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RESUMO

Os biofilmes sdo comunidades bacterianas aderidas a superficies, envoltas por matriz
extracelular que favorece sua protecdo e sobrevivéncia em condi¢des adversas. Na industria
de alimentos, a formagao de biofilmes ocorre como um mecanismo adaptativo, representando
uma ameaca significativa, ja& que podem permanecer nas superficies mesmo apoOs a
higienizacao, elevando o risco de contaminagdo cruzada e surtos de doencas transmitidas por
alimentos (DTAs). A resisténcia antimicrobiana, considerada uma ameaga global por 6rgaos
como Organiza¢ao Mundial de Satde (OMS), Organizagdo Pan-Americana da Satde (OPAS)
e Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), quando
associada aos biofilmes, agrava esses problemas, representando um desafio critico para a
industria alimenticia e a satde publica. Essas cepas resistem ao sistema imune e as terapias
antimicrobianas, atuam como reservatorios de genes de resisténcia e promovem a
disseminagdo desses genes, o que contribui para o surgimento e propagacao de superbactérias,
limitando os tratamentos disponiveis, tornando-os ineficazes e aumentando os custos € riscos
associados a infeccdes persistentes. Além disso, mesmo cepas ndo patogénicas podem
representar riscos ao servirem como reservatorios de resisténcia genética, facilitando a
transferéncia desses genes para bactérias patogénicas. Nesse contexto, o controle rigoroso dos
biofilmes e a correta aplicagdo das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) sdo essenciais para
conter a disseminacdo de genes de resisténcia, garantir a seguran¢a dos alimentos e saude
publica. O objetivo do estudo foi avaliar a capacidade de formacdo de biofilmes por cepas
bacterianas isoladas de alimentos de origem animal e da cadeia de producao, com énfase em
cepas que apresentam resisténcia a antimicrobianos. Os resultados mostraram que 41,7% das
cepas de Escherichia coli apresentam algum grau de formagdo de biofilme, Enterobacter
kobei 37,5% formaram biofilme, enquanto em Klebsiella pneumoniae, 60% apresentaram
capacidade de adesdo. Niallia circulans, Enterococcus mundltii, Staphylococcus haemolyticus,
Enterococcus faecalis, Cellulosimicrobium cellulans, Proteus mirabilis, Enterobacter
asburiae, Enterobacter hormaechei e Klebsiella oxytoca apresentaram 100% das cepas com
capacidade de formagdo de biofilme em algum grau. Em Proteus hauseri e Hafnia alvei, 50%
das cepas foram formadoras, enquanto em Proteus rettgeri, Enterobacter bugandensis e
Citrobacter braakii nenhuma cepa apresentou aderéncia.

Palavras-chave: Biofilmes. Industria de alimentos. Seguranca dos alimentos. Doengas

transmitidas por alimentos. Saude publica. Resisténcia antimicrobiana.






ABSTRACT

Biofilms are bacterial communities adhered to surfaces, surrounded by an extracellular matrix
that enhances their protection and survival under adverse conditions. Their formation cycle
occurs in five stages: initial adhesion, irreversible attachment, structural formation,
maturation, and cell dispersion, allowing the colonization of new areas. In the food industry,
the presence of biofilms compromises product safety, as pathogenic microorganisms can
remain on surfaces even after cleaning, increasing the risk of cross-contamination and
outbreaks of foodborne diseases. It is estimated that microbial biofilms are associated with
approximately 60% of foodborne disease outbreaks worldwide, constituting an important
public health risk factor. Antimicrobial resistance, considered a global threat by organizations
such as WHO, PAHO, and FAO, exacerbates this issue, as the effectiveness of antibiotics is
reduced in biofilms, enabling persistence and recurrence of infections caused by clinically
significant pathogens. The formation of biofilms by antibiotic-resistant strains represents a
critical challenge for the food industry and public health, as their persistence favors
cross-contamination. These strains resist the immune system, transfer resistance genes, and
turn contaminated environments into genetic reservoirs, promoting the emergence of
superbugs. In this context, the aim of the study was to evaluate the biofilm-forming capacity
of bacterial strains isolated from animal-derived foods, with an emphasis on strains that
exhibit antimicrobial resistance, through in vitro biofilm formation on inert surfaces using a
microtiter plate-based model. The analysis showed that 41.7% of Escherichia coli strains
demonstrated some degree of biofilm formation, Enterobacter kobei formed biofilms in
37.5% of cases, while in Klebsiella pneumoniae, 60% showed adhesion capacity. Niallia
circulans, Enterococcus mundtii, Staphylococcus haemolyticus, Enterococcus faecalis,
Cellulosimicrobium cellulans, Proteus mirabilis, Enterobacter asburiae, Enterobacter
hormaechei, and Klebsiella oxytoca showed 100% of the strains with some degree of
biofilm-forming ability. In Proteus hauseri and Hafnia alvei, 50% of the strains formed
biofilms, while in Proteus rettgeri, Enterobacter bugandensis, and Citrobacter braakii, no
strains showed adherence.

Keywords: Biofilms. Food industry. Food safety. Foodborne diseases. Public health.

Antimicrobial resistance.
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1 INTRODUCAO

A observacao dos biofilmes teve inicio em 1683, quando Antonie van Leeuwenhoek
identificou microrganismos em sua propria placa dentaria (Rabin et al., 2015). No entanto,
estudos sistematicos sobre a adesdo bacteriana a superficies surgiram apenas na década de
1940. Em 1978, os biofilmes foram definidos como comunidades microbianas sésseis,
envoltas por uma matriz polimérica extracelular (EPS), autossintetizada e aderida a
superficies (Percival ef al., 2011). Desde entdo, tem-se demonstrado que os biofilmes sdo
estruturas altamente organizadas, compostas por microcolonias imersas em uma matriz rica
em polissacarideos, DNA extracelular, proteinas e lipidios, com canais aquosos que facilitam
a troca de nutrientes e residuos (Percival et al., 2011; Zhao; Sun; Liu, 2023).

A formacdo de biofilmes representa uma estratégia adaptativa dos microrganismos,
permitindo sua sobrevivéncia em condi¢des adversas. Essa capacidade oferece vantagens
significativas em comparacdo as células livres, como maior eficiéncia no aproveitamento de
nutrientes, protecdo contra agentes antimicrobianos, estabilidade em diferentes ambientes e
favorece interagdes entre diferentes espécies microbianas (Muhammad et al., 2020). A adesao
inicial ocorre mediante a exposicdo a condi¢des hostis, que induz a secrecdo de
exopolissacarideos, fibrinas e lipoproteinas, formando a matriz que ancora o biofilme as
superficies inertes. Além do mais, a matriz contribui na comunicagado entre as células, oferece
protecdo contra danos quimicos, facilita o transporte de oxigénio e nutrientes e estimula a
proliferacdo bacteriana dentro do biofilme (Zhao; Sun; Liu, 2023).

A presenca de biofilmes representa um desafio significativo para o controle
microbiologico, especialmente devido a sua elevada resisténcia a agentes antimicrobianos.
Essa resisténcia esta associada a barreira fisica criada pela matriz polimérica, a redugdo do
oxigénio nas camadas internas, a modificagdo da atividade metabdlica dos microrganismos, a
extrusdo de antimicrobianos por bombas de efluxo e a alteragcdes genéticas que conferem
resisténcia (Satpathy et al., 2016; Elafify et al., 2024).

Atualmente, entre 40% ¢ 80% das células de bactérias existentes demonstram
potencial para a formagdo de biofilmes (Muhammad et al., 2020). Os biofilmes tornaram-se
uma ameaga global de satde publica, principalmente por sua resisténcia a antibidticos, a
resposta imune do hospedeiro e a outras condi¢des adversas (Zhao; Sun; Liu, 2023). Diante
desse cenario, a contaminacao microbiologica de alimentos representa um problema crescente
de satde publica e também acarreta perdas econdmicas significativas para o setor alimenticio

(Liu et al., 2023).
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Para garantir a seguranca dos alimentos, ¢ essencial que estes estejam livres de
microrganismos patogénicos capazes de causar doencgas transmitidas por alimentos (DTAs),
além de apresentarem uma microbiota deteriorante reduzida (Scherrer; Marcon, 2016). Na
industria de alimentos, a formagdo de biofilmes geralmente comeca com o actimulo de
residuos organicos e inorganicos nas superficies, criando condi¢cdes favoraveis para o
desenvolvimento de comunidades bacterianas (Oliveira; Brugnera; Piccoli, 2010). Apos sua
formagdo, os biofilmes promovem a multiplicagdo bacteriana, que sdao fontes de
contaminag¢do, incluindo patdgenos relacionados a DTAs (Scherrer; Marcon, 2016). Esses
biofilmes podem se aderir fortemente, e com o tempo, fragmentos podem se desprender,
contaminando outras superficies ¢ os alimentos, representando um risco a saiude dos
consumidores (Galie ef al., 2018).

Diversas bactérias patogénicas e deteriorantes estdo associadas a formacdo de
biofilmes em ambientes de processamento de alimentos, destacam-se cinco patégenos de
maior relevancia clinica e sanitaria: Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus € Escherichia coli. Esses agentes nao
apenas possuem alta capacidade de provocar surtos de DTAs, como também apresentam
habilidade para formar biofilmes em diversas superficies da industria alimenticia, dificultando
seu controle (Liu et al., 2023). Além disso, biofilmes compostos por multiplas espécies
demonstram elevada resisténcia a desinfetantes convencionais, o que pode gerar prejuizos
econdmicos e sérios impactos a satde publica (Elafify ef al., 2024). Logo, a preven¢do e o
controle da formagdo de biofilmes sdo fundamentais para reduzir a carga microbiana nos
ambientes de producdo e minimizar a ocorréncia de DTAs (Scherrer; Marcon, 2016).

Diante da relevancia dos biofilmes na contaminacdo de alimentos e na resisténcia
bacteriana, torna-se essencial compreender os mecanismos que envolvem sua formagdo. As
doengas transmitidas por alimentos (DTAs) representam uma preocupagado crescente em satude
publica global, sendo responsaveis por milhdes de casos e dbitos anualmente. Esse cendrio se
agrava com o aumento da resisténcia antimicrobiana (RAM), que compromete a eficacia dos
tratamentos e amplia os riscos a saude da populacdo. Nesse contexto, este trabalho tem como
objetivo avaliar a capacidade de formacdo de biofilmes por cepas bacterianas isoladas de
alimentos, com foco naquelas resistentes a antimicrobianos (E. coli, P. aeruginosa, E. kobei,
K. pneumoniae, N. circulans, E. mundtii, S. haemolyticus, E. faecalis, C. cellulans, P. hauseri,
P. rettgeri, P. mirabilis, H. alvei, E. asburiae, E. hormaechei, E. bugandensis, C. braakii e K.
oxytoca). A identificacdo do perfil de aderéncia dessas cepas contribuird para o entendimento

dos riscos associados a presenca de biofilmes em ambientes de processamento de alimentos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo geral

Avaliar a capacidade de formacdo de biofilmes por cepas bacterianas isoladas de
alimentos de origem animal e da cadeia de produgdo, com énfase em cepas que apresentam

resisténcia a antimicrobianos.

1.1.2  Objetivos especificos

Selecionar cepas bacterianas previamente isoladas de linguicas coloniais, leite cru de
ovelha, queijo caprino, swabs das maos dos manipuladores, swabs de prateleiras de maturacao
dos queijos e amostras de fezes dos manipuladores;

Avaliar a capacidade de formagdo de biofilmes pelas cepas previamente selecionadas;

Discutir os potenciais riscos associados a presenca de cepas formadoras de biofilmes em

alimentos e relacionadas com o ambiente de produgdo alimentar.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOFILMES

As bactérias podem existir de duas maneiras, sendo de vida livre, como chamamos de
estado planctonico ou aderidas a superficies, chamado de séssil (Khatoon et al., 2018). Os
biofilmes representam a forma de vida séssil, sdo comunidades complexas de células
bacterianas, envoltas por uma matriz polimérica, aderidas em superficies bidticas ou abidticas
(Oliveira; Brugnera; Piccoli, 2010; Satpathy et al., 2016). Esse estado altera a expressao de
genes responsaveis pela produg¢do de substancias poliméricas extracelulares (EPS), que
desempenham papel essencial na estruturagao tridimensional do biofilme, promove sua
adesdo as superficies, proporciona protecdo e favorece sua sobrevivéncia em ambientes
adversos (Khatoon et al., 2018). Podem ser formados por uma Unica espécie microbiana ou
por uma combinagdo de bactérias, fungos, arqueias, protozodrios e leveduras (Zhao; Sun; Liu,
2023).

Diversas bactérias alternam entre o estado planctonico, caracterizado por alta taxa de
crescimento e reproducdo celular, e o estado séssil, considerado sua forma predominante. Isso
acontece por alguns fatores, como maior tolerancia a condigdes ambientais adversas, fixacao
em superficies que dificultam a remog¢dao e maior resisténcia. No estado séssil, as células
podem ser até 1000 vezes mais resistentes do que na forma de vida livre (Rabin ez al., 2015).
Geralmente, os biofilmes sdo formados como um mecanismo de defesa, garantindo um

ambiente favoravel (Khatoon ef al., 2018).

