in6culo foram
selecionadas trés coldnias, as quais foram inoculadas em 10 mL de caldo Tryptic Soy Broth
(TSB) e incubados a 37°C durante 3 horas.

Os cupons de acgo inoxidavel (tipo 304, acabamento n'4) utilizados apresentam
dimens6es de 1 cm? e foram higienizados e descontaminados por escovacéo utilizando agua e
detergente neutro. Para remocao de residuos de detergente, os cupons foram rinsados com
agua destilada e imersos em &lcool 70%, durante 30 minutos. Apos esta etapa 0s cupons
foram secos e autoclavados a 121°C durante 15 minutos.

Os ensaios de formacdo de biofilme foram realizados em microplacas de poliestireno
de 12 pocos. O in6culo foi ajustado a uma ODsgg de 0.125 (aproximadamente 10° UFC) e
aliquotas de 3mL de indculo foram distribuidas nos pogos (Figura 1). As placas foram
incubadas no shaker a 37°C a 60 rpm por 24 horas (Figura 2). Os ensaios foram realizados em
duplicata em trés momentos diferentes.

No intuito de determinar a adesdo das células vegetativas nos cupons utilizou-se o
método de Contagem Padrdo em Placa (CPP). Os cupons foram lavados com 3 mL de caldo
Tryptic Soy Broth (TSB) para remocdo das células planctonicas e frouxamente ligadas ao
biofilme, logo, cada cupom foi transferido para um tubo Falcon® contendo 10 mL de solugéo
salina e homogeneizado em agitador de tubos vortex durante 10 minutos. Das suspensfes

homogeneizadas no vortex foram retiradas aliquotas de 1 mL para posterior diluigdes seriadas
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(104 107), de modo a se obterem coldnias em nimero seguro para contagem em placa (30 e
300 colbnias), em tubos de ensaio contendo 9 mL de solucéo salina.

Para efetuar a quantificacdo das células microbianas viaveis aderidas, volumes de 100
uL foram inoculadas, pelo método de spread-plate, em placas contendo Agar TSA, as quais
foram incubadas em estufa & 37°C por 24 horas, logo a contagem das col6nias foi determinado
o nimero de UFC/cm?. O experimento foi realizado em duplicata e em trés momentos

diferentes.

Figura 1. Microplaca de poliestireno Figura 2. Microplaca com cupons apds 24 horas

com cupons de aco, pronta para o teste a 60 rpm e 37 °C.

P——

E. [ — R 3
T = = ?

Fonte: acervo pessoal. Fonte: acervo pessoal.

6. ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente calcularam-se as Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) dos
respectivos grupos de bactérias, obtidos esses valores em UFC/cm?, realizaram-se as anélises
no programa estatistico GraphPad Prism®. Foi aplicado o teste ndo paramétrico de Tukey
para comparar o desempenho de adeséo entre cada duas classes de producdo, além do uso do
Bonferroni para maior garantia de controle de erro tipo | (chance de falso positivo). As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas se o valor-P <0.05, quando

P>0.05, ndo houve diferenca estatistica
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se utilizar da metodologia proposta por Manijeh et al., (2008), com algumas
modificacOes, foi possivel verificar que todas as bactérias utilizadas no processo formaram
biofilme, mesmo que alguns grupos apresentaram maior capacidade de formacdo do que
outros, no entanto, é discutivel a posicdo de autores em relacdo a formacdo de biofilme,
Ronner e Wong (1993), Wirtanen et al., (1996), afirmam que biofilme € o nimero de células
aderidas de 10° e 10° por cm?, j4 Andrade et al., (2008) ressalta que para se considerar que
células aderidas constituem um biofilme, é necessario o ndmero minimo de 10° células
aderidas por cm? A tabela 1 apresenta o desempenho dos microrganismos quanto &
capacidade de formacéo de biofilme.

Tabela 1. Formacdo de biofilme em aco inox por Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Salmonella entérica sorovar Typhimurium na
temperatura de 37 ° C, sob agitagdo de 60 rpm por 24 horas, 0s resultados estdo expressos em
UFC/cm?,

P. aeruginosa E. coli S. aureus S. Typhimurium
1° Leitura 1,56 x 10° 2,38 x 10° 6,9 x 10° 1,42 x 10
1,43 x 10 2,35 x 10° 5,8 x 10° 1,51 x 10’
2° Leitura
5,7 x 10° 5,8 x 10° 1,26 x 10° 8,9 x 10’
9,8 x 10° 5,1 x 10° 1,35 x 10° 8,7 x 10’
3° Leitura
6,6 x 10° 3,3x10° 1,5 x 10° 2,45 x 10°
6,3 x 10° 3,7 x 10° 1,37 x 10° 2,27 x 10°

