AV,
¥

UNIEAMP VANESSA PEREIRA PEREZ ALONSO

BIOFILMES MONOESPECIE E MULTIESPECIES DE PATOGENOS
GRAM-POSITIVOS DE ORIGEM LACTEA EM DIFERENTES
SUBSTRATOS

CAMPINAS
2015






= UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
UNICAMP Faculdade de Engenharia de Alimentos

VANESSA PEREIRA PEREZ ALONSO

BIOFILMES MONOESPECIE E MULTIESPECIES DE
PATOGENOS GRAM POSITIVOS DE ORIGEM LACTEA EM
DIFERENTES SUBSTRATOS

Dissertagao apresentada a Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual
de Campinas, como parte dos requisitos exigidos
para a obtengao do titulo de Mestra em Ciéncia de
Alimentos.

Orientadora: Profa. Dra. Dirce Yorika Kabuki

Este exemplar corresponde a versao final da
Dissertagao da aluna Vanessa Pereira Perez
Alonso, orientada da professora Dra. Dirce

Yorika Kabuki-\ j&“’y Z ,é )//a' é{_ .,

i
Profa. Dra. Dirce-Yorika Kabuki

CAMPINAS

2015



Agéncia de fomento: Nio se aplica
N® processo: Nao se aplica

Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Engenharia de Alimentos
Marcia Regina Garbelini Sevillano - CRB 8/3647

Alonsa, Vanessa Pereira Perez, 1979-

AL72b Biofilmes monoespécie e multiespécies de patdgenos gram-positivos de
origem lactea em diferentes substratos / Vanessa Pereira Perez Alonso. —
Campinas, SP : [s.n.], 2015,

Orientador: Dirce Yorika Kabuki.
Dissertagao (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Engenharia de Alimentos.

1. Biofilme. 2. Enterococcus faecalis. 3. Listeria monacyltogenes. 4. Bacillus
cereus. 5. Staphylococcus aureus. |. Kabuki, Dirce Yorika. |1, Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Engenharia de Alimentos. Ill. Titulo.

" Biblioteca Dici

Titulo em outro idioma: Mono-specie and multi-species biofilm of gram-positives pathogens
isolated from dairy products in different substrates
Palavras-chave em inglés:

Biofilm

Enterococcus faecalis

Listeria monocylogenes

Staphylococcus aureus

Bacillus cereus

Area de concentragio: Ciéncia de Alimentos
Titulagdo: Mestra em Ciéncia de Alimentos

Banca examinadora:

Dirce Yonka Kabuki [Orientador]

Meqg da Silva Femandes

Valeria Christina Amstakien Junqueira

Data de defesa: 04-09-2015

Programa de Pés-Graduagio: Ciéncia de Alimentos




BANCA EXAMINADORA

it

Profa. Dra. éi ce Yorika Kabuki
Orientador

P2 2 VY

o=

Dra. Meg da Silva Fernandes
UEL
Titular

(L—

Dra. Valéria Chri(.iag Amstalden Junqueira
ITAL

Titular

Dra. Elaine Cristina Pereira de Martinis
USP
Suplente

. Dr. Rafael Djalma Chaves
UNICAMP



Vi



RESUMO

Patégenos causadores de doengas transmitidas por alimentos (DTASs),
frequentemente sdo encontrados em produtos lacteos e preocupam a industria de
alimentos por sua capacidade de formacao de biofime em superficies de aco
inoxidavel. Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus sao patégenos Gram-positivos encontrados em produtos
lacteos e, neste estudo, a capacidade de formacao de biofilme monoespécie e
multiespécies em superficie de ago inoxidavel a 25°C em diferentes substratos
foram avaliadas. A formacao dos biofilmes foi verificada pela técnica da
contagem em placas nos tempos 6h, 24h, 48h, 96h, 168h e 240h. Os cupons de
aco inoxidavel (AISI 304) foram imersos em diferentes substratos (infusdo de
cérebro e coracado (BHI), soro de leite e leite desnatado), inoculados com
aproximadamente 10° UFC/ml de patdégenos de origem lactea. Os micro-
organismos avaliados foram capazes de formar biofilmes monoespécie e
multiespécies, com contagens de até 7 log UFC/cm®. Foi observado maior
esporulacado de B. cereus em caldo BHI e leite desnatado, quando comparado
com soro de leite. E. faecalis apresentou maior crescimento quando em biofilme
multiespécies e quando em monoespécie maior equilibrio entre os diferentes
substratos. Por outro lado, S. aureus, B. cereus e L. monocytogenes quando em
biofilme multiespécies no soro de leite, apresentaram pouco crescimento, sendo
que L. monocytogenes apresentou o mesmo padrdo de comportamento também

no leite desnatado.

Palavras chaves: Enterococcus faecalis. Listeria monocytogenes.

Bacillus cereus. Staphylococcus aureus. Biofilmes.
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ABSTRACT

Pathogens that cause food-borne diseases are often found in dairy
products and are concerned about the food industry for their ability to form biofilm
on surfaces of stainless steel. Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Listeria
monocytogenes and Staphylococcus aureus are Gram-positive pathogens found in
milk products and, in this study, the ability to form single-specie and multi-species
biofilm on stainless steel surface at 25°C in different substrates were evaluated.
The formation of biofilms was verified by plate count technique at 6h, 24h, 48h,
96h, 168h and 240h. The coupons of stainless steel (AISI 304) were placed in
different substrates, brain heart infusion broth (BHI), whey and skim milk,
inoculated with approximately 10° CFU/ml of pathogens isolated from of dairy
products. The microorganisms were capable to form mono-specie and multi-
species biofilms, with counts of up to 7 log CFU/cm?. The sporulation of B. cereus
was higher in BHI broth and skim milk, when compared with whey. E. faecalis
showed greater growth when in multi-species biofilm and when in single-specie
similar behavior was observed among the substrates. Moreover S. aureus, B.
cereus and L. monocytogenes showed little growth in multi-species biofilm in whey,

and L. monocytogenes presented the same pattern of behavior also in skim milk.

Palavras chaves: Biofilm. Enterococcus faecalis. Listeria monocytogenes.
Bacillus cereus. Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

A industria de produtos lacteos impressiona pela produgdo mundial.
Estima-se que em 2013 processou 468 milhdes de toneladas de leite de vaca e
mais de 17 milhdes de toneladas de queijos. Entre os maiores produtores,
destacam-se paises como Estados Unidos, india, China, Brasil, Russia,
Alemanha, Franca, Nova Zelandia e o Reino Unido (FAO, 2014).

O numero de consumidores de leite e produtos lacteos ultrapassam 6
bilhbes de pessoas no mundo, principalmente em paises em desenvolvimento
(FAO, 2014). E estimado que o consumo per capita de leite no Brasil seja de 170
litros de leite/habitante/ano. Apesar do aumento gradual do consumo, ele esta
abaixo do recomendado pelo Ministério da Saude e Organizacdo Mundial da
Saude que é de 210 litros de leite por ano (BRASIL, 2014).

No ano de 2014 o Brasil foi responsavel por gerar 27,5 milhées de reais
com a producéao de leite, equivalente a 10% do valor produzido pela agropecuaria
brasileira, movimentando parte da economia de varias cidades em diferentes
estados do pais (BRASIL, 2015; IBGE, 2010).

A variedade de produtos lacteos € um desafio para os profissionais da
area, visto que se trata de uma matéria prima de alto valor nutritivo, altamente
perecivel e com excelentes condicdes de crescimento para 0s micro-organismos
indesejaveis (patdégenos e deteriorantes), (FAO, 2014; BEHMER, 1991).

A busca por solugbes para impedir a entrada, permanéncia e
multiplicagdo dos micro-organismos, bem como a inativacdo de enzimas e
subprodutos metabdlitos € parte da rotina da industria de alimentos que se
preocupa com o0s impactos negativos em relacao a seguranca e qualidade do
produto final, para que n&o ofereca riscos para a saude do consumidor
(LEDENBACH, MARSHALL, 2009; BLASCHEK, WANG, AGLE, 2007).



Os prejuizos econémicos nas industrias de alimentos, muitas vezes
estdo relacionados com a participacdo dos biofilmes nas plantas de
processamentos, que promovem o0 aumento da resisténcia microbiana aos
agentes de limpeza e desinfecgdo, favorecendo a contaminagdo cruzada pés-
processamento e reduzindo a vida Gtil do produto. (ANAND et al., 2014; BROOKS,
FLINT, 2008; KUMAR, ANAND, 1998). A intervencao na formacao de biofilmes é
uma necessidade da industria e gera uma discussdo abrangente, envolvendo
tratamentos fisicos e quimicos (BLASCHEK, WANG, AGLE, 2007).

Novas abordagens e pesquisas voltadas para medida de prevencéo sao
realizadas com o intuito de contribuir para a eliminacdo dos biofilmes e reducao
dos prejuizos (DAT et al, 2012). Dentre essas possiveis modificacbes e
regulacdes atencao especial é dada para fatores como pH (SCANNAPIECO et al.,
1987), condicionamento da superficie (HELKE, SOMERS, WONG, 1993),
modificacdo do ambiente (STEPANOVIC et al., 2003) e a regulacdo quorum
sensing (IRIE, PARSEK, 2008).

Estratégias de prevencao e controle de formacao de biofilme envolvem
higiene operacional, desenho dos equipamentos, /ayout da industria, escolha dos
materiais, uso correto e selecado dos desinfetantes, procedimentos CIP (Cleaning
in Place) e uso de bacteriocinas e enzimas como uma estratégia para controle
biolégico (KUMAR, ANAND 1998).

Meios alternativos de controle do desenvolvimento de biofilme séo
necessarios para facilitar o processo de desinfeccao (WINJMAN et al., 2007) e
garantir a qualidade e seguranca dos alimentos (KUMAR, ANAND, 1998). Para
isso, é importante conhecer o comportamento dos micro-organismos frente aos

diferentes substratos e a interacao entre as espécies.

Sabe-se que mais de 90% dos micro-organismos existentes sobrevivem
em forma de biofiimes e que 70% das infec¢bes humanas sédo causadas por

bactérias em forma de biofime (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012). Diante da
2



diversidade de produtos lacteos, falhas no processo de higienizacao, prejuizos
econdmicos, aliado aos poucos estudos sobre biofilmes multiespécies este
trabalho visa avaliar o comportamento de patégenos, para que no futuro, possa
auxiliar nas solucdes efetivas em relacdo a reducdo e inibicdo do biofilme na
industria lactea.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Patégenos presentes na industria lactea

A presenca de patégenos em alimentos € um perigo para a saude do
consumidor. As doencgas transmitidas por alimentos (DTAs) afetam 1 em cada 6
americanos ao ano, sendo 128 mil hospitalizados e 3.000 chegam a ébitos (CDC,
2014a). Surtos ja foram associados ao consumo de leite pasteurizado ou nao
pasteurizado e seus derivados (ASAO, KUMEDA, KAWAI, 2003; MEAD,
SLUTSKER, DIETZ, 1999; GRAVANI, 1999; ADESIYUN, WEBB, ROMAIN , 1998).

Segundo a Organizacdo Mundial da salde, mais de um terco da
populacao mundial adoecem por causa do surto de DTA e poucos sdo 0s casos
notificados (ANR, 2015). Existem registros com mais de 250 tipos de DTAs, sendo
que a maioria € provocada por bactérias e suas toxinas, virus e parasitas (SUS,
2015).

O leite é uma via de entrada de patdbgenos em plantas de
processamentos e contribui para a persisténcia desses micro-organismos em
biofilmes. Consequentemente geram contaminacdo e recontaminacdo apos a
pasteurizacdo dos produtos lacteos e aumentam o risco de exposigcdo do
consumidor a esses micro-organismos (OLIVER, JAYARAO, ALMEIDA, 2005).

O Centro de Controle e Prevencao de Doencgas (CDC) dos Estados
Unidos investigou alguns surtos entre 1998 a 2011 relacionados ao consumo de
produtos lacteos e verificam que 79% foram devido ao consumo de leite cru ou
queijo. O numero de registro de surtos aumentou de 30 para 51 quando
comparado o periodo de 2007-2009 e 2010-2012, por contaminagao com leite cru
nao pasteurizado. A maioria das doengas foi causada por Escherichia coli,
Campylobacter, Salmonella e Listeria monocytogenes. Entre os anos de 1993 até

2006, 121 surtos envolvendo produtos lacteos, foram notificados nos Estados
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Unidos ao CDC, onde 4.413 pessoas ficaram doentes, 239 pessoas foram
internadas e 3 morreram (MUNDAI, BEHRAVESH, GOULD 2015; CDC, 2014b;
CDC, 2013b).

Aqui no Brasil, dados analisados entre janeiro de 2000 até maio de 2015,
mostram que 10.666 casos de surtos foram detectados no Brasil, sendo que
209.240 pessoas adoeceram e 2.095.354 foram expostos aos alimentos
contaminados. Neste periodo 154 &bitos foram registrados, e nesse mesmo
periodo o numero uma diferenca (BRASIL, 2015a; ANR, 2015).

A eliminacdo de patégenos em leites e derivados é garantida com a
pasteurizacdo, apesar disso, surtos de doencas associadas a tais produtos
continuam a ocorrer. Entre as principais causas de contaminagcdo péds-
pasteurizacdo destacam-se 0 ambiente, armazenamento improprio e a
contaminagao através do manipulador de alimentos (CDC, 2014a; CDC, 2014b;
CDC, 2013a).

Os micro-organismos podem entrar nas industrias de leite e derivados
através da matéria prima de baixa qualidade, proveniente de mastite e da
contaminacédo durante a ordenha, (teto do animal, solo, alimentagdo, material da
cama do animal, sala de ordenha e demais equipamentos) e permanecer devido
as falhas nos processos de higienizagdo. Estes micro-organismos podem aderir
aos tanques de expansdo e tubulagbes, permanecendo durante os
processamentos devido as falhas nos processos de higienizacao, alcangando as
linhas de processamento e armazenamento, favorecendo assim a contaminagéo
cruzada de produtos lacteos (PAGEDAR, SINGH, 2012; MARCHAND et al., 2012).

A preocupacado com a seguranca dos alimentos, incluindo o ambiente de
producao, tornou-se um desafio para a industria de alimentos, e em conjunto com
os 6rgaos de fiscalizacbes e o meio académico, buscam solucoes efetivas para
tais situacbes. A observacgao cientifica e a pesquisa devem ajudar a responder

algumas questdes (CDC, 2013a).



Na presenca de nutrientes e em temperatura favoravel, o
desenvolvimento de biofilmes em superficies de contato pode ocorrer e estes
podem conter uma Unica espécie ou Vvarias espécies, envolta por uma matriz de
exopolissacarideos (EPS), (CHMIELEWSKI, FRANK, 2003; SHARMA, ANAND,
2002).

As temperaturas encontradas em laticinios geralmente sdo baixas,
embora alguns processos de producao alcancem temperaturas mais elevadas que
30°C, como por exemplo, nas linhas de producao de queijos e iogurtes. Nestes
ambientes o biofilme pode se formar nas placas de trocadores de calor em
equipamentos de pasteurizacdo, podendo contaminar o produto final (KNIGHT,
NICOL, MCMEEKIN, 2004; FLINT, BREMER, BROOKS, 1997).

A industria lactea é reservatério de diferentes micro-organismos:
Micrococcus, Pseudomonas, Streptomyces, Corynebacterium, Lactobacillus,
Klebsiella, Aeromonas, Streptococcus e Chryseobacterium. Alguns patégenos sao
frequentemente encontrados, incluindo Escherichia coli, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Enterococcus spp. € Staphylococcus aureus. (FERNANDES,
2014; ANAND, SINGH, 2013; ESPER, KABUKI, KUAYE , 2011; SALO et al.,
2006; SHARMA, ANAND, 2002; WAAK, THAM, DANIELSSON-THAM, 2002;
WIEDMANN et al., 2000; KUMAR, ANAND, 1998; WONG, 1998; SOMERS,
SCHOENI, WONG et al., 1994).

2.1.1. Bacillus cereus

B. cereus sao bastonetes Gram-positivos que possuem flagelos
peritriquios e sao produtores de esporos. Considerados mesofilos e anaerébios
facultativos, apresentam boa multiplicacdo em alimentos com valores de pH entre
4,8 e 9,3 e toleram até 7,5% de sal. Possuem a capacidade de utilizar alguns
carboidratos, como a glicose, frutose, trealose, salicina, maltose e manose. Sao
produtores de catalase, hemolisinas, fosfolipases do tipo C e oxidase variavel

(DOYLE, BEAUCHEAT, 2007; FRANCO, LANDGRAF, 2002).
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Esta bactéria é responsavel por diversos casos de DTA, podem causar
duas formas distintas de gastrenterite: a sindrome emética, caracterizada por
vémitos e a diarreica, por diarreia. A sindrome emética é causada por uma toxina
termoestavel e seu periodo de incubacdao médio € de nove horas. Os alimentos
associados séo arroz e alimentos ricos em amidos, como por exemplo, batata,
massas em geral, misturas alimentares como pudins, sopas, bolos e molhos para
saladas. A sindrome diarreica € causada por uma toxina termolébil, que pode ser
destruida por aquecimento a 55T por 20 minutos. Os sintomas duram em média
24 horas e os alimentos associados a esta sindrome sdo produtos cérneos,
pescados, vegetais crus e cozidos, massas e leite (FDA, 2015; DOYLE,
BEAUCHEAT, 2007; TRABULSI, ALTERTHUM, 2005; FRANCO, LANDGRAF,
2002).

