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Resumo

FRIEDRICZEWSKI, Anelise Bravo de. Efeito da formacdo de biofilme por
Staphylococcus coagulase positiva isolados de queijo mussarela elaborado
com leite de bufala sobre a sensibilidade a sanitizantes. 2017. Dissertacdo
(Mestrado em Nutricdo e Alimentos) - Programa de Pos-Graduacdo em Nutricdo e
Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas 2017.

A mussarela de leite de bufala, principal tipo de queijo obtido a partir desse leite no
Brasil, € um produto novo no mercado, com alta aceitacdo pelos consumidores e
excelentes perspectivas de comércio. O queijo € um alimento rico em nutrientes, o
gue favorece a proliferagdo de micro-organismos que podem provocar toxi-infeccoes
ou intoxicacdes nos consumidores. A gastrenterite estafilococica € causada pela
ingestdo de alimentos que contenham enterotoxinas produzidas por Staphylococcus
coagulase positiva. Um problema que pode dificultar a eliminacdo de micro-
organismos indesejaveis na industria de alimentos é a formagédo de biofilme. O
objetivo deste estudo foi determinar o efeito da formacdo de biofiime por
Staphylococcus coagulase positiva (SCP) isolados de queijo mussarela de bufala
sobre a sensibilidade a sanitizantes. A partir de contagens de SCP realizadas em 50
amostras de queijo mussarela de budfala foram obtidos isolados, que foram
comparados entre si por rep-PCR e identificados bioquimicamente e por multiplex
PCR. As cepas distintas foram testadas quanto a formacao de biofilme em placas de
microtitulacdo. As cepas forte formadoras e uma ndo formadora de biofilme foram
testadas em superficies de polietiieno de alta densidade, aco inoxidavel e vidro.
Também foram testadas quanto a sensibilidade ao hipoclorito de sédio e ao iodo
apos a formacédo do biofilme. Vinte amostras de queijo albergavam SCP, entretanto
as contagens estavam dentro dos limites estabelecidos pela legislagéo brasileira. A
rep-PCR mostrou que cada uma das amostras que estavam contaminadas
apresentava uma uUnica cepa, as quais foram identificadas como S. aureus. Dois
isolados foram classificados como forte formadores de biofilme, sete como
moderados formadores, dez fracos formadores e um como néo formador de biofilme.
As duas cepas forte formadoras produziram biofilme nas trés superficies testadas. A
aplicacado dos sanitizantes hipoclorito de sodio e iodo promoveu uma reducéo das
populacbes bacterianas de aproximadamente 2 log em todas as superficies, tanto
das cepas formadoras de biofiime como da néo formadora. Embora as cepas
formadoras de biofilme ndo sejam mais resistentes aos sanitizantes hipoclorito de
sédio e iodo do que as ndo formadoras, elas atingem maiores concentracdes no
biofilme, o que resulta em maiores populacdes bacterianas remanescentes apos a
aplicacdo dos sanitizantes.

Palavras chave: Adesao bacteriana; patégeno alimentar; sanitizantes.



Abstract

FRIEDRICZEWSKI, Anelise Bravo de. Effect of biofilm formation by coagulase-
positive Staphylococcus isolated from mozzarella cheese elaborated with
buffalo milk on sensitivity to sanitizers. 2017. Thesis (Master in Nutrition and
Food.) Postgraduate Program in Nutrition and Food, Faculty of Nutrition, Federal
University of Pelotas, Pelotas 2017.

The Buffalo milk mozzarella cheese, main type of chesse obtained from this milk in
Brazil, is a new product in the market, with high consumer acceptance and excellent
prospects for trade. The cheese is rich in nutrients, which favors the proliferation of
microorganisms that can cause food toxi-infections in the consumer. The
staphylococcal gastro-enteritis is caused by ingestion of food containing enterotoxins
produced by coagulase-positive Staphylococcus. One problem that may hinder the
elimination of undesirable microorganisms in the food industry is the formation of
biofilms. The objective of this study was to determine the effect of biofilm formation
by coagulase-positive (CPS) Staphylococcus isolated from buffalo mozzarella
cheese on sensitivity to sanitizers. From CPS counts carried out on 50 samples of
buffalo mozzarella cheese were obtained isolates, which were compared by rep-PCR
and biochemically identified and by multiplex PCR. The distinct strains were tested
for biofilm formation in microtiter plates. Strong forming and non-biofilm forming
strains were tested on high density polyethylene, stainless steel and glass surfaces.
They were also tested for sensitivity to sodium hypochlorite and iodine after biofilm
formation. Twenty samples of cheese harbor CPS, however the counts were within
the limits established by Brazilian legislation. Rep-PCR showed that each of the
samples that were contaminated had a single strain, which was identified as S.
aureus. Two isolates were classified as strong biofilm formers, seven as moderate
formers, ten weak formers and one as non-biofilm builder. The two strong forming
strains produced biofilm on the three surfaces tested. The application of sodium
hypochlorite and iodine sanitizers promoted a reduction of approximately 2 log
bacterial populations on all surfaces of both the biofilm and non-forming strains.
Although biofilm forming strains are no longer resistant to sanitizers sodium
hypochlorite and iodine than non-forming sanitizers, they reach higher concentrations
in the biofilm, resulting in larger bacterial populations remaining after application of
the sanitizers.

Key words: Bacterial adhesion; Foodborne pathogen; Sanitizers.
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1 Introducéo

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2016), queijo é o produto fresco ou maturado que se obtém por separacéo parcial do
soro do leite ou leite, coagulado pela acao fisica do coalho, de enzimas especificas
ou de acidos organicos, todos de qualidade apta para uso alimentar. A mussarela de
leite de bufala (Bubalus bubalis), principal tipo de queijo obtido a partir desse leite no
Brasil, € um produto novo no mercado, com alta aceitacdo pelos consumidores e
excelentes perspectivas de comeércio (ABCB, 2016). O leite de bufala apresenta
inmeras propriedades bioldgicas, destacando-se a concentracdo de &cido linoléico
(FERNANDES, 2005). Outra caracteristica do leite de bufala € possuir alto teor de
proteinas coloidais, calcio e fésforo (ANDRADE et al., 2009). As porcentagens
elevadas de proteinas (3,9 a 4,5%) e de gordura (6,9 a 8,6%) em relacdo ao leite de
outras espécies (TONHATI et al., 2000) permitem que seu uso seja uma alternativa
economicamente mais favoravel para a producéo de queijos (ABCB, 2016).

