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APRESENTACAO

Apresente obra “Ainterdisciplinaridade do binémio “Alimentacao-Nutricdo” composta
por 11 capitulos de abordagens tematicas. Durante o desenvolvimento dos capitulos desta
obra, foram abordados assuntos interdisciplinar, na modalidade de artigos cientificos,
pesquisas e revisdes capazes de corroborar com o desenvolvimento cientifico e académico.

Os artigos compostos nesta obra, objetivaram, desenvolver novos alimentos com
adicdo de residuos industriais, e avaliar compostos bioativos de manga e relacionar com
a obesidade, além de investigar e compreender a alimentar na saude da crianga, dentre
outras investigacoes.

O livro “A interdisciplinaridade do binémio “Alimentagdo-Nutricdo™ descreve
trabalhos cientificos que contribuem para orientar as industrias na formulagdo de novos
alimentos, bem como o consumo de alguns nutrientes relacionados a saude fisica e mental.

Desejamos a todos (as) uma boa leitura.

Givanildo de Oliveira Santos
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RESUMO: O biofilme ocorre, naturalmente, em
varios tipos de ambientes. No entanto, a sua
formacdo em diferentes superficies pode ser
prejudicial, pois tornam-se fontes recorrentes de
contaminagéo. A rede de produgéo de alimentos,
muitas vezes, & um ambiente favoravel ao
desenvolvimento de microrganismos e as
superficies utilizadas no processamento de
alimentos, como o acgo inoxidavel, podem ser
um local propicio para a formagao de biofilmes
e consequentemente causar maleficios.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
capacidade de formacédo de biofilme sobre aco
inoxidavel AISI tipo 304, de quatro espécies
bacterianas distintas, sendo elas: Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enterica sorovar Typhimurium e Staphylococcus
aureus. Para quantificagdo do biofilme sobre o
aco inoxidavel foi utilizado a técnica de adeséo
em cupons, logo, o biofilme formado nos cupons
foi mensurado por contagem de unidades
formadoras de col6nias em placa. Pseudomonas
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aeruginosa e S. Typhimurium apresentaram alto desempenho para formacéo de biofilme. A
formacao de biofilme por P. aeruginosa apresentou um quantitativo maior quando comparada
aos biofilmes formados por E. colie S. aureus. Desta forma, é possivel compreender que existe
uma aderéncia desses microrganismos em superficies relacionadas a producédo alimentar,
enfatizando a necessidade de amplos controles sanitarios e pesquisas complementares que
possam atuar na perspectiva de biofilmes microbianos em setores alimenticios.
PALAVRAS-CHAVE: Alimentos, Microrganismos, Cupons, Controles Sanitarios.

EVALUATION OF BIOFILM FORMATION BY Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enterica SOROVAR TYPHIMURIUM AND Staphylococcus
aureus ON AISI 304 STAINLESS STEEL
ABSTRACT: Biofilm occurs naturally in many types of environments. However, its formation
on different surfaces can be harmful, as they become recurrent sources of contamination.
The food production network is often a favorable environment for the development of
microorganisms, and the surfaces used in food processing, such as stainless steel, can be a
propitious place for the formation of biofilms and consequently cause harm. Thus, the objective
of this work was to evaluate the capacity of biofilm formation on AISI type 304 stainless
steel of four different bacterial species, namely: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enterica sorovar Typhimurium and Staphylococcus aureus. To quantify the biofilm
on the stainless steel, the adhesion technique was used on coupons, and the biofilm formed
on the coupons was measured by counting colony forming units on a plate. Pseudomonas
aeruginosa and S. Typhimurium showed high performance for biofilm formation. The biofilm
formation by P. aeruginosa presented a higher quantity when compared to the biofilms formed
by E. coli and S. aureus. Thus, it is possible to understand that there is an adherence of
these microorganisms on surfaces related to food production, emphasizing the need for broad
sanitary controls and further research that can act in the perspective of microbial biofilms in

food sectors.
KEYWORDS: Food, Microorganisms, Coupons, Sanitary Controls.

11 INTRODUGCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sé@o caracterizadas como um problema
de saude publica, somando mais de 250 tipos de doengas ocasionadas por microrganismos
patogénicos e seus subprodutos, como toxinas. A identificagao clinica ocorre quando um ou
mais individuos apresentam sintomas caracteristicos de contaminagéo alimentar devido a
ingestédo de alimentos, ou agua, que tenham a presenca de bactérias, fungos, protozoarios,
substancias quimicas ou fisicas (BARI; YEASMIN, 2018)

Dentre os inumeros grupos de microrganismos causadores de DTA, destacam-se
as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Staphylococcus
aureus e Bacillus cereus que podem ocasionar dores abdominais, febre, diarreias, vomitos,
mal-estar e dependendo da viruléncia e exposigdo ao patégeno em questéo, pode levar o
individuo a 6bito (JONES; YACKLEY, 2018, BRASIL, 2018).
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Muitas das contaminagdes que ocorrem na industria de alimentos, estéo diretamente
relacionadas com a formac&o de biofiime na linha de processamento (GALIE et al., 2018).
Um biofilme é uma comunidade estruturada de células bacterianas, dentro de uma matriz
polimérica microbiana, aderida a uma superficie, inerte ou biolégica (COSTERTON, 1999).

