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Biofilmes formados em matéria-prima em contato
com leite: fatores de virulénciaenvolvidos”

Biofilm formation from milk in contact with raw material: virulence factors involved

Juliana Flach?, Carolina Karnopp? & Gertrudes Corgédo*?®

RESUMO

Biofilmes bacterianos representam uma preocupacéo a industria de alimentos por sua potencialidade em resis
tratamentos antimicrobianos, além de degradar e contaminar os alimentos com patégenos. O presente trabalho avaliou a re
entre fatores de ades&o e hidrofobicidade celular na formacgéo de biofilmes, bem como as atividades citotoxica e proteolitic
isolados bacterianos do biofilme. Corpos de prova compostos de polipropileno, aco inoxidavel e pano de algodéo foram ime
em leitein naturg em diferentes condi¢Bes de tempo e temperatura. Posteriormente, foram lavados com solugéo Salina Fosfa
Tamponada e submetidos a sonicacéo para remogao das células aderidas. Estas foram isoladas, identificadas e submetic
testes de producéo de céapsula, fimbria, hemolisina, protease e determinagdo da hidrofobicidade celular. Dos 101 isglados ob
57 foram Gram negativos e 44, Gram positivos; 52,5% foram produtores de capsula, 49,4% de fimbria, 4,0% de fimbria tip
53,5% de hemolisina e 20,2% de proteases. A maioria dos isolados teve hidrofobicidade celular elevada, e a associacéo
presenca de capsula e adesédo em pano de algodao foi estatisticamente significante. A presenca de bactérias potencial
patogénicos comBscherichia coliStaphylococcus aureesStaphylococcusoagulase-negativos, revela a necessidade do
controle microbioldgico ja em nivel de produgédo de leite, no sentido de evitar complicagfes a saude publica.

Descritores: biofilmes, leite, bactérias, fatores de viruléncia, hidrofobicidade.

ABSTRACT

Bacterial biofilms represent a concern to food industry, once they can develop resistance to antimicrobial treatmel
and due to its degradation activity and food contamination with pathogens. The present study evaluated the influence
adhesion factors and cellular hydrophobicity in biofilm formation, besides the citotoxic and proteolytic activity of the strain
isolated from the biofilm. Pieces of polypropylene, stainless steel and cotton cloth were used to analyse the biofilm formatic
they were placed directly into raw milk samples, at different time and temperature conditions. Afterwards, the piecesdere wasl
with Phosphate Buffered Saline and submitted to sonication, in order to remove the attached cells. These bacterial cells v
isolated, identified and analysed for production of capsule, fimbriae, hemolysin and proteolytic activity, besides cattular hyd
phobicity. From the 101 isolated strains, 57 were Gram-negative and 44 were Gram-positive; 52.5% produced capsule, 49
produced fimbriae, 53.5% produced hemolysin and 20.2% showed proteolytic activity. Most of the isolated strains present
high levels of cellular hydrophobicity and the association between capsule production and adhesion to cotton cloth we
statistically significant. The presence of potentially pathogenic bactégchsrichia coliStaphylococcus aureasnd Staphy-
lococcuscoagulase negative reveals the necessity of a microbiological control at milk production level, with the purpose to avc
major public health problems.

Key words: biofilms, milk, bacteria, virulence factors, hydrophobicity.
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INTRODUCAO EMB e Baird-Parker foram incubadas a 37°C, sendo
Biofilmes sdo agregados de microrganismo® agar Cereus incubado a 30€l6nias tipicas e ndo
embebidos em uma matriz polimérica e aderidos tipicas foram isoladas dos meios, identificadas através
uma superficie sélida, formando uma estrutura porost provas bioquimicas e estocadas em glicerol (15%)
e altamente hidratada contendo exopolissacarideos1e20°C[12,14]

pequEenos .cansus, aberFos ?OI’ ,entre as mICI’OCO|0nL?e%te para deteccéo da producéo de capsula
[10]. Este tipo de organizagao e extremamente vanta- Os isolados foram inoculados em caldo trip-