Tais sindromes s6 se manifestam quando existe um elevado nimero de
células viaveis, que podem variar entre 10° e 10° (FDA, 2015; DOYLE,
BEAUCHEAT, 2007). A confirmacdo do agente etiolégico de um surto pode ser
feito através do isolamento de cepas de alimentos suspeito, ou material clinico
como vémitos e fezes do paciente, contribuindo para um diagnéstico efetivo (FDA,
2015).

Varios surtos ja foram relatados associados a esses micro-organismos.
Na Roménia, 221 criangas foram atingidas através do consumo de leite
(CHRISTIANSSON, 1992). No Canada, dois surtos foram registrados, um em
1988, onde 36 pessoas ficaram doentes apds o consumo de milk shake em um
fast food e em 1989, onde 74 pessoas adoeceram apds 0 consumo de leite em
uma escola (BC CDC, 2015). Trés surtos com este micro-organismo também
foram registrados na Espanha e na Holanda, entre 1986 a 1989 (VAN et al., 1990).
Nos Estados Unidos entre 1998 a 2008 dois surtos ocorreram com produtos
lacteos e 18 pessoas adoeceram (CDC, 2013c). No Brasil, um surto ocorreu em
esfihas com recheios de queijo, carne e espinafre em uma rede de fast food, no

ano de 2012, onde 23 casos foram apurados (CIEVS, 2012).
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B.cereus sao consideradas cepas sobreviventes pds-pasteurizagao,
devido a sua capacidade de esporular. Os esporos produzidos por este micro-
organismo sao comuns em produtos agricolas in natura, sendo o solo um
reservatorio natural (FRANCO, LANDGRAF, 2002; FLINT et al., 1997). Os esporos
podem sobreviver aos processamentos térmicos na industria de leite e derivados
(ANAND et al., 2014; BROOKS, FLINT, 2008; PARKAR et al., 2001) e também
aos processos de limpeza (LINDSAY, BROZEL, VON, 2006), desempenhando
papel importante na formagéo do biofilme (PARKAR et al., 2001).

Estes micro-organismos podem deteriorar os produtos, afetando o prazo
de validade e ameacando a seguranca dos alimentos. B. cereus estao presentes
na alimentagdo animal, no teto do animal, no material proveniente da fazenda e
nos equipamentos da ordenha (ANKITA, JITENDER, 2012; HORNSTRA et al.,
2007). A bactéria ja foi encontrada germinando e se multiplicando em trocadores
de calor (ANAND et al., 2014; BROOKS, FLINT, 2008), em tanque de silo usado
para armazenar leite (PAGEDAR, SINGH, 2012) e em membrana de osmose
reversa, promovendo a contaminagdo cruzada em soro de leite, assim como

Staphylococcus spp. e Enterococcus spp. (ANAND et al., 2014).

No Brasil, 63 amostras de derivados de leite comercializadas na cidade
de Campinas (SP, Brasil) foram coletadas, sendo 24 sorvetes, 19 cremes de leite
e 20 de paté de queijo. Nestas amostras foram encontradas 25 espécies de B.
cereus com potencial enterotoxigénico isolados nos trés grupos de alimentos
estudados (MARTINS, KABUKI, KUAYE, 2009). Outras 120 amostras de leite,
sendo 30 de leite em po, 30 de leite cru, 30 de leite pasteurizado e 30 de leite
longe vida (UHT), foram analisadas de seis diferentes marcas e 58,3%
apresentaram B. cereus (REZENDE-LAGO et al. 2007).

Este micro-organismo também ja foi encontrado em queijo de minas e
em plantas de processamento de ricota em ricota em um laticinio localizado em
Minas Gerais (MARTINS, KABUKI , KUAYE, 2009; FERNANDES et al., 2014).
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2.1.2. Listeria monocytogenes

Sao pequenos bastonetes nao esporogénicos, anaerdbios facultativos,
mobveis, devido a presenca de flagelos peritriquios, com movimentos
caracteristicos que auxiliam na sua identificacdo. Sao produtores de catalase,
fermentam glicose com producéo de &cido lactico sem producédo de gas e nao
produzem oxidase (BORGES et al. 2009; FRANCO, LANDGRAF, 2002;).
Multiplicam-se em faixa de temperatura de 0°C a 45°C, embora tenham
multiplicagdo o6tima em 37°C. Geralmente sao inativados em temperaturas
superiores a 50°C (DOYLE, BEAUCHEAT, 2007; TRABULSI, ALTERTHUM 2005).
Seu crescimento ocorre em uma faixa de pH que varia entre 5,6 até 9,6 e toleram
altas concentracoes de sal (DOYLE, BEAUCHEAT, 2007).

Fatores como temperatura, umidade relativa e caracteristicas das
superficies de contato influenciam na sobrevivéncia desta bactéria, que costuma
ser prolongada em aco inoxidavel (WONG, 1998). Apesar das cepas de L.
monocytogenes serem destruidas por processo de pasteurizacdo adequado, pode
ocorrer contaminacao poés-pasteurizacao, favorecendo a multiplicacdo das cepas
no produto final, principalmente quando armazenado sob temperatura de
refrigeragdo, ja que se trata de um micro-organismo psicrotrofico (JAY, 2008;
DOYLE, BEAUCHEAT, 2007; FRANCO, LANDGRAF, 2002).

L. monocytogenes pode ser isolada de diversas fontes ambientais,
sendo encontrada no solo, silagem, fezes de animais, esgoto e 4&gua.
Frequentemente s&o associadas aos alimentos frescos de origem animal e
vegetal, sendo comum a presenca deste patégeno em ambientes de
processamentos, como por exemplo, em leite fluido, queijo, iogurte, sorvete,
salsicha, chucrutaria, carne de aves e frutos do mar (JAY 2008; DOYLE,
BEAUCHEAT, 2007). O abuso da temperatura e a dificuldade em manter a cadeia
de frio sdo considerados fatores criticos que propiciam a permanéncia e
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crescimento da L. monocytogenes em alimentos (MONTANEZ-IZQUIERDO et al.,
2012).

A legislacao brasileira estabelece auséncia deste patdégeno em 25g de
amostra de queijo (BRASIL, 2001), porém varios trabalhos ja relataram a presenca
deste micro-organismo em produtos de origem lactea, tais como ricotas (ESPER,
KABUKI, KUAYE, 2011), queijo minas frescal, queijo coalho e também em leite
(BORGES et al., 2009).

Possuem capacidade para se fixar em diferentes superficies e
equipamentos desde o processamento, armazenamento e transporte, podendo ser
carregadas para a produgao através dos manipuladores, do sistema de ventilagao,
agua empocada ou condensada, utensilios e equipamentos contaminados
(MONTANEZ-IZQUIERDO et al, 2012; BORGES et al, 2009; DOYLE,
BEAUCHEAT, 2007; KABUKI, 2004; SHARMA, ANAND, 2002; LERICHE,
CARPENTIER, 2000; WIEDMANN et al., 2000). Podem ainda estar presentes no
sistema de pisos e drenos, sistemas de transporte, em tanque de recep¢ao de
leite cru e caixa plastica de transporte de leite (BORGES et al., 2009; DOYLE,
BEAUCHEAT, 2007; FIGUEIREDO, 2000; COTTON, WHITE 1992; NELSON,
1990; COX et al., 1989).

Este patdgeno esta relacionado a varios surtos. Aproximadamente 1.600
pessoas ficam doentes e 260 mortes sdo registradas anualmente devido a
listeriose nos Estados Unidos. No ano de 2012, 831 surtos de origem alimentar
foram relatados. (CDC, 2013c; CDC 2014c). Este micro-organismo afeta
principalmente mulheres gravidas, recém-nascidos, pessoas com idade superior a
65 anos ou com o sistema imunoldgico debilitado (CDC, 2013b, DOYLE,
BEAUCHEAT, 2007). A listeriose pode apresentar as seguintes manifestacoes
clinicas: septicemia, aborto, endocardite, conjuntivite, meningite entre outras
(FRANCO, LANDGRAF, 2002).
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Surtos de listeriose ja foram associados a diferentes veiculos de
contaminagdo como meldo, aipo, brotos, paté, linguica de porco, salada de
repolho, carne de frango, camarao, carne de porco e principalmente produtos
oriundos da industria lactea, incluindo leite pasteurizado, achocolatado, manteiga
e queijos de diferentes tipos, como o jalisco, azul, brie de Meaux, queijo estilo
mexicano e de cabra (BORGES et al., 2009; CDC, 2013b; JAY, 2008).

Um surto foi relatado associado ao consumo de queijo importado da
Italia do tipo ricota nos Estados Unidos em 2012, onde vinte e duas pessoas foram
infectadas em 13 estados diferentes, 20 foram hospitalizadas e 4 foram a ébitos. O
produto foi recolhido e teve sua importagdo proibida até que a empresa pudesse
provar que nao haveria mais riscos de contaminacao por L. monocytogenes (CDC,
2012). Outro surto por consumo de queijo ocorreu em 2013, também nos EUA,
onde afetou 6 pessoas de diferentes estados: lllinois, Indiana, Minnesota, Ohio e
Texas, sendo que ocorreu uma morte e um aborto espontaneo. O surto foi sanado
e a FDA (Food and Drug Administration), juntamente com o Departamento de
Agricultura americano passaram a trabalhar em agdes corretivas junto a empresa

antes de liberar a sua produgéo (CDC, 2013b).

Um surto recente foi registrado, onde 10 pessoas foram infectadas nos
estados do Arizona, Kansas, Oklahoma e Texas (USA), no periodo de janeiro de
2014 e janeiro de 2015, com sorvetes da marca Blue Bell Creameries. Inspegbes
foram realizadas na fabrica e recalls foram divulgados, porém outras pessoas
ainda podem ficar doentes com este produto, pois eles podem estar armazenados
em freezers de consumidores que desconhecem o pedido de recolhimento (CDC,
2015b).

Quando aderidas as superficies esta bactéria passa a adquirir novas
propriedades com uma maior resisténcia aos desinfetantes (LERICHE,
CARPENTIER, 2000; KUMAR, ANAND, 1998). Suspensdes de L. monocytogenes
aderidas em aco inoxidavel, na presenca de proteinas de carne e peixe,
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alcancaram populacées de 10°-10” UFC/cm? em até 20 horas e apresentaram
variada sensibilidade aos procedimentos quimicos de limpeza e desinfecgéao
(GRAM et al., 2007).

2.1.3. Staphylococcus aureus

S. aureus sao cocos Gram positivos, em formas de cachos. Séo
anaerobios facultativos, mesofilos, produtores de enzimas como catalase,
coagulase e DNAse termorresistente. Tem reacdes negativas para oxidase, B-
galactosidade e B-glucuronidase. O seu crescimento pode ocorrer em
temperaturas entre 10C e 45T com temperatura 6tim a entre 30°a 37C (VOS et
al., 2009; JAY, 2008).

Estdo associados a patologias como furinculos, acne, pneumonia,
osteomielite, meningite, artrite, septicemia, toxemia (MADIGAN, MARTINKO,
PARKER, 2004). Sao produtores de enterotoxinas, termoestaveis e resistentes as
enzimas gastrointestinais, responsaveis por causarem a intoxicacao alimentar
estafilocdcica. E considerado o segundo maior causador de DTAs no Brasil, sendo
que muitos casos sao sub-notificados (MARTINS, KABUKI, KUAYE, 2009;
DOYLE, BEAUCHAT, 2007; BALABAN, RASOOLY, 2000).

Entre os principais reservatorios desde micro-organismo destacam-se o
homem, o ar, 4gua, solo, esgoto, além do préprio animal que pode ser a causa
primaria de contaminagdo do leite (FRANCO, LANDGRAF, 2002). A mastite
estafilococica da vaca leiteira, associada a mastite subclinica, € uma das
preocupacdes da industria lactea (JAYARAO et al., 2004; FRANCO, LANDGRAF,
2002).

A auséncia de boas praticas de fabricacdo, falhas no controle do
processamento térmico e no controle da temperatura de armazenamento sao as
principais falhas que podem levar a contaminacao cruzada pés-pasteurizagao
(MARTINS, KABUKI, KUAYE, 2009).
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Varios alimentos estdo associados a incidéncia deste patégeno, sendo
comum a contaminagdo através do leite, principalmente cru, que apresenta
caracteristicas ideais de crescimento para este patéogeno e derivados do leite,
como queijo, cremes, tortas recheadas, batata, atum, frango, presunto e carnes
cozidas (JAY, 2008; FRANCO, LANDGRAF 2002; ZECCONI, HAHN, 2000).

Varios surtos envolvendo este micro-organismo com produtos lacteos ja
foram relatados. Em 1998, 19 pessoas foram infectadas em uma escola no estado
de Nova York nos Estados Unidos da América. Outro surto foi confirmado em Ohio
(EUA) em 1998, onde 51 pessoas foram afetadas E em 2013, no estado do Hawai
(EUA), 139 pessoas foram contaminadas e 23 hospitalizadas e entre os alimentos
suspeitos, estava um macarrao com queijo. No estado do Novo México (EUA), 3
pessoas foram hospitalizadas e um total de 20 adoeceram ao ingerir molhos
preparado com leite ndo pasteurizado em um restaurante, no ano de 1998. Varios
surtos envolvendo queijo, milk shake, pizza, sorvete, creme de coco, bolo e molho,
foram registrados no ano de 2013 nos EUA (CDC, 2015a).

No Brasil, alguns surtos foram confirmados na regiao de Sao José do
Rio Preto — SP entre os anos de 2001 e 2003, onde 52 pessoas foram afetadas.
Os alimentos implicados foram produtos de confeitaria tanto doces como salgados
(PERESI et al., 2004). No estado do Parana 492 surtos foram registrados entre os
anos de 1978 até 2000 por S. aureus (VAN, HARACEMIV, MASSON, 2006).

Apesar do processo de pasteurizacdo ser suficiente para eliminar este
patdégeno, as enterotoxinas sao termoestaveis e conseguem manter sua atividade
biolégica mesmo apds o processo de ultrapasteurizacao do leite, principalmente
quando existem falhas no processo de higiene, seja durante manipulagéao,
producdo ou até nas etapas de comercializacdo. As enterotoxinas estafilocécicas
sao proteinas de baixo peso molecular e que permanecem ativas apés a ingestao.
(MARTINS, KABUKI, KUAYE, 2009; OMOE et al., 2005; BLAIOTTA et al., 2004;
CULLER, 1997). Apés a ingestao das enterotoxinas pré-formadas no alimento, os
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sintomas das enfermidades podem aparecer em até 30 minutos, mas geralmente
desenvolvem-se dentro do prazo de 1 até 6 horas. Entre os sintomas da
gastroenterite sdo comuns nauseas, vomitos, dores de estdmago e diarreia (CDC,
2013h; JAY, 2008). A presenca deste micro-organismo em alimentos representa
um perigo a saude e indica que houve falha na qualidade higiénica da produgao
(MARTINS et al., 2014).

S. aureus ja foi isolado de diferentes produtos lacteos, como por
exemplo: leite cru, leite pasteurizado, requeijao, iogurte, ricota, mozarela e queijo
duro de origem bovina, caprina, bubalina e ovina na ltalia central (CARFORA et
al., 2015). Também ja foram isolados do ambiente da ordenha, em amostras de
leite, no tanque de armazenamento de leite, nos equipamentos da ordenha e em
alguns utensilios como copos de teteiras, baldes, peneiras e nas maos dos
ordenhadores (LEE et al, 2012). No Brasil, Staphylococcus spp. ja foram
detectados em amostras de creme de leite pasteurizado, patés, queijo Minas,
queijo curado e ricota (MARTINS et al., 2014; KOMATSU et al., 2010; ESPER,
2006).

Staphylococcus, ao lado dos Enterococcus e B. cereus ja foram
encontrados em membrana de osmose reversa, promovendo contaminagao
cruzada em soro de leite (ANAND et al. 2014). Outras espécies como
Staphylococcus epidermidis também ja foram isolados de fazenda de vaca leiteira
e laticinios e na presenca de leite formaram biofilmes, principalmente quando

exposto a outros compostos como a glicose e NaCl (MICHU et al., 2011).
2.1.4. Enterococcus faecalis

Enterococcus sdo micro-organismos anaeroébios facultativos, conhecidos
por serem patdogenos oportunistas (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012),
deteriorantes e indicadores (JAY, 2008). Sao caracterizados morfologicamente

como cocos ovoides, gram-positivos, que se apresentam isolados, em pares ou
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pequenas cadeias. Nao esporulam e algumas espécies apresentam motilidade
devido ao flagelo (VOS et al., 2009).

Exigentes nutricionalmente, apresentam crescimento quimiorganotrofico.
A temperatura de crescimento ideal ocorre entre 35°C até 45T. Embora esses
micro-organismos sejam considerados meséfilos, algumas cepas ja tiveram o seu
crescimento observado em temperaturas que variam entre 10C até 45T,
deteriorando diversos produtos refrigerados. (VOS et al., 2009; JAY, 2008).
Quanto ao pH possuem crescimento 6timo em torno de 9,6 (FRANZ,
HOLZAPFEL, STILES, 1999), mas resistem bem em pH extremos e variaveis, o
que justifica a sua presenca em diferentes alimentos (JAVED, MASUD, AIN,
2011).

Possuem metabolismo fermentativo e participam da homofermentagéo,
produzindo 4cido lactico a partir da glicose, além de produzirem acidos a partir de
acucares como o arabinose, o eritritol, fucose, metilo a - d - xilosido e L — xilose.
Apresentam resisténcia a 0,4% de sodio, 6,5% de NaCl e 40% de bile. Nao
produzem urease (VOS et al., 2009).

