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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a formacao de biofilme por cepas de Escherichia coli produtoras de shiga
toxina (STEC) previamente isoladas de fezes de bovinos de corte e de leite no sul do Rio Grande de Sul, Brasil. 165 cepas
foram cultivadas nas cavidades de placas de microtitulagdo, lavadas, retirado o sobrenadante e coradas. Apds, a absorbancia
medida em cada cavidade foi comparada com controles negativos e positivos. Nenhuma das cepas de STEC isoladas de fezes
de bovinos do sul do Brasil analisadas neste estudo apresentou capacidade de formar biofilme.

PALAVRAS-CHAVE: STEC. Bovinos. Fezes.

BIOFILM-FORMING ABILITY OF SHIGA TOXIN-PRODUCING Escherichia coli

ABSTRACT: This study evaluated the biofilm-forming ability of shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) strains pre-
viously isolated from beef and dairy cattle in Rio Grande do Sul, Brazil. 165 strains were grown in wells of microtiter plates,
washed, the supernatant removed and stained. After, the absorbance measured in each well was compared with negative and
positive controls. None of the STEC strains isolated from feces of cattle in Southern Brazil analyzed in this study showed the
ability to form biofilm.
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EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE FORMAR BIOPELICULA DE Escherichia coli PRODUCTORAS DE
TOXINA SHIGA

RESUMEN: El objetivo de este estudio fue evaluar la formacién de biopelicula por cepas de Escherichia coli productoras de
toxina Shiga (STEC), previamente aisladas de heces de ganado de carne y de leche, en el sur de Rio Grande do Sul, Brasil.
165 cepas han sido cultivadas en las cavidades de placas de microtitulacion, lavadas, retirado el sobrenadante y coloradas.
Después, la absorbencia medida en cada cavidad fue comparada con controles positivos y negativos. Ninguna de las cepas
STEC aisladas de heces de ganado, en el sur de Brasil, analizadas en este estudio, demostro6 la capacidad de formar biopeli-

cula.
PALAVRAS CLAVE: STEC. Bovinos. Heces.

Introducao

Escherichia coli ¢ uma bactéria normalmente en-
contrada no intestino de humanos e outros animais. Embo-
ra a maioria das cepas seja apatogénica, ha outras que, uma
vez ingeridas, provocam disturbios intestinais em humanos
saudaveis (FENG et al., 2011). E. coli produtoras de shiga
toxina (shiga toxin-producing Escherichia coli - STEC) tém
sido associadas a doengas transmitidas por alimentos para
humanos (BERRY; WELLS, 2010; MATHUSA et al., 2010).
Os alimentos de origem animal estdo entre os mais frequen-
temente implicados em surtos de doengas transmitidas por
alimentos causadas por STEC (MARTIN; BEUTIN, 2011).

Uma forma racional e eficiente de evitar a contami-
nac¢ao dos alimentos oferecidos ao consumidor ¢ a adogao de
medidas higiénico-sanitarias durante as etapas de processa-
mento (DONLAN; COSTERTON, 2002). A eficiéncia desses
procedimentos fica diminuida quando hé formacgao de biofil-
me nas superficies dos equipamentos e utensilios utilizados
na industria (DONLAN; COSTERTON, 2002). O biofilme
¢ uma comunidade de micro-organismos sésseis caracteriza-

da por células que se aderem a uma superficie, embebidas
em uma matriz extracelular formada por exopolissacarideos
(DONLAN; COSTERTON, 2002). Bactérias capazes de for-
mar biofilmes podem apresentar resisténcia aumentada frente
a agentes antimicrobianos, quando comparadas a bactérias
plancténicas (JOSEPH et al., 2001). Em consequéncia da
menor eficiéncia da higienizag¢do e sanitizagdo das superfi-
cies, os biofilmes podem constituir fontes crénicas de con-
tamina¢do microbiana aos alimentos (STEPANOVIC et al.,
2004).

A capacidade de formagdo de biofilme por STEC
sobre diferentes superficies, como a¢o inoxidavel, vidro,
borracha e poliestireno tem sido demonstrada (RYU; BE-
CHAUT , 2004; BISCOLA, 2009). Entretanto, ndo ha es-
tudos abordando as cepas de STEC que ocorrem no sul do
Brasil. A ocorréncia em bovinos de STEC formadoras de bio-
filme pode constituir-se em fonte de contaminagao para equi-
pamentos e utensilios utilizados em frigorificos, cuja saniti-
zagdo podera ficar dificultada devido a presenga de biofilme,
dessa forma aumentando o risco de contaminagdo dos pro-
dutos carneos oferecidos aos consumidores. Nesse sentido, o
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objetivo deste trabalho foi pesquisar a formacdo de biofilme
por Escherichia coli produtoras de shiga toxina isoladas de
fezes de bovinos do sul do Rio Grande de Sul.