joso a todas as espécies de. microrganismos, por fo”fﬁ'aseina de soja (TSB incubados a 37°C por 24
cer p_rote%ao contra ad_\{er5|dades C(_)m? d_es'dratag%’ras. Apos, foi realizado o esfregaco, utilizando-se 2
color_llzagao por bacteriéfagos e resisténcia a ant'”ﬂ'otas da suspensio bacteriana e 2 gotas de Vermelho
croblan05[7]. N o ... Congo, o qual foi seco a temperatura ambiente e tra-
Na linha de producdo da industria de Iatlcmlostaolo com solucio de Maneval por 1 minuto; o mate-

a formacgé&o de biofilmes eleva a carga microbiana fal foi observado em microscopio Gptico 1000x, com
muitas vezes, contamina com patogenos os alimentgs, | o imers&qs]

gue ali circulam, devido ao eventual desprendimento

de porcdes aderidas. Dessa forma, podem colocar ffte para deteccdo da producéo
; . ; 4 ; 'HP fimbria e fimbria tipo 1

risco a saude do consumidor, além de ocasionar prejul

zos financeiros & indGstria, em virtude da diminuiéo Os isolados foram cultivados em caldo TSB
da vida de prateleira dos produtos alimentigisseg;  PO" ©-6h @ 37°C, seguido de inoculagdo em agar CFA

Existem Varios fatores relacionados & formacaB incubacdo por 24h na mesma temperatura. Posterior-

de biofilmes. Os principais sdo: caracteristicas fisicdn€Nte; & cultura foi suspensa em solucgo PBS, com
quimicas do material sobre o qual estio aderidos e dyIPidez correspondente a 1,2XB@lulas/mL (Mac
presséo de fatores de viruléncia por parte dos microrgg@"and, tubo 4). Esta também foi determinada em foto-
nismos, como producao de capsula exopolimérica, firf@!0rimetro microprocessatieAnalyser S00M), com

brias e sintese de adesinas fimbrias e nao finterjas D-O- €M 620 nm equivalerlte a 0,,59. . .
No presente estudo, buscou-se determinar a N0 teste de producdo de fimbria/adesinas, as
relacdo entre a producéo de fatores de viruléncia refSpensoes foram diluidas em solucdo PBS, em micro-

cionados a colonizagdo de superficies e & formacBRcas, até a diluicdo 1:256 em um volume final de

de biofilmes em diversos materiais de importancia n20 ML+ A cada diluicao foram adicionados 50 mL de

inddstria de laticinios. Avaliou-se também a atividad§USPensao de eritrocitos de carneiro a 1%, e as micro-
citotéxica e a atividade proteolitica dos isolados bad!acas incubadas a 4°C por 18h. A formacdo de halo

terianos, a (Gltima, relacionada a degradacéo do leifd® Precipitacao em cavidades com titulo superior a
1:4 foi considerada resultado positivo. O teste foi rea-

MATERIAIS E METODOS lizado em triplicatg21].

Isolamento e identificacdo de bactérias do biofilme Para tipificacéo de fimbria tipo 1, foi utilizado
Trés amostras de leite naturaforam aliquo-  © teste de Aglutinacdo de MOS (mananoligossacarideo).

tadas em tubos estéreis contendo chapas retanguldr@s2m homogeneizados 100pL da suspenséo de célu-
(24mm x 12mm x 0,1mm) de aco inoxiddyedoli- &S bacterianas obtida acima e 100 mL de suspenséo de

propilend e pano de algod&cEstes foram incubados MOS a 0,1% em PBS. Apos incubacéo por 30 minutos
nas temperaturas de 10°C e 25°C. Ap6s 2h, 5h e 8n°°C, foram aliquotados 20 mL do homogeneizado
de incubag&o, as chapas foram retiradas e lavadas c8f [amina de vidro, seguindo-se a observagao em mi-
solugdo PBS (Salina Fosfatada Tamponpae a re- Croscopia Optica (400x). Fimbrias do tipo 1 aglutinam
moc&o de células ndo aderidas. Em seguida, as chapasViOS/PB36].

