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Resumo

WOZEAK, Daniela Rodriguero. Produgao de biofilme in vitro por bactérias
isoladas de carne moida bovina comercializada na cidade de Pelotas — RS.
2018. 61f. Trabalho de Concluséo de Curso. Graduagao em Ciéncias Biologicas —
Bacharelado. Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Carne moida € um produto carneo obtido a partir da moagem de massas musculares
de carcagas de bovinos, seguido de imediato resfriamento ou congelamento,
altamente perecivel, podendo sofrer contaminacdo desde o momento do abate até a
oferta ao consumidor. Doencgas transmitidas por alimentos sao causadas pela
ingestdo de alimentos contaminados por micro-organismos, toxinas ou outras
substancias quimicas que possam contaminar os alimentos. Seus sintomas variam
desde dores de estdmago, nauseas, vomitos, diarreias e febre. Essas enfermidades
sdo um grande problema de saude publica e tornaram-se uma preocupagéo
constante dos érgéos sanitarios. Enterobactérias como Salmonella e Escherichia coli
sdo amplamente estudadas pelo fato de todas serem potencialmente patogénicas ao
homem e comporem a microbiota de humanos e de animais de sangue quente,
sendo utilizadas como indicador das condi¢gdes higiénico-sanitarias de alimentos.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbiolégica de
amostras de carne moida obtidas de estabelecimentos comerciais da cidade de
Pelotas — RS, através do isolamento e identificacdo de Escherichia coli e Salmonella
spp. assim como verificar a capacidade de formacédo de biofilme in vitro por estas
bactérias, através do teste do agar vermelho congo e do ensaio em placas de
microdiluicdo. Foram analisadas 35 amostras de carne moida, e obtidos 29 isolados,
sendo 11 identificados como Salmonella spp. e 18 como coliformes
termotolerantes, onde 5 foram confirmados como EPEC outros 2 como EHEC
pertencente ao sorotipo O157:H7. A formagao de biofilme através do teste do agar
vermelho congo foi confirmada em 31,42% dos isolados. E a produgé&o de biofilme
pela técnica de microdiluicdo foi detectada em todos os isolados investigados.
Verificou-se que a suplementagdo de glicose nao interferiu na produgdo deste
polissacarideo ou no desenvolvimento bacteriano. Este estudo demonstrou alto



indice de contaminacdo bacteriana nos alimentos investigados mostrando a
importancia do uso de boas praticas de higiene, bem como a necessidade de
treinamento para os manipuladores, para que seja proporcionado ao consumidor um
produto de boa qualidade.

Palavras-chave: produto carneo; Salmonella spp.; E. coli O157:H7; biofilme



Abstract

WOZEAK, Daniela Rodriguero. Biofilm production in vitro by isolated bacteria
from ground bovine meat commercialized in Pelotas - RS. 2018. 61f. Trabalho de
Concluséo de Curso. Graduagao em Ciéncias Bioldgicas — Bacharelado. Instituto de
Biologia Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Ground beef is a meat product obtained from the grinding of muscle masses of
bovine carcasses, followed by immediate cooling or freezing, highly perishable and
may suffer contamination from the time of slaughter to supply to the consumer.
Foodborne diseases are caused by the ingestion of food contaminated with micro-
organisms, toxins or other chemicals that may contaminate food. It's symptoms range
from stomach upset, nausea, vomiting, diarrhea and fever. These diseases are major
public health problem and have become a constant concern of health agencies.
Enterobacteria such as Salmonella and Escherichia coli are widely studied because
they are all potentially pathogenic to man and make up the microbiota of humans and
warm-blooded animals and are used to evaluate the hygienic-sanitary conditions of
food. The objective of this study was to evaluate the hygienic-sanitary conditions of
samples of ground beef obtained from commercial establishments in the city of
Pelotas - RS, through the isolation and identification of Escherichia coli and
Salmonella spp. Also to verify the capacity of biofilm formation in vitro, through the
red congo agar test and the microdilution plate test. Thirty - five ground beef samples
were analyzed, and 29 isolates were obtained, of which 11 were identified as
Salmonella spp. and 18 as thermotolerant coliforms, where 5 of these were
confirmed as EPEC other 2 as EHEC belonging to serotype O157: H7. The biofilm
formation through the congo red agar test was confirmed in 31.42% of the isolates.
The biofilm production by microdilution technique was detected in all isolates
investigated. It was found that glucose supplementation did not interfere in the
production of this polysaccharide or in bacterial development. This study
demonstrated a high bacterial contamination index in the foods investigated, showing
the importance of the use of good hygiene practices, as well as the need for training
for the manipulators, so that the consumer is provided with a good quality product.

Key-words: meat product; Salmonella spp; E. coli O157:H7; biofilm
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1 Introducgao

Nos ultimos anos, com o crescimento da industria alimenticia e a globalizagao, os
problemas relativos a qualidade dos alimentos para consumo humano ficaram mais
evidentes. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) vem alertando constantemente
sobre a necessidade de tomar providéncias sobre a contaminagdo por agentes
biolégicos com potencial de causar danos a saude e, ndo ha duvidas sobre a
importancia das bactérias como agentes causadores de Doengas Transmitidas por
Alimentos (DTA).

A carne moida é definida como “produto carneo obtido através da moagem de
massas musculares e carcagas de bovinos, seguido de imediato resfriamento ou
congelamento” (BRASIL, 2003) e é um alimento que se destaca entre os demais,
pois € bem aceito pelo consumidor devido a sua praticidade e valor de mercado
(PIGARRO; SANTOS, 2008; MENDONCA; SILVA, 2012). Além disso, € um alimento
de amplo consumo em todo pais, estando presente, mesmo que em quantidade,
qualidade e modo de preparo diferenciados, na dieta da grande maioria da
populagdo. E um alimento rico em proteinas essenciais para o organismo e uma
importante fonte de vitaminas e minerais (OLIVO; OLIVO, 2006; FERREIRA; SIMM,
2012). Pelo fato de ser amplamente consumida, é de extrema importancia oferecer

ao consumidor um produto de alta qualidade microbioldgica (MARCHI, 2006).

No Brasil sdo produzidos cerca de 10 milhdes de toneladas de carne bovina, e
desse total aproximadamente 21% € negociado para dezenas de paises em todo o
mundo, segundo a Associagao Brasileira de Industria Exportadora de Carne Bovina
(ABIEC, 2017). Para que seja comercializada dentro do pais, a carne deve estar de
acordo com os padrdes descritos pela RDC n° 12 de 2001 (BRASIL, 2001),
estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que define
como parametro de qualidade microbiolégica da carne in natura, auséncia de
Salmonella spp. em 259 de amostra. Para Escherichia coli, nao ha limite

estabelecido, porém, alguns autores utilizam paréametros, também descritos na RDC
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n® 12 estabelecidos pela ANVISA, dados a produtos semelhantes como Luz et al.
(2015), que utilizaram os valores determinados para alimentos prontos para
consumo a base de carnes embaladas a vacuo, onde o limite € de 1 x 10* NMP.g™.
Ou torna-se como referéncia os valores determinados para carne bovina fracionada
(DIAS et al., 2008), com limite estabelecido em 1 x 103 NMP.g™". E, ainda, o padréo
estabelecido para produtos carneos crus (CARNEIRO; SANTOS, 2010; DAMER et
al., 2014), onde o limite ¢ de 5 x 10> NMP.g"' de amostra. A enumeragdo de
coliformes, mesmo que nao seja exigida por lei, pode ser um indicador de
contaminagao (PIGARRO; SANTOS, 2008).

Durante o processo de abate, a esfola e a evisceragao sao considerados pontos
criticos de controle de contaminacdo, determinado pela conduta do manipulador,
logo, também é inevitavel o contato com superficies, facas, equipamentos e agua de
lavagem dentro do abatedouro (TERRA; FRIES, 2000). Os equipamentos e
utensilios devem ser adequados para que nao se tornem potenciais riscos de
contaminagado, devido a dificuldades durante os processos de higienizagdo, pelo
acumulo de matéria organica e levando a formagao de biofiime (MACHADO et al.,
2004).

Grande parte da atividade bacteriana na natureza ocorre, ndo com as células
individualizadas, livres, em suspensdao, mas sim com as células bacterianas
organizadas em comunidades de diferentes graus de complexidade, associadas a
superficies diversas, geralmente compondo um biofilme. A associacdo dos
organismos em biofime €& uma forma de prote¢cdo ao seu desenvolvimento,
fomentando relagcdes simbidticas e permitindo a sobrevivéncia em ambientes hostis
(IST, 2008). Biofilmes podem se tornar fortemente aderidos a superficie e,
posteriormente, partes deles podem se desprender e contaminar outras superficies
ou produtos alimenticios (JOSEPH et al., 2001).

Visto isto, € necessario buscar a presenga de micro-organismos indicadores de
qualidade higiénico-sanitaria em amostras provenientes de mercados e agougues na
cidade de Pelotas — RS, bem como a busca de mais informagdes sobre esses micro-
organismos e métodos de eliminagao destes. A investigagao a respeito da qualidade
microbiolégica de alimentos permite verificar o atendimento da legislagéo vigente e
alertar sobre a importancia de boas praticas de manipulacdo nos estabelecimentos e
do papel das unidades de vigilancia dos municipios.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Geral

O objetivo geral do presente trabalho foi isolar, identificar, avaliar a formagao de
biofilme in vitro por bactérias Escherichia coli e Salmonella spp. isoladas de
amostras de carne moida bovina de segunda qualidade, obtidas em

estabelecimentos comerciais na cidade de Pelotas — Rio Grande do Sul.
1.1.2 Especificos
Como obijetivos especificos o presente trabalho visa:

o Isolar e identificar bactérias dos géneros Escherichia coli e Salmonella spp.
oriundos de carne moida bovina, comercializada na cidade de Pelotas — RS, através
de testes bioquimicos e soroldgicos;

o Verificar qualitativa e quantitativamente a capacidade de formagao de biofilme
in vitro pelos isolados bacterianos obtidos a partir das amostras de carne moida.

o Verificar a influéncia da suplementacdo do meio de cultura com diferentes

concentragdes de glicose.

