AN SIMPOSIO DE  1sSN 2236-0409
UPF. \(’ D{ALIMENTOS w9 (20t
Universidade p. 1/6

de Passo Fundo Passo Fundo/RS, 15 e 16 de outubro de 2015

Area: Ciéncia de alimentos

Salmonella spp. ISOLADAS DE ABATEDOUROS AVICOLAS COM
CAPACIDADE DE FORMAR BIOFILMES

Jéssica Zolim Andreatto Mandelli**, Sara Gehlen?, Nathanyelle Aquino®, Daniela

Bohrz!, Edinara Lima*, Laura Beatriz Rodrigues?, Luciana Ruschel dos Santos!

'PPGBioexp, Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Passo Fundo, RS
2CDPA Centro de Diagndstico e Pesquisa em Patologia Aviaria, Mestranda PPGCV/UFRGS, Porto Alegre, RS.
SPPGCTA, Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Passo Fundo, RS
4 Curso de Medicina Veterinaria — FAMV, Universidade de Passo Fundo, RS.

*E-mail: jessica_andreatto@yahoo.com.br

RESUMO - A Salmonella sp. é microrganismo patogénico zoonético, frequentemente interligado a surtos de
doencas de origem alimentar associados a ingestdo de alimentos de origem avicola. Possui 6tima capacidade de
adaptacdo a condi¢Bes ambientais adversas e elevada capacidade de formacgéo de biofilmes. Os biofilmes s&o
células com forte adesdo e dificil eliminacdo por agentes sanitizantes, responsaveis pela contaminacdo de
alimentos, superficies e utensilios. Este trabalho teve como objetivo verificar a capacidade de formagdo de
biofilmes de 12 sorovares distintos de Salmonella spp., isolados de abatedouros avicolas. Os 12 sorovares
testados apresentaram aderéncia a placa de poliestireno em pelo menos uma das temperaturas, prevalecendo os
fracamente aderentes. Na temperatura de 25°C foi possivel observar que 50% dos isolados apresentou-se
moderadamente aderente a placa de poliestireno. Os resultados obtidos neste estudo denotam grande relevancia,
visto que os sorovares de Salmonella podem permanecer nas superficies de manipulacdo de alimentos de
abatedouros avicolas na forma de biofilmes e consequentemente serem transferidos para os alimentos.
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1 INTRODUCAO

A formagdo de biofilmes foi identificada muito antes de 1970 (COSTERTON et al., 1987).
Inicialmente, acreditava-se que 0s microrganismos eram apenas células suspensas livres que desenvolviam
crescimento em meios de cultura nutritivos, ou seja, células planctonicas. Em meio a diversos estudos, sabe-se
gue a maior parte da atividade bacteriana na natureza ndo ocorre com as células individualizadas crescendo na
forma livre, e sim com as bactérias organizadas em biofilmes (O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000).

Biofilmes consistem em grupos celulares bacterianos aderidos a superficies bidticas, como células e

tecidos, ou abidticas, como vidro, poliestireno, fibra de aco, envolvidos por uma matriz de exopolissacarideo
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(EPS), caracterizadas por estruturas tridimensionais complexas com grande resisténcia aos ambientes de estresse.
Acredita-se que 0s microrganismos representem menos de 10% da massa de um biofilme, e 0os 90% restantes
sejam de materiais extracelulares (FLEMMING; WINGENDER, 2010). A funcdo multicelular e a
heterogeneidade da matriz dos biofilmes contam também com componentes como agua, polissacarideos e outras
macromoléculas, bem como micro canais internos, Gteis na distribuicdo de agua e nutrientes, no escoamento de
metabdlitos e enzimas indispensaveis para o funcionamento das células e distribuicdo de moléculas sinalizadoras
de quorum sensing (BOYEN et al., 2009).

Acredita-se que os biofilmes sdo formados em cinco etapas, que compreendem: 1) as células
planctbnicas comecam a se aproximar de superficies solidas. Durante esta etapa, a célula bacteriana pode se
mover e a forgas que influencia essa reversibilidade é atracdo de Van der Walls, forcas eletrostaticas e interagfes
hidrofobicas; 2) mudanca da fase reversivel para irreversivel. Producdo de polimeros ou adesinas especificas na
superficie das bactérias, tornando imobilizados estes organismos ao substrato, iniciando sua multiplicacdo na
superficie e formacdo de monocamada; 3) inicio do desenvolvimento de formagdo do biofilme; 4) formacéo de
micro colénias no biofilme maduro. As substancias extracelulares possibilitam o0 acesso aos nutrientes. Nesta
etapa, formam-se canais de agua que permitem a entrada dos nutrientes e saida de metabolitos do biofilme. Os
microrganismos desenvolvem diferenciagdo metabdlica e fisiologica com relacdo as células plancténicas; 5)
nesta fase, ocorre a dispersdo das bactérias do biofilme e o ciclo é reiniciado (DONLAN; COSTERTON, 2002;
STOODLEY et al., 2002).