foram colocadas em agua peptonada esteéril e subnTestes para deteccéo da producéo de proteases e

tidas a um banho de ultra-som (~ 40mHz) por dois p&emolisinas

riodos de 10 minutos, para a remocao das células do Culturas bacterianas foram inoculadas através
biofilme. O liquido sonicado foi diluido serialmentede picada em placas de Agar Sangue de Carneiro (5%)
e semeado em placas de agar Eosina-Azul de Meti-Agar Leite, as quais foram incubadas a 37°C por
leno (EMBY, agar Baird-Parkée agar CereG@do 24/48 horas. A presenga de zonas circulares de hemo-
suplementado com Polimixina B. As placas de agdise ou degradacdo em volta das col6nias bacterianas
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indicou resultado positivo para atividade hemolitica A analise estatistica demonstrou haver asso-

e proteolitica, respectivamerfgs). ciacéo entre presenca de cipsula e ades@o no pano de
50 (< .

Determinagéo da hidrofobicidade celular algodao (p<0,05), enquanto que o resultado oposto foi

. . . o . obtido para o polipropileno, em mesmo nivel de sig-
Apds crescimento em agar tripticaseina de so

Kificancia. A presenca de fimbria ndo foi significativa-
(TSA)Y por 18h a 37°C, as culturas foram suspensas em

~ . L imente associada aos materiais testados. J4, com rela-
solugcéo PBS e testadas para evidenciar isolados auégb a aglutinacio em até 0,5M de sulfato de aménio
?glf tlnadpr(elsa Err} caso d?resultado negativo NeSiGuve associacao entre tipo de parede celular e hidro-
es ?’ 0s 150ados foram entao suspAerjsos com CONCRlkicidade em nivel de significancia de 0,05, sendo os
tracdes crescentes de sulfato de aménio, de 0,5M, 1,0 fam-negativos mais hidrofébicos do que os Gram-
1’5,M’ ?’OMZ 25M e 3,’OM' A formac;?o F’e grumos emﬁositivos (24,1% e 8,8%, respectivamente).
até dois minutos apés a suspensao indica resultado

positivo [17]. DISCUSSAO

Andlise estatistica A partir dos resultados mostrados, observa-se

Os resultados foram analisados estatisticamefiue as Gram-negativas, em sua maioria pertencentes
te através do tesie? complementado pela Analise & familiaEnterobacteriaceadpram superiores na pro-
de Residuos Ajustados, Test Andlise de Variancia

(ANOVA). Tabela 1.Espécies bacterianas Gram positivas e Gram ne-

gativas isoladas de biofilmes formados a partir de amostras

Resultados de leite em placas de ago inox, vidro, polipropileno e peda-
Foram obtidos 101 isolados do biofilme (Tabe- ¢os de pano de algodé&o.

la 1) e todos foram testados quanto a producgéo de fa
res de viruléncia. Entre os Gram negativos (n=57), 4
pertencem a familignterobacteriaceae entre os Gram
positivos, todos foram do géne®&taphylococcus.

Do total de isolados testados, 52,5% foran
produtores de capsula, 49,4% de fimbria, 4,0% c
fimbria tipo 1, 53,5% de hemolisina e 20,2% de pro
teases. A comparacao quanto a producéo de fimbri
adesina, capsula, proteses e hemolisina, entre os i
lados Gram negativos e Gram positivos, estdo na T
bela 2. Entre os isolados da famitiaterobacteriacege
foram observados 4 produtores de fimbria tipo |, senc
dois isolados de aco inoxidavel, um de pano de alg
dao e um de polipropileno.

A Tabela 3 refere-se a distribuicdo dos fatore
de viruléncia capsula e fimbrias/adesinas, entre is
lados dos diversos materiais, além do resultado di
testes de hidrofobicidade para enterobactérias e es
filococos. Isolados ndo pertencentes a esses grug
ndo foram considerados nesta comparacao.

Dos microrganismos Gram-positivos e Gram-
negativos, 86,6% e 84,4% foram positivos para o tes
de hidrofobicidade, respectivamente. Entre o primeir
grupo, 26,6% foram aglutinantes em concentracgoes |
sulfato de amonio iguais ou inferiores a 1M. Enquant
gue para os Gram-negativos, essa taxa foi de 34,4
Os Gram-positivos auto-aglutinantes representara
8,8% dototal de isolados desse grupo, e os Grarm
negativos, 12,0%.

