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RESUMO

Neste estudo as cepas de Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) O153:H25, O113:H21
e O111:HS8, isoladas de rebanhos do pais, foram avaliadas quanto a capacidade de formar biofilmes
em superficie de aco inoxidavel utilizada na industria de alimentos, bem como a eficicia de diferentes
concentragdes de hipoclorito de s6dio na inativagdo desses biofilmes. A capacidade de formagao de
biofilme foi detectada em todas as cepas de E. coli produtoras de toxina Shiga. Na avalia¢do da eficacia
do sanitizante hipoclorito de sddio, nas concentragdes de 100 mg.L' e 200 mg.L"!, observou-se
a reducio a <1 log UFC/cm? em todas as cepas e nos tempos avaliados. Estes dados reforcam a
importancia do correto procedimento de higieniza¢do, uma vez que biofilmes podem tornar-se
importantes fontes de contaminagdo no ambiente de producédo de alimentos.
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ABSTRACT

This study aimed at evaluating the biofilm formation of Shiga toxin-producing Escherichia coli
0153:H25, O113:H21 and O111:H8 (STEC non-O157), isolated from Brazilian cattle, on
the stainless steel surface, and also the efficacy of different s concentrations of sodium
hypochlorite for inactivating these biofilms. The ability to form biofilm was demonstrated in
all of Shiga toxin-producing E. coli strains. In assessing the effectiveness of sodium hypochlorite
sanitizer, a reduction to <1 log CFU/cm?* was observed in all of the evaluated strains and times.
These data strengthen the relevance of the correct cleaning procedure, considering that biofilms
formations might be an important source of food contamination.
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INTRODUCAO

Escherichia coli produtoras de toxina
Shiga (STEC) causam, em humanos, diarréia
que pode evoluir para colite hemorragica
(CH) e sindrome hemolitica-urémica (SHU).
Surtos epidémicos ou casos esporadicos graves
sao causados principalmente pelos sorotipos
0157:H7, O157:H-, O26:H11, O111:HS8, O111:H-,
0103:H2, 0O113:H21 e O145:H-"*

Animais  domésticos e  selvagens,
principalmente  ruminantes, como bovinos,
ovinos e caprinos, sdo considerados os principais
reservatorios de STEC®. A maioria dos estudos
sobre a ocorréncia de STEC em alimentos
relaciona-se com surtos relacionados a carnes,
entretanto leite ndo pasteurizado, agua e
produtos frescos tem sido relacionados®.

Tem-se observado que varios sorotipos
de STEC tém a capacidade de aderir,
colonizar e formar biofilme em grandes
variedades de superficies de contato, de
materiais usados nas plantas de processamento
de alimentos’.  Biofilmes formados por
micro-organismos ~ patogénicos  tém  sido
considerados de grande importancia no
contexto de seguranca alimentar despertando o
interesse de inumeros grupos de pesquisas®'’.
Segundo Farrock et al?,  poucos trabalhos
tém sido realizados no desenvolvimento de
biofilmes de STEC dentro do contexto de
produtos lacteos, embora saiba-se que, como
outras bactérias, a STEC O157:H7 ¢ capaz de
aderir e formar biofilmes em superficies que
sao comumente utilizadas em ambientes de
processamento de alimentos como ago inoxidavel.
Portanto, os dados apresentados neste trabalho
sdo importantes para confirmar a capacidade
de cepas de STEC ndo-O157 formarem
biofilmes em superficies que sdo comumente
utilizadas na industria de alimentos, que
podem servir como fonte de contaminagdo
cruzada, acarretando casos e surtos de doengas
veiculadas por alimentos. Nesse &ambito,
realizou-se também a avaliagdo da eficiéncia
de sanitizantes de uso industrial na remocdo
de biofilmes formados, visando a inocuidade
alimentar.

MATERIAL E METODOS

As cepas utilizadas no presente trabalho
foram STEC O153:H25, O113:H21 e OI111:HS,
isoladas de bovino no estado do Rio de Janeiro®®.
A identifica¢ao destes micro-organismos foi
confirmada por observagdo microscopica dos
aspectos morfoldgicos e tintoriais em laminas
com esfregaco corado pelo método de Gram,
testes bioquimicos' e pesquisa por Polymerase
Chain Reaction (PCR) dos genes produtores de
toxina Shiga stx1 e stx2 .

A capacidade de formagdo de biofilme
foi testada em cupons de ago inoxidavel
AISI 304 com acabamento numero 4 (#4).
O material com estas especificagbes é o
mais utilizado pela industria de alimentos
na construgio de equipamentos, bancadas e
utensilios em geral. Foram utilizados cupons
com dimensdes de 1,0 cm x 1,0 cm”. Cada
cupom de acgo inoxidavel estéril foi imerso em
tubo contendo 10 mL de Tripticase Soy Broth
(TSB) com suspensao de células das STEC de
10° UFC/mL. Essa popula¢do foi verificada, em
todos os experimentos, por semeadura em placas.
Os cupons foram incubados a temperatura de
25 °C e avaliadas quanto a formagdo de biofilme
nos tempos 6, 12, 24 e 48 h. Como controle
utilizou-se cupons imersos no meio de cultivo
estéril nao inoculado.