1.2 Hipétese

Uma vez que a RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 define auséncia de
Salmonella spp. em amostras de carne in natura, e para Escherichia coli em
produtos carneos crus o limite de 5x102 NMP.g"' de amostra, a hipotese estabelecida
€ de que nado haja contaminacdo destes micro-organismos nas amostras de carne

moida utilizadas no experimento.



2 Revisao da Literatura

2.1 Contaminacao em alimentos

O modo de vida contemporaneo dos brasileiros, devido ao crescimento
econdmico e globalizagdo, vem provocando mudangas nos habitos culturais da
populagao, inclusive habitos alimentares. Ainda, o tempo para preparo de alimentos
esta diminuindo, o que leva grande parte da populagao a buscar por refeicbes mais
rapidas e praticas (GERMANO, 2001).

Na visdo do consumidor, o conceito de qualidade de alimentos se resume a
satisfagcao de caracteristicas como sabor, aroma, aparéncia, preco e disponibilidade.
Entretanto o termo ‘alimento seguro’ significa auséncia de micro-organismos
capazes de causar toxinfec¢des alimentares e microbiota deteriorante extremamente
reduzida (PINHEIRO et al., 2010). Sendo assim, partindo do principio de que os
alimentos podem ser veiculos de transmissdo de micro-organismos e metabdlitos
microbianos, as unidades responsaveis pela producdo de alimentos merecem
especial atencdo (PIRAGINE, 2005).

Dentro deste contexto, a carne moida se destaca entre os alimentos que podem
ser facilmente contaminados, e esta frequentemente relacionada com surtos de
toxinfecgdes alimentares (GERMANO, 2001). Segundo Martinelli Filho et al. (1975) a
carne moida constitui um ambiente favoravel para a multiplicacdo de bactérias,
sendo a fragmentacdo dos tecidos responsavel pela liberacdo do suco celular,
proporcionando a proliferagdo destas. Também, segundo Jay (2005), apdés o
processo de moagem, a carne possui maior area superficial exposta, e, mesmo
sendo mantida sob refrigeragdo, micro-organismos deteriorantes podem continuar se
desenvolvendo. Ornellas (2001) diz que um ponto importante deve ser observado é

a qualidade higiénico-sanitaria dos produtos, considerando a cor normal da carne
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como vermelho-vivo e odor préprio, devendo-se rejeitar-se as carnes de cor

arroxeada, acinzentada ou esverdeada ou, ainda, de odor forte e/ou desagradavel.

Ainda, Jay (2005) sugere que a contaminagao da carne moida se da de diversas
maneiras, dentre elas, podemos citar: a) A faca de sangria que, quando nao
esterilizada antes de cada abate, pode carrear micro-organismos contaminantes; b)
A pele do animal pode ser contaminante tanto da faca de sangria quanto das
carcagas em locais esfolados ou, ainda, propagar micro-organismos pelo ar; c) O
trato gastrointestinal possui uma enorme e variada microbiota e uma vez perfurado,
pode contaminar a carcaga por inteiro; d) As maos dos manipuladores sdao uma das
mais importantes fontes de contaminagdo cruzada; e) Os recipientes onde sao
armazenadas as pecas de carne, quando ndo estéreis acabam por contaminar a
peca; f) Ambientes de manuseio e armazenamento podem permitir a contaminagao

através das bancadas de apoio ou até mesmo pelo ar.

A higiene dos equipamentos e utensilios utilizados na manipulagéo e preparo de
refeicdes também representa um fator importante em sua qualidade. Apesar de nao
existir uma legislagdo vigente em que esta descrito um padrao microbiolégico para
superficies e utensilios que entram em contato com alimentos, a presenca de
coliformes termotolerantes e Salmonella spp, demonstra que ha um risco a saude
dos consumidores, ainda maior quando estes equipamentos sao utilizados em
preparagdes consumidas cruas (CHESCA et al., 2003). Além disso, apdés o
processamento, a carne fica exposta a uma série de oportunidades de contaminagao
microbiana devido ao seu alto grau de manipulagéo (SILVA, 2002).

Maquinas e utensilios que nao recebem boa higienizacdo sdo um excelente
meio de crescimento bacteriano e consequente formacédo de biofilme. O biofilme é
uma comunidade de células de micro-organismos que se encontram envoltas por
uma matriz de substancias poliméricas extracelulares e associadas a superficies
bidticas ou abidticas (SAUER et al., 2007), essas substancias poliméricas consistem
principalmente de macromoléculas, incluindo polissacarideos, proteinas e acidos
nucleicos (BRANDA et al. 2005), e tornam possivel a resisténcia das células
bacterianas ao ambiente (COSTERTON et al., 2005).

Diversos estudos demonstram a alta incidéncia de contaminagdo por agentes

microbioldgicos. Ferreira & Simm (2012) analisaram 6 amostras de carne moida e
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consideraram 16,67% delas inadequadas para consumo, uma vez que detectaram a
presengca de micro-organismos patogénicos. Em uma analise feita em 23
restaurantes de autosservigo, da cidade de ltumbiara-GO, von Dolinger et. al. (2010)
encontraram apenas um que nao apresentou contaminagao dos alimentos acima do
padrao exigido pela ANVISA. E ainda, uma analise feita com tabuas de manipulagao
de alimentos de uma instituicido de ensino superior de Sao Carlos, indicou que de 10
tabuas analisadas, 70% apresentava acumulo de micro-organismos, indicando ma
qualidade higiénico-sanitaria (PINHEIRO et al., 2010).

2.2 Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTA)

Ao ingerir um alimento com micro-organismos ou toxinas produzidas por eles, o
individuo pode desenvolver uma determinada enfermidade que frequentemente é
chamada de toxinfecgao alimentar (FORSYTHE, 2002), essas toxinfec¢des séo
causadas pela ingestdo de alimentos contendo toxinas microbianas pré-formadas.
Conforme a RDC n° 12, sdo consideradas DTA quando a enfermidade € causada
pela ingestao de um alimento contaminado por agente infeccioso especifico, ou pela
toxina por ele produzida, por meio da transmissao desse agente, ou de seu produto
toxico (BRASIL, 2001).

Pesquisas realizadas pela OMS apontam as toxinfec¢des alimentares como as
doencas de origem alimentar mais comuns, entre as quais, 60% dos casos decorrem
de técnicas inadequadas de manipulagdo, processamento e contaminagdo dos
alimentos (ROSSI, 2006).

Dentro dos agentes causadores das DTA destacam-se as enterobactérias
Escherichia coli e Salmonella spp., sendo os sintomas mais comuns de infecgoes
alimentares por esses patogenos, dor de estdbmago, nausea, vomitos, diarreia e
febre. Dependendo do sorotipo envolvido, o quadro clinico pode ser mais grave, com
desidratacdo grave, diarreia sanguinolenta, insuficiéncia renal aguda, insuficiéncia
respiratoria, septicemia e a morte (FORSYTHE, 2002; RODRIGUES et al., 2004;
MURMANN et al. 2008).

As DTA constituem um dos problemas de saude publica de maior frequéncia no

mundo todo, em 1999 os Centers for Disease Control (CDC) registraram uma
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epidemia de 207 casos confirmados de diarreia pela ingestdo de suco de laranja néao
pasteurizado. Em apenas um més, centenas de habitantes de 15 estados
americanos e duas provincias canadenses haviam consumido o produto
contaminado por Salmonella spp. Ainda nos Estados Unidos, entre 1983 e 1987
foram registrados 909 surtos de intoxicagdes alimentares, afetando cerca de 50 mil
pessoas (SCHAECHER, 2002). Na Europa, nos anos 1990, cerca de 120 surtos
foram notificados em 11 paises e afetaram cerca de 100 mil pessoas (FORSYTHE,
2002). No Brasil, entre os anos de 1999 e 2003 cerca de 2406 surtos de DTA,
acometendo cerca de 42642 pessoas (FERREIRA; SIMM, 2012).

Segundo o SINAN (Sistema de Informagao de Agravos e Notificagbes) entre os
anos de 2007 e 2017 houveram 7.170 surtos de DTA no Brasil, destes, apenas
29,4% tiveram seus agentes etioldgicos identificados. As bactérias estdo em
primeiro lugar na lista de agentes etiolégicos causadores de DTA, com 95,9% dos
casos identificados, desta lista de bactérias, a E. coli ocupa o primeiro lugar com 525
casos, seguido de Salmonella, com 515 casos (BRASIL, 2017).