De acordo com a tabela 1, o microrganismo que apresentou maior nimero de células
viaveis em a¢o inox nas trés leituras foi Pseudomonas aeruginosa, obtendo-se o mesmo ciclo
logaritmico (10%) nas 3 leituras, seguido de Salmonella entérica sorovar Typhimurium,
mantendo os dois ciclos logaritmicos nas duas primeiras leituras (10”) e (10%) na Gltima,
Staphylococcus aureus com (10°) em todas as leituras, por fim Escherichia coli com (10%) em
todas as leituras. Observa-se que todos os ciclos logaritmicos sdo constantes para cada

espécie, exceto para S. Typhimurium que apresenta (10%) na ultima anélise (Figura 3), no
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entanto, evidencia-se a variagdo do numero de unidades formadoras de colbnias de uma

leitura para outra, justifica-se tal resultado, em razéo de que, durante o processo de formacéo

de biofilme as bactérias exibem diferenciados fendtipos, no que concerne a taxa de

crescimento, metabolismo, fisiologia e transcricdo genética (DONLAN e COSTERTON

2002), varios estudos sobre a base molecular e genética do desenvolvimento de biofilme

tornaram claro que, quando os microrganismos mudam de seu estilo planctdnico para

comunidade, também sofrem alteracfes na atividade de varios genes (PROAL, 2008), o que

poderia influenciar na homogeneidade dos dados, ou ainda, em concordancia com Sule et. al.

(2009) se as células das bactérias estudadas manterem-se agrupadas apos a diviséo celular,

logo cada col6nia em meio solido seria formada por mais de uma célula.

Figura 3. Ciclos logaritmicos das bactérias em todas as leituras.

Ciclos logaritmicos
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Log/UFCcm?: ciclos logaritmicos, exemplo: Log/UFCcm? 6= 10°, e assim sucessivamente.

27



Figura 4. Desempenho médio dos microrganismos na formacdo de biofilme em aco inox.
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UFC: Unidade Formadoras de Colbdnias; ATCC: American Type Culture Collection.

Dentre as bactérias avaliadas, de acordo com a Figura 4, P. aeruginosa manifestou-se
com maior desempenho para capacidade de formacao de biofilme, confirmando os dados da
literatura. Este microrganismo é um dos mais bem estudados em testes in vitro de formacéo
de biofilme, ainda, pesquisas ja descreveram que isolados de P. aeruginosa foram capazes de
formar biofilmes com estruturas semelhantes a cogumelos, o que assinala como forte produtor
de biofilme (BRIDIER et al., 2010). Algumas caracteristicas que podem influenciar no
processo merecem ser destacadas, tais como: a alta producdo de exopolissacarideos (EPS),
que esta diretamente ligado com a formacdo de biofilme, pois, desencadeia a formacéo de
uma matriz polissacaridica, o que caracteriza o estabelecimento do biofilme (FRANCO,

2010). A presenga de flagelos que facilitam a adeséo inicial, promovendo sua locomocao até
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a superficie (GIRARDELLO, 2007), aproximando-a de seu substrato, desenvolvendo um
papel chave na adesdo, ja o pili tipo IV permite que a bactéria mova-se sobre a superficie,
permitindo a formacdo de microcoldnias, dependendo da natureza da superficie, diferentes
proteinas e fatores celulares sdo produzidos no processo de adesdo de P. aeruginosa.

E importante também ressaltar que o desempenho do microrganismo também pode ser
influenciado em razédo da hidrofobicidade, visto que se as duas superficies forem hidrofobicas,
a adesdo pode ser termodinamicamente favoravel (ARAUJO, 2009), logo cepas com
caracteristicas hidrofébicas tendem a ter melhor adesdo as superficies hidrofébicas do que as
superficies hidrofilicas (FREITAS, 2010), neste mesmo trabalho Freitas relatou maior adesao
de Staphylococcus aureus frente a P. aeruginosa, associou este resultado a hidrofobicidade do
material estudado. Desta forma, P. aeruginosa por ser uma bactéria gram-negativa, apresenta
estruturas peculiares como membrana externa, pili, fimbrias e flagelos o que confere
diferentes graus de hidrofobicidade para célula e que geralmente estdo associados a adesao,
no que diz respeito ao ago inoxidavel, neste ocorre um fendmeno denominado de passivacao,
onde o cromo presente no aco tende a se combinar com 0 oxigénio presente no meio,
formando uma fina camada de 6xido de cromo sobre a superficie, conferindo ao aco
inoxidavel hidrofobicidade (BOARI et al., 2009).

Li e Logan (2004), explicam que na inddstria de alimentos, ha um aumento na adesdo
bacteriana na presenca de um liquido de baixa forga i6nica, devido a reducdo das interacoes
eletrostéaticas entre a célula microbiana e a superficie solida. Para inddstria de alimento isso é
considerado ruim, ja que a persisténcia desse microrganismo na linha de producdo ou no
produto pode acarretar problemas ao consumidor final.