Sabe-se que, algumas propriedades fisico-quimicas das superficies contribuem para a melhor adesdo do
microrganismo, em especial a hidrofobicidade. Superficies mais hidrofébicas, asperas e em locais que ocorre 0
processamento de alimentos sdo mais aderentes ao microrganismo e o substrato (DONLAN; COSTERTON,
2002). As salmoneloses sdo um problema de salde publica e experimentos avaliando a possivel capacidade de
formacdo de biofilmes sdo importantes para a identificacdo da patogenicidade de sorovares ndo comumente
associados a gastroenterites em humanos, mas regularmente isolados em materiais de origem avicola.

A Salmonella spp. é uma bactéria cosmopolita, adaptada a condi¢fes ambientais adversas como solo e
adubo, e sobrevivem no meio ambiente por longos periodos, podendo colonizar aves, répteis, gado, roedores,
animais domésticos e 0 homem. Nos meses de verdo e outono, a incidéncia de infec¢des por Salmonella é muito
grande, principalmente em crian¢as com menos de 5 anos e adultos com mais de 60 anos, quando consomem
alimentos contaminados sem o devido cozimento ou refrigeracdo. As fontes mais comuns de infeccBes em
humanos sdo produtos de origem avicola e laticinios, bem como, superficies que entraram em contato com
produtos contaminados e sdo reutilizados sem a desinfec¢do adequada (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
2015).

As salmonelas podem multiplicar-se em uma variacdo de temperatura de 5°C a 45°C, com uma
temperatura 6tima de crescimento em torno de 38 °C, enquanto o pH varia de 4.5 a 9.0, com pH étimo de 6.5 -
7.5. Pelo fato de ndo serem produtores de esporos, podem ser destruidas a 60°C por aproximadamente 15
minutos (SGARBIERI, 2006).

A verificacdo sobre a possivel formacdo de biofilmes é de extrema importancia para a saude publica e

seguranca alimentar da populacdo, pois sdo células com forte adesdo e dificil eliminacdo por agentes
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sanitizantes, responsaveis pela contaminagdo de alimentos, superficies e utensilios. Este trabalho teve como
objetivo verificar a habilidade de 12 sorovares distintos de Salmonella spp., isolados de abatedouros avicolas,

formar biofilmes em microplacas de poliestireno, sob diferentes temperaturas de incubacéo.
2 MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 12 amostras de Salmonella spp. dos sorovares Brandenburg, Anatum, Tenesse,
Agona, Bredeney, Schwarzengrund, Infantis, Rissen, Lexington, Typhimurium e Gallinarum, previamente
isoladas de abatedouros avicolas, antes e ap6s a higienizacdo, conforme Tabelal. O sorovar padrdo utilizado foi

a S. Typhimurium ATCC 14028.

Tabela 1: Identificagdo dos sorovares de Salmonella spp. e locais de origem das amostras

Sorovares de Salmonella spp. Origem

S. Brandenburg
S. Anatum
S. Tenesse
S. Agona
S. Bredeney
S. Schwarzengrund
S. Infantis
S. Rissen
S. Lexington
S. Panaméa
S. Typhimurium

S. Gallinarum

Carcaca ap6s higienizacdo
Swab de cloaca
Carcaca congelada por 24 horas
Esponja de gaiola de transporte apés higienizacéo
Swab de cloaca
Swab de cloaca
Esponja de gaiola de transporte ap6s higienizacao
Swab de cloaca
Esponja de gaiola de transporte apés higienizacéo
Swab de cloaca
ATCC 14028

Carcaca congelada por 60 dias

As amostras encontravam-se armazenadas em Brain-Heart Infusion (BHI) congeladas a -18°C. Foi
realizada reativacdo de cada isolado em caldo ndo seletivo BHI incubado a 35 £ 2°C por 24 horas,
posteriormente semeadas em Agar Xilose-Lisina Desoxicolato (XLD) e incubadas a 36 + 1°C. Depois de 24 h
foi observado o padréo de col6nias para avaliar a compatibilidade com Salmonella spp., confirmadas com testes
biogquimicos.

Os testes para avaliagdo da formacdo de biofilmes foram realizados em microplacas de poliestireno
inerte de fundo chato, contendo 96 cavidades serdo realizados adaptando as metodologias descritas por
RODRIGUES et al., 2009 e STEPANOVIC et al., 2007.

Foram repicados aproximadamente uma al¢ada dos microrganismos previamente isolados em 2 mL de

caldo TSB (Tryptic Soy Broth without dextrose) com 0,5% de cloreto de sddio e incubado durante 24 horas a
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36° C. Apo6s este periodo, foi realizada uma suspensdo bacteriana diluida em caldo TSB nédo inoculado
correspondente a escala 1 de MacFarland. Em seguida, 200 uL da suspensédo bacteriana de cada amostra foram
inoculadas em microplacas de poliestireno inerte de fundo chato, contendo 96 cavidades, realizado em triplicata.
O controle utilizado foi caldo TSB estéril, também em triplicata. Foi inoculada uma placa para cada temperatura
de incubacdo, 42+1°C, 36+1°C, 25+1°C, 9+1°C e 3£1°C, por 24 horas.