O processo de fabricacdo da mussarela de leite de bufala envolve a obtencéo
da coalhada, a sua acidificacdo, a fusdo em agua quente, o esticamento até a
obtencdo de uma massa macia e homogénea (filagem), o corte, a moldagem dessa
massa, 0 endurecimento e a salga em salmoura fria (TEIXEIRA, 2005).

O queijo € um alimento rico em nutrientes, o que favorece a proliferacdo de
micro-organismos que podem levar a alteracdes nas caracteristicas sensoriais do
produto e/ou provocar toxi-infecgbes alimentares nos consumidores (KOELLN,
2009).

A incidéncia de doencas transmitidas por alimentos (DTA) constitui um dos
problemas de saude publica mais frequentes do mundo contemporaneo. Séao
causadas por agentes etiologicos, principalmente bactérias, 0os quais ingressam no
organismo humano através da ingestdo de alimentos contaminados (WELKER et al.,
2010).

Segundo Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2002),
para garantir a inocuidade dos alimentos séo estabelecidas instru¢des de rotina que
estdo ligadas a producéo, armazenamento e transporte. Entre os critérios, é exigida
atencdo especial para a etapa de higienizacdo das instalacdes, equipamentos e
utensilios, além do controle da higiene e satde dos manipuladores. Dentre as DTA,
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destaca-se a intoxicacdo estafilococica que é ocasionada por Staphylococcus
produtores de toxinas (CUNHA, 2007).

A gastrenterite estafilocdcica é causada pela ingestdo de alimentos que
contenham enterotoxinas, as quais sao produzidas somente por algumas espécies
de Staphylococcus (JAY, 2005). S. aureus € considerada a espécie mais importante
do género em funcdo da sua alta patogenicidade ao homem e devido & sua
frequente associacdo as doencas estafilococicas veiculadas por alimentos (CUNHA,
2007). Além de S. aureus, também S. hyicus e S. intermedium tém sido associados
a surtos de intoxicacdo de origem alimentar, sendo estas trés espécies as de maior
interesse em microbiologia de alimentos (FRANCO e LANDGRAF, 2003). Estes
micro-organismos também sdo capazes de produzir a enzima coagulase,
caracteristica que confere maior grau de patogenicidade (BRASIL, 2003).

As falhas no processamento, aliadas a elevadas temperaturas de
conservacdo dos alimentos no comércio varejista, sdo fatores que contribuem
significativamente para a comercializacao de produtos com qualidade microbiol6gica
impropria para o0 consumo humano. A presenca de altas contagens de
Staphylococcus coagulase positiva em um alimento significa, em geral, que as
praticas de limpeza e desinfeccdo e/ou o controle de temperatura ndo foram
adequados em algum ponto (FORSYTHE, 2013). Pele, boca e fossas nasais dos
manipuladores dos alimentos, matérias-primas, utensilios e equipamentos podem
ser fontes de contaminagdo (FLEMING et al., 2010). Segundo Guimarédes et al.
(2012), outro aspecto importante a se relacionar aos casos de contaminagao por
Staphylococcus coagulase positiva é a presenca da inflamacdo da glandula
mamaria, que afeta tanto bovinos quanto bubalinos.

ANVISA (BRASIL, 2001) normatiza os padrdes microbiologicos para diversos
alimentos. Para os queijos de média umidade, dentre os quais esta incluida a
mussarela, o valor maximo permitido para Staphylococcus coagulase positiva é 10°
UFClg.

Staphylococcus coagulase positiva sdo frequentemente encontrados em
amostras de diferentes tipos de queijos, em especial em mussarela. Castro et al.,
(2012), ao investigar a qualidade microbiologica do queijo tipo mussarela
comercializado na Bahia, verificou que, de doze amostras analisadas,11 (91,66%)
apresentaram contagens de Staphylococcus coagulase positiva acima de 10° UFC/g.

Esse estudo constatou que este resultado esta diretamente ligado as condi¢cBes as



12

quais o produto final é submetido ap6s a fabricacdo, em especial durante sua
distribuicdo e comercializacdo. Em outro estudo realizado por Duarte et al., (2011),
em Minas Gerais, de quatro marcas de queijo mussarela analisadas, uma (25%)
apresentou contagens de Staphylococcus coagulase positiva acima dos limites
estabelecidos pela legislacdo brasileira. Esses autores concluiram que a presencga
desses patdgenos no alimento deve-se principalmente a qualidade da matéria-prima
e as condicdes higiénicas do laticinio.

Outro problema que pode dificultar a eliminacdo de micro-organismos
indesejaveis na industria de alimentos € a formacdo de biofilmes, estruturas
constituidas por células aderentes a uma superficie, embebidas numa matriz de
exopolissacarideo. A associacao dos organismos em biofilmes constitui uma forma
de protecdo ao seu desenvolvimento, fomentando relacdes simbidticas e permitindo
a sobrevivéncia em ambientes hostis (KASNOWSKI, 2010; OLIVEIRA, 2010).

A formacdo de biofilme conduz a sérios problemas de higiene e perdas
econbmicas, devido a contaminacdo de alimentos e danos em equipamentos,
podendo se desenvolver nas mais variadas superficies (SALIMENA, 2014). Segundo
Milan et al. (2015), os biofilmes tém a capacidade de promover uma barreira fisica,
no interior da qual as bactérias ficam menos expostas a acdo dos sanitizantes,
permanecendo em maior nimero sobre as superficies apGs a limpeza e sanitizacédo
das mesmas. De acordo com Rossi (2016), a resisténcia intensificada das células no
interior dos biofilmes € atribuida a neutralizacdo de sanitizantes pela matriz
polimérica, ja que a mesma é constituida por matéria organica e pela exposi¢ao das
células a concentragfes subletais de sanitizantes no interior do biofilme.

