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Resumo

O objetivo deste estudo deu-se a partir de desafio aos estudantes para a
identificacdo de uma cultura bacteriana e utilizacdo em experimento a ser
planejado posteriormente. Foi recebida uma linhagem pura e liofilizada ndo
identificada para que, a partir de seu cultivo em dagares e testes bioquimicos
fosse possivel chegar a uma definicdo ao menos do género bacteriano. A
cultura recebida tratava-se de uma linhagem de referéncia ATCC, mas foi
fornecida sem identificacdo. Foram realizadas andlises de identificacdo
morfofisioldgica e de cultivo bacteriano em meios de cultura em caldo e em
dgares. A segunda etapa foi a realizacdo de experimento usando a cultura
identificada. Amostras de frango cru foram utilizadas para avaliar a

sobrevivéncia do microrganismo em diferentes temperaturas durante

processo de coccdo. Uma das amostras foi inoculada com Pseudomonas e
a outra sem indculo, como grupo controle. Verificou-se que a fase de
declinio (morte) do microrganismo ocorreu entre 75°C e 90°C de coccdq
frango. Portanto, hd necessidade de procedimentos de controle que vise
a reducdo dos indices de contfaminacdo de qualquer tipo de microrganismo
patogénico em alimentos, porque isso reduz riscos a saude do consumidor.
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Atualmente sdo realizadas diversas pesquisas para a deteccdo de
microrganismos que sejam contaminantes ou ativos em processos ou
produtos. Liofilizacdo € um processo de estabilizacdo, no qual subst@ncias ou
icrorganismos sdo previomente congelados, havendo  reducdo da
nfidade de diluente, primeiro por sublimacdo e posteriormente por
dessorcdo, para valores tais que impecam atividade bioldgica e reacdes
quimicas; passam, portanto, pelos processos de congelamento inicial,
secagem primdaria e secagem secunddria (MARQUES, 2008).
> O processo de liofilizacdo se mostra eficiente comparado com outros
meios de desidratacdo, frente a caracteristicas como decomposicdo
térmica, acdes enzimdtficas e desnaturacdo de proteinas, entre outros
(GARCIA, 2009). Culturas microbianas liofilizadas sdo Uteis para estudos
bdsicos e aplicados, para utilizacdo comercial com diversos fins,
principalmente na drea de alimentos. Culturas bem identificadas podem
constituir colecdes microbianas de referéncia, tais como a American Type
Culture Colection (ATCC), entre outras colecoes de referéncia.

Na rofina laboratorial sdo utilizados certos testes chaves para reduzir o
trabalho de identificacdo de bactérias, o custo e abreviar o tempo

requerido para diagndstico.

Na drea de alimentos, sdo desenvolvidos diversos produtos que
seguem uma legislacdo quanto d qualidade microbioldgica (BRASIL, 2001);
isso € necessdrio para que ao comprar o alimento ele possa atingir todas
expectativas sensoriacis do consumidor. Devido suas caracteri
infrinsecas, tais como alta atividade de dgua, elevado valor nutricional e p
proximo a neutralidade, a carne de frango constitui um &timo meio para o
desenvolvimento de microrganismos (FRAZIER; WESTHOFF, 1993).

A Legislacdo Brasileira ndo exige uma andlise para presenca

Pseudomonas aeruginosa, porém a Resolugcdo RDC n° 12 estabel
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aro de alimentos infantis, imunossuprimidos e imunocomprometidos,
como para dietas enterais (BRASIL, 2001).

Este trabalho teve como objetivo identificar a cultura liofilizada e,
quando colocada em contato com o frango, seria eliminada por acdo da
temperatura, uma vez que a legislacdo ndo determina um tfrabalho ja esteja
ntaminado, somente determina que ndo tfenha nenhuma contaminacdo

revenir a mesma.
2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado como prdatica pedagdgica laboratorial durante
realizacdo de parte do componente curricular Microbiologia Il do Curso de
Bacharelado em Biotecnologia Industrial (3¢ fase) no periodo de 30 dics.
Portanto, trata-se de um estudo de cardter experimental relacionado a
aprendizagem em técnicas bdsicas em microbiologia, sob a supervisdo da
professora orientadora do componente curricular. As afividades seguiram
além do cronograma de aulas prestabelecidas, ou seja com dedicacdo
extra de tempo do grupo envolvido na prdtica.

