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INTRODUCAO:

Embora os alimentos secos nas ultimas décadas sejam comumente considerados como alimentos
seguros, tem se notado um crescimento de casos de doencas transmitidas por alimentos ligados a alimentos
com baixa atividade de agua (LMF) em todo o mundo. E importante ressaltar que a baixa atividade de
agua (aw) impede o crescimento microbiano, mas proporciona sobrevivéncia por longos periodos (ACUFF
etal., 2023).

Os biofilmes aderidos a superficies secas (DSB, Dry Surface Biofilm) carregam em sua
composicdo patdgenos responsaveis por contaminacdo ao longo da cadeia de producdo, sao dificeis de
serem detectados e possuem maior resisténcia a higienizacdo e desinfeccdo (LEDWOCH et al., 2019).

Cronobacter sakazakii € uma bactéria patogénica que possui tolerancia a processos de desidratacédo
e pode sobreviver em superficies abioticas e em LMF (BALAMURUGAN et al., 2022). Dentre os
alimentos, as formulas infantis em p6 sdo consideradas o principal veiculo de contaminacdo em surtos
envolvendo neonatos (BEUCHAT et al., 2009). A infeccdo por Cronobacter em recém-nascidos é
classificada como grave, e dentre 0s sintomas, a meningite é a mais severa, com taxas de letalidade de 40
a 80% (GAO et al., 2022).

Em 2022, nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA) emitiu um comunicado
solicitando o recolhimento de um produto infantil em p6 com risco de contaminacao por C. sakazakii, que
resultou em quatro hospitalizac@es e dois 6bitos (YAN et al., 2023; FDA, 2022).

No Brasil, foram reportados casos de contaminagéo por Cronobacter no periodo de 1999 a 2013,
sendo que os casos de neonatos se destacaram com maior ocorréncia (BRANDAO et al., 2017). No
entanto, apesar da alta letalidade em neonatos, da capacidade de formacdo de biofilmes e da resisténcia
aos processos de estresse dessecativo, ainda ndo ha trabalhos na literatura sobre a adeséo de biofilmes de

Cronobacter através da técnica DSB.
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Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi investigar a formacéao de biofilmes de C. sakazakii em
superficies de aco inoxidavel e polipropileno pelo método de DSB, a fim de entender melhor os
mecanismos de adesdo e resisténcia dessa bactéria patogénica.

METODOLOGIA:

Cinco cepas de C. sakazakii isoladas de alimentos de baixa aw foram utilizadas no estudo. Todos
os isolados sé&o de origem brasileira e foram doados pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz. As cepas foram armazenadas em biofreezer (-80 °C) até o
momento do uso. Para a reativacao de cada cepa, uma pérola de vidro foi transferida para 5 mL de caldo
Infusdo Ceérebro e Coracdo (BHI, Difco, USA), com incubacéo a 37 °C por 18-20 h. Ap0s este periodo, as
cepas foram estriadas em &gar Tripticase de Soja (TSA, Difco, USA) inclinado e incubadas a 37 °C por
18-20 h.

Para a formacdo do DSB, foi preparado um pool de C. sakazakii com populacéo final de 6 log
UFC/mL em caldo Tripticase de Soja (TSB, Difco, USA). Apos isso, cupons de polipropileno (PP) e aco
inoxidavel (Al) foram dispostos em placas de 24 pocos e, em seguida, foi adicionado 1 mL do inéculo em
cada poco. as placas foram incubadas em temperatura ambiente e sob agitacdo suave em shaker durante a
fase Umida. Na fase seca, 0s pogos com inoculo foram drenados e posteriormente incubados em estufa a
25 °C. Para cada tratamento, foi definido um tempo de fase Umida e seca, contendo dois ciclos cada e trés
repeti¢des independentes (T1 = 48 h fase Umida e 48 h fase seca, T2 = 24 h fase Umida e 72 h fase seca).

Por fim, foram realizadas as quantificagdes do biofilme, onde os cupons foram retirados das placas
e imersos em 10 mL de solucdo salina (0,85%) por 30 s para retirada de células plancténicas e,
posteriormente, imersos em tubos contendo 5 mL de solucdo salina com pérolas de vidro e agitados por 1
min para remocdo de células sésseis cultivaveis (CSC). Em seguida, foi realizado plagueamento em TSA
e a incubacédo a 37 °C por 24 h (adaptado de ZIECH et al., 2016). Os resultados foram expressos em log
de UFC/cm?.