Para que as recomendac¢fes de qualidade microbiolégica exigidas para o
queijo mussarela de bufala sejam alcancadas, mantendo as contagens de
Staphylococcus coagulase positiva dentro de limites aceitaveis, € necessaria a
adocao de efetivos programas de sanidade animal, limpeza e sanitizacdo, os quais
somente poderdo ser elaborados de forma eficiente conhecendo as caracteristicas
dos micro-organismos, como a capacidade de formar biofilme e os efeitos desta

atividade sobre a sensibilidade a sanitizantes.
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2 Revisao de Literatura

2.1 Staphylococcus coagulase positiva (SCP)

O género Staphylococcus é constituido de bactérias Gram-positivas, em
forma de cocos, imolveis, ndo esporuladas, ndo capsuladas ou com limitada
capacidade de formacdo de capsula. Apresentam-se, microscopicamente, sob o
agrupamento de “cachos de uva”, com diametro entre 0,5 e 1,5 um. Podem ser
encontrados isolados, aos pares ou em pequenas cadeias, dependendo da idade da
colénia (KOMATSU et al., 2010).

Sdo0 micro-organismos produtores das enzimas catalase, coagulase,
termonuclease e hemolisinas. A maioria das espécies é anaerbbica facultativa com
genoma de aproximadamente 2.000 a 3.000 kb (KLUYTMANS, 2010; REYES,
2010).

Staphylococcus possuem versatilidade nutricional e apresentam capacidade
de sobreviver e se multiplicar em diferentes condicbes ambientais por longo periodo
de tempo (JORDA et al., 2012).

E uma bactéria mesoéfila que tém temperatura de multiplicagdo entre 7 e
47,8°C e podem produzir enterotoxinas termorresistentes que ndo sao inativadas
nas temperaturas de 72°C a 75°C utilizadas no processo de pasteurizacdo. O pH
ideal para seu desenvolvimento varia entre 6,0 e 7,0 mas podem se multiplicar em
alimentos com pH variando entre 4,0 e 9,8. Estes micro-organismos tém ainda a
capacidade de sobreviver e se multiplicar em concentracdes com até 15% de cloreto
de sédio (JAY, 2005).

Atualmente, o género € composto de 52 espécies e 28 subespécies
pertencentes a familia Staphylococcaceae (LPSN, 2017). A maioria ndo produz a
enzima coagulase. A exclusividade da sintese caracteriza as espécies coagulase
positiva: S. aureus, S. schleiferis, sp. coagulans, S. intermedius, S. hyicus e S.
delphini. Algumas dessas espécies sdo frequentemente associadas a diferentes
infeccbes de carater oportunista, tanto em humanos como em animais (CHAVES,
2012).

No homem, podem surgir desde infec¢cGes benignas na pele (foliculite,
impetigo e furdnculo) até doencas sistémicas capazes de levar a morte (NAGASE et

al., 2002). Além do mais, quando as enterotoxinas (EE) sdo produzidas no alimento
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e ingeridas pelo homem, causam sintomas diversos como: dor de cabecga, nausea,
vomitos, célicas, abdominal e prostracdo (GAUTIR, 2003).

Normalmente a presenca de Staphylococcus spp. é detectada em grande
parte dos alimentos de origem animal, manipulados e sem tratamento térmico
adequado. As espécies de maior importancia em alimentos sao S. aureus, S. hyicus
e S. intermedius, sendo que o0 S. aureus é 0 mais comumente envolvido em surtos
de intoxicacdo alimentar, devido a producdo de EE. Pode ser transmitido aos
alimentos através da matéria-prima, do ambiente de processamento, ou durante o
preparo, manipulagdo, transporte, armazenamento e distribuicdo, favorecendo a
multiplicacdo microbiana com consequente producdo de enterotoxina (GAUTIR,
2003; REYES, 2010).

O S. aureus, possui importante papel como patégeno humano ja que dispbe
de um conjunto amplo de mecanismos de viruléncia (RATTI, 2009). Trata-se de um
micro-organismo com capacidade de sobreviver e multiplicar em diferentes
variedades de ambientes por um longo periodo de tempo, tornando sua presenca na
natureza amplamente distribuida (KLUYTMANS, 2010).

O ser humano constitui um reservatorio natural de S. aureus, que pode ser
encontrado em diversas partes do corpo humano, como o0 trato respiratorio,
principalmente nas cavidades nasais, consideradas nichos ecoldgicos naturais de S.
aureus, na pele, no trato intestinal e na boca (FERREIRA et al., 2010; KLUYTMANS,
2010).

Outros animais também podem apresentar-se como portadores ou
contaminados pela bactéria, como por exemplo, os bubalinos, que podem
desenvolver mastite estafilococica e produzir leite contaminado. Além disso, a
contaminagdo ambiental durante ordenha ou processamento do leite, torna este
produto um dos principais alimentos veiculadores desta bactéria, e
consequentemente, seus derivados, como os queijos (FERREIRA et al., 2010;
KLUYTMANS, 2010; SERIDAN et al., 2012).

2.2 Biofilme
Entre os mecanismos de viruléncia do Staphylococcus, destaca-se a

formacao de biofilme sendo que o biofilme representa uma fonte persistente de

patdogenos. O controle dos biofilmes resulta em um desafio critico, pois, muitas
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vezes, as superficies e equipamentos de industrias fornecem um ambiente favoravel
para sua formac&o. Segundo alguns autores (OTTO, 2013; GIAOURIS et al., 2014;
ABDALLAH et al.,, 2014), os micro-organismos presentes em um biofilme s&o
distintos fenotipicamente de seus homodlogos de vida livre, apresentando,
geralmente, maior tolerancia a sanitizantes.

Biofilmes sdo definidos como uma comunidade complexa e estruturada de
micro-organismos envoltos por uma matriz extracelular, aderidos entre si a uma
superficie bidtica e/ou abidtica. A habilidade dos micro-organismos em aderir a
superficies fornece uma vantagem evoluciondria que permite a maturagdo, aumento
da taxa de sobrevivéncia e o estabelecimento de relagcées simbibticas por meio do
microambiente do biofilme. Além do mais, o modo de vida em comunidade prové
resisténcia contra condicbes ambientais hostis, como privacdo de nutrientes,
temperatura e pH extremos, excesso de salinidade, entre outros (LAVERTY et al.,
2013; OTTO, 2013; GIAOURIS et al., 2014).