A reativacdo de uma amostra de linahgem bacteriana liofilizada foi

realizada em caldos BHI (infuso de cérebro e coracdo) e TSB (caldo friptico

de soja), incubados em estufa bacterioldgica a 37°C/48 horas. Apos,
realizou-se a semeadura dessas culturas em placas de Petri contendo Agar
Sangue para crescimento. Para uma avaliacdo fenotipica preliminar
cultura em estudo, foi realizada a coloracdo de Gram. Repiques em p
de Petfri com Agar BHI foram realizados para que os testes de identificac
microbiana pudessem ser efetuados com culturas frescas. O primeiro foi o
teste de Catalase com a adicdo de uma gota de perdxido de hidrogénio
3%. Os tubos que confinham o microrganismo apresentaram pigmentac
esverdeada, podendo ser uma contaminacdo, e, apds ser realizada ol
reativacdo, percebeu-se que essa pigmentacdo € uma coroc’reris’ric%?

bactéria em estudo.
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\» No teste de fermentacdo, uma pequena quantidade de cultura foi

ibuida em fubos de ensaio contendo caldo Triptona (Synth) com glicose

tubinhos Durham invertidos. Os tubos foram incubados a 28 °C por 72

horas, e apds esse periodo averiguou-se a auséncia da formacdo de gds.

Havendo divergéncias nos resultados, um novo teste de coloracdo de Gram.

ra a prova de Indol, foram adicionadas algumas gotas do reativo de

acs no tubo de ensaio com o microrganismo, sendo resultado negativo a

auséncia de aparicdo do anel com coloracdo vermelha na superficie do
meio e, positivo, anel vermelho.

A sensibilidade dos microrganismos frente aos anfibidticos foi avaliada

> por meio do método de difusGo em disco, onde, uma suspensdo bacteriana

de turbidez equivalente a uma solucdo padrdo de McFarland 0,5 foi

inoculada, utilizando swab, sobre toda a superficie da placa de Petri

contendo Agar Mueller-Hinfon (Kasvi). Ap&s isso, com o auxilio de uma pinca

estéril, foram sobrepostos os discos contendo os seguintes anfibidticos:

amoxicilina + clavulanato (30ug), ampicilina (10pg), amicacina (30ug).

ceftazidima (30pug), meropenem (10ug), cefalotina (30pg), cefuroxima

(30pg), cefoxitina (30ug), cefepime (30ug), sulfametoxazol-trimetropim

(25ug), ciproflaxina (05 pg) e gentamicina (10 pg). Apds 24 horas de

incubacdo na estufa a 28°C, os halos de inibicdo foram medidos em mm e

comparados com os dados da tabela fornecida pela professora.

O efeito de cada antibidtico sobre a bactéria foi classificado como
sensivel, intermedidrio ou resistente conforme ilustrado na Tabela 1. A
conservacdo desse microrganismo a médio prazo, se deu por meio
esgotamento em estrias em tubos inclinados contendo Agar Nutrien
colocados sob refrigeracdo (7 a 10°C). Utilizou-se também, o método
congelamento, onde amostras da cultura foram colocadas em criotubos
contendo 1.600 yL de caldo BHI e 400 uL de glicerol e colocadas em freezer
a uma temperatura de -20°C até a sua utilizacdo.

Para o teste de controle de temperatura de sobrevivéncia em fro
sob coccdo, foi realizada novamente a reativacdo da bactéria e moculddq

em duas amostras com 25 gramas de peito de frango e 225 mL de oguo
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fonada a 0,1% e uma oufra amostra de frango para controle, sem
ulo. Essas amostras foram aquecidas e submetidas a variadas
emperaturas a fim de verificar o crescimento bacteriano conforme tempo e
temperatura. Aliquotas destes indculos foram retiradas nas temperaturas
35°C, 50°C, 60°C, 75°C e 90°C e semeadas em placas de Petri contendo Agar
se Pseudomonas apds a dilvicdo decimal seriada das mesmas. Apds
m incubadas a estufa por 24 horas foi realizada a contagem das

unidades formadoras de coldnias por grama (UFC/g).