2.1.1 Estrutura

O biofilme ¢ um sistema constituido por células, material exopolimérico e espagos
extracelulares, sua organizagdo espacial pode ser definida como a arquitetura do biofilme
(Rivas et al., 2018). Nos biofilmes, a fracdo microbiana representa menos de 10% da massa
seca, enquanto a matriz extracelular pode ultrapassar 90% do total (Satpathy et al., 2016).

Essa matriz ¢ constituida principalmente por EPS que mantém as células microbianas
imobilizadas e proximas umas das outras, facilitando interacdes celulares intensas. Além
disso, conseguem reter enzimas extracelulares e possibilita a formacdo de um sistema
digestivo externo eficiente, aproveitando os nutrientes presentes no meio aquoso como fonte
de energia (Flemming, Wingender, 2010). Também atua como barreira protetora em

condigdes desfavoraveis, como desinfetantes, radiacdo ultravioleta (UV), mudancas
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osmdticas, variacao de pH, desidratacdo, agentes antimicrobianos, respostas imunologicas do
hospedeiro e toxicidade por metais (Beshiru; Igbinosa; Igbinosa, 2018).

A composi¢ao das EPS varia entre diferentes biofilmes, sendo influenciada por fatores
como a diversidade microbiana presente, for¢as mecanicas do ambiente, temperatura e
disponibilidade de nutrientes (Flemming; Wingender, 2010). Embora os polissacarideos sejam
0s principais constituintes da matriz, outros compostos, como proteinas, lipidios, acidos
nucléicos e outras biomoléculas também estdo presentes, contribuindo para a organizacgao

estrutural e a resisténcia do biofilme (Karygianni et al., 2020).

2.1.2 Processo de formacao

A formacao de biofilmes pelas bactérias € uma estratégia de sobrevivéncia diante de
condigdes desfavoraveis, como exposicao a radiacdo UV, desidratacao, escassez de nutrientes,
variagdes extremas de pH e temperatura, alta salinidade, pressdo elevada e a presenga de
agentes antimicrobianos (Muhammad et al., 2020). Diferentes caracteristicas ambientais
influenciam no desenvolvimento dos biofilmes, como o pH, propriedades reologicas e
adesivas, temperatura e disponibilidade de nutrientes. Apesar de todas as superficies estarem
suscetiveis a formacdo de biofilmes, as caracteristicas do material, como rugosidade,
hidrofobicidade, facilidade de limpeza e desinfec¢do, influenciam na adesdo bacteriana e na
taxa de desenvolvimento do biofilme (Rivas et al., 2018).

A formacao e o desenvolvimento dos biofilmes ¢ um processo complexo, continuo e
ciclico, dependem da composi¢do da matriz, do meio de cultura e disponibilidade de
nutrientes, das caracteristicas intrinsecas das células, das moléculas sinalizadoras, do
metabolismo celular e do controle genético (Liu et al., 2023). As etapas sdo descritas em
cinco estagios: (1) aderéncia inicial e reversivel das células planctonicas a superficies; (2)
aderéncia irreversivel e multiplicacdo celular; (3) formagao inicial da estrutura do biofilme,
caracterizado pela produg¢do de moléculas sinalizadoras; (4) maturacdo do biofilme; e, por
fim, (5) dispersdao das células do biofilme e a colonizacao de novas superficies (Satpathy et
al., 2016). Ainda que as cinco etapas de formacdo do biofilme sejam conservadas, os
mecanismos de expressdo e regulagdo desse processo variam entre as diferentes espécies
bacterianas (Muhammad et al., 2020). Essas etapas estdo resumidas no Quadro 1 e ilustradas

na Figura 1.



Quadro 1. Etapas do desenvolvimento de biofilmes bacterianos.

Etapa

Descrigao

Caracteristicas principais

1. Adesdo inicial

Contato

reversivel com a

Aproximagdo da superficie,

interagdes fracas, auxilio de pili e

superficie. flagelos.
Fatores que influenciam: composi¢ao
e carga da superficie, temperatura e
propriedades das células.
2. Adesao irreversivel Fixacao Forcas de atragdo superam repulsao,

irreversivel  na

superficie.

participagdo de ligagdes fortes,
comunicagdo por quorum sensing e

alteracdes celulares.

3. Formagao inicial da

estrutura do biofilme

Crescimento e

producdo de

Estabelecimento da matriz, aumento

da coesdo e a forga de adesdo do

EPS. biofilme.
4. Amadurecimento Estruturagao Crescimento, formacao de
tridimensional. microcolonias € estrutura

tridimensional, perda de motilidade,
produgdo intensa de EPS, formacao
de canais aquosos para troca de

nutrientes e remoc¢ao de residuos.

5. Dispersao

Liberacao de
células para
colonizagdo de
novas

superficies.

Células se desprendem do biofilme e

colonizam novas superficies,
motivada por falta de nutrientes,
acumulo de residuos, fatores
ambientais e regulagdo genética.

Reinicio do ciclo.

Fonte: Autora (2025).
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Inicialmente, para a formagao do biofilme € necessario a aproximagao das bactérias de

uma superficie (Rabin et al., 2015). Nesse contexto, as células planctonicas ao entrar em

contato com uma superficie favoravel, podem se aderir por meio de forgas fisicas ou através
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de apéndices bacterianos, como pelo pili auxiliando a movimentacdo por contragdes
(twitching motility) ou flagelos que sdo responsaveis pela interacao inicial com a superficie,
caracterizando uma adesao inicial reversivel. Essa etapa inicial ¢ influenciada por diversos
fatores, incluindo a composic¢do da superficie, temperatura, pressdo e propriedades da célula
bacteriana. A adesdo ocorre principalmente por interagdes hidrofobicas, adesdo proteica,
interagdes eletrostaticas e forcas de Van der Waals, sendo estas interagdes fracas e, portanto,
explicando a natureza transitoria e reversivel (Khatoon et al., 2018).

As células bacterianas possuem diversos grupos funcionais, como amino, carboxila e
fosfato, que resultam em uma carga superficial negativa. Dessa forma, superficies com carga
positiva favorecem a adesdo de bactérias em estado planctonico, enquanto aquelas com carga
negativa tendem a dificultar essa interagio (Zhao; Sun; Liu, 2023). A medida que as bactérias
se aproximam da superficie, ativam-se forgas atrativas e repulsivas que modulam essa
interagdo. Quando estdo a uma distancia aproximada de 10 a 20 nm da superficie, suas cargas
negativas sdo repelidas pelas cargas negativas do substrato e essa repulsdo pode ser superada
por forgas atrativas de Van der Waals e pela atuacao de apéndices, que auxiliam na adesdo
mecanica (Rabin et al., 2015).

Uma vez aderidas, as bactérias iniciam a captagdo de moléculas organicas, como
proteinas, lipideos, polissacarideos e dcidos graxos, além de moléculas inorganicas, como sais
e agua, a fim de formar uma camada superficial apropriada que serd incorporada em uma
estrutura heterogénea de EPS (Liu et al., 2023).

A adesdo irreversivel tem inicio quando as forcas de atracdo superam as forgas de
repulsdo. Algumas células permanecem imobilizadas e se tornam aderidas de forma
irreversivel (Khatoon et al, 2018). Nessa etapa, a fixacdo das células ¢ fortemente
influenciada por interagdes, como ligacdes covalentes e de hidrogénio (Sadeghzadeh et al.,
2024). Moléculas de adesdo bacteriana sdo reconhecidas por componentes da superficie
celular microbiana, fortalecendo as intera¢des entre as bactérias, sendo influenciado por
fatores como a hidrofobicidade da superficie celular (Zhao; Sun; Liu, 2023).

A comunicagdo das bactérias entre si, passa acontecer por meio de um sistema de
sinalizacdo extracelular baseado em quorum sensing (QS) (Liu ef al., 2023). Um processo que
envolve a secrecdo enddgena de moléculas sinalizadoras conhecidas como autoindutores
(Als), que quando atingem concentragdes elevadas, sdo absorvidas e induzem mudangas
regulatérias nas células (Rivas et al., 2018). Essa comunicagao intercelular, possui capacidade
de sincronizar o comportamento coletivo das bactérias, que permitem a deteccdo da densidade

populacional e coordenam atividades em grupo (Muhammad et al., 2020). As bactérias
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gram-negativas produzem lactonas acil-homoserina (AHLs), enquanto as gram-positivas
utilizam oligopeptideos (Elafify et al., 2024).

Essa etapa ainda ¢ caracterizada por uma série de alteracdes celulares, ocorrendo a
ativacdo de genes que sao induzidos pela superficie, como o algC (que participa da biossintese
do nucleo de lipopolissacarideos e do exopolissacarideo alginato), além de genes relacionados
a produgdo da matriz de polissacarideos e genes associados a resisténcia a antibidticos, como
B-lactamases, fenazinas, SagS e BrIR (Sauer et al., 2022).

Na terceira etapa da formacdo dos biofilmes, inicia-se a producdo da matriz
extracelular polimérica, essencial para o fortalecimento da adesdo celular e o crescimento do
biofilme (Zhao; Sun; Liu, 2023). Esse processo ¢ regulado pelo sistema de quorum sensing,
que coordena a liberagao de EPS pelas bactérias ja fixadas. Nas bactérias gram-negativas,
devido a presenga de 4cidos urdnicos ou grupos piruvato ligados a cetais, os polissacarideos
da matriz extracelular costumam apresentar carater neutro ou polianidnico, favorecendo a
interagdo com cations divalentes, como magnésio e calcio, que atuam na reticulagdo das
cadeias poliméricas, aumentando a coesdo ¢ a for¢ca de adesdo do biofilme. J&4 em bactérias
gram-positivas, a matriz extracelular tende a ter predominancia catidnica (Muhammad et al.,
2020).

A quarta fase corresponde ao seu amadurecimento, momento em que as células
bacterianas se multiplicam e perdem seus organelos de motilidade. Nessa etapa, ha uma
intensa produgdo de EPS, incluindo exopolissacarideos pelicula (Pel), locus de sintese de
polissacarideos (Psl) e alginato (ALG), que desempenham um papel essencial na estruturagao
do biofilme (Sadeghzadeh er al, 2024). Com o avanco da maturagdo, sdo formados
microcoldnias microbianas, o biofilme se espessa e adquire uma estrutura tridimensional
(Zhao; Sun; Liu, 2023).

Com o fortalecimento da organiza¢do das microcoldnias e o aumento na producdo de
EPS, ocorre uma alteracdo na expressdo génica que direciona a sintese de componentes
responsaveis pela coesdo entre as células (Muhammad et al., 2020). Em seguida, ocorre a
criacdo de canais preenchidos por dgua, que promovem a troca de compostos entre as células
e 0 ambiente externo, atuando de maneira andloga ao sistema circulatério humano, garantindo
os nutrientes para as bactérias e a remoc¢do de metabolitos indesejaveis (Sadeghzadeh et al.,
2024).

A ultima fase do desenvolvimento do biofilme ¢ a dispersdo, etapa essencial para a
disseminagdo bacteriana e coloniza¢do de novas superficies (Sadeghzadeh et al., 2024). Esse

processo pode ser compreendido em trés etapas principais: o desprendimento das células das
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microcolonias, o deslocamento para um novo ambiente e, por fim, a adesdo a essa nova
superficie (Kaplan, 2010). Podem ocorrer de forma ativa, quando as proprias bactérias
degradam a matriz de EPS por meio da producdo de enzimas ou pela regulacao da expressao
de c-di-GMP, ou de maneira passiva, sendo influenciado por fatores externos, como fluxo de
liquidos e forgas de cisalhamento (Zhao; Sun; Liu, 2023). Apos a dispersdo, as bactérias
retornam ao estado planctonico, garantindo sua sobrevivéncia e possibilitando o reinicio do
ciclo de formagao do biofilme (Sadeghzadeh et al., 2024).

A dispersdao do biofilme maduro ¢ influenciada por diversos fatores, como o
crescimento excessivo da populagdo bacteriana que pode levar a escassez de nutrientes no
interior do biofilme, forcando as células a se desprender em busca de condi¢cdes mais
favoraveis. Além disso, a intensa competi¢ao por recursos estimula a migragdo bacteriana
para novas superficies onde haja maior disponibilidade de nutrientes. A producdo de enzimas
capazes de degradar a matriz extracelular de EPS também facilita esse processo, permitindo
que as células se libertem da estrutura do biofilme (Sadeghzadeh et al., 2024). Alteracdes
ambientais, como variagdes de temperatura, deficiéncia de oxigénio e acumulo de
metabolitos, podem desencadear a dispersao (Muhammad et al., 2020). Por fim, a regulacdo
genética desempenha um papel crucial, inibindo a expressdo de genes envolvidos na sintese
de polissacarideos e fimbrias, a0 mesmo tempo em que ativa genes relacionados a motilidade
celular e degradagdo da matriz extracelular, favorecendo a dispersdo bacteriana (Sadeghzadeh

etal.,2024).