Este micro-organismo € encontrado na microbiota do trato
gastrointestinal de humanos, mamiferos, aves e insetos (GELSOMINO et al.,
2002). Existem 8 possiveis fontes de contaminagao microbiolégica em alimentos,
incluindo o solo e agua, plantas e derivados, utensilios de alimentos,
manipuladores, ragdes animais, animais, ar e pd e o trato gastrointestinal. O trato
gastrointestinal é considerado a fonte mais importante (JAY, 2008). Isso faz desse

micro-organismo um perigo em potencial para a manipula¢do de alimentos.

As espécies mais frequentemente encontradas no homem sado E.
faecalis e a E. faecium. Essas espécies sao conhecidas principalmente por serem

responsaveis por infeccées de feridas cirdrgicas e no trato urinario. Podem
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também entrar pela corrente sanguinea através de procedimentos invasivos como
os cateteres (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012; TRABULSI, ALTERTHUM, 2005).

Os Enterococcus, bem como Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc,
Lactobacilus, Microbacterium, Proteus, Pseudomonas, Bacillus e Listeria sao
micro-organismos comuns em laticinios, devido a sua preseng¢a na microbiota do
leite cru e também no Ubere da vaca (JAVED, MASUD, AIN, 2011; JAY, 2008).
Eles sdao encontrados no material e utensilios utilizados na ordenha podendo
permanecer no leite cru, mantido em temperaturas de refrigeracao por varios dias
(JAY, 2008). Alcancam as industrias de alimentos através da contaminacao inicial
do leite ou contaminagao cruzada, favorecendo o desenvolvimento em derivados
como fermentados, queijos artesanais elaborados a partir de leite cru de cabra,
ovelha, bufalas e vacas (GELSOMINO, 2002).

Sao considerados probidticos e utilizadas como culturas iniciadoras no
desenvolvimento do processo fermentativo em laticinios, contribuindo para a
maturacdo e desenvolvimento de sabor nos produtos (GOMES et al., 2008;
FRANZ, HOLZAPFEL, STILES, 1999). Entre as espécies mais encontradas em
queijos destacam-se as: E. faecalis, E. faecium, E.durans, e as mais raras que sao
as E. hirae e a espécie E. casseliflavus (OGIER, SERROR, 2008).

Além disso, algumas cepas ainda podem deteriorar queijo tipo suico,
promovendo manchas esbranquicadas ou ainda impedir a fermentagcdo do
Lactobacillus fermentum e bactérias produtoras de acidos propidnicos em
determinados tipos de queijos, responsaveis pelo sabor do queijo, produzindo
assim um produto de sabor pobre (LEDENBACH, MARSHALL, 2009).

A presencga de bactérias do género Enterococcus na industria lactea €
uma preocupacao (ROSADO, 2009), pois, além de ser um patégeno oportunista,
causarem enfermidades humanas (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012) na presenga
de uma superficie condicionada em tanques de processamento de leite, soro,
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queijo entre outros produtos lacteos quando apresenta um sistema de
higienizacao ineficaz contribuem para a formacgao de biofilmes (ROSADO, 2009).

Estes micro-organismos apresentam capacidade de adaptacdo em
areas do corpo ricas em nutrientes e pobres em oxigénio (ex: trato gastrointestinal,
vagina e a cavidade oral). Apresentem alta resisténcia a antibiéticos, como a
vancomicina e sado consideradas as principais causas de infec¢gdes nosocomiais,
demonstrando sobrevida maior quando comparado a outros enteropatégenos
(TORTORA, FUNKE, CASE, 2012; TRABULSI, ALTERTHUM, 2005). Sdo mais
tolerantes a niveis extremos de condicdes ambientais quando comparados a
outras bactérias nao esporuladas (JAVED, MASUD, AIN, 2011) tornando-o

ameagca potencial a satde do consumidor.

Poucos surtos associados a esta bactéria ja foram relatados. Em 1993
ele causou um problema em seis pessoas, porém a fonte do alimento &
desconhecida (CDC,1993). Outro surto envolvendo o consumo de molho branco
em restaurante foi registrado em Ohio, em 1997, onde 7 pessoas foram afetadas.
No ano de 2009, 13 pessoas foram afetadas no Arizona, EUA, ao ingerirem
sanduiche submarino (CDC, 1997; CDC, 2013d).

Em um estudo realizado no norte da ltalia, foram isolados Enterococcus
de 42 amostras de alimentos retirados de um laticinio, entre elas, leite, fermento
natural e queijos e em seguida foram comparados a 39 cepas isoladas de
laboratérios clinicos, de amostras de fezes e urinas de pacientes hospitalizados e
ndo hospitalizados. Embora alguns géneros isolados dos produtos alimenticios
tenham apresentado potencial de viruléncia e resisténcia aos antibibticos, esses
foram menores quando comparados com os isolados de humanos. Apesar disso,
esse estudo recomenda que novas pesquisas sejam realizadas para conseguir
comprovar se o uso em alimentos é seguro (CARIOLATO, ANDRIGHETTO,
LOMBARDI, 2009).
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Este micro-organismo ja foi isolado a partir do processamento de ricota
em placas de acgo inoxidavel (FERNANDES, KABUKI, KUAYE, 2015), do teto e
das fezes da vaca, do leite cru, da maquina e do ambiente de ordenha de uma
fazenda (KAGKLI et al., 2007). No Brasil, uma pesquisa analisou 120 amostras de
alimentos, incluindo produtos carneos, leite cru, queijos e vegetais analisadas,
sendo que 52,5% apresentaram Enterococcus, com maior incidéncia em produtos
carneos e queijos. Das culturas isoladas, 67,7% produziram sais biliares
hidrolisados, 15,2% bacteriocina, 12,1% foram consideradas B-hemolitica e 18,2%
produziram gelatinases. A presenca da expressao de viruléncia e resisténcia aos
antibiéticos das cepas isoladas de produtos lacteos levantam duvidas quanto a
seguranga dessas culturas em alimentos (GOMES et al., 2008).

2.2. Biofilme

Biofilme pode ser definido como um consércio ou comunidade de micro-
organismos fixos em uma superficie, formados por uma ou vérias espécies,
embora os de multiplas espécies predominem em diversos ambientes, envolvidos
por uma matriz de exopolissacarideos conhecida como EPS (BLASCHEK, WANG,
AGLE, 2007; O'TOOLE, KAPLAN, KOLTER, 2000).

Os biofilmes podem ser formados em condi¢oes estaticas (WINJMAN et
al., 2007). Essa estratégia de sobrevivéncia dos micro-organismos acontece em
diferentes materiais como aco inoxidavel, polipropileno, plastico, 1a de vidro,
borracha teflon, nylon, vidro e aluminio tendem a ser condicionada e tornar-se um
ambiente propicio para formacdo do biofime (ANKITA, JITENDER, 2012;
PAGEDAR, SINGH, 2012; BROOKS, FLINTE, 2008; KUMAR, ANAND, 1998).

Para ser considerado biofilme o numero minimo de células aderidas
inicialmente variam de 10° UFC/cm2 (RONNER, WONG,1993), 10° UFC/cm2
(WIRTANEN, HUSNARKM, MATTILA-SANDHOLM, 1996) a 10’ UFC/cm2
(ANDRADE, BRIDGEMAN, ZOTTOLA, 1998).
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A remocédo inadequada dos micro-organismos durante o processo de
higienizacao leva a formagéo indesejada de uma camada de micro-organismos e
seus produtos de decomposicédo, sobre uma superficie de contato com o meio
liqguido originando as incrustagdes biolégicas em tubulagdes, equipamentos ou
tanques e contribuindo para que ocorra o aumento do potencial de
biotransferéncia dessas células e para a formacao de biofiimes (WINJMAN et al.,
2007; KUMAR, ANAND, 1998).

Alguns fatores como a natureza dos substratos, das superficies e dos
micro-organismos interferem e favorecem a formacgao de incrustagdes bioldgicas,
agindo em diferentes estagios da formacao do biofilme. Natureza do substrato:

Compostos orgéanicos e inorgéanicos, condicées do fluxo, composicao nutricional,
presenca de sais e pH. Caracteristica das superficies: hidrofobicidade, interfaces

sélido-liquido, aspectos fisico-quimico, temperatura, osmolaridade, presenca de
ferro e oxigénio. Caracteristica dos micro-organismos: Superficie da carga

bacteriana, fase de crescimento, flagelos, fimbrias, interacdes entre as células,
formacao de esporos (ANAND et al., 2014; DAT et al., 2012 MARCHAND et al.,
2012; PAGEDAR, SINGH, 2012; ANKITA, JITENDER, 2012, O'TOOLE, KAPLAN,
KOLTER, 2000).

A formacado do biofime se da por fases distintas, incluindo o
condicionamento da superficie, a fixacdo bacteriana e o desenvolvimento das
estruturas do biofilme até alcangar a sua maturidade (ANAND et al., 2014). Tal
formacado pode ser considerada uma resposta ao estresse, principalmente na
privacao de nutrientes (BLASCHEK, WANG, AGLE, 2007).

A adeséao do substrato pode ser passiva, quando é conduzida pela forga
da gravidade ou pela dinamica dos fluidos. E pode ainda ser ativa quando
influenciada pela superficie das células, incluindo as proteinas de superficie, os
pili, as adesinas e pela propria sintese de polissacarideos (CHMIELEWSKI,
FRANK, 2003).
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No inicio, as células plancténicas aderem a uma superficie e com o
tempo elas passam a se organizar em grupos, sendo denominadas sésseis.
Nessa etapa elas estdo associadas ao substrato e possuem pouco poder de
locomogao (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012; ANDRADE, AJAO, ZOTTOLA,
1998). Os micro-organismos sofrem mudangas profundas durante a transicdo da
fase planctonicas para sésseis, onde formam uma complexa comunidade
(O'TOOLE, KAPLAN, KOLTER, 2000).

O processo de formacgao é dindmico e ocorre em duas fases, a reversivel
e irreversivel. A reversivel é a adesao inicial dos micro-organismos em um
substrato com condigdes suficientes para viabilizar o crescimento, gradualmente.
No inicio da formacado do biofilme, poucas células planctbnicas aderem a
superficie, produzindo pouca quantidade de exopolissacarideos. Essa fase
reversivel pode ser removida por lavagem. As forcas que atuam nessa etapa sao
as forcas de Van der Waals, eletrostatica e a interacao hidrofébica. (HAMID et al.,
2013; WINJMAN et al., 2007; CHMIELEWSKI, FRANK, 2003; KUMAR, ANAND,
1998).

Durante a transicdo entre a fase reversivel e irreversivel ocorre a
formacao das substancias poliméricas extracelulares (EPS), que sao conjuntos de
polimeros biossintéticos que incluem substitutos ou nado de polissacarideos,
proteinas, acidos nucleicos e fosfolipidios (BLASCHEK, WANG, AGLE, 2007).

Os (EPS), geralmente compostos por 15% de células e 85% de volume
da matriz, favorecem a colonizacdo e a retencdo de detritos organicos e
inorganicos (BLASCHEK, WANG, AGLE, 2007; SCHENEIDER, 2007;
CHMIELEWSKI, FRANK, 2003). A medida que os biofiimes amadurecem e
multiplicam-se, sdao formadas as microcolénias, responsaveis por influenciar a
formagdo de canais de agua, transporte de nutrientes, oxigénio dissolvido e
antimicrobianos para as células. Tais trocas propiciam o crescimento destes

biofilmes, contribuindo para caracteristicas como espessura e complexidade. Esta
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€ a fase irreversivel, que pode levar até 10 dias para se formar e é influenciada
por forca de curto alcance como dipolo-dipolo, hidrogénio, ligagdes idnicas e
covalentes. Nessa etapa, as forgas repulsivas evitam o contato direto dos micro-
organismos com o substrato. Sé a lavagem néo é suficiente, em alguns casos sé €
possivel remover o biofilme através de uma raspagem do material (BLASCHEK,
WANG, AGLE, 2007; CHMIELEWSKI, FRANK, 2003).

Os genes responsaveis pela expressao das proteinas de fixacdo de
superficie e producdo de EPS, no processo fisiolégico durante a fixacao
irreversivel sao ativados em respostas aos estimulos externos, incluindo a
densidade populacional, o estresse e a limitagdo de nutrientes (CHMIELEWSKI,
FRANK, 2003).

Quando envolta pela matriz de EPS, essas camadas externas do
biofilme funcionam como uma protegéo, protegendo as células do interior contra
influéncias adversas do ambiente, contribuindo para o aumento da resisténcia aos
agentes de limpeza e de substancias antimicrobianas (WINJMAN et al., 2007,
O'TOOLE, KAPLAN, KOLTER, 2000).

Além disso, a baixa taxa de crescimento das células e os padroes de
expressées dos genes especificos para biofilmes também contribuem para que
essa resisténcia aumente (WINJMAN et al., 2007).

O transporte de nutrientes e 0 grau de adsorgdo sdo extremamente
importantes para o biofilme, e geralmente acontece por difusdo e em alguns casos
por fluxo turbulento do liquido. A transferéncia dos nutrientes é mais rapida
quando o biofilme esta na fase aquosa, porém depende também do nivel de
nutrientes e dos micro-organismos envolvidos (KUMAR, ANAND, 1998).

Além do condicionamento das superficies, outros fatores como a
hidrofobicidade das superficies dos materiais, o transporte de massa, a energia

livre da superficie, as cargas eletrostéticas, a rugosidade e a micro topografia da
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superficie, também estao envolvidos e influenciam o processo de fixacao inicial
dos micro-organismos em biofilmes (BROOKS, FLINT 2008; PALMER, FLINT,
BROOKS 2007).

Na fase final do biofilme, quando ele estd maduro, algumas células
podem separar-se devido a fatores extrinsecos como cisalhamento, descamagéo,
erosao ou até por mudancas na disponibilidade de nutrientes ou parada subita de
fluxo. Esse deslocamento também pode ser causado por fatores e mecanismos
provenientes do proprio biofilme (WINJMAN et al., 2007). Quando isso ocorre, 0s
micro-organismos podem permanecer vivos longe do substrato por um longo
periodo (BLASCHEK, WANG, AGLE, 2007).

A separacdo (descolamento do biofilme) é formada por trés etapas,
incluindo a erosdo, abrasdao e descamacao. As forcas de cisalhamento e dos
fluidos vao influenciar na eroséo. Ja quando ocorre colisdo de particulas, podemos
associar a abrasdo. Na descamacdo ha uma separagdo continua das células
individuais ou clusters, afetando a superficie dos biofiimes (MARCHAND et al.,
2012).

Quando um biofiime apresenta um padrdo de comportamento
caracterizado por processo de crescimento intercalado por desprendimento das
células, esse processo é conhecido por ser um mecanismo de dispersdo. Acredita-
se que o biofilme utiliza esse sistema para manter o equilibrio em um processo
programado. Quando as microcolénias sdo rompidas, as células plancténicas
favorecem a gerag@o de um novo ciclo de formagéo de biofilmes em outros locais
(STAPPER et al., 2004, STOODLEY et al., 2001; COSTERTON et al., 1999).

Os micro-organismos em forma de biofilme quando em ambiente
adequado favorece a sinalizagado célula a célula (Quorum Sensing). A via de
sinalizacdo acontece através de compostos de baixo peso molecular que funciona
como um sensor. A presenga, a concentragdo d e o tipo de molécula dependem

da densidade populacional e variam de acordo com as interagcdes. O mecanismo
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de comunicacao célula-célula funciona como um sincronizador dos genes de
expressdo em resposta a densidade da populacao celular. Alguns exemplos de
auto indutor envolvidos nesse processo em bactérias gram-positivas, sao
aminoacidos e peptideos curtos modificados (BLASCHEK, WANG, AGLE, 2007;
SOLANO et al. 2014).

Compreender os parametros envolvidos na morfologia, no
comportamento e interacdo dos micro-organismos, bem como no desenvolvimento
do biofilme, e ainda na composicao das superficies de contato na industria de
alimentos, torna possivel entender os mecanismos de regulacdo (quorum
sensing), que influenciam o aumento ou reducdo do potencial de adesdo nas
superficies de contatos, contribuindo para um controle eficaz de adesao, bem
como dos tratamentos (HAMID et al., 2013; DAT et al., 2012; OTOOLE , KAPLAN,
KOLTER, 2000).

2.3. Biofilme na industria de alimentos

O estudo das interacbes entre bactérias e superficies do processamento
de alimentos é importante, pois ajuda a fornecer medidas eficazes para prevenir a
formacao e remogao dos biofilmes. Mesmo efetuando uma limpeza aceitavel os
micro-organismos possuem a capacidade de sobreviver em equipamentos por um
periodo prolongado dependendo da quantidade da natureza residual, da

temperatura e de outros fatores como a umidade relativa (WONG, 1998).

Apo6s a formagédo, o biofilme representa um desafio e uma grande
preocupacao para a industria de alimentos, conduzindo a perdas econémicas e
influenciando na seguranca da qualidade do produto final (HAMID et al., 2013;
WINJMAN et al., 2007).

Nas industrias de alimentos, principalmente nas areas de processamento
e armazenamento, os substratos, geralmente sélidos organicos e inorganicos

presentes na corrente de alimentagdo, sdo transportados e adsorvidos pelas
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superficies de contatos, dando origem as superficies condicionadas. Essas
peliculas com alta concentracdo de nutrientes sao propicias ao crescimento dos
micro-organismos e formacdo dos biofilmes (ANAND et al, 2014; PALMER,
FLINT, BROOKS, 2007; KUMAR, ANAND, 1998).