O biofilme ocorre, naturalmente, em varios tipos de ambientes. Em contrapartida,
além da sua ocorréncia natural, pesquisas sobre a sua formacao em diversas superficies
séo conduzidas, destacando-se as superficies utilizadas no processamento de alimentos,
como o ago inoxidavel (American Iron and Steel Institute - AISI 304, 2008).

Tendo em vista que o aco inoxidavel & o material utilizado com maior frequéncia
na industria de alimentos e o biofilme bacteriano pode estabelecer-se nesta superficie,
s80 essenciais estudos que visem avaliar e compreender os mecanismos biol6gicos em
que bactérias patogénicas e deteriorantes conseguem se desenvolver nestas superficies e
consequentemente nos alimentos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade
de formacéo de biofilme sobre aco inoxidavel AISI 304, de quatro espécies bacterianas
distintas, sendo elas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus

e Salmonella enterica sorovar Typhimurium.

21 MATERIAIL E METODOS

2.1 Amostras

Os microrganismos utilizados no teste foram Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Salmonella enterica 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.

2.2 Formacéo de biofilme em cupons de aco inoxidavel

O teste de formacgéo de biofilme em aco inoxidavel foi realizado de acordo com a
metodologia proposta por Manijeh, Mohamed e Rocha (2008) com algumas modificacoes.
As cepas foram reativadas em caldo Miller Hinton® por 5 horas a 37 °C e inoculadas em
placas de Trypticase Soy Agar (TSA) a 37 °C overnight. Para o preparo do indculo foram
selecionadas trés coldnias, as quais foram inoculadas em 10 mL de caldo Tryptic Soy Broth
(TSB) e incubadas a 37 °C durante 3 horas.

Os cupons de ago inoxidavel (tipo 304, acabamento n°4) utilizados apresentam
dimensbes de 1 cm? e foram higienizados e descontaminados por escovacao utilizando
agua e detergente neutro. Para remocéo de residuos de detergente, os cupons foram
lavados com agua destilada e imersos em alcool 70%, durante 30 minutos. Apds esta
etapa, os cupons foram secos e autoclavados a 121 °C durante 15 minutos.

Os ensaios de formacdo de biofiime foram realizados em microplacas de
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poliestireno de 12 pocos. O inoculo foi ajustado a uma densidade ética (590 nm) de 0.125,
aproximadamente 10% Unidades Formadores de Colénia (UFC), e aliquotas de 3mL de
inéculo foram distribuidas nos pogos. As placas foram incubadas no shaker a 37 °C a 60
rpm por 24 horas. Os ensaios foram realizados em duplicata em trés momentos diferentes.
A adeséo das células vegetativas nos cupons utilizou-se o0 método de Contagem Padréo
em Placa (CPP). Os cupons foram lavados com 3 mL de caldo Tryptic Soy Broth (TSB) para
remocao das células plancténicas 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 voértex durante 10 minutos. Das suspensdes homogeneizadas no vortex
foram retiradas aliquotas de 1 mL para diluicdes seriadas (10" a 107), posteriormente
inoculadas, pelo método de spread-plate, em placas de Agar TSA. Apés 37 °C por 24 horas,
as colbnias foram contadas e determinado o niumero de UFC/cm?2.

2.3 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism®. Foi
aplicado o teste ndo paramétrico de Tukey para comparar o desempenho de adeséo entre
cada duas classes de producéo, 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 de P <0.05.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as bactérias avaliadas foram capazes de formar biofilme. Atabela 1 apresenta
o desempenho dos microrganismos quanto a capacidade de formagéo de biofilme.

Bactérias Biofilme
P. aeruginosa 7,10x10%+1,83
E. coli 2,93x10°+0,67
S. aureus 1,37x10°+0,09
S. Typhimurium 1,91x107+0,52

Tabela 1. Formagao de biofiime em aco inoxidavel por Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Salmonella enterica sorovar Typhimurium expressos em UFC/cm?.

De acordo com a tabela 1, o microrganismo que apresentou maior niumero de células
viaveis em aco inoxidavel foi Pseudomonas aeruginosa, obtendo-se ciclo logaritmico de
108, seguido de Salmonella enterica sorovar typhimurium, com ciclos logaritmicos de 107,
Staphylococcus aureus com 10° e Escherichia coli com 10°.

Ronner e Wong (1993) e Wirtanen, Husmark e Mattila-sandholm (1996), afirmam
que biofilme é o nimero de células aderidas de 10° e 102 por cm?2. Andrade (2008) ressalta
que para se considerar que células aderidas constituem um biofilme, &€ necessario o numero
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minimo de 107 células aderidas por cm?.