Para as contagens de células sésseis viaveis (CSV), 1 mL desta solucéo salina foi transferido para
tubos contendo 1 mL de meio minimo (caldo M9 sem glicose, SIGMA-ALDRICH, USA) suplementado
com 10.000 U de catalase de figado bovino (SIGMA, USA) e incubado a 37 °C por 6 h para recuperacdo
de células viaveis, mas ndo cultivaveis (VBNC), adaptado de LEDWOCH et al. (2019). Ap6s cada
procedimento, foi realizado plaqgueamento em TSA, com incubagéo a 37 °C por 24 h. Os resultados foram
expressos em log UFC/cm?.

Para a analise de Microscopia Eletronica de Varredura (SEM), um cupom de cada tratamento foi
imerso em 10 mL de solucéo salina por 1 min para remocao das células plancténicas. Em seguida, cada

cupom foi imerso por 3 h em 2 mL de solugdo tampéo de fosfato 0,1 M suplementada com glutaraldeido
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a 2%. Apos este periodo, os cupons foram lavados duas vezes em solucdo tampéo de fosfato 0,1 M e
submetidos a desidratacdo gradual com etanol p.a., seguindo a metodologia de LOU et al. (2013). Os
cupons foram transferidos para o secador de ponto critico (Balzers Union, modelo CPD 030,
Liechtenstein) para a remocao completa do alcool com injecao de dioxido de carbono. Posteriormente, 0s
cupons foram revestidos com ouro por 150 s usando o Sputter Coater e observados em microscopio
eletronico de varredura (TermoFisher Scientific — Quattro S, Republica Tcheca).

Os resultados de contagens microbianas foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
comparados pelo teste de Tukey. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistical
Analysis System (SAS v.9.3, Cary,North Carolina, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados obtidos de CSC ndo apresentaram diferencas significativas entre as superficies de
PP para os tratamentos avaliados (p > 0,05). Ou seja, 0 tempo de exposicdo a fase seca de formacao do
biofilme resultou em menor CSC. Entretanto, a superficie de Al apresentou diferenca significativa entre
os tratamentos (p < 0,05). J& as contagens de CSV ndo apresentaram diferencas significativas entre as
superficies e os tratamentos (p > 0,05). A populagdo bacteriana variou de 6,3 a 8,1 log UFC/cm? e de 8,5

a 9,0 log UFC/cm? para CSC e CSV, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1 - Contagens de células sésseis cultivaveis (CSC, 1a) e células sésseis viaveis (CSV, 1b)
do biofilme de C. sakazakii em cupom de Al e PP. T1 = 48 h fase Umida e 48 h fase seca, T2 = 24 h fase
Umida e 72 h fase seca. C1 = ciclo 1, C2 = ciclo 2.

Um estudo de CENTELEGHE et al. (2023) investigou a formacdo de DSB por Klebsiella
pneumoniae em trés estagios de maturacdo. Inicialmente, a contagem de UFC/mL foi de 5,15 log. Apos 4
semanas de incubacdo, observou-se uma reducdo para 4,01 log de UFC/mL. Curiosamente, 0 mesmo
biofilme foi submetido a mais 2 semanas de incubacéo, resultando em uma diminuicdo adicional de 1,58

log de UFC/mL nas células obtidas.
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Nas andlises de microscopia eletronica de varredura (figura 2), verificou-se a presenca de células

com alteracbes morfologicas devido ao estresse dessecativo, como elongamento celular, formatos

T2(C) e Al: T1(B), T2(D). A seta amarela indica elongamento celular, a seta verde indica células em
formatos esféricos, os circulos vermelhos indicam células com dessecacao e/ou lise celular, e o circulo
azul, a formacdo de EPS.

Assim como observado para Cronbacter sakazakii, DUGGAN et al. (2024) relataram alteragdes
morfolégicas, como a formacao de EPS, células encurtadas e com sinais de injdria em DSB de Salmonella
Typhimurium.

CONCLUSOES:

Os resultados obtidos destacam a capacidade de C. sakazakii em formar biofilme tanto em
polipropileno quanto em aco inoxidavel, mesmo quando expostos a condi¢fes de estresse dessecativo.
Verificou-se também que o estresse dessecativo favoreceu alteragdes morfoldgicas nas células, assim

como o aumento do nimero de VBNC, especialmente em superficies de polipropileno.
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