A espessura de um biofilme pode variar de uma simples camada de células,
até multiplas camadas envoltas por um meio polimérico viscoso (ARCHER et al.,
2011). Os micro-organismos em um biofilme apresentam diferentes niveis
metabdlicos e de expressdo génica ao longo de suas camadas e estabelecem uma

série de processos de comunicacao celular (TRENTIN et al., 2013).

2.3 Formacao do biofilme

Um biofilme é constituido tipicamente pelas células microbianas e pela matriz
ou substancia polimérica extracelular (EPS). A matriz, por sua vez, € composta
basicamente por polissacarideos, proteinas e DNA extracelular, e corresponde a
aproximadamente 50 a 90% da matéria organica do biofilme. As substancias
poliméricas produzidas pelos micro-organismos servem para manter as células
sésseis unidas, bem como propiciam um ambiente de troca de material genético e
formam a estrutura tridimensional do biofiime (ABDALLAH et al., 2014; GIAOURIS et
al., 2014).

A formacdo do biofilme é um processo dindmico que envolve as etapas,
adesdo inicial reversivel, adeséao irreversivel com inicio do desenvolvimento da

arquitetura do biofilme, maturacéo e dispersdo (ABDALLAH et al., 2014).
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A adeséo inicial pode ocorrer em superficies bidticas, como tecido humano,
ou abidticas como superficies metélicas, plasticas ou de vidro encontradas na
industria de alimentos. Nesta etapa, a adesdo € mediada por fatores inespecificos,
como interacdes eletrostaticas e hidrofébicas, e especificos, como moléculas de
superficies. O depdsito de material organico proveniente de alimentos, também
favorece a formagdo de um filme condicionante que facilita a adeséo microbiana
(DUFOUR et al., 2012; OTTO, 2013). Em acréscimo, a presenca de apéndices nos
micro-organismos, como fimbrias e flagelos, também promove maior aderéncia
(ABDALLAH et al., 2014).

A superficie é um fator que desempenha um importante papel na adesao
bacteriana. De forma geral, qualquer superficie é vulneravel a adesdo por micro-
organismos, incluindo plastico, vidro, metal, e produtos alimenticios. Algumas
propriedades fisico-quimicas da superficie, como textura, carga, pH, temperatura,
composicao nutricional e hidrofobicidade, influenciam na adesao (SREY et al., 2013;
GIAOURIS et al., 2014).

Apds a adesdo inicial, as células comecam a se replicar formando
microcolénias. Entdo, a adesdo reversivel torna-se irreversivel principalmente por
causa da secrecdo de EPS, que forma a matriz do biofilme (ABDALLAH et al., 2014).
Posteriormente a ligacdo irreversivel, torna-se bastante complexa a remocao do
biofilme, uma vez que o0s micro-organismos se fixam fortemente a superficie e
ligagbes quimicas muito fortes séo estabelecidas (SREY et al., 2013).

Na terceira etapa de formacdo do biofilme ocorre a maturacdo, que €
caracterizada pela presenca de macrocolbénias circundadas por canais de agua, que
auxiliam a distribuir nutrientes e moléculas sinalizadoras (DUFOUR et al., 2012).
Nesta fase sdo produzidas as adesinas, que intervém no contato célula-célula,
resultando na proliferacdo dos micro-organismos em agrupamentos e na producao
das multicamadas do biofiime (PERIASAMY et al., 2012). Em Staphylococcus, uma
das mais importantes moléculas de adeséo é a adesina intercelular polissacaridica
(PIA), também designada N- acetil glicosamina polimérica (PNAG), em decorréncia
de sua composicdo quimica. A PIA é sintetizada, exportada e modificada pelos
produtos do operon icaADBC, com quatro regifes codificantes. Outras moléculas
adesivas de adesao também participam do processo, como a proteina associada a
acumulacdo (Aap), proteina G de superficie (G-SasG), proteina A, e acidos
teicoicos, entre outros (OTTO, 2013).
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A dispersdo constitui a Ultima etapa e permite que as células individualmente
ou aglomeradas revertam-se para a forma de vida planctdnica. Esta mudanca
geralmente ocorre quando a disponibilidade de nutrientes € limitada ou
simplesmente para propagar-se e colonizar outros nichos (DUFOUR et al., 2012;
SREY et al., 2013). Por meio da dispersdo, micro-organismos podem contaminar
outras superficies e repetir o ciclo de formacdo do biofilme. Este processo é
resultado de diversas condicBes ambientais, que promovem a expressado de genes
envolvidos na dispersdo (ABDALLAH et al.,, 2014). Em Staphylococcus spp., a
dispersdo é realizada primordialmente por pequenos peptideos anfipaticos
denominados modulinas soliveis em fenol (PSM) e por outras proteases
extracelulares. Estas substancias desfazem a estrutura do biofilme pela degradacéo
de proteinas, como adesinas e exopolimeros, componentes estruturais essenciais

do biofilme (PERIASAMY et al., 2012; LAVERTY et al., 2013; OTTO, 2013).