No intuito de avaliar o desempenho dos microrganismos no processo de formacao
de biofilme, os dados da tabela 1 foram compilados, e calculou- se a média das leituras,
logo plotou-se um grafico com auxilio do software GraphPad Prism® (Fig. 1)

Ciclos logaritmicos

10 .
W P aeruginosa
B B E.col
[ S.aureus
£ mln il I S typhimunum
Lo UFCiem® | 1 ]
4
24
u_ | | i | | |

b, " o b L L
Leituras

Figura 1. Ciclos logaritmicos das bactérias em todas as leituras.

Dentre as bactérias avaliadas, P. aeruginosa manifestou-se com maior desempenho
médio para capacidade de formacgéo de biofilme, confirmando os dados da literatura. Este
microrganismo é um dos mais estudados em testes in vitro de formagéo de biofilme, ainda,
pesquisas ja descreveram que isolados de P. aeruginosa foram capazes de formar biofilmes
com estruturas semelhantes a cogumelos, 0 que o caracteriza como forte produtor de
biofilme (BRIDIER et al., 2010).

Algumas caracteristicas que podem influenciar no processo merecem ser destacadas,
como a alta produgédo de exopolissacarideos (EPS), que esta diretamente ligada com a
formacao de biofilme, pois, desencadeia a formagédo de uma matriz polissacaridica, o que
caracteriza o estabelecimento do biofilme (FRANCO, 2010) e a presenca de flagelos que
facilitam a adeséo inicial, promovendo sua locomocgéo até a superficie (GIACOMUCCI et
al., 2019), aproximando-a de seu substrato, desenvolvendo um papel chave na adesao.

E importante também ressaltar que o desempenho do microrganismo também
pode ser influenciado em razdo da hidrofobicidade, visto que se as duas superficies
forem hidrofébicas, a adeséo pode ser termodinamicamente favoravel (ARAUJO, 2009),
logo, cepas com caracteristicas hidrofébicas tendem a ter melhor adeséo as superficies
hidrofébicas do que as superficies hidrofilicas (FREITAS, 2010). Em estudo realizado por
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Freitas (2010), S. aureus apresentou maior adeséo quando comparada a P. aeruginosa e o
autor 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 flagelo que confere diferentes graus
de hidrofobicidade para célula e que geralmente estdo associados a adesdo. No que diz
respeito ao acgo inoxidavel, neste ocorre um fendbmeno denominado de passivagao, onde o
cromo presente no ago tende a se combinar com o oxigénio presente no meio, formando
uma fina camada de 6xido de cromo sobre a superficie, conferindo ao ago inoxidavel
hidrofobicidade (BOARI et al., 2009).

O desempenho médio de formacgéao de biofilme por P. aeruginosa, foi seguido da S.
Typhimurium. E possivel também que a hidrofobiciade e os apéndices celulares tenham
influenciado na capacidade de formacgéo de biofilme, no entanto vale ressaltar, que a
adesdo do microrganismo é uma preocupacédo 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).

Salmonella Typhimurium é amplamente 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
higienizagdo em abatedouros e salas de cortes, podem proporcionar ambientes favoraveis
para desenvolvimento e estabelecimento do biofilme por S. Typhimurium ocasionando
graves problemas na industria de alimentos, visto que, esse sorotipo pode determinar
doenca gastrointestinal em amplo espectro de hospedeiros (VOLF et al., 2012).

O desempenho médio do Staphylococcus aureus, foi maior que o da Escherichia
coli, confirmando dados da literatura de que S. aureus adere preferencialmente a superficie
metélica (CRISTINA, 1987), neste caso a hidrofobicidade néo influenciou, uma vez que, o
microrganismo S. aureus é gram-positivo e E. coli € uma bactéria gram-negativa. Porém,
Izquierdo e Hernandez (2002) explicam que a capacidade de E. coli de formar biofilmes &
fortemente influenciada pelo ambiente nutricional disponivel, proporcionado, nesse caso,
por meios de cultura com diferentes composigcdes, evidenciando que o meio utilizado nédo é
propicio para a formacéo in vitro de biofilme por E. coli.

Sobre a comparacéo estatistica, foi possivel observar que a formacgéao 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 apresentaram diferencga estatistica, inclusive
ade P, aeruginosa e S. Typhimurium, ou seja, ambas bactérias possuem alto desempenho
para formacgéo de biofilme, o que é preocupante ja que estes microrganismos podem trazer
problemas graves quando inseridos na alimentagdo humana.
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41 CONCLUSAO

Desta forma, é possivel compreender que Pseudomonas aeruginosa, possui alto
desempenho no processo de formacgéao de biofilme em ago inoxidavel AlS1 304, assim como
bactéria Salmonella enterica sorovar Typhimurium. Isso implica em um problema para
industria de alimentos e outras areas que utilizam o ago inoxidavel para qualquer fim. Caso
ndo ocorra uma correta higienizacdo e controle sanitario do material utilizado e ambiente
no qual esta inserido, pode ocorrer a formagéo do biofilme sobre a superficie, gerando uma
rota de contaminagao vinculada a microrganismos patogénicos.
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