Figura 1. Ciclo de desenvolvimento de biofilmes bacterianos.
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Fonte: Adaptado de Sadeghzadeh et al. (2024)
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2.2 BIOFILMES NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

No setor alimenticio, a formagdo de biofilmes ¢ um fendmeno comum, atuando como
um mecanismo adaptativo, favorecendo sua permanéncia em ambientes adversos. Essa
organizacdo estrutural confere vantagens competitivas, como maior resisténcia a limitacao de
nutrientes, a competicao por espago e as condigdes ambientais desfavoraveis (Oliulla ef al.,
2024). A presenga de biofilmes bacterianos em superficies da industria de alimentos constitui
uma ameaga significativa a seguranga dos alimentos, uma vez que microrganismos
patogénicos podem permanecer aderidos mesmo apos os processos de higienizagdo (Costa et
al., 2016). A principal rota de transmissao associada a contaminagdo cruzada no ambiente de
processamento de alimentos € a transferéncia por meio do contato direto de bactérias das
superficies de contato para os produtos alimenticios (Pérez-Rodriguez et al., 2008).

As caracteristicas das superficies que entram em contato com alimentos exercem
influéncia significativa na aderéncia bacteriana e na formagao de biofilmes. Propriedades
como a textura superficial, além da facilidade de higienizacdo e desinfeccdo, afetam
diretamente a capacidade das bactérias em estado planctdnico de se fixarem e desenvolverem
biofilmes (Elafify et al., 2024). Diversas bactérias possuem a capacidade de formar biofilmes
em diferentes materiais comumente encontrados na industria de alimentos, tais como ago
inoxidavel, polietileno, madeira, vidro, polipropileno e borracha (Galié et al., 2018).

Diferentes fatores influenciam na eficdcia com que as células presentes no biofilme
sdo transferidas para os alimentos. Entre eles, destacam-se as estruturas superficiais
bacterianas presentes na matriz de EPS, que contribuem para a adesao celular e influenciam a
for¢a de fixacdo das bactérias as superficies, a densidade celular, a organizagao tridimensional
e a presenca de multiplas espécies bacterianas em biofilmes mistos (Wang, 2019).

Pesquisas demonstraram que tanto o tempo de contato quanto a pressdo exercida
influenciam a translocagdo dos biofilmes (Rodriguez; Mclandsborough, 2007). O grau de
hidratacao das superficies de contato também ¢ fator determinante na transferéncia de células,
uma vez que a presen¢a de umidade favorece a formacao de efeito capilar ou ponte liquida
entre as células e os alimentos. De forma semelhante, a composi¢ao dos produtos alimenticios
pode ser significativa na disseminacao e na transferéncia dessas células (Wang, 2019).

Ao contrario dos estudos realizados em laboratorio, que geralmente empregam
biofilmes formados por cepas isoladas, os ambientes microbianos encontrados em industrias

de alimentos sdo amplamente caracterizados pela presenca de comunidades compostas por
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multiplas espécies (Wang, 2019). Desse modo, a complexidade aumenta, pois sdo estruturas
altamente organizadas e estdveis, conferindo vantagens ecologicas significativas, que inclui a
potencializagdo da adesdao a superficie, podendo ocorrer para certas espécies
independentemente da presenca de fimbrias especializadas (Galié et al, 2018).
Adicionalmente, a estrutura de biofilmes mistos demonstra maior resisténcia frente a agao de
agentes antimicrobianos e dificultam sua remocdo durante os processos de higienizacao
industrial. A interagdo sinérgica contribui para a persisténcia nas superficies de contato com
alimentos, elevando os riscos de contaminagdo cruzada e comprometendo a qualidade e a
seguranga dos produtos finais (Muhammad et al., 2020).

Em suma, a formacdo de biofilmes proporciona multiplas vantagens adaptativas para
as células microbianas no contexto da industria de alimentos, incluindo resisténcia a fatores
fisicos como a dessecagao e fluxos liquidos, além de prote¢ao quimica contra antimicrobianos
e desinfetantes comumente empregados (Galié et al., 2018). Desse modo, patégenos se
aderem em dareas protegidas, tanto nas superficies dos produtos quanto nas instalagdes de
producdo, assim estes ambientes representam fontes relevantes de contaminagdo persistente e
estao frequentemente associados a surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTA) (Bai;
Nakatsu; Bhunia, 2021). Essa questdo também estéd associada a prejuizos financeiros, uma vez
que a deterioragdo dos alimentos por microrganismos ¢ responsavel por cerca de um terco das
perdas na cadeia de suprimentos, destacando a importancia da prevencdo e do controle de
biofilmes na industria alimenticia (Rivas et al., 2018).

Ademais, os biofilmes também representam desafios técnicos para a industria, uma
vez que podem dificultar a transferéncia de calor nas superficies dos equipamentos,
aumentando a resisténcia ao escoamento dos fluidos e intensificar processos corrosivos. Esses
efeitos comprometem a eficiéncia operacional das linhas de producao, resultando em perdas
de desempenho e maior necessidade de manuten¢do (Muhammad et al., 2020).

Diversos microrganismos patogénicos e deteriorantes sdo reconhecidos por sua
capacidade de formar biofilmes em ambientes industriais (Muhammad et al., 2020) como
ilustrado no quadro 2, que relaciona esses microrganismos aos seus impactos sobre a saude

publica e a qualidade dos alimentos.

Quadro 2. Principais microrganismos patogénicos € deteriorantes associados a

formacao de biofilmes.
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Microrga | Caracteristicas Efeitos na saude Principais Referénci

nismo alimentos as

relacionado
S
Listeria Gram-positiva;  Ubiqua; | Causadora da listeriose: | Laticinios, (Matle;
monocyto | Anaerdbia facultativa; | afeta  principalmente | frutas e | Mbatha;
genes psicrotrofica; Tolerante a | gestantes, vegetais, Madoroba,
altas concentracdes de sal; | recém-nascidos, idosos | carnes 2020;
Capaz de crescer em |e individuos | processadas | Mazaheri
ampla faixa de pH. imunocomprometido, e pescados. | et al.,
taxa de mortalidade 2021)
elevada.

Salmonell | Gram-negativa; Doenga gastrointestinal: | Aves, suinos | (FDA,

a spp. Anaerobia facultativa; | nausea, vomito, [ e  produtos | 2012;
Bactéria movel | diarreia, colicas e febre; | carneos Galié et
Frequentemente associada | Doenca tifoide: febre | processados, | al., 2018)
a surtos de DTA. alta, diarreia ou | frutas e

constipagdo, dores no | vegetais crus
corpo, dor de cabeca e

letargia e até 10% das

pessoas nao tratadas

podem morrer.

Escherich | Gram-negativa; Surtos de diarreia e | Laticinios, (Bai;

ia coli frequentemente sindrome embutidos Nakatsu;
encontrada no intestino de | hemolitico-urémica. fermentados, | Bhunia,
humanos e animais de [ Responsavel por colite | carne, aves, | 2021;
sangue quente; geralmente | hemorragica (E. coli | bebidas e | WHO,
inofensiva, mas alguns | 0157:H7). vegetais. 2018)

sorotipos, como E. coli
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0157:H7, podem causar

doencas graves.

Pseudomo | Gram-negativa; Patogeno | Pode causar infecgdes | laticinios, (Bai;
nas spp. oportunista; Ubiquo; | agudas e  cronicas | carne Nakatsu;
Movel; Secretam enzimas | graves. bovina, aves, | Bhunia,
extracelulares, facilitando frutas e [ 2021; Li et
a deterioragao dos vegetais. al.,2023)
alimentos.
Staphyloc | Gram-positiva; patogeno | Intoxicagdes Principalme | (Bai;
occus oportunista humano; | alimentares rapidas e | nte produtos | Nakatsu;
aureus Produz toxinas entéricas | intensas, causando | de  origem | Bhunia,
termorresistentes. vomito e diarreia. animal. 2021;
Gali¢ et
al., 2018)

2.2.1 Indaustria de laticinios

Neste setor, inimeros processos € estruturas, incluindo tanques de leite cru, tubulagdes,

centrifugas de manteiga, tanques de queijo, pasteurizadores e ferramentas de embalagem,

funcionam como substratos para a formacao de biofilmes em diferentes temperaturas (Gali¢ et

al., 2018). Na industria de laticinios, diferentes patdgenos ja foram isolados de produtos e

ambientes de processamento, como FEnterobacter, Listeria, Streptococcus, Bacillus e

Pseudomonas (Elafify et al., 2024).

Uma revisdo sistematica identificou 756 isolados bacterianos em equipamentos, leite e

derivados, sendo 69,31% provenientes de equipamentos e 30,69% em leite e derivados. Os

géneros Bacillus, Staphylococcus, Listeria e Pseudomonas corresponderam a mais de 80%

dos isolados em equipamentos. Bacillus foi o mais recorrente, devido a sua elevada

resisténcia a tratamentos térmicos como a pasteurizagdo, ja Staphylococcus, foi encontrado

em diversas superficies, como equipamentos, tanques de resfriamento, € nas maos de

manipuladores, destacando-se pela sua habilidade de formar biofilmes em contato com o leite,

o que representa um risco a qualidade dos produtos e a satide do consumidor (Siqueira et al.,

2021).
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A composicdo rica em proteinas, gorduras, carboidratos e vitaminas torna o leite um
meio altamente favordavel ao desenvolvimento microbiano. Pseudomonas aeruginosa ¢
frequentemente isolada desse alimento e sua capacidade de formar biofilmes facilita a adesao
as superficies internas de tanques de resfriamento, latdes e tubulacdes (Li et al., 2023).
Estudos complementares demonstram que cepas de Listeria isoladas de laticinios possuem
forte capacidade de formar biofilmes em superficies como ago inoxidavel, especialmente em

temperaturas reduzidas (Silva et al., 2022).

2.2.2 Industria de carnes

Na industria da carne, embora os couros dos animais sejam considerados a principal
fonte de contaminagdo das carcacgas durante o processamento, biofilmes bacterianos presentes
nas instalacdes também representam uma ameaca significativa (Wang, 2019). Os
equipamentos foram apontados como os principais responsaveis pela contaminagdo cruzada
por E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes ¢ Salmonella spp. (Elafify et al., 2024). Um
estudo conduzido por Marouani-Gadri, Augier e Carpentier, demonstrou que diversas espécies
bacterianas, como Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus, Bacillus ¢ Pseudomonas,
sdo capazes de coexistir e formar biofilmes em ambientes de processamento de carne.

Através de diversos estudos, foram identificadas espécies de Pseudomonas em
diferentes tipos de carnes comercializadas em diversos paises. No Egito, foram detectadas em
71,11% da carne moida, 43,33% das linguigas frescas e 26,67% dos hamburgueres
congelados. Em Mosul, 35,33% das amostras de carne bovina, ovina e de frango apresentaram
presenga do género, com destaque para a carne de frango (Li et al., 2023).

A adesao de Escherichia coli O157:H7 ¢ um fator preocupante para a industria de
carnes, especialmente devido a sua relevancia como patégeno alimentar. Diversos estudos
avaliaram sua capacidade de aderéncia em superficies de frigorificos, registrando adesdo sob
diferentes temperaturas e tipos de materiais, com maior fixagdo observada em temperaturas

mais baixas (Elafify et al., 2024).

23 SEGURANCA DOS ALIMENTOS

2.3.1 Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs)
Embrapa (2021), define seguranca dos alimentos como a garantia da qualidade dos
alimentos em questdo microbioldgica, quimica, fisica ou sensorial, ndo representando riscos a

saude. A seguranca microbioldgica ¢ essencial na preven¢dao das doencas transmitidas por
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alimentos, que estdo associadas a ingestdo de alimentos contaminados por microrganismos
patogénicos e suas toxinas, sendo um problema de satide publica (WHO, 2019).

De acordo com a Organizagdo Pan-Americana da Satde (OPAS), os grupos mais
vulneraveis as doengas transmitidas por alimentos incluem bebés, criancas, gestantes, idosos e
pessoas com doengas cronicas. As doengas diarreicas, por exemplo, afetam cerca de 220
milhdes de criangas todos os anos, resultando em aproximadamente 96 mil mortes. Diante
desse cendrio, a seguranga dos alimentos ¢ uma preocupagao de escala global.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que todo ano cerca de 600 milhdes
de pessoas em todo o mundo adoecem devido ao consumo de alimentos contaminados, sendo
que 420 mil dessas pessoas morrem. Além do impacto na saide da populagdo, alimentos
inseguros provocam prejuizos econdmicos significativos. Com isso, em paises de baixa e
média renda, estima-se uma perda anual de aproximadamente US$110 bilhdes em
produtividade e despesas médicas.

Atualmente, sdo conhecidas cerca de 250 doencas associadas ao consumo de
alimentos contaminados (Melo et al., 2018). Os patdégenos mais frequentes sao: Salmonella
spp., Campylobacter spp. € Escherichia coli entero-hemorragica, os quais afetam milhdes de
pessoas todos os anos, podendo causar quadros clinicos graves e em alguns casos podem ser
fatais. Os sintomas mais comuns incluem febre, cefaléia, nduseas, vomitos, dores abdominais
e diarreia (WHO, 2024a).

Os biofilmes microbianos estdo associados a aproximadamente 60% dos surtos de
DTAs no mundo, o que torna sua ocorréncia em industrias de alimentos motivo de
preocupagdo, especialmente no que diz respeito a seguranga alimentar. Os principais agentes
contaminantes podem ter origem no ar, nos equipamentos ou nas superficies de contato com
os alimentos e, quando os procedimentos de higienizacdo sdo insuficientes, favorecem a

formagao e o acimulo dos mesmos (Liu et al., 2023).

