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RESUMO

O Brasil é o segundo maior produtor de carne bovina do mundo e para se
manter competitivo tem objetivado melhorias em higiene e seguranca
alimentar. Micro-organismos deteriorantes diminuem a vida de prateleira dos
produtos e podem viabilizar patégenos em biofilmes predominantemente
heterogéneos. Pseudomonas aeruginosa sao bactérias mais comuns em
carnes, e tem como caracteristica a alta capacidade de producdo de biofilme.
Sendo ambientais, a contaminacéo da carne é facilitada por falhas de higiene e
boas praticas, sendo relevante estudos sobre a sua presenca em produtos
carneos. Neste trabalho, objetivou-se estudar a intensidade de producdo de
biofilme e sua expresséo génica por cepas de P. aeruginosa isoladas em planta
de processamento bovino. As amostras foram obtidas por suabes de carcacas
e superficies em planta de processamento bovino totalizando sete coletas,
divididas em dois dias, amostrando-se 22 pontos em cada coleta. Os isolados
foram confirmados fisico-quimicamente. A producdo de biofilme por
espectrofotometria classificou a intensidade em fortes, moderadas, fracas e
ndo produtoras. Foram isoladas 32 cepas, das quais 4 demonstraram forte
producdo de biofilme, 3 moderadas, 4 fracas e 8 nao produtoras. Foi
predominante a contaminacdo em carcacas recém abatidas, anteriormente a
refrigeracdo. As amostras foram confirmadas usando o alvo oprL em analise
por gPCR, e a comparacdo da expressdao de alginato, algu e algD
posteriormente normalizados pelo gene 16S foi realizada em amostras fortes e
fracas. As andlises de expressao dos genes algU e algD ndo demonstraram
diferenca significativa pelas analises de quantificacdo relativa néao

correlacionando com a avaliac&o fenotipica.

Palavras chave: carne bovina; Pseudomonas aeruginosa; biofilme; alginato;

expressao génica



ABSTRACT

Brazil is the second largest beef producer in the world and in order to remain
competitive, it has aimed at improving hygiene and food safety. Damaging
microorganisms decrease the shelf life of products and may render pathogens
viable in predominantly heterogeneous biofilms. Pseudomonas aeruginosa are
the most common bacteria in meats, characterized by high biofilm production
capacity being environmental, meat contamination is facilitated by good
practices hygiene faults being relevant studies on their presence in meat
products. The objective of this study was to determine the intensity of biofilm
production and its gene expression by strains of P. aeruginosa isolated from a
bovine processing plant. Samples were obtained by carcass swabs and
surfaces in a bovine processing plant, totaling seven samples, divided in two
days, sampling 22 points in each collection. The isolates were physico-
chemically confirmed. The biofilm production by spectrophotometry classified
the intensity as strong, moderate, weak and non-producing. Thirty-two strains
were isolated, 4 of which showed strong biofilm production, 3 moderate, 4 weak
and 8 non-producing. Contamination was predominant in freshly slaughtered
carcass prior to refrigeration. All samples were confirmed in gPCR analysis with
the oprL target, and gene expression of strong and weak samples were
developmented with alginate genes, alguU and algD, normalized by 16S gene.
Expression analyzes of the algU and algD genes did not demonstrate significant
difference by the relative quantification analyzes not correlating with the

phenotypic evaluation.

Key words: beef; Pseudomonas aeruginosa; biofilm; alginate; gene expression
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CAPITULO |
1 INTRODUCAO

Em se tratando de agentes bacterianos e deterioragéo da carne, um dos
géneros mais comumente encontrados sdo Pseudomonas spp. A espécie
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), bacilo gram negativo, possui alta
capacidade de producédo de biofilmes mantendo-se viavel por mais tempo no
ambiente. Ela tem a capacidade de interagir com agentes patégenos de
mesma caracterizacdo Gram, atraves de moléculas sinalizadoras eliminadas no
ambiente, chamadas autoindutoras, permitindo a viabilidade de diversas
espécies em um mesmo meio comum. P. aeruginosa, por ser uma bactéria
oportunista, excelente produtora de biofilme, e que utiliza diversos mecanismos
de protecdo, como a fixacdo mais rapida a superficie e formacéo de biofilme
gue outras bactérias, garante sua sobrevivéncia mesmo diante de disputa com
outros agentes. Com isso, em ambientes de producdo e processamento de
alimentos, os agentes deteriorantes devem ser tratados com maior relevancia.

Produtos carneos e seus derivados sdo citados como 0s principais
potenciais veiculadores de enfermidades transmitidas por alimentos e se
alimentos sao sujeitos a ambientes contaminados, estes podem se constituir
em veiculo de transmisséo de enfermidades.

A carne bovina é tida como uma das carnes mais consumidas no mundo.
Segundo dados da Organizacdo das NacgBes Unidas da Agricultura e
Alimentacdo (FAQO), esta lidera o 4° lugar no ranking mundial e sua producéo
tem histérico crescente desde 2015 sendo, hoje, liderada pelos EUA, seguido
do Brasil e Unido Européia. Para o Brasil, esta producéo tem batido recordes e
a expectativa do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) é
gue, pela primeira vez, o pais ultrapasse a marca de 10 milhdes de toneladas
em 2019.

Diante deste cenario, a crescente demanda e aumento da producdo de
carne bovina geram maiores pressdes de mercado quanto ao controle de

enfermidades transmitidas por alimentos e maior qualidade e durabilidade do
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produto a ser consumido. Os matadouros-frigorificos cada vez mais
preconizam condi¢fes mais inGcuas para seu processamento.

As contaminacdes por agentes deteriorantes ocasionam a diminuicao da
vida de prateleira dos alimentos, causam perdas econdmicas significativas e,
ocasionalmente, podem resguardar contaminacdes por agentes patdogenos
através de aglomerados heterogéneos envoltos por uma matriz de
exopolissacarideos (EPS) chamada de biofilme microbiano.

Os biofilmes permitem a persisténcia de agentes contaminantes no
ambiente e, quando ha o contato com o produto carneo, promovem a sua
contaminacao através da liberacdo de microorganismos viaveis.

Antes de desenvolver estudos mais aprofundados sobre o
desencadeamento da producdo de biofilme, o comportamento das diversas
cepas presentes nesse ambiente em especifico em relacdo ao biofilme deve
ser caracterizado.

Bactérias possuem caracteristicas individuais mesmo se comparando
diferentes cepas da mesma espécie, como alta, intermediaria ou baixa
capacidade de producado de biofilmes. Isso dependera da genética, viruléncia e
resisténcia do micro-organismo, mesmo em meios semelhantes.

A caracterizacado fenotipica do comportamento das diferentes cepas
demonstra qual a sua capacidade de producdo de biofiime em mesmas
condi¢cbes ambientais, porém o uso de técnicas de analise por Reacdo em
cadeia da polimerase guantitativa em tempo real (Polymerase chain reaction
guantitative real time) ou qPCR, e RT-gPCR (Reverse transcription polymerase
chain reaction quantitative real time) tem sido amplamente utilizadas para
avaliacdo da expressao génica relacionada a biofilme, sendo uma metodologia
com maior sensibilidade de deteccdo de genes e seus momentos de
expressao.

Em saude humana, muitos estudos foram elaborados correlacionando o
alginato, substancia que da a caracteristica mucoide ao biofilme, a
patogenicidade da cepa, porém ndo se tem dados suficientes ainda sobre
como o desenvolvimento deste polimero em produtos carneos pode impactar
na formacdo do biofilme e se a sua expressdo é quem determina a formagéo

do biofilme.
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