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
b Neste estudo, o microrganismo recebido se fratava da Pseudomonas
aeruginosa, um pafdégeno aerdbico obrigatério com forma de bastonete
gram-negatfivo que forma colénias redondas e lisas de coloracdo
esverdeada fluorescente.
Os esfregacos das colbnias, apds serem corados pelo método de
d Gram foram analisados por microsocpia optica de luz, constatando-se que a
cultura ndo apresentou coloracdo que evidenciasse a forma e fipo de
agrupamento do microrganismo. Contudo, através das divergéncias nos
resultados dos demais testes, realizou-se nova andlise de Gram para
verificacdo. A bactéria foi entdo identificada como sendo bacilo Gram

negativo (Figura 1A, B). E oxidase positiva e ndo fermenta carboidratos e sim,

oxida a glicose. (BROOKS, 2014). Uma de suas principais caracteristicas € a
capacidade de formar biofilmes. Os caldos de BHI e TSB usados para a
reativacdo do microrganismo liofilizado apresentaram pigmentac
esverdeada apresentando também fluorescéncia sob luz UV (Figuras 1)
como em dagar Pseudomonas e dgar sangue (Figuras 3, 4). A respeito diss
Brooks e outros (2014) afirmam também, que esse microrganismo cresce
facilmente em muitos tipos de meio de cultura, produzindo, as vezes um odor
adocicado ou semelhante ao de uva ou milho. Algumas cepas hemolisa
sangue e hd a formacdo de coldnias lisas e redondas de colorag

esverdeada fluorescente.
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» Os resultados dos testes bioquimicos com a cultura mostraram que o
organismo € catalase positiva, havendo a formacdo de bolhas de ar,
dol negafivo e ndo formador de gds, classificando-se como ndo
fermentadora. Os bacilos Gram-negativos classificados como ndo
fermentadores de glicose, sdo aerdbios, ndo esporulam e sdo incapazes de
lizar a glicose como fonte de energia via processo de fermentacdo,
radando-a pela via oxidativa (BRZEZINSKI et al., 2017). Siqueira (2002)
afirma que, “Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria movel, em forma de
bastonete, medindo cerca de 0,6 x 2,0 um. E Gram-negativa e ocorre como
bactéria isolada, em pares e, em certas ocasides, em cadeias curtas [...]".
> Sendo que maioria € oxidase positiva e movel. Esse microrganismo € o mais
frequente bacilo Gram-negativo ndo fermentador ubiquo, raramente
associado a patologias em individuos sadios, enfretanto, afualmente é
considerada como uma das principais causas de infeccdes oportunistas,
principalmente relacionada a queimaduras, fibrose cistica, bronquite
cronica, infeccdes do trato urindrio e infecgcdes hospitalares (SOUZA et al.,
2016). E encontrada no solo, na dagua, nos vegetais, nos animais, Nos

alimentos e nos mais diversos ambientes hospitalares (ALTERTHUN, 2017).
A sensibilidade da cultura frente a alguns antibidticos foi analisada
através do teste de antibiograma. A bactéria mostrou-se sensivel a seis dos

doze antimicrobianos testados apresentando resisténcia aos seguintes

antibidticos: ampicilina, cefalotina, cefuroxima, amoxicilina + clavulanato,
cefoxitina e sulfametoxazol-trimetropim (Tabela 1).

Em geral, os bacilos Gram negativos ndo fermentadores apresenta
uma alta resisténcia aos antimicrobianos. Os principais mecanism
resisténcia nesta espécie sdo a producdo de B-lactamases e enzimas g
modificam os aminoglicosideos (ALTERTHUN, 2017). Segundo Silva Junior e
outros (2014) isolados de P. aeruginosa que apresentam um amplo espectro
de resisténcia tém sido frequentes. Exibem baixa sensibilidade a diferen
classes de agentes anfimicrobianos, inclusive cefalosporinas de terceir
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O mecanismo de resisténcia desta bactéria aos PR-lact@micos € a
ucdo de P-lactamase de amplo espectro ou induziveis do tipo AmpC
cuja inducdo é provocada por cefalosporinas de 19 a 2° geracdo e
ampicilina). Em relacdo da resisténcia ao trimetoprim, essa ocorre
principalmente devido ao sistema de efluxo presente na membrana, que
Uz a penetracdo do fdrmaco e impede a interacdo com seu sitio-alvo
LA et al. 2016).

