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RESUMO

VENTURINI, Daniele de Amorim. Avaliacdo da ag¢do de moléculas sinalizadoras
produzidas por Pseudomonas aeruginosa na formacédo do biofilme multiespécie de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus em superficie de ago inoxidavel. 2017. 49
f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Tecnologia em Alimentos) - Universidade
Tecnolbgica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2017.

Em inddstrias alimenticias, as proprias condicbes do ambiente de
processamento favorecem a aderéncia bacteriana e posterior desenvolvimento de
biofilmes em superficies, fato agravado por sanitizacado deficiente. Os biofilmes
desenvolvidos em superficies de processamento de alimentos sdo um grave
problema pois tornam-se uma fonte crénica de contaminag¢ao por patdégenos. Sendo
assim, objetivou-se com esse trabalho avaliar a acdo de moléculas sinalizadoras
produzidas por Pseudomonas aeruginosa, sobre as bactérias potenciais formadoras
de biofilme, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, em superficie de aco inox
AISI 304, tanto em monoespécie quanto multiespécie, nas temperaturas de 25°C e
35°C por 24 h, utilizando como substratos o caldo Miller Hinton (MH) e o exsudado
de carne, simulando um residuo alimentar comum ao ambiente de processamento
de carne. Para tal, as cepas de E. coli e S. aureus foram ativadas e inoculadas em
eppendorfs contendo cupons de aco e os substratos, sendo que parte do substrato
(30% e 60%) foi substituido pelo sobrenadante livre de células viaveis (SLCV) de P.
aeruginosa. ApoOs a incubagdo, para a quantificacdo do biofilme, foi utilizado o
método de coloracédo por cristal violeta e procedida a leitura do sobrenadante apos o
descoramento com etanol 95% em espectrofotdmetro com comprimento de onda de
570 nm. Os resultados demostraram que o substrato de exsudado de carne
favoreceu a formacdo de biofilme mono e multiespécie, quando comparado com o
caldo MH. A substituicdo de 30% do substrato pelo SLCV de P. aeruginosa reduziu
significativamente a densidade do biofilme formado. Quando substituido 60% do
substrato pelo SLCV de P. aeruginosa a reducao obtida ndo foi tdo expressiva, e na
temperatura de 35 °C no caldo MH houve um favorecimento na formagé&o do biofilme
formado nesta porcentagem de SLCV. Como concluséo, temos que as moléculas
produzidas por P. aeruginosa presentes no SLCV influenciaram a formacédo de
biofilme mono e multiéspecie de E. coli e S. aureus em superficie de aco inoxidavel
sob as condicbes avaliadas, demonstrando grande potencial de pesquisa e
aplicacao dessas moléculas no combate a formacéao de biofilme.

Palavras-chave: biofilme. Escherichia coli. Staphylococcus aureus. Pseudomonas

aeruginosa. moléculas sinalizadoras.



ABSTRACT

VENTURINI, Daniele de Amorim. Evaluation of the action of signaling molecules
produced by Pseudomonas aeruginosa on the formation of the multispecies biofilm of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus on stainless steel surface. 2017.49 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Tecnologia em Alimentos) - Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2017.

In food industries, the very conditions of the processing environment favor
bacterial adhesion and subsequent development of biofilms on surfaces, a fact
aggravated by poor sanitation. Biofilms developed on food processing surfaces are a
serious problem as they become a chronic source of contamination by pathogens.
Thus, the objective of this work was to evaluate the action of signaling molecules
produced by Pseudomonas aeruginosa on biofilm-forming bacteria, Escherichia coli
and Staphylococcus aureus, on AISI 304 stainless steel surface, both in
monospecies and multispecies, at temperatures of 25°C and 35°C for 24 h using
Miller Hinton broth (MH) and meat exudate as substrates, simulating a common food
residue in the meat processing environment. For this, strains of E. coli and S. aureus
were activated and inoculated on eppendorfs containing steel coupons and
substrates, and part of the substrate (30% and 60%) was replaced with viable cell
free supernatant (SLCV) of P. aeruginosa. After incubation, for the biofilm
quantification, the violet crystal staining method was used and the supernatant was
read after discolouring with 95% ethanol in a spectrophotometer with a wavelength of
570 nm. The results showed that the meat exudate substrate favored the formation of
mono- and multispecies biofilms when compared to the MH broth. The substitution of
30% of the substrate by the P. aeruginosa SLCV significantly reduced the density of
the formed biofilm. When 60% of the substrate was replaced by the P. aeruginosa
SLCV the reduction obtained was not as expressive, and at 35°C in the MH broth
there was a favor in the formation of the biofilm formed in this percentage of SLCV.
As conclusion, we have that the molecules produced by P. aeruginosa present in the
SLCV influenced the formation of mono and multispecies biofilm of E. coli and S.
aureus on stainless steel surface under the conditions evaluated, demonstrating
great potential of research and application of these molecules In the fight against
biofilm formation.

Key-words: biofilm. Escherichia coli. Staphylococcus aureus. Pseudomonas

aeruginosa. signaling molecules.
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1 INTRODUCAO

Biofilmes sdo comunidades de microrganismos aderidos a superficies
diversas que, mais especificamente podem ser definidos como células microbianas
agrupadas sobre superficie, dentro de substancias poliméricas extracelulares (EPS),
como polissacarideos, proteinas, fosfolipidios, acidos teicoicos e acidos nucléicos
(SHI; ZHU, 2009).

Para sua formacéo, as etapas mais importantes sdo as de adesdes iniciais,
seguindo com a passagem do microrganismo de sua forma plancténica ao séssil,
formacdo de micro colbnias, maturacdo, destacamento das células, e por ualtimo
retornando a conformacdo planctonica, constituindo um ciclo de formacdo de
biofilmes (BOARI et al., 2008).

Caixeta (2008) destaca que em industrias alimenticias, as condi¢cdes dos
ambientes de processamento, como por exemplo, o fluxo de agua, presenca de
materiais crus e alta concentracdo de alimentos, favorecem a aderéncia bacteriana e
o desenvolvimento de biofilmes. Tornam-se entdo indesejaveis a adeséo e formacéao
de biofilmes microbianos, pois eles atuam como fonte crénica de contaminacao por
patébgenos que podem interferir negativamente na qualidade dos alimentos e por
consequéncia trazer riscos a saude dos consumidores.

Segundo Ducriquet (2010) como consequéncia do processamento de carne
originam-se varios residuos que podem ficar depositados nos equipamentos, pisos e
outras superficies, servindo de substrato para microrganismos e consequente
formacdo de biofilme. A limpeza diaria ap06s a parada da linha de producdo é de
suma importancia para a remocdo dos residuos solidos que deveram ser
descartados corretamente e procedido as etapas correspondentes de higienizacao.