2.3 Familia Enterobacteriaceae

Dentre os inumeros micro-organismos que podem contaminar a carne moida,
utensilios e equipamentos podemos dar especial atencdo a familia
Enterobacteriaceae. As enterobactérias sdo importantes bactérias que predominam
na microbiota intestinal humana, sdo Gram-negativas, tem formato bacilar, nao
esporulados, apresentam ou ndo motilidade, sao aerdbias ou anaerdbias facultativas
(PATERSON, 2012) fermentadoras de glicose e s&o comumente associadas tanto a
infecgdes na comunidade como a infecgdes nosocomiais. Varias espécies dessa
familia podem dar causa a numerosos processos patogénicos como abscessos,
meningites, sepses, pneumonias, infec¢des do trato urinario, infecgbes
gastrointestinais e colonizagdo de cateteres (KONEMAN et al., 2001) e ainda,
podemos cita-las dentre as bactérias Gram-negativas de maior relevancia
epidemioldgica, sendo as mais importantes E. coli, Salmonella spp., Shigella spp.,
Klebsiella pneumoniae, Proteus spp. entre outras. Segundo Farmer (1995) estas
bactérias causam uma série de doengas em humanos, incluindo 30% a 35% de
todos os casos de septicemia e mais de 70% dos casos de infecgao intestinal e das
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vias urinarias. Ainda, algumas enterobactérias, como Salmonella spp., Shigella sp., e
Yersina pestis estdo constantemente associadas a doencas em seres humanos,
enquanto outras como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis
fazem parte da microbiota do homem, sendo grandes oportunistas e podendo causar

infecgdes em individuos imunodeprimidos.

As bactérias podem ser adquiridas a partir de um reservatorio animal (como
Salmonella spp.) ou de um portador humano. E. coli &€ a espécie do seu género de
maior importancia clinica, sendo seu maior reservatério o homem, classificada
dentro do grupo de coliformes termotolerantes e sua transmissao se da de diversas
maneiras como: fecal-oral, ingestdo de agua ou alimentos contaminados e também
via contato com fémites (TRABULSI et al., 2008).

2.3.1 Género Salmonella

As salmonelas sdo o grupo mais complexo das Enterobacteriaceae, com mais
de 2.200 sorotipos descritos, ainda possuem antigenos somaticos (O), que s&o
lipopolissacarideos, e flagelares (H), que séo proteinas (KONEMAN et al., 2001) e
apesar de seu parentesco proximo, sorovares de Salmonella diferem nos seus

hospedeiros e nas doengas que causam (FORSYTHE, 2013).

Ainda segundo Forsythe (2013), a Salmonella spp. € uma causa importante de
doengas de origem alimentar no mundo todo e uma causa significativa de
morbidade, mortalidade e perdas econdmicas. A salmonelose € considerada uma
das doengas de origem alimentar relatadas mundialmente com mais frequéncia.
Deve-se ressaltar também, que a maioria dos sorotipos desse género sao
patogénicos ao homem, apresentando diferengas de sintomatologia em decorréncia
de variagdo no mecanismo de patogenicidade além da idade e da resposta imune do
hospedeiro (TRABULSI, 2008). Os diferentes sorotipos de Salmonella estao
envolvidos em: gastrenterites (S. enteritidis e S. typhimurium), febre ententérica (S.
typhi e S. paratyphi) e doenga sistémica invasiva (S. cholerasuis), dos sintomas
caracteristicos de doencas de origem alimentar causadas por Salmonella podemos
citar: diarreia, nausea, dor abdominal, febre branda e calafrios, vémitos, cefaleia,
fraqueza (FORSYTHE, 2013) septicemia e infec¢ao gastrointestinal (SHINOHARA et
al., 2008).
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Estima-se que 96% dos casos de salmonelose sejam causados pela
contaminacdo de uma ampla variedade de alimentos, isso inclui carnes cruas,
produtos de frango crus ou mal-cozidos, ovos, produtos com ovos crus, leite e
produtos lacteos entre outros (FORSYTHE, 2013), essa afirmacdo pode ser
confirmada por diversos trabalhos, como por exemplo, Neitzke (2017) que pesquisou
a contaminacgao de carcacgas suinas por Salmonella spp. em abatedouros e, de 258

amostras obteve uma frequéncia de 7,75% de contaminacéo.

Ja um estudo feito em Cascavel - PR com hamburgueres de carne bovina onde
de 10 amostras, 3 foram consideradas impréprias para consumo (LEMUNIE &
WEBER, 2018). Como ja mencionado, a contaminagdo microbioldogica € uma
preocupagao de forma geral no setor da alimentagdo, um estudo foi feito com
saladas contendo maionese no municipio de Ji-Parana - RO, onde 20 amostras
coletadas em 5 restaurantes diferentes, apdés as analises 30% delas foram
consideradas improprias para o consumo, uma vez que estavam contaminadas por
Salmonella spp. (BARCELOS et al., 2016).

2.3.2 Género Escherichia

As cepas enteropatogénicas de E. coli sao divididas de acordo com os sintomas
clinicos e com os mecanismos de patogenicidade, em varios grupos que podem
variar em seus periodos de incubacdo e duracdo da enfermidade, consideravel
variagao na viruléncia (FORSYTHE, 2013).

Os seis grupos reconhecidos como enteropatogénicos sao os seguintes:

e E. coli entero-hemorragica (EHEC), causa diarreia sanguinolenta, colite
hemorragica, sindrome hemolitica urémica (HUS) e purpura trombdtica
trombocipénica (FORSYTHE, 2013). Tem como fendtipo patogénico a producéo de
citotoxinas (SLT) (KONEMAN, 2001), neste grupo estdo incluidos sorovares como
0157:H7, 026:H11 e O111:NM (FORSYTHE, 2013).

e E. coli enteropatogénica (EPEC), em geral, ocorre em criangas. Caracterizada
por febre baixa, mal-estar, vomitos e diarreia com abundante quantidade de muco,
mas pouco ou nenhum sangue (KONEMAN, 2001; FORSYTHE, 2013). O micro-

organismo coloniza as microvilosidades de todo o intestino e produz a lesao
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caracteristica de adesao e desaparecimento (“attaching and effacing”) nas bordas da
microvilosidade (FORSYTHE, 2013).

e E. coli enterotoxigénica (ETEC), conhecida como causadora da “diarreia dos
viajantes” (FORSYTHE, 2013), os sintomas predominantes sido diarreia aquosa
profusa, acompanhada de caimbras abdominais leves e em alguns casos causa
desidratacdo e vOmitos (KONEMAN, 2001), o micro-organismo coloniza a parte
proximal do intestino delgado (FORSYTHE, 2013), e produzem toxinas secretoras
(LT, ST) que ndo causam danos ao epitélio mucoso (KONEMAN, 2001).

e E. coli enteroinvasora (EIEC), causa febre e diarreias profusas contendo
muco e sangue (FORSYTHE, 2013) os sintomas sdo de urgéncia e tenesmo
(KONEMAN, 2001). O micro-organismo coloniza o colo e contém um plasmideo de
120 a 140 mD responsavel pela invasividade, o qual carrega todos os genes
necessarios para a viruléncia (FORSYTHE, 2013).

e E. coli enteroagregativa (EAggEC), causadora de vomitos, desidratagao,
menos comumente dores abdominais (KONEMAN, 2001) e diarreia aquosa
persistente, sobretudo em criangas, durando mais de 14 dias. A EAggEC alinha-se
em fileiras paralelas, tanto em tecidos celulares quanto em laminas. Essa agregacéao
foi descrita como “empilhamento de tijolos”. Elas produzem uma toxina
termossensivel, relacionada antigenicamente a hemolisina, mas que ndo é
hemolitica, e uma toxina termoestavel codificada por um plasmideo (EAST1) sem
qualquer relagao termoestavel da ETEC. Imagina-se que a EAggEC fique aderida a
mucosa intestinal e produza as enterotoxinas e citotoxinas, as quais resultam em
diarreia secretoria e em danos a mucosa (FORSYTHE, 2013).

e E. coli difusamente adesiva (DAEC) tem sido associada com diarreia em
alguns estudos, mas nao de forma consistente (FORSYTHE, 2013). As cepas deste
grupo sao capazes de se aderirem de modo homogéneo, ou seja, cobrindo
uniformemente toda a superficie da célula intestinal do hospedeiro (CANHIZARES,
2017).

As cepas de E. coli podem ser utilizadas como um excelente indicador da
qualidade higiénico-sanitaria de alimentos e fontes de agua. Neste sentido, Gomes
(2015) realizou um estudo com 20 amostras de alface, adquiridas em
supermercados e feiras livre e 20 amostras de agua de coco industrializada, onde a
presenca de E. coli foi identificada em sete das amostras de alface e em duas das

amostras de agua de coco. Ja Cavalin et al. (2018) fez um estudo com 46 amostras
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de linguica fresca comercializadas em supermercados da cidade de Londrina — PR,
onde em 33 (71,3%) foram isoladas E. coli, o que indica condi¢des de higiene

precarias.

2.4 Biofilmes

Ha uma crescente compreensao de que a formacao de biofilme contribui para a
patogenicidade bacteriana em virtude da formagdo de um ambiente estavel e
protegido, que aumenta a persisténcia do micro-organismo em condigdes ambientais
diversas (HALL-STOODLEY & STOODLEY, 2009). A interacdo entre bactéria,
superficie e microambiente, torna o processo de formagdo do biofilme muito
complexo (TRENTIN GIORDANI & MACEDO, 2013) e no caso da industria
alimenticia, e mais precisamente na industria de carnes e derivados carneos, alguns
elementos como: residuos proteicos, lipidicos e de carboidratos (WATNICK &
KOLTER, 2000) oriundos da manipulagdo, corte e moagem, s&do importantes

elementos para formagao da camada condicionante.