A resisténcia cruzada a antimicrobianos fambém € uma das
caracteristicas marcantes dessa espécie. Trata-se da presenca de multiplos
mecanismos de resisténcia presenfes num uUnico hospedeiro que resiste a
b diversos farmacos. A baixa permeabilidade de sua membrana externa tem

sido o elemento chave para explicar essa resisténcia natural (SILVA JUNIOR,
2014).
Em relacdo aos testes para avaliacdo da sobrevivénica do
microorganismo durante coccdo do frango, verificou-se que a temperatura
d 6tima com maior recuperacdo (sobrevivéncia) ficou na faixa de 35°C a
45°C e a fase de declinio se iniciando apds os 60°C, conforme ilustrado na
Tabela 2. A amostra de frango sem o indculo do microrganismo ndo
apresentou crescimento microbiano. Portanto, as amostras estavam livres do
patdgeno. Nos alimentos, mais especificamente na carne de frango,
Pseudomonas € o principal microrganismo relacionado & deterioracdo da
carne (FRAZIER; WESTHOFF, 1993).

A Legislacdo Brasileira ndo exige andlise para a presenca de

Pseudomonas em alimentos, porém é de extrema importdncia que se ten
um confrole microbiolégico a fim de se evitar problemas que p

acarretar danos d salude do consumidor

3 CONCLUSAO

Pode-se afirmar entdo, que a liofilizacdo de qualquer microrganis
extremamente Util, vidvel e adequada para diversos estud

microbiologia. Observou-se que a fase de morte do microrgani
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seudomonas acontece enfre as temperafuras de 75°C a 90°C. Sendo
microrganismos deste grupo podem ser eliminados durante o
ozimento da carne de frango (acima de 75°C).

Dessa forma, verifica-se a necessidade de procedimentos de confrole
que visem a reducdo dos indices de contaminacdo de qualguer tipo de
icrorganismo patdégeno presente nos alimentos com intuito de reduzir os
0s 4 saude do consumidor.

Além disso, € necessdrio que se fenha mais pesquisas especificas para
Pseudomonas aeruginosa e que a sociedade tenha mais conhecimento da
mesma devido sua presenca nos alimentos e hospitais, a fim de diminuir sua

> incidéncia no meio.
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Figura 1 - Caracterizacdo morfolégica e de coloracdo de Gram de cultura de
Pseudomonas a partir de cultivo em agar Pseudomonas. A-sem definicdo;
B- bacilos Gram negativos

e

Fonte: Os autores (2018).
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!O 2 - Cultivo de Pseudomonas em caldo Triptico de Soja-TSB (esquerdal) e
o Infuso de Crepro e Coracdo-BHI (direita)
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Fonte: Os autores (2018).

Figura 3 - Cultura de Pesudomonas em dgar sangue evidenciando pigmentacdo
esverdeada

Fonte: Os autores (2018).
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4 - Teste antibiograma com cultura de Pseudomonas apresentando
imento em tfoda a placa, com coloragdo esverdeada e fluorescéncia
z uUltravioleta

Fonte: Os autores (2018)
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1 - Resultado de teste antibiograma de sensibiidade da linhagem Pseudomonas
ginosa (R=Resisténcia; I=Intermedidria; S=Sensivel)

Antibiotico Tamanho halos (inm) R I S
Amicacina (30 png) 31 X
Amoxicilina + clavulanato (30 pg) 0 X
Ampicilina (10 ng) 0 X
Cefalotina (30 ng) 0 X
Cefepime (30 ng) 34 X
Cefoxitina (30 ng) 0 X
Ceftazidima (30 ng) 30 X
’ Cefuroxima (30 ng) 10 X
Ciproflaxina (05 pg) 40 X
Gentamicina (10 pg) 25 X
Meropenem (10 pg) 35 X
r Sulfametoxazol-trimetropim (25 ng) 0 X

Fonte: Os autores (2018).

Tabela 2 - Efeito da temperatura em unidades formadoras de colénias (UFC/g) durante
coccdo de frango experimentalmente inoculado com Pseudomonas aeruginosa

Temperatura UFC
35eC 2,63E+04
502C 1,60E+05
602C 2,60E+03

75C 2,30E+03
290=C O,00E+0OO

Fonte: Os autores (2018).