Dentre os inumeros microrganismos potenciais a formarem biofilmes, os
classificados como prejudiciais, tanto as industrias quanto na area da saude pela
sua patogenia, tém se um maior destaque, como € o0 caso, por exemplo, das
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Ha estudos que relatam a
formacdo de biofime de E. coli nas mais diversas superficies, como as de
polipropileno e até aderéncia em dispositivos cirdrgicos. Ja o S. aureus também
forma biofilme facilmente sobre superficies bidticas e abidticas, se tornando mais

resistente a agentes sanificantes nessas condigbes (MILLEZI, 2012).
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A bactéria Escherichia coli tem como hospedeiros 0os humanos e animais e
sua colonizacdo se da no trato gastrointestinal. Praticamente todos os alimentos,
tanto de origem animal e vegetal, que ndo tenham sido submetidos a um
processamento adequado podem veicular E. coli, especialmente os alimentos crus
de origem animal que sao frequentemente contaminados, contanto que em algum
momento tenham tido contato com conteudo fecal (ALVES, 2012). Ja o
Staphylococcus aureus tem como habitat a mucosa nasal de humanos, que a partir
dela contamina as maos, e por consequéncia podem ser repassados aos alimentos
pela manipulacdo. Essa bactéria causa intoxicacéo alimentar, devido a producéo de
enterotoxinas, e isso poderd ser agravado pelo fato de serem termoestaveis, ou
seja, podem permanecer no alimento mesmo quando este for submetido a
processos térmicos (BRESOLIN; STELLA; SILVA, 2005). Dutra (2016) ao avaliar a
formacéo de biofilme de E. coli e S. aureus em superficie de aco inoxidavel, verificou
que as bactérias conseguiram se aderir a superficie tanto individualmente quanto
multiespécie, em substrato de caldo Mueller Hinton, leite e residuos de carne, sendo
gue este Ultimo foi mais propicio para a formacéo dos biofilmes a 25°C e 35°C.

A bactéria Pseudomonas aeruginosa, faz parte da microbiota normal do
meio ambiente, estando em superficie de plantas, pele do homem e animais, e a sua
relevancia se deve a caracteristica de patégeno oportunista (MAIA et al., 2009).

Existe um fendmeno conhecido por “Quorum Sensing” (QS), pelo qual as
bactérias monitoram o ambiente, se comunicando por sintese e detectando a
presenca de pequenas moléculas especificas, através de um mecanismo de
sinalizacdo célula a célula, que depende da densidade populacional. Ele é utilizado
por uma diversidade de células bactérias como uma forma de gerir multiplos
processos relativos ao biofilme, como a densidade populacional e a viruléncia
(GLANSDORP et al.,, 2004; PECCI et al.,, 1999). Nesse sistema, as bactérias
sintetizam os auto-indutores (Ais), sinalizadores de baixo peso molecular, que séo
excretados no ambiente, e ao atingir uma determinada quantidade critica desses
compostos, as bactérias irdo detectar a presenca de um nuamero suficiente ou
quorum de bactérias, respondendo por intermédio da ativacdo ou contencdo de
determinados genes (VIANA, 2006).

A P. aeruginosa é provavelmente a bactéria mais entendida em termos de
regulacéo dos fatores de viruléncia e o papel que o QS (sinais produzidos por homo

serinas lactonas — AHLS) desempenha na patogenicidade, pois tém um notavel
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sistema quanto a esses fatores de patogenia, tanto a nivel celular como extracelular
(DEEP; CHAUDHARY; GUPTA, 2011).

Wang et al. (2013) em suas pesquisas utilizando a mesma metodologia
empregada neste estudo, testaram a acdo de moléculas sinalizadoras presentes no
sobrenadante livre de células viaveis (SLCV) de P. aeruginosa sobre o biofilme de
cepas de Salmonella enterica e observaram que 30% e 60% do volume do
sobrenadante dificultaram a adesédo e formacao de biofilme de 3 cepas, tanto no
substrato caldo soja tripticaseina (TSB) quanto no exsudado de carne, em superficie
de poliestireno.

Com base no conteddo exposto, objetivou-se com a realizacdo deste
trabalho avaliar a acdo de moléculas sinalizadoras produzidas por P. aeruginosa
sobre os biofilmes monoespécie e multiespécie compostos por E. coli e S. aures, em
substrato de carne, através da quantificacdo direta por absorbancia, ao qual ainda

nao se tém estudos relacionados até o corrente momento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Verificar a agcdo de moléculas sinalizadoras produzidas por P. aeruginosa
sobre a formacgdo de biofilme monoespécie e multiespécie de E. coli e S. aureus em
superficie de aco inoxidavel.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a formacéo do biofilme de E. coli a 25°C e 35° C com aplicagcédo de
30% e 60% do sobrenadante livre de células viaveis de P. aeruginosa apos
24 horas, utilizando o exsudado de carne como substrato;

e Avaliar a formacéo do biofilme de S. aureus a 25°C e 35° C com aplicacao de
30% e 60% do sobrenadante livre de células viaveisde P. aeruginosa apos 24
horas, utilizando o exsudado de carne como substrato;

e Avaliar a formacédo do biofilme multiespécie composto por E. coli e S. aureus
a 25°C e 35° C com aplicacdo de 30% e 60% do sobrenadante livre de
células viaveis de P. aeruginosa ap0s 24 horas, utilizando o exsudado de

carne como substrato.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOFILME

3.1 COMPOSICAO E FORMACAO DO BIOFILME

Os biofilmes sdo comunidades constituidas por células sésseis, mono ou
multiespécies, fixadas a um substrato e aderidos a uma superficie solida, envolvidas
em uma matriz de polimeros extracelulares (exopolissacarideos - EPS), no qual os
microrganismos expressam diferentes tipos de fisiologias, metabolismo, fenétipos e
transcricdo genética (DONLAN; COSTERTON, 2002). A EPS é formada, sobretudo
por polissacarideos, pelas proprias células da matriz e também por compostos do
ambiente circundante, como detritos, proteinas e matéria inorganica, além de acidos
nucléicos, glicoproteinas e fosfolipidios, tornando entdo sua composicdo bastante
variada e complexa (LUCCHESI, 2006).

A matriz ao qual os microrganismos estdo embebidos, € uma estrutura com
alto nivel de hidratacdo e porosidade onde, entre as microcoldnias, sdo formadas
pequenos canais. Essa organizacao apresentada no biofilme é muito vantajosa para
as espécies de todos os microrganismos, pois fornece protecdo contra agressdes
externas como colonizacdo por bacteri6fagos, desidratacdo e resisténcia a
antimicrobianos. Sdo inUmeros os aspectos que influenciam no desenvolvimento de
biofiilmes, sendo o0s principais: expressdo dos fatores de viruléncia dos
microrganismos, como a producao e sintese de adesinas, fimbrias e ndo-fimbrias,
producdo da capsula exopolimérica, e também as caracteristicas fisico-quimicas da
superficie/material de adesdo (FLACH; KARNOP; CORCAO, 2005), além do pH,
temperatura, velocidade de escoamento do liquido, tipo e concentracdo de
nutrientes do meio liquido circundante e a presenca de agentes antimicrobianos
(PEREIRA, 2001).

A formacdo do biofilme se da& quando bactérias livres, denominadas de
planctdnicas, reconhecem uma superficie e aderem-se a ela firmemente, crescendo

e se desenvolvendo. Elas podem sobreviver a ambientes bastante hostis como por
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exemplo, dentes e epitélios, e também plastico e aco inoxidavel, além de muitas
outras superficies bidticas e abidticas. De forma geral, a formacdo de um biofilme
passa por uma sequéncia de eventos principais, como estad ilustrado
esquematicamente na Figura 1. Na primeira fase, moléculas organicas de alimentos,
como por exemplo, proteinas do leite e da carne, sdo depositadas sobre as
superficies dos equipamentos, formando um filme condicionante. Na sequéncia, ha a
adeséao dos colonizadores primarios controlada, sobretudo pelas interacdes ibnicas,
entre a parede celular do microrganismo e as macromoléculas do filme
condicionante, ou seja, as células bacterianas séo atraidas e se vao se ligando na
superficie contendo substrato, formando pontes entre essas células e a superficie.
Ja na terceira fase, as células microbianas irdo permanecerem sobre a superficie,
uma vez que resistiram aos processos de limpeza e desinfeccdo, sendo entdo
possivel sua multiplicacdo e divisdo celular no meio que estdo aderidas, e sua
adesdo irreversivel. Esta caracteristica irreversivel é geralmente controlada por
polimeros extracelulares. Entdo assim esta constituido o biofilme propriamente dito,
pela producdo de EPS, o que faz com que se fortalecam as interacfes entre células
e superficie. Nas ultimas fases, sdo desenvolvidos os biofilmes maduros através da
adesdo e multiplicacdo de novas células, podendo ser de diferentes microrganismos,
e da expressdo de genes especificos. Depois de alguns dias, ou até meses,
acontece o desprendimento de novos colonizadores, que irdo formar novos
biofilmes, representando assim um ciclo de contaminacdo (CAPELLETTI, 2006;
TELLES, 2011).