2.3.2 Resisténcia Antimicrobiana (RAM)

Nesse mesmo contexto, a OMS, a OPAS e a Organiza¢do das Nagdes Unidas para
Alimentagdo e Agricultura (FAO) consideram a resisténcia antimicrobiana uma das principais
ameacas globais a saude publica e ao desenvolvimento, afetando paises de todas as regides e
niveis de renda, porém os paises de baixa e média renda sdo os mais afetados. Além disso,
muitos dos avangos da medicina moderna podem ser colocados em risco, uma vez que
dificulta o tratamento de infecgdes e torna outros procedimentos mais arriscados, como

cirurgias (WHO, 2023)
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A Resisténcia aos Antimicrobianos (RAM) ¢ definida pela Organizacdo Mundial da
Saude como o processo que os microrganismos sofrem alteragdes quando expostos a
antimicrobianos, sendo um processo natural de alteragdes genéticas em patogenos. No
entanto, podem ser acelerados principalmente pelo uso incorreto e excessivo de
antimicrobianos em humanos, animais e plantas, estimulando o desenvolvimento de
patogenos resistentes a medicamentos, tornando-os inofensivos.

Nesse cenario, destaca-se a abordagem "One Health" (Uma S6 Saude), que reconhece
a interdependéncia entre a saide humana, animal e ambiental. Essa abordagem propde agdes
integradas entre os setores da saude publica, producdo animal, agricultura e meio ambiente
para conter a dissemina¢do da RAM, promovendo praticas mais seguras no uso de
antimicrobianos ao longo de toda a cadeia alimentar (Wang ef al., 2021).

Segundo a Codex Alimentarius, os sistemas de produgdo agricola e cadeias
alimentares tém relevancia no desenvolvimento e disseminacdo da RAM, logo os alimentos
desempenham um papel importante nesse cendrio, trazendo implicagdes para a seguranga
alimentar. O uso de antimicrobianos em animais produtores de alimentos esta relacionado
com o surgimento de microrganismos resistentes na cadeia alimentar.

O wuso inadequado de antimicrobianos também provoca custos econOmicos
significativos, pois gera a necessidade de cuidados mais caros e intensivos, bem como
prejudica a produtividade agricola. O Banco Mundial fez uma estimativa de US$1 trilhdo que
a RAM pode acarretar em custos de saude até 2050 e em perdas no Produto Interno Bruto
(PIB) de US$1 trilhdo a US$3,4 trilhdes por ano até 2030 (WHO, 2023).

Em 2024, a OMS publicou uma lista de patégenos bacterianos prioritarios, sendo
aqueles de maior relevancia para a saude publica e de grande importancia na luta contra a
resisténcia antimicrobiana. Entre eles, podemos citar: Salmonella, Shigella, Neisseria
gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

Em maio de 2015, a Assembleia Mundial da Saude aprovou um importante plano
conhecido como Plano de Ag¢do Global, com o objetivo de enfrentar o desafio crescente da
resisténcia aos antimicrobianos, a fim de garantir que as pessoas continuem tendo acesso a
tratamentos eficazes e seguros contra infec¢cdes, com medicamentos de qualidade, usados de

forma consciente e disponiveis para todos que precisarem (WHO, 2016).

2.3.3 Mecanismos de resisténcia
Os mecanismos de resisténcia bacteriana podem ser classificados como intrinsecos,

quando a propria estrutura genética da bactéria possui caracteristicas que a tornam
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naturalmente insensivel a acdo de determinados antimicrobianos, ou como adquiridos, quando
0 microrganismo obtém material genético que confere essa capacidade de resisténcia
(Abrantes; Nogueira, 2021).

A resisténcia intrinseca corresponde a uma caracteristica natural de determinadas
espécies bacterianas, conferida por fatores genéticos presentes em seu proprio genoma, que as
tornam capazes de sobreviver a a¢do de determinados agentes antimicrobianos. Esse tipo de
resisténcia ndo resulta da exposicdo prévia a antibidticos nem da aquisi¢ao de genes por meio
de transferéncia horizontal, entre os mecanismos associados estdo a baixa afinidade do
antimicrobiano pelo seu alvo na célula bacteriana, a limitagdo da penetracdo do composto, a
presenga de bombas de efluxo e a produg¢do de enzimas capazes de inativar ou degradar o

antimicrobiano (Kostyanev; Can. 2017).

Quadro 3. Exemplos de bactérias e respectivos antimicrobianos aos quais apresentam

resisténcia intrinseca.

Bactéria Resisténcia intrinseca

Bacteroides (anaerobios) aminoglicosideos, = muitos  B-lactamicos,
quinolonas

Todos os gram-positivos aztreonam

Enterococos aminoglicosideos, cefalosporinas,
lincosamidas

Listeria monocytogenes cefalosporinas

Todos os gram negativos glicopeptideos, lipopeptideos

Escherichia coli macrolideos

Klebsiella spp. ampicilina

Serratia marcescens macrolideos

Pseudomonas aeruginosa sulfonamidas, ampicilina, cefalosporinas de
primeira e segunda geracdo, cloranfenicol,
tetraciclina

Stenotrophomonas maltophilia aminoglicosideos, B-lactamicos,
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carbapenémicos, quinolonas

Acinetobacter spp. ampicilina, glicopeptideos

Fonte: Reygaert, 2018.

A aquisicdo de genes relacionados a resisténcia antimicrobiana pode ocorrer por
diversas vias utilizadas pelas bactérias para incorporar material genético, incluindo
transformagao, transposi¢do e conjugagdo, que sao mecanismos de transferéncia horizontal de
genes (HGT), a transferéncia por plasmideos ¢ a forma mais comum de entrada de genes de
resisténcia exogenos. As bactérias também podem desenvolver resisténcia por meio de
mutacoes espontaneas em seu DNA cromossomico (Reygaert, 2018).

Os mecanismos de resisténcia podem ser divididos em: limitacdo da captacdo de um
farmaco; modificagdo de um alvo do farmaco; inativacdo de um farmaco; efluxo ativo do
farmaco. A resisténcia intrinseca geralmente estd associada a limitagdo da captagdo, a
presenca de bombas de efluxo e a capacidade de inativar o farmaco. Ja a resisténcia adquirida
envolve a modifica¢do do alvo do antimicrobiano, a inativagdo do composto ou a ativagdo de
sistemas de efluxo (Reygaert, 2018).

Devido as diferencas estruturais entre gram-positivos e gram-negativos, ha variagdo na
utilizacdo desses mecanismos. As bactérias gram-negativas, por possuirem uma membrana
externa rica em lipopolissacarideos, conseguem utilizar os quatro mecanismos principais de
resisténcia. Por outro lado, as bactérias gram-positivas, que ndo possuem essa membrana
externa, utilizam com menor frequéncia o mecanismo de limitagdo da entrada do farmaco e

apresentam restricdes quanto a certos tipos de sistemas de efluxo (Reygaert, 2018).

2.3.4 Resisténcia associada aos biofilmes

A resisténcia dos biofilmes bacterianos aos agentes antimicrobianos representa uma
preocupacao relevante na area de alimentos, sendo um fator chave para o desenvolvimento de
infecgdes cronicas e recorrentes por patdgenos de importancia clinica global (Abebe, 2020).
Meétodos eficazes contra bactérias em sua forma planctonica, sua a¢do normalmente ¢
significativamente reduzida em biofilmes (Bridier et al., 2014). Bactérias presentes em
biofilmes podem apresentar uma resisténcia de 10 a 1000 vezes maior aos antibidticos e
biocidas quando comparadas as bactérias na fase planctonica (Carrascosa et al., 2021).

A aplicagdo repetida e incorreta de desinfetantes pode estimular a formacdo e a

tolerancia de biofilmes, em vez de elimind-los, isso acontece devido a selecdo de cepas
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bacterianas com maior capacidade de formar biofilmes e que exibem maior resisténcia aos
agentes sanitizantes (Yuan et al., 2020). Essa condicdo pode ser favorecida quando os
desinfetantes s3ao usados em concentragdes subletais, beneficiando a sobrevivéncia ¢
adaptacdo das células (Oliveira; Brugnera; Piccoli, 2010). Além disso, sabe-se que a matriz
pode reagir quimicamente com certos desinfetantes, como o hipoclorito de sédio (NaClO),
reduzindo ou até mesmo eliminando sua eficacia, especialmente na presenga de matéria
organica residual (Oliveira; Brugnera; Piccoli, 2010).

Essa resisténcia elevada ocorre por diversos fatores, ganhando destaque a barreira
fisica proporcionada pela matriz extracelular, que dificulta a penetragdo dos antimicrobianos
(Abebe, 2020; Carrascosa et al., 2021). A matriz pode interagir eletrostaticamente com
antibidticos de carga positiva, uma vez que sao compostas por substancias de carga negativa,
com isso dificultam a fusdo pelas camadas do biofilme e limitam sua agdo, esses compostos
também podem ser adsorvidos pela matriz que acelera sua degradagdo (Elafify ef al., 2024).

Além disso, alteragdes genéticas favorecem a adaptagdo bacteriana, incluindo alta taxa
de mutacdo, producao de enzimas inativadoras de antibioticos e presenca de bombas de
efluxo, que removem os medicamentos das células. Outro mecanismo importante ¢ a geragcao
de células persistentes, metabolicamente inativas, capazes de sobreviver mesmo sob altas
concentragdes de antibidticos. O ambiente do biofilme também favorece a disseminacdo da
resisténcia, uma vez que a alta densidade bacteriana na matriz extracelular promove intensa
transferéncia horizontal de genes (HGT) de resisténcia e viruléncia entre diferentes
microrganismos que sustenta e amplia a diversidade genética, tornando o biofilme um
ambiente ideal para o surgimento e manuten¢do da resisténcia antimicrobiana (Abebe, 2020).
Bactérias nas camadas mais profundas do biofilme apresentam baixa taxa de crescimento e
metabolismo, associada a expressao de mecanismos especificos de defesa, aprofundando
ainda mais a tolerancia ao tratamento (Oliveira; Brugnera; Piccoli, 2010). Nessas camadas, as
condi¢des anaerdbias comprometem a agdo de antibidticos, como a tobramicina e a
ciprofloxacina, que dependem da presenca de oxigénio, adicionalmente esse ambiente acido
pode dificultar a penetracao de determinados antimicrobianos (Muhammad et al., 2020).

Os sinais de QS exercem um papel fundamental na regulagdo da expressdo génica,
contribuindo significativamente para o aumento da resisténcia bacteriana aos agentes
antimicrobianos (Sharahi et al., 2019). Diversos microrganismos t€ém demonstrado regular
processos como a secrecao de fatores de viruléncia, a producao de antibidticos, a esporulagao,

a motilidade e a formacao de biofilmes (Rivas ef al., 2018).
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A formacdo de biofilmes por cepas resistentes a antibidticos representa um desafio
consideravel para a industria de alimentos e para a saude publica. A persisténcia dessas
estruturas mesmo apos os procedimentos convencionais de limpeza e desinfec¢do pode
resultar em contaminag@o cruzada em diferentes etapas da cadeia produtiva, comprometendo
a seguranca microbioldgica dos alimentos e facilitando a disseminagao de cepas resistentes ao
consumidor final. Além disso, essas cepas demonstram maior capacidade de evadir o sistema
imunologico, resistir a condi¢des adversas e transferir genes de resisténcia (Hall; Mah, 2017).
Isso significa que um ambiente contaminado pode se tornar um reservatorio genético de
resisténcia, perpetuando e disseminando essas caracteristicas para outras bactérias.
Adicionalmente, o biofilme oferece um ambiente propicio para a troca horizontal de genes de
resisténcia, o que pode contribuir para a emergéncia de superbactérias em contextos
ambientais, industriais e clinicos (Michaelis; Grohmann, 2023).

Entre os mecanismos de resisténcia antimicrobiana mais preocupantes na atualidade
estdo as P-lactamases de espectro estendido (ESBL), enzimas capazes de hidrolisar e inativar
antibioticos B-lactamicos amplamente utilizados na pratica clinica. Essas enzimas conferem
resisténcia a uma variedade de cefalosporinas, como cefotaxima (de terceira geragdo) e
cefoxitina (de segunda geragdo), comprometendo seriamente a eficacia de tratamentos para

infecgdes causadas por bacilos gram-negativos (Nnah et al., 2025).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  AMOSTRAS

Neste trabalho, foram utilizados isolados bacterianos provenientes de diferentes
matrizes alimentares e da cadeia de producgdo de alimentos de origem animal. Esses isolados
estavam armazenados no banco de cepas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos,
vinculado ao Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. As cepas isoladas
analisadas foram selecionadas a partir de dois estudos anteriores desenvolvidos pelo grupo de
pesquisa.

Um dos estudos trata-se de uma dissertagdo de mestrado, na qual se trabalhou com a
rastreabilidade de bactérias resistentes a antimicrobianos na cadeia de producao de queijo de
leite cru de ovelha, sob a abordagem One Health. As amostras incluidas nesse trabalho foram
obtidas a partir de: swabs das maos dos manipuladores, swabs de prateleiras de maturacdo dos
queijos, fezes dos manipuladores, leite cru de ovelha e queijo.

