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RESUMO GERAL

A contaminagdo de formulas infantis por Enterobacter sakazakii
(Cronobacter spp.) e Bacillus cereus pode ter como origem o contato do alimento
com biofilmes formados em ambientes, utensilios e equipamentos empregados na
sua produgao ou posterior reconstituicdo nos locais de distribuicdo. A grande
preocupagao em relagdo a estas bactérias € a presenca das mesmas em
féormulas infantis, produtos estes utilizados como fonte de alimentacdo para
lactentes de forma exclusiva ou em combinagdo com outros alimentos. A
formacdo de biofilmes, assim como outros mecanismos celulares como por
exemplo a produgdo de bacteriocinas e fatores de viruléncia, podem ser
modulados pelo processo de comunicagao célula-célula ou quorum sensing -
mecanismo de sinalizagao célula-célula mediada pelo acumulo de uma classe ou
mais de moléculas sinalizadoras produzidas pela célula e excretadas para o meio
externo. Por sua vez, a quebra deste sistema, pela degradagdo das moléculas
sinalizadoras de comunicacdo, denomina-se quorum quenching. Neste trabalho
objetivou-se, primeiramente, a avaliacdo da dinamica de formagao de biofiimes
mono e multi-espécies de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus em
superficie de ago inoxidavel utilizando-se como meios de cultivos formula Infantil
(F1) e caldo Luria Bertani (LB) e a eficacia de solugbes de acido peracético e de
hipoclorito de sédio na inativagdo desses biofilmes. Outro objetivo principal foi
pesquisar a ocorréncia dos sistemas quorum sensing e quorum quenching em E.
sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus e a possivel influéncia das moléculas
sinalizadoras na sensibilidade destas bactérias aos antimicrobianos. A formagao
de biofilmes ocorreu de forma mais intensa ao utilizar-se a formula infantil, quando
comparado com o meio de cultivo LB, fato este relevante por ser a formula infantil
o mais conhecido e importante veiculo de transmissdao de E. sakazakii
(Cronobacter spp.). Tanto em cultivo mono-espécie quanto em cultivo misto, o
nivel de contagem de E. sakazakii (Cronobacter spp.) superou o de B. cereus e
para ambos o maior desenvolvimento ocorreu em cultivos mono-espécie. Em
todos os biofilmes de E. sakazakii (Cronobacter spp.) € B. cereus isoladamente e

em cultura mista, produzidos em caldo LB e independente do tempo de formacao,
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as contagens foram reduzidas a niveis inferiores a 1 logUFC/cm? quando em
contato com solugdes de acido peracético ([500mg/L]) e hipoclorito de sdédio
([100mg/L]) por 15 minutos. No entanto, para os biofilmes produzidos em féormula
infantil ocorreram algumas situagcdes, em que as contagens de microrganismos
apés o contato com as solucbes de sanitizantes, foram superiores a 1
logUFC/cm?, evidenciando assim a ineficacia do procedimento de sanitizacdo
para alguns biofilmes formados a 5 dias ou mais e a necessidade da higienizagao
das superficies ser realizada o mais proximo do término do processamento ou
reconstituicdo destes alimentos. Evidenciou-se a existéncia dos sistemas quorum
sensing e quorum quenching, através dos testes de atividades biolégicas das
culturas, extratos e suas fragdes. Os testes com os biossensores revelaram-se
positivos para a produgdo de homoserinas lactonas em cepa de E. sakazakii
(Cronobacter spp.) e negativos para a espécie B. cereus. Em cultivo misto de E.
sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus observou-se a redugdo e/ou a nao
deteccdo das homoserinas lactonas fato este possivelmente associado ao
fenbmeno quorum quenching. A possivel presenca de moléculas sinalizadoras Al-
2 e Al-3 foi evidenciada, sendo confirmada a presenca de moléculas sinalizadoras
Al-1. A caracterizagdo do Al-1 realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM) revelou a capacidade da cepa de E. sakazakii
(Cronobacter spp.) em produzir trés compostos, N-heptanoil-HSL, N-dodecanoil-
HSL e N-tetradecanoil-HSL, substancias estas ainda n&o reportadas na literatura
para o microrganismo em estudo. Os autoindutores sintéticos C7-HSL, C12-HSL e
C14-HSL adicionados a cultura de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus
nao exerceram efeito sobre a sensibilidade aos antimicrobianos, sugerindo que
estas moléculas n&do estariam envolvidas em mecanismos de resisténcia a estes
antimicrobianos. Em resumo este trabalho representa um importante passo no
estudo da formacgédo de biofiimes e dos sistemas quorum sensing e quenching
para as bactérias em questéo, cujos conhecimentos sdo de grande interesse na

seguranga dos alimentos.
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SUMMARY

The contamination of infant formulas by Enterobacter sakazakii
(Cronobacter spp.) and Bacillus cereus can occur due to contact with biofilms
formed in the environment and on equipment used in their production and
reconstitution. There is concern about these bacteria due to their presence in
foods used as a source of nutrition for infants. Biofilm formation as a wide
spectrum of important processes is reported to be regulated by quorum sensing,
including, for example, antibiotic production and virulence. Cell-to-cell
communication or bacterial quorum sensing is a signaling mechanism that refers
to the ability of bacteria to respond to chemical molecules called autoinducers, in
response to cell density. Degradation of the signaling molecule prevents it from
accumulating in sufficient amounts, leading to disruption of the communication
system, known as quorum quenching. The aim of this study was first to evaluate
the formation of mono and multi-species biofilms of Enterobacter sakazakii
(Cronobacter spp.) and B. cereus on stainless steel surfaces using infant formula
(F1) and Luria Bertani (LB) broth as the culture media, and the efficacy of sodium
hypochlorite and peracetic acid in inactivating these biofilms. The other objective
was to investigate the involvement of Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.)
and Bacillus cereus in quorum sensing and quorum quenching systems and the
possible influence of the signaling molecules on the sensibility of these bacteria to
antimicrobials. The formation of biofilms was greater when using the infant formula
than the Luria Bertani broth, this fact being important since the infant formula is
considered to be an important vehicle in the transmission of Enterobacter
sakazakii (Cronobacter spp.) to infants. In both cases, the growth of the mono
species was greater than in the multi species culture. In all the biofilms formed in
the Luria Bertani broth, independent of the time of formation, the counts were
reduced to less than 1 log CFU/cm? when in contact with sodium hypochlorite
([100mg/L]) or peracetic acid ([500mg/L]). However for the biofilms produced in the
infant formula, many situations occurred, with counts more than1 log CFU/cm? in

some situations after the contact with sanitizers highlighting the need for an

XXi



efficient sanitization of the surfaces as soon as the processing or reconstitution of
these foods has finished. The experiments with biosensors provided evidence of
the occurrence of quorum sensing and quorum quenching systems using
bioassays with the cultures and extracts of the microorganisms under examination.
These bioassays were positive for the production of homoserine lactone by E.
sakazakii (Cronobacter spp.) but negative for B.cereus. In the mixed culture a
reduction and/or non-detection of the homoserine lactone was observed, a fact
that could be associated with quorum quenching. A possible presence of the
signaling molecules Al-2 and Al-3 was evident and the presence of Al-1 was
confirmed. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analyses allowed
for a chemical identification of the production of N-heptanoyl-HSL, N-dodecanoyl-
HSL and N-tetradecanoyl-HSLby the E. sakazakii (Cronobacter spp.), a fact not
previously reported in the literature. The addition of synthetic signaling molecules
(N-heptanoyl-HSL, N-dodecanoyl-HSL and N-tetradecanoyl-HSL) had no
significant effect on the sensibility of the E. sakazakii (Cronobacter spp.) and B.
cereus strains to antimicrobials. In summary this study represents an important
step in biofilm’s formation, quorum sensing and quorum quenching in these

bacteria that are of great interest in food safety.
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INTRODUGAO GERAL
Enterobacter sakazakii € uma bactéria patogénica emergente, Gram
negativa ndo formadora de esporos, formadora de capsula de material
polissacarideo, que tem sido associada a diversos surtos e casos de meningites
principalmente em neonatos (IVERSEN; FORSYTHE, 2003; GURTLER;
KORNACKI; BEUCHAT, 2005).

Recentemente, a taxonomia de Enterobacter sakazakii foi alterada com a
criacado do género Cronobacter, que agrupa seis espécies (IVERSEN et al., 2008).
O Codex Alimentarius adotou a nomenclatura Enterobacter sakazakii
(Cronobacter spp.) nos textos da entdo denominada Enterobacter sakazakii

(FAO/WHO, 2008). No presente trabalho, esta denominag&o também foi adotada.

Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) tém sido isolada de inumeras
fontes alimentares, ambientais e clinica, porém formula infantil tem sido o principal
veiculo de transmissao (MULLANE et al., 2008; IVERSEN ;FORSYTHE, 2003;
GURTLER;KORNACKI;BEUCHAT, 2005).

Bacillus cereus, bactéria Gram positiva, produtora de esporos
termorresistentes, amplamente disseminada no meio ambiente e de dificil
eliminacao durante o processamento (ANDERSSON et al.,1995), também
apresenta grande importancia. Produtos lacteos desidratados e alimentos
infantis, como por exemplo, as férmulas infantis sdo reconhecidamente fontes

frequentes de contaminagao por Bacillus cereus (BECKER et al., 1994).

Estas bactérias quando presentes na férmula infantii podem aderir e
formar biofiimes nos ambientes e em superficies de equipamentos e utensilios
utilizados tanto na producdo quanto na reconstituicdo do produto. Infeccbes
neonatais foram associadas a colonizagdo por E. sakazakii em liquidificador

utilizado na preparacao da férmula infantil reconstituida (BAR-OZ et al., 2001).

Um fato muito preocupante € que o desenvolvimento de células em
biofilme promove a expressdo de propriedades distintas das células suspensas,
uma das quais € o aumento da resisténcia aos sanitizantes (HOOD; ZOTTOLA,
1995; KIM; RYU; BEUCHAT, 2007).



Biofilmes formados por microrganismos patogénicos tém sido considerados
de grande importancia no contexto de seguranca alimentar despertando o
interesse de inumeros grupos de pesquisas (ZOTOLLA; SASAHARA, 1994;
GANDARA; OLIVEIRA, 2000; SHARMA; ANAND, 2002; SHI; ZHU, 2009).

A formagédo de biofilmes, assim como, as outras fungdes celulares como
esporulacdo, fatores de viruléncia e producdo de bacteriocinas, pode ser
modulada pelo processo de comunicagado ceélula-célula ou quorum sensing, um
mecanismo de sinalizagao célula-célula. A regulacdo deste sistema €& mediada
pelo acumulo de uma ou mais moléculas sinalizadoras produzidas pela célula e
excretada para o meio externo. Estes compostos, denominados autoindutores ou
moléculas sinalizadoras, quando atingem uma concentracdo critica, sao
detectadas pelas bactérias que respondem a este sinal, alterando a expressao de
determinados genes (WATERS; BASSLER, 2005; READING; SPERANDIO,
2006).

Alguns sistemas de quorum sensing utilizados por bactérias ja foram
descritos: (1) sistema tipo LuxR/l, sendo este utilizado por bactérias Gram-
negativas, na qual as moléculas sinalizadoras sao as acil homoserinas lactonas
(Al-1); (2) a sinalizagao por peptideos, utilizados por bactérias Gram-positivas; (3)
a sinalizacao tipo LuxS/Al2, utilizados tanto por bactérias Gram-positivas quanto
Gram-negativas, para comunicagao inter-espécie; e (4) sistema de comunicagao
Al3/epinefrina/nao-epinefrina (READING; SPERANDIO, 2006).

A ocorréncia do sistema quorum sensing em bactérias deterioradoras e
patogénicas nos alimentos ja tem sido demonstrada. (SMITH; FRATAMICO;
NOVAC, 2004; CHRISTENSEN et al., 2003; FLOGGAARD et al., 2003 ; GRAM,
et al., 2002; GRAM et al., 1999).

A quebra deste sistema de comunicacdo, denominado sistema quorum
quenching, tem grande importancia na area médica, alimentar e ambiental,
considerando os inumeros processos regulados pelo sistema quorum sensing
(ULRICH, 2004; MARTINEZ et al., 2007).



OBJETIVOS

Os principais objetivos nesse trabalho foram:

Avaliar a formagao de biofiimes mono e multi-espécies de E. sakazakii
(Cronobacter spp.) e B. cereus em superficie de ago inoxidavel utilizando-se
como meios de cultivo, formula Infantil (FI) e caldo Luria Bertani (LB) e a
eficacia de solugcbes de acido peracético e de hipoclorito de sédio na

inativagao desses biofilmes.

Pesquisar a ocorréncia dos sistemas quorum sensing e quorum quenching,
sistemas tdo importantes e pouco estudados na area de alimentos, em
E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus, e a possivel influéncia das
moléculas sinalizadoras na sensibilidade destas bactérias aos

antimicrobianos.






CAPITULO I - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Férmula infantil e microrganismos de importancia

Férmulas infantis sdo utilizadas quando ha a impossibilidade de
amamentacao de lactentes pelas maes ou estas optam por ndo amamenta-los
com leite materno (NAZAROWEC-WHITE; FARBER, 1997).

A Portaria n° 977/1998 (BRASIL, 1998), publicada pela Secretaria de
Vigildncia Sanitaria estabelece o regulamento técnico para as férmulas infantis e
segundo o mesmo, considera-se férmula infantil para lactentes o produto em
forma liquida ou em pd, destinado a alimentacao de lactentes, sob prescricao, em
substituicdo total ou parcial do leite humano, para satisfacdo das necessidades
nutricionais deste grupo etario. Lactente € a crianga de zero a doze meses de
idade incompletos. Quanto a forma de apresentagéo pode ser encontrada como:
liquida pronta para o consumo, nao necessitando de diluigdo; liquida concentrada,
necessitando de diluigdo em agua e em pod, necessitando de agua para seu

preparo.

As formulas infantis em pdé sdo as mais utilizadas como fonte de
alimentacao para lactentes de forma exclusiva ou em combinagdo com outros
alimentos. Para simular o leite materno, o leite de vaca é modificado pela reducao
de seu conteudo de proteina total e mineral, mas aumento do teor de proteina do
soro, do teor de carboidrato e da porcentagem de Ca/P. O teor de gordura
também ¢é modificado e vitaminas sao adicionadas (IVERSEN; FORSYTHE,
2003).

Na produgdo industrial das férmulas infantis sdo utilizados geralmente
processos a seco ou umido, de forma distinta ou combinada (ZINK, 2003), estes
processos podem apresentar diferentes riscos e beneficios quando se refere ao

potencial de contaminacao do produto por bactérias.

No processo a seco os ingredientes s&do preparados individualmente,

tratados termicamente, desidratados e entdo misturados a seco. A néo utilizagao



de agua em seu processamento reduz a possibilidade de bactérias se
estabelecerem no ambiente de produgdo em numeros elevados. A qualidade do
produto produzido é primordialmente determinada pela qualidade microbiol6gica

dos constituintes secos anterior a mistura (ZINK, 2003).

Ja no processo umido (spray drying), todos os ingredientes sdo misturados,

homogeneizados, pasteurizados e desidratados produzindo um produto em po.

O fato preocupante é que este produto nao € estéril e pela sua composi¢cao
torna-se um excelente meio para o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos (VARGAS-LEGUA'S et al.,, 2009). As condigdes inadequadas de
producao, armazenamento e manipulacido das férmulas em po representam risco
a saude dos lactentes. Alguns microrganismos ja foram detectados em férmulas
infantis e estas ja foram incriminadas como em casos e surtos de doengas de

origem alimentar, assim como 6ébitos de lactentes (FAO/WHO, 2008).

O Codex alimentarius (FAO/WHO, 2008), identifica trés categorias de
microrganismos baseado na forgca da evidéncia de uma associagao causal entre a

presencga do microrganismo na formula infantil e a doenga em bebes:

A. Microrganismos com a clara evidéncia da causalidade, nominalmente

Salmonella enterica e Enterobacter sakazakii.

B. Microrganismos na qual a causalidade é possivel, mas ainda nao
demonstrado, por exemplo, eles sdo conhecidamente causadores de doengas
em bebés e tem sido encontrados em férmula infantil, mas a formula infantil
ainda ndo foi demonstrada epidemiologicamente ou microbiologicamente
como sendo veiculo e fonte de contaminacdo. Exemplo desta classe: outras

enterobactérias.

C. Microrganismos cuja causalidade é menos possivel ou ainda n&o
demonstrado, incluindo aqueles que apesar de causar doengas em bebés
ainda nao foram identificados em férmulas infantis ou aqueles que tém sido
identificados em férmulas infantis, mas nao implicados como causador de

doencas em bebés incluindo Bacillus cereus, Clostridium botulinum,



Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes e

Staphylococcus aureus.

Enterobacter sakazakii € uma bactéria patogénica emergente, Gram
negativa, formadora de capsulas de material polissacarideo, mas n&o de esporos,
que tem sido associada a diversos casos e surtos de meningites principalmente
em neonatos, podendo causar também enterocolite necrozante, bacteremia e
septicemia. Por esta razdo, em alguns paises tem-se aumentado a preocupacao
das autoridades de saude publica em relagdo a este microrganismo (BIERING et
al, 1989; VAN ACKER et al. 2001; IVERSEN; FORSYTHE, 2003; GURTLER;
KORNACKI; BEUCHAT, 2005).

Recentemente, a taxonomia de Enterobacter sakazakii foi alterada com a
criacdo do género Cronobacter, que agrupa as espécies Cronobacter sakazakii,
Cronobacter malonaticus, Cronobacter muytjensii, Cronobacter turicensis,
Cronobacter dublinensis e Cronobacter genomospecies, assim como as
subespécies Cronobacter dublinensis subsp. dublinensis, Cronobacter dublinensis
subsp. lactaridi e Cronobacter dublinensis subsp. lausannensis (IVERSEN et al.
2008). O Codex Alimentarius adotou a dupla nomenclatura “Enterobacter
sakazakii (Cronobacter spp.)” em seus textos (FAO/WHO, 2008). No presente

trabalho, esta denominagao também foi adotada.

Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) tém sido isoladas de inumeras
fontes alimentares, ambientais e clinicas, porém formula infantil tem sido o
principal veiculo de transmissdo deste microrganismo (MULLANE et al., 2008;
IVERSEN; FORSYTHE, 2003; GURTLER, KORNACKI, BEUCHAT, 2005).

No Brasil, Santos (2006) avaliou 86 amostras de fomulas infantis em po, 20
de férmulas reconstituidas e 5 amostras de amido. Destas, em 12 (14%) amostras
de férmulas em pé6 e em 4 (8%) amostras de amido foram detectados

Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.).