Alguns equipamentos nas industrias de alimentos possuem &reas
criticas devido a sua aparéncia irregular e a presenca de sulcos, fissuras, fendas,
areas sem saidas, articulacbes e valvulas. Essas caracteristicas criam um
ambiente propicio para a formacao de biofilme. Alguns micro-organismos
sobrevivem as forcas de cisalhamento empregados em métodos mecanicos de
limpeza, ficando aprisionado nessas fendas e desenvolvem-se mesmo sobre a
limitacdo de nutrientes (DAT et al., 2012; PAGEDAR, SINGH, 2012; KUMAR,
ANAND, 1998).

Os baixos niveis de nutrientes reforcam a esporulagdo dos micro-
organismos presentes no biofilme, impactando no aumento do processo de
aderéncia nas superficies de contato com os alimentos e a tolerancia durante os
processos de limpeza e higienizacdo (PAGEDAR, SINGH, 2012).

O biofilme, bem como os esporos presentes influenciam na transferéncia
de calor e na eficiéncia das operagbes, pois ficam retidos durante o
processamento do leite em trocadores de calor. Quando presentes no sistema de
filtracdo, reduzem a permeabilidade do material (ANAND et al., 2014; KUMAR,
ANAND, 1998).

Dependendo das condigdes de cultura e da cepa, os esporos podem
constituir em até 90% das contagens totais do biofilme, funcionando como um
“ninho” de esporos que posteriormente serdo liberados em ambientes de producao
de alimentos. Os esporos sao hidrofébicos e altamente resistentes aos estresses,
logo eles aderem com facilidade em diferentes equipamentos e materiais no
processamento de alimentos (WINJMAN et al.; 2007).
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A formacao do biofilme favorece a producéao indesejavel de produtos de
decomposicao, que agem impedindo o fluxo de calor, aumentando a resisténcia ao
atrito do fluido na superficie e a taxa de corrosao, provocando a deterioracao e
falhas dos equipamentos, destruindo as superficies de contato. Além disso, os
desprendimentos das células do biofilme resultam em contaminacdo péds-
processamento (NGUYEN, YANG, YUK, 2014; HAMID et al., 2013; DAT et al.,
2012; WINJMAN et al., 2007; KUMAR, ANAND, 1998).

O aumento da frequéncia da limpeza é uma das Unicas opcdes para que
as industrias processadoras de leites e derivados possam reduzir os problemas
com biofilmes (NGUYEN, YANG, YUK, 2014; FLINT, BREMER, BROOKS 1997).
E comum que as bactérias presentes em biofilmes apresentem resisténcia aos
tratamentos antimicrobianos e aos procedimentos de saniticagdo quando
comparados com células planctonicas (NGUYEN, YANG, YUK, 2014).

Os biofilmes bacterianos de patégenos afetam principalmente alimentos
frescos, produtos lacteos e ricos em proteinas como aves e carnes (CHEN;
ROSSMAN; PAWAR, 2007). Dos produtos derivados de leite, os queijos sdo uma
preocupagao, visto que sdo consumidos sem aquecimento. Além disso, longos
periodos de armazenagem sob refrigeracdo podem beneficiar o crescimento de
micro-organismos psicotréficos como a espécie L. monocytogenes (BARANCELLI,
2010).

Ha mais de seis décadas a industria lactea utiliza o ago inoxidavel em
suas instalagcbées devido as caracteristicas do material atenderem aos requisitos
basicos exigidos na legislacdo e favorecerem o processo de producdo. O aco
inoxidavel possibilita um o6timo coeficiente de expansdo, oferecendo boa
condutividade térmica, sdo resistentes as corrosbes alcalinas e 4&cidas
provenientes da higienizacdo, além de ser neutro do ponto de vista sensorial,
contribuindo para aumentar a seguranca do produto final e evitando perdas
econdmicas (MARCHAND et al., 2012).
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Ha varios relatos de biofiimes encontrados em diferentes etapas e
equipamentos de processamento do leite e seus derivados, incluindo em sistemas
de agua de lavagem, na ordenha, processamento de leite, fabricas de queijos e
producédo de sorvetes. A presenga de biofilmes foi registrada em tanques, silos de
leite, trocadores de calor, torres de resfriamento do sistema de pasteurizacgéo,
sistemas de filtracdo, ultrafiliracdo e em sistema de osmose reversa (ANAND et
al., 2014; MARCHAND et al. 2012, PAGEDAR, SINGH, 2012; KUMAR, ANAND,
1998).

Nos equipamentos onde a superficie permanece em contato direto com
o fluxo de leite ou soro de leite, a adsorcao de proteinas favorece a formacao de
superficies condicionadas, aumentando a fixacdo e aderéncia dos micro-
organismos, inclusive em superficies de ago inoxidavel (ANAND et al., 2014;
KUMAR, ANAND, 1998). O condicionamento é rapido e continuo, podendo ter
inicio apés 5 ou 10 segundos apds a entrada do fluido na superficie limpa.
Quando as proteinas do soro de leite estdo expostas a uma temperatura superior
a 65T ocorre a desnaturacéo protéica, favorecendo o condicionamento através
da aderéncia rapida dos micro-organismos nas superficies (MARCHAND et al.,
2012).

E controverso o comportamento de determinados micro-organismos em
aco inoxidavel na presenca de componentes lacteos. Alguns afirmam que as
proteinas inibem a formagcédo de biofilme, alterando a fixagdo (PARKAR et al.,
2001; BARNERS et al., 1999; WONG, 1998). Outros autores provaram o contrario,
que alguns micro-organismos demonstram maior capacidade de fixacdo na
presenca de proteina de soro de leite em aco inoxidavel (SPEERS, GILMOUR,
1985).

Alguns experimentos usando superficies de ago inoxidavel condicionada
com leite desnatado comprovaram que houve reducdo de fixacado de células
vegetativas e esporos de Bacillus termofilicos (PARKAR et al., 2001) e de S.
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aureus, L. monocytogenes e Serratia marcescens (BARNERS et al., 1999). Uma
provavel explicagdo para essa redugdo seria a presenca de proteinas como a
caseina e a B-lactoglobulina que quando presentes em fases fluidas atuam como
competidoras por sitios de ligacdo na superficie do inoxidavel, reduzindo a
capacidade de adesao das bactérias. Possivelmente a inibicdo esta relacionada
com a repulsdo entre as cargas eletronegativas das proteinas do leite a das
células bacterianas (WONG, 1998).

Também o oposto foi encontrando quando observado o desenvolvimento
de biofilme em superficies de aco inoxidavel e de borracha, condicionadas com
proteinas do soro de leite e lactose, onde houve um aumento da fixagado de
determinados micro-organismos como as Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.
e Flavobacterium spp. Possivelmente uma solugdo com maior viscosidade pode
favorecer a retengdo e fixacdo dos micro-organismos (SPEERS, GILMOUR,
1985).

Para o controle dos biofilmes o primeiro passo importante € a limpeza e
sanitizagao de equipamentos (FORSYTHE; HAYES, 1998), sendo necesséria para
eliminacao de detritos de alimentos e residuos que contribuem para a fixagao dos
micro-organismos em diferentes superficies (SIMOES et al., 2010). Equipamentos
que possuem superficies em contato direto com os alimentos devem ser limpos
diversas vezes ao dia, j4& as superficies ambientais como as paredes,
semanalmente. (GIBSON et al., 1999). O processo cleaning-in-place (CIP)
caracterizado como uma limpeza completa na planta de processamento é utilizado
como controle de biofiime em laticinios (BREMER et al., 2006). A presenca de
biofilmes na industria de alimentos impacta diretamente no prazo de validade dos
produtos (ZOTTOLA, SASAHARA, 1994).
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2.4. Biofilmes multiespécies

Em biofilmes de multiespécies as células justapostas favorecem uma
cooperagcdo metabdlica. Assim, acredita-se que haja uma troca benéfica dos
substratos e remocado dos produtos finais. Essas possiveis cooperacdes sao
sustentadas pela fase estacionaria das células. Uma célula individual consegue
viver em um micro nicho dentro do biofilme, onde os nutrientes sao fornecidos por
células vizinhas por difusdo. Alguns produtos como as substancias antagonistas
sao afastadas por barreiras pelo mesmo processo de difusdo. Esse nivel de
estrutura organizacional do metabolismo do biofilme explica a sua eficiéncia e a

sua resisténcia aos agentes antibacterianos (COSTERTON et al., 1994).

As interagbes entre as espécies microbianas e 0 meio no qual estao
inseridos podem influenciar a formagao do EPS. Alguns trabalhos demonstraram
que na presenca do soro de leite a producdo de EPS & menor (LERICHE,
CARPENTIER, 2000; ANAND, 1998). Ja quando os biofilmes sédo formados por
espécies mistas € comum que sejam mais espessos e mais estaveis quando
comparados com uma Unica espécie. Uma espécie produz e contribui para
melhorar a estabilidade das outras espécies dentro do biofilme (KUMAR, ANAND,
1998).

As espécies patogénicas que formam biofilmes sdo de grande interesse
por diversos grupos de pesquisa para manter o controle da seguranca dos
alimentos (ZOTTOLA, SASAHARA, 1994). A interacdo entre as espécies €
considerada um fator de viruléncia (ALMEIDA, OLIVER, 2001; HENSEN et al.,
2000), pois essas bactérias tornam-se dificeis de serem eliminadas (MOSTELLER,
BISHOP, 2003).

Geralmente a L. monocytogenes cultivada sozinha em caldo de triptona
soja (TSB) e ou infusdo de cérebro e coracado (BHI) ndo tem potencial elevado
para formar biofilme e microcolénias em superficies de contato como o aco

inoxidavel (ZOTTOLA, 1988). Na presenca de Bacillus sp. CCL9 e Pseudomonas
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fluorescens, L. monocytogenes teve uma reducédo de até 3 log UFC/cm?, quando
comparado com biofilme monoespécie. Na presenca de Kokuria varians CCL 73,
Staphylococcus capitis CCL 54, Stenotrophomonas maltophilia CCL 47 e
Comamonas testosteroni CCL 24 sofreu o inverso e houve um aumento de 0,5
ciclo de log, até 1 ciclo log UFC/cm? no crescimento deste micro-organismos
(CARPENTIER, CHASSAING, 2004).

Um aumento da colonizagdo por L. monocytogenes e Listeria innocua
também foi relatado quando na presenca de Pseudomonas spp. (BOURION E
CERF, 1996) e de Flavobacterium sp. (BREMER et al., 2001). Ja na presenca de
Staphylococcus xylosus e Pseudomonas fragi houve uma redugdo quando
comparado com monocultura (NORWOOD, GILMOUR, 2000).

Duas cepas de L. monocytogenes tiveram as contagens reduzidas na
presenca do Staphyloccoccus sciuri em ago inoxidavel, onde foi observado maior
producéo de substancias extracelulares como uma possivel causa da redugédo da
adesao. Maior proporcao de células na fase planctdnicas, em culturas mistas, foi
observada, sugerindo entdo que o EPS produzido pelo Staphylococcus sciuri
poderia modificar o equilibrio da fase (LERICHE, CARPENTIER, 2000).

A competicdo natural entre 0s micro-organismos pode impedir a
colonizagdo dos mesmos em instalagbes e superficies de equipamentos em
laticinios (LERICHE, CARPENTIER, 2000). O estudo das interacbes entre as
espécies € importante para avaliar as chances de encontrar cepas que contribuam
para aumentar ou reduzir determinados micro-organismos (CARPENTIER,
CHASSAING, 2004). Portanto a exclusao competitiva € uma estratégia usada para
inativar biofilmes de patégenos em ambientes de processamento alimentar (KIM et
al., 2013).
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3 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral foi avaliar a formacao de biofilmes multiespécies de
patdgenos gram-positivos isolados de produtos lacteos, em superficie de acgo
inoxidavel na presenga de diferentes substratos.

3.1. Obijetivos especificos

v' Promover a formagdo do biofiime monoespécie de Enterococcus
faecalis, Bacillus cereus, Listeria monocytogens e Staphylococcus
aureus sobre superficie de ago inoxidavel.

v" Promover a formacdo do biofilme multiespécies de E. faecalis, B.

cereus, L. monocytogens e S. aureus em superficie de ago inoxidavel

v’ Verificar o comportamento dos patégenos E. faecalis, B. cereus, L.
monocytogenes e S.aureus na formagao de biofilmes monoespécie e
multiespécies em ago inoxidavel em diferentes substratos (caldo infuséo

de cérebro e coragao BHI, soro de leite e leite desnatado).
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia de Alimentos da Faculdade de Engenharia
de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas.

4.1. Cepas bacterianas utilizadas

Todas as culturas utilizadas nos experimentos (Tabela 1) foram
previamente isoladas de produtos lacteos e cedidas pelo Laboratério de Higiene,
do Departamento de Tecnologia de Alimentos, da Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Unicamp.

Tabela 1 — Cepas de origem lactea utilizadas para preparagéo do inoculo na formagao do
biofilmes monoespécie e multiespécies.

Cepas utilizadas Codificagdo  Origem Referéncia

Bacillus cereus M1-102 Paté de queijo MARTINS, KABUKI, KUAYE, 2009.
Bacillus cereus K1B-052 Queijo minas frescal KABUKI, SOUZA, KUAYE, 2008.
Bacillus cereus R1-070 Queijo minas frescal ROCHA, 2004.

Listeria monocytogenes C1-023 Queijo minas frescal CARVALHO, VIOTTO, KUAYE, 2005.
Listeria monocytogenes C1-029 Queijo coalho CARVALHO, VIOTTO, KUAYE, 2005.
Listeria monocytogenes E1-010 Ricota ESPER, KABUKI, KUAYE 2011.
Staphylococcus aureus C1-003 Queijo minas frescal CARVALHO, VIOTTO, KUAYE, 2005.
Staphylococcus aureus C1-009 Queijo minas frescal CARVALHO, VIOTTO, KUAYE, 2005.
Staphylococcus aureus E1-090 Ricota ESPER, KABUKI, KUAYE 2011.
Enterococcus faecalis E-130 Embalagem de queijo FERNANDES, KABUKI, KUAYE, 2015.
Enterococcus faecalis E-113 Soro de leite FERNANDES, KABUKI, KUAYE, 2015.
Enterococcus faecalis E-87 Ricota FERNANDES, KABUKI, KUAYE, 2015.

4.2. Preparo da suspensao de culturas

As culturas, mantidas sob refrigeracdo a 4<C, foram reativadas duas

vezes consecutivamente em Caldo BHI (Infusdo de Cérebro Coracao; Difco) e
incubados a 35C por 24 horas. Uma mistura de 2 mL de cada cepa foi utilizada

para o preparo do inoculo. Em seguida, 1 mL de cada mistura, foi submetida a
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diluicdo seriada e foi inserido uma quantidade equivalente a concentracdo de
10°UFC/mL no substrato de cada ensaio, para promover os biofilmes, nos cupons
de ago inoxidavel. A padronizacdo da densidade éptica das culturas foi ajustada
pelo padrao de McFarland em fotdmetro portatil (Densimat 99234, BioMerieux),

para o controle sobre a turbidez da preparagéo do inoculo.
4.3. Preparo dos cupons de aco inoxidavel

Os cupons de ago inoxidavel AISI 304 com 0,366 um de rugosidade
dentro do padrdao de acabamento numero 4, determinados pela American Society
for Testing and Materials (ASTM) e considerados adequados para utilizagdo nas
industrias de alimentos, foram usados na dimensdo de 10 x 10 x 1 mm. Os cupons
foram limpos utilizando-se esponja, agua e detergente neutro, e ap6s enxague em
agua destilada foram imersos em etanol 70% por 1 hora, seguido de um novo
enxague em agua destilada, secagem e esterilizagdo em autoclave a 121<C por 15
minutos (ROSADO, 2009; PARIZZI, et al., 2004).

4.4. Escolha do meio de cultura

Foram realizados testes com varios meios de culturas para conseguir um
meio de cultura seletivo, ou seja, que fosse possivel contar o micro-organismo
alvo e inibir os demais nos ensaios de formacao de biofiime multiespécies. A
escolha seguiu a sugestdo das metodologias tradicionais, para verificar a
capacidade do meio em promover o isolamento seletivo. Os inoculos dos micro-
organismos foram preparados e 0,1 uL foram semeados em diferentes agares
seletivos. Foram testados os seguintes meios: Agar Manitol Gema de Ovo
Polimixina (MYP, Difco); Agar KF Streptococcus (KF, Difco); Agar Palcam (PAL,
Difco); Agar Cloreto de litiofeniletanol-moxalactam (LPM, Difco); Agar Baird Parker
(BD, Difco); Agar Manitol Sal (MSA), de acordo com a literatura, conforme
apresentado (Tabela 2).
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Tabela 2 - Meios de culturas seletivos testados para cada micro-organismo.

Micro-organismo Meio Referéncia
Bacillus cereus MYP* MOSSE , KOOPMAN, JONGERIUS, 1996
Enterococcus faecalis KF* APHA, 2001
Listeria monocytogenes PAL*; LPM* RODRIGUES et al., 2003
LOESSNER et al., 1998
Staphylococcus aureus BP*; MSA* BAIRD-PARKER, 1962

DAVIS, FARRAH, WILKIE, 2006
RYSER, DONNELLY, 2001

*MYP = Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina; KF = Agar KF Streptococcus; PAL = Agar Palcam; LPM = Agar
Cloreto de litiofeniletanol-moxalactam; BP = Agar Baird Parker; MSA = Agar Manitol Sal.

Os meios de cultura escolhidos para esse teste e sua composicao foram
o MYP, KF, BD, LPM, Palcam e o MSA, as especificacées deles foram inseridas
no anexo 1 identificado como Meios de cultura.