2.4 Regulacéao do biofilme

Importantes mecanismos de sobrevivéncia bacteriana, tais como simbiose,
formacao de biofilme, producdo de substancias antibiéticas e de viruléncia, séo
controlados por sistemas regulatérios, que adaptam a expressdo de genes de
viruléncia conforme altera¢cdes nas condicdes ambientais. Em Staphylococcus ja foi
demonstrado, por exemplo, a presenca dos sistemas agr (regulador gene acessorio).
Estes sistemas séo reconhecidos como quorum sensing (QS), isto €, um mecanismo
de comunicacédo célula-célula. O QS confere a bactéria capacidade de reconhecer a
densidade populacional pela mensuragdo da acumulacdo de pequenas moléculas
sinalizadoras especificas, denominadas autoindutoras (Al). Somente quando a
densidade populacional é alta, a acumulagdo do sinal no meio extracelular é
suficiente para ativar a resposta transcricional (KONG et al., 2006; LAVERTY et al.,
2013; SOLANO et al., 2014). O locus agr € composto por dois operons divergentes
expressos pelos promotores P2 e P3. O operon P2 contém o0s genes agrA, agrB,
agrC e agrD. A acdo combinada dos produtos dos genes agrD e agrB é responsavel
pela sintese do peptideo autoindutor (PAI). O agrD codifica a sequéncia do PAI, e
agrB, uma endopeptidase transmembrana, que atua no processamento em excre¢ao
do PAI. Quando o peptideo autoindutor atinge uma concentracdo linear em uma

determinada densidade celular, ha a ligacdo deste com uma histidina-quinase
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transmembrana, codificada pelo gene agrC. A proteina agrC ativa, por sua vez, a
resposta da proteina reguladora agrA, codificada pelo gene agrA, que se liga a dois
promotores, ativando a transcricAio do operon agr em um processo de
retroalimentacédo, e do RNAIIIl, o impulsionador intracelular do sistema. Em adicao, o
agrA pode ativar diretamente a expressao de operons que codificam as PSM
(BEENKEN et al., 2010; OTTO, 2013).

O sistema agr esta intrinsecamente relacionado com biofilmes, principalmente
durante a fase de dispersdo das células microbianas. Estudos reportam que
Staphylococcus que utilizam o sistema agr na forma de vida séssil possuem
camadas de biofilme mais finas do que mutantes agr-negativos, devido a habilidade
de se destacar do biofilme maduro. A dispersdo ocorre pela ativacdo das PSM,
como a o-toxina, codificada pelo RNAIIl e mediada pelo sistema regulatério agr.
Alguns produtos da regulacéo pelo sistema QS, como proteases e DNases, também
participam da dispersdo microbiana (LAVERTY et al., 2013). Existem dados da
literatura que demonstram que a repressdo do sistema agr é necessaria para
adeséo e desenvolvimento do biofiime (BEENKEN et al.,2010).

Diversas condigdes ambientais influenciam na formagdo do biofilme, tais
como concentragdo de nutrientes, oxigénio, osmolaridade, temperatura e pH.
Estresses ambientais podem mediar a expressdo do gene regulatorio acessoério
estafilocdcico (sarA), que estimulam a formacao do biofilme por meio da regulacéo
positiva sobre a producdo de proteinas e polissacarideos que formam o EPS
(ARCIOLA et al., 2012).

2.5 Processo de higienizagdo na industria de alimentos

A aplicacdo de procedimentos de limpeza e desinfeccdo € uma estratégia
comum utilizada para controlar a instalagdo de micro-organismos patogénicos e
deteriorantes em equipamentos industriais (NASCIMENTO et al., 2010). No entanto,
tais procedimentos podem néao ser totalmente eficazes sobre estruturas de biofilmes
e, assim, induzir a sele¢do de micro-organismos resistentes (SIMOES et al., 2010).

Diferentes produtos quimicos podem ser utilizados na limpeza de utensilios e
equipamentos nas industrias, incluindo produtos tensoativos ou alcalinos, usados
para suspender os restos de alimentos pela diminuicdo da tensdo superficial, ou

emulsdo de gorduras e desnaturacao de proteinas (MARTINS, 2011).
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A eficacia dos sanitizantes pode ser limitada pela presenca de material
organico, incluindo gorduras, carboidratos e proteinas. Além disso, pH, temperatura,
dureza da agua, inibidores quimicos, concentracdo e tempo de contato também sdo
fatores importantes que influenciam a acdo dos sanitizantes.

Dentre os produtos utilizados na industria de alimentos para sanitizagédo, se
destacam os compostos a base de cloro e o iodéforo (MACHADO et al., 2010). A
acdo oxidante e sanificante dos derivados clorados é controlada pelo &cido
hipocloroso, um produto resultante da hidrélise da substancia clorada. O acido
hipocloroso (HCIO) é um &cido fraco que em solucdo aquosa se dissocia para
formar o ion hidrogénio e o ion hipoclorito (CIO"). Tanto HCIO como o CIO" tém ac¢éo
antibacteriana, porém o primeiro atua de forma mais eficiente (MACHADO, 2010). O
acido hipocloroso € rapidamente consumido na interagdo com a matéria organica,
formando subprodutos de desinfec¢éo. O produto clorado mais utilizado atualmente
€ o0 hipoclorito de soédio, devido a sua alta disponibilidade e baixo custo
(MENEGARO et al., 2016).

Os componentes iodados, como iodo/iodeto de potassio (5,0%), iodo/iodeto
de potéassio/etanol (83%), iodo/alcool etilico (2,0%) e iodoforo (0,5 a 1,75%), sao
mais comumente utilizados como sanitizantes de equipamentos e utensilios na
industria. Algumas restricbes com relacdo ao uso do iodo como sanitizante sao a
excessiva pressao de vapor, problemas de solubilidade, irritacdo da pele, olhos e
mucosas dos manipuladores. O desenvolvimento de iod6foros tornou o uso do iodo
como agente de sanitizacdo mais viavel. O termo ioddforo significa carregador de
iodo. Esses compostos liberam lentamente o iodo e apresentam uma melhor
solubilidade, sao inodoros, nédo irritam a pele, quando comparados a solugdes
aguosas e alcodlicas de iodo (CAMPOS et al.,2016).

A acao bactericida dos compostos iodados deve-se, principalmente, ao I,
liberado pelas solugbes aquosas e pelos complexos com agentes tensoativos. O
iodo é eficiente sobre células bacterianas, sejam Gram-positivas ou negativas.
Pressupbe-se que o0 I, penetra na parede celular ocasionando a destruicdo de
estrutura protéica e inibindo o sistema enzimatico por meio da oxidacdo do
aminoacido tirosina, formando diodotirosina, o que alteraria a estrutura da enzima,
assim como sua atividade (LOPES et al., 2013).