O outro estudo corresponde a um trabalho de conclusao de curso que trabalhou com a
caracterizagdo microbioldgica e fisico-quimica de isolados obtidos a partir de linguicas

coloniais artesanais produzidas no estado de Santa Catarina.

3.2  ISOLAMENTO DE CEPAS

Para isolamento das bactérias, as amostras foram inicialmente incubadas em caldo BHI
por 6h a 35°C, posteriormente foram transferidos para caldo BHI suplementado com
antimicrobianos (cefotaxima, ertapenem, ciprofloxacino, gentamicina, colistina, vancomicina
e cefoxitina), respeitando as concentragdes conforme diretrizes estabelecidas pelo Comité
Brasileiro de Resisténcia Antimicrobiana (BrCAST, 2025). Apds a incubagdo, as amostras
foram semeadas em meios seletivos: agar MacConkey para ordem das Enterobacterales, dgar
manitol salgado para Staphylococcus spp. e agar bile esculina para Enterococcus spp. com
discos antimicrobianos inseridos para selecao de colonias resistentes. As col6nias que
cresceram proximas ao disco, respeitando o halo de inibi¢do preconizado pelo BrCAST
(2025) foram selecionadas, foram semeadas em agar TSA e conservadas a -80°C em BHI com
20% de glicerol.

Para a realizagdo da identificagdo das espécies bacterianas, foi empregada a técnica de
Espectrometria de Massas com Dessor¢ao/lonizacdo a Laser Assistida por Matriz, com

analise por Tempo de Voo (MALDI-TOF MS). Essa metodologia permite a caracterizacao
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molecular por meio da medicdo da razdo massa/carga (m/z) de espécies ionizadas na fase
gasosa. E amplamente utilizada na analise de proteinas e peptideos, além de ser uma
ferramenta eficaz na identificacdo taxondmica de microrganismos.

Apods a identificagdo, os isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade aos
antimicrobianos por meio do método de disco-difusdo, conforme as diretrizes do BrCAST
(2025). Para as Enterobacterales, foram testados os seguintes antimicrobianos, com suas
respectivas concentragdes: amicacina (30 ug) e gentamicina (10 pg), pertencentes ao grupo
dos aminoglicosideos; amoxicilina/acido clavulanico (20/10 pg), aztreonam (30 pg), cefepime
(30 pg), cefotaxima (30 pg), cefoxitina (30 pg), ceftazidima (30 pg), ertapenem (10 pg),
imipenem (10 pg) e meropenem (10 pg), classificados como beta-lactdmicos; tetraciclina (30
ng); e ciprofloxacina (5 pg), pertencente ao grupo das quinolonas. Para os isolados de
Staphylococcus spp., foi utilizado apenas o disco de cefoxitina (30 pg), com o objetivo de
identificar cepas resistentes a meticilina. J4 os isolados de Enterococcus spp. foram avaliados

com o disco de vancomicina (5 pg).

3.2 BIOFILME
3.2.1 Condicoes de cultivo e crescimento bacteriano

O protocolo de formacdo de biofilmes bacterianos foi desenvolvido com base nos
métodos descritos por Ferreira et al. (2012) e Haney; Trimble; Hancock (2021), com
adaptacdes. Os meios de cultivo bacteriano foram preparados conforme as instrugdes do
fabricante, utilizando sempre técnicas assépticas. Todos os componentes foram esterilizados
por autoclavacao.

As cepas bacterianas previamente isoladas e identificadas foram inicialmente
cultivadas em meio liquido TSB (caldo triptona de soja), na concentracdo recomendada pelo
fabricante, a 37 °C por 18 horas. Posteriormente, as culturas foram diluidas na proporc¢ao de
1:100 para inoculacdo nas placas de microtitulagdo de 96 pocgos, fabricadas de poliestireno
inerte, estéril, livre de DNase, RNase e pirogénio, da marca Kasvi. Para a maioria das cepas,
utilizou-se TSB suplementado com 1% (p/v) de glicose (TSB-1% Glc), visando estimular a
formagao de biofilmes. No entanto, para Pseudomonas aeruginosa, foi utilizado o meio TSB
sem glicose, com base em ensaios preliminares que indicaram melhor desempenho na adesao
bacteriana nessas condicdes, além do fato de que essa espécie evita o consumo de glicose
como fonte primdria de carbono, preferindo outras vias metabolicas (Lopes et al., 2023).

Cada isolado foi testado em quadruplicata, com a inclusdo de pogos controle (em

duplicata) contendo apenas o meio de cultura (controle branco). As placas foram incubadas a
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37 °C por 20 horas. Apos esse periodo, os sobrenadantes foram cuidadosamente descartados,
vertendo-se o conteido das placas em recipiente contendo solugdo de hipoclorito de sodio.
Em seguida, uma nova suspensao bacteriana foi preparada com meio fresco e inoculada nos
respectivos pogos, seguida de nova incubacdo nas mesmas condi¢des por mais 20 horas. Ao
final, a densidade optica (DO) foi mensurada a 540 nm em leitor de microplacas, utilizando
uma multileitora Infinite M200, da marca Tecan, com o objetivo de estimar o crescimento
bacteriano em cada poco (Acrescimento).

As cepas testadas neste estudo incluiram: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter kobei, Klebsiella pneumoniae, Niallia circulans, Enterococcus mundtii,
Staphylococcus haemolyticus, Enterococcus faecalis, Cellulosimicrobium cellulans, Proteus
hauseri, Providencia rettgeri, Proteus mirabilis, Hafnia alvei, Enterobacter asburiae,
Enterobacter hormaechei, Citrobacter braakii, Enterobacter bugandensis, Klebsiella oxytoca,

além de algumas cepas ndo identificadas.

3.2.2 Lavagem, fixacio, coloracio, solubilizacio e determinac¢io do biofilme

ApoOs a leitura inicial da DO, os sobrenadantes foram removidos e os pogos lavados
suavemente trés vezes com agua destilada estéril, utilizando uma pipeta Pasteur para remogao
das células ndo aderidas. A agua usada nas lavagens foi descartada em recipiente com solucao
de hipoclorito de sodio a 0,1% (v/v). Em seguida, as placas foram secas e os biofilmes fixados
a 65 °C por 1 hora.

Para a coloragdo, adicionou-se 200 pL de solucdo de cristal violeta (CV) a 0,1% (p/v)
em cada pogo, por 30 minutos a temperatura ambiente. O excesso de corante foi removido por
meio de lavagens suaves com agua destilada estéril (cinco vezes ou até que a solugdo
descartada estivesse incolor). A seguir, o cristal violeta aderido foi solubilizado com 200 pL
de etanol 70% (v/v) por aproximadamente 30 minutos. Por fim, a absorbancia foi determinada

a 540 nm, utilizando-se novamente o leitor de microplacas (Abiofilme).

3.2.3 Interpretacio dos resultados

A interpretacdo dos dados foi realizada com base no estudo de Ferreira et al. (2012),
considerando os valores de absorbancia obtidos nos pogos controle sem células (brancos).
Dessa forma, os valores finais de densidade Optica (DO) foram expressos como a média

aritmética das leituras dos quatro pogos, previamente corrigidas pelo valor do branco.
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A unidade de biofilme (UB) foi calculada utilizando a férmula:

UB = Abiofilme / Acrescimento (1)

Os isolados bacterianos foram classificados de acordo com a capacidade de formagao
de biofilme, utilizando os seguintes critérios: Nao aderentes: BU < 0,230; Fracamente
aderentes: 0,230 < BU < 0,460; Moderadamente aderentes: 0,460 < BU < 0,920 e fortemente
aderentes: BU > 0,920
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na relevancia da formacao de biofilme por cepas resistentes e seu impacto
na seguranga de alimentos e saude publica, este estudo avaliou a capacidade de formagdo de
biofilmes de diferentes isolados bacterianos com perfis de resisténcia antimicrobiana. A
Tabela 1 apresenta os dados de maneira condensada, reunindo as espécies bacterianas
analisadas, as classificacdes quanto a formacdo de biofilme e os respectivos perfis de
resisténcia adquirida e intrinseca aos antibidticos testados anteriormente. J4 o quadro 4
detalha individualmente o perfil de cada isolado bacteriano, incluindo o tipo de amostra de
origem, a capacidade de formac¢do de biofilme e os antibiodticos frente aos quais demonstraram
resisténcia, permitindo uma analise mais minuciosa das caracteristicas fenotipicas e do

potencial de risco associado a cada cepa.

Tabela 1. Capacidade de formagdo de biofilme pelos isolados bacterianos e perfis de

resisténcia a antibidticos.

Espécie Numero de Biofilme Resisténcia Resisténcia

Bacteriana Isolados (NA* / FA/MA Adquirida (S Intrinseca
/ FA¥) /R1/M) (S/R1/M)

Escherichia coli 48 28/4/4/12 9/7/32 18/25/5

Pseudomonas 1 0/0/0/1 0/0/1 0/0/1

aeruginosa

Enterobacter 8 5/0/2/1 4/3/1 1/1/6

kobei

Klebsiella 5 2/0/1/2 1/1/3 1/4/0

pneumoniae

Niallia circulans 1 0/0/0/1 1/0/0 0/0/1

Enterococcus 1 0/0/0/1 1/0/0 0/0/1

mundtii

Staphylococcus ) 0/0/1/1 1/1/0 0/0/2

haemolyticus



Enterococcus

1 0/0/0/1 0/1/0 0/0/1
faecalis
Cellulosimicrobiu o 0/0/2/0 2/0/0 0/0/2
m cellulans
Proteus hauseri 2 1/0/0/1 0/1/1 0/1/1
Providencia 1 1/0/0/0 0/1/0 0/1/0
rettgeri
Proteus mirabilis 3 0/0/0/3 1/0/2 0/2/1
Hafnia alvei 2 0/0/1/1 1/0/1 1/1/0
Enterobacter 3 0/0/0/3 2/0/1 0/3/0
asburiae
Enterobacter 2 0/0/0/2 0/0/2 0/2/0
hormaechei
Enterobacter 1 1/0/0/0 0/0/1 0/0/1
bugandensis
Citrobacter 1 1/0/0/0 1/0/0 0/1/0
braakii
Klebsiella oxytoca 1 0/0/0/1 1/0/0 1/0/0
Naio identificado 4 3/0/0/1 NA NA

Legenda: NA*: nao aderente; FA: fracamente aderente; MA: moderadamente aderente; FA*:
fortemente aderente; S: sensivel; R1: resistente a apenas um antibidtico; M: resistente a mais
de um antibidtico (multirresistente); NA: ndo se aplica.

Fonte: Autora (2025).

Quadro 4. Perfil dos Isolados Bacterianos: Tipo de Amostra, Formagao de Biofilme ¢

Resisténcia Antimicrobiana
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Espécie Tipo de Resisténcia

acteriana  [Amostra Biofilme Adquirida Resisténcia Intrinseca
Escherichia

coli Leite Nao Aderente |CIP e TET VAN

Pseudomonas Fortemente CTX, FOX, ERT, TET e
aeruginosa  |Leite Aderente CAZ, IPM e MER |GEN

Enterobacter

fobei Leite Nao Aderente [SR FOX e VAN

Escherichia  |Queijo

coli (Casca) Nao Aderente [CIP, TET e GEN |VAN

Klebsiella Queijo Fortemente

pneumoniae |(Casca) Aderente TET VAN

Enterobacter |Queijo

fobei (Casca) Nao Aderente |CTX FOX, VAN

Enterobacter |Queijo Moderadamente

obei (Interior) Aderente CAZ, ATM e ERT [FOX e VAN

Escherichia  |Queijo

coli (Interior) Nao Aderente [CIP e TET VAN

Enterobacter |Queijo Moderadamente

kobei (Interior) Aderente SR FOX ¢ VAN

Fscherichia CTX, ATM, FEP ¢

coli Aprisco Nao Aderente [TET VAN

Escherichia Fracamente CTX, ATM, FEP,

coli Aprisco Aderente TET e GEN VAN

Escherichia Moderadamente

coli Aprisco Aderente CIP e TET VAN

Niallia Fortemente CTX, CTC, CAZ, CAL,
circulans Aprisco Aderente SR ATM, FEP, FOX, IPM,
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ERT, MER, CIP, TET,
AMI, GEN e VAN
Escherichia
coli Prateleira Nao Aderente SR VAN
CTX, CTC, CAZ, CAL,
ATM, FEP, FOX, IPM,
[F'nterococcus Fortemente ERT, MER, CIP, TET,
mundtii Prateleira Aderente SR AMI e GEN
CTX, CTC, CAZ, CAL,
Mao ATM, FEP, IPM, ERT,
Staphylococcu |(Colaborador [Moderadamente MER, CIP, TET, AMI,
s haemolyticus|l) Aderente FOX GEN e VAN
CTX, CTC, CAZ, CAL,
Mao ATM, FEP, FOX, IPM,
Staphylococcu |(Colaborador [Fortemente ERT, MER, CIP, TET,
s haemolyticus|2) Aderente SR AMI, GEN e VAN
Fezes
Escherichia  |(Colaborador
coli 1) Nao Aderente [SR VAN
Fezes
Escherichia  |(Colaborador
coli 1) Nao Aderente |SR VAN
Fezes
Escherichia  |(Colaborador [Fortemente
coli 2) Aderente CIP TET e VAN
Fezes
Escherichia  |(Colaborador |Fortemente
coli 2) Aderente SR VAN
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Fezes
Escherichia  |(Colaborador |Fracamente
coli 2) Aderente SR TET e VAN
Fezes
Enterobacter |(Colaborador
kobei 2) Nao Aderente [SR FOX e VAN
Fezes
Escherichia  |(Colaborador
coli 3) Nao Aderente [CTX, ATM e CIP |VAN
Fezes
Escherichia  |(Colaborador CTX, CAZ, ATM,
coli 3) Nao Aderente [FEP, CIP e TET |VAN
Fezes
Escherichia  |(Colaborador |Fortemente
coli 3) Aderente TET VAN
CTX, CTC, CAZ, CAL,
Fezes ATM, FEP, FOX, IPM,
Enterococcus |(Colaborador |Fortemente ERT, MER, CIP, TET,
faecalis 3) Aderente VAN AMI e GEN
Fezes CTX, CAZ, ATM,
Klebsiella (Colaborador FEP, CIP, TET e
pneumoniae |4) Nao Aderente |GEN VAN
Fezes
Klebsiella (Colaborador CTX, CAZ, ATM,
pneumoniae |4) Nao Aderente |FEP,CIPe TET |VAN
Fezes CTX, CAZ, ATM,
Klebsiella (Colaborador |Moderadamente|FEP, CIP, TET e
pneumoniae  |4) Aderente GEN VAN
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Fezes