Os cupons de ac¢o inoxidavel foram
retirados do meio de cultivo TSB com o auxilio de
uma pinga estéril e foram imersos em 10 mL de
Phosphate Buffer Salt (PBS), por 1 min, para a
remogdo de células planctonicas. Em seguida,
foram introduzidos em tubos contendo 5 mL
de PBS e agitados em vortex, durante 2 min para
remoc¢do de células sésseis'®. Diluicdes seriadas
adequadas foram transferidas pelo método de
plaqueamento em superficie para placas de Petri
contendo TSA (Difco’) e incubadas a 35 + 1 °C
por 24 h, determinando-se desta forma, o
numero de UFC/cm? aderidas a cada cupom®.

Na avaliagdo da eficicia do sanitizante
hipoclorito de sdédio, solugdes nas concentragdes
de 100 mg.L! e 200 mg.L" foram preparadas em
agua destilada esterilizada, com no maximo
15 min de antecedéncia ao uso. Os cupons foram
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retirados dos meios de cultivo TSB inoculado
com STECs apés 6, 12 e 24 h, com o auxilio de
uma pinga esterilizada, imersos em 10 mL de PBS
por 1 min e enxaguados com dagua peptonada
0,1 % para a remogdo de células planctonicas.
Em seguida, foram imersos em tubos contendo
10 mL das solugdes sanitizantes. Apds o tempo
de contato de 15 min, os cupons foram
transferidos para tubos contendo 5 mL de
PBS adicionado de tiossulfato de sodio a
1 %, para a inativacdo da ac¢do do sanitizante.
Os cupons foram agitados em vortex por 2 min
para remogdo das células sésseis. Foram
preparadas as diluicdes apropriadas, semeadas
em Tripticase Soy Agar (TSA) e incubadas a
35+ 1°Cpor 48+ 1h.

Foi  realizada  simultaneamente  a
enumeracdo da  populagio  dos  cupons
controles, ou seja, aqueles que nao receberam
o sanitizante. Esta contagem foi utilizada para

avaliar o efeito dos sanitizantes sobre os
biofilmes formados. Foram realizados trés
experimentos independentes, tanto para a

formagdo de biofilmes microbianos quanto na
eficicia dos sanitizantes, em duplicata, tendo

sido o tratamento estatistico dos resultados
obtido pela analise de varidncia (ANOVA)
em delineamento inteiramente casualizado,

com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05).
Para comparagdo entre as médias foi utilizado

0 o

log UFC/cm?

o teste de comparagao multipla de Tukey.
Para tal, foi utilizado o programa Graph Pad
Prism®, versao 5.01.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A evolucio do numero de células sésseis
aderidas a superficie de aco inoxidavel apds remocio
das células planctdnicas, caracterizando a formagao
de biofilmes dos isolados de STEC O153:H25,
O113:H21 e O111:H8 ¢ apresentada na Figura 1.

As maiores contagens de células sésseis de
STEC O153:H25, O113:H21 e OI111:H8 nos
cupons de ago inoxidavel AISI 304 #4, foram
encontradas apos 48 horas, com valores médios
de 6,04 log UFC/cm? 5,86 log UFC/cm® e
5,90 log UFC/cm?, respectivamente, caracterizando
a forma¢ao de biofilmes microbianos, pois as
contagens referem-se a células sésseis que
ficaram aderidas a superficie, mesmo apos a retirada
das células planctonicas.

Houve diferenca  significativa  entre
todos os tempos de formacdo de biofilmes
das STEC estudadas (6, 24 e 48 h). Na andlise
entre as cepas amostradas, constatou-se
diferenga significativa entre os mesmos tempos
das diferentes cepas, com excecdo do tempo
de 24 h, quando comparou-se STEC O153:H25
e STEC O111:H8 e no tempo de 48 h, quando
comparou-se STEC O113:H21 e STEC O111:HS.

<+ 0153:H25
-+ O113:H21
-~ O111:H8

0 20

T 1
40 60

tempo (horas)

Figura 1. Evolugdo da populagao (log UFC/cm?) de células sésseis de isolados de E. coli STEC ndo-0157 sobre
cupons de ago inoxidavel AISI 304#4. Cada ponto corresponde a média de trés repeti¢oes em triplicata
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Analisando os diferentes tempos, na maior parte
foi encontrada diferenca significativa, com
excegdo da STEC O113:H21 (contagem de 48 h)
comparada a STEC O111:H8 no tempo de 24 h.

Os dados resultantes deste trabalho
contribuem com informagdes na literatura
cientifica sobre a formagio de biofilmes

microbianos de cepas de STEC nao-O157.
Estudos sobre a formacio de biofilmes em STEC
sdo  principalmente relatados ao  sorotipo
O157:H7 e ha poucos dados relacionados a
formacao de biofilmes em outros sorotipos '>!7'%,
Este fato ¢é preocupante, pois ha diferencas
na capacidade de adesdo entre os diferentes
sorotipos como observado no presente trabalho.
O conhecimento sobre o comportamento destes
microrganismos em aderir e formar biofilmes
nas diferentes superficies do processamento de
alimentos ¢ imprescindivel para a inocuidade
de alimentos e adequag¢ao dos processos de
higieniza¢ao para prevenir contaminagdes cruzadas.