Considerando a hipétese de que SCP isolados de queijos produzidos com

leite de bufala sdo capazes de formar biofilme em diferentes superficies,
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aumentando a sua resisténcia a sanitizantes, o presente trabalho teve como objetivo
determinar o efeito da formacéo de biofiime por SCP isolados de queijo mussarela
elaborado com leite de bufala sobre a sensibilidade a sanitizantes. Os objetivos
especificos foram investigar a contaminacéo por SCP de queijo mussarela elaborado
com leite de bufala comercializado no Rio Grande do Sul, identificar as espécies de
SCP isoladas, verificar a capacidade dos isolados formarem biofilme, verificar a
capacidade de formacdo de biofilme em diferentes superficies e verificar a

sensibilidade a sanitizantes dos isolados imersos em biofilme.
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3 Material e métodos

3.1 Coleta de amostras

Foram analisadas 50 amostras de marcas distintas de queijo mussarela
elaborado a partir de leite de bufala, produzidas por industrias sob inspecéo federal
adquiridos no comércio varejista das cidades de Pelotas e Porto Alegre, RS. As
amostras foram mantidas em suas embalagens originais de venda, acondicionadas
em caixas isotérmicas com gelo e transportadas ao laboratério para realizagdo das

analises.

3.2 Contagens de Staphylococcus coagulase positiva

As amostras foram analisadas através de contagens de Staphylococcus
coagulase positiva, conforme os Métodos analiticos oficiais para analises
microbiolégicas para controle de produtos de origem animal recomendados pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003). Diluicbes
seriadas das amostras foram semeadas em duplicata em &gar Baird-Parker
(Himedia, Mumbai, india) e incubadas a 37°C por 48 h. Cinco colénias tipicas e cinco
atipicas de cada placa foram inoculadas em Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI,
Himedia) e incubadas a 37°C por 24 h para realizacdo da prova da coagulase, que
consistiu na mistura de 0,3 mL de cada cultura com 0,3 mL de plasma de coelho e
incubacdo a 37°C por 6 h para observacdo de coagulacdo. Foi calculada a
proporcdo de colbnias coagulase positivas em relacdo a contagem de coldnias
tipicas e atipicas na placa e o resultado final da contagem de cada placa foi obtido
pela soma do numero de coldnias coagulase positivas. Apos, foi calculada a média

das duplicatas e realizada a corre¢cao da diluicdo utilizada para a contagem.

3.3 Identificagcdo das espécies de Staphylococcus coagulase positiva

Para identificacdo das espécies, as cepas que apresentaram reacdo positiva
para producdo de coagulase foram submetidas a caracterizacdo bioquimica,
conforme GANDRA et al. (2005), e confirmacdo pela reacdo em cadeia da

polimerase (PCR). Como controle, foi utilizada a cepa de S. aureus ATCC 25923.
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3.4 Obtencao e manutencéao dos isolados

Até trés colbnias de Staphylococcus coagulase positiva por amostra foram
inoculadas em BHI e incubadas a 37°C por 24 h. As culturas foram misturadas com
20% de glicerol, para manutengdo de estoque a -70°C. Os isolados foram
recuperados em BHI a 37°C por 24 h, quando necessério.

3.5 Extracédo de DNA

O DNA dos isolados foi extraido conforme Sambrook e Russel (2001).
Resumidamente, o pellet obtido por centrifugacdo de 1 mL de cultura em BHI, foi
ressuspendido em 100 pL de tampé&o STES [Tris-HCI 0,2 M, NaCl 0,5 M, SDS 0,1%
(m/v), EDTA 0,01 M, pH 7,6]. Foi adicionado 50 pL de pérolas de vidro e 100 puL de
fenol/cloroformio. Para completar a lise celular dos isolados de Staphylococcus
coagulase positiva, adicionou-se 100 pyL de solucdo de lisostafina (100 pg/mL de
lisostafina em tampado de acetato 20 mM) apds obtencdo do pellet obtido pela
centrifugacdo de cultura em BHI e incubou-se a 37°C por 1 h. Apoés
homogeneizacdo por 1 min, a mistura foi centrifugada a 13.000 g por 5 min. O
sobrenadante foi coletado e precipitado em 2 volumes de etanol absoluto e 0,1
volume de NaCl 5M a -70°C por 30 min. Uma nova centrifugacédo foi realizada a
13.000 g por 20 min, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol a
70%, seguido de eluicdo em 40 pL de tampéao (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH
7,4). O DNA extraido foi estocado a -70°C.

3.6 Reagéo em cadeia da polimerase (PCR)

Apé6s as provas bioquimicas, a confirmacdo das espécies foi feita por
multiplex PCR desenvolvido por Gandra et al. (2016) para identificacdo de S. aureus,
S. intermedium e S. hyicus, através da pesquisa da presenca do gene nuc, com
pequenas modificacdes. Cada reacdo de 50 pL continha 2 pL do DNA extraido, 25
puL de Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA), 1 uL (10 pmol) de cada
primer e 17 uL de agua para completar o volume da reacédo. A amplificacédo consistiu
de 2 min a 94°C, 2 min a 55°C e 3 min a 72°C por 40 ciclos. Os produtos da PCR

dTM

foram corados com GelRe (Unicience, Sao Paulo,Brasil) e analisados por
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eletroforese em gel de agarose a 1% (Panreac Quimica S.A., Barcelona, Espanha)
utilizando L-PI1X 112 EX (Loccus biotecnologia, Cotia, S&o Paulo, Brasil).

3.7 Reacdo em cadeia da polimerase de elementos repetitivos (rep-PCR)

Os isolados foram analisados pela rep-PCR, utilizando o primer (GTG)s, 0
qual, segundo Braem et al. (2011) e Mohapatra et al. (2007), apresenta elevado
poder de discriminacdo para Staphylococcus spp. A técnica foi realizada de acordo
com Versalovicet al. (1994), com modificacdes. Resumidamente, as condi¢cdes da
rep-PCR foram as seguintes: 2 yL de DNA, 2 pL do oligonucleotideo 5°-
GTGGTGGTGGTGGTG-3', 12,5 uL de Master Mix (Quiagem, Alemanha) e 8 L de
agua para completar o volume da reacéo. Os ciclos da amplificacdo foram efetuados
da seguinte forma: 1 ciclo de 94°C por 5 min, 30 ciclos subsequentes de 95°C por
30s, 45°C por 1min e 60°C por 5 min, e finalmente 1 ciclo de 60°C por 16 min. Para
a visualizacdo dos padroes de banda das diferentes regides amplificadas, os
produtos da PCR foram corados com GelRed e a eletroforese foi realizada em gel de

agarose a 2%.