Palcich et al. (2009), avaliaram a populagao de Enterobacter sakazakii e
enterobactérias em amostras de formula infantil em p6 e reconstituida, ambientes

das cozinhas, agua, mamadeiras, utensilios e maos dos manipuladores. E.
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sakazakii foi detectada em formula infantii em pé e em residuos de uma
mamadeira em um hospital. O patdégeno também foi encontrado em uma esponja

do hospital avaliado.

Kim, Ryu e Beuchat (2006) demonstraram a formac&o de biofilmes de E.
Ssakazakii em acgo inoxidavel e tubos de alimentacdo enteral quando estes eram

imersos em formula infantil.

Iversen, Lane e Forsythe (2004), demonstraram a capacidade de E.
Sakazakii se multiplicar, quando cultivada em férmula infantil, em temperatura de
refrigeracao e formar biofilmes a 37°C em superficies como latex, silicone e em

menor quantidade no aco inoxidavel.

A capacidade de E. sakazakii em formar biofiime, combinada a alta
resisténcia ao estresse osmotico pode favorecer a sua persisténcia no ambiente
apés a colonizacdo nos equipamentos utilizados no preparo dos alimentos
(LEHNER; STEPHAN, 2004).

Outro microrganismo que consideramos importante a pesquisa e que
devido as suas caracteristicas pode sobreviver e permanecer nas férmulas

infantis desidratadas & a bactéria Bacillus cereus.

Produtos lacteos desidratados e alimentos infantis, como por exemplo, as
formulas infantis sdo reconhecidamente fontes frequentes de contaminacgao por
Bacillus cereus (BECKER et al., 1994).

Reyes et al. (2007) pesquisaram a prevaléncia de B. cereus em 381
amostras de produtos lacteos em po6 distribuidos em escolas chilenas, como
parte de um programa de alimentagdo, e observaram que 175 estavam
contaminadas com o0 microrganismo, constituindo-se entdo um risco potencial

para a seguranga dos produtos reconstituidos.

Bacillus cereus € uma bactéria Gram positiva, amplamente distribuida na
natureza, movel e pode causar dois tipos de doengas de origem alimentar, a
sindrome emética e diarréica. Esta bactéria sobrevive a varias condigdes

ambientais por sua habilidade em formar endosporos resistentes ao calor, a



desidratacéo e a outros agentes fisicos. Produz uma série de fatores de viruléncia

e pode causar dois tipos de doengas de origem alimentar: a sindrome diarréica e
a sindrome emética ( BENNETT; BELAY, 2001; SCHOENI; WONG, 2005).

Conforme os riscos associados as formulas infantis e a fim de reduzir o

risco de infecgbes aos lactentes, a Food and Drug Administration — FDA dos
Estados Unidos (UNITED STATES, 2007) faz algumas recomendagdes para a

manipulacao das férmulas infantis:

Utilizar agua fervida na reconstituicdo das férmulas.

Esterilizar e lavar sempre ap6s o uso, os materiais que entram em contato

com as férmulas (mamadeiras, liquidificador e utensilios).

Sempre observar alteragdes na cor, odor e sabor da férmula infantil e conferir

0 prazo de validade.

Reconstituir apenas uma pequena quantidade de foérmula para cada
alimentacdo diminuindo, portanto, a quantidade e o tempo que a formula é

mantida a temperatura ambiente antes do consumo.

Reconhecer as diferengas entre reconstituir a formula infantil em hospitais e
locais individuais (como residéncias). Devem-se tomar medidas apropriadas
para cada situacdo para minimizar a multiplicacdo microbiana em férmulas

infantis.

Minimizar o tempo de armazenamento tanto em temperatura ambiente quanto

em refrigeracéo, antes da alimentagéo.

Com estas medidas de controle por parte dos manipuladores e controle na

cadeia de produgdo, espera-se reduzir o risco para o0s bebés e criangas

associados ao consumo das féormulas infantis.



2. Adesao microbiana e formagao de biofilmes
2.1. Definigao

As superficies ou utensilios que entram em contato com os alimentos, ndo
deveriam contaminar os produtos durante o processamento e industrializacao,
porém sabe-se que em determinadas situagées microrganismos patogénicos e/ou
deteriorantes depositam-se, aderem, interagem com as superficies e iniciam o
crescimento celular. Ao se multiplicarem, formam micro-colbnias e quando a
massa celular € suficiente para que a ela sejam agregados nutrientes, residuos e
outros microrganismos forma-se o que €& denominado biofiime microbiano
(ANDRADE; PINTO; LIMA, 2008).

A primeira publicagdo sobre bactérias aderidas a superficies foi de Zobell
(1943) na qual se descreve a adesao de bactérias marinhas em superficies
submersas. No trabalho o autor observou que a ades&do era dependente do
tempo, quanto maior o tempo, maior a massa de células (apud HOOD; ZOTOLLA,
1998).

A definicdo exata do que seja biofilme ainda ndo é consensual nos meios
académicos e existem varias definicbes descritas na literatura, da qual

destacamos alguns exemplos:

i) Os biofilmes microbianos sao definidos como uma comunidade complexa
e estruturada de microrganismos, envoltos por uma matriz extracelular de
polissacarideos aderidos entre si e/ou a uma superficie ou interface
(COSTERTON et al.,1995).

i) Biofilme é um conjunto de microrganismos que est&o irreversivelmente
associados (ndo removivel por enxague leve) a uma superficie, dentro de

uma matriz de material polissacarideo (DONLAN, 2002).

Segundo Dunnes (2002), apesar de todas as definicdes ha trés elementos
basicos em um biofilme: microrganismos, glicocalix (exopolissacarideos-EPS) e
superficie. Se um destes componentes for removido, o biofime nao se

desenvolve.
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No entanto, Schneider (2007) prop6s uma nova definigdo para os biofilmes
abrangendo os microrganismos que nao produzem a matriz de exopolimeros
(EPS). Segundo o autor “biofilmes sdao comunidades de microrganismos, aderidas
a superficies ou suspensas em solugdo, cujas células podem ou n&o estar
envoltas por uma matriz de exopolimeros, onde a posigao espacial relativa dos
organismos individuais é fixa durante uma geracao e relativamente fixa também

nas geragdes seguintes”.

Andrade, Bridegman e Zotolla (1998) propéem como forma de diferenciar
ou delimitar o fendmeno de “adesao” da “formacgao de biofilme”, a quantidade de
células presentes por cm?, segundo os autores, para se considerar um biofiime é
necessario um ndmero minimo de 10’ células aderidas por cm?. Porém, na
literatura encontramos inumeros trabalhos que consideram como biofilmes todas
as contagens obtidas apdés a etapa de remocédo das células plancténicas
(RONNER; WONG, 1993; IVERSEN; LANE; FORSYTHE, 2004; GUNDUZ;
TUNCEL, 2006; KIM; RYU; BEUCHAT, 2006; KIM; RYU; BEUCHAT, 2007).

Apesar das diferentes definigdes, ha um consenso, em todos o0s casos
observam-se fendtipos semelhantes aos biofilmes, como por exemplo, os estagios
de desenvolvimento, a resisténcia a antibiéticos e aos biocidas (O TOOLE;
GHANNOUM , 2004).

2.2. Fendmenos associados a formacgao de biofilmes

Primeiramente € importante esclarecer algumas definicbes: quando as
células estao livres sdo designadas plancténicas e quando estdo associadas a
uma superficie em processo de adesao e formacéao de biofiimes sdo denominadas
sésseis (ANDRADE; BRIDGEMAN; ZOTTOLA, 1998).

A formacado de biofilmes é resultado de varios fenbmenos de natureza
fisica e bioldgica, constituindo-se em varias etapas. Na literatura ha diversas

teorias que tentam explicar a formacgao do biofilme.

Marshall et al., (1971) (apud ZOTOLLA; SASAHARA, 1994) descrevem o

processo em duas etapas, sendo a primeira reversivel e a segunda irreversivel.
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Na etapa reversivel, os microrganismos estariam fracamente ligados a superficie
por forcas de Van de Walls e atracdes eletrostaticas, sendo facilmente removidos.
Na segunda etapa, pelo tempo de aderéncia (tempo-dependente) e pela formagao
de substancias exopoliméricas que funcionam como uma “cola” ligando a bactéria

a superficie, o fendbmeno torna-se irreversivel.

Busscher e Weerkamp (1987) caracterizam o processo em fungédo da
distancia entre a bactéria e a superficie, e estabelecem trés etapas. A distancia >
50 nm, apenas forgas fracas operam e a adesao é reversivel. Quando a distancia
€ préxima a 20 nm forcas fracas e eletrostaticas estdo atuando e esta etapa pode
ser reversivel, mas algumas vezes torna-se irreversivel. A terceira etapa ocorre a
distancias < 15 nm onde forgas adicionais se somam as ligagdes de Van der
Walls e eletrostaticas, como a producdo de polimeros adesivos que levam a

adesao irreversivel.

Segundo Watnick e Kolter (2000), a bactéria se aproxima da superficie e
forma uma associagado proviséria com a superficie e/ou outros microrganismos
previamente aderidos a superficie. Apds esta etapa, esta associagcdo se torna
estavel como parte de uma microcol6nia. Finalmente, surge uma estrutura
tridimensional e o biofime ¢é formado; entdo, ocasionalmente, células se

desprendem do biofilme matriz (Figura 1).

células planctonicas
células aderidas

microcolénias

- Q J formacao de Biofilme

células desprendidas

Figura 1. Etapas de formacdo do biofilme (a) por microscopia eletrénica e (b)
esquematica.

Fonte: adaptado de Watnick e Kolter (2000).
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Ademais, segundo Xavier et al. (2005), na primeira etapa ocorre o
transporte de células livres do meio liquido para uma superficie solida e sua
subsequente fixagcao; na segunda etapa ocorre o crescimento e divisdo de células
fixas a custa de nutrientes provenientes do liquido circundante, conjuntamente
com a producédo e excrecao de EPS; na terceira etapa, ocorre a fixacdo de células
bacterianas plancténicas e outras particulas, contribuindo para a formagao do
biofiime; e na quarta etapa, a liberacdo de material celular segundo dois
mecanismos diferentes: (a) eroséo (perda de células individuais) ou (b) perda de

agregados maiores (Figura 2).

o Meio liquido -
@ gf}
. ) 4a. perdas por erosio
células bacterianas planctonicas o

<
= & ({m _/_/""’C:’
P
y
R b ﬂ%

2 & Q 4b. perdas de
A QGQ 74 g agregados

1. adesao &5 e
inicial <® & 9
@ = 0 bt
B ™

Ej\Suptﬁsrfir.:iﬁ': 2. crescimento. divisdo %Bioﬁlme

; e produgio de EPS celulas .
solida OcorrEI'Fljdo ﬁr?'lat(}dﬂﬂ biofime  EPS (Exopolissacarides)

|

Figura 2. Processos envolvidos na formacao e crescimento de biofilmes.
Fonte: adaptado de Xavier et al. (2005).

E importante observar que em todas as interpretacdes, existe sempre o
consenso, de que ocorra uma etapa reversivel e outra irreversivel além da
importancia da presenca do material extracelular como forma de propiciar a

melhor adeséao.
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2.3. Caracteristicas e fatores que influenciam a adesdao microbiana e
formacao de biofilmes

Alguns fatores influenciam a adesdo microbiana como, por exemplo, as
propriedades fisico-quimicas da superficie inerte e da superficie microbiana,
aparatos celulares (pili, flagelos e fimbrias), capacidade de produgdo de matriz
extracelular, sistemas de comunicagdo célula-célula (quorum sensing) e
condicbes do processamento de alimentos (fluxo de liquidos e concentragcdo de

nutrientes).

Além destes fatores outros sdo importantes como o género e a espécie do
microrganismo, a temperatura e as condigdes de crescimento (KIM; FRANK,
1995; STEPANOVIC et al., 2004; LINDSAY; BROZEL;VON HOLY, 2006;
FOLSOM et al., 2006; SANDERS; FRANK; ARNOLD, 2008).

Os flagelos podem atuar potencialmente de alguma forma na adeséo e
formacgao de biofilmes por: i) permitir células plancténicas de transpor nutrientes
associados a superficie e ii) permitir que a bactéria alcance a superficie,
superando as forgas repulsivas na superficie. Pratt e Kolter (1998) demonstraram
que a motilidade é critica para a formacgao do biofilme, sendo importante para a

interacao inicial com a superficie e para movimentacao através da mesma.

Porém, Toutain, Caiazza e O Toole (2004), apesar de confirmarem que a
presenca de flagelos parece ser um fator de sucesso para a colonizagao de
superficies, também afirmam que ha inumeros exemplos de aderéncia que sao

independentes da presencga de flagelos.

Apods o estabelecimento do biofilme, a expressao de fatores de motilidade
assim como, adesina e pili sdo suprimidos, sugerindo que o papel destas
estruturas esta ligada a adeséo inicial e apds esta etapa inicial da formagédo do
biofilme, estas proteinas ndo sdo mais necessarias e sua expressao € inibida
(JEFFERSON, 2004). Destaca-se o fato de existirem diferengas, por exemplo, na
expressao de genes, e consequente diferencas de fendtipos e metabolismo do

microrganismo em um biofilme quando comparado ao estado planctdnico,

14



reagindo e se adaptando ao ambiente (JEFFERSON; 2004; MONDS; O'TOOLE,
2009).

A adesao bacteriana ¢é influenciada pelas propriedades fisico-quimicas das
superficies celulares, que por sua vez sao influenciadas por fatores como, taxa de
crescimento microbiano, meio e condi¢gdes de cultivo (tempo e temperatura). As
bactérias tém superficies com cargas negativas e normalmente se comportam
como particulas hidrofébicas, mas o grau de hidrofobicidade pode mudar com a
fase de crescimento (CHMIELEWSKI; FRANK, 2003).

Outro fator extremamente importante na adesao e formacgao de biofilmes é

a caracteristica da superficie solida a qual os microrganismos irdo aderir.

Chapas de aco inoxidavel tipo AISI 304 acabamento n°4 (#4) séao
usualmente utilizadas na fabricagcado de equipamentos e utensilios na industria de
alimentos. Borracha, teflon e nylon sdo utilizados para gaxetas, utensilios e partes
de equipamentos. Além destas superficies, destacam-se também o vidro e as
superficies de polipropileno. Estas superficies sdo submetidas a repetidas e
diferentes acbes mecanicas nas diversas etapas de processamento e

higienizagcédo, aumentando o desgaste e a possibilidade de alojar microrganismos.

A microtopografia do ago inoxidavel é composta por fendas e rachaduras,
que nao sao perceptiveis macroscopicamente, sendo apenas observadas com
auxilio de técnicas de microscopia eletrénica. Estas configuragbes permitem a
existéncia de abrigos em que os microrganismos podem crescer e se proteger
dos processos de limpeza e sanitizacdo (CHMIELEWSKI; FRANK, 2003;
ZOTOLLA; SASAHARA, 1994).

O fator mais relevante na fixacdo e protecdo dos microrganismos nas
superficies € a producdo de substancias extracelulares. Os EPS determinam as
condigbes de vida dos microrganismos no biofilme, afetando a porosidade,
densidade, conteudo de agua, propriedades de absorcdo e estabilidade
mecanica. Estes compostos s&o biopolimeros que envolvem 0s microrganismos
no biofilme. Ao contrario do que normalmente se acredita, os EPS sdo mais do

que apenas polissacarideos, eles compreendem adicionalmente uma grande
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variedade de proteinas, glicoproteinas e glicolipideos, sendo dificil purificar a
matriz de EPS e separar seus componentes de células e outras macromoléculas
associadas ao biofilme. (FLEMMING; NEU; WOZNIAK, 2007).

Os EPS também protegem as células contra estresses de ordem fisica
como, acao mecanica, irradiagdes e variagcbes de temperatura, além de
sanitizantes e antimicrobianos (POULSEN, 1999).

Segundo Lehner et al. (2005) a producao de EPS ¢é afetada pelo nivel de
nutrientes do meio de cultura, sendo que o excesso de carbono e a limitagao de
nitrogénio, potassio ou fosfato, promovem a sintese de EPS. Os autores
avaliaram a producado de EPS por 56 isolados de Enterobacter sakazakii, dos
quais 24 produziram uma massa viscosa e leitosa, considerada como
polissacarideo extracelular, e a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

revelou a presencga de glicose, galactose, frutose e acido glucurdnico.

2.4. Biofilmes na industria de alimentos

Microrganismos aderidos a superficies de contato com alimentos podem
constituir um perigo potencial pela possivel contaminacdo cruzada no
processamento desses alimentos (POULSEN, 1999; SHI; ZHU, 2009).

Diversos trabalhos descrevem a habilidade dos microrganismos de origem
alimentar aderir e formar biofilmes em superficies (GANDARA;OLIVEIRA, 2000;
SHARMA; ANAND, 2002; JAIN; CHEN, 2007). Quando as células do biofiime se
desprendem, os microrganismos podem contaminar os alimentos e/ou serem
disseminados para outros pontos da superficie, equipamentos e ambientes
(POULSEN, 1999).

Sharma e Anand (2002) avaliaram a formacé&o de biofilmes em uma usina
de pasteurizagdo comercial de leite. Dentre os microrganismos isolados
predominaram os do género Bacillus. Também foram isolados Lactobacillus,
Streptococcus, Lactococcus e Staphylococcus, Shigella, Escherichia coli,

Enterobacter aerogenes e espécies de Citrobacter, Flavobacterium e Proteus.
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Jain e Chen (2007) verificaram a adesdo e formacédo de biofilmes por
cepas de Salmonella spp isoladas de carne de porco em superficies de vidro e

poliestireno.

Nas mais diversas industrias de processamento de alimentos, outros
microrganismos aderidos a superficies que contatam alimentos, ja foram
identificados, como Salmonella spp, Campylobacter spp, Yersinia enterocolitica,
Staphylococcus aureus Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fragi, Micrococcus spp, Enterococcus faecium, Bacillus cereus
(HOOD; ZOTOLLA,1995; GUNDUZ ; TUNCEL, 2006).

Nas industrias de alimentos devido a diversidade da producdo, das
matérias primas e dos produtos, pode ocorrer a formagdo de biofilmes por

diferentes microrganismos e com comportamentos variaveis.