— FLUIDO =

_ _é—_ _ . _ _

Particulas —
i-ertes\. Micrergamismes -

B \2 — - Predstes = =

— N \/\/\/'\%

Smperficie
condiciemader de adesae

Figura 1 - Etapas de Formagao de um biofilme.
Fonte: Pereira (2001).
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Os biofilmes podem ser compostos por mono ou multiespécies, onde no
altimo caso, cada uma das espécies participantes produzira um diferente tipo de
polimero, podendo aglomerar-se no biofilme em regides heterogéneas alocados na
matriz homogénea, criando algumas propriedades similares, tais como a constituicao
da viscosidade e do gel, que as protegem de ambientes extremos e conferem
resisténcia a antibiéticos, pois operam como escudo (ALONSO, 2015).

A formacéo do biofilme se d& por uma variedade de microrganismo, mas as
bactérias sdo predominantes e as mais propicias a formarem biofilmes, devido a sua
maior versatilidade e resisténcia em até ambientes extremos, conferidos por
caracteristicas favoraveis tais como tamanhos reduzidos, elevadas taxas de
reproducdo, grande capacidade de adaptacdo e producdo de substancias e

estruturas extracelulares que as protegem do meio circundante (CHAVES, 2004).

3.2 BIOFILME NA INDUSTRIA ALIMENTICIA

A presenca de biofilmes em industrias de alimentos se deve, primeiramente,
pelo depdsito de material organico em superficies de processamento, as quais
facilitam o desenvolvimento de comunidades bacterianas. Nos biofilmes que ja estédo
fortemente aderidos, pode ocorrer o destacamento de partes dele, que contaminam
alimentos e outras superficies. Quando 0s microrganismos se encontram na
conformacdo de biofiilme, eles apresentam maior resisténcia a agentes
antimicrobianos do que em sua conformacédo planctbénica, o que o torna resistente a
processos de sanitizacdo, sendo entdo uma via original de contaminac¢do dos
alimentos, podendo ser tanto patogénico quanto deteriorantes, tendo entdo como
consequéncia propagacao de toxinfeccOes alimentares e perdas econdémicas. Em
relacdo aos aspectos microbiologicos, se ndo houver implantacdo de sistemas de
qualidade e uma aplicacdo efetiva dos agentes de limpeza e sanitizantes, o0s
microrganismos aderidos as superficies que entram em contato com alimento e
instalacdes, podem n&o ser completamente removidos, causando um acumulo dos
préprios microrganismos e residuos, aos quais favoreceram o desenvolvimento de
biofilmes (OLIVEIRA; BRUGNERE; PICCOLI, 2010).
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7 bY

Para o controle de microrganismos, € obrigatério a implantacdo de
programas relacionados a higienizacdo, que € a acdo combinatoria de limpeza e
sanitizacdo. Um meio bastante empregado para tal € a sanitizacdo quimica, pois
permite a reducédo do nivel de microrganismos na superficie aplicada para que nao
venham contaminar o ambiente e alimento a niveis intolerveis. Sao diversos o0s
sanitizantes utilizados, dentre os quais se destacam os compostos a base de cloro,
iodo, peroxido de hidrogénio, acido peracético e quaternario de amonio. A
higienizacdo tem seu inicio ja na escolha do local de instalacdo da fabrica e na
elaboracdo do projeto, seguindo com a instalacdo de equipamentos, condi¢cdes da
agua utilizada e eliminacdo dos residuos gerados. A atencdo deve ser dada para a
limpeza dos equipamentos utilizados, superficie de contatos diretos e indiretos com
os alimentos para se evitar a proliferacdo de microrganismos, contaminagcao por
produtos estranhos ao processo ou residuos de processos anteriores. A higiene tém
gue ser exercida em todos os setores e com colaboragéo de todos os manipuladores
a fim de se obter condicfes ideais e um resultado final satisfatério (NASCIMENTO;
DELGADO; BARBARIC, 2010).

Na formacdo de biofilme bacteriano, varios tipos de superficies que sdo
encontradas em industrias alimenticias, sdo passiveis para adesao. O aco inoxidavel
€ largamente utilizado em utensilios e equipamentos em indUstrias processadoras
de alimentos, pela sua superficie lisa com pouca porosidade, elevada resisténcia a
corrosdo e vida util prolongada. Portanto é frequente a atribuicdo de contaminacgao

microbiana as superficies de aco inoxidavel (OLIVEIRA, 2009).

3.3 BIOFILME NA INDUSTRIA DE CARNES

Em se tratando de indUstrias que abatem animais para obtencdo de carne e
derivados, se constata uma preocupacao ainda mais acentuada com o controle
microbioldgico. O préprio animal em si possui uma populacdo microbiana natural em
seu trato gastrointestinal e nos orgaos, e a maior parte deles sado portadores sadios
de patégenos. Como normalmente esses microrganismos ndo sao erradicados nos
criadouros, 0s animais ja estdo contaminados ao chegar ao abate, sendo que a falta

de limpeza das instalacbes na area de recepcao influencia significativamente no
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aumento da carga microbiana da carne apds o abate e durante o processamento.
Sangria e evisceragcdo, se nao realizadas corretamente poderdo disseminar
microrganismos e contaminar varios tecidos do animal, sendo uma evisceragao
incorreta capaz de espalhar material fecal na superficie do animal e agregar
potenciais microrganismos patogénicos a carne durante o processamento. Outra
etapa de grande risco microbiano € a lavagem da carcaca, que se for incorreta pode
ocasionar deposicdo de materiais estranhos e aumento de microrganismo no
produto. Etapas posteriores incorretas, como refrigeracdo, armazenamento,
embalagem, transporte e distribuicdo podem ainda recontaminar o produto depois de
processado (FUNG et al., 2001).

Durante o processamento 0s niveis de contaminacdo podem ser
controlados, mas ndo completamente eliminados, através de medidas higiénicas que
visam eliminar as fontes de contaminagdo. Para se evitar uma contaminacéo
elevada, que pode comprometer a integridade do produto e por consequéncia a
saude do consumidor, a pratica de higienizacdo deve ser constante e continua.
Algumas medidas corretivas devem ser tomadas, tais como a incorporacéo de cloro
na agua dos chiller, o resfriamento correto das carcacas, a higienizacdo de facas e
utensilios utilizados, uma boa limpeza do ambiente da &area de abate e
manipuladores instruidos. Salas de cortes de carne crua também devem ser
cuidadas, pois devido a grande manipulacdo, podem favorecer o desenvolvimento
de microrganismos (KRASZCZzUJ, 2010).

