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1.INTRODUCAO

Em abatedouros-frigorificos existem diversos pontos criticos a serem contro-
lados durante as operacdes de abate, visando a qualidade microbioldgica de car-
cacas bovinas (BRASIL, 1998). Uma vez na linha de abate, as carcagas passam
por etapas em que sao utilizados equipamentos e utensilios fabricados com mate-
riais nos quais pode ocorrer a adesédo de micro-organismos patogénicos, uma vez
gue esses estejam no ambiente, propiciando assim a formacéo de biofilme bacteri-
ano (BYUN et al., 2022; RAMIRES et al., 2020; KRONING et al., 2016). O biofilme
€ definido como um ecossistema microbiano formado por células bacterianas liga-
das umas as outras ou aderidas a superficies bidticas ou abioticas (LIU et a., 2004).
Em ambientes de processamento de alimentos, o biofilme protege as células bac-
terianas de situacfes adversas (GU et al., 2021; YOSHIKAWA et al., 2018), contri-
buindo para a sua sobrevivéncia e desempenhando um papel fundamental na dis-
seminacdao de bactérias de importancia em alimentos (MENON, 2016; YANG et al.,
2016).

No que diz respeito a contaminacdo bacteriana, Listeria monocytogenes é
um importante patégeno em alimentos. Além de se multiplicar sob temperaturas de
refrigeracdo, esse micro-organismo também possui a capacidade de persistir em
equipamentos e utensilios de plantas de processamento, através da formacao de
biofilme (BYUN et al., 2022; RAMIRES et al., 2020; DORTET et al., 2014). Mesmo
com rigorosos controles de boas préaticas ao longo dos procedimentos operacionais
de abate, a etapa de refrigeracdo, onde as carcagas permanecem por, N0 minimo
24 horas, é um ponto adicional de perigo de contaminagao por L. monocytogenes,
visto ser este um patdégeno psicrotréfico. A ingestdo de alimentos contaminados
por L. monocytogenes pode causar uma grave infeccdo, denominada listeriose
(LEPE, 2020). Segundo o European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC, 2018), foram relatados 225 6bitos em 1633 casos de listeriose confirmados
na Unido Europeia, estabelecendo a taxa de letalidade da listeriose (13,77%) como
a maior entre todas as doencas transmitidas por alimentos (DTA).

Uma vez que biofilmes bacterianos representam a principal fonte de conta-
minagao por micro-organismos patogénicos em alimentos, assim como a principal
razao para surtos de DTA (CDC, 2021; YANG et al., 2016), o objetivo deste estudo
foi avaliar o potencial de formacao de biofilme em aco inoxidavel (Al) por isolados
de L. monocytogenes provenientes de carcacgas de bovinos abatidos em abatedou-
ros-frigorificos do sul do Rio Grande do Sul.