Em biofiime composto por multi-espécies, fato este mais comum na
natureza, os produtos metabdlicos de um microrganismo podem servir para a
multiplicagdo da outra espécie e a adesdao de uma espécie pode prover
substancias ligantes que permitem a adesao de outras. Todavia, a competicdo por
nutrientes e o acumulo de produtos téxicos gerados podem limitar a diversidade

microbiana em um biofilme.

Outro fator importante nos biofiimes multi-espécies € o aumento da
estabilidade dos mesmos, bactérias que ndo produzem EPS podem se beneficiar
destas substancias produzidas por outros microrganismos presentes, ou mesmo
com interagcdes entre EPS produzidos por diferentes microrganismos (Mc
ELDOWNEY; FLETCHER, 1987; KUMAR; ANAND, 1998; DUNNES, 2002).

Segundo Meyer (2003), existem trés estratégias para se tentar solucionar
os problemas dos biofilmes: i) sanitizacdo antes da sua formagao, ii) sanitizagao
apos sua formacgéo, ou iii) utilizacdo de materiais que nao favoregam a formacgao

dos mesmos.

A limitacdo de nutrientes, a auséncia de agua, o uso de equipamentos com

configuragbes higiénicas, o controle da temperatura no processamento s&o
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condi¢cbes importantes para o controle do biofilme na industria de alimentos.
Infelizmente, nem sempre estas condigcdes estdo presentes, e, portanto, o
controle dos biofilmes, muitas vezes, s6 ocorrera pela aplicagdo de um programa
de higienizagao eficaz (CHMIELEWSKI; FRANK, 2003).

Os sanitizantes quimicos mais utilizados no controle de microrganismos em
superficies de processamento na industria de alimentos sdo o hipoclorito de
sodio, cloraminas organicas, diéxido de cloro, iod6foros, compostos de aménia
quaternaria, acido peracético, peréxido de hidrogénio, alcool-clorexidina, etc
(ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008).

Gandara e Oliveira (2000) relataram que os melhores resultados na
remogao de biofilme em aco inoxidavel, formado por Streptococcus thermophilus
isolado de leite pasteurizado, foram obtidos com limpeza alcalina seguida de
limpeza acida e mais eficientemente quando se complementava a higienizagao

com hipoclorito de sodio.

Marques et al. (2007) avaliaram a acado do dicloroisocianurato de sédio,
peréxido de hidrogénio e acido peracético na inativagao de células de S. aureus

aderidas e verificaram uma maior eficiéncia do acido peracético.

A prevencao e o controle da formagdo de biofimes na industria de
alimentos passam pelo correto estabelecimento de programas de higienizacéao,
cuja eficacia dependera de uma aplicagao integrada as outras ferramentas de
controle de qualidade como as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF), o Sistema de
Analise e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e ISO: 9000 (SHARMA; ANAND,
2002; SHI; ZHU, 2009).

3. Sistema Quorum sensing

O termo quorum sensing foi apresentado pela primeira vez em 1994 por
Fuqua et al., ao descrever o fenbmeno em que as bactérias comunicam entre si,
utilizando moléculas sinalizadoras que sao liberadas no ambiente durante a sua

multiplicagdo. As bactérias sdo capazes de detectar a concentragdo destas
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moléculas no ambiente e quando estas alcancam um nivel determinado, ativam

inumeras respostas celulares (GRIFFITHS, 2005).

Quorum sensing é um mecanismo de sinalizagao célula-célula que pode
modular algumas fungdes celulares, incluindo produgédo de bacteriocina, fatores
de viruléncia e formacéao de biofilme. A regulacdo desse sistema é mediada pelo
acumulo de uma ou mais classes de moléculas sinalizadoras produzidas pela
célula bacteriana e excretadas para o meio externo denominados autoindutores
(Al). Estas moléculas quando atingem uma concentrag&o critica sdo detectadas
pelas bactérias que respondem a este sinal, alterando a expressdo de
determinados genes (WATERS; BASSLER, 2005; READING; SPERANDIO,
2006).

Sabe-se que ha varias “linguagens” utilizadas pelas bactérias, dependendo
se a comunicagao € entre o préprio género (diferentes ou mesma espécie), com

diferentes géneros ou com o hospedeiro (GRIFFITHS, 2005).

Alguns sistemas de quorum sensing utilizados por bactérias ja foram
descritos: (1) sistema tipo LuxR/I, sendo este utilizado por bactérias Gram
negativas, no qual as moléculas sinalizadoras sao as acil homoserinas lactonas
(Al-1); (2) a sinalizagao por peptideos, utilizada por bactérias Gram positivas; (3) a
sinalizacdo tipo LuxS/AI2, utilizada tanto por bactérias Gram positivas quanto
Gram negativas, para comunicacao interespécie; e (4) sistema de comunicagao
Al3/epinefrina/norepinefrina (READING; SPERANDIO, 2006).

O sistema LuxR/I foi descrito primeiramente em Vibrio fischeri. A emisséo
de luz por este microrganismo depende da transcricdo do operon da luciferase
que é regulado por duas proteinas, a Luxl, responsavel pela produgao do auto-
indutor Al-1 e LuxR que é ativado pela molécula sinalizadora (Al-1) para aumentar
a transcricdo do operon da luciferase. A partir desta descricdo, homdlogos de
Luxl-LuxR ja foram identificadas em inumeras outras bactérias Gram negativas, e
em todos estes sistemas Luxl-LuxR, a bactéria produz uma molécula sinalizadora
acil homoserina lactona que se liga a proteina LuxR e regula a transcricao de

inumeros fendtipos, como por exemplo, a producdo de antibidéticos em Erwinia,
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motilidade em Yersinia pseudotuberculosis, formacdo de biofimes em
Pseudomonas aeruginosa , entre outros (Tabela 1). As acil homoserina lactonas
tém um anel homoserina lactona ligado por uma amida a uma cadeia acil variavel,
que podem variar em numeros de carbono (de quatro a dezoito carbonos)
(WHITEHEAD et al., 2001; GRIFFITHS, 2005; READING; SPERANDIO, 2006).

As bactérias Gram positivas utilizam pequenos peptideos para a
comunicagado ceélula-célula. Estes peptideos sdo normalmente produtos de
oligopeptideos. O sistema ja foi descrito em algumas bactérias Gram positivas
como por exemplo, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus

pneumoniae e Bacillus subtilis.

Na sinalizacdo tipo LuxS/AI2, a estrutura do autoindutor Al-2 é um
furanosil borato diester, sintetizado pela proteina LuxS. O sistema /uxS/Al2 ja foi
identificado em mais de 55 espécies bacterianas tanto Gram positivas quanto
Gram negativas. O autoindutor Al-2 é utilizado para comunicagao inter-espécies
(XAVIER; BASSLER, 2003; READING; SPERANDIO, 2006; WALTERS, 2006).

O autoindutor Al-3 ainda ndo tem a estrutura caracterizada, analises
sugerem que este sinal € um composto aromatico, e que além de estar envolvido
em sinalizagcao interespecies, tem papel na comunicagao inter reino, podendo
estar envolvido na comunicacdo entre células do hospedeiro com as células
bacterianas, pelos sinais com os hormdnios eucaridticos epinefrina e
norepinefrina, ambos presentes no trato gastrointestinal (SPERANDIO et al.,
2003; READING; SPERANDIO, 2006).

A atividade do autoindutor Al-3 ja foi observada em sobrenadantes de
cepas de E. coli sorogrupos 026:H11 e O111 ac:H9, Shigella sp, Salmonella,
E. coli comensal, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter cloacae (READING,;
SPERANDIO, 2006; WALTERS, 2006).

A ocorréncia do sistema quorum sensing em bactérias deterioradoras e
patogénicas nos alimentos ja foi demonstrada. (SMITH, FRATAMICO, NOVAC,;
2004; CHRISTENSEN et al., 2003; FLOGAARD et al., 2003 ; GRAM et al., 2002,
GRAM et al., 1999).
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Gram et al. (1999) revelaram que 116 cepas psicrotroficas de
enterobactérias isoladas de salmdo defumado refrigerado e salmao resfriado
embalado a vacuo produziram acil homoserinas lactonas. Verificaram que houve
a producdo destas moléculas na carne inoculada com uma populagdo de 6
logUFC/g de enterobactérias. Ressalta-se que o0s pesquisadores também
detectaram a presenga das moléculas sinalizadoras em salmao refrigerado
embalado a vacuo nao inoculado, ou seja, naturalmente contaminado (com
populagdes variando de 5 a 7 log UFC/g). Este fato indica que essas moléculas
sinalizadoras podem estar relacionadas a regulacdo de fendtipos importantes

para a deterioracido de alimentos.

Tabela1. Bactérias de origem alimentar que possuem homologos ao gene lux/ e
luxR de Vibrio fischeri.

Microrganismo Homologo  Autoindutor Fenétipo
Lux R/l identificado
Aeromonas hydrophila  AhyR,Ahyl C4-HSL Protease extracellular; formagéo de
biofilme
Enterobacter EagR, Eagl 3-oxo C6 HSL Desconhecido
agglomerans
Pseudomonas LasR, Las | 3-oxo-C12- Exoenzimas; formagao de biofiimes,
aeruginosa HSL entre outras
Pseudomonas RhIR, Rhll C4-HSL Exoenzimas, piocianina, pili
aeruginosa
Ps fluorescens PhzR, Phzl  Desconhecido Antibiético fenazina
Serratia liquefaciens SwrR, Swrl C4-HSL Proteases, exoenzimas
Serratia liquefaciens BsmA, Desconhecido Formacao de biofilmes
BsmB
Vibrio cholerae HapR Desconhecido Formacao de biofilme
Yersinia enterocolitica Yen R, Yenl C6-HSL Viruléncia?

Fonte: adaptado de (GRIFFITHS, 2005).

Flodgaard et al. (2003) investigaram a influéncia de diferentes fontes de

carbono, temperatura, concentracdo de sal, pH e bactérias acido laticas da
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microbiota de salm&o defumado refrigerado, no perfil e taxa de producéo de acil
homoserinas lactonas por duas enterobactérias (Serratia proteamaculans e
Enterobacter agglomerans) isoladas de salmao defumado refrigerado. Os
pesquisadores observaram que as duas cepas produziam os mesmos tipos e
quantidade de acil homoserinas lactonas sob todas as condi¢ées estudadas. E
importante ressaltar a producdo das moléculas sinalizadoras em condicdes reais
dos alimentos e n&o apenas laboratorial, em condigdes 6timas para a produgao

das moléculas.

Os estudos de sistemas quorum sensing ainda s&o recentes e muitas
pesquisas devem ser realizadas para novas descobertas e entendimento desta
forma de comunicagao, cujos fenbmenos podem estar relacionados a diversos

fendtipos importantes das bactérias.

4. Sistema Quorum quenching

A interferéncia e a ruptura do sistema quorum sensing € denominado como
sistema quorum quenching (ZHANG, 2003; ULRICH, 2004; MARTINEZ et al.,
2007).

Alguns mecanismos que interferem nesse sistema de comunicagao tém
sido descritos. Os mais estudados sdo as lactonases, acilases e furanonas,
embora haja alguns trabalhos que indicam outras substancias como possiveis
interferentes no sistema quorum sensing (ZHANG, 2003; RASMUSSEN et al.,
2005; CHOO; RUKAYADI; HWANG, 2006).

Alguns microrganismos, como por exemplo, do género Bacillus produzem a
enzima lactonase, que tem a capacidade de degradar as moléculas sinalizadoras
acil homoserinas lactonas, pela quebra do anel lactona. A presenga da enzima
acil homoserina lactonase tem sido evidenciada em Agrobacterium tumefaciens,
Bacillus thuringiensis, B. cereus e Bacillus mycoides. Estas enzimas sao
codificadas pelo gene aiilA (DONG et al., 2002; SMITH; FRATAMICO; NOVAK,
2004).
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Ulrich (2004), demonstrou que a expressédo da ailA lactonase de B.
anthracis em B. thailandensis, eliminou completamente as moléculas
sinalizadoras C8-HSL e C10-HSL, e reduziu os niveis de C6-HSL, causando, por
exemplo, o aumento do tempo de geragao celular. Em contrapartida, a expressao
da aiiA lactonase de B. cereus A24, em B. thailandensis, reduziu as
concentracbes de C6-HSL, C8-HSL e C10-HSL a niveis nao detectaveis,

causando alteragdao na motilidade, entre outras.

Martinez et al. (2007) realizaram cultivo misto de um microrganismo
produtor de acil homoserina lactona (Yersinia enterocolitica) com um produtor de
molécula que degrada as acil homoserinas lactonas (B. cereus) em meio de
cultura e extrato de carne de porco, simulando um alimento. Os autores
demonstraram que houve a degradag¢do da molécula indutora de quorum sensing
(N-acil homoserina) e ressaltam que bactérias, como B.cereus, poderiam utilizar o
mecanismo de degradacdo das moléculas sinalizadoras como uma vantagem

competitiva e ajuda-las a dominar seu ambiente.

Outro mecanismo enzimatico relatado € o das acil homoserinas acilases
que hidrolisam a ligagdo amida entre a cadeia de acido graxo e a cadeia de
homoserina lactona das moléculas sinalizadoras. Estas enzimas sao codificadas
pelo gene aiiD (ZHANG, 2003).

As furanonas halogenadas, também participam da quebra do sistema
quorum sensing. Ja foi demonstrado a inibicdo de inumeros fendtipos controlados
por quorum sensing por estas moléculas, incluindo produgdo de toxinas e
bioluminescéncia (ZHANG, 2003; GRIFFITHS, 2005).

Pelos inumeros fatores importantes regulados pelo sistema quorum
sensing e seus impactos, o bloqueio deste sistema pela utilizacdo de substancias
inibidoras pode trazer grandes beneficios na area médica, ambiental, agricola e

alimentar.
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CAPITULO Il - Formag&o de biofilmes mono e multi-espécies de
Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) e Bacillus cereus em superficie
de aco inoxidavel e sua inativagao por sanitizantes quimicos

Resumo

A contaminacdo de férmulas infantis desidratadas por Enterobacter
sakazakii (Cronobacter spp.) e Bacillus cereus pode ter como origem o contato do
alimento com biofiimes formados em ambientes, utensilios e equipamentos
empregados na sua producdo e posterior reconstituicdo nos locais de utilizagao.
Neste trabalho avaliou-se: i) a dinamica de formagéo de biofilmes mono e multi-
espécies de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus em superficie de ago
inoxidavel utilizando-se como meios de cultivos formula infantil (FI) e caldo Luria
Bertani (LB) e, ii) a eficacia de solugbes de acido peracético e de hipoclorito de
soédio na inativacdo destes biofilmes. A formacao de biofilmes ocorreu de forma
mais intensa em meio FI do que LB, fato esse relevante pois a Fl € o mais
conhecido e importante veiculo de transmissdo de E. sakazakii (Cronobacter
spp.)- A contagem de E. sakazakii (Cronobacter spp.) tanto em cultivo mono
quanto em multi-espécies superou o de B. cereus e para ambos, o maior
desenvolvimento ocorreu em cultivos mono-espécie. Nos ensaios onde biofilmes
de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus foram produzidos em caldo LB
isoladamente e em cultura mista, independente do tempo de formacédo, as
contagens foram reduzidas a niveis inferiores a 1 logUFC/cm? apds exposicdo a
solugdes de acido peracético ([500mg/L]) e hipoclorito de sédio ([100mg/L]) por 15
minutos. No entanto, para os biofilmes produzidos em FI ocorreram diferentes
situagbes com contagens de microrganismos em alguns tempos mesmo apos o
contato com as solugcbes de sanitizantes. Assim, os resultados revelaram a
influéncia do meio de cultivo na formacdo de biofiime e sua resisténcia a
sanitizantes e a importancia da realizagdo de processos de higienizacdo de
superficies o mais proximo do término do processamento ou reconstituicdo destes
alimentos.

Palavras chaves: Biofiimes bacterianos, Enterobacter sakazakii (Cronobacter
spp.), Bacillus cereus, formula infantil, sanitizacao.
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Summary

The contamination of dried infant formulas by Enterobacter sakazakii
(Cronobacter spp.) and Bacillus cereus may originate from contact of the food with
biofilms formed in the environment and on the utensils and equipment employed in
their production and subsequent reconstitution when used. In this study the
following were evaluated: i) the dynamics of the formation of mono and muilti-
species biofilms of Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) and Bacillus cereus
on stainless steel surfaces, using the infant formula (FI) and Luria Bertani broth
(LB) as the culture media and, ii) the efficacy of peracetic acid and sodium
hypochlorite solutions in the inactivation of these films. Biofilm formation was more
intense when using Fl as the culture medium as compared to the use of LB, this
fact being highly relevant, since Fl is better known as an important vehicle in the
transmission of E. sakazakii (Cronobacter spp.). In both mono and multi-species
biofilm it was observed that the growth of E. sakazakii (Cronobacter spp.) was
greater than that of Bacillus cereus and that both microorganisms developed
better as a mono-species. For all the biofiims of Enterobacter sakazakii
(Cronobacter spp.) and Bacillus cereus, both mono and in mixed culture, produced
in the LB broth, and independent of the formation time, the counts were reduced to
levels below 1 log CFU/cm? when in contact with peracetic acid ([500mg/L]) or
sodium hypochlorite ([100mg/L]). However for the biofilms produced in the infant
formula, many situations occurred, with counts more than1 log CFU/cm? in some
situations after the contact with sanitizers. These results showed the influence of
culture medium in biofilm formation and its resistence to sanitizers, highlighting the
need for an efficient sanitization of the surfaces as soon as the processing or

reconstitution of these foods.

Keywords: Microbial biofilms, Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.), Bacillus

cereus, infant formula, sanitization.
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1. INTRODUGAO

Enterobacter sakazakii € uma bactéria patogénica emergente, Gram
negativa, ndo formadora de esporos, formadora de capsulas de material
polissacarideo, que tem sido associada a diversos surtos e casos de meningites
principalmente em neonatos, podendo causar também enterocolite necrozante,
bacteremia e septicemia. Por esta razdo, tem aumentado a preocupacéao por parte
das autoridades de saude publica de diversos paises em relacdo a este
microrganismo (IVERSEN; FORSYTHE, 2003; GURTLER; KORNACKI,
BEUCHAT, 2005). Recentemente, a taxonomia de Enterobacter sakazakii foi
alterada com a criagdo do género Cronobacter, que agrupa seis espécies
(IVERSEN et al., 2008). O Codex Alimentarius adotou o uso de Enterobacter
sakazakii (Cronobacter spp.) nos textos da entdo denominada Enterobacter
sakazakii (FAO/WHO, 2008). No presente trabalho, esta denominagao também foi

adotada.

Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) tém sido isolado de inumeras
fontes alimentares, ambientais e clinica, porém férmula infantil tem sido o principal
veiculo de transmissdao (MULLANE et al., 2008; IVERSEN; FORSYTHE, 2003;
GURTLER; KORNACKI; BEUCHAT, 2005). Férmula infantil desidratada ja foi
epidemiologicamente identificada como fonte de infec¢gdes por Enterobacter
Ssakazakii em surtos de meningite neonatal e em surto de enterocolite necrozante
(BIERING et al., 1989; VAN ACKER et al., 2001).

Outro microrganismo de importancia encontrado nas industrias de formulas
infantis desidratadas, e em ambientes de manipulagdo destas, € a bactéria
Bacillus cereus, em formato de bastonete, Gram positiva, produtora de esporos
termorresistentes, amplamente disseminada no meio ambiente e de dificil
eliminagcdo durante o processamento (ANDERSSON et al.,1995). Produtos
lacteos desidratados e formulas infantis sdo reconhecidamente fontes constantes
de contaminagé&o por Bacillus cereus (BECKER et al., 1994).

As bactérias presentes nos alimentos podem aderir e multiplicar nas
superficies formando biofilmes microbianos, que possuem potencial de atuar

como fonte crbnica de contaminagdo tanto no alimento como no ambiente
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comprometendo a qualidade do alimento e pode também representar graves
riscos a saude publica.

Infeccbes de neonatais foram associadas a colonizacao de E. sakazakii em
liquidificador utilizado no preparo de férmulas infantis reconstituidas (BAR-OZ et
al., 2001).

Os biofilmes microbianos sdo definidos como uma comunidade complexa e
estruturada de microrganismos, aderidos entre si e/ou a uma superficie ou
interface envoltos por uma matriz extracelular de polissacarideos (COSTERTON
et al.,1995).

Schneider em 2007 propbés uma nova definicdo para os biofilmes
abrangendo os microrganismos que nao produzem a matriz de exopolimeros.
Segundo o autor “biofilmes sdo comunidades de microrganismos, aderidas a
superficies ou suspensas em solugdo, cujas células podem ou nédo estar envoltas
por uma matriz de exopolimeros, onde a posi¢cao espacial relativa dos organismos
individuais é fixa durante uma geracao e relativamente fixa também nas geracdes
seguintes”.

As superficies dos equipamentos utilizados no processamento, na
manipulacido e armazenamento de alimentos s&o reconhecidas como uma das
maiores fontes de contaminagédo microbiana (WONG, 1998).

Um fato muito importante € que o desenvolvimento de células em biofilme
promove a expressao de propriedades distintas das células plancténicas, uma das
quais é o aumento da resisténcia aos sanitizantes (HOOD; ZOTTOLA, 1995; KIM;
RYU; BEUCHAT, 2007).

Biofilmes formados por microrganismos patogénicos tém sido considerados
de grande importancia no contexto de seguranga alimentar despertando o
interesse da comunidade cientifica.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a formacédo de biofilmes mono e multi-
espécies formados por E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus em ago
inoxidavel 304, material amplamente utilizado nos equipamentos de producio de
alimentos e a eficiéncia dos sanitizantes acido peracético e hipoclorito de sédio na

inativacao destes biofilmes.
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2. Material e Métodos
2.1. Amostras bacterianas e condi¢oes de cultivo

A formacao de biofilmes em superficies de cupons de aco inoxidavel foi

avaliada para dois microrganismos isoladamente e para a cultura mista destes:

. Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.), isolada de mamadeira de um
bercario da regido da Grande SP, ribotipo DUP 18623, cedido pelo
Laboratério de Microbiologia — FCF/USP- Sao Paulo.

o Bacillus cereus ATCC 14597 cepa da colecdo de culturas do Laboratério
de Higiene e Legislagdo- FEA-UNICAMP.

A identificacao destes microrganismos foi confirmada através de testes
bioquimicos, morfolégicos e da semeadura em meios seletivos, diferenciais e
cromogénicos: - para Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.): Enterobacter
sakazakii isolation agar (ESIA, AES)-, Druggan-Forsythe-lversen agar (DFl,
Oxoid), e Chromocult Enterobacter sakazakii Agar (Merck); -para Bacillus cereus:
Mannitol Yolk Polymyxin agar (MYP, Difco). Os microrganismos foram mantidos a
temperatura de -80°C em tubo Eppendorf contendo caldo Brain Heart Infusion
(BHI, Difco) adicionado de glicerol (80:20). Em cada experimento, cada cultura foi
ativada e repicada por duas vezes consecutivas em 10 mL de caldo BHI e

incubada a 35 +1 °C por 24 horas.
2.2. Preparo dos cupons de ago inoxidavel

Chapas de acgo inoxidavel AISI 304 com acabamento numero 4 (#4) nas
duas faces foram adquiridas na empresa Acomedi Acos Ltda (Barueri-SP). O
material com estas especificagcdes € o mais utilizado pela industria de alimentos
na construgcado de equipamentos, bancadas e utensilios em geral. A confeccéo dos
cupons com dimensdes de 1,0 cm x 1,0 cm foi realizada pelo Centro de
Tecnologia da UNICAMP e a determinagdo da rugosidade do material, em seu
Laboratério de Metrologia, utilizando-se rugosimetro (modelo S8P, Perthen). O
resultado da analise de rugosidade foi obtido a partir da média de nove medigbes

realizadas a temperatura de 20 + 1°C.
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Os cupons foram submetidos aos seguintes procedimentos: a) limpeza
manual com auxilio de esponja de poliuretano, agua e detergente neutro liquido;
b) enxagle com agua destilada; c) imersdo em alcool etilico 70% (v/v) por 1 hora
a temperatura ambiente; d) enxague com agua destilada; e) esterilizagcdo em

autoclave a 121 °C por 15 minutos.

2.3. Formacao de biofilmes em superficie de ag¢o inoxidavel utilizando
férmula infantil e meio de cultura LB

Cada cupom de aco inoxidavel estéril foi imerso em um poco de placa de
poliestireno para cultura de células de 12 pogos com fundo chato, tampa e estéril,
contendo 3 mL de caldo LB (bacto triptona 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L e
NaCl 10 g/L) e 3 mL de férmula infantil (FI) para lactentes de 0 a 6 meses
adquirida comercialmente (marca A, ANEXO), reconstituida segundo instrugées
do fabricante e esterilizada a 121 C° por 15 minutos (OH; CHEN; KANG, 2007)
com suspensao de células de E. sakazakii (Cronobacter spp.), B. cereus ATCC
14579 e cultivo misto das duas bactérias em volume suficiente para que cada
pogo contivesse concentracdo final de aproximadamente 10° UFC/mL. Essa
populagado foi verificada, em todos os experimentos, por semeadura em placas
contendo Tripticase Soy Agar (TSA). A formagédo de biofilmes microbianos foi
avaliada a temperatura de 25 °C, simulando a temperatura ambiente, na qual
normalmente as férmulas sédo preparadas e/ou reconstituidas. Os cupons (3 para
cada amostragem) foram retirados apds 0 hora, 24 horas, 5 dias,10 dias e 15 dias
de incubagao a 25 °C. Os meios LB e FI foram substituidos a cada trés dias.
Como controle (branco) utilizou-se cupons imersos nos meios de cultivo (LB e FI)
estéreis ndo inoculados. O pH do meio inoculado e do meio de cultura controle foi
verificado a cada tempo com a utilizagdo de tiras indicadoras de pH 0 - 14
(MERCK). Os experimentos foram realizados em triplicata em trés repetigbes

independentes.

38



2.4. Determinagao do numero de células sésseis

Os cupons de acgo inoxidavel foram retirados dos meios de cultivo (LB e Fl)
com o auxilio de uma pinca estéril e foram imersos em 10 mL de Phosphate
Buffer Salt (PBS), por 1 minuto, para a remogéo de células planctdnicas. Em
seguida foram introduzidos em tubos contendo 5 mL de PBS e agitados em
vortex, durante 2 minutos para remogao de células sésseis (PARIZZI| et al., 2004
modificado). Diluigdes apropriadas foram transferidas para placas de Petri com
agar Tripticase Soy Agar (TSA, Oxoid) e agar MYP, incubadas a 35 °C/ 48 horas.
Determinou-se o nimero de UFC/cm?.

2.5. Avaliacao da formagao dos biofilmes por microscopia eletrénica de
varredura

A avaliacdo da formacao dos biofilmes bacterianos, nas superficies dos
cupons, foi realizada utilizando-se a microscopia eletrénica de varredura (MEV) no
Laboratorio de Microscopia Eletrénica do Instituto de Biologia/UNICAMP. Os
cupons previamente submetidos ao contato com os microrganismos teste foram
imersos em agua peptonada 0,1% (p/v) por duas vezes consecutivas para retirada
das células nao aderidas. Para fixagcao das bactérias aderidas foi utilizada solugéo
de glutaraldeido 2% e tampéo fosfato 0,1M (1:1 v/v). Os cupons foram lavados em

solugao de tampao fosfato 0,1M e agua destilada (1:1 v/v).

O procedimento de desidratagdo foi realizado utilizando-se alcool etilico
P.A. nas concentracdes de 30, 50, 70, 80, 95% (v/v), com 10 minutos de tempo de
contato em cada concentracédo, e a 100% de etanol em trés repeticdes por 15
minutos cada. Os cupons foram transferidos para o secador de Ponto Critico
“Critical Point Dryer” (modelo CPD 030, marca Balzers) com utilizagao de gas
carbbnico para completa remocéo do alcool. Apés a secagem, os cupons foram
submetidos a metalizagdo com fina camada de ouro por 2 minutos no aparelho
“Sputter Coater” (modelo SCD 050, marca Balzers).

Os cupons foram entdo observados em microscopio eletrénico de

varredura (modelo JSM 5800LV, marca JEOL) com aumentos que variaram de
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800 a 8000 vezes. Para verificagdo da topografia da superficie do ago inoxidavel

em seu estado “limpo”, utilizaram-se cupons nao inoculados.

2.6. Avaliacao da eficiéncia de sanitizantes na remog¢ao dos biofilmes
2.6.1. Preparo das solugdes de sanitizantes

Foram utilizadas solu¢des de hipoclorito de sodio (Divosan Hypochlorite®,
Jonhson Diversey) a 100 mg.L™" de Cloro Residual Total (CRT) pH=9,4 e de &cido
peracético (Divosan Forte®, Jonhson Diversey) a 500 mg.L™" de acido peracético
(APA) pH=2,8. No preparo das solugbes foi utilizada agua destilada estéril. A
concentracdo CRT da solucdo clorada foi avaliada em cada experimento de
acordo com a metodologia da American Public Health Association — APHA
(APHA,1985). A solugdo de acido peracético foi preparada de acordo com a
indicagdo do fabricante, assim como a confirmagdo da concentragdo (por
iodometria) em cada experimento (JOHNSON DIVERSEY, 2002).

2.6.2. Aplicacao da solucao de sanitizantes

Os cupons foram retirados dos meios de cultivo com o auxilio de uma pinga
esterilizada e imersos em 10 mL de PBS por 1 minuto e enxaguados com agua
peptonada 0,1% para a remocgédo de células planctdnicas. Em seguida, foram
imersos em tubos contendo 10mL das solugdes sanitizantes. Apds o tempo de
contato de 15 minutos os cupons foram transferidos para tubos contendo 5 mL de
PBS adicionado de tiossulfato de sédio a 1%, para a inativagdo da acéo do

sanitizante.

Os cupons foram agitados em vortex por dois minutos para remog¢ao das
células sésseis. Foram preparadas as diluigdes apropriadas que foram semeadas
por profundidade em agar TSA, seguido de incubagao a 35 £1 °C por 48 * 1h. Foi
realizada simultaneamente a enumeracao da populagado dos cupons controles, ou
seja, aqueles que nao receberam o sanitizante. Esta contagem foi utilizada para

avaliar o efeito dos sanitizantes sobre os biofilmes formados.
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2.7. Analises estatisticas

Para a avaliagao estatistica dos dados obtidos foi utilizada a analise de
variancia univariada (ANOVA). A significancia estatistica foi definida como p<
0,05. Nos grupos em que foram constatadas diferengas estatisticamente
significativas, foi utilizado o teste de comparagao multipla de Tukey. Os resultados
das analises estatisticas dos dados foram obtidos via software Statistical Analysis
Systems (SAS) verséao 8.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Formagao de biofilme em superficie de ago inoxidavel utilizando meios
de cultura Luria Bertani e féormula infantil

A evolugcdo do numero de células sésseis aderidas a superficie de acgo
inoxidavel apds remocéo das células planctbnicas, caracterizando a formacgao de
biofiimes de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus é apresentada nas
Figuras 1 e 2.

De uma forma geral, a contagem de células de E. sakazakii (Cronobacter
spp.) sobre superficies de aco inoxidavel atinge valores superiores a 4 log
UFC/cm? ap6s 24 horas de contato evoluindo, apds 5 dias, praticamente para os
niveis mais elevados, tanto em caldo LB quanto FI.

Para os ensaios com B. cereus em cultivos isolado ou multi-espécie
observa-se que o desenvolvimento da populagdo de células sésseis aderidas é

menor comparado ao E. sakazakii (Cronobacter spp.).
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Figura 1. Evolugdo da populagdo (log UFC/cm?) de células sésseis de Enterobacter
sakazakii (Cronobacter spp.) e Bacillus cereus sobre cupons de ago inoxidavel AlSI 304 #
4, em cultivos isolados e misto em caldo Luria Bertani. Cada ponto corresponde a média
de trés repeticdes em triplicata.
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Figura 2. Evolugdo da populacdo (log UFC/cm?) de células sésseis de Enterobacter
sakazakii (Cronobacter spp.) e Bacillus cereus sobre cupons de ago inoxidavel AlSI 304 #
4, em cultivos isolados e misto em férmula infantil reconstituida. Cada ponto corresponde
a média de trés repeticées em triplicata.
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Quanto ao meio de cultivo verifica-se um maior desenvolvimento da
populacao de E. sakazakii (Cronobacter spp.) nas superficies de ago inoxidavel
em contato com a férmula infantil. Nesta situagdo a competicdo com B. cereus em
cultivo multi-espécie € muito mais favoravel a E. sakazakii (Cronobacter spp.)

(Figura 2).

Ao longo do desenvolvimento dos biofilmes sobre cupons de ago inoxidavel
observou-se algumas mudangas de pH nos meios de cultivo dependendo do
microrganismo inoculado.

O caldo Luria Bertani ndo inoculado apresentava pH 7,0 que permaneceu
inalterado apds as inoculagdes de E. sakazakii (Cronobacter spp.), B. cereus ou
cultivo misto durante os tempos do experimentos 24h, 5 dias e 10 dias, mas

aumentou para pH 8,0 na avaliacdo de 15 dias.

A formula infantil (ANEXO 1) ndo inoculada apresentou pH 7,0 e manteve-
se constante no cultivo de B. cereus em todos os ensaios (24 horas, 5 dias, 10
dias e 15 dias); porém, quando inoculada com E. sakazakii (Cronobacter spp.),
apo6s 24 horas o pH reduziu para 5,0 mantendo-se neste valor até o 15° dia. O
mesmo comportamento observado para E. sakazakii (Cronobacter spp.)
isoladamente foi verificado no cultivo misto em férmula infantii em todos os

tempos. Este comportamento pode estar associado a lactose na férmula infantil.

3.1.1. Formacao de biofilmes mono-espécie

A formacéao de biofilmes mono-espécies de E. sakazakii (Cronobacter spp.)
e B. cereus sao apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

As maiores contagens de células sésseis de E. sakazakii (Cronobacter
spp.) e de B. cereus nos cupons de acgo inoxidavel AlSI 304 #4 foram encontradas
apos 15 dias em férmula infantil, com valores médios de 7,4 log UFC/cm?e 6,0 log
UFC/cm?, respectivamente (Tabela 2).

Observa-se que as contagens em log UFC/cm? de E. sakazakii
(Cronobacter spp.) em biofilmes mono-espécie diferiram significativamente

(p<0,05) quando comparado seu desempenho nos dois meios de cultivo (LB e Fl).

43



Para B. cereus apenas nao houve diferenca significativa nos tempos de 24 horas.
Quando comparamos o desempenho dos dois microrganismos em um mesmo
meio de cultivo, observamos que houve diferenga significativa entre eles, com

excegao do tempo 24 horas em formula infantil (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Formacao de biofilme mono-espécie de Enterobacter sakazakii
(Cronobacter spp.) e Bacillus cereus em caldo Luria Bertani sobre cupons de ago
inoxidavel AISI 304 #4.

Contagem (log UFC/cm?*+ DP**)
microrganismo Oh 24h 5 dias 10 dias 15 dias

E. sakazakii

a a a a
(Cronobacterspp) <1 59707  55%%0,1 5,77 40,1 5,6° 0,1

B. cereus
<1 48°402 4,5°+0,02 48° +0,1 47°405

*Média de trés repeticdes em triplicata

** Desvio padrao

Médias com letras em comum na mesma coluna ndo diferem entre si significativamente
(p >0,05), segundo o teste de Tukey.

Tabela 2. Formacgdo de bioflme mono-espécie de Enterobacter sakazakii
(Cronobacter spp.) e Bacillus cereus em férmula infantil sobre cupons de ago
inoxidavel AISI 304 # 4.

Contagem (log UFC/cm?* + DP**)

microrganismo Oh 24h 5 dias 10 dias 15 dias

E. sakazakii

a a a a
(Cronobacterspp,) <1 437407 7,140 6,87 40,1 7,4° 40,4

B. cereus <1 482404 592405 58°+0,1 6,0°+0,6

*Média de trés repeticoes em triplicata

** Desvio padrao

Médias com letras em comum na mesma coluna ndo diferem entre si significativamente
(p >0,05), segundo o teste de Tukey.
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A formacdo de biofiimes mono-espécies dos dois microrganismos em
formula Infantil foi mais expressiva em relacédo ao caldo LB, devido provavelmente

a maior oferta de nutrientes da formula infantil.

Os nossos resultados corroboram aos de outros pesquisadores que
verificaram uma maior formagao de biofilmes em féormula infantil em relagcédo a
outros meios de cultivo. Oh, Cheng e Kang (2007) pesquisaram a influéncia do
meio de cultivo na formagao do biofilme de E. sakazakii e observaram uma maior
formacéao de biofilme em férmula infantil.

Beuchat et al. (2009) reportaram que, entre diferentes meios de cultivo, s6
houve a formacao de biofiimes de Cronobacter sakazakii em acgo inoxidavel e

tubos de alimentagao enteral quando imersas em férmula infantil a 25 °C.