Enterobacter |(Colaborador

obei 4) Nao Aderente |SR FOX e VAN
CTX, CTC, CAZ, CAL,
ATM, FEP, FOX, IPM,

Cellulosimicro |Queijo Moderadamente ERT, MER, CIP, TET,

bium cellulans |(Casca) Aderente SR AMI, GEN e VAN
CTX, CTC, CAZ, CAL,
ATM, FEP, FOX, IPM,

Cellulosimicro [Queijo Moderadamente ERT, MER, CIP, TET,

bium cellulans |(Interior) Aderente SR AMI, GEN e VAN

Proteus Linguica

hauseri Colonial Nao Aderente |TET CIP

Escherichia  |Linguica Fracamente

coli Colonial Aderente TET, CIP e GEN |CAZ

Nao Linguica

identificado  |Colonial Nao Aderente |NA NA

Providencia  |Linguiga

rettgeri Colonial Nao Aderente [ATM TET

Escherichia  [Linguiga

coli Colonial Nao Aderente [TET e CIP SR

[Nao Linguica

identificado  [Colonial Nao Aderente |NA NA

Proteus Linguica Fortemente

mirabilis Colonial Aderente CIP, GEN e AMI (TET

Linguica Fortemente

Hafnia alvei |Colonial Aderente CAL, CIP e GEN [TET

Enterobacter |Linguiga Fortemente

asburiae Colonial Aderente SR FOX
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Enterobacter |Linguiga Fortemente

kobei Colonial Aderente CIP FOX

Escherichia  [Linguiga

coli Colonial Nao Aderente |TET e CIP SR

Escherichia  |Linguiga

coli Colonial Ndo Aderente |TET e CIP SR

Escherichia  |Linguica CTX, FEP, TET e

coli Colonial Nao Aderente |ATM CAZ

Escherichia  |Linguiga

coli Colonial Nado Aderente |TET CIP

Escherichia  |Linguiga Fracamente

coli Colonial Aderente TET e CIP SR

Escherichia  |Linguiga CAZ, FEP, IPM e ATM

coli Colonial Nado Aderente |CTX

Escherichia  |Linguiga Fortemente

coli Colonial Aderente SR SR

Klebsiella Linguica Fortemente

pneumoniae  |Colonial Aderente SR SR
Linguica Moderadamente

Hafnia alvei |Colonial Aderente SR SR

Nao Linguica

identificado  |Colonial Nao Aderente [NA NA

Enterobacter |Linguica Fortemente CTX, CAZ, CAL,

hormaechei  |Colonial Aderente FEP, ERT e ATM [FOX

Escherichia  |Linguiga

coli Colonial Ndo Aderente |TET e GEN SR

Escherichia  |Linguica Fortemente

coli Colonial Aderente TET e CIP CTX
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Escherichia  |Linguiga CTX, FEP, TET ¢

coli Colonial Nao Aderente |CIP CAZ e ATM

Escherichia  |Linguica Fortemente

coli Colonial Aderente TET e CIP SR
CTX, TET, CIP,

Escherichia  |Linguica GEN, AMI e ATM

coli Colonial Nao Aderente FEP
CTX, FEP, TET,
CIP, GEN, AMI e

Escherichia  [Linguiga ATM

coli Colonial Nao Aderente SR

Escherichia  |Linguiga

coli Colonial Nado Aderente |[CIP SR

Escherichia  |Linguica

coli Colonial Nao Aderente |SR SR

Escherichia  |Linguiga Fortemente

coli Colonial Aderente TET CIP

Escherichia  |Linguiga

coli Colonial Nado Aderente [TET, CIP e GEN |SR

Escherichia  |Linguica

coli Colonial Nao Aderente |FEP, TET e CIP |CTX

Escherichia  |Linguiga Fortemente

coli Colonial Aderente TET, CIP e GEN |SR
CTX, FEP, ERT,
MER, CIP, GEN ¢

Proteus Linguica Fortemente ATM

hauseri Colonial Aderente FOX, IPM ¢ TET

Escherichia  |Linguiga Fortemente

coli Colonial Aderente FOX SR
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Proteus Linguica Fortemente CAL, FEP, ERT ¢
mirabilis Colonial Aderente ATM CTX, TET e CIP
Proteus Linguica Fortemente
mirabilis Colonial Aderente SR FEP e TET
Escherichia  |Linguiga Fortemente
coli Colonial Aderente CIP e GEN TET
Enterobacter |Linguica Fortemente
asburiae Colonial Aderente SR FOX
Escherichia  |Linguiga
coli Colonial Nao Aderente |SR SR
Citrobacter  |Linguica Fracamente
braakii Colonial Aderente SR FOX
CAZ, CAL, FEP,
Enterobacter |Linguica ERT, GEN, AMI e
bugandensis |Colonial Nao Aderente [ATM FOX, TET e CIP
Klebsiella Linguica Fortemente
oxytoca Colonial Aderente SR SR
Escherichia  |Linguiga Moderadamente
coli Colonial Aderente CTX, FEP e TET |AMI
Enterobacter |Linguica
kobei Colonial Nao Aderente [FOX SR
CTX, FEP, TET,
Escherichia  |Linguica CIP, GEN, AMI ¢
coli Colonial Nao Aderente |ATM CAZ
Escherichia  |Linguiga Fortemente
coli Colonial Aderente TET, CIP e GEN |SR
Escherichia  |Linguica Fortemente
coli Colonial Aderente CIP e GEN TET




48

Enterobacter |Linguiga Fortemente

asburiae Colonial Aderente CTX e CAL FOX
Escherichia  [Linguiga

coli Colonial Nao Aderente |TET e CIP SR
Escherichia  |Linguiga

coli Colonial Nao Aderente |TET SR
Escherichia  |Linguica Moderadamente

coli Colonial Aderente TET e GEN SR
Enterobacter |Linguiga Fortemente CTX, CAZ, CAL,
hormaechei  |Colonial Aderente FEP, ERT ¢ ATM [FOX
Escherichia  |Linguiga Moderadamente

coli Colonial Aderente TET e CIP SR
Escherichia  [Linguiga

coli Colonial Nao Aderente |TET e CIP SR
Nao Linguica Fortemente

identificado  [Colonial Aderente NA NA

Legenda: CTX: Cefotaxima; CTC: Cefotaxima + Acido Clavulanico; CAZ: Ceftazidima;
CAL: Ceftazidima + Acido Clavulanico; FOX: Cefoxitina; FEP: Cefepima; ERT: Ertapenem;

MER: Meropenem;

IPM:

Imipenem; TET: Tetraciclina; CIP: Ciprofloxacina; GEN:

Gentamicina; AMI: Amicacina; ATM: Aztreonam; VAN: Vancomicina; SR: sem resisténcia;

NA: Nao se aplica.
Fonte: Autora (2025).

As cepas de Escherichia coli, uma bactéria de bacilo gram-negativo pertencente a

familia Enterobacteriaceae, sdo reconhecidas como indicadores de praticas higiénicas na

cadeia de producdo de alimentos e na vigilancia da qualidade da agua, devido a sua

capacidade de adaptagdo a diferentes condicdes ambientais (Sadeghzadeh et al., 2024).

Trata-se de uma bactéria comensal do trato gastrointestinal de humanos e animais de sangue

quente que pode se tornar patogé€nica ao adquirir genes de viruléncia, sendo uma das

principais causadoras de surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTAs) no Brasil

(Menck-Costa et al., 2023). Diversos patdtipos de E. coli sdo reconhecidos por seu potencial



49

diarreogénico (DEC), cada um identificado por genes especificos de viruléncia: E. coli
enteroinvasiva (EIEC), enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), produtora de
toxina Shiga (STEC) e enteroagregativa (EAEC). Podem causar desde quadros leves de
diarréia até condigdes graves, como a sindrome hemolitico-urémica, com risco de 6bito
(Menck-Costa et al., 2023).

Entre as quarenta e oito cepas de E. coli isoladas de leite, queijo (casca e interior),
aprisco, prateleira, fezes e linguiga colonial, observou-se predominancia de isolados nao
aderentes a forma¢do de biofilme (n = 28), seguidos por fortemente aderentes (n = 12),
moderadamente aderentes (n = 4) e fracamente aderentes (n = 4). Em relagdo a resisténcia
adquirida, apenas nove cepas foram sensiveis a todos os antibioticos testados, enquanto sete
apresentaram resisténcia a um unico antibiotico e trinta e duas foram classificadas como
multirresistentes. Quanto a resisténcia intrinseca, dezoito cepas ndo apresentaram esse tipo de
resisténcia, vinte e cinco demonstraram resisténcia a um antibidtico e cinco a multiplos
antimicrobianos. Esses dados indicam uma relagdo preocupante entre a capacidade de
formacgao de biofilmes e a resisténcia antimicrobiana, uma vez que cepas fortemente aderentes
frequentemente apresentaram resisténcia adquirida a antibidticos amplamente utilizados como
tetraciclina, ciprofloxacino e gentamicina, além de resisténcia intrinseca a antimicrobianos
como cefotaxima e cefoxitina.

Dentre as 20 cepas formadoras de biofilme, quatro apresentam resisténcia a
cefalosporinas de terceira geragdo, o que representa um alerta importante. A nova lista de
patdgenos bacterianos prioritarios (BPPL) da Organizagdo Mundial da Satde (OMS, 2024)
destaca microrganismos que representam sérias ameagas a saude publica global,
especialmente devido a crescente resisténcia a antimicrobianos considerados de ultima linha.
Entre os grupos classificados como prioridade critica estdo os Enterobacterales resistentes a
cefalosporinas de terceira geracdo e a carbapenémicos, devido ao seu impacto clinico e a
limitacdo de opgdes terapéuticas. Nesse contexto, essas cepas se enquadram diretamente neste
grupo.

No caso das infec¢des do trato urinario (ITUs), E. coli é o principal agente etiologico.
As fluoroquinolonas (FQs), como o ciprofloxacino, um antibidtico de segunda geracdo, sdo
frequentemente utilizadas no tratamento desses quadros. No entanto, o uso indiscriminado
desses antibidticos, especialmente em ambientes ambulatoriais, tem contribuido para o
aumento da resisténcia, comprometendo sua eficacia terapéutica e representando uma ameaga
crescente a satide publica global (Tewawong ef al., 2025).

Enterobacter kobei, anteriormente designada como Grupo NIH 21, ¢ uma bactéria
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pertencente ao género Enterobacter e a familia Enterobacteriaceae, trata-se de bacilos
gram-negativos. Apresentam ampla distribuigdo e tem sido frequentemente isolada de
amostras clinicas, como sangue, escarro, garganta e urina, além de também ser encontrada em
alimentos (Kosako et al., 1996). Assim como outras espécies do género, ¢ considerada
onipresente no ambiente e sua presen¢a no trato intestinal de animais contribui para sua
disseminagdo em solos, dguas e vegetais. Em humanos, pode atuar como um patégeno
oportunista, estando potencialmente envolvida em infec¢gdes nosocomiais, incluindo infecgdes
do trato urindrio, colecistite, osteomielite e meningite neonatal (Nazir ef al., 2018).

No presente estudo, oito isolados de Enterobacter kobei, provenientes de amostra de
leite, queijo (casca e interior), fezes e linguica colonial, foram avaliados. Desses, cinco foram
nao aderentes a formacgao de biofilme, dois aderiram moderadamente e um aderiu fortemente.
Quatro cepas sao sensiveis a todos os antibidticos testados, trés apresentam resisténcia
adquirida a um antibiotico e uma ¢ multirresistente. Seis mostram resisténcia intrinseca a
multiplos antimicrobianos.