3.8 Verificacdo da formacéao de biofilme em placas

Os isolados foram avaliados quanto a sua capacidade de producdo de
biofilme em placas de microtitulagdo (Nunclon, Nune, Roskilde, Denmark), seguindo
a técnica descrita por Janssens et al. (2008), com modificacGes, de forma a adaptar
0 método para Staphylococcus spp. Foram colocados 100 uL de caldo Tripticase de
Soja (TSB, Tryptic Soy Broth, Himedia) em cada poco da placa de microtitulacéo e
adicionados 100 pL de culturas overnight em TSB de cada cepa padronizada em
espectrofotometro a 600 nm para valor 0,5 de densidade otica (DO). Pocos com 200
uL de caldo TSB, sem cultura bacteriana, foram utilizados como controle. Entdo, a
tampa foi colocada sobre a placa e incubada durante 48 h a 37°C sem agitagéo.
Durante a incubacéo, os biofilmes formaram-se sobre a superficie das cavidades,
nas tampas. Para quantificacdo da formacéao de biofilmes, as tampas foram lavadas
em 200 pL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, 0,1 M, pH 7,0). O
material que permaneceu ligado a tampa foi corado durante 30 min com 200 pL de

cristal violeta 0,1% (m/v), lavado em agua destilada estéril (200 yL) e a tampa foi
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secada em temperatura ambiente por 30 min. O corante que permaneceu ligado ao
biofilme foi extraido com acido acético glacial 30% (200 pL). A DOs7 de cada pocgo
foi medida utilizando leitor de placas de microtitulacdo. Cada cepa foi classificada
como nao formadora de biofilme, fracamente formadora, moderadamente formadora
ou fortemente formadora, de acordo com os critérios sugeridos por Stepanovic et al.
(2000). O ponto de corte (DOc) foi definido como trés desvios padrbes acima da
meédia das DOs dos controles e a classificacao foi determinada conforme segue.

DO < DOc = nao formadora

DOc< DO = 2 x DOc = fraca formadora

2 x DOc< DO =4 x DOc = moderada formadora

4 x DOc< DO = forte formadora

3.9 Verificacdo da formacgéo de biofilme em diferentes superficies

Os isolados considerados formadores de biofilme nas placas de microtitulacao
foram testados quanto a capacidade de formar biofiime em diferentes superficies,
conforme técnica utilizada por Milan et al. (2015), com modificacbes. Foram
utilizadas placas de superficies planas com 4 cm? de polietileno de alta densidade,
aco inoxidavel e vidro estéreis. Todas as diferentes superficies foram colocadas
dentro de um Becker contendo 200 mL de TSB e 4 mL de cultura overnight de cada
isolados separadamente. A cada 48 horas de incubacéo, as placas foram lavadas
suavemente duas vezes com PBS 3% NaCl para remocéo de células ndo aderidas e
novamente inseridas em Becker com 200 mL de TSB, porém sem o in6culo. Ap6s
cinco repeticbes do procedimento, foram passadas zaragatoas estéreis sobre toda a
superficie de cada placa e transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL de
solucéo salina 0,85%. A partir desta, foram feitas diluicbes seriadas para contagem
dos micro-organismos em agar Baird-Parker. Uma cepa nao formadora de biofilme
foi utilizada como controle negativo. Para considerar se houve formacéo de biofilme
ou ndo, foi considerado o valor de 10’ UFC/cm? estabelecido por Andrade,
Bridgeman e Zottola (1998).
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3.10 Sensibilidade a sanitizantes das cepas em biofilme

A eficiéncia dos sanitizantes hipoclorito de sédio (solu¢cdo contendo 100 ppm
de Cl,) e iodo (solucdo com 50 ppm de I,) foi avaliada frente aos Staphylococcus
coagulase positiva que formaram biofilmes sobre as placas de microtitulacdo,de
acordo com o método utilizado por Milan et al. (2015). Apos a ultima lavagem, as
placas com biofiime foram imersas em frascos contendo sanitizantes, onde
permaneceram durante 10 min. Alcancado o tempo de contato estabelecido, as
placas foram imersas em solucdo neutralizante (0,1 M Na,S,03) por 30 s. Apds
lavagem com PBS, foi passada uma zaragatoa estéril na superficie de cada placa e

realizada contagem em agar Baird-Parker.
3.11 Analise estatistica
Todos os experimentos foram feitos em triplicata. Foi realizada analise de

variancia das contagens de Staphylococcus coagulase positiva e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, usando o programa Statistix® (2003).
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4 Resultados e Discusséao

Todas as 50 amostras de queijo mussarela elaborados com leite de bufala
analisadas no trabalho se enquadraram nos limites microbiolégicos para SCP
estabelecidos pela legislagdo brasileira, pois apresentaram contagens inferiores a
10® UFC/g (BRASIL, 2001). Vinte amostras estavam contaminadas por SCP, das
quais foram obtidos 22 isolados. Os isolados obtidos de uma mesma amostra
tiveram a similaridade genética analisada através de rep-PCR. Os perfis de bandas
foram idénticos quando comparados entre os isolados oriundos da mesma amostra,
indicando que cada amostra estava contaminada por apenas uma cepa de
Staphylococcus. As 20 cepas isoladas foram identificadas como S. aureus.

Dos 20 isolados identificados como SCP, quando submetidos ao teste de
formacdo de biofilme em placas de microtitulagdo, dois foram classificados como
forte formadores de biofilme, sete como moderados formadores, dez fracos
formadores e um ndo formador de biofilme.