Nado foi encontrado até o momento, outro trabalho cientifico sobre a
formacédo de biofiimes por B. cereus nas superficies em contato com férmula

infantil.

3.1.2. Formacgao de biofilmes multi-espécies

Nas industrias de alimentos devido a diversidade da producdo, das
matérias primas e dos produtos, pode ocorrer a formacdo de biofilmes com
composicdo heterogénea e comportamento variado. O conhecimento do
comportamento de diferentes microrganismos em um biofilme misto pode ajudar
no desenvolvimento de medidas de controle e eliminagdo destes, nos ambientes
de producéao de alimentos.

Neste trabalho, observou-se que as contagens em log UFC/cm? de
E. sakazakii (Cronobacter spp.) em Dbiofilmes multi-espécies diferiram
significativamente (p<0,05) quando comparado seu desempenho nos dois meios
de cultivo. Para B. cereus ndo houve diferenga significativa nos tempos de 10 e
15 dias. Quando comparamos o desempenho dos dois microrganismos em um
mesmo meio de cultivo, observamos que houve diferenga significativa entre eles,

com excegao do tempo 15 dias em Luria Bertani (Tabela 3).
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Ha evidéncias de que bactérias Gram negativas tenham maior capacidade
de adesdo em superficies inertes, devido, provavelmente, a eletronegatividade de
suas membranas. Outra hipétese da maior capacidade de adesao de E. sakazakii
(Cronobacter spp.) em relagdo ao B. cereus seria a maior taxa de geragao do
primeiro, que permitiria um desenvolvimento mais rapido e manutengao de seu
dominio (SPEERS; GILMOUR, 1985; BANKS; BYRES, 1991; POMPERMAYER,;
GAYLARDE, 2000).

A contagem mais elevada de células sésseis de E. sakazakii (Cronobacter
spp.) em biofilmes multi-espécies (Tabela 4) foi de 7,2 log UFC/cm? em férmula
infantil apdés 15 dias, assim como no biofilme mono-espécie, onde nestas mesmas
condigdes, a contagem foi de 7,4 log UFC/cm? (Tabela 2).

No cultivo misto (Tabela 4), a contagem mais elevada de B. cereus (4,9
log UFC/cm?) ocorreu com a férmula infantil e incubagao por 15 dias; ja em cultivo
mono-espécie (Tabela 2), para 15 dias de inoculagdo, a contagem foi maior, 6,0
log UFC/cm?.

Como sugerido por McEldowney e Fletcher (1987), a existéncia de
competicdo, reduz o numero de cada espécie na adesio a superficie quando em
cultivo misto. Segundo esses autores, duas outras situagdes também podem
ocorrer quando bactérias aderem simultaneamente a uma superficie, (1) o
aumento da adesdao em relacdo a cultura pura e (2) nenhuma alteragdo da
adesdo. Estes fatos dependem dos microrganismos envolvidos; para cada caso
pode haver uma situacao diferente.

Pompermayer e Gaylarde (2000), também verificaram a melhor adeséao de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli em culturas puras (mono-espécie) em
relagdo a cultura mista e a superior capacidade de adesao pela E. coli (Gram

negativa) sobre S. aureus (Gram positiva).
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Tabela 3. Formacdao de biofime multi-espécie de Enterobacter sakazakii
(Cronobacter spp.) e Bacillus cereus em caldo Luria Bertani sobre cupons de ago
inoxidavel AISI 304 #4.

Contagem (log UFC/cm?*+ DP**)

Microrganismo Oh 24h 5 dias 10 dias 15 dias
E. sakazakii
(Cronobacter spp.) <1 6,0 +0,4° 5,7+0,6° 5,1 +0,005% 4,6 £0,7°
B. cereus <1 3,0+0,1° 1,9 +0,4° 3,3+0,1° 4.4 +0,7°

*Média de trés repeticdes em triplicata

** Desvio padrao

Médias com letras em comum na mesma coluna ndo diferem entre si significativamente
(p >0,05), segundo o teste de Tukey.

Tabela 4. Formacdo de biofime multi-espécie de Enterobacter sakazakii
(Cronobacter spp.) e Bacillus cereus em férmula infantil sobre cupons de aco
inoxidavel AISI 304 # 4.

Contagem (log UFC/cm?*+ DP**)

Microrganismo Oh 24h 5 dias 10 dias 15 dias
E. sakazakii
(Cronobacter spp.) <1 5,2 40,1° 6,540,2° 6,8 +0,2° 7,240,1°
B. cereus <1 3,6+0,1° 3,5+0,3° 3,0 +0,4° 4,9+0,8°

*Média de trés repeticdes em triplicata

** Desvio padrao

Médias com letras em comum na mesma coluna ndo diferem entre si significativamente
(p >0,05), segundo o teste de Tukey.
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3.2. Avaliagao da formacao dos biofilmes por microscopia eletrénica de
varredura

Fotomicrografias de ago inoxidavel foram obtidas por microscopia eletrénica
de varredura da superficie para visualizagcdo de sua topografia ao longo do
desenvolvimento de biofilmes.

A observagdo microscopica permitiu a visualizacdo de pequenas
irregularidades, ao longo da superficie do aco inoxidavel AISI 304 #4 sem
inoculagao (Figura 3).

A rugosidade dos cupons utilizados neste trabalho foi de 0,366 pm,
expressado pela média de nove repeticoes. Este resultado condiz com a
rugosidade para o acabamento numero 4 (#4), que pode variar de 0,15 a 0,40 pm,
obtido a partir de lixamento umido, com lixas abrasivas de grana que variam de
120 a 150 mesh (CARBO, 2006).

As imperfeicdes das superficies, além de permitir a maior penetracao de
residuos de alimentos, podem comprometer a eficiéncia da higienizagao,
proporcionando assim substratos para o0s microrganismos presentes e
subsequente adesao e formacgao de biofiimes (BOWER; MCGUIRE; DAESCHEL,
1996)

Nas Figuras 4, 5 e 6 sdo apresentadas as fotomicrografias de superficies
de cupons de aco inoxidavel AISI 304 #4, submetidas ao processo de adesao e
formagao de biofilme por E. sakazakii (Cronobacter spp.) (Figura 4 e 5) e B.
cereus (Figura 6) em caldo LB e FI a 25°C em diferentes tempos de contato.
Nestas fotomicrografias, podemos observar as diferentes fases de formagao dos
biofiimes ao longo do tempo, com o aumento do numero de células aderidas,
formacédo de microcolonias, além da observacdo de matriz de exopolissacarideo
produzidas pelos microrganismos nas superficies, como ja reportado por Lehner

et al. (2005) para E. sakazakii (Cronobacter spp.).
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Figura 3. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura, em
superficies de cupons de ago inoxidavel AISI 304 #4, ndo submetidos ao processo de
formacgao de biofilmes nos aumentos de 1500X (a) e 4000X (b).

Figura 4. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura, de
superficies de cupons de aco inoxidavel AISI 304 #4, submetidos ao processo de
formacédo de biofilmes por Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) em caldo Luria
Bertani a 25 °C por 24 horas (a), 5 dias (b), 15 dias (c) e (d).
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Figura 5. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura, de
superficies de cupons de acgo inoxidavel AISI 304 #4, submetidos ao processo de
formacao de biofilme por Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) em férmula infantil a
25 °C por: 24 horas (a), 5 dias (b), 15 dias (c) e (d).

Figura 6. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura, de
superficies de cupons de aco inoxidavel AISI 304 #4, submetidos ao processo de
formacéao de biofilmes por Bacillus cereus em caldo Luria Bertani a 25 °C por 24 horas
(a), 5 dias (b), 15 dias (c) e (d).
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3.3. Avaliagao da eficiéncia de sanitizantes na remogao dos biofilmes

Os resultados da avaliacdo da acido dos sanitizantes acido peracético 500
mg.L" e hipoclorito de sédio 100 mg.L™" sobre as células sésseis de E. sakazakii
(Cronobacter spp.) e B. cereus em biofilmes mono-espécie e multi-espécie
formados nas superficies de ago inoxidavel sao apresentados nas Tabelas A.1,
A2 A3 A4 A5 A6, A7e A8 (APENDICE).

As contagens iniciais de células sésseis de E. sakazakii (Cronobacter spp.)
e B. cereus isoladamente e em cultivo multi-espécies em caldo LB foram
reduzidas a niveis inferiores a 1 log UFC/cm? ap6s sanitizacdo com &cido

peracético ([500mg/L]) ou hipoclorito de sédio ([100mg/L]).

No entanto, para os biofiimes produzidos em Fl| ocorreram diferentes
situgdes com contagens de microrganismos em determinados tempos mesmo
apos o contato com as solugbes de sanitizantes. Houve redugdo para niveis
inferiores a 1 log UFC/cm? em todos os tempos avaliados apenas em biofilmes
formados por E. sakazakii (Cronobacter spp.) em biofiimes mono-espécie e multi-
espécie apos contato com acido peracético e biofilmes de B. cereus em cultivo
misto apds contato com hipoclorito de sédio. Nas demais condi¢gbes avaliadas,
observou-se maior resisténcias aos sanitizantes, principalmente no 15° dia de

incubacao.

Em particular, na Tabela A.8, observa-se que a exposicdao ao acido
peracético proporcionou a redugao na contagem de B. cereus de apenas 2,0 log
UFC/cm?, em biofilme de 15 dias.

A caracteristica particular de cada meio de cultivo pode influenciar no
desenvolvimento dos biofilmes e na resisténcia destes aos sanitizantes. No caso
da férmula infantil, possivelmente a sua rica composigdo em matéria organica
forneceria maior protecdo ao biofilme frente a atividade de alguns sanitizantes
(MARRIOTT; GRAVANI, 2006; TROLLER, 1993). Este fato é preocupante, pois a

férmula infantil € importante veiculo destes microrganismos em estudo.
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Outro fator importante na resisténcia das células aos sanitizantes é a
habilidade de alguns microrganismos produzirem substancias poliméricas
extracelulares, grande responsavel por conferir protecdo aos sanitizantes, pois
agem como barreira fisica impedindo que sanitizantes cheguem a seus sitios de
acado. Algumas fotomicrografias obtidas neste trabalho (Figuras 4, 5 e 6)
evidenciam a producdo destas substancias pelos microrganismos. Lehner et al.
(2005) relataram que isolados de Enterobacter sakazakii produziram uma massa
viscosa e leitosa, considerada como polissacarideo extracelular, esta massa foi
analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, revelando a presenca de

glicose, galactose, frutose e acido glucurdnico.

Composicao semelhante foi descrita por Harris e Oriel (1989) em patente

relacionada ao heteropolissacarideo produzido por E. sakazakii.

4. Conclusao

Este trabalho evidenciou a capacidade dos microrganismos E. sakazakii
(Cronobacter spp.) e B. cereus em formar biofiimes em superficies de acgo
inoxidavel AlSI 304 #4, utilizando cultivos em formula infantil e caldo Luria Bertani.
A composi¢ao dos meios de cultivo, ou produtos alimenticios, influi na formagéo
dos biofilmes bacterianos sobre a superficie de ago inoxidavel e na resisténcia
destes aos processos de sanitizagdo por solugcbes de acido peracético ou
hipoclorito de sodio. Além disso, formagdes de biofilmes mais maduros
proporcionam maior resisténcia a agcao de sanitizantes.

Estes resultados reforcam a importancia da prevencdo da contaminagao
das superficies que entram em contato com o produto durante a producao e/ou
reconstituicdo da férmula infantil, evitando o desenvolvimento da adesao
bacteriana e formac&o de biofilmes por E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B.

cereus em superficies de ago inoxidavel.
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ANEXO 1

Composicao da formula infantil comercial (marca A) utilizada no presente
trabalho.

Componentes Por 100 g Por 100 mL de férmula
de po reconstituida
Carboidrato g 58 7.5
Proteina g 9,5 1,2
Gorduras totais g 28 3,6
Gorduras saturadas g 11 1,4
Gorduras trans g 0 0
Ac.linoléicog 4.1 0,5
Fibra alimentar g 0 0
Ac a.linoléico mg 520 67
Sodio mg 120 15
Calcio mg 320 41
Ferro mg 6,2 0,8
Potassiomg 460 59
Cloreto mg 330 43
Fésforo mg 160 21
Magnésio mg 36 4,6
lodo pg 78 10
Cobre ug 310 40
Zinco mg 3,9 0,50
Selenio ug 10 1,3
Manganés mg 0,06 0,01
Vit. A uygRE 540 70
Vit. D ug 7,8 1,0
Vit. Emg TE 4,2 0,54
Vit. K ug 42 54
Vit. C mg 52 6,7
Vit. B1 mg 0,34 0,04
Vit. B2 mg 1,1 0,14
Niacina mg 52 0,67
Vit. B6 mg 0,57 0, 07
Ac. Félico ug 62 8,0
Ac. Pantoténico mg 1,7 0,22
Vit. B12 pg 1,6 0,21
Biotina pg 11 1,4
Colina mg 58 7,5
Inositol mg 26 54
Taurina mg 42 54
L-Carnitina 8,3 1,1

Fonte: Fabricante - rétulo produto.
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APENDICE

Tabela A.1. Efeito da aplicacdo de sanitizantes sobre biofiimes de Enterobacter
sakazakii (Cronobacter spp.) formados sobre cupons de ago inoxidavel Al304 #4
em caldo Luria Bertani.

contagem inicial contagem final (log UFC/cm?)
log UFC/cm?
Tempo (log cm’) acido peracético hipoclorito de sédio
(500mg.L™) (100 mg.L™)
24 horas 6,5 <1 <1
5 dias 54 <1 <1
15 dias 57 <1 <1

Tabela A.2. Efeito da aplicagao de sanitizantes sobre biofilmes de Bacillus cereus
formados sobre cupons de acgo inoxidavel Al304 #4 em caldo Luria Bertani.

contagem inicial contagem final (log UFC/cm?)
log UFC/cm?
Tempo (log cm’) acido peracético hipoclorito de sédio
(500mg.L™) (100 mg.L™)
24 horas 4.7 <1 <1
5 dias 4,5 <1 <1
15 dias 4.7 <1 <1

Tabela A.3. Efeito da aplicacdo de sanitizantes sobre biofilmes de Enterobacter
sakazakii (Cronobacter spp.) formados sobre cupons de ago inoxidavel Al304 #4
em féormula infantil.

contagem inicial contagem final (log UFC/cm?)
log UFC/cm?
Tempo (log cm’) acido peracético hipoclorito de sédio
(500mg.L™) (100 mg.L™)
24 horas 4.8 <1 <1
5 dias 6,3 <1 <1
15 dias 6,7 <1 4.3
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Tabela A.4. Efeito da aplicacdo de sanitizantes sobre biofilmes de Bacillus cereus
formados sobre cupons de ago inoxidavel Al304 #4 em férmula infantil.

contagem inicial contagem final (log UFC/cm?)
log UFC/cm?
Tempo (log cm’) acido peracético hipoclorito de sédio
(500mg.L™) (100 mg.L™)
24 horas 4.3 <1 <1
5 dias 5,0 2,7 <1
15 dias 5,8 1,7 2,2

Tabela A.5. Efeito da aplicacdo de sanitizantes sobre biofiimes de Enterobacter
sakazakii (Cronobacter spp.) formados em cultivo misto com Bacillus cereus,
sobre cupons de aco inoxidavel Al304 #4 em caldo Luria Bertani.

contagem inicial contagem final (log UFC/cm?)
log UFC/cm?
Tempo (log cm’) acido peracético hipoclorito de sédio
(500mg.L™") (100 mg.L™)
24 horas 6,2 <1 <1
5 dias 52 <1 <1
15 dias 50 <1 <1

Tabela A.6. Efeito da aplicacdo de sanitizantes sobre biofilmes de Bacillus cereus
formados em cultivo misto com Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.), sobre
cupons de acgo inoxidavel Al304 #4 em caldo Luria Bertani.

contagem inicial contagem final (log UFC/cm?)
log UFC/cm?
Tempo (log cm’) acido peracético hipoclorito de sédio
(500mg.L™") (100 mg.L™)
24 horas 3,2 <1 <1
5 dias 1,6 <1 <1
15 dias 4,2 <1 <1
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Tabela A.7. Efeito da aplicacao de sanitizantes sobre biofilmes de Enterobacter
sakazakii (Cronobacter spp.) formados em cultivo misto com Bacillus cereus,
sobre cupons de acgo inoxidavel Al304 #4 em formula infantil.

contagem inicial contagem final (log UFC/cm?)
log UFC/cm?
Tempo (log cm’) acido peracético hipoclorito de sédio
(500mg.L") (100 mg.L")
24 horas 5,6 <1 <1
5 dias 6,2 <1 <1
15 dias 7,5 <1 2,9

Tabela A.8. Efeito da aplicacdo de sanitizantes sobre biofilmes de Bacillus cereus
formados em cultivo misto com Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.), sobre
cupons de acgo inoxidavel Al304 #4 em formula infantil.

contagem inicial contagem final (log UFC/cm?)
log UFC/cm?
Tempo (log cm’) acido peracético hipoclorito de sédio
(500mg.L™) (100 mg.L™)
24 horas 3,1 <1 <1
5 dias 4,0 1,7 <1
15 dias 4.7 2,7 <1
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CAPITULO Ill - Quorum sensing e Quorum quenching em Enterobacter
sakazakii (Cronobacter spp.) e Bacillus cereus

Resumo

Quorum sensing € um mecanismo de sinalizagdo célula-célula que pode
modular algumas fung¢des celulares, incluindo produc¢ao de bacteriocinas, fatores
de viruléncia e formacéo de biofilme. A regulagdo desse sistema € mediada pelo
acumulo de uma classe ou mais de moléculas sinalizadoras produzidas pela
célula e excretadas para o meio externo. A quebra desse sistema de
comunicagdo € denominada sistema quorum quenching. Neste trabalho,
pesquisou-se a ocorréncia dos sistemas quorum sensing e quorum quenching em
duas bactérias patogénicas de grande interesse na industria de alimentos,
Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) e Bacillus cereus e a possivel
influéncia das moléculas sinalizadoras na sensibilidade destas bactérias a
antimicrobianos. Os testes de atividades biolégicas das culturas, dos extratos e
das fracbes destes, realizados com biossensores revelaram-se positivos para a
producao de acil homoserinas lactonas (acil-HSL) pela cepa de E. sakazakii
(Cronobacter spp.), enquanto que, para B. cereus os resultados foram negativos.
Nos ensaios com cultivo misto de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus
observou-se a redugdo e/ou a nao deteccdo das homoserinas lactonas
produzidas por E. sakazakii (Cronobacter spp.), resultado este provavelmente
associado ao fendmeno quorum quenching. A pesquisa revelou ainda a provavel
presenca de moléculas sinalizadoras Al-2 e Al-3 e foi confirmada a presenca de
moléculas sinalizadoras Al-1, cuja caracterizagdo por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) revelou a capacidade da cepa de
E. sakazakii (Cronobacter spp.) em produzir os compostos N-heptanoil-HSL, N-
dodecanoil-HSL e N-tetradecanoil-HSL, ainda nao reportados na literatura.
Palavras chaves: Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.), Bacillus cereus, acil

homoserina lactona, quorum sensing, quorum quenching.
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Summary

Cell to cell communication or quorum sensing is a signaling mechanism that
can modulate some cell functions, including sporulation, bacteriocin production,
virulence factors and biofilm formation. Regulation of this system is mediated by
the accumulation of one or more classes of signaling molecules produced by the
cell and excreted into the external medium. Disruption of this communication
system, known as quorum quenching, occurs due to the degradation of the
signaling molecules. The objective of the present study was to research the
occurrence of quorum sensing and quorum quenching systems in two pathogenic
bacteria of great interest to the food industry, E. sakazakii (Cronobacter spp.) and
B. cereus, as well as verifying the possible influence of signaling molecules in the
sensibility of the bacteria under study to anti-microbials. The tests for the biological
activities of the cultures and of the extracts and fractions obtained from them were
carried out using biosensors, and were shown to be positive for the production of
homoserine lactones by the strain of E. sakazakii (Cronobacter spp.), whereas the
results were negative for the strain of B. cereus. An interesting fact was observed
in the mixed cultivation of E. sakazakii (Cronobacter spp.) and B. cereus, where a
reduction and/or non-detection of the homoserine lactones produced by the E.
sakazakii (Cronobacter spp.) was observed, a result which could be associated
with the phenomenon of quorum quenching. The study also showed the possible
presence of the signaling molecules Al-2 and Al-3 and confirmed the presence of
Al-1 signaling molecules which chemical characterization by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS) showed the ability of the strain of E.
sakazakii (Cronobacter spp.) to produce three compounds, N-heptanoyl-HSL, N-
dodecanoyl-HSL and N-tetradecanoyl-HSL, a fact not previously reported in the

literature.