Biofilmes podem levar horas, ou até mesmo semanas para desenvolver-se,
dependendo das condi¢des do ambiente em que a bactéria esta exposta (MACEDO
2000). Sendo assim, & possivel encontrar diversos estudos sobre a formagéo e
fixacdo de biofilmes a superficie inerte e na literatura ha mais de uma teoria proposta
para tal fendbmeno. Macedo (2000) diz que, a primeira teoria proposta foi a de
Marshall et al. (1971) onde, a formacé&o de biofiime se daria em duas etapas:
primeiramente a adesado reversivel, uma vez que as interagdes entre micro-
organismo e superficie sdo por meio de forgas de Van der Walls e atragéo
eletrostatica. Logo, na segunda etapa, ocorre a interagao fisica com a superficie por
meio de material extracelular de natureza polissacaridea ou protéica, produzida pela
bactéria, e € denominada matriz de glicocalix. Uma segunda teoria, mais detalhada,

sugere que a formacao do biofilme se da ao longo de diversas etapas (Figura 1):

1) Primeiramente ocorre a adesdo das células ao substrato, formando o filme
condicionante. Na industria de alimentos, os residuos proteicos, lipidicos e de
carboidratos, provenientes principalmente de carnes ou derivados laticinios, sao
importantes para formacéo dessa camada condicionante (WATNICK & KOLTER,
2000);
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2) seguido da agregacao e fixagcdo de novas células ao meio (WATNICK &
KOLTER, 2000), e logo ha aderéncia a superficie, que ocorre em dois estagios,
adesao reversivel seguida de adeséo irreversivel (IST, 2008). A adesao reversivel é
caracterizada pela interagao fraca entre a bactéria e substrato, envolvendo forgas de
atracdo de Van Der Waals, forcas eletrostaticas e interagdes hidrofdbicas, nesse
estagio as células bacterianas ainda podem ser removidas pela aplicagao de forgas
minimas (WATNICK & KOLTER, 2000). A adeséo irreversivel se da quando ha o
ancoramento de apéndices, como pili, flagelo, proteinas adesinas e/ou produgéo de
substancias poliméricas extracelulares, provocando o fortalecimento das interacbes
quimicas entre células bacterianas e a superficie de contato (IST, 2008), essas
interagbes levam pouco tempo para ocorrer (de 20 minutos a 4 horas apos o
contato) e caracterizam-se por ligagcbes quimicas dipolo-dipolo, pontes de
hidrogénio, interagbes hidrofdbicas, ligagdes covalentes e ibnicas (HOOD &
ZOTTLA, 1995);

3) Multiplicagdo das células bacterianas presentes na estrutura do biofilme,
formando microcol6nias envoltas pela matriz de polimeros extracelulares (MALONE
& CARDWELL, 1983), logo ocorre a adesdao de outros micro-organismos
colonizadores secundarios (IST, 2005), provenientes da passagem de outras pecgas

de alimento;

4) E finalmente o desprendimento de células unicas ou fragmentos
(COSTERTON et al., 2005).

pathogen @

wet environment I

flow(milk, meat...)

sanitizers/detergents .

organic molecules organic material. o

persistent cell

stress response attached monolayer microcolony

cell proliferation gene expression quorum sensing

Figura 1 — Sequéncia de eventos que ocasionam a formagéao de biofilme em superficie (SHI &
ZHU, 2009).
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Micro-organismos em biofilme s&o mais resistentes a agentes antimicrobianos
do que células em estado planctonico, podendo persistir e sobreviver mesmo apoés
processos de sanitizagdo, representando fonte original de contaminagdo de
alimentos, com consequentes perdas econémicas e veiculacdo de toxinfeccdes
alimentares (CHAVANT et al., 2007).

Falhas nos procedimentos de higienizagdo contribuem para que residuos
aderidos aos equipamentos e superficies transformem-se em potencial fonte de
contaminagdo. Em condigbes favoraveis, micro-organismos se aderem a esses
residuos, interagem com as superficies e iniciam a multiplicagdo celular (MACEDO,
2000) e consequentemente, a produgao de biofilme. Apds a formagao de biofilme as
bactérias continuam a se multiplicar, constituindo assim outra fonte potencial de
contaminagao de alimentos (ROSADO, 2009).

O crescimento de micro-organismos na superficie de alimentos € uma das
principais causas de deterioracdo e perdas de produtos processados e in natura
(CAMILLOTO et al., 2007) e a presenga de biofilmes em areas de processamento de
alimentos é caracterizada, inicialmente, pelo acumulo de materiais orgéanicos e
inorganicos em superficies, sobre as quais comunidades bacterianas podem se
desenvolver (OLIVEIRA, BRUGNERA & PICCOLI, 2010).

Biofilmes podem se tornar fortemente aderidos a superficie e, posteriormente,
partes deles podem se desprender e contaminar outras superficies ou produtos
alimenticios (JOSEPH et al.,, 2001). Ainda, podem ser até 1000 vezes mais
resistentes a um antimicrobiano, quando comparadas as mesmas células
plancténicas (KYAW, 2008), podendo persistir a processos de sanitizagao,
representando fonte original de contaminagdo de alimentos, com consequentes
perdas econdmicas e veiculagdo de toxinfecgbes alimentares (CHAVANT et al.,,
2007).

Varios fatores tém sido sugeridos para explicar a resisténcia de biofilmes a
agentes microbianos: a matriz de polimeros extracelulares age como um adsorvente,
reduzindo a quantidade de antimicrobiano disponivel para interagir com as células
do biofilme; adicionalmente, a matriz de substancias poliméricas extracelulares pode
reduzir fisicamente a penetragdo do agente antimicrobiano (GILBERT et al., 2002),

além de limitar a difusdo de sanitizantes, a matriz de exopolissacarideos pode reagir
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e causar a inativacao destes (TRENTIN, GIORDANI & MACEDO, 2013). Apés a
adesao irreversivel, a remocdo destas células é muito dificil e envolve forca
mecanica, aplicacdo de detergentes, sanitizantes, surfactantes ou calor (SINDE &
CARBALLO, 2000).

Para oferecer ao consumidor um produto seguro, além de controlar a presenca
de micro-organismos em alimentos, € essencial verificar e monitorar as condi¢cdes
higiénico-sanitarias de equipamentos e utensilios utilizados no processamento.
Assim, é necessario um bom programa de limpeza e sanitizagédo para inativar micro-
organismos e prevenir o acumulo de matéria organica, consequentemente a
proliferacdo de células bacterinas ou biofilmes nas superficies de contato com os
alimentos (PENG; TSAI; CHOU, 2002).

Além dos riscos associados a saude publica, também podemos ressaltar os
impactos causados pela presenca destes biofilmes. Uma vez instalados, os biofilmes
desencadeiam um processo denominado corrosao microbiologicamente induzida
(MANSFELD, 2007), esse fenbmeno causa a deterioragdo e baixa na vida util de

utensilios e equipamentos.

A intervencdo na educacdo para manipulacdo adequada de alimentos pode
contribuir para maximizar a seguranga do manipulador no manuseio de alimentos,
ampliar as perspectivas educacionais deste e fornecer a populacdo um alimento

seguro do ponto de vista microbiolégico (LEVINGER, 2005).



3 Material e Métodos

3.1 Obtencao das amostras

As 35 amostras de carne moida foram obtidas através de compra direta em
estabelecimento comercial, supermercados e agougues escolhidos aleatoriamente e
distribuidos na cidade de Pelotas — RS. Foram adquiridos 100g de carne moida
bovina de segunda categoria, vendida a granel, e logo apds a compra, as amostras
foram mantidas sob refrigeracdo e levadas ao Laboratério de Bacteriologia, do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia, alocado no Instituto de Biologia da

Universidade Federal de Pelotas, situado no Campus Capéao do Leéo.

3.2 Identificagcao de Salmonella spp.

Para identificagcdo de Salmonella spp., foi utilizada a metodologia descrita por
Silva et. al. (2001). Primeiramente, 25g da amostra foi homogeneizada com 225 ml
de Caldo Lactosado (Isofar ®), logo o pH foi ajustado para 6,8 + 0,2 utilizando NaOH
ou HCI, ambos na concentracao 1N. Posteriormente a amostra foi incubada a 36°C
por 24h. Apds o periodo de incubacgéo, o caldo com amostra passou por agitagao
moderada, afim de homogeneizar o precipitado com o solvente, e logo transferido
0,1 ml para tubo de ensaio contendo 10 ml de Caldo Rappaport (Acumedia ®), 1 ml
para tubo de ensaio contendo 10 ml de Caldo Tetrationato (Acumedia ®) acrescido
de 0,2 ml de solugado de iodo e 0,1 ml de verde malaquita a 0,1% e logo, levado a
estufa de incubacdo a 36°C por 24h. Em seguida estes tubos de ensaio foram
agitados para homogeneizagdo dos componentes, e uma algada de cada caldo foi
inoculada em placas de Petri contendo Agar Xilose Desoxicolato (XLD) (Kasvi ®) e

Agar Hektoen Enteric (HE) (Kasvi ®) e levado a estufa, incubando-as a 36°C por



29

24h, apos esse periodo, as colOnias suspeitas, ou seja, coldénias com coloragao rosa
com ou sem centro negro ou totalmente negras, em agar XLD, e colbnias azul-
esverdeadas com ou sem centro negro ou totalmente negras em agar HE, foram
semeadas em Agar Miiller Hinton (Kasvi ®) para coloragdo de Gram e provas

bioquimicas.