3.4 SUPERFICIE DE ACO INOXIDAVEL E ADESAO BACTERIANA

O principal tipo de material utilizado em superficies de industrias alimenticias
€ 0 aco inoxidavel AISI (American Iron and Steel Institute) 304, podendo sua
superficie tornar-se lisa, através de tratamentos especificos, diminuindo o risco da
adesao de microrganismos e posterior formacéo de biofiime (HAUN, 2004). Existe
um fendmeno chamado de Passivacao que faz com que o cromo se combine com o
oxigénio, pela sua alta afinidade, e isto forma uma camada fina de 6xido de cromo

(com espessura aproximada de 40 Angstron), que € a responsavel pela
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hidrofobicidade da superficie de aco e da sua resisténcia a corrosdo (JUNIOR,
2011).

Entdo nesse contexto, quando se trata de adesao inicial bacteriana, quanto
mais hidrofébica for sua célula, maior serd a capacidade de aderéncia a esta
superficie. O nivel de hidrofobicidade da célula é atribuido pelos fatores de viruléncia
relacionados a adesdo, tal como flagelos, pili e fimbrias, e a membrana externa, em
Gram-negativos, como também pelos seus diferentes estados de eletronegatividade,
controlado por grupos funcionais polares, tais como hidroxilas, fosfatos, carboxilas e
acido teicdico. Logo, devido a estruturas mais peculiares, as bactérias Gram-
negativas, em comparacdo as Gram-positivas, possuiriam uma vantagem
competitiva na adeséo inicial, colonizacdo e formacao do biofilme, sobre as Gram-
positivas (BOARI et al., 2009).

De forma geral, a formag&o do biofilme é influenciada pela hidrofobicidade
da célula e pelos aspectos da superficie de adesdo, sendo elas a composicéo,
rugosidade e porosidade (PEREIRA et al., 2000).

3.5 ESCHERICHIA COLI

A Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo, anaerébio facultativo
catalase-positivo e fermentador de glicose, sendo um mesdfilo tipico que tem sua
temperatura 6tima a 37 °C (GERMANO, P.; GERMANO, M., 2001). Seu habitat é o
trato intestinal do homem e de outros animais, porém consegue resistir a longos
periodos e se desenvolver também em ambientes ndo fecais. Sua contagem é um
indicador de condicdes higiénico-sanitarias precarias, ainda mais pelo fato de que
uma elevada contagem de E. coli, pode indicar a existéncia de outros patdégenos
internos, sendo sua presenca prejudicial aos alimentos (RODRIGUES, 2009).

Molina (2009) diz que entre 0s principais microrganismos que estao
presentes no ar atmosférico de matadouros e frigorificos, destacam-se os grupos de
micrococos, bacilos, estafilococos e de coliformes. Portanto, ele reforca que de
forma geral, a E. coli € predominante no ambiente atmosférico de currais e sala de

abate, mas em cameras de resfriamento sua contagem € mais baixa. A
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contaminacdo em industrias frigorificas por E. coli € relacionada a contaminacéo
cruzada, uso de utensilios precariamente higienizados/sanitizados, e também a uma
ma higienizacdo das maos dos manipuladores apés o uso de sanitario (STOCCO et
al., 2017). Dourou et al. (2011a), ao avaliar a formacéao de biofilme por E. coli O157:
H7 em polietileno de alta densidade e aco inoxidavel, tendo como substrato
sujidades comumentes encontradas na fabricacdo de carne bovina, observou que
em ambas as superficies houveram a formacédo de biofilme, porém constatou um
maior grau aderéncia e fixacdo na superficie de aco.

Vérias linhagens de E. coli, sendo patogénica ou comensais, tém a
capacidade de colonizar diversas superficies por sua expressdo de estruturas de
adesao, como o flagelo, e polissacarideos extracelulares, dando origem ao biofilme
bacteriano (TIBA; NOGUEIRA; LEITE, 2009). Proteinas da membrana externa e os
tipos de pili sdo necessarios para uma interacdo estavel entre esse microrganismo e
a superficie (MATTILA, 2002).

3.6 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Staphylococcus aureus é uma bactéria da familia Staphylococcaceae,
caracterizada como cocos Gram-positivos e catalase-positiva (SANCHES, 2008),
sendo imével e apresentando-se como germe mesofilo, aerobio e anaerdbio
facultativo, tendo sua temperatura 6tima de crescimento na faixa de 30 a 37°C
(NETO; SILVA; STAMFORD, 2002).

Em locais de processamento de carne, a bactéria S. aureus pode ser
frequentemente identificada sobre as superficies de manipulacdo e equipamentos,
fator esse que se atribui principalmente a uma ineficiente higiene e sanitizacao,
podendo causar contaminagéo cruzada. As maos contaminadas dos manipuladores,
por insuficientes praticas de higiene, também é um grande veiculador desse agente
patogénico em abatedouros e frigorificos (PEREIRA; WALUS; VITORIA, 2015). Lues
e Tonder (2007) ao pesquisarem a incidéncia de S. aureus em manipuladores de
alimentos, constatarem que 88% das amostras das mé&os e 48% dos aventais

continham essa bactéria.
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Essa bactéria é um patdgeno oportunista que se destaca como
microrganismo de risco na area médica e alimenticia. Em industria de alimentos, ele
esta envolvido em casos e surtos de intoxicagéo alimentar, devido a sua capacidade
de produzir enterotoxinas. O S. aureus possui a capacidade de aderéncia em
diversos tipos de superficies, e com isso traz sérios problemas de contaminacdo aos
alimentos (SHALE et al., 2005; RODE; LANGSRUD; MORETRO, 2007; DI CICCIO
et al, 2015). Sua capacidade de aderir e formar biofilmes aumenta
significativamente a persisténcia do patdgeno em instalacbes de industrias
processadoras de alimentos, o que |Ihe confere uma vantagem fisioldgica como
agente etiolégico de enfermidades causadas pelo consumo de alimentos
(HERRERA et al., 2007).

Segundo Andre (2015) nos biofiimes de S. aureus, as interacdes que
ocorrem entre as superficies hidrofilicas abidticas e as suas células séo regidas por
PIA (adesina intracelular polissacaridica), e com o0 aumento da densidade
populacional a bactéria como resposta, tem a capacidade de reconhecer essa
molécula sinalizadora (PIA), que estd incluida na estrutura de mecanismo do
Quorum sensing. A sua fixacdo em superficies também é atribuida por
exopolissacarideos e eDNA (DNA extracelular), que consegue reconhecer moléculas
adesivas da matriz e mediar a aderéncia de células as superficies bibticas e
abidticas.

Meira (2011) em seu estudo com S. aureus isolado de servigos de
alimentacao e Nutricdo da cidade de Jo&o Pessoa - PB, utilizando, dentre outros, um
substrato a base se carne em polipropileno e aco inoxidavel AlSI 304, observou que
a bactéria teve uma 6tima capacidade de formar biofilme independente do tipo de

superficie e temperatura de incubacéao.

3.7 PRODUCAO DE MOLECULAS SINALIZADORAS POR PSEUDOMONAS
AERUGINOSA

O grupo da Pseudomonas aeruginosa, pertencente a familia
Pseudomonaceae, e € um bacilo Gram-negativo, aerébio estrito, ndo fermentador de

glicose, apresentando motilidade por meio de um ou mais flagelos polares (MOTA,
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2015). E encontrada geralmente no solo e em aguas frescas, mas pode colonizar
plantas também, por exemplo, pois estd compativel para colonizar diversos
ambientes naturais. Sua temperatura 6tima de crescimento é de 37°C, o que permite
a essa bactéria ser bastante distribuida no ambiente. A P. aeruginosa € uma espécie
que se destaca como um patégeno oportunista de individuos com sistema
imunoldgico debilitado (GAVINHO, 2011).