Keywords: E. sakazakii (Cronobacter spp.), Bacillus cereus, acyl homoserine

lactone, quorum sensing, quorum quenching.
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1. INTRODUGAO

Quorum sensing € um mecanismo de sinalizagdo célula-célula que pode
modular algumas fung¢des celulares, incluindo a produc¢do de bacteriocina, fatores
de viruléncia e formacéo de biofilme. A regulagdo desse sistema € mediada pelo
acumulo de uma ou mais classes de moléculas sinalizadoras, denominadas
autoindutores (Al), produzidas pela célula bacteriana e excretadas para o meio
externo. Quando se atinge uma concentrag&o critica elas sdo detectadas pelas
bactérias que respondem a este sinal, alterando a expressado de determinados
genes (WATERS; BASSLER, 2005; READING; SPERANDIO, 2006).

Alguns sistemas de quorum sensing utilizados por bactérias ja foram
descritos: (1) sistema tipo LuxR/l, sendo este utilizado por bactérias Gram-
negativas, na qual as moléculas sinalizadoras sao as acil homoserinas lactonas-
acil-HSL (Al-1); (2) a sinalizacdo por peptideos, utilizada por bactérias Gram-
positivas; (3) a sinalizacdo tipo LuxS/Al2, utilizada tanto por bactérias Gram-
positivas quanto Gram negativas, para comunicagao interespécie; e (4) sistema
de comunicacao Al-3/epinefrina/ndo-epinefrina (READING; SPERANDIO, 2006).

Existem diversas formas de se estudar o sistema quorum sensing e uma
delas envolve a avaliacdo da presenca das acil-HSLs (Al-1), por exemplo,
utilizando como biossensores bactérias sensiveis a presenca destas moléculas
sinalizadoras (STEINDLER; VENTUR, 2007).

Dentre as bactérias utilizadas como biossensores cita-se a Agrobacterium
tumefaciens NTL4 (pZLR4), mutante incapaz de produzir acil-HSLs, no entanto,
pode detectar a presenca destes metabdlitos presentes em cultivos, extratos e
produtos sintéticos, uma vez que o sistema de deteccdo foi inserido pelo
plasmideo pZLR4, que contém o gene fraR e uma fusao traG::lacZ. Assim, acil-
HSLs exdgenas ligam-se a proteina receptora TraR e o complexo formado regula
a expressdao do gene lacZ, responsavel pela sintese de uma enzima [-
galactosidase, capaz de degradar o reagente 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosideo (X-Gal), gerando um derivado de indigo de coloragdo azul
(POMINI et al., 2005).
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Outro biossensor utilizado é o Chromobacterium violaceum CV026,
mutante deficiente na produgdo de acil-HSLs e violaceina, um pigmento cuja
producao é regulada por quorum sensing. A presencga de acil-HSL exdgena ativa
a produgéo de violaceina tornando o meio roxo (STEINDLER; VENTUR, 2007).

A pesquisa de genes relacionados ao sistema quorum sensing e a
confirmacado por testes de auto-inducido utilizando bactérias biossensoras,
também sao utilizados, como por exemplo na identificagdo das moléculas
sinalizadoras Al-2. Neste caso pesquisa-se 0 gene [uxS, necessario para
producdo de Al-2, e confirma-se com ensaio utilizando-se o mutante Vibrio
harveyi BB170.

A ocorréncia do sistema quorum sensing em bactérias deterioradoras e
patogénicas diretamente nos alimentos tem sido demonstrada em diversas
pesquisas (SMITH, FRATAMICO, NOVAC; 2004; CHRISTENSEN et al., 2003;
FLOGAARD et al., 2003 ; GRAM et al., 2002, GRAM et al., 1999).

A quebra desse sistema de comunicagao € denominada sistema quorum
quenching. Portanto, considerando os inumeros processos regulados por quorum
sensing, a inativagdo desta comunicagdo seria de grande interesse na area
médica, alimentar e ambiental (ULRICH, 2004; MARTINEZ et al., 2007).

Neste trabalho, duas bactérias de grande importancia na industria de
alimentos - Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) e Bacillus cereus,

principalmente do setor de produtos lacteos, foram objetos de estudo.

Enterobacter sakazakii € uma bactéria patogénica pertencente a familia
Enterobacteriaceae, Gram negativa, ndo formadora de esporos, formadora de
capsulas de material polissacarideo, que tem sido associada a diversos surtos e
casos de meningites principalmente em neonatos (IVERSEN; FORSYTHE, 2003;
GURTLER; KORNACKI; BEUCHAT, 2005). A sua classificacdo taxonémica foi
alterada com a criagdo do género Cronobacter (IVERSEN et al. 2008). O Codex
Alimentarius adotou a nomenclatura Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.)
em seus textos, em substituichio a denominagcdo Enterobacter sakazakii

(FAO/WHO, 2008). No presente trabalho, esta denominacéo também foi adotada.
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E. sakazakii (Cronobacter spp.) tém sido isoladas de inumeras fontes
alimentares, ambientais e clinicas, porém formula infantil tem sido o principal
veiculo de transmissao (IVERSEN; FORSYTHE, 2003).

Bacillus cereus € uma bactéria Gram-positiva, amplamente distribuida na
natureza, movel e pode causar dois tipos de doencas de origem alimentar, a
sindrome emética e diarréica. Esta bactéria sobrevive a varias condicdes
ambientais, devido a sua condigdo de formar endosporos resistentes ao calor,
desidratac&do e outros agentes fisicos sendo por esta razdo um grande problema
na industria de alimentos (BENNETT; BELAY, 2001; SCHOENI; WONG, 2005).

O objetivo deste trabalho, devido a importancia para a seguranga dos
alimentos, foi avaliar a possivel ocorréncia dos sistemas quorum sensing e
quorum quenching em bactérias patogénicas - Enterobacter sakazakii

(Cronobacter spp.) e Bacillus cereus.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Cepas bacterianas

e Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.), isolada de mamadeira de
bercario da regido da Grande SP, ribotipo DUP 18623, cedido pelo
Laboratério de Microbiologia — FCF/USP- Sao Paulo.

e Bacillus cereus ATCC 14597 cepa da colecao de culturas do Laboratério
de Higiene e Legislagdo- FEA-UNICAMP.

e Agrobacterium tumefaciens NTL4(pZL R4) cepa mutante biossensora de
HSL (POMINI et al., 2005) Cepa mantida e repicada em todos os

experimentos em caldo Luria Bertani suplementado com gentamicina (50

ng/mL)

e Chromobacterium violaceum CV026 cepa mutante de Chromobacterium
violaceum ATCC 31532, biossensora de HSL (McCLEAN et al.,1997).
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Cepa mantida e repicada em todos os experimentos em caldo Luria Bertani

suplementado com kanamicina (50 pg/mL)
o TEVS232- cepa mutante contendo fusdo LEE1:lacZ utilizada nos ensaios

de [-galactosidase (SPERANDIO et al., 1999).

2.2. Pesquisa do auto indutor Al-1, acil homoserinas lactonas (acil-HSL) em
E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus

2.2.1. Bioensaio com A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) e Chromobacterium
violaceum CV026 utilizando cultivos de E. sakazakii (Cronobacter spp.),
B. cereus e cultivo misto

Os testes realizados com A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) foram adaptados de
Pomini et al. (2005).

Inéculos de E. sakazakii (Cronobacter spp.), B. cereus e cultura mista destes
dois microrganismos foram preparados em tubos de ensaio contendo 2 mL de
caldo Luria Bertani (LB), os quais, posteriormente, foram incubados a 35°C por 24
horas. Apds esse periodo realizaram-se 0s seguintes experimentos em tubos de
ensaio contendo 2 mL de caldo LB:

e tubo 1 (controle negativo): 20 uL A. tumefaciens NTL4(pZLR4), 20 pyL de 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo  (X-Gal) (50 mg/mL em
dimetilformamida, DMF);

e tubo 2 (controle positivo): 20 yL A. tumefaciens NTL4(pZLR4), 20 uL de X-Gal,
20uL de C12-HSL sintética 2 mg mL™ (sintetizada pelo laboratério de Quimica
Organica, Instituto de Quimica, UNICAMP);

e tubo 3 (E. sakazakii (Cronobacter spp.): 20 uL A. tumefaciens NTL4(pZLR4);
20 uL de X-Gal e 20 yL E. sakazakii (Cronobacter spp.);

e tubo 4 (B. cereus): 20 uL A. tumefaciens NTL4(pZLR4), 20 pyL de X-Gal e 20
WL B. cereus ATCC 14597;

e tubo 5 (cultivo misto): 20 pL A. tumefaciens NTL4(pZLR4), 20 yL de X-Gal e
20 uL B. cereus ATCC 14597 e E. sakazakii (Cronobacter spp.)
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Em seguida, os tubos foram mantidos sob incubag¢do a 30°C, e apds 24 horas

avaliaram-se visualmente as mudancas de coloracéo.

A cepa monitora C. violaceum CV026 foi cultivada em caldo LB acrescido de
kanamicina (50 pg/mL) a 25 °C por 24 horas. Em tubos contendo 2 mL de caldo
LB e 20 pL da cepa C. violaceum CV026 foram adicionados 20 uL dos
microrganismos E. sakazakii (Cronobacter spp.), B. cereus, cultivo misto bem
como seus extratos. Os tubos foram incubados a 25 °C por 24 horas. Como
controle positivo foi utilizado o composto C7-HSL (2 mg/mL), previamente
sintetizado pelo laboratério de Quimica Organica, Instituto de Quimica, UNICAMP.
O desenvolvimento da coloragao violeta indicou resultado positivo para presenca
de acil-HSLs.

Os mesmos experimentos descritos acima, também foram realizados
substituindo-se o meio LB pelo mesmo volume (2 mL) de férmula infantil (FI) para
lactentes de 0 a 6 meses adquirida no comércio (marca A/ ANEXO 1),
reconstituida segundo instru¢ées do fabricante e esterilizada a 121°C por 15
minutos (OH; CHEN; KANG, 2007). Todos os experimentos foram realizados em

duplicata. A formula infantil foi utilizada apenas neste teste.

2.2.2. Bioensaio com extratos de cultivos de E. sakazakii (Cronobacter spp.),
B. cereus e cultivo misto com A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) e
Chromobacterium violaceum CV026

Os testes foram adaptados de Pomini, Meirelles e Marsaioli (2007).
E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus ATCC 14597 foram inoculados em
tubos contendo 10 mL de caldo LB e mantidos em incubacdo a 35°C por 24
horas. Em seguida, os cultivos - (1) E. sakazakii (Cronobacter spp.), (2) B. cereus
e (3) os dois microrganismos em cultivo misto - foram transferidos,
separadamente, para erlenmeyers (2 L) contendo 1L de caldo LB e incubados sob
agitacao de 100 rpm, a 35°C/24h. Realizou-se a centrifugagcdo dos meios a
3.900xg por 20 minutos a 5°C. Efetuou-se a extracdo do sobrenadante com

acetato de etila previamente destilado (3 x 500 mL), a secagem com sulfato de
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magneésio anidro, a filtragdo com algodéo tratado e a evaporagéo do solvente sob
pressao reduzida. O controle (branco) foi obtido a partir de 1L de caldo LB estéril
e extraido com acetato de etila conforme descrito acima. Os extratos obtidos dos
cultivos dos microrganismos e do cultivo misto foram solubilizados em etanol na
concentragcdo de 2 mg/mL e entdo utilizados nos testes com a cepa A.
tumefaciens NTL4(pZLR4) para avaliar a expressdo da enzima [3-galactosidase, e

Chromobacterium violaceum CV026, conforme descrito no item 2.2.1.

2.2.3. Deteccao de acil-homoserina lactonas por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Os experimentos realizados foram adaptados de Pomini et al. (2005) e
Pomini, Meirelles e Marsaioli (2007). A partir dos ensaios com resultados positivos
da presencga de acil-HSLs, nos itens 2.2.1, 2.2.2 e 2.2.3, partiu-se para a detecg¢ao
das acil-HSL por CG-EM. O procedimento de cultivo e extracdo com acetato de
etila, apresentado no item 2.2.2, foi repetido oito vezes, obtendo-se 700,2 mg de
extratos de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e 713,2 mg do extrato de cultivo

misto.

Esses extratos foram purificados por cromatografia flash em coluna de silica
gel (coluna com 2 cm de didmetro; 15 g de silica 0,035-0,070 mm de
granulometria), utilizando hexano, acetato de etila e metanol, em ordem crescente
de polaridade. Foram obtidas 81 fragées do extrato de E. sakazakii (Cronobacter
spp.) e 56 do extrato do cultivo misto. O fracionamento foi bioguiado, realizando-
se o bioensaio com A.tumefaciens e C. violaceum CV026, além do
acompanhamento por cromatografia em camada delgada (CCD). As analises por
CCD foram feitas em placas de silica gel 60 Fys54 (Merck) suportadas sobre
aluminio, utilizando-se revelagao quimica com a solugao de p-anisaldeido (5%), e

subsequente aquecimento das placas até aparecimento de manchas coloridas.

As fragbes que apresentaram diferentes tempos de retencédo (RFs) na CCD
foram analisadas por CG-EM. As analises por CG-EM foram realizadas em

cromatografo a gas Agilent 6890, acoplado a um detector de massas Hewlett-
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Packard 5973 operando por impacto de elétrons a 70 eV. O cromatdgrafo operou
com coluna capilar de silica fundida (HPS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym), usando
hélio como gas de arraste (1 mL/min), com injetor a 250 °C e interface a 280 °C.
As amostras foram injetadas no modo split (1uL) em acetato de etila (1 mg/mL).
Utilizou-se temperatura programada iniciando com 100°C e incremento de
10°C/min até 290°C, mantendo-se nesta temperatura por 10 min. Foi realizada
deteccao por varredura de ions com intervalo de massas entre m/z 40-450. Foram
monitorados nos espectros de massas os sinais com padrbes de fragmentagao
caracteristicos das acil-HSLs, como m/z 143, 128, 102, 101, 100 e 85.

Para verificar se os metabdlitos identificados eram provenientes do
metabolismo bacteriano e ndo do proprio meio de cultivo, foi realizada analise do
meio de cultivo LB empregando-se a mesma metodologia descrita acima com

varredura dos ions caracteristicos das acil-HSLs.

2.2.4. Confirmacao das estruturas das acil-homoserinas lactonas

Os produtos (£)-N-heptanoil-HSL, (S)-N-heptanoil-HSL, (+)-N-dodecanoil-
HSL, (S)-N-dodecanoil-HSL, (+)-N-tetradecanoil-HSL e (S)-N-tetradecanoil-HSL
foram sintetizados pelo laboratorio de Quimica Organica, Instituto de Quimica,
UNICAMP. Todos os produtos sintéticos foram caracterizados por CG-EM e RMN
de 'He *C.

Esses produtos sintéticos foram utilizados para confirmagao das estruturas
das acil-HSL encontradas nas fragdes (item 2.2.4), através de co-injecéo e
comparagao dos espectros de massas obtidos por CG-EM, utilizando as

condigdes cromatograficas descritos no item 2.2.4.
2.2.5. Degradacao de acil homoserinas sintéticas por Bacillus cereus

A cepa monitora C. violaceum CV026 foi cultivada em caldo LB acrescido
de kanamicina (50 ug/mL) a 25 °C por 24 horas. A cepa monitora A. tumefaciens

NTL4 (pZLR4) foi cultivada em caldo LB acrescido de gentamicina (50 ug/mL) a
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30 °C por 24 horas. As acil-HSLs foram sintetizadas pelo laboratério de Quimica
Organica, Instituto de Quimica, UNICAMP.
B. cereus ATCC 14597 foi cultivado em 2 mL de caldo LB a 30°C por 24
horas. A este crescimento, adicionou-se:
e tubo 1: 20 uL de C. violaceum CV026 e 20uL de C7-HSL sintética 2
mg/mL. Incubacéao a 25 °C por 24 horas.
e tubo 2: 20 uL de A. tumefaciens NTL4(pZLR4) e 20uL de C12-HSL

sintética 2 mg/mL. Incubacgao a 30 °C por 24 horas.