4.5. Formacao de Biofilmes Monoespécie e Multiespécies em diferentes
substratos

4.5.1. Ensaios

Para cada grupo foram utilizados 14 cupons, sendo que estes foram
divididos inicialmente em dois subgrupos de 7. Cada grupo ficou imerso em 60 mL
de substrato, codificado de acordo com o ensaio, onde o ensaio 1 usou o caldo
BHI, o ensaio 2 o soro de leite e 0 ensaio 3 o leite desnatado estéril. Em seguida
foram mantidos em temperaturas de 25C por 10 dias. No 4° e 7° dia de
incubacao, os substratos foram trocados para simular um meio de producdo em
constante processamento e impedir que o pH reduza demais a ponto de eliminar
0s micro-organismos impedindo a formacgao do biofilme. Cada ensaio foi composto
por 5 grupos, designado como ilustrado no fluxograma apresentado na Figura 1.
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Contagem de
Enterococcus faecalis

— Grupo 1

Contagem de Listeria
monocytogenes

— Grupo 2

Contagem de
Staphylococcus aureus

— Grupo 3

Contagem de Células
vegetativas

Contagem de Bacillus
cereus

— Grupo 4

Contagem de Esporos

Contagem de
Enterococcus faecalis

Ensaio 1 (BHI),2 (Soro de
leite) e 3 (Leite desnatado)

| | Contagem de Listeria
monocytogenes

— Grupo 5 (Pool) —

Contagem de
Staphylococcus aureus

Contagem de Células
vegetativas

| | Contagem de Bacillus
cereus

Contagem de Esporos

Figura 1 - Fluxograma dos ensaios 1 (BHI), ensaio 2 (Soro de Leite) e ensaio 3 (Leite
desnatado).

Ensaio 1: Formacao de biofiime em BHI: Os cupons foram
previamente esterilizados, conforme explicado anteriormente, e divididos em 5
grupos: Grupo 1 (G1): suspensdo de 10° UFC/mL de Enterococcos faecalis em
caldo BHI; Grupo 2 (G2) suspensédo de 10° UFC/mL de Listeria monocytogenes
em caldo BHI; Grupo 3 (G3) : suspensdo de 10°® UFC/mL de Staphylococcus
aureus em caldo BHI; Grupo 4 (G4): suspensdo de 10° UFC/mL de Bacillus
cereus em caldo BHI; Grupo 5 (G5) Suspensdo em caldo BHI contendo 10°

UFC/mL do Pool de E. faecalis, L. monocytogenes, S. aureus e B. cereus.

Ensaio 2: Formacao de biofilme na presenca do soro de leite: O

ensaio 2 seguiu a mesma metodologia do ensaio 1, porém o substrato utilizado foi
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o soro de leite (Allibra) reconstituido 59 a cada 100mL de agua destilada e
esterilizado a 121C por 10 minutos.

Ensaio 3 : Formacao de biofilme na presenca de leite desnatado: O
ensaio 3 seguiu a mesma metodologia do ensaio 1 € 2 e, porém, 0 meio utilizado
foi o leite desnatado UHT (Molico), adquirido em comércio local na cidade de
Campinas no estado de Sao Paulo.

A adesao e a formacao do biofilme em superficie de ago inoxidavel,
foram obtidas pela técnica de contagem padrdo em placas, expressos em log
UFC.cm®, em fungdo do tempo (6h, 24h (1dia), 48h (24ia), 96h (4dia), 168h
(7dia) e 240h (10Yia) em diferentes substratos (B HI, soro de leite e leite
desnatado) e na temperatura de incubacao de 25<C. F oi realizado a medigao do

pH com fita colorimétrica antes de cada contagem.
Os ensaios de biofilme foram realizados em ftriplicata.
4.6. Contagem de micro-organismos

A adesdo e a formacdo dos biofiimes foram analisadas através de
contagem em placas onde dois cupons de cada grupo foram retirados para
contagem. Os cupons foram analisados apds 6 horas, 24 horas (1 dia), 48 horas
(2 dias), 96 horas (4 dias), 168 horas (7 dias) e 240 horas (10 dias) de incubacgao a
25C. No dia da contagem o substrato teve o seu pH medido com fita

colorimétrica.

O cupom retirado para contagem foi transferido com a ajuda de uma
pinca estéril para um tubo contendo 10 mL de solucao de peptona a 0,1% por um
minuto sem agitacdo para remocao das células planctbnicas e em seguida
transferido para 5 mL de solucdo salina peptonada (NaCl 0,85% e peptona 0,1%)
submetidos a agitacdo em vortex na velocidade maxima por 2 minutos
(ROSADO,2009).
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Apl6s a realizacao de diluicdes decimais, uma aliquota de 0,1 mL de
cada diluicao foi inoculada em agar MYP, KF, MSA e LPM, respectivamente para
contagens de B.. cereus, E. faecalis, S. aureus e L. monocytogenes. As placas
foram incubadas a 35T por 24 horas e ap6s esse periodo as colénias foram
contadas, com ajuda de contador de colbnia.

Em seguida foi realizado a contagem de esporos. Apds a retirada das
células plancténicas, os cupons foram submetidos a choque térmico de 80C por
12 minutos, seguido de plaqueamento em Plate Count Agar (PCA) suplementado
com 0,1% de amido soluvel e incubados a 35C por 48 horas (FRANK E YOUSEF,
2004). A contagem de esporos foi realizada a partir de 48 horas para os Grupo 4 e
Grupo 5 de todos os ensaios com ajuda de contador de col6nia.

4.7. Analise Estatistica

Os procedimentos utilizados para comparar as amostras foram
realizados através da Andlise de Variancia (ANOVA). As diferengas significativas
ao nivel de 95% entre os tratamentos foram analisadas através do teste de Tukey.
Para analise de estatistica foi utilizado o Software STATISTICA versdao 8.0
(Statsoft, Tulsa, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Escolha do meio de cultura

A escolha do meio de cultura é importante para o crescimento dos micro-
organismos. Nesse trabalho utilizou-se 4 espécies de micro-organismos: Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus,
sendo utilizados 3 cepas de cada micro-organismo. No biofilme multiespécies,
todas as cepas foram misturadas formando um Pool, sendo necessario, portanto,
realizar contagens de cada espécie levando em consideragédo os agentes seletivos

presentes no meio para inibir o desenvolvimento das outras espécies.

Tabela 3. Meios seletivos testados para contagem das cepas de micro-organismos

Cepas MYP* KF* BP* Palcam* MSA* LPM*
L. monocytogenes Colénias  Nao Colénias Colonias Nao Colonias
C1-023 amarelas cresceu pretas pretas cresceu creme
L. monocytogenes Colonias  Nao Colonias Col6nias Nao Colonias
C1-029 amarelas cresceu pretas pretas cresceu creme
L. monocytogenes Colonias  Nao Colonias Col6nias Nao Colonias
E1-010 amarelas cresceu pretas pretas cresceu creme
S. aureus C1-003 Colonias  Nao Colonias  Col6nias  Colonias Nao
amarelas cresceu pretas laranja amarelas cresceu
S. aureus C1-009 Colonias  Nao Colonias  Col6nias  Colonias Nao
amarelas cresceu pretas laranja amarelas cresceu
S. aureus E1-090 Colénias  Nao Colonias Colonias  Colonias Nao
amarelas cresceu pretas laranja amarelas cresceu
E. faecalis E-87 Col6énias  Colodnias Col6énias Nao Ndo Nao
amarelas vermelhas pretas cresceu cresceu cresceu
E. faecalis E-113 Col6énias  Colodnias Col6énias Nao Ndo Nao
amarelas vermelhas pretas cresceu cresceu cresceu
E. faecalis E-130 Col6énias  Colodnias Col6énias Nao Ndo Nao
amarelas vermelhas pretas cresceu cresceu cresceu
B. cereus M1-012 Colénias  Nao Nao Coloénias Nao Nao
rosa cresceu cresceu pretas cresceu cresceu
B. cereus K1B-052 Colonias  Nao Nao Colonias Nao Nao
rosa cresceu cresceu pretas cresceu cresceu
B. cereus R1-070 Colonias  Nao Nao Colonias Nao Nao
rosa cresceu cresceu pretas cresceu cresceu

MYP* = Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina; KF = Agar KF Streptococcus; PAL = Agar Palcam; LPM = Agar Cloreto de
litiofeniletanol-moxalactam; BP = Agar Baird Parker; MSA = Agar Manitol
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De acordo com os testes realizados e os resultados apresentados na
Tabela 3 os seguintes meios foram seletivos para contagem das espécies
inoculadas no Pool: KF, MYP, LPM e MSA, os quais foram utilizados para
contagens de E. faecalis, B cereus, L. monocytogenes e S. aureus,
respectivamente.

5.2. Formacao de biofilme monoespécies

5.2.1. Formacao de biofilme de Enterococcus faecalis em superficie de aco

inoxidavel em presenca de diferentes substratos

Na literatura, valores variados de contagens de Enterococcus em leite
cru tem sido detectado, 4,5 x 10* UFC.mL™ (SOUTO, 2006) e 1 x 10> UFC.mL-"
(GELSOMINO et al., 2001). Assim, valores proximos foram utilizados para iniciar a

formagéo dos biofilmes em todos os ensaios.

Neste experimento a média das 3 repeticoes inoculadas para o ensaio 1
(BHI) foi de 1,51x10° UFC.mL", para o ensaio 2 (Soro de leite) de 1,50x10°
UFC.mL" e para o ensaio 3 (leite desnatado) de 1,61x10° UFC.mL". Na tabela 4,
estdo apresentadas as contagens de E. faecalis encontradas durante a formacéao

de biofilme em monoespécie.

A adesao bacteriana iniciou com 6 horas para todos os substratos sem
diferenga significativa (p=0,05). Apds 24h as contagens alcangaram valores acima
de 3 logs UFC/cm? em todos os substratos, caracterizando a formacao de biofilme
(RONNER E WONG,1993), (Tabela 4).
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Tabela 4. Médias das contagens de E. faecalis (log UFC/cm?+desvio padrdo) em
biofilmes de monoespécie na superficie de ago inoxidavel em diferentes

substratos
Tempo BHI Soro de leite Leite desnatado
(Horas) Log +DP Log +DP Log +DP
6 2,22 0,73 1,77 0,64 2,47 0,54
24 5,97 0,93 4,46 0,54 5,63 0,52
48 5,96 0,55 5,13 0,26 6,05 0,24
96 6,64 0,82 6,16 1,03 6,35 1,21
168 6,45 1,33 6,14 0,84 6,38 0,19
240 <1,40° 0,00 5,32° 0,04 6,92° 0,28
letras a, b, ¢ = Médias na mesma linha acompanhadas com letras mindsculas diferentes indicam que as contagens sdo

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

O padrao de crescimento do biofilme se manteve até 168h para todos os
ensaios, sem diferencas, porém o comportamento no décimo dia de contagem foi
diferente para todos os substratos, sendo que em BHI, apresentou
desprendimento de célula em grande quantidade, em soro de leite um leve

desprendimento e em leite desnatado a formagao continuou a evoluir.

Os maiores picos de crescimento foram registrados em leite desnatado
com 240h com 6,92 log UFC/cm® e com 96h no BHI com 6,64 log UFC/cm?,
conforme observado na Figura 2.

De acordo com a figura 2 foi possivel observar que em leite desnatado o
E. faecalis continuou se multiplicando sobre a superficie de ago inoxidavel e com o
tempo de 240h foi registrado um aumento de 0,52 log UFC/cm?. E possivel
encontrar na literatura trabalhos que citam a influéncia do leite na formacao de
biofilme, j& que este € um alimento rico em carboidratos, proteinas, lipideos,
vitaminas e mineiras que contribuem para a permanéncia dos micro-organismos

sobre a superficie de aco inoxidavel (BOARI, 2008).
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Figura 2 - Evolugao do E. faecalis na formagao do biofilme de monoespécie em diferentes
substratos ao longo do tempo.

Substratos ricos nutricionalmente, compostos por triptona, peptona e
extrato de levedura promovem as maiores taxas de crescimento bacteriano em
biofilme (VIANA, 2006). Isso estd de acordo com os resultados experimentais,
para o biofiime de E. faecalis em monoespécie, visto que obtivemos maiores

crescimento em substratos ricos em nutrientes, como o BHI e no Leite desnatado.

Os valores obtidos neste experimento estdo de acordo com o0s
encontrados em biofilme de E. faecalis e E. faecium que em temperaturas de 25T
e 39T apos 8 dias de contato, alcancaram contagens acima de 8 log UFC/cm?em
aco inoxidavel (FERNANDES, 2014). Em superficie de vidro cepas de E. faecalis
isoladas de amostras clinicas, evoluiram entre 5 a 7 log UFC/cm? (MARQUES,
2004).

O desprendimento acontece através de dois mecanismos diferentes:
erosdo e descamacdo. Quando um biofilme perde particulas pequenas ele sofre

uma leve erosdo. J4 quando ocorre a perda de particulas grandes, ou seja, da
biomassa, isso € a descamacao (PICIOREANU et al. 2001).
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O decréscimo de células de E. faecalis iniciou com pequenos valores a
partir de 48h na presenca de BHI, considerado um meio completo e rico em
nutrientes para a maioria dos micro-organismos (FIGURA 3). Com 168h novos
decréscimos de células de E. faecalis foram observados tanto para BHI quanto
para soro de leite. Porém altas taxas de desprendimentos foi observado somente
em BHI apds 240h com 5,05 log UFC/cm? de redugdo. No leite desnatado nao foi

observado redugé@o na contagem ao longo do tempo.

UFC/CM?
w

48h 168h 240h
H BHI 0,01 0,19 5,05
M Soro de leite 0,02 0,82

Figura 3 - Decréscimos de células do E. faecalis em biofilme monoespécie em diferentes
substratos ao longo do tempo (log UFC/cm?).

Rosado (2009) encontrou valores de 1,98 ciclos de log para formacgéo de
biofilme de E. faecium no tempo de 6,8 dias em temperatura de 39,5°C e quando
comparou os tempos de 4 e 8 dias a 25°C, observou um decréscimo médio de
0,75 log UFC/cm2.

As superficies quando sao expostas as proteinas adsorvidas influenciam
a ligagcao das células com o substrato. Ocorre um aumento da fixagdo quando a
proteina adsorvida se liga a um ponto isoelétrico, neutralizando a densidade da
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carga da superficie, aumentando assim o niumero de bactérias capazes de se ligar
(FLETCHER,1976).

Ao longo do tempo de contagens houve a medicdo do pH com fita
colorimétrica para todos os experimentos. A variacdo do pH dos E. faecalis na

presenca dos diferentes substratos estao registrados na tabela 5.

Tabela 5 — Valores de pH na formacéao de biofilme monoespécie de E. faecalis medido ao
longo do tempo

Tempo BHI Soro de leite Leite desnatado

(h) pH pH pH

0 7,5 6,5 6,5

6 7,5 5,5 6,5

24 5,0 5,5 6,0

48 6,0 5,5 6,0

96 6,0 5,5 6,0
168 6,0 5,5 6,5
240 5,5 6,0 6,0

A capacidade acidificante do E. faecalis ja foi observado em queijo, onde
a queda do pH néo ultrapassou 5,5 apds 24 horas (GIRAFFA, 2003). Esta faixa
pode ser comprovada nos ensaios com soro de leite e BHI. Ja em leite desnatado
os valores reduziram até 6,0 nos dias de contagens observados. Poucas cepas
possuem capacidade para reduzir pH até 5 ap6s 24 horas de incubacdo a 37C
(DURLU-OZKAYA et al., 2001) este comportamento sé foi observado com 24h no
BHI em temperatura a 25°C.

O pH é um fator ambiental que interfere na adesao dos micro-
organismos, levando aos desprendimentos de células, pois altera a repulsdo
eletrostatica entre o micro-organismos e as superficies soélidas, alterando a
hidrofobicidade e a carga elétrica (CHAVES, 2004; O'TOOLE et al. 2000,
ZOTTOLA; SASAHARA, 1994). O desprendimento das células € preocupante para

a industria de alimentos, visto que é nesse momento que pode promover a
44



contaminagdo dos alimentos em altos niveis (TELGMANN, HORN E
MORGENROTH, 2004).

O pH inicial registrado na presenca de BHI foi de 7,5, e no soro de leite e
leite desnatado os valores foram de 6,5. Os decréscimos nos nimeros de células
obtidos entre as contagens deste experimento coincidem com alteracées nos
valores de pH. Na presenca do BHI o pH com 168h estava 6 e ao realizar a
contagem com 240h foi registrado 5,5. E no ensaio onde utilizou o soro de leite
aconteceu o inverso, um aumento foi registrado. O valor de pH estava 5,5 com
168h mudou para 6 com 240h.

As diferencas nas contagens mostraram que o tempo de
desprendimento pode variar de acordo com os substratos e que tais mudancas
nem sempre coincidem com alteracées de pH, seja para valores menores ou
maiores, dando a entender que as mudangas do meio sdo apenas um fator que
podem levar a um estresse e estimular os desprendimentos. Outros fatores como
0 esgotamento de nutrientes, quantidade de carbono disponivel, competicdo por
nutrientes, comunicacdo quorum sensing, entre outros motivos, podem ter

influenciado os desprendimentos das células.

5.2.2. Formacao de biofilme monoespécie de Listeria monocytogenes em

superficie de aco inoxidavel na presenca de diferentes substratos

Listeria monocytogenes aderem fortemente em superficies encontradas
na industria de processamento de alimentos, principalmente em ago inoxidavel
(HOOD, ZOTTOLA, 1997) levando a formacdo de biofilmes, favorecendo a
sobrevivéncia dos mesmos em condi¢cdes adversas, mesmo sobre estresse fisico
e quimico (CHAE et al., 2006).