Foram utilizados Agar Triple Sugar Iron (TSI) (Himedia ®), Lysine Iron Agar (LIA)
(Oxoid ®) e caldo Uréia (Vetec ®). Para o teste feito em agar TSI foi utilizada al¢a de
platina e feita inoculagdo em zigue-zague e posterior introducéo da alga até o fundo
do tubo. O teste com agar LIA foi feito com a agulha de inoculagao introduzindo-a
duas vezes no meio de cultura. Para o teste com caldo Uréia a inoculagéo ocorreu
por dispersdo com alca de platina. Logo, todas as provas bioquimicas foram
incubadas a 36°C por 24h. Os testes considerados positivos foram interpretados da
seguinte maneira: tipicamente, as reagdes de Salmonella spp. em agar TSI séo
rampa alcalina (vermelho) e fundo acido (amarelo) com ou sem escurecimento pela
producao de Hz2S, em agar LIA n&o ha alteracdo do pH e por consequéncia ndo ha
alteracao de coloracdo de meio, com ou sem producgao de H2S, em caldo Uréia nao
devera haver a viragem alcalina, ou seja, o caldo devera permanecer com cor

alaranjada.

Para o teste de pesquisa do antigeno somatico (teste soroldgico), uma gota de
agua destilada estéril foi colocada em uma lamina e, a partir da cultura bacteriana de
24h, transferiu-se uma algada para esta ldmina. Seguido de homogeneizagéo e
entdo, uma gota do Soro Salmonella Somatico Polivalente (Probac do Brasil ®) foi

adicionada, onde a formagao de grumos na suspensao indicou reagao positiva.

3.3 Identificagao de Escherichia coli

Para identificacdo da E. coli foi utilizada a metodologia descrita por Silva et. al.
(2001), onde primeiramente foi feito o teste presuntivo para coliformes. Inicialmente
homogeneizou-se 25g de amostra de carne moida em 225mL de agua peptonada
0,1% estéril, a partir desta foram feitas diluicbes seriadas de 10! até 10, 1mL de
cada diluicdo foi transferido para tubos de ensaio contendo 10 ml de Caldo Lauiril
Sulfato Triptose (LST) (ISOFAR ®) e tubo de fermentagdo invertido (tubo de

Durham), inoculado 3 tubos para cada diluicdo para realizar a contagem estimativa
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de coliformes pelo Numero Mais Provavel (NMP), e foram incubados a 37°C por 48h.
Apds esse periodo os tubos foram analisados e, os que apresentaram turbidez e
retencdo de gas no tubo de Durham, foram considerados positivos. Logo iniciou-se o
teste de confirmagdo de coliformes termotolerantes, e a partir dos tubos
presuntivamente positivos para coliformes, uma algada foi inoculada em tubos de
ensaio contendo 10mL do Caldo EC (Himedia ®) com tubo de Durham. Esses tubos
foram incubados em banho-maria a 45°C por 48h e foram considerados positivos, os
tubos que apresentavam turvagdo e continham gas retido no tubo de Durham.
Baseando-se na distribuicdo dos tubos positivos em Caldo EC, foi utilizada a tabela
do NMP para calcular o Numero Mais Provavel de coliformes termotolerantes. Para
isolamento e confirmagdo de Escherichia coli, uma algada foi retirada dos tubos
positivos do Caldo EC e inoculada em Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) (ISOFAR
®) e incubando-as a 37°C por 24h. Colénias com coloragéo rosa e centro negro, com
ou sem brilho verde metalico, foram consideradas positivas e essas colbnias foram
semeadas em Agar Miiller Hinton e submetidas a coloragdo de Gram e provas

bioquimicas.

Para as provas bioquimicas, primeiramente foi inoculada uma algada em agar
Citrato de Simmons (Oxoid ®) em tubo de ensaio inclinado, incubando-o a 35°C por
24h, o crescimento e viragem de cor de verde para azul indicou teste positivo. Logo
o teste de indol foi realizado, este teste é feito com Agar SIM semi-sélido (MERCK
®), onde com a agulha de inoculagao foi feito apenas uma perfuragado central e
incubado a 35°C por 24h, apds esse periodo foi adicionado 0,2mL de Reagente de
Kovac’s, o aparecimento de halo superior na cor vermelha indicou positividade no
teste. O meio SIM também foi utilizado para o teste de motilidade, onde observou-se
o crescimento da cultura, nos tubos onde houve crescimento apenas no local de
inoculagdo, o teste é considerado negativo, nos tubos onde observou-se
crescimento expandido, o teste foi considerado positivo, Escherichia coli € motilidade

variavel.

O ultimo teste bioquimico feito foi o Teste de Vermelho de Metila e Voges-
Proskauer, utilizando caldo MR-VP (ISOFAR ®). Por dispersdo inoculou-se uma
alcada, neste teste foram feitos dois indculos bacterianos, um para cada teste, e
incubou-se a 35°C por 48h. Em um dos tubos foi adicionado 0,3mL de Solugado de

Vermelho de Metila (teste MR), onde o aparecimento de cor vermelha indicou reag&o
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positiva, o segundo tubo (teste VP) foi incubado por 24h a mais, logo adicionou-se
0,6mL de solugao a-naftol e 0,2mL de solu¢ao de KOH 40%, agitando o tubo apés a
adicdo de cada reagente, o desenvolvimento de cor vermelho claro até 4h depois,

indicou reagao positiva.

Apoés observar os resultados dos testes bioquimicos, foi feito o teste soroldgico
para pesquisa de sorogrupo enteropatogénico, sendo testados para E. coli
Polivalente A Classica, E. coli Polivalente B Classica, E. coli Polivalente C Classica e
E. coli O157:H7 Enteroheomorragica (Probac do Brasil ®). Uma gota de agua
destilada estéril foi colocada em Iamina e a partir de cultura recente (24h), transferiu-
se uma algada do cultivo para esta ld&mina e homogeneizou-se com uma gota de

soro. A formagao de grumos indica positividade no teste.

3.4 Testes de capacidade de formagao de biofilme in vitro

3.4.1 Caracterizagdo fenotipica da produgido de biofilme — Teste do Agar
Vermelho Congo

Foi realizada a caracterizacdo fenotipica da producao de biofilme, através do
Teste do Agar Vermelho Congo (FREEMAN et al, 1989). Para tal, foi utilizado Caldo
Muller-Hinton acrescido de 1% de agar-agar, 5% sacarose e 0,08% de corante
Vermelho Kongo. Apéds esterilizagdo, o meio foi disposto em placas de Petri e os
isolados foram inoculados por esgotamento e incubados por 24h em estufa a 36°C.
Passado o tempo de incubacgao as placas foram retiradas da estufa e deixadas em
temperatura ambiente por mais 18h e logo se observou a presenca de colbnias de
coloracédo vermelho escuro a negra, indicando positivo para produgéo de biofilme, a

presenca de coldnias rosadas indica negativo para produgao de biofilme.

3.4.2 Ensaio da producao de biofilme

Para os testes quantitativos de formacado do biofilme in vitro foram utilizadas
placas de microdiluicdo estéreis de poliestireno de fundo chato com 96 pocos onde
cada ensaio foi feito em triplicata (STEPANOVIC, 2001). Cada teste foi realizado em

triplicata, para garantir uma melhor média e resultados mais confiaveis.
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Para iniciar os testes, primeiramente os isolados foram repicados em agar Brain
and Heart Infusion (BHI) (Kasvi ®) e incubados a 37°C, por 16-18h. Deste cultivo foi
preparado um indculo bacteriano de acordo com a escala 0,5 MacFarland (1,5x108
UFC/mI"). Logo, 20ul da suspensdo foram transferidos para as placas de
microdiluicdo (cada isolado bacteriano foi inoculado em quadruplicata) e foi
adicionado 180ul de Caldo Triple Soy Broth (TSB) (Kasvi ®) acrescentado das
seguintes concentragdes de glicose: 0%, 0,25%, 0,50%, 0,75% e 1%. Para controle
positivo para produtor de biofilme foi utilizada uma cepa de Staphylococcus aures
ATCC 25904, ja conhecida como produtora de biofilme. Como controle negativo foi
utilizado uma solugdo de NaCl 0,9% estéril sem inéculo bacteriano. Ainda, para
controle de esterilidade do meio, foi utilizado meio TSB sem adicdo de glicose
(esquema representado na Figura 2 abaixo). As placas foram incubadas a 37°C por
24h, apds esse periodo, o conteudo dos pocgos foi descartado e a placa foi lavada
com solugcao de NaCl 0,9% trés vezes. Logo se adicionou 150ul de metanol e
mantido por 20 minutos para fixagdo do biofilme, o metanol foi descartado e as
placas permaneceram em temperatura ambiente por 16-18h para secagem e entao
se adicionou 200mL de solugao de Cristal Violeta 0,15% durante 15 minutos em
temperatura ambiente. Apds o descarte da solucdo de Cristal Violeta, as placas
foram lavadas com agua Milli-Q e foi adicionado 150ul de etanol 95% por 30 minutos

para fixagao do biofilme.

A densidade optica (DO) dos biofilmes bacterianos foi lida com o auxilio de
aparelho Espectrofotometro POLARIS EE (Celer Biotecnologia S.A.) com
comprimento de onda de 540nm. Para acompanhamento do crescimento bacteriano,
foram feitas leituras na hora zero e nas 24 horas de incubag¢ao, com comprimento de
onda de 630nm.