Entre as cepas com capacidade de formagdo de biofilme, aquela classificada como
fortemente aderente também apresentou resisténcia adquirida a ciprofloxacina, e resisténcia
intrinseca a cefoxitina, uma cefalosporina de segunda geracdo. Uma das cepas
moderadamente aderentes ndo apresentou resisténcia adquirida, mas foi intrinsecamente
resistente a cefoxitina e a vancomicina. A outra cepa moderadamente aderente apresentou
resisténcia adquirida a trés antibidticos B-lactdmicos clinicamente importantes, a ceftazidima
(cefalosporina de terceira geragdo), aztreonam (monobactimico) e ertapeném
(carbapenémico), que sdo antibioticos de escolha no tratamento de infec¢des hospitalares
graves causadas por bacilos gram-negativos. Além de resisténcia intrinseca a cefoxitina e a
vancomicina.

Esses resultados refletem uma das principais preocupagdes em relacdo a espécie E.
kobei: sua capacidade de adquirir genes de resisténcia antimicrobiana clinicamente relevantes,
como os que codificam ESBLs e carbapenemases (Vasquez-Ponce; Barbieri; Lincopan,
2025). Esses mecanismos de resisténcia comprometem a eficacia de diversas classes de
antibioticos B-lactdmicos, incluindo cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos,
dificultando significativamente o tratamento de infec¢des causadas por essas cepas.

Além do mais, o isolado de Enterobacter kobei resistente a ceftazidima (3* geracao) e
ao ertapeném (carbapenémico), estao no grupo de Prioridade Critica (OMS BPPL).

Espécies do género Klebsiella sao amplamente distribuidas no ambiente, sendo

comumente encontradas em alimentos e agua, especialmente em leite ndo pasteurizado. No
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contexto alimentar, Klebsiella pneumoniae pode atuar como agente enteropatogénico devido a
sua capacidade de produzir enterotoxinas termoestaveis e termoldbeis. Também, a
colonizagdo inicial do trato gastrointestinal pode evoluir para infecgdes sistémicas (FDA,
2012). Trata-se de uma bactéria gram-negativa pertencente a familia Enterobacteriaceae,
considerada uma bactéria oportunista, frequentemente associada a infec¢cdes nosocomiais em
pacientes imunocomprometidos ou com dispositivos médicos implantados (Sousa et al.,
2019). E uma das principais causadoras de infec¢des da corrente sanguinea em adultos, com
maior incidéncia em idosos com comorbidades. Cepas produtoras de -lactamases de espectro
estendido e carbapenemases tém sido associadas a maiores taxas de mortalidade em pacientes
criticos, muitas vezes em razdo do atraso no inicio de um tratamento antibidtico eficaz
(Fostervold et al., 2024).

A emergéncia de cepas multirresistentes de K. pneumoniae (MDR-Kp) agrava ainda
mais esse cenario, especialmente em ambientes hospitalares, onde € responsavel por infec¢des
graves como pneumonia, septicemia e infecgdes do trato urinario. A resisténcia a multiplas
classes de antibidticos, incluindo os carbapenémicos, considerados de ultima linha, tem
limitado drasticamente as opgdes terapéuticas disponiveis, contribuindo para o aumento da
mortalidade (Shahimi et al., 2025).

Dentre as cinco cepas de K. pneumoniae, isoladas de queijo (casca), fezes e linguica
colonial, duas foram nao aderentes, uma moderadamente aderente e duas fortemente
aderentes. Trés delas foram multirresistentes (MDR), ou seja, resistentes a pelo menos trés
classes diferentes de antimicrobianos, com destaque para uma cepa moderadamente aderente
que mostra resisténcia adquirida a sete antibidticos clinicamente relevantes: cefotaxima,
ceftazidima, aztreonam, cefepima (todos P-lactamicos), ciprofloxacino (fluoroquinolona),
tetraciclina (tetraciclina) e gentamicina (aminoglicosideo), além de resisténcia intrinseca a
vancomicina (glicopeptideo). Entre os isolados fortemente aderentes, uma cepa apresentou
resisténcia adquirida a tetraciclina e resisténcia intrinseca a vancomicina, enquanto a outra
nao demonstrou resisténcia nos testes realizados.

Destaca-se os antibidticos mais criticos associados a resisténcia por essas cepas, que
inclui as cefalosporinas de geracdes avangadas, como a cefepima, uma cefalosporina de
quarta geracdo com amplo espectro de acdo contra bacilos gram-negativos, ¢ a cefotaxima,
uma cefalosporina de terceira geragcdo frequentemente usada no tratamento de infecgdes
graves. Conforme a Lista de Patogenos Bacterianos Prioritarios (BPPL) da OMS (2024), a K.
pneumoniae resistente a cefalosporinas de terceira geragdo se enquadram como bactérias de

prioridade critica. As infec¢des causadas por elas foram associadas a maior mortalidade,
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maior tempo de internacdo e mais custos economicos (Zhen et al 2020). O uso excessivo €
muitas vezes inadequado de cefalosporinas de terceira geragao contribuiu com o surgimento e
pela disseminagdo dos genes de ESBL em Klebsiella pneumoniae. Esse padrao de resisténcia
tem se intensificado paralelamente ao aumento no consumo de antibidticos de amplo espectro,
comprometendo a eficacia terapéutica desses antibioticos em ambientes clinicos (Banerjee et
al., 2016). Além disso, mesmo cefalosporinas de quarta geragdo, como a cefepima, que foi
desenvolvida para resistir melhor a degradacao por B-lactamases e apresentar amplo espectro
de acdo contra bactérias gram-negativas tém apresentado falhas terapéuticas frente a cepas
multirresistentes, o que reforca a gravidade do problema.

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria gram-negativa, pertencente a familia
Pseudomonadaceae, ¢ um patogeno oportunista de ampla distribuicdo ambiental,
frequentemente associada a infecgdes cronicas ou recorrentes em individuos com doencas
respiratdrias, como fibrose cistica, queimaduras, imunodeficiéncia, doenga pulmonar
obstrutiva cronica, cancer e infec¢do grave que requer ventilagdo (Qin et al., 2022). Apds
longos periodos de exposicdo a antibidticos, P. aeruginosa pode desenvolver resisténcia
adquirida, originando clones de alto risco multirresistentes. Um dos principais mecanismos
envolvidos nessa resisténcia ¢ a superexpressao de bombas de efluxo do tipo multidroga, que
reduzem a concentracdo intracelular de diversos antimicrobianos, comprometendo a eficacia
dos antibiodticos (Rosa; Molin; Johanse, 2025).

A cepa de Pseudomonas aeruginosa isolada da amostra de leite apresentou forte
capacidade de formagdo de biofilme. Além disso, possui um perfil preocupante de resisténcia
antimicrobiana, com resisténcia adquirida a ceftazidima, imipenem e meropenem, que sao
antimicrobianos de uso clinico relevante, e resisténcia intrinseca a cefotaxima, cefoxitina,
ertapenem, tetraciclina e gentamicina. Sendo relevante destacar a resisténcia para imipenem e
meropenem, ambos carbapenémicos de amplo espectro, sdo considerados ultima linha de
defesa contra infec¢des por bacilos gram-negativos multirresistentes.

Reconhecendo a gravidade dessa ameaga, a OMS incluiu Pseudomonas aeruginosa na
lista de patdgenos bacterianos prioritarios publicada em 2024, estando no grupo de prioridade
alta aquelas que possuem resisténcia aos carbapenémicos. Além disso, foi evidenciado o alto
impacto fatal dessas cepas, principalmente em individuos imunocomprometidos e em
ambientes de saude

O isolado de Niallia circulans pertencente a familia Bacillaceae, proveniente do
aprisco, apresentou forte adesdo de biofilme e detém sensibilidade a todos os antibidticos

testados quanto a resisténcia adquirida, mas possui resisténcia intrinseca a diversas classes de
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antibioticos. A mesma situacdo foi observada para E. mundtii da familia Enterococcaceae,
que foi isolado da prateleira de maturacdo dos queijos. Embora essas bactérias ndo tenham
adquirido resisténcia por exposicdo a antibidticos, a resisténcia intrinseca multipla ¢
clinicamente preocupante, pois indica que caso venham a causar infec¢des, as opgdes de
tratamento ja estardo naturalmente limitadas e podem atuar como reservatorios genéticos de
resisténcia, facilitando a disseminagdo desses genes. E. faecalis também pertencente a familia
Enterococcaceae, proveniente da amostra de fezes, demonstrou forte adesdo, possui
resisténcia adquirida a vancomicina e multirresisténcia intrinseca.

A presenca de Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) representa um desafio no
controle de infecgdes hospitalares. Esses microrganismos, gram-positivos, fazem parte da
microbiota comensal do trato gastrointestinal humano. No entanto, podem atuar como
patégenos oportunistas, sendo responsaveis por infeccoes como ITU, infecgdes
intra-abdominais, bacteremia e endocardite. O VRE, além de causar infeccdo, pode
permanecer como colonizador assintomatico, o que dificulta a tomada de decisdo clinica
quanto ao inicio do tratamento antimicrobiano. Ainda assim, infec¢des causadas por cepas
resistentes a vancomicina estdo associadas a maiores indices de mortalidade e aumento nos
custos hospitalares, quando comparadas aos isolados sensiveis (Levitus; Rewane; Perera,
2023).

Para S. haemolyticus (familia Staphylococcaceae), foram isoladas duas cepas, ambas
das maos dos colaboradores: uma moderadamente aderente, com resisténcia adquirida a
cefoxitina e multirresisténcia intrinseca, e¢ outra fortemente aderente, sem resisténcia
adquirida detectada, mas com perfil intrinseco semelhante. Staphylococcus haemolyticus ¢ um
componente predominante da microbiota da pele humana, sendo amplamente encontrado em
ambientes hospitalares e entre profissionais de saude. Essa ampla distribui¢do tem contribuido
para seu reconhecimento como um patdégeno emergente associado a infecgdes nosocomiais
(Eltwisy et al., 2022). Assim, a presenga na pele de manipuladores, associada a sua
capacidade de formar biofilme e resisténcia, especialmente a resisténcia intrinseca, ¢ um
ponto de aten¢ao do ponto de vista da seguranga dos alimentos e da saude publica.

As duas cepas de Cellulosimicrobium cellulans, bactérias gram-positivas da familia
Promicromonosporaceae, sdo comumente encontradas no ambiente, como esgoto e solo.
Apesar de raramente associadas a infeccdes em humanos, sdo consideradas patogenos
oportunistas (Ioannou; Vorria; Samonis, 2024). Essas cepas, isoladas de amostra de queijo
(casca e interior), foram classificadas como moderadamente aderentes e sdo sensiveis aos

antibioticos testados, mas apresentam resisténcia intrinseca multipla, o que representa um
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desafio clinico, especialmente em infec¢des oportunistas em pacientes imunocomprometidos.
Portanto, mesmo nao sendo patdégenos primadrios, essas bactérias podem causar infecgdes e
atuar como reservatdrios naturais de resisténcia.

O género Proteus trata-se de bactérias gram-negativas da familia Enterobacteriaceae,
sdo patdgenos oportunistas, frequentemente envolvido em infec¢des nosocomiais, embora nao
haja uma forte correlagdo com surtos de DTA. No entanto, sua presenga em alimentos esta
associada a deterioracdao, uma vez que sdo capazes de metabolizar aminoacidos presentes em
carnes e gerar compostos de putrefacdo. Em pescados, como o atum, ¢ reconhecido como
microrganismo produtor de histamina, podendo ocasionar intoxicagdo escombroide em
condi¢des favoraveis (FDA, 2012).

No caso de Proteus hauseri, dos dois isolados de linguiga colonial, um nao aderiu e o
outro aderiu fortemente. Esse ultimo apresenta multirresisténcia adquirida a diversos
antibioticos, incluindo cefotaxima, cefepime (cefalosporinas de 3* e 4* geragdo), ertapenem e
meropenem (carbapenémicos), ciprofloxacino (fluoroquinolona), gentamicina
(aminoglicosideo) e aztreonam (monobactamico), e resisténcia intrinseca a diferentes classes
de antibidticos, incluindo carbapenémicos. A resisténcia a cefalosporinas de geragdes
avancadas e a carbapenémicos € particularmente preocupante do ponto de vista clinico, pois
sdo considerados antibidticos de ultima linha no tratamento de infecgdes graves por bactérias
multirresistentes. A resisténcia simultanea a varias classes, configura um perfil de
multirresisténcia alarmante, limitando drasticamente as opg¢des terapéuticas, além da
preocupacdo quanto ao potencial de disseminacdo horizontal de genes de resisténcia para
patégenos humanos, o que representa um risco relevante a saude publica.

P rettgeri foi representada por uma tUnica cepa ndao aderente, com resisténcia
adquirida e intrinseca a um antibiotico cada.

J& Proteus mirabilis, isolada a partir de amostras de linguica colonial, apresentou forte
capacidade de aderéncia em todas as trés cepas analisadas. No que se refere a resisténcia
antimicrobiana, as trés cepas analisadas demonstram perfis variados. Uma das cepas apresenta
resisténcia adquirida a ciprofloxacino, gentamicina e amicacina, associada a resisténcia
intrinseca a tetraciclina, indicando comprometimento da eficicia de duas classes amplamente
utilizadas na pratica clinica: fluoroquinolonas e aminoglicosideos. A segunda cepa demonstra
um perfil ainda mais preocupante, com resisténcia adquirida a ceftazidima, cefepime,
ertapenem e aztreonam, além de resisténcia intrinseca a cefotaxima, tetraciclina e
ciprofloxacino. Esse perfil se aproxima daquele observado em Proteus hauseri, representando

um caso de multirresisténcia, com destaque aos antibidticos de ultima linha, que limita
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significativamente as opg¢oOes terapéuticas, ambos sdo integrantes do grupo de prioridade
critica, segundo a OMS. A terceira cepa, apesar de ndo apresentar resisténcia adquirida
detectada, exibe resisténcia intrinseca ao cefepime e a tetraciclina, essa resisténcia justifica
sua participagdo no grupo de Prioridade Critica (OMS BPPL).