Neste experimento o inoculo inicial nos substratos apresentaram uma
média de 2,17x10%® UFC.ml ' para o ensaio 1, 1,77x10° UFC.ml "' no ensaio 2 e

1,61x10° UFC.ml " no ensaio 3. Apés ser inserido o inoculo os recipientes com os
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cupons foram levados a estufa a 25€C. L. monocytogenes a essa temperatura
produz flagelo e motilidade, fator importante na ades&o sobre a superficie e
subsequente formacao de biofilme em condigdes estaticas (LEMON, et al., 2007).

Com 6 horas, foram registrados valores de 2,35 log UFC/cm? para BHI,
indicando assim uma adesao bacteriana, porém a formacgéao inicial do biofilme de
L. monocytogenes apenas aconteceu a partir de 24h (TABELA 6) para todos os

substratos.

Tabela 6. Médias das contagens de L.monocytogenes (log UFC/cm?+desvio padréo) em
biofilmes de monoespécie em superficie de ac¢o inoxidavel em diferentes

substratos
Tempo BHI Soro de leite Leite desnatado
(Horas) Log +DP Log +DP Log +DP
6 2,35 0,63 <1,40 0,00 1,40 0,81
24 5,39 0,69 4,36 0,65 4,20 0,11
48 5,36° 0,26 3,97° 0,08 <1,40° 0,00
96 5,35 0,27 5,27 1,23 5,64 2,04
168 5,49° 0,34 4,98° 1,39 <1,40° 0,00
240 <1,40 0,00 1,43 0,05 <1,40 0,00
letras a, b, ¢ = Médias na mesma linha acompanhadas com letras mindsculas diferentes indicam que as contagens sdo

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Quando comparamos com o experimento anterior o E. faecalis
apresentou maior aderéncia inicial do que a L. monocytogenes para o leite
desnatado.

Quando em condigcdes Otimas de crescimento associado a um bom
estado metabdlico ocorre um aumento da sua capacidade de adesado (SMOOT,
PIERSON, 1998). Isso foi observado a partir das contagens com 24h em soro de
leite e leite desnatado os valores foram de 4,36 log UFC/cm? e 4,20 log UFC/cm? e

ndo apresentaram diferengas significativas (p=0,05) mesmo quando comparadas
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com o caldo BHI, onde registramos uma contagem maior, com valor de 5,39 log
UFC/cm? (TABELA 6). Estes valores estdo compativeis aos encontrados em
outros experimentos, que comprovaram que o0 nivel de adesdo da

L.monocytogenes pode variar entre 4 a 6 log UFC/cm? (GRAM et al., 2007).

O padrao de comportamento da Listeria foi diferente ao longo do tempo
quando comparado com os diferentes substratos. Houve maior equilibrio na
presenca do BHI, meio rico em nutrientes para 0s micro-organismos, onde
diferencgas significativas (p<0,05) foram observadas apenas no tempo de 48h e
com 168h (TABELA 6). Um padrao oscilatério foi observado na presenga de leite
desnatado (FIGURA 4).

log UFC/cm?
w

6 24 48 96 168 240
Tempo (h)
i BH| e «pe Soro de leite  eeeiies Leite desnatado

Figura 4 - Evolugdo do L. monocytogenes na formacao do biofiime de monoespécie em
diferentes substratos ao longo do tempo.

A adesao deste micro-organismo na presenca de compostos lacteos é
controversa, alguns autores sugerem que podem ser reduzidas, conforme ja
apresentado por outros trabalhos, onde apresentaram reducdo de 1,5 log
UFC/cm? na presenca de proteinas. A lactose é outro componente que afeta a
fixacdo da L. monocytogenes (WONG, 1998). Alguns trabalhos comprovaram
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reducdo de L. monocytogenes, Bacillus termofilicos (PARKAR et al., 2001),
Staphylococcus aureus, Serratia marcescens (BARNERS et al., 1999),
Pseudomonas marine (FLITCHER 1976) e Salmonella Typhimurium (HELK,
SOMERS, WONG, 1993) na presenca de compostos lacteos ricos em proteinas.

Uma provavel explicacdo para essas redugdes seriam a presenca de
proteinas como a caseina e a B-lactoglobulina que em fases fluidas atuam como
competidoras por sitios de ligacdo na superficie do inoxidavel, reduzindo a
capacidade das bactérias se fixarem (WONG, 1998; HELK, SOMERS, WONG,
1993).

O mecanismo de dispersao é identificado pelo processo de crescimento
e desprendimento das células, pode acontecer tanto em células individuais como
em microcolbnias, possivelmente o biofilme utiliza esse sistema para manter o
equilibrio, como um processo programado. Quando as microcolénias sao
rompidas, as células planctdnicas podem reiniciar a formacdo de biofilmes em
outros espacos (STAPPER et al., 2004; STOODLEY et al., 2001; COSTERTON et
al., 1999).

O processo de dispersao foi observado na (FIGURA 4) na presenca do
Leite desnatado. Com 48h observamos um desvio zero e na contagem posterior
com 96h a L. monocytogenes voltou a crescer e apresentou um aumento
perceptivel pelo desvio padrao de 2,04 (TABELA 6) e novamente se manteve zero
a partir de 168h e continuou assim até 240h. Além disso, o substrato deste ensaio
apresentou alteracdes estruturais visuais como grandes coagulos, provenientes
das interagdes microbianas e abaixamento do pH. Esse efeito ndo foi observado
no experimento anterior com biofilme de monoespécie de E. faecalis em nenhum

dos substratos.
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0 —

48h 96h 168h 240h

W BHI 0,03 0,01 4,09

Soro de leite 0,39 0,29 3,55
= Leite desnatado 2,8 4,24

Figura 5 - Decréscimos de células do L. monocytogenes em biofilme monoespécie em
diferentes substratos ao longo do tempo (log UFC/cm?).

Quanto ao decréscimo de células, pequenas oscilagbes ocorreram em
48h, 96h e 168h. Apenas no leite desnatado foi registrado perda da biomassa nos
tempos de 48h e 168h com valores de 2,80 log UFC/cm? e 4,24 log UFC/cm? ,
respectivamente (FIGURA 5). Na presenca do soro de leite e do BHI a perda de
biomassa aconteceu apenas com 240h com valores de 4,09 e 3,55 log UFC/cm?.

Os valores de pH medido ao longo do tempo para biofime de L.
monocytogenes nos diferentes substratos estdo apresentados na tabela 7. Dos 4
grandes desprendimentos registrados neste experimento observamos que trés
deles tiveram comportamentos compativeis com alteracées de pH, um tanto
controverso, ja que em alguns ensaios eles apresentam reducéo e em outros um
aumento. O primeiro foi na presenca do BHI na contagem de 240h, onde foi
possivel perceber que o pH medido anteriormente com 168h estava 5,5 e em 240h
teve um leve aumento para 6,0. No soro de leite a alteracdo foi sinalizada por
uma reducao de pH, sendo que em 168h estava 5,5 e abaixou para 5,0 em 240h.
Ja no ensaio 3 o0 pH que se manteve 6,5 desde o inicio reduzindo para 5,5 com
168h.
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Tabela 7 — Valores de pH no biofilme monoespécie de L. monocytogenes medido ao
longo do tempo

Tempo BHI Soro de leite  Leite desnatado

(h) pH pH pH

0 7,5 6,5 6,5

6 7,0 5,5 6,5

24 5,5 5,5 6,5
48 5,5 5,5 6,5
96 5,5 5,0 6,0
168 5,5 5,5 5,5
240 6,0 5,0 5,5

L.  monocytogenes em Dbioflme monoespécie apresentou um
comportamento variado de acordo com o substrato e possivelmente o pH foi um

fator de estresse que estimulou os desprendimentos das células, mas nao o unico.

5.2.3. Formacao de biofilme monoespécie de Staphylococcus aureus em

superficie de aco inoxidavel na presenca de diferentes substratos

Esta bactéria é conhecida por formar biofimes em fabricas de
processamento de leite (SHARMA, ANAND, 2002), persistindo em superficies
quando em contato direto com o substrato (SCHLEGELOVA et al, 2010).
Staphylococcus ao lado dos Enterococcus e B.cereus ja foram encontrados em
membrana de osmose reversa, promovendo contaminagdo cruzada de soro de
leite (ANAND et al., 2014). Staphylococcus epidermis também ja foi isolada de
fazenda de vaca leiteira e laticinios e na presenga de leite formaram biofilmes,
principalmente quando expostos a outros compostos como glicose e NaCl (MICHU
etal., 2011).
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O inoculo inicial do biofilme de S. aureus na presenca de BHI, soro de
leite e leite desnatado, tiveram respectivamente os valores de contagem no
substrato: 1,19x10% UFC.ml "', 1,63x10° UFC.mI " e 1,22x10° UFC.ml ™"

Houve diferencas significativas entre os ensaios, com variagdes ao longo
do tempo em relagédo a formacao e reducado de células nos tempos de 48h e 96h
(p<0,05). Com 6h o patégeno aderiu ao ago inoxidavel em todos os substratos,
porém apresentou maior contagem com valor de 2,51 log UFC/cm? na presenca
do leite desnatado (TABELA 8).

Tabela 8. Médias das contagens de S.aureus (log UFC/cm?+desvio padrdo) em biofilmes
de monoespécie em superficie de aco inoxidavel em diferentes substratos

Tempo BHI Soro de leite Leite desnatado
(Horas) Log tDP Log +DP Log +DP
6 1,40 0,65 1,40 0,81 2,51 0,74
24 4,83 0,57 3,40 1,06 4,14 0,29
48 5,34% 0,18 3,09° 0,34 4,49° 0,52
96 4,69° 1,50 4,69° 0,16 1,62° 0,38
168 5,72 1,90 4,14 0,98 6,31 0,43
240 1,60 0,36 1,95 0,56 <1,40 0,00
Letras a, b = Médias na mesma linha acompanhadas com letras minusculas diferentes indicam que as contagens sdo

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Com 24h iniciou a formagao do biofilme em BHI com 4,83 log UFC/cm?,
em leite desnatado com valores de 4,14 log UFC/cm? e em soro de leite com
valores de 3,40 log UFC/cm? (TABELA 8).

O auge da formagéo em soro de leite foi com 96h com valor de 4,69 log
UFC/cm?, este valor porém, é menor quando comparado com a formagdo de
biofime em BHI e leite desnatado que alcangaram respectivamente 5,72 logs
UFC/cm? e 6,31 logs UFC/cm? apds 168h.
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Figura 6 - Evolucao do S. aureus na formagéo do biofilme de monoespécie em diferentes
substratos

Ao observar a Figura 6, percebemos que existe um comportamento
diferente do S. aureus em relacdo aos substratos. Em todos os substratos houve
adesdo com 6h e a formacgao inicial do biofilme com 24h, porém apresentou
diferengas significativas para os diferentes substratos no tempo de 96h e 168h
(p<0,05).

E possivel identificar diferenca entre a formacdo do biofime
monoespécie de S. aureus com os demais micro-organismos, E. faecalis e L.
monocytogenes quando observamos através das curvas de crescimento nos

substratos soro de leite e leite desnatado apresentadas na Figura 7.

E. faecalis apresentou um desenvolvimento maior nos dois substratos,
enquanto S. aureus apresentou menor crescimento na presenga do soro de leite e
padrao semelhante de comportamento quando comparado com L. monocytogenes

em soro de leite.
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Figura 7 — Evolugédo do crescimento de E. faecalis, L. monocytogenes e S. aureus em
biofilme monoespécie na presenca de soro de leite e leite desnatado em
aco inoxidavel.

O condicionado promovido pelas camadas adsorvidas € capaz de reduzir
a aderéncia de alguns micro-organismos. Isso foi comprovado em trabalhos
anteriores, onde o leite desnatado e as proteinas do leite e proteinas do soro (a-
caseina, B-caseina, k-caseina e o-lactalboumina) que inibiram a presenga de
S.aureus, L. monocytogenes, S. marcescens. P. fragi e E. coli em ago inoxidavel.
(BARNES et al, 1999). Possivelmente isso justifica o alto numero de
desprendimentos observados neste experimento, principalmente na presenca do
leite desnatado, conforme observado na figura 8.

O primeiro grande desprendimento de células no leite desnatado
aconteceu em 96 horas com reducgéo de 2,87 log UFC/cm?. Em seguida com 168h
S.aureus voltou a formar biofilme e ap6s 240h ocorreu um novo desprendimento
das células de 4,01 log UFC/cm? (Figura 8). Esse tipo de comportamento
possivelmente aponta que o substrato influencia na formacao do biofilme e no
tempo de desprendimento dos biofilmes.
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Soro de leite 0,31 0,55 2,19
= Leite desnatado 2,87 4,01

Figura 8 — Decréscimos de células do S. aureus em biofilme monoespécie em diferentes
substratos ao longo do tempo (log UFC/cm?).

Na presenca do soro de leite houve queda na variacdo das contagens a
partir de 48h com um decréscimo de 0,31 log UFC/cm? , em seguida com 168h
com 0,55 log UFC/cm? e a diminuicdo de células maior aconteceu no 10° dia de
contagem com valores respectivos de 4,14 e 2,19 log UFC/cm?.

Quando comparamos os desprendimentos de células de S. aureus
observados na figura 8, com os valores de pH (TABELA 9), observamos que na
presencga do soro de leite o pH inicial de 6,5 reduziu para 6,0 com 6h e em seguida
com 48h para 5,5 e manteve-se assim até o final da contagem, mesmo com as

trocas de substratos com 96h e 168h.

Na presenca do leite desnatado a queda brusca de células coincidiu com
a reducdo de pH para 4,5 acontecendo o primeiro desprendimento com 96h.
Possivelmente a troca do substrato elevou o pH na contagem posterior para 5,5,
mas em seguida o pH voltou a cair para 4,5 e outro desprendimento foi registrado

com diferenca de 4,01ciclo log UFC/cm?.
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Tabela 9 — Valores de pH medido na formagao de biofilme monoespécie de S.aureus
medido ao longo do tempo.

Tempo BHI Sorodeleite Leite desnatado

(h)  pH pH pH
0 7,5 6,5 6,5
6 7,5 6,0 6,5
24 55 5,5 5,0

48 6,0 5,0 5,0

9% 6,0 5,0 4,5

168 6,0 5,0 5,5

240 6,0 5,0 4,5

Alguns patdégenos demonstraram capacidade de persistir em biofilme em
contato com leite, devido a presenca da lactose (WONG, 1998). Possivelmente
isso justifica o comportamento observado na figura 6, onde mesmo apds os

desprendimentos o S. aureus volta a formar biofilme, evoluindo novamente.

A diferenca na formacao do biofilme entre os substratos, possivelmente
pode ser justificado pela diferenca na composicao dos mesmos e coincidiu com
variagdes do pH nos dias de contagens.

5.2.4. Formacao de biofilme monoespécie de Bacillus cereus em superficie
de aco inoxidavel na presenca de diferentes substratos

Bacillus demonstram capacidade de formacdo de biofilme em varios
substratos, porém estudos ja realizados comprovaram que eles preferem

interfaces de ar-liquido quando comparados com sistemas submersos (WINJMAN
et al., 2007).

Sao considerados cepas contaminantes péds-pasteurizagdo, sendo
preocupantes para os laticinios, pois costumam germinar e crescer em diferentes
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equipamentos, por exemplo em superficies de aco inoxidavel dos trocadores de
calor (ANAND et al., 2014; BROOKS, FLINT, 2008).

O inoculo inicial de B. cereus deste experimento se deu com valores de
1,94x10% UFC.ml ™' em BHI, de 1,06x10° UFC.ml -1 na presenga do soro de leite e
1,01x10% UFC.ml " no leite desnatado.

As proteinas presentes na superficie celular influenciam o processo
inicial de formacao de biofilmes de Bacillus (PARKAR et al., 2001). A adesao de
B.cereus foi observada em 6h, inclusive quando comparado com os demais micro-
organismos, este apresentou os maiores valores de adesdo no tempo inicial. A
formacgéo dos biofilmes em BHI e leite desnatado aconteceu em 24h com valores
respectivos de 4,15 log UFC/cm?e 5,12 log UFC/cm?. J& em soro de leite o inicio
foi em 48h com valor de 3,55 log UFC/cm?®. Os valores com 24h apresentam

diferencas entre si (p<0,05), conforme tabela 10.

Tabela 10 - Médias das contagens de B. cereus (log UFC/cm?+desvio padrdo) em
biofilmes de monoespécie em superficie de aco inoxidavel em diferentes

substratos

Tempo BHI Soro de leite Leite desnatado

(h) Log +DP Log +DP Log +DP

6 2,54 0,53 2,51 0,30 3,07 0,24
24 4,15%° 0,52 2,96° 0,26 5,12° 0,64
48 4,33% 0,86 3,557 0,59 <1,40° 0,00
9 3,78° 0,86 3,97° 0,55 5987 0,16
168 3,46 0,35 2,99 1,51 1,76 0,62
240 <1,40 0,00 <1,40 0,00 <1,40 0,00

Letras a, b = Médias na mesma linha acompanhadas com letras mindsculas diferentes indicam que as contagens sdo

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

B. cereus apresentou o mesmo comportamento oscilatério na evolugéo

do biofilme quando na presenca do leite desnatado, quando comparado com o0s
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biofilmes de monoespécie de L. monocytogenes e S. aureus realizados nos

experimento anterior (Figura 7 e 9)

log UFC/cm?2
w

6 24 48 96 168 240
Tempo (h)
el BH| e «(e Sorodeleite eeefee Leite desnatado

Figura 9 - Evolugédo do B. cereus na formacao do biofilme monoespécie em diferentes
substratos

Em BHI o B. cereus apresentou pequenos desprendimentos de células
com 96h, 168h e a perda de biomassa com 240h com valores de 2,06 log
UFC/cm?. Na presencga do soro de leite isso aconteceu em 168h e 240h com 0,98
e 1, 59 log UFC/cm?, respectivamente. No leite desnatado o comportamento foi
diferente, pois a reducéo de células se iniciou com 2,72 log UFC/cm? em apenas
48h e depois em 168h com 4,2 log de reducao e um pequeno desprendimento de
células com 240h de 0,36 (FIGURA 10).
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Figura 10 — Decréscimos de células do B. cereus em biofilme monoespécie em diferentes
substratos ao longo do tempo (log UFC/cm?).