O desempenho de formagdo de biofilme por P. aeruginosa, foi seguido da
S.Typhimurium como observado na Figura 4, é possivel também que a hidrofobicidade e os
apéndices celulares tenham influenciado na capacidade de formacdo de biofilme, no entanto
vale ressaltar, que a adesdo do microrganismo € uma preocupacdo para industria de alimentos,
ja que este sorotipo de Salmonella € o mais isolado em carcacas de suinos no Brasil (KICH et
al., 2011; MULLER et al., 2009), além de contaminar as aves também, invadindo a corrente
sanguinea e chegando a diferentes 6rgédos internos, favorecendo a contaminacao de carcagas e
ovos (REVOLLEDO, 2008).

A S.Typhimurium é muito estudada devido sua habilidade de infectar varios animais e
por causa de suas linhagens multirresistentes a desinfetantes e antimicrobianos comuns

(HOTOON et al., 2011) portanto, falhas no processo de higienizagcdo em abatedouros e salas
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de cortes, podem proporcionar ambientes favoraveis para desenvolvimento e estabelecimento
do biofilme por S. Typhimurium ocasionando graves problemas na inddstria de alimentos,
posto que, esse sorotipo pode determinar doenca gastrointestinal em amplo espectro de
hospedeiros (VOLF et al., 2012).

O desempenho médio do Staphylococcus aureus, foi um pouco maior que o da
Escherichia coli confirmando dados da literatura de que o S. aureus adere preferencialmente
a superficie metalica (CRISTINA, 1987), neste caso a hidrofobicidade ndo influenciou, uma
vez que, 0 microrganismo S. aureus é gram-positivo e E. coli é uma bactéria gram-negativa,
porém lIzquierdo & Herndndez (2002) explicam que a capacidade de E. coli formar biofilmes
é fortemente influenciada pelo ambiente nutricional disponivel, proporcionado, nesse caso,
por meios de cultura com diferentes composicoes.

Para verificar se houve diferenca estatistica no desempenho dos microrganismos no
processo de formacdo de biofilme realizou-se o teste de Tukey no software GraphPad
Prism®, cujo resultado pode ser observado na Tabela 2.

Tabela. 2 Resultado do teste de Tukey utilizado para avaliar se houve diferenca estatistica no

processo de formacdo de biofilme pelas bactérias.

Tukey's Multiple Mean Diff. Significant? ~ Summary
Comparison Test P <0.05?
P.aeruginosa vs E. coli 3.9196+008 Yes *
P.aeruginosa vs S.aureus 3.898e+008 Yes *
P.aerug_lnosg VS S. 9 70964008 No NS
Typhimurium
E. coli vs S.aureus -2.098e+006 No NS
E. coli vs S. Typhimurium -1.120e+008 No NS
SETIEII, -1.120e+008 No NS

Typhimurium

NS/NO- Néo houve diferenga significativa P> 0.05; Yes/*- Houve diferenca significativa a P< 0.05; Mean Diff-

Diferenca média entre os grupos comparados.

Conforme a Tabela 2, estatisticamente houve diferenca no desempenho de formagéo

de biofilme entre Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (P <0.05), isso quer dizer que
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P. aeruginosa possui maior capacidade de formacdo de biofilme que a E. coli, ou, que a
formagéo de biofilme por P. aeruginosa foi estatisticamente maior que a E. coli. O mesmo
ocorreu entre P. aeruginosa e S.aureus. Todas as outras comparagdes ndo houve diferenca
estatistica, inclusive a de P. aeruginosa e S. Typhimurium, ou seja, ambas bactérias possuem
alto desempenho para formacao de biofilme, o que € preocupante j& que estes microrganismos
podem trazer problemas para o consumidor final ou produto. Apés suceder-se o teste de
Tukey, também se aplicou o teste de Bonferroni para maior garantia de controle de erro tipo |
(chance de falso positivo), pois, este tem mais poder que o Tukey, é mais utilizado para testes
em que ha nimero pequeno de grupos devido ao nivel de significancia, este apresentou o

mesmo resultado obtido pelo teste de Tukey.
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8. CONCLUSAO

O desenvolvimento desta pesquisa nos permite concluir que a bactéria Pseudomonas
aeruginosa, possui alto desempenho no processo de formagéo de biofilme em ago inoxidavel
AISI 304, assim como bactéria Salmonella entérica sorovar Typhimurium, isso implica um
problema para industria de alimentos e outras areas que utilizam o aco inoxidavel para
qualquer fim, se ndo houver a correta higienizacdo do material utilizado, pode haver a
formacdo do biofilme sobre a superficie, gerando prejuizos ao homem. N&o se deve
menosprezar 0 desempenho no processo de formacéo de biofilme por Staphylococcus aureus

e Escherichia coli, que também podem ocasionar danos a diversos segmentos.
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