A classificacdo das amostras quanto a capacidade de formar biofilme foi feita
relacionando com a densidade o6ptica do controle negativo (DOc), sendo assim, a
classificagao fica da seguinte forma: DO < DOc nao produtor de biofilme, DOc < DO
< 2 x DOc fraco produtor, 2 x DOc < DO < 4 x DOc produtor moderado, DO = 4 x
DOc. (STEPANOVIC et al. 2007). Os testes foram realizados em triplicada e os
resultados foram analisados no programa GraphPad Prisma 8 através de teste

ANOVA e Teste T com nivel de significancia p < 0,05.
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Figura 2 - Esquema utilizado para a verificagdo da produgao de biofilme em placa de microdiluigdo. A:

controle positivo de formagéao de biofilme. B: controle negativo de formagéo de biofilme. C: area teste

onde cada numero corresponde a amostra inoculada, sendo 2, 3, 5, 6 € 9 sdo isolados de E. coli e os

demais sao isolados de Salmonella spp.



4 Resultados e Discussao

4.1 Contaminacgao das amostras

Foram analisadas 35 amostras de carne moida provenientes de 35
estabelecimentos comerciais da cidade de Pelotas - RS, no periodo de margo de
2017 a fevereiro de 2018. Das 35 amostras, obteve-se 11 (31,43%) isolados de
Salmonella spp. e 18 (51,43%) isolados de coliformes a 45°C, onde 7 (38,89%)
foram identificados como Escherichia coli. Ainda, 5 amostras (14,29%) estavam

contaminadas com ambas bactérias investigadas.
4.2 Detecgcao de Salmonella spp. e E. coli

Todos os isolados suspeitos de Salmonella spp. foram confirmados a partir da
pesquisa de antigeno somatico e, os de E. coli foram submetidos a testes

sorologicos para a pesquisa de sorogrupos enteropatogénicos (Tabela 1).

Os alimentos onde foram confirmados a presenca de Salmonella spp. foram
considerados improprios para consumo, uma vez que a RDC n° 12 de janeiro de
2001 (BRASIL, 2001) estabelece auséncia deste género bacteriano em qualquer tipo
de alimento, sendo que todos os sorotipos s&o potencialmente patogénicos ao

homem.

Varios estudos vém demostrando a incidéncia de contaminagao por Salmonella
spp. em carne moida, Dias et al. (2008) realizaram uma pesquisa em comércios no
estado do Rio Grande do Sul e analisaram a qualidade higiénico-sanitaria de 67
amostras de carne moida e embutidos frescais no qual, do total de amostras, 6
(8,9%) apresentaram contaminagao por Salmonella spp. destas 6, uma (4,2%) era
de carne moida bovina, duas (9,5%) de linguica suina e trés (13,6%) de linguica de
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frango. Além da carne bovina moida, podemos observar que o autor encontrou em
outros produtos contaminacido por Salmonella spp., sendo assim, este fator pode
estar ligado ao fato de que os outros produtos também sdo muito manuseados
durante a produgéo, pois para o preparo de linguicas as carcagas passam por
processo de moagem e, ainda, em alguns estabelecimentos utiliza-se tripa natural
proveniente de suinos e ovinos. Mesmo com avangos tecnoldgicos a carne de
frango € passivel de contaminagdo por Salmonella spp., estas podem estar
parasitando o trato gastrointestinal do animal, possibilitando a contaminagdo das
carcagas caso o abate ou descarte ndo seja devidamente higienizado (CARVALHO;
CORTEZ, 2005).

Salienta-se também o uso da carne moida bovina para a producao de diversas
preparagdes amplamente consumidas como, por exemplo, o hamburguer. Lemunie e
Weber (2018) obtiveram resultados que afirmam que a contaminagdo da carne
moida bovina pode acontecer em diversas etapas do seu processamento, inclusive
no momento de preparo do alimento. Ao fazer um ensaio com sanduiches contendo
hamburguer de carne bovina, oriundos de sanduicherias do tipo trailer na cidade de
Cascavel — PR, onde de 10 amostras coletadas de forma randémica, 3 (30%)
estavam contaminadas por Salmonella spp. Este trabalho destaca-se pelo fato de as
amostras conterem carne moida bovina ja cozida, indicando que o veiculo de
contaminagao é pés-preparo do alimento, uma vez que ja se sabe que o calor mata
0S micro-organismos pela desnaturagao de suas enzimas, que resulta em mudancgas

na forma tridimensional das proteinas de membrana, inativando-as.

Ainda corroborando com este estudo, uma pesquisa realizada em Campina
Grande — PB, fez o levantamento das condigbdes higiénico-sanitarias do Mercado
Central, onde 8 amostras de carne moida bovina foram avaliadas quanto a presenca
de Salmonella spp., e outros micro-organismos, como resultado de
presencga/auséncia de Salmonella spp. obteve-se um total de 4 amostras (50%)
positivas (NASCIMENTO et al.,, 2014) demonstrando grande risco a saude dos
frequentadores locais, pois como ja dito, a presengca de Salmonella spp. torna o
alimento impréprio para consumo uma vez que causa diversas doengas. Locais
como mercados centrais tem alto fluxo de publico, aumentando ainda mais as

chances de ocorrer um surto de DTA.
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Os resultados obtidos por Dias et al. (2008), Nascimento (2014), Lemunie e
Weber (2018) e o presente trabalho, divergem gravemente dos resultados obtidos
por outros estudos, como na pesquisa realizada por Chagas et al. (2017) que
investigaram a presenga de Salmonella spp. em pecas carneas de matadores
frigorificos do estado do Para, no periodo de 2014 — 2015 e nao isolaram a bactéria
em nenhuma das amostras analisadas, conferindo higiene satisfatéria no
estabelecimento, e ainda, sugere que a pecga inteira tem menor area de contato, fato
que diminui o indice de contaminacao, ressalta-se também a pouca manipulagao da
peca, passando por menor numero de setores dentro da industria,
consequentemente menores chances de contaminagdo. Ainda, Bezerra, Reis e
Bastos (2010) analisaram a qualidade microbioldgica de sanduiches denominados
“baguncinha” (um sanduiche que reune diversos tipos de carne e embutidos,
inclusive carne moida bovina), tipicos da regidao metropolitana de Cuiaba - MT.
Cento e cinco amostras foram coletadas e analisadas afim de detectar a presenca
de uma série de bactérias, incluindo Salmonella spp. que nado foi isolada em

nenhuma das amostras.

Quanto a contaminagao por E. coli lembramos que, a RDC n° 12 de janeiro de
2001 (BRASIL, 2001) ndo estabelece um limite especifico de coliformes a 45°C para
carne moida bovina, assim o padrao utilizado para este estudo € o de produtos
carneos crus que estabelece o limite de 5 x 102 NMP.g'. Podemos observar na
Tabela 1 a listagem de amostras contaminadas por coliformes. Do total de 35
amostras, 18 estavam contaminadas com coliformes a 45°C acima do valor
estabelecido e destes, 7 foram confirmados como enteropatogénicos através de

teste soroldgico.
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Tabela 1 — Contagem de coliformes a 45 °C pelo Teste do Numero Mais Provavel e identificagdo do
grupo soroldgico de E. coli em amostras de carne moida bovina comercializada na cidade
de Pelotas - RS.

Amostra NMP.g™"’ Grupo soroldgico
CM 2 9,3x 103 Polivalente B classica
CM 3 4,3 x103 O157:H7
CM 5 4,3 x103 O157:H7
CM6 9,3x 103 Polivalente B classica
CM9 2,3x10° Polivalente B classica
CM 10 2,3x 103 Polivalente C classica
CM 12 1,5x103 NI
CM 13 9,3x 103 Polivalente A classica
CM 14 4,3 x103 NI
CM 15 1,1 x10° NI
CM 16 1,5 x 104 NI
CM 20 9,3x 108 NI
CM 23 1,1 x103 NI
CM 24 1,5 x 104 NI
CM 30 7,3 x 102 NI
CM 31 2x103 NI
CM 32 1,5 x 104 NI
CM 35 4,6 x 104 NI

CM: denominagdo dada as amostras de carne moida bovina, seguido do numero dado ao
estabelecimento comercial de origem; NMP: nimero mais provavel; NI: ndo identificado.

Apesar da presenca de coliformes, este fato nem sempre indica que a amostra
esta impropria para consumo, porém, uma vez que, a ANVISA permite para produtos
carneos crus, limites maximos de 5 x 102 NMP.g' podemos determinar que as 18
amostras de carne moida apresentaram contaminag¢ao acima do limite estabelecido,
demonstrando condi¢des higiénico-sanitarias insatisfatorias e, sendo assim,
improprias para consumo, tornando-se um perigo potencial para os consumidores.
Estes resultados demonstram o quao importante € a higiene do manipulador, de
todos os setores de producao de alimentos, desde o abate até o produto final, uma

vez que a presencga de E. coli indica contaminagao de origem fecal.
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Ressaltamos a alta porcentagem de amostras contaminadas por coliformes
termotolerantes (51,43%), e ainda, o grande numero de amostras confirmadas como
E. coli (38,89%) presentes neste estudo. Estes resultados sdo semelhantes aos
encontrados em uma pesquisa realizada em 20 estabelecimentos comerciais na
cidade de Montes Claros — MG, onde foram analisadas quanto a qualidade
microbiolégica, 20 amostras de carne moida bovina, provenientes de pecas de carne
do corte acém e/ou patinho e moidas no ato da compra. Destas 20 amostras, 9
apresentaram valores elevados de coliformes totais e 8 para coliformes
termotolerantes (GOMES et al., 2017). As pecas de carne, quando inteiras, podem
nao apresentar contaminagao, porém quando passam pelo moedor, ou quando séo
cortadas e manipuladas sobre superficies, podem carregar por friccdo células
bacterianas, e ja que a carne € um excelente substrato, o crescimento se da
rapidamente, estes fatores podem ter contribuido para a contaminacao bacteriana

encontrada em nosso trabalho.