Apesar do pH ser um fator ambiental que afeta a formagédo do biofilme
(O'TOOLE et al., 2000), neste experimento a perda de biomassa nao foi coerente
com mudangas bruscas no pH quando comparados os substratos BHI e soro de
leite. J& no caso do leite desnatado apenas com 168h dia o desprendimento das
células de B. cereus coincidiu com alteragdes dos valores de pH, que foi medido
na faixa de 6 em 96h e passou para 5,0 com 168h (TABELA 11).

Tabela 11 — Valores de pH na formacgéo de biofilme monoespécie de B. cereus medido ao
longo do tempo

Tempo BHI Soro de leite Leite desnatado

(h) pH pH pH

0 7,5 6,5 6,5

6 7,5 6,0 6,5

24 5,5 5,5 5,0
48 5,5 5,0 5,0

96 5,5 5,0 6,0
168 5,5 5,0 5,0
240 5,5 5,0 4,5
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Figura 11 — Comparacao do crescimento de E. faecalis, L. monocytogenes e S. aureus e
B. cereus em biofilme de monoespécies na presenca de soro de leite e leite
desnatado.

A formacao de biofilme de B. cereus em soro de leite foi menor que os
demais micro-organismos. No entanto, no leite desnatado, o padrdo de

comportamento foi muito semelhante ao da L. monocytogenes (Figura 11).

As células fisiolégicas deste patdgeno apresentam-se em diferentes
estagios, incluindo células livres, células aderidas e esporos. De acordo com o
estagio, elas podem possuir padroes diferentes de adesdo e comportamento no
biofilme (ANKITA, JITENDER, 2012).

A esporulacao pode ocorrer dentro do biofilme e variar de acordo com as
cepas e a fase de crescimento (WINJMAN et al., 2007). Bacillus sdo capazes de
formar biofilmes monoespécie rapidamente em acgo inoxidavel na presenca de
esporos, sugerindo assim o seu perigo potencial como agente de contaminacao

cruzada na industria de alimentos (FAILLE et al., 2014).
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O processo de esporulacao se iniciou em tempos diferentes para cada
substrato (TABELA 12). De acordo com a analise de variancia foi possivel verificar
um valor de p< 0,05, indicando diferenga significativa em relacdo aos substratos.
Na presenca do BHI a primeira esporulacdo foi detectada em 48h, a média das
contagens de 2,13 log UFC/cm?, na presenca do soro de leite em 168h com
contagem média de 1,50 log UFC/cm? e em leite desnatado em 96h com valores
de 3,18 log UFC/cm?.

Tabela 12. Médias das contagens de esporos de B. cereus (log UFC/cm?tdesvio
padrdao) em biofilme monoespécie sobre superficie de ago Inoxidavel em
diferentes substratos.

Tempo BHI Soro de leite Leite desnatado
(h) Log :DP Log tDP Log 1DP
48 2,13* 0.50 <1,40° 0,00 <1,40° 0,00
96 1,74 0,30 <1,40° 0,00 3,187 0,87
168 3,46° 0,35 1,50° 0,07 1,76" 0,62
240 2,21 1,41 <1,40 0,00 <1,40 0,00
Letras a, b, = Médias na mesma linha acompanhadas com letras minusculas diferentes indicam que as contagens sdo

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Alguns estudos demonstraram reducao da fixagcao de células vegetativas
e de esporos de Bacillus termofilicos, bem como de células de S. aureus, L.
monocytogenes e Serratia marcescens em superficie de aco inoxidavel quando na
presenca de leite desnatado (PARKAR et al.,, 2001; BARNER et al., 1999). Esse
comportamento pode ser observado pelas contagens apresentadas na Figura 12,
quando percebemos que houve pouco ou quase nenhuma esporulagdo no soro de

leite.
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Figura 12 — Esporulagédo do B cereus na formagdo do biofilme de monoespécie em
diferentes substratos ao longo do tempo.

Valores significativos de esporos de B. cereus em biofilme monoespécie
foram observados na presenca do BHI e do leite desnatado. As reducdes
relevantes podem ser observadas na figura 12 de acordo com as curvas, onde em
BHI houve uma leve reducao entre os tempos de 48h e 96h com um decréscimo
de 0,39 log UFC/cm?, em seguida um novo aumento de esporos foi registrado em
168h,de 1,72 log UFC/cm?. Em 240h, uma reducdo de 1,25 log UFC/cm? foi
observada. No leite desnatado, o comportamento foi diferente, uma queda de 1,42
log UFC/cm?ocorreu ente 96h e 168h.

Esse rapido desprendimento é preocupante, visto que esporos de B.
cereus sao capazes de germinar e formar novos biofilmes (PAGEDAR, SINGH,
2012). O esporo possui maior capacidade de fixar em superficies de contato com
alimentos, quando comparado com células vegetativas, por suas caracteristicas
hidrofébicas (KUMAR, ANAND 1998), favorecendo a adesdo em superficies de
contatos, principalmente em ago inoxidavel. (ANAND et al. 2014; BROOKS,
FLINT, 2008; HORNSTRA et al. 2007).
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Os esporos podem influenciar na transferéncia de calor e na eficiéncia
das operacgoes, pois ficam retidos durante o processamento do leite em trocadores
de calor e no sistema de filtracdo, onde reduzem a permeabilidade do material
(ANAND et al., 2014; KUMAR, ANAND, 1998).

Além disso, os esporos sao altamente resistentes ao calor, sobrevivendo
aos processamentos térmicos na industria de leites e derivados (PARKAR et al.,
2001) e também aos processos de Ilimpeza (LINDSAY et al, 2006),
desempenhando papel importante na formacao do biofilme (PARKAR et al., 2001).
Uma condicdo preocupante € que esporos de Bacillus termofilicos, podem
permanecer em superficie de aco inoxidavel, mesmo sem o condicionamento
prévio da superficie (BROOKS, FLINT, 2008)

Em laticinios que processam leite em pd, a fim de se manter a
quantidade aceitavel de esporos termofilicos, muitas vezes desligam a planta de
processamento para manutencao e limpeza por um tempo maior, impactando em
uma reducdo da rentabilidade produtiva e no aumento dos custos operacionais
(BROOKS, FLINT, 2008).

5.3. Formacao de biofilme multiespécies

As interagdes entre as espécies microbianas influenciam na formagao do
EPS, favorecendo a composicdo de um material mais espesso € mais estavel
quando comparado com o produzido em monoespécie. Uma espécie produz e
contribui para melhorar a estabilidade das outras espécies dentro do biofilme.
(KUMAR, ANAND, 1998).

Cada espécie ira produzir um tipo diferente de polimero, mas podem
fundir-se e formar regides heterogéneas dentro da matriz homogénea do biofilme,
formando propriedades semelhantes como formagéo de viscosidade e gel, agindo

como um escudo, protegendo as células de ambientes hostis, favorecendo a
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resisténcia dos micro-organismos a antibiéticos e o desenvolvimento de infecgdes
em humanos (ANAND et al., 2014).

5.3.1. Comportamento de Enterococcus faecalis em biofilme multiespécie,

em superficie de aco inoxidavel na presenca de diferentes substratos

As bactérias quando em biofilme de multiespécies podem se deparar
com ambientes diferentes e gerar novas populagbes de células que desenvolvem
padroes diferentes de resisténcia ao estresse (STEWART E FRANKLIN, 2008).

De acordo com a avaliagao estatistica, o desenvolvimento de E. faecalis
em biofilme multiespécies apresentou diferenga significativa (p<0,05) na andlise de
variancia e no teste de Tukey, apenas para o leite desnatado, quando comparado
com o BHI e soro de leite, que apresentaram comportamentos iguais, como pode

ser observado pelos resultados apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Médias das contagens de E. faecalis (log UFC/cm?+desvio padrdo) em
biofilmes de multiespécies em superficie de aco inoxidavel em diferentes

substratos
Tempo BHI Soro de leite Leite desnatado
(h) log tDP log tDP log tDP
6 2,84° 0,27 1,80° 0,35 2,33*" 0,06
24 533 0,68 4,69 1,30 6,10 1,04
48 5,43 0,14 5,367 0,22 <1,40° 0,00
9% 5,70° 0,43 563" 0,67 7,32° 0,66
168 6,65° 0,32 6,38° 0,98 1,75 0,62
240 <1,40 0,00 <1,40 0,00 <1,40 0,00
Letras a, b = Médias na mesma linha acompanhadas com letras mindsculas diferentes indicam que as contagens sdo

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

E. faecalis presentes nos biofilmes de multiespécies apresentaram
adesao inicial com 6 horas, com valores proximos e com diferengas significativas
(p<0,05). Apds 24h alcancaram contagens de 5,33 log UFC/cm? e 4,69 logs
UFC/cm? para BHI e soro de leite, ja no leite desnatado foi observado contagem
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maior, de 6,10 log UFC/cm? (FIGURA 13). Esse tempo marca o inicio de formagao
do biofilme e nao foi identificada diferengas significativas.

Em seguida, com 48h é possivel observar que o padrdao deste micro-
organismo em leite desnatado é diferente de acordo com a estatistica, onde ele

ndo atinge contagens significativas quando comparado com os demais substratos.
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Figura 13 — Evolugdo do E. faecalis na formacdo do biofiime de multiespécies em
diferentes substratos ao longo do tempo.

Quando em condi¢des hidrodindmicas semelhantes e alta taxa de
crescimento é comum o biofilme apresentar instabilidade no acimulo de células, A
variabilidade é caracterizada por perda da biomassa de forma abrupta, portanto o
desprendimento de célula é maior do que quando comparado com biofilme de
crescimento lento (PICIOREANU et al. 2001). Isso esta em conformidade com as

evidéncias experimentais.

O comportamento do E. faecalis em relagdo ao tempo de formacao e aos
substratos soro de leite e leite desnatado pode ser observado na figura 14.
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Figura 14 - Comparacdo do crescimento dos biofiimes de E. faecalis quando em
monoespécie e multiespécies na presenca de soro de leite e leite
desnatado.

Na presenca do leite desnatado aconteceram redugdes com 48h e168h
em multiespécies, apresentando padrdao de comportamento diferente quando

comparamos o biofilme de E. faecalis monoespécie (FIGURA 14).

Em todos os ensaios do E. faecalis em mutiespécies é possivel observar
o desprendimento das células pela diferenca negativa entre os logs nos diferentes
tempos, conforme dados apresentados na figura 15. Na presenca do BHI e soro
de leite os unicos desprendimentos de células ocorreram apenas com 240h com
valores de 5,25 log UFC/cm? e no soro de leite com 4,98 log UFC/cm?.

Algo diferente aconteceu no ensaio 3 onde observamos um sistema de
dispersao, com perda de biomassa logo no segundo dia de formacao de biofilme
(48h) e depois em 168h, com valores respectivos de 4,70 log UFC/cm? e 5,57 log
UFC/cm?®. E na sequéncia outra reducao de células foi registrado no décimo dia de

contagem com 0,35 log UFC/cm?.
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Figura 15 - Decréscimos de células do E. faecalis em biofilme multiespécies em diferentes
substratos ao longo do tempo (log UFC/cm?).

7

O sistema de dispersao de biofiimes é considerado um mecanismo
preocupante na industria de alimentos, por influenciar na propagagéao de infec¢oes

e contaminacbes dos sistemas industriais, porém, este processo € pouco
estudado (STOODLEY et al., 2001).

De acordo com os dados analisados é possivel observar que para o E.
faecalis em biofilme multiespécies a dispersdao variou em relacdo ao tempo,
substrato. Ja o pH, fator ambiental ndo coincidiu com todos as redugdes de células

deste micro-organismo.

Em BHI a reducao brusca que ocorreu no ultimo dia de contagem com
240h coincidiu com a mudanca de pH, cujo valor estava 6 em 168h e caiu para
5,5. Em soro de leite ndo houve mudanga nos valores do pH que coincidiram com
as quedas, visto que o meio se manteve a 5,0 desde as 48h (TABELA 14).

Em leite desnatado os valores de pH sofreu uma variagao, iniciando com

6,5 e reduzindo e se mantendo a 4,5. Quando comparamos com 0S
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desprendimentos, apenas com 168h houve altera¢cées que coincidiram com as
redugdes, visto que com 96h estava 5,5 e com 168 caiu novamente para 4,5.

Tabela 14 — Valores de pH na formacgao de biofilme multiespécies medido ao longo do

tempo
Tempo BHI Soro de leite  Leite desnatado

(h) pH pH pH

0 7,5 6,5 6,5

6 7,5 6,0 6,5

24 5,5 6,0 4,5

48 6,0 5,0 4,5

96 6,0 5,0 5,5
168 6,0 5,0 4,5
240 5,5 5,0 4,5

A atividade interna do biofilme pode ser limitada por varios mecanismos
como a quantidade de carbono disponivel, ou seja, nutrientes (BLASCHEK,
WANG, AGLE, 2007), a competicao por estes nutrientes (GNANOU et al., 2008;
GIULLIER et al., 2008), a produgdo de antimicrobianos, como bacteriocinas,
acidos e peroéxido de hidrogénio (LIU et al., 2008; GALVEZ et al., 2007; COTTER
et al., 2005), fatores fisiologicos, condigdes ambientais e a variagao genotipica que
pode acontecer através da mutacao e selecao (STEWART, FRANKLIN, 2008).

A formacao de biofilme de Enterococcus é preocupante para a industria
de alimentos, visto que os mesmos podem ser limitados através de tecnologias de
processamento, porém nao eliminado totalmente (GIRAFFA, 2002). A
pasteurizacao, por exemplo, pode ndo eliminar tais micro-organismos (JAVED ,
MASUD , AIN, 2011).
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5.3.2. Comportamento da Listeria monocytogenes em  biofilme
multiespécies, em superficie de aco inoxidavel na presenca de diferentes
substratos

A Listeria sobrevive bem em biofilmes multiespécies e a sua formagao
ocorre em diferentes superficies, como ago inoxidavel, policarbonato, plastico,
borracha ou madeira (CHMIELEWSKI, FRANK, 2003; LERICHE, CARPENTIER,
2000). Apesar disso, este micro-organismo apresentou baixo crescimento em
quase todos os substratos, quando na presenca de outros micro-organismos,
conforme apresentado Tabela 15.

Tabela 15 Médias das contagens de L. monocytogenes (log UFC/cm?+desvio padrao)
em biofilmes de multiespécies em superficie de ago inoxidavel em
diferentes substratos

Tempo BHI Soro de leite Leite desnatado

(h) log tDP log tDP log tDP

6 1,40 0,65 2,51 0,65 1,40 0,38

24 <1,40 0,00 2,14 0,86 2,55 2,00

48 2,20 1,39 1,77 0,65 1,93 0,93

9% 2,63% 1,22 1,71° 0,54 4,16° 0,72
168 4,12° 0,53 2,15% 1,31 1,76° 0,62
240 <1,40 0,00 <1,40 0,00 <1,40 0,00

Letras a, b = Médias na mesma linha acompanhadas com letras mindsculas diferentes indicam que as contagens sdo

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

A adesao inicial aconteceu em todos os substratos com 6 horas, sem
diferengas significativas (p=0,05), porém a evolugdo do biofilme foi lenta para
todos os substratos. Apenas com 96h na presenca do leite desnatado e com 168h
em BHI, este patdégeno teve um aumento significativo, indicando o inicio de
formagédo do biofilme quando comparado com o soro de leite e com os demais
tempos, mas logo aconteceram perdas e n&o voltaram mais a formar biofiime
(TABELA 15).
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Este patdgeno é preocupante para industria de alimentos, pois quando
aderida a superficie elas passam a adquirir novas propriedades como uma maior
sensibilidade aos desinfetantes (LERICHE, CARPENTIER, 2000; KUMAR,
ANAND 1998). A L. monocytogenes apresenta resisténcia a condicdes ambientais
adversas, como baixo pH (ROCOURT; BUCHRIESER; 2007).

Estudos com Listeria spp., Salmonella spp. e Staphylococcus aureus
reportam que a formacéao do biofilme sofre alteracdo de acordo com a variagao de
temperatura e pH (NGUYEN NGUYEN et al., 2014). Pseudomonas fragi
demonstrou adesdo maxima em aco inoxidavel em ph em torno de 7-8 (STANLEY
1983). Ja Listeria monocytogenes, Serratia Liquefaciens, Shigella boydii,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus enteritidis e Bacillus cereus, foram
induzidos em condi¢oes acidas (NGUYEN, YANG; YUK., 2014).

As diferencas no comportamento da L.monocytogenes frente aos
diferentes substratos em biofilme multiespécies estao na figura 16.
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Figura 16 - Evolugcao do L.monocytogenes na formagao do biofilme de multiespécies em
diferentes substratos ao longo do tempo.
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Houve quase nenhuma formagao de biofilme e as que ocorreram, foram
acompanhadas na sequéncia de desprendimentos, como percebemos na figura 16
e no grafico apresentado na figura 17.
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H BHI 2,72
Soro de leite 0,73 0,37 0,06 0,75
= Leite desnatado 0,62 2,4 0,36

Figura 17 - Decréscimos de células do L. monocytogenes em biofilme multiespécies em
diferentes substratos ao longo do tempo (log UFC/cm?).