A P. aeruginosa possui dois sistemas principais de Quorum Sensing (QS),
derivadas de homo serinas lactonas aciladas (AHLS), o las (que controla a viruléncia,
e também regula a expressédo do sistema rhl), e o rhl (envolvido na formacao de
metabdlitos secundarios). Eles sdo hierarquicos e atuam de forma sequencial que
impulsionam a producédo (através das sinteses Lasl e Rhll) e a percepcéo (pelos
fatores de transcri¢cdes LasR e RhIR) das moléculas sinalizadoras do auto-indutor N-
(3-oxo-dodecanoil)-L-homoserina  lactona  (3-0x0-C12-HSL) e  N-butanoil-L-
homoserina lactona (C4-HSL), respectivamente. Um terceiro sistema de QS,
baseado em sinais de quinolone (sistema PQS), interage com o sistema da AHLs
de uma forma intrincada (MATTILA, 2001; RASAMIRAVAKA et al., 2015).

Além do auto-indutor, o sistema de moleculas sinalizadoras possui uma
proteina dependente deste auto-indutor, chamada de "proteina R". Em uma baixa
densidade celular, a bactéria produz um nivel menor de auto-indutor, que com o
aumento da concentragdo celular, a sinalizacdo QS amplifica. Ao chegar a um
determinado nivel de sinalizacdo, o auto-indutor produzido, liga-se e ativa a
“proteina R”, que ira induzir ou deixar de reprimir genes-alvos especificos. Dessa
forma, essas moléculas sinalizadoras regulam a formacao de biofilme, sincronizando
comportamentos particulares das bactérias em escala populacional. Elas ativam
uma populacdo bacteriana para controlar a expressao de genes especificos em
resposta a densidade celular pela regulacdo metabdlica, que consegue coordenar a
quantidade total de exopolissacarideos produzidos. Atraves das moléculas
sinalizadoras, a P. aeruginosa detecta o acumulo de limiares minimos de
estimulacdo dos auto indutores, controlando também a expressdo dos genes de
viruléncia (LEE; ZANG, 2015, OLIVEIRA, 2010; PESCI et al., 1999). Na Figura 2
abaixo é possivel observar esquematicamente o sistema de sinalizacdo simplificado

da P. aeruginosa.
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Figura 2 - Representagdo esquematica das redes de sinalizacdo QS em P. aeruginosa e seus

respectivos reguladores.
Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

As moléculas sinalizadoras possuem uma significativa importancia com
relagdo a organizacao e distribuicdo das atividades entre os individuos participantes
do biofilme, e isso é relativo ao fato desse sistema ndo depositar EPS (a promover o
desenvolvimento do biofilme) em comparacao a microrganismos selvagens, fazendo
com que a estrutura seja bastante irregular e fragil (BOARI, 2008).

Sauer et al. (2002) em sua pesquisa de caracterizacdo dos fatores
envolvidos nos processos de transicdo no desenvolvimento de biofiime de P.
aeruginosa, indicaram que essa bactéria é capaz de apresentar multiplos fenétipos
com diferentes caracteristicas fisiologicas (envolvidas em alteracdes estruturais e
metabdlicas) que podem estar correlacionados aos fatores de desenvolvimento do
biofilme. Também demonstraram que os valores padrdes dos perfis de proteina em
células participantes em biofilme maduro de P. aeruginosa sao 60% superiores em
comparacdo com as encontradas em células planctbnicas, crescidas em
quimiostato. Porém a semelhanca entre elas é de cerca 50%. Essas proteinas

identificadas nas andlises fazem parte de processos metabdlicos, reacdes de
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biossintese de lipideos, transporte de moléculas e também estdo envolvidas no
sistema de adaptacao e protecéo.

Em P. aeruginosa, a espessura do biofime maduro é reduzida pela
transcricdo do fator RpoS, que direciona a entrada na fase estacionaria em muitas
espécies de bactérias Gram-negativas. Mutantes incapazes de expressar RpoS
formam biofilmes mais espessos em condi¢cdes de fluxo de nutrientes. A producéo
de RpoS é regulada em niveis, incluindo a transcricdo e a tradugdo em resposta a
diferentes condicbes de estresse, como a limitacdo de nutrientes. Assim, a
inativacdo de RpoS de P. aeruginosa poderia ser um sinal de que o0s nutrientes
encontram-se em condi¢cdes limitantes em biofiimes (WHITELEY et al., 2001,
HEYDORN et al., 2002; VENTURI, 2003).

Alguns estudos sobre os efeitos da sinalizacdo de P. aeruginosa sobre o
biofilme de bactérias ja vém sendo realizados, como Dourou et al. (2011b) que ao
pesquisar a acdo das moléculas sinalizadoras de Yersinia enterocolitica, Serratia
proteamaculans e P. aeruginosa, presentes no SLCV, sobre o crescimento de quatro
cepas diferentes de Salmonella, concluiram pelos seus resultados que o seu
crescimento pode ser influenciado por essas moléculas de sinalizacdo do QS e/ou
outros sinais desconhecidos ainda, existentes no sobrenadante podendo ser
produzidos por outras bactérias.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

As linhagens das espécies utilizadas no estudo foram obtidas a partir das
cepas ATCC (American Type Culture Collection), disponiveis no laboratério de
Microbiologia da Universidade Tecnolégica Federal do Parand campus Campo
Mouréo, sendo elas a Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

O meio de cultivo para todas as bactérias foi o caldo Mueller Hinton (MH)
(Biomark Laboratories).

A superficie de aco inoxidavel utilizada para a formacao do biofilme foi a AISI
304 de dimens6es 1,0x1,0x0,1cm?®.

O exsudado de carne bovino utilizado como substrato foi obtido através do
descongelamento de 2 Kg de carne (patinho), que na sequéncia foi cortada em
pedacos de 5x5 cm, e colocados em dois recipientes de aco inoxidavel cobertos com
folna de aluminio e congelados a -20°C. Decorrido o periodo de 48 horas, a
temperatura foi aumentada a 10 ° C para descongelar a carne, o que produziu em
torno de 800 mL de exsudado. Na sequéncia, o exsudado foi diluido com agua
estéril na proporcédo 1:3 e centrifugado a 40 000 g por 15 minutos, e 0 sobrenadante
filtrado através de um pré-filtro com poro do tamanho de 1 um e um filtro de 0, 22
um (MIDELET; CARPENTIER, 2002).

4.2 ESTERILIZACAO DOS MATERIAIS

Eppendorfs, cupons de ago inoxidavel, pingca e ponteiras foram esterilizadas
em autoclave (Prismatec Autoclave Vertical CS) a 121°C por 15 minutos e

armazenados em local adequado até a utilizagdo dos mesmos.
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4.3 PREPARO DOS MEIOS DE CULTIVO E SALINA

O caldo MH para o crescimento de E. coli, S.aureus e P. aeruginosa foi
preparado de acordo com o fabricante:

MH caldo: Dissolve-se 21 gramas em 1 litro de agua destilada.

A solucéo salina utilizada foi preparada na concentracao de 0,85% de cloreto
de sodio.

Todas estas solugdes foram submetidas a esterilizagdo em autoclave a
121°C por 15 minutos, e apds armazenadas sob refrigeracdo até o momento do uso.

4.4 ADERENCIA E CRESCIMENTO DO BIOFILME MONOESPECIE E
MULTIESPECIE

As bactérias E. coli e S. aureus foram ativadas em tubos contendo 3 mL de
caldo MH 24 horas antes do ensaio, com incubagdo em estufa bacteriologica (TE-
392/2 — Tecnal) a 35°C por 24 h. Apés, o caldo contendo as bactérias foi diluido em
solucéo salina 0,85%, na quantidade necessaria para a equivaléncia com a escala
0,5 de Mac Farland , conforme metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory
Standarts Institute (CLSI, 2012).