Rivas et al avaliaram a capacidade
de formagdo de biofilmes por dez diferentes
cepas de E.coli, sendo sete de STEC (O157:H7,
O157:H-, 091:H21 e O174:H21) e trés de
nao-STEC (ndo toxigénico O157:HR, O13rel:H4
e OI1:H7), por duas metodologias, a avaliacdo
por microplacas de poliestireno e superficies
de ago inoxidavel e demonstraram que cada
cepa tem habilidade diferente de formacao
de biofilme em cada superficie e que todas as
cepas possuiam a capacidade de se aderir em
superficie de ago inoxidavel, fato este que
ndo ocorreu na metodologia de microplacas.
Os autores sugeriram que a producdo de
biofilmes em microplaca de poliestireno pode
nido ser apropriada para representar outras
superficies e que se deve ter atengio ao
escolher o método de quantificagio de biofilme
em superficies. Os mesmos autores reforcaram
a necessidade da pesquisa da capacidade de
formacdao de biofilmes por cepas de interesse,
por terem comportamentos diferentes.

A formagdo de biofilmes por E.coli STEC
¢ associada a expressao de diferentes adesinas
como, por exemplo, fimbria tipol, curli,
Ag43, Cah e EhaA". Biscola et al", ao estudarem
a formagdo de Dbiofilmes, verificaram a

presenca de genes relacionados a diferentes
adesinas, em 18 cepas de O157 e 33 cepas
nd0-O157, observaram a formacio em 5/18
(28 %) cepas de O157 STEC e 17/33 (51
%) de nao O157 a temperatura de 28 °C
por 48 h. A pesquisa de genes associados
com adesdo é importante, porém estes podem
nao ser expressos, dependendo das condi¢des
ambientais. Por este motivo, a avaliagio da
formacao de biofilmes em ago é essencial para
demonstrar a caracteristica fenotipica.

Segundo Meyer®, existem trés estratégias
para se tentar solucionar os problemas dos
biofilmes: i) sanitizacio antes da sua formagao,
ii) sanitizacdo apds sua formacao, ou iii) utilizacao
de materiais que ndo favorecam a formagao dos
mesmos. Neste sentido, foi testado o sanitizante
mais comumente utilizado nas superficies do
processamento de alimentos, o hipoclorito de
sodio em duas concentragdes usualmente
utilizadas, 100 mgL' e 200 mglL"' *, por ser
eficiente e de baixo custo. No presente estudo,
as contagens iniciais de células sésseis das cepas
das STEC O153:H25, OI113:H21 e OI111:H8
foram reduzidas aos niveis inferiores a
1 log UFC/cm? apds sanitizagdo com hipoclorito
de sédio 100mg.L' e 200mgL’' conforme
observa-se nas Figuras 2 a 4. Estes dados sao
importantes, pois se observa que se utilizados
de forma correta, o agente sanitizante para
estas cepas, sdo eficazes, considerando-se a
importancia da correta elabora¢iao e implantacdo
do programa de higienizacdo de processamento
da matéria-prima e na planta de processamento
de alimentos.  Ressalta-se a importancia da
observa¢ao dos critérios de utilizagdo deste
produto, pois o hiploclorito de sdédio possui
baixa estabilidade e sofre influéncia da luz,
temperatura e pH, afetando sua eficiéncia.

Ha  poucos  trabalhos  sobre a
suscetibilidade de cepas de E.coli STEC
nao-O157 produtoras de toxina Shiga a

sanitizantes's, o que reforca a necessidade de
maior pesquisa nesta darea, considerando que
surtos epidémicos ou casos esporadicos graves
sdo causados principalmente pelos sorotipos
0O157: H7, O157: H-, O26: H11l, O111: HS,
O111: H-, 0103: H2,0113: H21 e O145: H- '*
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Figura 2. Efeito da aplicagdo de sanitizantes sobre
biofilmes de E. coli STEC O153:H25, formados sobre
cupons de ago inoxidavel AISI 304 #4
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Figura 3. Efeito da aplicagdo de sanitizantes sobre

biofilmes de E. coli STEC O113:H21, formados sobre
cupons de ago inoxidavel AISI 304 #4
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Figura 4. Efeito da aplicagdo de sanitizantes sobre
biofilmes de E. coli STEC O111:H8 formados sobre
cupons de aco inoxidavel AISI 304 #4
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CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostraram
que cepas de STEC nao-O157, sorotipos
O153:H25, O113:H21 e O111:H8 isolados no
pais, apresentam a capacidade de formar
biofilmes em superficies de ago inoxidavel,
o que serve de alerta para a importancia
dos programas de sanitizagdo preventivos.
O hipoclorito de sédio nas concentragdes
utilizadas neste estudo foi eficiente para reduzir
a contagem de células sésseis dos biofilmes,
ressaltando a importéncia do correto programa
de higienizag¢ao na inocuidade dos alimentos.
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