2. METODOLOGIA
Foram avaliados doze isolados de L. monocytogenes (identificados de Bl a
B12), previamente caracterizados, provenientes de carcacas bovinas, oriundas de
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dois abatedouros-frigorificos da regido sul do Rio Grande do Sul (IGLESIAS et al.,
2017). O potencial de formacao de biofilme foi avaliado em cupons de ac¢o inoxida-
vel AISI 304 (rugosidade de 0,366 pm, 10 mm x 10 mm x 1 mm). Os isolados de L.
monocytogenes foram incubados em agar Triptona de soja (TSA, Acumedia®) por
24 h, a 37 °C. Posteriormente, preparou-se uma suspenséao celular com solucao
salina 0,85%, acrescida de concentracdo celular equivalente a 108 UFC.mL™1 (0,5
da escala de McFarland). Desse in6culo, uma aliquota de 1 mL foi transferida para
tubos de ensaio contendo cupons de Al e 9 mL de caldo Triptona de Soja (TSB,
Acumedia®). Os tubos foram incubados a 4 °C e 37 °C, por 24 h. Apés esse periodo,
os cupons foram transferidos para novos tubos de ensaio contendo 5 mL de agua
peptonada (AP, Oxoid®) 0,1%, onde ficaram imersos em repouso por 1 minuto.
Nessa etapa ocorreu a remocéao de células fracamente aderidas (plancténicas). Na
etapa subsequente, os cupons foram transferidos para tubos de ensaio contendo
10 mL de AP 0,1% e homogeneizados por 2 min para remocao de células forte-
mente aderidas (sésseis) (ANDRADE et al., 1998). Em seguida, procederam-se di-
luicdes decimais seriadas em microtubos contendo 0,9 mL de AP 0,1%. Cada dilui-
cao foi semeada na superficie de placas de Petri contendo TSA. As placas foram
incubadas por 24 h, a 37 °C. Os testes para avaliar o potencial de formacéo de
biofilme em Al foram realizados em triplicata. Os dados foram submetidos a uma
analise de comparacdo de médias pelo teste T-Tukey (p<0,05) para avaliar o efeito
de diferentes temperaturas na formagéao de biofilme.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo WIRTANEN (1996), 3 log UFC.cm™ é considerada a contagem mi-
nima necessaria para que um micro-organismo apresente capacidade de formar
biofilme em uma determinada superficie. Conforme pode ser observado na Figura
1, todos os isolados avaliados (n=12) apresentaram capacidade de formar biofiime,
independente da temperatura avaliada. Em relagdo a temperatura de 37 °C, a me-
nor contagem constatada foi de 6,09 log UFC.cm?, pelo isolado B6, enquanto a
maior foi de 7,7 log UFC.cm, pelo isolado B3. A 4 °C, a menor contagem foi de
4,05 log UFC.cm, pelo isolado B1, enquanto a maior contagem foi de 5,38 log
UFC.cm?, pelos isolado B6 e B8 (Figura 1). A maior média de formacéo de biofilme
foi observada a 37 °C (6,94 log UFC.cm™), enquanto a menor média foi observada
a4 °C (4,89 log UFC.cm ). Considerando esses resultados, foi possivel identificar
gue os isolados possuem significativamente (p<0,05) maior potencial de formacéao
de biofilme a 37 °C.
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Figura 1. Formacao de biofilme por isolados de L. monocytogenes prove-
nientes de carcacgas bovinas em aco inoxidavel nas temperaturas de 4 °C e 37 °C
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A capacidade de formacao de biofilme por L. monocytogenes tem sido estu-
dada sob diversas condicdes de temperatura (RAMIRES et al., 2020; GU et al.,
2021) e os resultados demonstram que a producéo de biofilme é diretamente rela-
cionada ao aumento da temperatura de incubacdo (KADAM et al., 2013), assim
como foi observado neste estudo. BYUN et al. (2022) avaliaram a capacidade de
formacéao de biofilme por L. monocytogenes a 4 °C e encontraram valores entre 4
e 5log UFC.cm. JA SHOWRON et al. (2019) avaliaram a habilidade de formacéo
de biofilme de L. monocytogenes a 37 °C e encontraram média de 6,81 log UFC.cm’
2, Esses resultados corroboram os obtidos neste estudo, tanto em relacéo a tem-
peratura de 4 °C, quanto a 37 °C.

Listeria monocytogenes € um micro-organismo psicrotréfico, que sobrevive
e se multiplica sob uma ampla faixa de temperatura, inclusive em temperaturas de
refrigeracdo comumente utilizadas para a conservacao de alimentos (DORTET,
2014). Por esse motivo, foram escolhidas as temperaturas de 4 °C (temperatura
média de caAmaras frias) e 37 °C (temperatura 6tima de multiplicacdo do patdgeno).
Ressalta-se que ndo ha normativas que regulamentem a temperatura das camaras
frias nos estabelecimentos de abate brasileiros, porém, € comum que as indastrias
mantenham as temperaturas dessas sec¢des entre 3 °C e 5 °C.

Os resultados obtidos demonstram que os isolados avaliados séo capazes
de formar biofilme em Al, material muito utilizado em industrias de alimentos. Tendo
em vista que L. monocytogenes é um importante patégeno de origem alimentar,
esses resultados sdo preocupantes, uma vez que o biofilme formado pelo micro-
organismo pode atuar como fonte de contaminacéo, afetando a seguranca do pro-
duto final.

4. CONCLUSOES
A habilidade para formar biofilme demonstrada pelos isolados de L. mono-
cytogenes avaliados no presente estudo indica sua capacidade para persistir na
linha de abate, podendo se tornar uma fonte constante de contaminagdo em aba-
tedouros-frigorificos, e representando um perigo a satde do consumidor.
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