A superficie de aco inoxidavel estéril foi inserida no interior dos eppendorfs,
em seguida adicionado 1 mL do substrato (caldo MH ou exsudado de carne) e 25
microlitros dos indculos obtidos, de forma individual e em conjunto, sendo em
triplicata para cada bactéria.

Apés a adicdo dos inéculos, os eppendorfs foram incubados em estufa
bacteriol6gica a 25°C e 35°C por 24 horas para promover a formacdo do biofilme.
Foi incubado também o substrato desprovido de inéculo bacteriano como controle

negativo.
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4.5 QUANTIFICACAO DO BIOFILME

Decorrido o periodo de incubacéo, todo o conteudo liquido dos eppendorfs
foram retirados, e os cupons de aco foram enxaguados com solucéo salina 0,85%
durante 1 minuto para desprendimento das células fracamente aderidas, secas ao ar
em fluxo laminar durante 45 minutos, e corados com cristal violeta 0,25% por 30
minutos. Em seguida enxaguadas novamente com a solucédo salina 0,85% por 1
minuto, deixadas secar ao ar por mais 45 minutos e adicionado etanol 95%, para o
descoramento, por 30 minutos. Posteriormente, o biofilme era desprendido através
da adicdo de pérolas de vidro e agitacdo no aparelho vortex (mod. 772 — FI SATOM)
por 2 minutos e aliquotas de 1 mL do caldo de cada eppendorf foi repassado para
uma cubeta de vidro, e medido sua absorbancia no espectrofotometro (USB-650UV
Red Tide) com leitura em 570 nm (WANG et al., 2013).

4.6 PREPARO DO SOBRENADANTE DE P. AERUGINOSA

Cepas de P. aeruginosa foram cultivadas em 3 mL de caldo MH e incubadas
em estufa bacteriologicas & 28°C por 48 horas. Apds o tempo decorrido, o cultivo foi
passado para eppendorfs e entdo centrifugado (Centrifuga MiniSpin® plus) a 14 000
rom durante 15 minutos e na sequéncia pipetado apenas a parte liquida
(sobrenadante) de forma cuidadosa para ndo encostar nos pellets (células) que
decantaram, e esse conteudo entdo foi repassado a tubos estéreis.

Depois, o sobrenadante obtido foi aguecido a 100°C por 5 minutos em
banho-maria garantindo dessa forma, a auséncia de células viaveis de P.

aeruginosa, e armazenado sob refrigeracdo até o momento do uso.

4.7. APLICACAO DO SOBRENADANTE NA FORMACAO DE BIOFILME

O SLCV de P. aeruginosa foi adicionado no eppendorf contendo o cupom de

aco inoxidavel e o substrato (caldo de cultivo MH ou o exsudado de carne) e o
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indculo de bactérias, sendo que o sobrenadante substituiu 30% e 60% do volume
final de substrato. Entao foi incubado em estufa bacteriol6gica a 25°C e 35°C por 24
horas, e o biofilme formado foi quantificado por absorbancia, conforme ja descrito
anteriormente, para verificar a acdo do sobrenadante sobre a formacao dos biofilmes
monoespécie e multiespécie. Foi aferido o resultado da absorbancia do etanol 95% e

0 mesmo utilizado como valor de referéncia (branco).

4.8. ANALISE ESTATITICA

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os dados foram analisados
usando o pacote de software Assistat 7.6 Beta. A absorbancia foi comparada usando

o teste de Tukey com p <0,05 para determinar as diferencas significativas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A média dos resultados obtidos sobre a absorbancia dos biofilmes mono-
espécies e multiespécies de E. coli e S. aureus formados com substituicdo de 30% e
60% de SLCV de P. aeruginosa, em diferentes substratos e temperaturas, estao

expressos na Tabela 1.

Tabela 1 - Efeito da adi¢ao do sobrenadante livre de células de P. aeruginosa na formacéo
de biofilme mono e multiespécie de E. coli e S. aureus.

Absorbancia (570 nm)

SLCV

Cepa (%) 35°E 25°C

xsudado de Exsudado de
MH carne MH carne

0 0,621 "®+0,044 1,315°%40,029  0,923*+0,138 1,420 *+0,133
E. coli 30 0,300°°0,033  0,604°©£0,036  0,6517°+0,029 0,549 *® £0,013
60 0,947 **+0,068 0,911 °°+0,035 0,816 *+0,008 0,630 *®+0,121
0 0,714 * +0,042 1,421 °%+0,048 0,739 **+0,044 1,742 * +0,039
S. aureus 30 0,198°°+0,016  0,313°°+0,076 0,527 "®+0,003 0,590 *® 0,069
60 0,896 ™ +0,016 0,635 +0,077 0,678 *+0,037 0,658 *® 0,050
_ 0 0,774 *® +0,051 1,648 *4+0,014  0,816%"+0,008 1,835 ** +0,007
E'ai"rgfss' 30 0,225 *°+0,006 0,336 °©+0,069 0,757 *+0,113 0,600 *® 0,024
60 0,983 * +0,038 0,666 " +0,002 0,727 *+0,097 0,624 *® +0,089

* SLCV = Sobrenadante livre de células viaveis

*Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam que o mesmo tratamento com
SLCV diferiu entre as trés cepas e letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam
gue os diferentes tratamentos com SLC diferiram na mesma cepa (p<0,05)

A quantificagcdo do biofilme por meio da coloragdo com cristal violeta medida
por absorbancia revelou que as cepas testadas em mono e multiespécie foram
capazes de formar biofilme sob a superficie de aco nas condi¢cdes impostas (tanto
nas temperaturas de 25°C e 35°C quanto com o substrato de caldo MH e exsudado
de carne). Através dos resultados expressos na Tabela 1 e ilustrados nos graficos
abaixo (Figura 3 e 4), é possivel observar que o substrato de carne foi o mais
propicio para a formacéao de biofilme mono e multiespécie de E. coli e S. aureus em
ambas temperaturas testadas, em relacdo ao caldo MH. Semelhantes resultados
foram verificados por Dutra (2016), que ao analisar a formacéo de biofilme mono e
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multiespécie composto por E. coli e S. aureus a 25°C e 35°C em superficie de aco
inoxidavel, usando como substrato caldo MH, leite e exsudado de carne, constatou
que o S. aureus se desenvolveu melhor nos substratos protéicos de carne e leite. Ja
a E. coli e o biofilme multiespécie tiveram uma maior adaptagdo quando incubadas
com o extrato de carne em comparagao com 0s outros substratos testados, tendo
uma contagem mais elevada nas primeiras 24 horas e sendo a temperatura de 35°C
mais propicia para a adeséo e desenvolvimento do biofilme. Isto pode ser justificado
pela composicdo mais nutritiva dos substratos protéicos em comparacdo com o
caldo MH, fazendo com que 0S microrganismos consumam mais nutrientes,

favorecendo entdo uma maior formagé&o de biofilme.

Biofilme a 35°C
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Figura 3. Quantificacdo do biofilme mono-espécie e multiespécie de E. coli e S. aureus
adicionado de SLCV de P. aeruginosa em diferentes substratos a 35°C.