Com relagédo a contagem de coliformes a 45°C podemos observar na Tabela 1
que os numeros variaram de 2 x 10%a 1,1 x 10° NMP.g™". Ferreira & Simm (2012) em
um trabalho realizado em um agougue do municipio de Pard de Minas — MG,
obtiveram resultados semelhantes, onde 5 de suas 6 amostras, estavam com
contagens elevadas de coliformes variando entre 1,5 x 102 NMP/g"' e 4,8 x 103
NMP/g.

Luz et al. (2015) realizaram uma analise da qualidade microbiologica de carne
moida bovina de 4 estabelecimentos diferentes (2 supermercados e 2 mercados
publicos) na cidade de Natal — RN, reunindo 20 amostras, foi verificada a presencga
de coliformes. Das 20 amostras, oito (40%) estavam fora do limite estabelecido pela
ANVISA. Em nosso trabalho, verificamos que todas as amostras contaminadas por
coliformes estavam acima do limite estabelecido pela ANVISA, essa alta contagem
pode se dar ao fato de ser um alimento extremamente manipulado, pois passa por
diversos processos, desde a preparagao até a moagem, armazenamento e chegada

ao consumidor final.

Apesar de a carne moida ser um alimento com muito manuseio, sua
contaminagao pode ser originario de diversas fontes como, evisceragao, maquinario,
equipamentos de corte (facas, cutelos e serras), superficies, contaminagao cruzada
e ainda, pecas maiores de carne podem ja estar contaminadas, gerando a carne
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moida bovina também contaminada. Estes fatores podem ser evidenciados em um
estudo feito em Aracaju — SE, onde foi tragcando o perfil microbiolégico em pecas de
carne bovina in natura comercializadas em feiras livres. Os resultados mostram que
em 100% (52) das amostras havia contaminagdo por coliformes totais e
termotolerantes e destas, foi confirmada em 8 a presenca de E. coli (GOES et al.
2012). Em nossa pesquisa, detectamos a presenga de coliformes termotolerantes
em 51,43% das amostras, uma taxa também alta, demonstrando que a carne bovina
in natura € um produto que necessita de boa refrigeracdo e boas praticas de
manipulacdo. Também foi feito um estudo no Vale do Jequitinhonha - MG, no qual
Antunes et al. (2016) analisaram 15 amostras de diversos cortes de carne bovina
provenientes de 3 agougues da regido, destas 15 amostras, 13 (86,7%)

apresentaram resultado positivo para coliformes.

Uma pesquisa realizada em diversas cidades de Minas Gerais analisou 396
alimentos de diversas origens, dentre eles 48 eram de carnes e derivados carneos
(embutidos e preparagdes prontas) e em 4 (8,3%) foi detectada a presenca de E. coli
(FAULA et al., 2017). Resultados inferiores aos encontrados em nosso estudo,
possivelmente pela diferengca de origem, onde os alimentos embutidos e
preparagdes prontas sdo feitos com diversos componentes quimicos conservantes,

tornando o indice de contaminagao inferior.

Ainda observando a Tabela 1, vemos que as amostras CM 3 e CM 5 (28,57%)
estavam contaminadas por E. coli O157:H7, sorotipo de extrema importancia, € uma
das variedades mais frequentes de E. coli que causam colite hemorragica. Habitante
do intestino de bovinos, o sorotipo O157:H7 é muito estudado, como a pesquisa
desenvolvida em um abatedouro localizado no estado de Sao Paulo, onde foram
avaliados 50 animais em seis pontos do fluxograma de abate: fezes e pele dos
animais, interior e exterior da carcaga, agua residuaria da lavagem das carcagas e
carne, tendo como resultado a presenca de E. coli O157:H7 em 6 (12%) dos
animais, nas fezes de 3 (6%) dos animais, na pele de um (2%) e concomitantemente
nas fezes e pele de dois animais (4%) (NESPOLO et al., 2014). Comprovando o fato
de que a contaminacdo da carne pode ter inicio na hora do abate e ainda, muitas
vezes ha contaminagdo cruzada entre as carcagas, pela falta de higienizacdo de
bancadas e instrumentos, comprometendo até mesmo um lote inteiro da producao

industrial. Estes dados podem ser evidenciados em nosso estudo, pois a presenca
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de EHEC, ademais o sorotipo O157:H7, € um importante indicativo de contaminagao
de origem fecal, e possivelmente pode contaminar superficies e equipamentos, bem

como, também, podera haver contaminacao por parte do manipulador.

Além do sorotipo especifico O157:H7 foram pesquisadas também, sorogrupos
enteropatogénicos (EPEC) pois sdo uma das principais causadoras de diarreias em
criangas e adultos (CHANDRAN & MAZUMBER, 2013).

As EPEC também podem ser isoladas de diferentes fontes como: alimentos
crus e processados, animais domésticos e silvestres, ambientes naturais como agua,
solo e areia de praia, fezes e solo de abatedouros bovinos e fazendas (SOUZA et
al., 2016). Vale ressaltar que neste estudo foram isoladas 5 (71,43%) cepas
bacterianas confirmadas com EPEC, sendo essa contaminacdo proveniente de
qualquer etapa de producgao. Padua et al., (2018) realizaram um estudo no municipio
de Mineiros - GO que tinha como objetivo verificar a qualidade microbiolégica de
carcagas bovinas oriundas de abatedouro local, e obtiveram 154 amostras que
geraram 690 isolados, destes 16 (2,32%) foram confirmados como EPEC. Dias et
al., (2012) isolou de queijo minas, comercializado em supermercados do Rio de
Janeiro, 5 (16,67%) cepas identificadas molecularmente de EPEC. Ainda podemos
destacar o estudo realizado por Sidhu et al. (2013), que ao analisarem 300 cepas de
E. coli isoladas de agua superficial na Australia, constataram a prevaléncia de 11%
de EPEC em seus isolados, mostrando assim, que as EPEC estado presentes em

diversos veiculos de contaminagao.

Para que n&o haja contaminagdo dos alimentos, é fundamental que o
manipulador tenha um bom treinamento, visto que sao fontes potenciais de bactérias
patogénicas. Portadores assintomaticos, ou n&o, podem disseminar uma série de
bactérias envolvidas em DTA. Vale ressaltar a importancia da capacitagdo como
estratégia para cumprimento da legislagao vigente e producéo de refeicbes que nao

oferegcam riscos a saude do consumidor.
4.3 Potencial de formagao de biofilme

O Teste do Agar Vermelho Congo foi realizado para fins de avaliacdo fenotipica
da producado de biofilme pelos isolados e esta demonstrado na Tabela 2. Isolados

com colbnias de coloragao rosada, indicam resultado negativo, isolados em que as
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colonias apresentaram coloragdo negra foram considerados positivos para formagéao

de biofilme (Figura 3).

Figura 3 — Teste em Agar Vermelho Kongo. A: col6nias de coloragdo rosada, indicando isolado nao

produtor de biofilme. B: colénias negras, indicando isolado produtor de biofilme.

Analisando a Tabela 2, podemos observar que dos 11 isolados de Salmonella
spp., 5 (45,45%) apresentaram-se fenotipicamente formadoras de biofilme. Ja para
E. coli, o teste foi feito apenas com os isolados com sorogrupo identificado, sendo
analisados 7 isolados e destes, 4 (57,14%) apresentaram colbénias fenotipicamente

formadoras de biofilme.
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Tabela 2 - Relacdo de resultados para o Teste de Capacidade de Formagdo de Biofilme em Agar
Vermelho Congo por isolados de Salmonella spp. e Escherichia coli provenientes de carne
moida bovina comercializada na cidade de Pelotas - RS.

ISOLADOS

Salmonella spp. Resultado E. coli Resultado
CM 1.1 Negativo CM 2 Positivo
CM1.2 Negativo CM3 Positivo
CM 2 Negativo CM5 Positivo
CM 3 Positivo CM6 Negativo
CM 4.1 Positivo CM9 Positivo
CM4.2 Negativo CM 10 Negativo
CM5 Negativo CM 13 Negativo
CM6 Positivo
CM7 Positivo
CmM8 Negativo
CM9 Positivo

CM: denominagao dada as amostras de carne moida bovina, seguido do numero dado ao

estabelecimento comercial de origem.

Além do teste fenotipico, os isolados foram submetidos a ensaio de formacgao
de biofilme in vitro (Figura 4) e classificados qualitativamente em n&o formador ou
formador de biofilme (forte, moderado e fraco).
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Figura 4 - Placa de microdiluigdo corada com Cristal Violeta, ensaio com suplementagéo 0,75% de
glicose. A: Controle positivo de formagao de biofiime; B: Controle negativo de formagéo de biofilme;

C: Area teste, com todos os isolados bacterianos.