Como controle positivo: (1) caldo LB acrescido de 20 pyL de C. violaceum
CVO026 e 20uL de C7-HSL sintética 2 mg/ mL, incubacéo a 25 °C por 24 horas. (2)
caldo LB acrescido de A. tumefaciens NTL4(pZLR4) e 20uL de C12-HSL sintética
2 mg/mL , incubagao a 30 °C por 24 horas.

Como controle negativo: (1) caldo LB acrescido de 20 uL de C. violaceum
CV026 e 20 uL de B. cereus com crescimento de 24 horas, incubacgao a 25 °C por
24 horas. (2) caldo LB acrescido de 20 uL de A. tumefaciens NTL4(pZLR4) e 20

WL de B. cereus com crescimento de 24 horas, incubagao a 30 °C por 24 horas.
2.3. Avaliacao da possivel presenca dos autoindutores Al-2 e Al-3
2.3.1. Detecgao do gene luxS

Para a avaliar a presenca do gene luxS em culturas de E. sakazakii
(Cronobacter spp.) e B. cereus foram realizados ensaios com a técnica de PCR:
»K1663 : 5-GTCGACGCCGCTGATACCGAACCG-3’ (SPERANDIO et al.2001)
»K1664:5-GTCGACGCGGTGCGCACTAAGTACAA-3'(SPERANDIOet al.2001)
»5-CCCTTTCACAGGCAGTTTTC-3’ (neste estudo).
»5-GATCATACGATTGTAAAGGCACC-3’ (neste estudo) Os primers foram
confeccionados baseados na sequencia descrita para cepa B. cereus ATCC

14579 depositados no genebank numero de acesso NC_004722.

2.3.1.1. Extragao do DNA

Uma algcada da cultura proveniente do agar Brain Heart Infusion (BHI) foi

inoculado em 10 ml de caldo BHI e incubado a 32 °C durante 18 horas sob
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agitacdo a 200 rpm. Uma aliquota de 250 ul deste caldo foi transferida para um
tubo Eppendorf® e centrifugada a 13000xg/10min. O sobrenadante foi descartado
e ao pellet depositado no fundo do tubo foram adicionados 100 ul de tampao TE
(Tris,EDTA) pH 7, 5 (Invitrogen®). As células bacterianas foram entdo lisadas
através da incubacdo a 100°C por 10 minutos e o DNA foi separado por
centrifugacédo a 13.000xg por 3 minutos. O sobrenadante com o DNA bacteriano

foi estocado a -20°C.

2.3.1.2. Reagao em cadeia da Polimerase (SIRCILI, 2004)

A amplificacdo do DNA de E. sakazakii (Cronobacter spp.), B. cereus
ATCC 14597 foi realizada em termociclador Mastercycler epgradients 534
(Eppendorf) utilizando-se um ciclo inicial a 94°C/9min; 30 ciclos de desnaturacao
a 94 °C por 30s, anelamento a 60°C por 1min e extensao a 72°C por 1min e 30s e
ciclo final a 72°C/7min. Para cada reacao de amplificacao foi preparado um
volume total de 50 ul contendo 2U Tag-polimerase; tampao (Tris-HCI, ph 8,2 — 20
mM/50 mM KCI); 1,5 mM MgCl; ; 0,2 mM ul de dNTPs; 0,5 uM primers, 1 ul do
DNA extraido e agua Mili-Q esterilizada. Como controle positivo para amplificagédo
do gene luxS utilizou-se a cepa EDL 933, de E.coli sorotipo O157:H7 Protétipo de
EHEC e como controle negativo a cepa E. coli DH5q, cepa conhecidamente nao
produtora de Al-2. Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a
1,5% em solugdo tampao de Tris-borato EDTA (TBE), corados com solugao de
Syber Safe® visualizagao do produto da PCR pela transiluminagado UV. Marcador
de peso molecular foi utilizado em cada gel (1 Kb DNA ladder; Invitrogen). Os

produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%.
2.3.2. Avaliacao da atividade de B-galactosidase (SIRCILI, 2004)

As amostras bacterianas de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus foram
incubadas a 37°C com agitagdo de 250 rpm em caldo LB 0.4M NaCl até atingir
DOegoo de 1.0. O crescimento foi centrifugado a 9800xg por 10 minutos e o
sobrenadante foi filtrado em filtros de celulose com poro de 0.22um (Milipore Co.,

EUA). Ao produto obtido denominou-se meio pré-condicionado.
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A amostra TEVS232 contendo a fusdo LEE1::lacZ foi inoculada nos meios pré
condicionados de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus, incubada a 37°C
com agitacao de 250 rpm até atingir uma DOggp > 0,2. Ap6s atingir DOggo > 0,2, as
amostras foram mantidas em gelo por aproximadamente 20 minutos. Foi realizada
a transferéncia de 100 pl do crescimento para um tubo contendo 900 ul de
tampéao Z (Na;HPO4.7H,0 0,06M/ NaH;PO4.H,0 0,04M/ KCI 0,01M/ MgS0O4.7H,0
0,001M/ B-mercaptoetanol 0,05M, pH 7,0). Para a ruptura das células foi
adicionada uma gota de SDS 10% e duas gotas de cloroformio. Apos a
homogeneizagdo e a ruptura celular (aproximadamente 5 minutos) foram
adicionados 200 pl de uma solugdo de orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo
(ONPG) (4mg/mL), em tampao fosfato 0,1M e feita incubacdo a temperatura
ambiente. A reacdo foi monitorada até o desenvolvimento de coloragao amarela
(aproximadamente 15 minutos) e entdo foi interrompida com a adigao de 500 ul
de solugado de Na,CO3; 1M. Foi realizada entdo a transferéncia da solugao para
tubos de polipropileno e a centrifugagdo a 12.000 rpm por 5 minutos e leitura da

DO4z0. A atividade de B galactosidase foi medida da seguinte maneira:

1000 * DO,

Miller units (Unidade de Miller) =
t*v* DO,

onde t = tempo da reagdo, v = volume inicial da cultura (100 pl). Como
controle positivo foi utilizada a cepa E2348 prototipo de EPEC tipica sorotipo 126
H7 e controle negativo o meio de cultura LB. Os meios pré-condicionados foram
submetidos, previamente, ao teste com ONPG para verificar a auséncia de [3-
galactosidase, cuja presenga resultaria em resultado falso positivo. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata.
23.3. Efeito de acil-homoserinas lactonas sobre E. sakazakii

(Cronobacter spp.) e B. cereus submetidos ao teste de sensibilidade a
antimicrobianos

As cepas de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus foram cultivadas

em caldo LB a 35°C por 24 horas, com e sem a adicdo de acil-HSL e foram
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avaliadas quanto a sensibilidade a antimicrobianos pelo método de disco-difusado
padronizado.

Em todos os ensaios foram utilizadas duas concentragbes (10 umol/L e
50 pmol/L) dos compostos sintéticos C7-HSL, C12-HSL e C14-HSL (item 2.2.5).

A execucdo deste teste seguiu os procedimentos preconizados nos
critérios do “Clinical and Laboratory Standards Institute” CLSI (CLSI, 2003).

As placas com agar Muller Hinton foram incubadas a 35°C/18-24h e os
diametros da zona de inibicado foram medidos. As culturas foram classificadas em
resistente, sensivel ou intermediaria.

Os antibidticos utilizados foram selecionados como os de uso para cepas
Gram-positivas e Gram-negativas, assim como alguns aprovados para o
tratamento de infecgcbes bacterianas em animais e que poderiam estar presentes
em alimentos derivados destes: Amicacina (AMI 30ug),
Amoxicilina+Ac.clavulénico (AMC 10ug), Ampicilina (AMP 10ug), Aztreonam (ATM
30ug), Cefalotina (CFL 30ug), Cefepime (COM 30ug), Cefotaxima (CTX 30ug),
Cefoxitina (CFO 30ug), Ceftazidima (CAZ 30ug), Ceftriaxona (CRO 30ug),
Ciprofloxacima (CIP 5ug), Cloranfenicol (CLO 30ug), Eritromicina (ERI 15ug),
Gentamicina (GEN 10ug), Imipenem (IMP 10upg), Neomicina (NEO 30ug),
Norfloxacina (NOR 10ug), Tetraciclina (TET 30ug), Tombramicina (TOB 10ug) e
Vancomicina (VAN 30ug). Os discos de antibiéticos utilizados foram da marca
Sensifar-CEFAR®. Conforme especificado na metodologia, como controle do
teste utilizamos a cepa padrao Staphylococcus aureus ATCC 25923. A leitura dos
resultados - medida dos halos de inibicao- foi realizada apdés 12-18 horas de
incubacao.

Os resultados obtidos foram analisados comparando os experimentos com
e sem as diferentes concentracdes de aci-HSLs. Foram realizados trés repeticdes

independentes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Pesquisa do auto-indutor Al-1, acil homoserinas lactonas (acil-HSL) em
E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus

3.1.1. Bioensaios com cultivos de E. sakazakii (Cronobacter spp.), B. cereus
e cultivo misto e os biossensores A. tumefaciens NTL4(pZLR4) e
C. violaceum CV026

A produgédo de acil-HSLs em cultivos de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B.
cereus foi avaliada utilizando os biossensores A. tumefaciens NTL4(pZLR4) e C.
violaceum CV026.

Nestes testes observou-se que os cultivos de E. sakazakii (Cronobacter spp.)
tanto isoladamente como em cultivo misto apresentaram atividade positiva frente
ao biossensor A. tumefaciens NTL4(pZLR4), quer em meio LB quanto em FlI
reconstituida; e, ndo apresentou atividade frente ao biossensor C. violaceum

CV026 para ambos os meios.

Por sua vez, em todos os ensaios com B. cereus e para os dois biossensores
testados, os resultados foram negativos, fato explicado pela caracteristica Gram-
positiva do microrganismo. Embora tenha sido evidenciada a auséncia da
producao de acil-HSLs pela cepa de B. cereus, a comunicagao célula a célula

poderia se reportar a outras classes de metabdlitos indutores (Figura 1).

Neste trabalho, tivemos uma preocupacdo particular quanto a néo
producao de resultados falso positivos, pois algumas bactérias podem produzir
enzimas [-galactosidase constitutivamente, que degradariam o reagente X-Gal
mesmo na auséncia do biossensor, resultando na coloragdo azul esverdeada
caracteristica. Assim, a partir do conhecimento de que E. sakazakii (Cronobacter
spp.) seria produtora desta enzima - fato este confirmado pela realizagdo do teste
bioquimico ONPG (o-nitrofenil-BR-D-galactopiranosideo) — foram realizados
ensaios bioldgicos com os extratos acetato de etila obtidos a partir dos cultivos

das bactérias em meio LB.
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3.1.2. Bioensaios com extratos de cultivos de E. sakazakii (Cronobacter
spp.), B.cereus e cultivo misto e os biossensores A. tumefaciens
NTL4(pZLR4) e C. violaceum CV026

A presenca de acil-HSLs nos extratos de E. sakazakii (Cronobacter spp.),
B. cereus e cultivo misto destas duas bactérias foi avaliada utilizando os
biossensores A. tumefaciens NTL4(pZLR4) e C. violaceum CV026 (Figura 2).

Os resultados dos testes com o extrato de E. sakazakii (Cronobacter spp.)
evidenciaram atividade positiva frente aos biossensores A. tumefaciens
NTL4(pZLR4) e C. violaceum CV026. No entanto, para o extrato de B. cereus nao
foi evidenciada atividade frente aos dois biossensores.

Apesar de, os bioensaios do cultivo misto terem apresentado resultados
positivos com A. tumefaciens e negativos com C. violaceum, nos bioensaios
utilizando os extratos dos cultivo misto (item 2.2.2) os resultados foram negativos
para os dois biossensores.

A partir dessa constatacdo contraditoria, partiu-se para um estudo mais
aprofundado, a fim de identificar as acil-HSL produzidas pela cepa E. sakazakii
(Cronobacter spp.) e buscar uma explicagdo para a nao detecgdo destas
moléculas pelos biossensores no extrato do cultivo misto, ou seja, a possivel
interacdo inter-espécies, e talvez a existéncia do mecanismo quorum quenching.

E interessante destacar o fato do extrato de E. sakazakii (Cronobacter spp.)
ter apresentado atividade positiva frente ao biossensor C. violaceum CV026, e ,
no entanto, o teste com o cultivo das células (item 3.1.1) ter apresentado atividade
negativa. Segundo Steindler e Venturi (2007), algumas bactérias podem produzir
homoserinas com estruturas que nao sao detectaveis pelos biossensores, além
da possibilidade de produzirem homoserinas lactonas em baixa concentracéo,
abaixo do limite de sensibilidade dos biossensores. Estes fatores talvez
justifiquem os resultados com o biossensor C. violaceum CV026 nos cultivos das
células de E. sakazakii (Cronobacter spp.), além de demonstrar a importancia da

utilizagéo de pelo menos dois biossensores nos experimentos.
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Figura 1. Atividade biolégica com o biossensor A. tumefaciens NTL4(pZLR4). A. E.
sakazakii (Cronobacter spp.); B. B. cereus ATCC 14597; C. Controle negativo. Ensaios
realizados em duplicata.

Figura 2. Atividade biolégica com o biossensor A. tumefaciens NTL4(pZLR4). A. (S)-
dodecanoil-HSL (controle positivo); B. Controle negativo; C. Extrato acetato de etila de
Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.), indicando presenca de acil-HSL. Ensaios
realizados em duplicata.

3.1.3. Deteccdao e caracterizacao de acil-homoserina lactonas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Os extratos obtidos (item 2.2.4) do meio de cultivo de E. sakazakii
(Cronobacter spp.) e cultivo misto foram submetidos a fracionamentos sendo
estes totalmente acompanhados por CCD. Foram obtidas 81 fragdes (F) do
extrato de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e 56 do extrato do cultivo misto. As
fragdes foram testadas frente aos biossensores A. tumefaciens NTL4(pZLR4) e C.

violaceum CV026 (Figuras 3 e 4).

Todas as fragdes bioativas (atividade positiva frente ao biossensor) foram

analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, onde
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foram monitorados os sinais com padrbes de fragmentagdo caracteristicos das
acil-HSLs, como m/z 185, 143, 128, 102, 101, 100 e 85.

Nas analises das fragbes de E. sakazakii (Cronobacter spp.) observamos 0s
sinais caracteristicos de (1) N-heptanoil-HSL (M™ m/z 213) nas fragdes F56-F61
(Figura 5), (2) N-dodecanoil-HSL (M m/z 283), nas fracbes F63-F64 (Figura 6) e
(3) N-tetradecanoil-HSL (M™ m/z 311), nas fragdes F52-F56 (Figura 7).

A confirmacdo da estrutura das acil-HSLs foi realizada por co-inje¢gao dos
produtos naturais e sintéticos em CG-EM (Figuras A1, A2 e A3).

Na literatura encontramos apenas um trabalho, Lehner et al. (2005), que apds
o bioensaio caracterizou as acil-HSL (3-0x0-C6-HSL e 3-oxo0-C8-HSL) produzidas
por E. sakazakii utilizando a técnica de CCD, indicando a ocorréncia do sistema

quorum sensing nesta espécie bacteriana.

Figura 3. Atividade bioldgica com o biossensor A. fumefaciens NTL4(pZLR4) nas fragdes
do extrato de Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.). A. Controle positivo(S)-
dodecanoil-HSL; B. Controle negativo; C, D, E, F e G. fragdes positivas ao bioensaio (F60
a 64); F, G e H. fragbes negativas ao bioensaio (F65 a 68).

Figura 4. Atividade biolégica com o biossensor Chromobacterium violaceum CV026 nas
fracoes do extrato de Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.). A. Controle negativo.; B.
Controle positivo (S)-heptanoil-HSL ; C, D e E. fragcbes negativas ao bioensaio (F53,54 e
55); F, G e H. fragbes positivas ao bioensaio (F56, 57 e 58).
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Figura 5. A. Cromatograma de ions totais (CG-EM, IE, 70 eV) da fracdo F59 do extrato
acetato de etila do cultivo de Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.). B. Espectro de
massas de N-heptanoil-HSL (1).
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Figura 6. A. Cromatograma de ions totais (CG-EM, IE, 70 eV) da fragdo F63 do extrato
acetato de etila do cultivo de Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.). B. Espectro de
massas de N-dodecanoil-HSL (2).
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Figura 7. A. Cromatograma de ions totais (CG-EM, IE, 70 eV) da fracdo F55 do extrato
acetato de etila do cultivo de Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) B. Espectro de
massas de N-tetradecanoil-HSL (3).

O extrato obtido do cultivo misto de E. sakazakii (Cronobacter spp.) € B.
cereus também foi submetido ao fracionamento sendo esse totalmente
acompanhado por CCD e bioguiado utilizando os biossensores A. tumefaciens
NTL4(pZLR4) e C. violaceum CV026.

De um total de 56 fragdes do extrato do cultivo misto, somente a fracdo M42
mostrou-se ativa, e apenas frente ao biossensor A. tumefaciens NTL4(pZLR4)
(Figura 8). Apos analise desta fragdo por CG-EM observou-se a ocorréncia de
tragco de N-dodecanoil-HSL, a qual também foi monitorada utilizando o modo SIM

de deteccéao (Figura 9).

Esta quantidade trago muito provavelmente ndo ativa o biossensor. A
provavel explicagao para o resultado positivo no bioensaio das células do cultivo
misto (item 3.1.1) seria a agdo da B-galactosidase, produzida constituitivamente

por E. sakazakii (Cronobacter spp.), que teria degradado o X-GAL.

Relatos da literatura indicam que algumas espécies de Bacillus produzem N-

acil-homoserina lactonase, uma enzima capaz de degradar acil-HSLs em um
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processo denominado quorum quenching elou também possuem o gene aiiA,
codificador desta enzima (ZHOU et al., 2006; DONG et al., 2002). A cepa de B.
cereus ATCC 14579, utilizada neste trabalho é citada na literatura como detentora
do gene aiiA que codifica N-acil homoserina lactonase (ZHOU et al., 2006), além
de ter a seqUéncia do gene (3409487 a 3410239) no genoma desta cepa
depositada no GENBANK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/). Dessa forma, as
moléculas de acil-HSLs produzidas por E. sakazakii (Cronobacter spp.) muito

provavelmente sofreriam um processo de degradagao provocado por tal enzima.