Material e Métodos

Foram utilizadas 165 cepas de STEC previamente
isoladas de fezes de bovinos de leite e de corte em estudo re-
alizado por Timm et al. (2007) no Rio Grande do Sul, Brasil
(para maiores detalhes sobre a origem ¢ obtengdo dos iso-
lados, consultar o artigo mencionado). Os isolados estoca-
dos foram recuperados em caldo Brain Heart Infusion (BHI,
Acumedia, Michigan, USA) e avaliados quanto a capacidade
de producao de biofilme em placa de microtitulagdo com fun-
do em “U” (Nunclon, Nune, Roskilde, Denmark), conforme
técnica descrita por Maretro et al. (2003), com modificagdes.

Culturas overnight a 37°C em BHI foram padroni-
zadas por meio de espectrofotometria a 600 nm para o va-
lor 1. Apbés, foram diluidas a 1:10 em BHI com 1% (m/v)
de glicose. Aliquotas de 200 puL da suspensdo de células de
cada isolado foram distribuidas nas cavidades das placas e
incubadas a 37°C por 24 horas. As placas foram, entdo, la-
vadas trés vezes com 200 pL de solugdo salina 0,1% (m/v)
para remogao das células que ndo aderiram a placa e secadas
por inversdo. As células aderidas foram coradas com 200 pL
de cristal violeta 0,1% (m/v) por 15 minutos. O corante foi
removido e, apos secagem por 2 horas, a absorbancia a 630
nm foi determinada. Os isolados que apresentaram A, > 1,0
foram definidos como formadores de biofilme. As cepas de
Salmonella enterica subsp. enterica do Laboratorio de Inspe-
¢do de Produtos de Origem Animal da Universidade Federal
de Pelotas LIPOA 2017, sabidamente produtora de biofilme,
e LIPOA 2018, ndo formadora de biofilme, foram utilizadas
como controles positivo e negativo, respectivamente.

Resultados e Discussao

Todas as 165 cepas de STEC estudadas apresenta-
ram absorbéncia A, < 1,0, ndo demonstrando capacidade de
formar biofilme.

Apesar da alta incidéncia de enfermidades causa-
das por STEC na Argentina (LOPEZ et al., 1997), no Brasil
somente casos esporadicos tém sido reportados (CANTA-
RELLI et al., 2000; GUTH et al., 2002; IRINO et al., 2002;
VAZ et al., 2004; NISHIMURA et al., 2005 ) ¢ mesmo os re-
gistros da presenga de STEC em alimentos sdo poucos (CER-
QUEIRA et al., 1997; BERGAMINI et al., 2004). Em estudo
realizado na regido sul do Rio Grande do Sul, Brasil, Timm et
al. (2009) nao identificaram a presencga dos genes responsa-
veis pela produg@o de shiga toxina em 464 E. coli isoladas de
50 amostras de carne moida e 50 de leite cru. Uma razao para
essa disparidade entre paises vizinhos com habitos alimenta-
res similares pode se dever a diferengas nos mecanismos de
adaptag@o de STEC a condicdes de estresse, o que pode ter
implicacdo na capacidade da bactéria sobreviver em diferen-
tes alimentos e nos ambientes em que sdo produzidas (MO-
LINA etal., 2003 ). Embora no presente trabalho ndo tenham
sido estudadas cepas isoladas na Argentina ou outros paises,
os resultados indicam que as cepas que ocorrem em bovinos
no sul do Brasil ndo tém capacidade de formar biofilme e,
portanto, t€ém caracteristicas menos favoraveis a permanén-
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cia na superficie de equipamentos que poderiam constituir
fontes de contaminagdo na industria ¢ alimentos do que ce-
pas formadoras de biofilme. A formagao de biofilme, além de
dificultar a eliminagdo dos micro-organismos das superficies
em que se encontram, também confere certa resisténcia da
bactéria a antimicrobianos (ITO et al., 2009).

Por outro lado, Boerlin et al. (1999) sugerem que
STEC isoladas de humanos constituem uma populagao dife-
rente das STEC encontradas em bovinos ou que sejam ape-
nas uma subpopulag@o destas. Entretanto, mais estudos sdo
necessarios para elucidar esta questao.

Conclusao

Cepas de STEC isoladas de fezes de bovinos do
sul do Brasil ndo apresentaram capacidade de formacao de
biofilme. E possivel que este fato tenha relagdo com a ainda
ndo reportada ocorréncia de STEC em alimentos na regido e
o reduzido numero de casos clinicos registrados em huma-
nos. Entretanto, estes resultados ndo devem ser interpretados
como um motivo para abrandamento do controle sanitario
de animais e alimentos, uma vez que as cepas de STEC que
ocorrem um determinada localidade podem sofrer alteragdes
em decorréncia dos intercambios de portadores entre regides
e paises.
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