Gram-negativos (n=57)

NUmero de isolados

Cedecea sp.
Comamonas sp.
Enterobacter asburiae
Enterobacter cloacae
Enterobacter hormaechae
Escherichia coli
Hafnia alvei
Kluyuera sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas alcaligenes
Serratia fonticola
Serratia plymuthica

Xanthomonas sp.

1

N O W e

Gram-positivos (n=44)

Staphylococcus aureus
Staphylococcus caprae
Staphylococcus chromogens
Staphylococcus intermedius
Staphylococcus klosii
Staphylococcus lentus
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus warneri

Total

101
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Tabela 2.Comparacéo da frequiéncia dos fatores de viruléncia testados para os isolados
Gram-negativos e Gram-positivos isoladas de biofilmes, formados a partir de amostras
de leite em placas de aco inox, vidro, polipropileno e pedacos de pano de algodao.

Grupo ) DEEE Cépsula Flmb_rlal Proteases  Hemolisina
isolados adesinas

Gram-negativos 57 84,2% 61,4% 21,0% 35,0%

Gram-positivos 44 9,0% 34,1% 19,0% 78,5%

Tabela 3.Distribuicéo entre os isolados de enterobactérias e estafilococos, dos fatores de viruléncia testados, para cada |
terial analisado quanto a formacao de biofilme.

Enterobactérias (n=46) Estafilococos (n=44)
Fatores de viruléncia Fatores de viruléncia
Material Céapsula Flmpnal Hidrofobicidade Material Capsula F'mb.”a/ Hidrofobicidade
adesinas adesinas
Pano de 32/38 25/38 33/38 Pano de 2/15 3/15 12/15
algodao n=38 (84,2%) (65,8%) (86,8%) algodéo n=15 (13,3%) (20,0%) (80,0%)
Polipropileno 2/2 1/2 212 Polipropileno 0 8/17 16/17
n=2 (100%) (50,0%) (100%) n=17 (47,0%) (94,1%)
Aco inoxidavel 5/6 6/6 6/6 Aco inoxidavel 2/12 3/12 8/12
n=6 (83,3%) (100%) (100%) n=12 (17,0%) (25,0%) (67,0%)
Total 39 32 41 Total 4 15 36
(84,7%) (69,6%) (89,1%) (9,0%) (34,1%) (81,8%)

ducédo de capsula e de fimbria em relagédo as Grambrigo aos microrganismos, fazendo com que estes
positivas, representadas pelo gérstaphylococcus levem menos tempo para iniciar ou persistir na sintese
Por outro lado, estes prevaleceram na producdo de le- exopolissacarideos, ingressando na fase irreversivel
molisina. Quanto a producéo de proteases, os dois gde adesdo. Como @&taphylococcusdo produzem
pos ndo apresentaram diferencas significativas. essa estrutura com tanta freqliéncia, poderiam ser mais
Os membros da familenterobacteriaceaati-  faciimente removidos das fendas do pano de algodéo
lizados nesse trabalho produziram uma maior quagem a lavagem.
tidade de fatores de adesé&o e foram encontrados com Embora influenciada pela produgdo de exopo-
maior incidéncia no pano de algoddo. Todavia, su@&sacarideos e proteinas de superficie, a hidrofobi-
adesdo foi significantemente menor que a do génecwlade entre 0s grupos, ndo apresentou diferenca signi-
Staphylococcuso polipropileno. Para explicar esseficativa. Esta observagédo sugere que existam outros
fato, sugere-se o envolvimento de outros fatores, conf@aores determinando essa caracteristica, como o tipo
caracteristicas fisico-quimicas da superficie, capazes die exopolissacarideos produzidos e até mesmo a com-
proporcionar filmes condicionantes de diferentes natyosicdo do meio de cultura utilizado no teste da hidro-
rezas, provocando a atracdo das células bacteriarfabicidade[s,9,11] Apesar de ndo ter sido esperado,
para proximo da superficie. Outros fatores seriam este resultado é condizente com a literatura, ao corro-
ndmero e o estado fisioldgico das células no momentmrar a hipétese de que a hidrofobicidade celular é
da andlisg3,20]. Nesse caso, e baseados na interpretamportante na adesdo aos materiais testados, ja que
¢do estatistica dos dados, pode-se sugerir que o filmebos os grupos foram capazes de aderir e apresen-
condicionante formado no polipropileno ndo favoretaram altas taxas de positividade para o teste. Entre-
ceu a adesdo de células produtoras de cépsula. tanto, a atuacdo de outros componentes da superficie
A associacao entre capsula e adesao em pabacteriana, e ndo s6 a hidrofobicidade, deve ser consi-
de algodéo vem justificar o maior nimero de isoladoderada neste processo, embora a adesao celular me-
da familiaEnterobacteriacea@ele encontrados. Por diada por interacdes hidrofébicas nem sempre tenha
ser um material poroso e com fendas, proporciorgrande relevancig,19].
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A diversidade bacteriana encontrada no pregsroducao de fatores de viruléncia relacionados a ade-
sente trabalho vem ao encontro de observacoes reaio, pelos microrganismos, principalmente com rela-
zadas em outros trabalhos, que apontam os génetg® a produgdo de capsula e hidrofobicidade celular.
Pseudomonashlcaligenes Enterobactey Staphylo-  Entretanto, como a formacao de biofilmes é um pro-
coccus,Bacillus Flavobacteriume Escherichiacomo  cesso multifatorial, € necessario considerar também