De acordo com as evidencias experimentais, a adesdo da L.
monocytogenes pode ser influenciada pelos substratos (TABELA 15). Porém, na
literatura encontramos outros fatores que também apresentam interferéncia na
adesao e crescimento deste patégeno, como as caracteristicas das superficies, a
influéncia da hidrofobicidade, das cargas elétricas, flagelos e as interagdes entre
0s micro-organismos e com outras células (DI BONAVENTURA et al. ,2008;
ABACHIN et al., 2002; VATANYOOPAISARN et al.; 2000; BRIANDET et al., 1999;
COSSART, LECUIT 1998; MAFU et al., 1991). Além disso, pesquisas demonstram
que este micro-organismo quando exposto a alta temperatura produzem proteinas
em resposta ao estresse promovido pelo calor (CHMIELEWSKI, FRANK, 2003;
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DAVEY, O'TOOLE, 2000), que por sua vez influenciam no desenvolvimento do

biofilme.

O poder de adesao da L.monocytogenes, na presenca de outros micro-
organismos pode ser aumentado ou reduzido (CARPENTIER, CHASSAING 2004).
Estudos anteriores demonstraram que células residuais de L. monocytogenes
desenvolvidas em biofilme misto com Lactobacillus lactis, apresentou fraca
multiplicacao, levantando a hipdtese de que possivelmente alguns EPS podem
atuar como interferente, além das modificacdes fisioldégicas sofridas por este
patdégenos no processo de interagdo (HABIMANA et al., 2009).

5.3.3. Comportamento do Staphylococcus aureus em biofilme multiespécies,

em superficie de aco inoxidavel na presenca de diferentes substratos

Regularmente este patdgeno é isolado de plantas de processamentos
em diferentes superficies, incluindo em ago inoxidavel, onde aderem e formam
biofilmes (ARCHER et al., 2011; PASTORIZA et al., 2002;).

Em todos os ensaios este patdgeno iniciou o processo de adesdo com
6h e a evolucéo foi lenta. Com 24 horas no BHI e no soro de leite as médias das
contagens foram de 1,53 log UFC/cm? e 1,86 log UFC/cm? entre os valores
observados. Estes valores diferem do leite desnatado (p<0,05), onde houve
formagdo de biofime e a contagem atingiu 4,80 log UFC/cm? conforme

apresentados na tabela 16.
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Tabela 16 Médias das contagens de S.aureus (log UFC/cm?+desvio padrdo) em
biofilmes de multiespécie em superficie de aco inoxidavel em diferentes

substratos
Tempo BHI Soro de leite Leite desnatado

(h) Log tDP Log tDP Log tDP

6 1,40 0,64 1,40 0,64 1,40 0,64

24 1,53 0,23 1,86° 0,81 4,80° 1,27

48 <1,40 0,00 <1,40 0,00 1,58 0,31

96 2,40 1,28 3,08 1,58 3,67 0,19
168 2,54 1,16 <1,40 0,00 1,76 0,62
240 <1,40 0,00 <1,40 0,00 1,61 0,37

Letras a, b = Médias na mesma linha acompanhadas com letras minusculas diferentes indicam que as contagens sdo

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Ap6s 48h houve reducao das contagens para todos os substratos. Um
aumento em 96h foi registrado com contagem de 2,40 log UFC/cm? no BHI, 3,08
log UFC/cm? para o soro de leite e 3,67 para o leite desnatado. Ja no décimo dia
de contagem apenas o leite apresentou diferenca em relacdo aos outros dois
ensaios. Esse comportamento pode ser observado também na Figura 18.
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Figura 18 - Evolugdo do S. aureus na formacdo do biofilme de multiespécies em
diferentes substratos ao longo do tempo.
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Em relacédo ao desprendimento, todos os ensaios tiveram o primeiro com
48horas, porém o ensaio 1 e 2 apresentou o equivalente as perdas respectivas de
0,13 log UFC/cm? e 0,46 log UFC/cm?. Ja quando comparado com o ensaio 3,
houve diferenca em relacdo a quantidade de decréscimo que foi de 3,22 log

UFC/cm?. As curvas apresentadas na Figura 18 demonstram este comportamento.

O segundo desprendimento também apresentou diferenca entre os
diferentes substratos, acontecendo com 168h (7°dia) apenas para 0s ensaios 2 e
3, com valores respectivos de 1,68 log UFC/cm? e 1,91 log UFC/cm?. Esse
comportamento pode ser observado na figura 19.
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= Leite desnatado 3,22 1,91 0,15

Figura 19 - Decréscimo de células do S. aureus em biofilme monoespécie em diferentes
substratos ao longo do tempo (log UFC/cm?).

Ao alcancar o décimo dia o ensaio 3 novamente apresentou um
decréscimo de 0,15 log UFC/cm? diferente do ensaio 2 e 1 que também
apresentou desprendimentos em torno de 1,14 log UFC/cm?.

S. aureus pode ter sido inibido por ser um micro-organismo que nao
responde bem a competicdo por nutrientes ou ainda pelo acumulo de metabdlitos
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toxicos, produzidos durante as interacdes e que podem ser fator limitante (IST,
2008).

5.3.4. Comportamento do Bacillus cereus em biofilme multiespécie, em
superficie de aco inoxidavel na presenca de diferentes substratos

Varios isolados de Bacillus spp. foram reportados em diferentes
industrias, incluindo de alimentos e bebidas, onde 25% dos isolados das linhas de
processamentos lacteos sdo compostos por Bacillus cereus, frequentemente
encontrado em associagao com outras espécies, contribuindo para a formacéo de
bioflmes mistos, principalmente quando na presenca de outras espécies
esporuladas (FAILLE et al, 2014). Os esporos desde micro-organismos
apresentam maior resisténcia aos protocolos de limpeza (LINDSAY et al., 2006)

quando comparado com células vegetativas.

Este patégeno, além de ser responsavel por DTAs e promover aumento
da resisténcia dos processos de higienizacdo, podem produzir enzimas
extracelulares, contribuindo para deterioracao dos alimentos (FAILLE et al., 2014).

O leite contém mais de 400 &cidos graxos diferentes, onde 70% da
gordura do leite é saturada e 11% s&o acidos gordos de cadeia curta, com
predominancia do acido butirico (MANSSON, 2008). A escolha do leite desnatado
se deve ao fato de que queriamos evitar os efeitos da gordura sobre a adesao
bacteriana, uma vez que outros trabalhos ja relataram que esses componentes
interferem na interagdo com a superficie hidrofila do aco inoxidavel (BARNES et
al., 1999) e também que o acido butirico presente no leite derivado da lipblise da
gordura do leite, promovem a formacao de biofilme, principalmente do género
Bacillus, visto que ele induz a expressdao dos genes tasA, responsavel pela
producdo da matriz de biofilme (PASVOLSKY et al., 2014).

Houve adesé&o inicial com 6h para os substratos. Em seguida é possivel

observar que com 24h houve diferencas significativas (p<0,05), onde a formagao
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do biofilme aconteceu apenas na presenca do BHI e Leite desnatado, com valores
acima de 3 log UFC/cm? (TABELA 17).

Tabela 17. Médias das contagens de B. cereus (log UFC/cm?+desvio padrdo) em
biofilmes de multiespécies em superficie de aco inoxidavel em diferentes

substratos

Tempo BHI Soro de leite Leite de desnatado

(h) log tDP log tDP log tDP

6 1,88 0,82 1,40 0,70 2,92 0,13

24 4,09° 0,24 2,50°¢ 0,50 6,20° 0,60

48 3,39 1,75 1,69 0,36 1,40 0,86

96 3,66° 0,99 2,68% 1,25 <1,40° 0,00
168 3,44° 0,67 1,58° 0,31 1,76° 0,62
240 <1,40 0,00 <1,40 0,00 <1,40 0,00

Letras a, b, ¢ = Meédias na mesma linha acompanhadas com letras minusculas diferentes indicam que as contagens sdo

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Em soro de leite ndo houve formacgao de biofilme em nenhum tempo de

contagem, apenas baixa adesao em tempos variados, conforme imagem na figura
20.

log UFC/cm?

EX N

6 24 48 96 168 240
Tempo (h)

el BH| e=<(= Sorodeleite eeesee Leite desnatado

Figura 20 - Evolugéo do B. cereus na formagao do biofilme de multiespécies em diferentes
substratos ao longo do tempo.
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Ao analisar o ensaio 3, na presenca do leite desnatado o
desprendimento aconteceu apenas duas vezes, o primeiro foi com o tempo inicial
de 48 horas, com valor de 4,81 log UFC/cm? indicando uma perda de grandes
quantidades de células. E em 240 horas com perda de poucas células de 0,36 log
UFC/cm? (FIGURA 21).

= 3 =
(@) —
~ —
g 2 =
o =
1 =

48h 168h 240h

H BHI 0,7 0,22 2,04

Soro de leite 0,81 1,1 0,18

= Leite desnatado 4,81 0,36

Figura 21 - Decréscimo de células do B. cereus em biofilme multiespécies em diferentes
substratos ao longo do tempo (log UFC/cm?).

Neste experimento esporos de B. cereus nao alcangaram contagens na
presenca de soro de leite. Provavelmente a condigdo do meio ndo sofreu mudanca
brusca, quando comparado com o BHI e leite desnatado, onde a esporulacdo se
iniciou com 48 horas, apresentando 2,91 log UFC/cm? e com 96h com 2,18 log
UFC/cm?, neste tempo inclusive é possivel perceber diferencas significativas
(p<0,05), (TABELA 18).
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Tabela 18. Médias das contagens de esporos de B. cereus (log UFC/cm?+desvio padr&o)
em biofilme multiespécies sobre superficie de ago Inoxidavel em diferentes

substratos.

Tempo BHI Soro de leite Leite desnatado
(h) log +DP log +DP log tDP
48 2,91 1,43 <1,40 0,00 <1,40 0,00
96 3,32 0,66 <1,40° 0,00 2,18%® 0,50
168 3,487 0,60 <1,40° 0,00 1,76 0,62
240 <1,40 0,00 <1,40 0,00 <1,40 0,00

Letras a, b = Médias na mesma linha acompanhadas com letras mindsculas diferentes indicam que as contagens sdo

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

A evolugcao da esporulagdo em biofilme multiespécies pode ser
observada na figura 22.

log UFC/cm2
~

Tempo (h)

—@—BHl =o=msSorodeleite «osree Leite desnatado

Figura 22 — Esporulagéo do B. cereus na formagao do biofilme de multiespécies em
diferentes substratos ao longo do tempo.

A presenga de biofilmes na industria de alimentos resulta em redugao do
prazo de validade do produto (ZOTOLLA 1994) e causa impacto direto sobre a
seguranca dos alimentos (SIMOES, VIEIRA 2009). A falta de informacdo em
relacdo ao desenvolvimento e controle de biofilmes em fabricas de laticinios levam

as industrias aumentarem o fluxo de limpeza para reduzir a formacao de biofilme
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(FLINT, BREMER, BROOKS, 1997), aumentando assim custos e reduzindo a

producéo.

O comportamento dos micro-organismos ao longo do tempo nos
diferentes tratamentos aplicados quando comparados os dois modos de

desenvolvimento de biofilme (monoespécie e multiespécies) na figura 23.

E. faecalis foi 0 micro-organismo que apresentou maior crescimento em
todos os substratos (FIGURA 23) e um comportamento muito parecido entre os
ensaios, demonstrando maior crescimento em soro de leite e leite desnatado
quando em monoespécie. O comportamento deste patégeno se destacou dos
demais apenas em leite desnatado quando em multiespécies. L. monocytogenes
cresceu bem em monoespécie e foi reduzida quando em multiespécies, assim

como S. aureus e B.cereus.

A exclusao competitiva € uma estratégia usada para inativar biofilmes de
patégenos em ambientes de processamento alimentar (KIM et al., 2013), porém
poucas informacdes sobre o comportamento dos micro-organismos quando em
multiespécies é conhecida, visto que é dificil realizar pesquisas quando utilizamos

varios micro-organismos em conjunto.

Existem estudos que levantam a hip6tese de que a maioria dos surtos
causados por agentes etioldgicos transmitidos por alimentos, pode estar
associados a biofilmes, por isso eles sdo esporadicos e nao continuos (ZOTTOLA,
2001).
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Figura 23 — Comportamento dos micro-organismos (B. cereus, L. monocytogenes, E.
faecalis e S. aureus) em diferentes substratos (BHI, soro de leite e leite
desnatado) ao longo dos tempos de contagens.

E necessario aprofundar as observacdes em relacdo ao comportamento
dos micro-organismos quando em conjunto, para conhecer como e de que
maneira as redugdes de algumas cepas, na presenca dos diferentes substratos
acontecem. A formacado dos compostos resultado das interacbes microbianas, a
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producdo do EPS e a influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos podem
colaborar para que no futuro tais mapeamentos somem as aplicagdes préticas,
oferecendo solugdes efetivas e econémicas para o setor industrial em especial a

de alimentos.
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6 CONCLUSAO

v E. faecalis apresentou maior equilibrio em seu comportamento em
biofilme de monoespécie na presenga de todos os substratos

quando comparado com 0s demais micro-organismos.

v' L. monocytogenes, S. aureus e B. cereus apresentou sistema de
dispersdao em biofiime de monoespécie na presenca do leite

desnatado.

v E. faecalis foi o micro-organismo dominante em multiespécies,
porém apresentou o processo de dispersdao na presenca do leite
desnatado.

v' L. monocytogenes e B. cereus em multiespécies nao formou
biofiime em soro de leite e apresentou dificuldade de crescimento
nos outros dois substratos. S. aureus teve baixo crescimento e nao

formou biofilme em BHI.

v" A esporulagado de B. cereus nao ocorreu na presenga do soro de
leite.

v A formacdo dos biofilmes de todos os patégenos analisados foi
maior na presenca do leite desnatado, quando comparado com os

demais substratos.
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Anexos

Anexo 1 - Meios de cultura

v 1.MYP: Agar manitol gema de ovo polimixina é utilizado para contagem

e isolamento o das espécies de Bacillus. O meio tem como fonte de
nitrogénio, carbono e vitamina, o extrato de carne e a peptona. A fonte
de hidratos de carbono é o D-manitol. A fermentagao é detectada pelo
indicador de pH vermelho fenol. As bactérias que utilizam o manitol
formam colénias amarelas devido a producdo de acidos a partir do
manitol e as que nao utilizam o manitol produzem col6nias rosa. O
cloreto de sédio mantém o equilibrio osmoético. A emulsdo de gema de
ovo favorece a producdo de lecitinase, formando uma zona de
precipitacdo branca ao redor das col6nias. A solugdo de polimixina B,

inibe o crescimento de varias bactérias Gram negativas.

2.KF: Agar Streptococcus KF, tem como fonte de nitrogénio e carbono
a digestdo enzimatica de tecido animal. O extrato de levedura fornece
as vitaminas e oligoelementos necessarios. O cloreto de s6dio mantém
o equilibrio osmotico. O glicerofosfato de sédio é o agente tamponante.
Maltose e lactose sdo os hidratos de carbono fermentaveis e
metabolizados por estreptococos fecais. A azida de sddio é o agente
seletivo, que inibe os organismos Gram-negativos. A formagao de acido
€ detectada pela mudanga do indicador purpura de bromocresol, de cor

de purpura para amarelo.

3.BP_: Agar Baird Parker € um meio moderadamente seletivo usado

para isolar e enumerar Staphylococcus aureus. E um meio parcialmente
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seletivo que aplica a capacidade que os estafilococos tém de reduzir o
telurito a teldrio, produzindo coldnias cinza escuro a preto. O cloreto de
litio e o telurito de potdssio atuam como agentes seletivos. A gema de
ovo auxilia a detecgéo da lecitinase através de aparecimento de zona
opaca de precipitacdo da lecitina ao redor da colbnia e a lipase que é

observada através da formacao de halo brilhante.

4 Palcam: Também é conhecido como Agar Polimixina Acriflavina
Cloreto de Litio Ceftazidime Esculina Manitol. Usado para isolamento e
identificacdo de espécies de Listeria. O meio é altamente seletivo
devido a presenca do cloreto de litio, ceftazidime, polimixina B e
hidrocloreto de acriflavina.

5.MSA: Agar sal manitol € um meio caracterizado por ter uma
concentracdo de sal de 7,5% que é quase dez vezes maior que a
concentracdo comum de outros meios, e inibe a maioria dos micro-
organismos com excecdo dos estafilococos. O extrato de carne e
peptonas fornecem os elementos essenciais de carbono, nitrogénio e
enxofre. O manitol € adicionado para mostrar a capacidade de
fermentacdo dos organismos. A producado de &cido, como o resultado
da fermentacdo do manitol, caracteristico de S. aureus, resulta na

formacao de colbénias com uma zona amarela.

6.LPM: Agar cloreto de litio-feniletanol-moxalactam. O agar tem extrato
de carne, peptona e caseina que sao fontes de peptideos e
aminoacidos, que fornecem azoto para o crescimento dos micro-
organismos. O cloreto de sddio é usado como equilibrio osmatico. A
glicina contribui para a recuperagdo da Listeria. O cloreto de litio e
feniletanol sdo incorporados para suprimir o crescimento de bactérias
gram-positivas e gram-negativas. O moxalactam € o suplemento usado

para inibir estafilococos, bacilos e algumas espécies de Proteus.
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