A presenca de cepas altamente resistentes de Proteus em alimentos de origem animal,
como as identificadas neste estudo, representa uma grave ameaga a saude publica, devido a
possibilidade de transferéncia de genes de resisténcia para outros patdogenos humanos através
da cadeia alimentar.

Hafnia alvei ¢ uma bactéria gram-negativa classificada na recém-proposta familia
Hafniaceae, pertencente a ordem Enterobacterales, amplamente presente em diferentes
ambientes, como rios e criadouros de peixes, além de areas contaminadas como esgotos e
aguas poluidas. Também compde a microbiota intestinal de diversos animais e, em alguns
casos, pode estar envolvida em infecgdes oportunistas, especialmente em individuos com
comorbidades (Ramos-Vivas et al., 2022).

Embora seja raramente considerada patogénica, ja foram observadas uma relacdo com
Escherichia coli enteropatogénica em razdo da presenga de um fator de viruléncia comum.
Pode estar envolvida em nosocomiais, principalmente em pacientes com condigdes clinicas
subjacentes. Frequentemente, ¢ isolada em cocultivo com outros bacilos gram-negativos, o
que pode estar relacionado a sua origem na microbiota intestinal endogena. O tratamento
dessas infecgdes costuma ser eficaz quando guiado por testes de suscetibilidade
antimicrobiana. Em quadros mais graves, recomenda-se o uso de imipenem ou uma
cefalosporina de terceira geragdo associada a um aminoglicosideo (Giinthard; Andreas
Pennekamp, 1996). Além do aspecto clinico, a espécie tem ganhado atengdo por sua atuacao
em alimentos fermentados, como queijos, devido a producdo de compostos bioativos que
modulam sabor e aroma. No entanto, seu potencial benéfico na tecnologia de alimentos
contrasta com os riscos associados a cepas resistentes (Ramos-Vivas et al., 2022).

No presente estudo, foram avaliadas quanto a sua capacidade de formar biofilme duas
cepas de Hafnia alvei provenientes de linguica colonial. Uma das cepas apresentou forte
aderéncia e resisténcia adquirida a ceftazidima (cefalosporina de terceira geracdo),
ciprofloxacino (fluoroquinolona) e gentamicina (aminoglicosideo), além de resisténcia
intrinseca a tetraciclina. A resisténcia simultanea a antimicrobianos criticos como ceftazidima
e gentamicina ¢ preocupante, pois limita significativamente as opgdes terapéuticas para

infecgdes graves causadas por H. alvei. Apesar de estar menos frequentemente associada a

infecgdes, a resisténcia a cefalosporinas de terceira geragdo justifica sua inclusdo na lista de



56

patdgenos prioritarios da OMS (BPPL), destacando sua importidncia no contexto de saude
publica.

Enterobacter ¢ um género de bactérias gram-negativas, pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Essas bactérias estio amplamente presentes em diversos ambientes
naturais, como agua, solo, esgoto e vegetais, além de integrarem a microbiota normal de seres
humanos saudaveis. Apesar de muitas vezes serem inofensivas, podem atuar como agentes
patogénicos oportunistas, especialmente em individuos com o sistema imunoldgico
comprometido. Quando associadas a contamina¢do de alimentos, podem causar quadros de
gastroenterite, com sintomas como diarreia aquosa, nausea, vomito, dor abdominal, febre e
calafrios (FDA, 2012; Ramirez; Giron, 2023) Além disso, espécies de Enterobacter t€m
importancia clinica significativa por estarem envolvidas em infec¢des hospitalares, incluindo
infeccdes urindrias, respiratorias, de pele e tecidos moles, osteomielite e endocardite. Seu
papel como patdgeno nosocomial refor¢a a necessidade de uma abordagem interprofissional
no diagnodstico e no tratamento adequado dessas infecgdes, considerando também o risco de
resisténcia antimicrobiana associado a esses microrganismos (Ramirez; Giron, 2023).

Os trés isolados de Enterobacter asburiae proveniente de amostras de linguiga
colonial foram fortemente aderentes, nos quais dois s3o sensiveis quanto a resisténcia
adquirida, enquanto um apresenta resisténcia a cefotaxima e ceftazidima, todos possuem
resisténcia intrinseca a cefoxitina. Essa resisténcia intrinseca a cefoxitina, um antibiotico da
classe das cefamicinas, sugere um mecanismo basal de defesa da bactéria, que pode ser
agravado por pressdes seletivas ambientais, como o uso indiscriminado de antibidticos na
producdo animal.

Por outro lado, Enterobacter hormaechei apresentou um perfil de resisténcia ainda
mais alarmante, com dois isolados provenientes de amostras de linguiga colonial resultando
em fortes aderentes de biofilme, demonstram multirresisténcia adquirida a importantes classes
de antibidticos, incluindo cefalosporinas de terceira e quarta geracdo (cefotaxima,
ceftazidima, cefepime), carbapenémicos (ertapenem) e monobactamicos (aztreonam), além da
resisténcia intrinseca a cefoxitina. A presenca de resisténcia simultanea a diferentes classes,
incluindo carbapenémicos, indica a possivel producdo de enzimas como ESBL ou
carbapenemases, que comprometem seriamente o arsenal terapéutico disponivel. Dessa forma,
a resisténcia combinada a cefalosporinas de terceira geracdo justifica a inclusdo de
Enterobacter hormaechei na lista de patégenos prioritarios da OMS.

A tnica cepa de Enterobacter bugandensis, isolada de linguica colonial ndo houve

adesdo de biofilme, porém apresenta multirresisténcia adquirida e intrinseca.
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O isolado de C. braakii , proveniente da amostra de linguica colonial, resultou em nao
aderente, e conforme estudos realizados anteriormente, consiste em uma cepa sensivel, com
excecao de uma resisténcia intrinseca pontual. E por fim, o isolado de K. oxyfoca, proveniente
da amostra de linguica colonial foi fortemente aderente e possui sensibilidade tanto a
resisténcia adquirida quanto a intrinseca.

Ressalta-se que a formagdo de biofilme pode variar entre passagens bacterianas, em
decorréncia da transi¢ao de fases fisioldgicas. Essa oscilagdao fenotipica esta relacionada a
adaptacdo metabodlica das bactérias frente a diferentes condigdes ambientais e pode impactar
diretamente os resultados obtidos em ensaios de adesdo.

A presenca de cepas bacterianas multirresistentes (MDR) com alta capacidade de
formacdo de biofilmes em ambientes de producao de alimentos representa uma séria ameaga a
saude publica. Essas cepas, ao se aderirem a superficies industriais, persistem mesmo apos
procedimentos convencionais de higienizacdo, favorecendo a disseminacdo horizontal de
genes de resisténcia, inclusive para microrganismos inicialmente sensiveis. Esse cenario
contribui para a contaminagdo cruzada ao longo da cadeia produtiva e dificulta o controle
microbioldgico.

Os dados obtidos neste estudo evidenciam a presenca de isolados com resisténcia a
antibioticos de uso clinico relevante, como tetraciclina, ciprofloxacino, gentamicina,
cefotaxima, ceftazidima, cefepime, aztreonam, ertapenem, meropenem € vancomicina,
agentes fundamentais no tratamento de infec¢des humanas. A disseminacdo de mecanismos
de resisténcia, como a producdo de carbapenemases, agrava ainda mais esse quadro, essas
enzimas, codificadas por genes moéveis como plasmideos e transposons, sdo capazes de
inativar carbapenémicos e outros beta-lactdmicos e facilitam sua disseminacdo horizontal.

Diante disso, a Organizagao Mundial da Saude (OMS) classificou as enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos (ERC) como patdgenos criticos de prioridade global, devido a
alta mortalidade associada e a escassez de alternativas terap€uticas. Essa classificagdo reflete
a urgéncia em conter a resisténcia antimicrobiana (RAM), que compromete tanto a eficacia
dos tratamentos quanto as estratégias de prevencdo e controle, uma vez que as opg¢des
terapéuticas sdo escassas € hd poucos medicamentos promissores em desenvolvimento,
tornando o manejo dessas infecgdes um grande desafio. Mesmo os patdégenos listados como
de alta prioridade, embora ndo criticos, exigem atencao continua, especialmente em ambientes
como a industria de alimentos, onde podem atuar como reservatorios e vetores silenciosos de

resisténcia.
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S PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados obtidos, ¢ recomendavel que estudos futuros aprofundem a
caracterizagdo das cepas analisadas. A identificacdo de genes de viruléncia e resisténcia, bem
como a determinacdo da localizagdo desses genes, especialmente se presentes em plasmideos,
que facilitam a transferéncia horizontal entre bactérias, podera contribuir significativamente
para a compreensao dos mecanismos envolvidos na persisténcia e disseminacdo desses
microrganismos. Avaliar a relacdo genética entre os isolados também pode indicar se ha
clonagem entre eles ou se se tratam de linhagens distintas. Além disso, a utilizacdo de técnicas
de microscopia, como a microscopia eletronica de varredura (MEV), permitiria a visualizagao
e andlise estrutural dos biofilmes formados, elucidando aspectos importantes da aderéncia e
organizagdo celular. Outras abordagens, como testes de expressdo génica, ensaios em
diferentes superficies de contato e condi¢cdes ambientais simuladas, também sdo relevantes

para o desenvolvimento de estratégias de controle mais eficazes na industria de alimentos.
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6 CONCLUSAO

Este estudo evidenciou a preocupante associagdo entre resisténcia antimicrobiana e
capacidade de formagdo de biofilmes em cepas bacterianas isoladas de alimentos e da cadeia
de producdo. A presenga de microrganismos fortemente aderentes e multirresistentes a
antibioticos de uso clinico relevante representa uma ameaga significativa a seguranca dos
alimentos e a saude publica, especialmente em um cenario global de crescente resisténcia
antimicrobiana.

Das 89 cepas bacterianas analisadas, 32 (35,9%) foram classificadas como fortemente
aderentes, das quais 21 apresentam resisténcia adquirida a pelo menos um antibiotico e 3 ndo
apresentaram nenhum tipo de resisténcia. Entre as 11 cepas classificadas como
moderadamente aderentes (12,3%), 7 apresentam resisténcia adquirida e apenas uma nao
demonstrou perfil de resisténcia. Esses achados refor¢gam o potencial risco que cepas
resistentes e formadoras de biofilme representam no contexto da produg¢do e manipulagdo de
alimentos.

A presenca de cepas de origem alimentar, formadoras de biofilme e resistentes a
antibidticos representam ameacgas tanto a seguranga dos alimentos quanto a saude publica.
Essas cepas reduzem significativamente as opgdes terapéuticas disponiveis, tornando os
tratamentos limitados ou ineficazes, podendo levar a infec¢des persistentes e de dificil
tratamento.

Além disso, a identificacdo de cepas formadoras de biofilme provenientes de amostras
das maos e fezes de manipuladores refor¢a a importancia das BPFs. Uma das formas mais
eficazes de evitar que microrganismos resistentes e formadores de biofilme se mantenham e
se disseminem no ambiente produtivo € justamente por meio da correta implementagdo dessas
praticas. Quando aplicadas adequadamente, as BPF contribuem ndo apenas para impedir a
contaminagdo cruzada e a disseminagdo bacteriana, mas também para prevenir a formagao de
biofilmes. E mesmo quando essas estruturas se formam, uma rotina eficiente de higienizacao
¢ essencial para sua remocao eficaz.

Adicionalmente, ¢ importante destacar que cepas formadoras de biofilme e resistentes
a antibidticos, mesmo quando ndo classificadas como patogé€nicas, representam uma
preocupacdo significativa. Essas bactérias podem atuar como reservatorios de genes de
resisténcia e favorecer sua transferéncia para bactérias patogénicas. A estrutura do biofilme
facilita esse processo ao proporcionar um ambiente denso e protegido, no qual diferentes

espécies bacterianas convivem em proximidade, aumentando as chances de troca genética.
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Nesse sentido, torna-se essencial que as industrias de alimentos adotem estratégias
eficazes de monitoramento e controle microbiologico. Investimentos em tecnologias de
limpeza e sanitizagdo mais eficientes, capacitacdo de colaboradores e desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos sdo fundamentais. Além disso, a integracdo do conceito de
One Health, que reconhece a interconexdo entre saude humana, animal e ambiental, deve
orientar politicas publicas, agdes regulatorias e boas praticas em toda a cadeia de producao de
alimentos, promovendo o uso racional de antimicrobianos e reduzindo os riscos de
disseminacgao da resisténcia.

Portanto, os resultados deste estudo reforcam a necessidade de um controle rigoroso
dos biofilmes, mesmo quando ndo patogé€nicos, como forma de conter a disseminagdo de
genes de resisténcia e proteger tanto a saide publica quanto a qualidade e seguranca dos

alimentos.
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