Os resultados expressos na Tabela 1 e ilustrados na Figura 3 acima
demonstram que os valores médios das absorbancias para o tratamento de 30% e
60% de SLCV de P. aeruginosa diferiram para os trés biofilmes das cepas a 35°C no
caldo MH, sendo a reducdo da densidade de S. aureus mais expressiva, pelo

tratamento de 30% (p<0,05). Ja no exsudado de carne a adicdo de 30% e 60% do
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volume de SLCV nado apresentou diferenca entre as cepas de S. aureus e 0
multiespécie, apresentando a melhor eficiéncia na reducdo da densidade biofilme,
com uma menor média em comparacdo com 0os mesmos volumes de SLVC na E.
coli (p<0,05). Quando comparadas as médias dos tratamentos na mesma cepa, é
possivel verificar que nos dois substratos utilizados, a adicdo de 30% e 60% SLCV
de P. aeruginosa foi estatisticamente diferente do seu controle, onde ambos
apresentaram influéncia sobre o biofilme, porém no caldo MH apenas o tratamento
de 30% reduziu a densidade do biofilme formado, pois a aplicacdo de 60% de SLCV
favoreceu a densidade dos biofilmes (p<0,05). Com base nesses resultados, foi
possivel verificar que o SLCV possui influéncia na reducdo da densidade dos
biofimes mono e multiespécie de E. coli e S. aureus, sendo a aplicacao de 30%
mais expressivo na inibicdo dos biofilmes formados.

Ja foram estudadas algumas bactérias do género da Pseudomonas e
constatado que suas espécies possuem o sistema de QS e que este pode interferir
de alguma forma em determinadas bactérias que fazem associacdo com
Pseudomonas.

Viana (2006) ao pesquisar a presenca de moléculas sinalizadoras
provenientes de bactérias psicotréficas isoladas do leite, através do ensaio de
difusdo em meio de cultura, observou a geracdo de moléculas sinalizadoras de QS
pela diminuicdo da producdo de violaceina pela estirpe monitora Chromobacterium
violaceum e pelo estimulo da producédo de B-gal por Agrobacterium tumefaciens na
presenca de extratos e células sésseis de P. fluorescens 097. Este resultado obtido
por eles sugerem que as estirpes de P. fluorescens avaliadas sdo capazes de
produzir a molécula sinalizadora AHL ou outras semelhantes relacionadas ao
processo de sinalizacdo bacteriana, capazes de ativarem o0s sistemas de
monitoracdo de C. violaceum e A. tumefaciens em ensaio de inibicao.

Chorianopoulos et al. (2010), adicionou o SLCV de Hafnia alvei nas
concentracbes de 20% e 50% no biofiime de Salmonella enterica em caldo BHI, e
pode verificar que a incubacao de cupons de a¢co no maior volume de sobrenadante
(50%) resultou na reducado significativa das atividades metabolicas das células
planctbnicas de S. enterica apds as primeiras 24 h de incubacdo em comparagao
com a cepa no tratamento de 20% e controle, resultado este que contrapde o obtido
no presente estudo, onde a menor concentracéo (30%) de SLCV de P. aeruginosa,

foi mais eficiente do que a concentracdo de 60%, com excecao do biofilme de S.
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aureus e 0 multiespécie em substrato de carne a 25°C, onde a eficiéncia foi
estatisticamente igual nos diferentes volumes testados de SLCV. Ainda no trabalho
de Chorianopoulos, com seus resultados obtidos, pode-se sugerir que o potencial de
formacao de biofilme de S. enterica poderia ser regulado de alguma forma por
moléculas sinalizadoras produzidas pela H. alvei presentes no seu sobrenadante.
Ele também observou esse efeito inibitério de compostos presentes no
sobrenadante (principalmente AHLs) foi mantido mesmo apds o aquecimento a
100°C por 10 minutos, semelhante ao procedimento adotado neste trabalho, o que

demonstra nitidamente que o fator dessa inibicdo ndo é de origem enzimatica.

Biofilme a 25°C
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Figura 4. Quantificacdo do biofilme mono-espécie e multiespécie de E. coli e S. aureus
adicionado de SLCV de P. aeruginosa em diferentes substratos a 25°C.

Através da Figura 4 observou-se que a 25°C no caldo MH a absorbancia
média da adicdo de 60% de SLCV de P. aeruginosa néo foi diferente entre os trés
biofilmes avaliados, porém o tratamento com 30% de SLCV nas cepas diferiram
entre si significativamente, sendo sua melhor eficiéncia na reducéo do biofilme de S.
aureus, coincidindo com o resultado de inibicdo na mesma cepa a 35°C. Ja no

substrato de carne, a influéncia dos tratamentos de 30% e 60% de SLCV entre as
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cepas avaliadas foram significativamente semelhantes. Nos biofilmes de E. coli e
S.aureus com o substrato MH, a adicdo de 60% de SLCV de P. aeruginosa néo
diferenciou significativamente do controle, mas a substituicdo por 30% do volume foi
eficaz na reducao dos biofilmes monoespécie (p<0,05).

Honda et al. (2011) ao estudar a acdo de moléculas sinalizadoras da P.
aeruginosa sobre algumas bactérias, pode constatar que o acido tetramico,
produzido de forma espontanea a partir da degradacdo da AHL e encontrado no
sobrenadante de cultura de P. aeruginosa, manifestou acdo bactericida contra todas
as bactérias Gram-positivas testadas nos experimentos, como o Bacillus cereus e
0 S. aureus, pela desestabilizacdo das suas membranas, podendo possivelmente
justificar o nosso resultado obtido de que o SLCV de P. aeruginosa teve uma maior
influéncia na reducédo da densidade no biofilme de S. aureus em comparagédo com
as demais biofilmes formados. Com sua pesquisa, eles conseguiram concluir que o
acido tetramico de P. aeruginosa apresenta ndo apenas efeitos antimicrobianos
sobre algumas bactérias Gram-positivas, mas também uma acdo de auto-morte
celular em bactérias Gram-negativas. A razao para este tipo de morte celular através
do &cido tetramico advindo da P. aeruginosa ainda ndo é bem esclarecido, porém
um possivel fator seria que esse acido funciona como um mecanismo de resposta
negativa a determinada condi¢des estressantes, ativando uma via celular de morte
programada nas bactérias para diminuir a densidade populacional. Com esses
resultados, € sugerido que o produto da degradacdo de AHLs pode ser util no
controle bacteriano.

Kimura et al. (2009) ao testar o efeito de QS de P. aeruginosa sobre o
crescimento e a producdo de biofilmes em espécies de Legionella e de outras
bactérias que geralmente coexistem com P. aeruginosa na natureza, através da
incubacdo em placa de 96 pocos, coradas com cristal violeta 0,3% e quantificacéo a
595 nm, verificaram que a AHL, mas ndo seus analogos, conseguiu suprimir
completamente o crecimento de L. pneumophila com a concentragdo de 50 ym, e
uma supressdo significativa na formacdo de biofilme quando exposta a AHL,
sugerindo que o efeito do auto-indutor AHL de Pseudomonas sobre a L.
pneumophila isolada ¢é tanto no sentido bacteriostaticas quanto de exclusdao dos
fatores de viruléncia. Mas quando testado sobre o crescimento das bactérias

Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Alcaligenes faecalis e
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Stenotrophomonas maltophilia, a P. aeruginosa ndo demonstrou nenhum efeito
supressor nas condi¢oes testadas.