A classificagdo dos formadores de biofilme foi baseada na medida da
densidade optica (DO) do controle negativo. Neste ensaio, foi obtida, a partir da
média dos controles, uma DO de 0,178 e entéo foi feita a seguinte classificagéo:
nao formador de biofilme D0O<0,178, fraco formador DO 0,178 a 0,356, moderado
formador DO 0,356 a 0,712, e forte formador DO>0,712. Dados apresentados na
Tabela 3.
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Tabela 3 - Valores das médias Densidade Optica (DO) e classificacdo qualitativa dos isolados

bacterianos quanto a formagao de biofiime.

Médias da L
Bactéria Amostra Densidade Classificagao
. qualitativa
Optica (DO)
CM2 0,803 Forte
CM3 0,230 Fraco
CM5 0,699 Moderado
E. coli CM6 0,428 Moderado
CM9 0,752 Forte
CM 10 0,587 Moderado
CM 13 0,539 Moderado
CM 1.1 1,532 Forte
CM1.2 0,617 Moderado
CM 2 0,295 Fraco
CM3 0,310 Fraco
CM 4.1 1,311 Forte
Salmonella spp. CM4.2 1,837 Forte
CM5 0,203 Fraco
CM 6 0,583 Moderado
Cm7 0,601 Moderado
CM8 0,484 Moderado
CM9 0,430 Moderado

CM: denominagdo dada as amostras de carne moida bovina, seguido do numero do

estabelecimento comercial de origem.

Neste ensaio, a capacidade de formacgao de biofilme foi observada em todos os

isolados bacterianos, sendo 4 (22,23%) fracos formadores, 9 (50%) moderados

formadores e 5 (27,78%) fortes formadores nas diferentes concentragdes de glicose

inseridas no meio de cultura e também sem a adigdo da mesma. Em ambientes

naturais, 95% a 99% dos micro-organismos existem na forma de biofilmes, podendo

ser encontrados em quase todos os substratos que possuam nivel de umidade
suficiente para seu crescimento (NIKOLAEV & PLKUNOV, 2007). A aderéncia e
persisténcia de patégenos de origem alimentar em ambientes de processamento de
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alimentos esta ligado a sua resposta ao ambiente, tanto bidtico quanto abidtico
(WINKELSTROTER et al., 2013). A grande maioria das bactérias que estao
envolvidas em surtos de DTA sao capazes de formar biofilmes sob a maioria dos
materiais, e ainda, sob quase todas as condicbes ambientais encontradas no
processamento industrial. No teste em placa de microdiluicdo desenvolvido no
presente estudo foi observado que todos os isolados foram capazes de produzir
biofilme, sugerindo que mesmo em condi¢cdes n&do naturais, as células bacterianas

ainda tém a capacidade de formar biofilme.

Podemos observar que houve discrepancia entre os resultados das duas
analises, uma vez que a andlise feita em Agar Vermelho Congo demonstrou menor
incidéncia (50%) do que o ensaio feito em microplaca. Assim como em nosso
estudo, resultados discrepantes entre as técnicas também foram observados por
Babapour et al. (2016), em um ensaio de formagado de biofilme realizado com 3
técnicas diferentes (agar Vermelho Congo, microplaca e em tubo de vidro) com
Acinetobacter baumannii onde de 156 isolados submetidos ao agar Vermelho
Congo, apenas 16 foram fenotipicamente positivos, em teste de tubo de vidro 131
foram positivos e em microplaca 151. O estudo feito por Ramachandran et al. (2016)
também demostra diferenca de resultados entre os dois métodos, considerando o
meétodo utilizando placas de microdiluicdo mais confiavel, pois foi mais sensivel e

especifico, com alta precisdo entre ndo formadores e formadores de biofilme.

A alta capacidade de formacdo de biofilme no setor de alimentos, e
principalmente no de carnes, vem sendo estudado amplamente. Demoliner (2015)
avaliou 69 isolados originarios de carne de frango e bubalinos, dentre os isolados
estavam presentes Listeria spp. e Pseudomonas spp. e obteve como resultado
73,7% e 32% respectivamente, formadores de biofilme. Destacamos que em nosso
estudo, também isolamos bactérias formadoras de biofilme, trazendo uma grande
preocupagao, uma vez que as enterobactérias sdo em sua maioria patogénicas ao

homem.

A boa higienizagdo dos materiais e as boas praticas na manipulagdo dos
alimentos sao fundamentais, pois 0 nosso estudo evidencia esta importancia, pois a
alta taxa de contaminagcdo provavelmente seja devido a falta de higiene ou
tratamento inadequado dos alimentos. Stocco (2017) também evidencia tal

importancia quando realizou uma pesquisa em frigorifico de processamento de
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carne bovina na regido de Campos Gerais — PR, onde coletou amostras de 25
pontos diferentes e em diversos setores como: armazenamento e refrigeragéo, pré-
corte, desossa e fabricagcdo, embalagem e expedigéo, e em cada local foram obtidas
amostras de diversas origens como facas, maganetas, armarios de utensilios, maos
dos manipuladores, uniformes entre outros. Dez pontos de controle estavam
contaminados com bactérias potencialmente formadoras de biofilme, demonstrando

higiene insuficiente no local.

Em contrapartida, um estudo realizado no Rio Grande do Sul, avaliou o potencial
de formacao de biofilme de cepas de E. coli produtoras de Shiga-toxina previamente
isoladas de fezes de bovinos. Cento e sessenta e cinco amostras foram avaliadas e
nenhuma apresentou capacidade de formar biofilme, demonstrando uma grande
variabilidade génica dentro do género (MILLAN & TIMM, 2013). O presente trabalho
demonstrou que os sorotipos de EHEC isolados sao produtores de biofiime,
indicando seu alto potencial de viruléncia, e sendo caracteristica alarmante, pois as
EHEC colonizam o codlon intestinal, e estdo envolvidas em doencas como a

Sindrome hemolitica urémica (SHU) e diarreias sanguinolentas.

Apesar de seus maleficios para a industria de alimentos, biofilmes sao bem
aceitos em alguns setores, por exemplo, em estagdes de tratamento de agua e/ou
efluentes ha remocgéo organismos patogénicos e redugdo da quantidade de matéria
organica na agua e/ou efluentes através da interagdo com biofilmes (XAVIER et al.,
2005). Biofilmes ainda podem ser utilizados na industria de alimentos como
embalagens, como demonstra a pesquisa desenvolvida por Pires (2017) que
desenvolveu um filme acrescido de 6leos essenciais que se mostrou eficiente com
relagdo a preservacao e outros fatores quando utilizado para embalar carnes. Estes

estudos demonstram a eficiéncia dos biofilmes a favor do bem estar da populagao.

Para verificar se a suplementacéo de glicose interfere na formagao de biofilme,
os resultados obtidos neste estudo foram submetidos a ANOVA e Teste T. Foi
observado que a suplementagao de glicose ndo apresentou diferenga significativa na
formacao do biofilme bacteriano (Figura 5).
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Figura 5 - Médias das Densidades Opticas (DO) dos biofilmes formados por Salmonella spp. e E. coli

isoladas de carne moida bovina, frente a diferentes concentragdes de glicose.

Algumas pesquisas avaliaram a formagdo de biofilme com adi¢cdo de glicose,
como o de Rodrigues et al., (2009) que analisaram cepas de Salmonella Heidelberg
isoladas de carcagcas de um abatedouro avicola e cultivadas em caldo TSB com
diferentes suplementag¢des de glicose. Em incubagcdo sem suplementagao todas as
amostras produziram biofilme, em concentragdes de 0,5%, 1% e 1,5% as amostras
continuaram a formar biofilme e em altas concentragdes (2% a 4% de glicose),
varias amostras ndo formaram biofilme e as demais, fracamente formadoras. Os
resultados encontrados em nosso estudo diferem dos encontrados por Rodrigues et
al., (2009), pois a suplementagdo nao interferiu na formacéo de biofilme. Ainda
percebemos em nosso estudo que a bactéria tem potencial de formar biofilme com

eficiéncia sem suplementagéo alguma.

Quanto ao crescimento bacteriano (Figura 6), observou-se que a suplementagao
deste carboidrato ndo interferiu no desenvolvimento, pois quando comparada ao
controle negativo, ndo ha diferenga significativa, ou seja, ndo aumentou o potencial

de crescimento bacteriano nas diferentes concentragdes deste carboidrato.
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Figura 6 - Médias das Densidades Opticas (DO) do crescimento bacteriano Salmonella spp. e E.

coli isoladas de carne moida bovina, frente a diferentes concentragdes de glicose.

Resultados semelhantes foram encontrados no estudo feito por Furtado (2015),
onde foi utilizada suplementacdo de glicose para o crescimento bacteriano de
Staphylococcus spp. oriundos do Laboratério de Analises Clinicas do Hospital
Escola da Universidade Federal de Pelotas e, comparando ao controle negativo,
ndo apresentou diferengas significativas, ndo potencializando o crescimento dos

isolados nas diferentes concentragdes.



5 Conclusao

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, 62,86% das
amostras estavam contaminadas. Foi possivel verificar que 20% das amostras de
alimentos estudadas apresentaram contaminacao por Salmonella spp., e coliformes
termotolerantes EHEC, EPEC estdao presentes em 31,43%, 5,72% e 14,28%

respectivamente.

Observou-se que todos os isolados bacterianos foram identificados como
formadores de biofilme no teste em placa de microdiluicdo, e a suplementagdo do

meio de cultura com glicose nao interferiu na producéo deste polissacarideo.

Os alimentos investigados estdo, em sua maioria improprios para consumo, por
apresentarem bactérias envolvidas em Doengas Transmitidas por Alimentos,

oferecendo risco a saude do consumidor.
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