0s que apresentam uma maior tendéncia em formgrinfluencia de outras caracteristicas, pertinentes ou

biofilmes 15,16}, _ ndo a célula bacteriana e que merecem estudos mais
Cabe aqui ressaltar também o isolamento d&profundados.

microrganismos tradicionalmente patdégenos, como

A i i O isolamento, no leite naturg de microrga-
Escherichia colie Staphylococcus aureualém de

nismos capazes de sintetizar enzimas com atividade

g?toaelnos emergentles, perte?_centes :; grrL]Jpo cE‘?ﬁ)téxica ou proteolitica enfatiza a importancia do
aphylococcugoaguiase-negativos, COnIapny- - cqnirole microbiologico ja em nivel de propriedade

lococcus capraeEmbora mais associado a patogenia ) ; . :
rural, reduzindo a carga microbiana que ingressa na

em caprinos, existem trabalhos relatando a presenca . .. o
g . : : . Ihdustria de beneficiamento e assegurando um pro-
deste Ultimo na microbiota humana, sendo, inclusive

. . ~ . . duto de melhor qualidade ao consumidor.
responsavel por infecces em pacientes com implan-

tes cirargicod1,2,22} Nesse caso, sugere-se que estegradecimentos.Agradecemos a Claudete Inés Locatelli,
microrganismo tenha advindo dos manipuladores aip Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) pela valiosa
utensilios contaminados. contribuicdo nas andlises de hidrofobicidade celular, a Sér-

A presenca desses grupos de microrganism@? Katto, do Nucleo de Assessoria Estatistica (NAE-UFRGS)

organizadas em biofilmes no leite natura represen- pela execucdio das andlises estatisticas e aos Orgdos de Fo-
9 as em bio : P mento CAPES/PROF e PROGRAD/UFRGS.

tam um risco a saude do consumidor e geram preo-

cupacdo. Na auséncia de um processo de sanificacéo NOTAS INFORMATIVAS

ade.quado,. 0s possiveis pgtc')genos formaréo biofi'lmggg 410, Sulinox, Porto Alegre, Brasil.

na industria e poderdo vir a contaminar e/ou dimeBjoplast, Porto Alegre, Brasil.

nuir a vida de prateleira dos alimentos, uma vez qu8ober S.A., Porto Alegre, Brasil.

muitos foram também produtores de proteases. ‘Merck S.A., Damstadt, Germany.
SLaboratétios Difco, Sparks, USA.

CONCLUSOES ®Merck S.A., Damstadt, Germany.

"HiMedia Laboratories Pvt Ltd., Mumbai, india.
Os resultados do presente trabalho mostramnalyser 500M, Séo Paulo, Brasil

haver relacéo direta entre formacédo de biofilmes ®liMedia Laboratories Pvt Ltd., Mumbai, india.
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