Transcorrido o periodo de incubacdo, foi realizada a aspiracdo de toda suspensdo bacteriana contida na
microplaca e cada cavidade foi lavada por 3 vezes com 250 pL de solugdo estéril de cloreto de sédio a 0,9 %
para total remoc¢do de células planctdnicas. Entdo, adicionado 200 pL de metanol P.A. por 15 minutos para
ocorrer a fixacdo das células microbianas. A remogéo do metanol foi realizada e as microplacas foram secas a
temperatura ambiente.

Ap6s secagem total das microplacas, 200 pL de cristal violeta de Hucker 2% foram aplicados nas
cavidades por 5 minutos para corar 0s microrganismos, e em seguida, as placas foram lavadas em agua corrente
e secas novamente a temperatura ambiente. A seguir, o biofilme foi ressuspendido em 300 puL de acido acético
glacial, por 15 minutos, para assegurar a homogeneidade do material corado.

A leitura da absorbéncia foi realizada em aparelho de ELISA a 550 nm. Entdo, foi realizada a média
aritmética dos valores de absorbéncia de cada amostra (DOa), comparado com a media da absorbancia das
cavidades contendo TSB estéril ndo inoculado (DO) e utilizada a classificacdo seguinte para determinar o grau
de aderéncia: ndo aderente: ODa < OD; fracamente aderente: DO < Doa < 2DO; moderadamente aderente: 2DO

<DOA <4DO; fortemente aderente: 4DO < DOa.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 12 sorovares testados apresentaram aderéncia a placa de poliestireno, em pelo menos uma
condicdo de temperatura testada, como esta representado na Tabela 2. A maior parte deles mostrou-se
fracamente aderente nas diversas temperaturas de incubacgéo. Assim como no estudo de OLIVEIRA et al. (2014),
que avaliou a habilidade de formacdo de biofilmes de Salmonella sob diferentes temperaturas, nenhum sorovar
foi fortemente aderente. Na temperatura de 25°C, que mimetiza a temperatura ambiente, foi possivel observar
que 50% dos isolados apresentou-se moderadamente aderente a placa de poliestireno.

Houve correlacdo com o estudo de RODRIGUES et al., (2009), que avaliou a capacidade de formacédo
de biofilmes por Salmonella Heidelberg oriundas de abatedouros avicolas em microplacas de poliestireno, e
obteve formacdo de biofilmes em todas as amostras testadas, diferenciando no fato de algumas amostras
apresentarem-se fortemente aderentes. No estudo de SILVA et al., (2014), utilizando amostras de Salmonella
Enteritidis de origem avicola, também houve correlagdo com o presente estudo, onde a maior parte das amostras
testadas apresentou-se fracamente aderente.

Assim como no estudo realizado por ZIECH (2015), O sorovar S. Tiphymurium ATCC 14028, utilizado

como referéncia, demonstrou fraca adesdo ao poliestireno.



A
NUPF

Universidade
de Passo Fundo

( SIMPOSIO DE  1ssN 2236-0409
" 4 ALIMENTOS ¥2@9

Passo Fundo/RS, 15 e 16 de outubro de 2015

Tabela 2: Aderéncia de sorovares de Salmonella spp. ao poliestireno.

Sorovares de Adeséo ao poliestireno

Salmonella spp. 3°C 9°C 25°C 36°C 42°C
S. Brandenburg Fraca Fraca Moderada Fraca Fraca
S. Anatum Fraca Moderada Fraca Fraca Moderada
S. Tenesse Fraca Fraca Moderada Fraca Fraca
S. Agona Né&o aderente Né&o aderente Fraca N&o aderente Né&o aderente
S. Bredeney Fraca Fraca Moderada Fraca Fraca
S. Schwarzengrund Fraca Moderada Moderada Fraca Fraca
S. Infantis Fraca Moderada Moderada Fraca Fraca
S. Rissen Né&o aderente Né&o aderente Fraca Néo aderente Fraca
S. Lexington Né&o aderente Né&o aderente Fraca Né&o aderente Fraca
S. Panama Moderada Fraca Moderada Fraca Néo aderente
S. Typhimurium Fraca Fraca Fraca Moderada Fraca
S. Gallinarum Né&o aderente Né&o aderente Né&o aderente Fraca Fraca

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo denotam grande relevancia, visto que todos 0s sorovares de
Salmonella spp. avaliados aderiram ao poliestireno, e podem permanecer nas superficies de manipulacdo de
alimentos de abatedouros avicolas na forma de biofilmes e, consequentemente, serem transferidos para os
alimentos.
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