A capacidade de formar biofilme por S. aureus isolados de mastite bovina e
de amostras de leite de vaca ja foi demonstrada em outros estudos. Melo et al.
(2012), ao analisarem a formacdo de biofilme por S. aureus isolados de mastite
bovina, verificaram que, de 94 cepas estudadas, 93 (98,9%) foram capazes de
formar biofilme. Coelho et al. (2011) avaliaram o potencial de formag&o de biofilme
de 50 cepas de S. aureus isolados de leite de vaca e observaram formacao de
biofilme em 80% dos isolados. Entretanto, ndo foram encontrados na literatura
estudos sobre formacéo de biofilme dirigidos a S. aureus isolados de leite de bufala,
sendo este o primeiro trabalho que analisa esta propriedade de isolados obtidos de
algum derivado lacteo. Embora com diferentes intensidades, 19 cepas foram
capazes de formar biofilme, o que demonstra ndo haver muita distincdo entre os
isolados de lacteos originados das espécies bovina e bubalina, os quais, em sua
maioria, sdo capazes de formar biofilme.

As duas cepas fortemente formadoras de biofilme (131 e 97) e a Unica cepa
que nao formou biofilme (101) foram testadas quanto a capacidade de formar
biofilme nas superficies de polietileno de alta densidade, aco inoxidavel e vidro. As
cepas 131 e 97 formaram biofilme nas superficies de polietileno, a¢o inox e vidro,
indistintamente, ao passo que a cepa 101 apresentou populagcbes que nao

alcancaram o limite necessario para admitir a formacao de biofilme (Tabela 1).
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Tabela 1. Cepas formadoras de biofilme (131 e 97) e ndo formadora (101) em
diferentes superficies.

Superficie Contagem SCP (Log UFC)*

Cepa 101 Cepa 131 Cepa 97
Polietileno 11,61 a 18,00 b 18,84 b
Aco Inoxidavel 12,00 a 18,60 b 16,28 b
Vidro 11,76 a 18,74 b 19,06 b

Médias de trés repeticbes*
a, b = médias seguidas por letras distintas diferem do teste de Tukey (P<0,05).

A formacéo de biofilme depende de alguns fatores, entre eles destacam-se as
propriedades fisico-quimicas das superficies. As hidrofobicas, como o polietileno,
sdo facilmente colonizadas por micro-organismos. Por outro lado, as hidrofilicas,
como as superficies de vidro e metal, tendem a ser menos susceptiveis a adesao de
micro-organismos (RODRIGUES, 2009). Entretanto, estas caracteristicas nao
influenciaram a formacédo de biofilme no nosso estudo, ja que as cepas 131 e 97,
consideradas forte formadoras de biofilme no teste em placas de microtitulagéo,
desenvolveram biofilme nas trés superficies testadas de forma indistinta. Resultados
semelhantes tém sido obtidos por outros autores, como Marques et al. (2007) e
Santos Janior et al. (2014), utilizando superficies de aco inoxidavel e vidro, e de aco
inoxidavel e polipropileno, respectivamente. Entretanto estes estudos foram
desenvolvidos utilizando uma Unica cepa de referéncia da bactéria, o que limita a
extrapolacdo dos seus resultados. Um dos poucos estudos com cepas selvagens de
S. aureus é o de Boari et al. (2009), que constataram a capacidade de S. aureus
isolados de leite de vaca formarem biofilme em aco inoxidavel.

Na industria de alimentos séo utilizados diversos tipos de sanitizantes com o
objetivo de tornar a superficie que entrard& em contato com o alimento limpa,
evitando assim problemas com contaminagbes microbianas. Deste modo, a
sanitizagcdo deve reduzir ou eliminar completamente a presengca de micro-
organismos nas diferentes superficies (NASCIMENTO et al., 2010).

A acdo dos sanitizantes hipoclorito de sédio e iodo foi avaliada frente as
cepas de SCP fortemente formadoras de biofilme (97 e 131) e a ndo formadora
(101). A analise de variancia mostrou efeito das cepas e dos sanitizantes sobre 0s
resultados, mas nao houve diferenca entre os dois sanitizantes. Embora a cepa 101
tenha apresentado significativo decréscimo ap0s a exposi¢do aos sanitizantes, o que
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seria esperado, a diminuicdo nas contagens também foi observada nas cepas 97 e
131 (Figura 1).
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A, B, C = letras iguais diferem pelo teste de Tukey quanto a cepa (P<0,05);
a, b = letras iguais diferem pelo teste de Tukey quanto ao sanitizante (P<0,05).

Figural: Contagens de Staphylococcus coagulase positiva formadores de biofilme (cepas 131 e 97) e
nao formador (cepa 101) em superficie de polietileno de alta densidade, aco inoxidavel e vidro apds a

acao de sanitizantes.
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A aplicagcdo dos sanitizantes hipoclorito de sédio e iodo promoveu uma
reducdo das populacdes bacterianas de aproximadamente 2 log em todas as
superficies, tanto das cepas formadoras de biofilme como da ndo formadora, com
excecdo da cepa 97 em aco inoxidavel, onde a reducao foi um pouco menor. Estes
resultados mostram que a maior populacdo bacteriana que permaneceu apos a acao
dos sanitizantes sobre as cepas formadoras de biofilme em relagéo a ndo formadora
se deveu a maior populacao inicial encontrada nos biofilmes e ndo a diferencas de
resisténcia bacteriana ou de acesso do sanitizantes as células bacterianas.
Resultados semelhantes foram obtidos por Milan et al. (2015), que, trabalhando com
cepas de Salmonella isoladas de produtos carneos, chegaram a conclusées

analogas as obtidas no nosso estudo.
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5 Consideracg0es finais

As boas praticas de fabricacdo adotadas pelas inddstrias que processam
qgueijo mussarela de leite de bufala devem incluir medidas para o controle da
contaminacgao por S. aureus, uma vez que a maioria das cepas desta bactéria possui
a capacidade de formar biofilme nas superficies de equipamentos e utensilios que
tenham componentes de aco inoxidavel, vidro ou polietileno de alta densidade.
Embora as cepas formadoras de biofilme ndo sejam mais resistentes aos
sanitizantes hipoclorito de sddio e iodo do que as ndo formadoras, elas atingem
maiores concentracées no biofilme, o que resulta em maiores populacdbes

bacterianas remanescentes ap0s a aplicacdo dos sanitizantes.
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