Figura 8. Atividade biolégica do extrato de cultivo misto de E. sakazakii
(Cronobacter spp.) e B. cereus com o biossensor A. tumefaciens NTL4(pZLR4). A. (S)-
dodecanoil-HSL (controle positivo); B. Controle negativo; C. Fracdo F42. Os demais
tubos sdo algumas das fragbes do extrato do cultivo misto, apresentando resultado
negativo ao bioensaio. Ensaios realizados em duplicata.
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Figura 9. Cromatograma de ions totais (CG-EM, IE, 70 eV) da fracdo M42 do extrato
acetato de etila do cultivo misto de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus,
evidenciando o pico da N-dodecanoil-HSL.
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3.1.4. Degradacao de acil homoserinas sintéticas por Bacillus cereus

A confirmagao da inativacdo das acil homoserinas lactonas por B. cereus,
pode ser verificada através da adicdo prévia de acil-HSLs sintéticas a cultivos de
B. cereus, antes da inoculagdo com os biossensores A. tumefaciens e
C. violaceum. Em todos os ensaios, verificou-se reagdo negativa aos dois
biossensores, reforcando a hipotese da possivel degradagcdo das acil-
homoserinas lactonas por produtos do metabolismo de B. cereus (Figuras 10 e
11).

Esse resultado € mais um indicio de que B. cereus, participa do processo
quorum quenching. Porém, ressaltamos que trabalhos futuros devem ser
realizados para deteccdo do gene codificador da enzima N-acil lactonase, a
expressao da mesma, além das consequéncias da degradacéo das acil-HSLs em
bactérias. Ulrich (2004), demonstrou que a expressao da aiiA lactonase de B.
anthracis em B. thailandensis, eliminou completamente as moléculas
sinalizadoras C8-HSL e C10-HSL, e reduziu os niveis de C6-HSL, causando, por
exemplo, o aumento do tempo de geragao celular. Em contrapartida, a expressao
da aiiA lactonase de B. cereus A24, em B. thailandensis, reduziu as
concentracbes de C6-HSL, C8-HSL e C10-HSL a niveis nao detectaveis,

causando alteragao na motilidade, entre outras.

Figura 10. Atividade biolégica com o biossensor C. violaceum CV026. A. Controle
positivo N-heptanoil-HSL com o biossensor; B. B. cereus com (S)-N-heptanoil-HSL,
indicando a n&o deteccao da acil-HSL pelo biossensor.
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Figura 11. Atividade biolégica com o biossensor A. tumefaciens NTL4(pZLR4):
A. B. cereus com (S)-dodecanoil-HSL, indicando a nao detecg¢ao da acil-HSL pelo
biossensor; B. Controle positivo (S)-dodecanoil-HSL com o biossensor.

3.2. Avaliagdo da possivel presenca dos auto-indutores Al-2 e Al-3 em E.
sakazakii (Cronobacter spp.) e Bacillus cereus

3.2.1 Ocorréncia do gene luxS, indicativo da presenca do auto-indutor Al-2

A presengca do gene /uxS foi detectada na cepa de E. sakazakii

(Cronobacter spp.) e B. cereus (Figura 12).

A presencga do gene /uxS é um forte indicativo da produgéo do auto-indutor
Al-2, pois em todas as pesquisas conhecidas, a producdo de Al-2 foi
correlacionada a presenga do gene luxS, cuja inativagao causaria o mesmo efeito
sobre a produgéao de Al-2 (SCHAUDER et al., 2001; XAVIER; BASSLER, 2003).

Porém a confirmagdo da presenca de Al-2 apenas poderia ser obtida
através da realizacdo de outros ensaios como o da auto-indugdo, com a cepa
mutante biossensora Vibrio harveyi BB170, onde a bioluminescéncia produzida
pelo mutante seria uma resposta positiva a presenga de moléculas de Al-2
(SURETTE; BASSLER, 1998; SURETTE; BASSLER, 1999).

Os ensaios de auto-indugcdo ndo foram possiveis no presente trabalho,
porém fica registrada a sua importancia e a sugestao da sua utilizagdo em futuros

trabalhos.
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Figura 12. Gel de eletroforese do produto da PCR do gene luxS em E. sakazakii
(Cronobacter spp.). 1. Controle negativo; 2. Marcador de peso molecular 1Kb.
3. Controle positivo. 4. Cepa E. sakazakii (Cronobacter spp.).

3.2.2. Pesquisa de auto- indutor Al-3 pela atividade de B-galactosidase

A presenga de molécula sinalizadora de quorum sensing Al-3, foi
investigada utilizando-se o ensaio de avaliagdo da atividade da (-galactosidase
em meios pré condicionados com a utilizagao da cepa TEVS232 que é uma E. coli
K12, que contém a fusao LEE1::lacZ. Os valores elevados de Unidades de Muller
mostram que os meios pré-condicionados possuem quantidades suficientes de
moléculas de autoindutor para ativacdo da transcricio do promotor LEE1
dependente do Al-3, sugerindo a sua produgao.

Nestes ensaios, observamos que o0s meios pré condicionados foram
capazes de induzir a alta atividade da enzima, indicando a presenga de Al-3, nas

cepas E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus conforme Figura 13.
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A atividade do autoindutor Al-3 ja foi observada em sobrenadantes de
cepas de E. coli sorogrupos 026:H11 e O111 ac:H9, Shigella sp , Salmonella,
E.coli comensal, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter cloacae (READING;
SPERANDIO, 2006; WALTERS, 2006)

O autoindutor Al-3, além de estar envolvido na sinalizacao inter-espécies,
desempenha papel na comunicagao inter-reino pelos sinais com os hormdnios
eucarioticos epinefrina e norepinefrina, ambos presentes no trato gastrointestinal
(READING; SPERANDIO, 2006).
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Figura 13. Atividade de f-galactosidase da amostra TEVS232 crescida em meios
pré condicionados com amostras de Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) e
Bacillus cereus.
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3.2.3. Efeito de autoindutores (acil-HSL) sobre Enterobacter sakazakii
(Cronobacter spp.) e Bacillus cereus submetidos ao teste de sensibilidade a
antimicrobianos

Devido a sua importancia clinica, foram realizados ensaios para verificar a
possivel influéncia das moléculas sinalizadoras na sensibilidade de cepas de

E. sakazakii (Cronobacter spp.) € B. cereus a agentes antimicrobianos.

Os testes de sensibilidade a antimicrobianos indicaram que a cepa de
E. sakazakii (Cronobacter spp.) utilizada neste trabalho foi sensivel aos
antimicrobianos: Amicacina (30ug), Amoxicilina+Ac.clavulonico (10ug), Ampicilina
(10upg), Aztreonam (30ug), Cefalotina (30ug), Cefepime (30ug), Cefotaxima
(30ug), Cefoxitina (30ug), Ceftazidima (30ug), Ceftriaxona (30ug), Ciprofloxacima
(5ug), Cloranfenicol (30ug), Gentamicina (10ug), Imipenem (10ug), Neomicina
(30ug), Norfloxacina (10ug), Tetraciclina (30pg), Tombramicina (10ug),
apresentou sensibilidade intermediaria ao antimicrobiano Eritromicina (15 ug) e

resisténcia a Vancomicina (30ug) (Tabela 1).

El-Sharoud et al. (2009) em testes de sensibilidade aos antimicrobianos
demonstraram que os isolados de Cronobacter spp. pesquisados eram

susceptiveis a ampicilina, furazolidona, gentamicina e estreptomicina.

O tratamento de infecgdes por E. sakazakii com gentamicina em conjunto
com ampicilina ou cloranfenicol sempre foi o mais tradicionalmente utilizado
(GURTLER; KORNACKI; BEUCHAT, 2005). Porém, infelizmente o microrganismo
tem desenvolvido resisténcia a estes antimicrobianos. Kim et al. (2008)
demonstraram que inumeras cepas de E. sakazakii isoladas de alimentos foram
resistentes a ampicilina e cefalotina. Neste trabalho a cepa estudada foi sensivel

a estes antimicrobianos.

Em relacdo ao microrganismo B. cereus utilizado neste trabalho, o teste de
sensibilidade a antimicrobianos indicaram que a cepa foi sensivel aos
antimicrobianos: Amicacina (AMI 30ug), Ciprofloxacima (5ug), Cefoxitina (30ug),
Cloranfenicol (30ug), Eritromicina (15ug), Gentamicina (10ug), Imipenem (10ug),
Neomicina (30ug), Norfloxacina (10ug), Tetraciclina (30ug), Tombramicina (10ug)
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e Vancomicina (30ug). Apresentou sensibilidade intermediaria a:, Aztreonam
(30ug), Cefepime (30ug) e Ceftazidima (30ug) e resisténcia aos seguintes
antimicrobianos: Cefalotina (30ug), Cefotaxima (30ug), Ceftriaxona (30ug) e
Amoxicilina+Ac.clavuldnico (10ug) (Tabela 2).

Luna et al. (2007) demonstraram a resisténcia de cepas de B. cereus a
amoxicillina, ampicillina, ceftriaxona, penicillina e oxacillina e susceptibilidade a

eritromicina, e clindamicina, em concordancia com nosso trabalho.

Segundo, CLSI (2003) a Categoria de Interpretacdo ‘Sensivel’ do Teste de
Sensibilidade Antimicrobiana (TSA), implica que a infeccdo causada por este
isolado pode ser tratada apropriadamente com a dosagem de um agente
antimicrobiano recomendado para esse tipo de infeccdo e patodgeno, salvo
quando de outra forma indicado; a Categoria de Interpretagcédo ‘Intermediaria’ do
Teste de Sensibilidade Antimicrobiana implica que uma infec¢ao causada por este
isolado pode ser tratada apropriadamente em locais do corpo, onde as drogas se
concentram fisiologicamente ou quando for possivel a prescricio de uma
dosagem mais alta da droga que a habitual; na Categoria de Interpretacao
‘Resistente’ do Teste de Sensibilidade Antimicrobiana, os isolados considerados
resistentes ndo sao inibidos pelas concentragdes do agente antimicrobiano
normalmente prescrito em tratamentos habituais (freqiéncia e dosagem) e/ou
caem na faixa em que a ocorréncia de mecanismos de resisténcia antimicrobiana
especificos € mais provavel e a eficacia clinica ndo tem sido confiavel em estudos

clinicos.

Os autoindutores sintéticos C7-HSL, C12-HSL e C14-HSL adicionados a
cultura de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus nao exerceram efeito sobre
a sensibilidade aos antimicrobianos, sugerindo que estas moléculas ndo estariam
envolvidas em mecanismos de resisténcia a estes antimicrobianos. Porém
ressalta-se a necessidade da realizagdo de testes complementares mais
aprofundados para confirmar este fato, como por exemplo, a utilizagdo de cepas
mutantes dos microrganismos, com e sem o gene produtor das acil-HSLs para

verificar a diferenga de resposta ao teste de sensibilidade aos antibiogramas.
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Na literatura n&o foram encontrados trabalhos relacionados a influéncia das
acil-HSL sobre a sensibilidade aos antibiogramas. Porém, Ahmed, Petersen e
Scheie (2007) estudaram a associagao entre o sistema de comunicacédo Al-2 e a
susceptibilidade aos antimicrobianos. Os autores verificaram que uma cepa
mutante de Streptococcus anginosus, deficiente na produgdo da molécula
sinalizadora de Al-2 (pela delecdao do gene /uxS) apresentou aumento na
susceptibilidade a eritromicina e ampicilina; indicando que a baixa
susceptibilidade aos antimicrobianos na cepa selvagem pode ser consequéncia
da sinalizagdo mediada pela comunicacao Al-2.

Tabela 1. Influéncia da adicdo de diferentes concentragées de acil homoserinas

lactonas na sensibilidade de Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) a
antimicrobianos.

Antimicrobianos E E E E E E
~ 10 ymol/L 50 pmol/L 10 pmol/L 50 pmol/L 10 ymol/L 50 pmol/L
(concentragdo) E c70ic/” CCIMSL  CI2HMSL  C12-HSL  C14-HMSL  C14-HsL
AMI (30ug) S S S S S S S
AMC (10 pg) S S S S S S S
AMP (10 ug) S S S S S S S
ATM (30 ug) S S S S S S S
CFL(30pg) S S S S S S S
CPM (30 pg) S S S S S S S
CTX(30pg) S S S S S S S
CFO(30pug) S S S S S S S
CAZ (30pug) S S S S S S S
CRO(30pug) S S S S S S S
CIP (5 ug) S S S S S S S
CLO(30pug) S S S S S S S
GEN (10pg) S S S S S S S
IMP (10 ug) S S S S S S S
NEO (30 ug) S S S S S S S
NOR (10 ug) S S S S S S S
TET (30 ug) S S S S S S S
TOB(10pg) S S S S S S S
VAN (30 ug) R R R R R R R
ERI (15 pg) | | | | | | |
-E = Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.), S — Sensivel, | — Intermediaria, R — Resistente.

-Resultados expressos em mm.

-Amicacina (AMI), Amoxicilina+Ac.clavulénico (AMC), Ampicilina (AMP), Aztreonam (ATM), Cefalotina (CFL),
Cefepime (CPM), Cefotaxima (CTX), Cefoxitina (CFO), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO),
Ciprofloxacima (CIP), Cloranfenicol (CLO), Gentamicina (GEN), Imipenem (IMP), Neomicina (NEO),
Norfloxacina (NOR), Tetraciclina (TET), Tombramicina (TOB), Vancomicina (VAN) e Eritromicina (ERI).
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Tabela 2. Influéncia da adicdo de diferentes concentragcbes de acil homoserinas
lactonas na sensibilidade de Bacillus cereus a antimicrobianos.

Antimicrobianos B B B B B B
~ B 10 umol/L 50 pmol/L 10 ymol/L 50 ymol/L 10 pmol/L 50 pmol/L
(concentragao) CTHSL  CIHSL  CA2HSL  CA2HSL CA4HSL CA4-HSL
AMI (30pg) S S S S S S S
AMC (10ug) R R R R R R R
ATM (30 ug) | | | | | | |
CFL(30pg) R R R R R R R
CPM (30 ug) | | | | | | |
CTX(30ug) R R R R R R R
CFO(30pg) S S S S S S S
CAZ (30 pg) I I | I I I I
CRO(30pug) R R R R R R R
CIP (5 ug) S S S S S S S
CLO(30pg) S S S S S S S
GEN(10pg) S S S S S S S
IMP (10 ug) S S S S S S S
NEO (30 ug) S S S S S S S
NOR (10 pg) S S S S S S S
TET(30ug) S S S S S S S
TOB (10 ug) S S S S S S S
VAN (30 ug) S S S S S S S
ERI(15pg) S S S S S S S
-B = Bacillus cereus ATCC 14579, S — Sensivel, | — Intermediaria, R — Resistente.

-Resultados expressos em mm.

-Amicacina (AMI), Ciprofloxacima (CIP), Cefoxitina (CFO), Cloranfenicol (CLO), Eritromicina (ERI),
Gentamicina (GEN), Imipenem (IMP), Neomicina (NEO), Norfloxacina (NOR), Tetraciclina (TET),
Tombramicina (TOB), Vancomicina (VAN), Aztreonam (ATM), Cefepime (CPM), Ceftazidima (CAZ),
Cefalotina (CFL), Amoxicilina+Ac.clavulénico (AMC), Cefotaxima (CTX) e Ceftriaxona (CRO).
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho evidenciou-se a capacidade de producdo das homoserinas
lactonas N-heptanoil-HSL, N-dodecanoil-HSL, N-tetradecanoil-HSL por cepa de
Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.), fato este, ainda ndo reportado na
literatura.

Para B. cereus ATCC 14579, confirmou-se a nao producédo de acil-HSL e
evidenciou-se a capacidade da mesma em reduzir e/ou degradar as acil
homoserinas lactonas quando em cultivo multi-espécies com E. sakazakii
(Cronobacter spp.), promovendo a consequente quebra da comunicagao
bacteriana (mecanismo quorum quenching).

O primeiro e importante passo foi dado para avaliagcdo da ocorréncia de
outras classes de autoindutores como Al-2 e Al-3, com indicativos positivos da
presenca destes compostos. A identificacdo e caracterizacdo destas estruturas,
bem como de suas fungdes, portanto, deverao ser objetos de pesquisas futuras.

A presenca de autoindutores n&o proporcionou alteracdo no perfil de
sensibilidade dos microrganismos E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus aos

antimicrobianos.
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Figura A1. Cromatogramas de ions totais (CG-EM, IE, 70 eV): A. Fragdo F59 do
extrato acetato de etila do cultivo de E. sakazakii (Cronobacter spp.). B. Produto

sintético (z)-N-heptanoil-HSL; C. Co-injecdo da fragdo F59 com o produto
sintético.
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Figura A2. Cromatogramas de ions totais (CG-EM, IE, 70 eV): A. Fragcdo F63 do
extrato acetato de etila do cultivo de Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) .
B. Produto sintético (+)-N-dodecanoil-HSL; C. Co-injecdo da fragdo F63 com o
produto sintético.
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Figura A3. Cromatogramas de ions totais (CG-EM, IE, 70 eV): A. Fragdo F55 do
extrato acetato de etila do cultivo de Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp). B.
Produto sintético (+)-N-tetradecanoil-HSL; C. Co-injecdo da fragdo F55 com o
produto sintético.
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CONCLUSOES GERAIS

Os microrganismos Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) e Bacillus
cereus apresentam a capacidade em aderir e formar biofilmes em superficies de
aco inoxidavel AISI 304-#4 e a composi¢ao do meio de cultivo influencia no perfil
de desenvolvimento do biofilme. Em particular, a férmula infantii pode ser
considerada um excelente veiculo para a contaminagao microbiana de superficies
que entram em contato com este produto durante a sua producido e/ou
reconstitui¢ao.

Em cultivo misto de E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus observou-
se que ambos podem coexistir num mesmo ambiente e apesar da competicdo,
podem aderir e formar biofilmes isolado ou conjuntamente no ambiente do
processamento de férmulas infantis.

O controle do desenvolvimento de biofilmes por E. sakazakii (Cronobacter
spp.) e Bacillus cereus em superficies de equipamentos e instalagdes utilizadas
no processamento de formulas infantis deve passar necessariamente pela
aplicacdo de programas de higienizacdo eficientes visando evitar estagios
avangados de adesao e possivel formacédo de biofilmes resistentes aos agentes
sanitizantes.

E. sakazakii (Cronobacter spp.) apresenta a capacidade de produc¢do das
homoserinas lactonas N-heptanoil-HSL, N-dodecanoil-HSL e N-tetradecanoil-HSL
em fato este, ainda nao reportado na literatura. A pesquisa revelou a possivel

presenca de outros autoindutores como Al-2 e Al-3 .

Bacillus cereus ATCC 14579 possui a capacidade de reduzir e/ou degradar
as acil homoserinas lactonas, causando a quebra da comunicagao bacteriana

(mecanismo quorum quenching).
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