Grandi (2015) testou a influéncia do SLC de E. coli sobre a formacgéo do
biofilme de Listeria monocytogenes. Para tal, inoculou a L. monocytogenes com o
sobrenadante parcialmente esterilizado de E. coli (meio pré-condicionado) em
laminas de aco inoxidavel AISI 304, a 25°C por 12 e 24 horas,utilizando caldo BHI
como controle, e posteriormente tratou a cultura com cristal violeta e quantificou o
biofilme por absorbancia a 595 nm. Ela observou que os valores obtidos nas
laminas nos dois tempos de incubacdo, independente da concentracdo de L.
monocitogenes, indicaram que houve uma maior adesdo de células de L.
monocytogenes e subsequente formacgédo de biofilme nas laminas imersas no caldo
controle, quando comparadas com as laminas imersas em meio pré-condicionado
com o sobrenadante de E. coli. Com esses resultados, concluiu-se que, de alguma
forma, as moléculas sinalizadoras de E. coli influenciam nas primeiras etapas de
formacao do biofilme, pois elas sinalizariam as células de L. monocytogenes que
nao era 0 momento favoravel para a adesdo e multiplicacdo, interferindo entdo no
posterior desenvolvimento do biofilme.

Com relagéo aos nossos resultados, ainda a 25°C, apenas o tratamento de
30% de sobrenadante reduziu a formacgéo dos biofilmes monoespécies, mas no
multiespécie ndo houve diferenca significativa entre o controle e os tratamentos com
SLCV de P. aeruginosa em cada cepa, ou seja, a adicdo de SLCV nao teve
influéncia nos biofilmes avaliados no caldo MH (p<0,05). Ja no substrato de carne,
os tratamentos de 30% e 60% de SLCV sobre a reducao da densidade dos biofilmes
foram semelhantes, e ambos foram significativamente menores que o valor da
absorbéancia do biofilme controle em cada cepa,ou seja, reduziram a densidade dos
biofilmes formados (p<0,05).

Varios fatores quimicos, fisicos e biolégicos podem influenciar o sistema de
QS em biofilmes, e dentre eles se destaca o0 meio nutricional, no qual,
por exemplo, se houver a disponibilidade de ferro no ambiente, terd o poder de
modular a sinalizacdo em P. aeruginosa, a0 mesmo tempo em que outros
compostos podem tardar o inicio da sinalizagdo célula a célula, ou seja, esse
ambiente hidrodinamico influéncia na espessura e densidade do biofilme que, por
consequéncia, afeta as variacdes de sinais (KIRISITS et al., 2007), assim como a

algum fator quimico, que também pode afetar a detec¢do de QS, barrando a difusédo
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do sinal de AHL, e consequentemente diminuindo o comeco da deteccdo de
moléculas sinalizadoras (SHROUT et al.,, 2011). Com base no exposto, supde-se
pelos resultados obtidos neste trabalho, que além das caracteristicas das bactérias
E. coli e S. aureus, a temperatura e o substrato podem ter interferido na acao das
moléculas sinalizadoras presentes no SLCV de P.aeruginosa sobre a formacéo dos
biofilmes, visto que em algumas cepas houve diferenca na acdo do sobrenadante
nos diferentes substratos e temperatura, o0 que reforca a hipdtese de que as
caracteristicas do ambiente ao qual o biofiime esta alocado também afetam a
deteccao de QS.

Wang et al. (2013) em seus experimentos seguindo a mesma metodologia
adotada nesse trabalho, utilizou o SLCV (contendo AHLs, identificadas por
cromatografia de camada fina) de P. aeruginosa (30 e 60%) com 17 cepas de
Salmonella enterica em caldo soja tripticaseina (TSB) e exsudado de carne. Os
biofilmes foram desenvolvidos em microplaca de poliestireno de 96 pocos, a 37°C e
25°C, depois corado com cristal violeta 0,25% e descorado com etanol 95%, sendo
posteriormente quantificando a formacédo do biofilme por absorbancia a 570 nm.
Com os resultados obtidos, eles puderam demonstrar, pela primeira vez, que o
sobrenadante de P. aeruginosa inibiu significativamente (p<0,05) as taxas de
crescimento de trés estirpes de S. enterica, durante a fase exponencial (12 h) e a
fase estacionaria precoce (24 h), em comparacdo com o biofiime sem adicdo do
sobrenadante, mas nao durante a fase estacionaria, ou seja, a inibicdo do biofilme
das estirpes foi diminuindo conforme o tempo de incubagéo, tanto em caldo TBS
quanto no exsudado de carne, chegando a atingir a porcentagem maxima de
inibicdo em cada substrato de 70,7% e 93,3%, respectivamente. Isto indica que a
presenca AHLs no sobrenadante de P. aeruginosa, contendo AHLs, tem a
capacidade de modificar a interacdo da adesédo da S. enterica com a superficie,
atuando na diminuicdo dessa relacao bactéria/superficie. Estes resultados coincidem
com os obtidos pelo presente trabalho, pois utilizando o periodo de 24 horas de
incubacédo, foi também possivel observar que as concentragcbes de SLCV de P.
aeruginosa aplicadas reduziram a densidade dos biofilmes formados, sendo esta
reducdo mais expressiva no substrato de carne que no caldo MH.

Ainda ndo estd completamente elucidado do por que o sistema de
sinalizacdo QS da P. aeruginosa inibe o crescimento de determinadas bactérias e

por que outras bactérias toleram essa inibicdo por compostos das moléculas



40

sinalizadoras. Porém Tashiro et al. (2013), em sua revisdo sobre a interacdo da P.
aeruginosa com outras bactérias diz que recentemente foi revelado que os sistemas
de sinalizacdo de P. aeruginosa sao capazes de modular diversos fenétipos, o que
inclui a motilidade e a formacédo de biofilme em bactérias em um amplo aspecto de
Gram-positivas e Gram-negativas e até mesmo em leveduras, o que reitera que elas
podem ser eficientes na formacdo estrutural e na alteracdo da funcdo da
comunidade. Ele também menciona que a adi¢cdo de moléculas sinalizadoras de P.
aeruginosa em bactérias isoladas do solo, foi capaz de afetar o crescimento de
Gram-positivas e negativas, mas ndo em todas, e que esse efeito advindo da
interacdo de comunicacdo entre células ndo € equivalente ao de antibiéticos, que
podem induzir a lise celular ou suprimir o crescimento, mas sim retardam a taxa de
crescimento.

Apesar de ter sido possivel quantificar o biofilme e observado a influéncia de
moléculas sinalizadoras sobre seu crescimento, sempre quando se compara
resultados de formacdo de biofiime, varios fatores podem interferir na
reprodutibilidade e correlacdo dos dados obtidos, como as condi¢cbes aos quais
foram submetidas as cepa (por exemplo, meio de cultivo, superficie, temperatura) e
também o método utilizado para a quantificacdo (ALAVI; HANSEN, 2013).
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6 CONCLUSAO

A substituicdo de 30% do substrato pelo SLCV de P. aeruginosa reduziu
significativamente a densidade dos biofilmes mono e multiespécie de E. coli e S.
aureus . Quando substituido 60% do substrato pelo SLC de P. aeruginosa a reducéo
obtida n&do foi tdo expressiva. A temperatura de 35 °C e o0 exsudado de carne
favoreceram a formacdo do biofilme na superficie de aco inoxidavel. Portanto, foi
possivel verificar a partir deste estudo que as moléculas produzidas por P.
aeruginosa presentes no SLCV influenciaram a formacdo de biofilme mono e
multiéspecie de E. coli e S. aureus em superficie de aco inoxidavel sob as condicbes
avaliadas, demonstrando grande potencial de pesquisa e estratégias com relacao a
aplicacdo dessas moléculas no combate a formacdo de biofilme bacteriano em

ambiente de processamento de alimentos.
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