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RESUMO

Listeria monocytogenes € uma bactéria frequentemente encontrada em varios alimentos crus,
como carne, queijo e legumes. Esta amplamente distribuida no ambiente causando a
contaminagéo de alimentos durante seu processamento. Atualmente, a contaminagéo por L.
monocytogenes nas industrias alimenticias é considerada um dos maiores problemas de
seguranca alimentar, pois uma vez presente na linha de processamento a bactéria dificilmente
é eliminada pela grande capacidade em formar biofilme. A formacdo de biofilmes em
equipamentos pode levar a sérios problemas de higiene e perdas econémicas devido a
deterioracdo dos alimentos e deficiéncia dos equipamentos. Além disso, a contaminacao por
patogeno representa um grande risco para saude. A incidéncia de listeriose é baixa, mas a taxa
de letalidade € alta. Muitos dos focos principais de listeriose tém sido associados ao consumo
de alimentos contaminados, especialmente os produtos lacteos. Assim, esse trabalho teve
como objetivo analisar a capacidade de formacdo de biofilme, por 32 cepas de L.
monocytogenes isoladas de diferentes alimentos, em diferentes materiais (ago inoxidavel,
vidro e poliestireno) e temperaturas (4°, 20°, 35°C) observando a presenga do gene IuxS e
também testar a eficacia de dois sanitizantes alcalino clorado, utilizados para sanitizacdo de
planta de processamento de alimentos. Os resultados demonstraram que entre as 32 cepas
testadas 25 (78,1%) foram positivas para o gene luxS e a bactéria foi capaz de produzir
biofilme em todos os materiais e temperaturas testadas, apresentando maior frequéncia de
cepas produtoras nos materiais hidrofilicos (96,7% vidro e 95,6% inox) do que no hidrofébico
(28%). Os testes com sanitizantes mostraram que as concentracdes recomendadas podem ser
eficazes desde que utilizados em tempo minimo de 30 minutos para o produto A e 15 para o
produto B que levou a eliminacdo da populacdo de 16 (50%) das 32 cepas testadas. Pode-se
concluir que gene |uxS pode estar envolvido no processo de regulacdo da formacdo do
biofilme, porém ndo deve ser o Unico, uma vez que as cepas negativas para luxS também
foram produtoras. L. monocytogenes foi capaz de formar biofilme em diferentes superficies
independente da temperatura, porém a composi¢cdo da superficie pode ser um fator
preponderante para um desenvolvimento mais eficiente do biofilme. Os agentes sanitizantes
néo foram eficientes em metade das cepas testadas, mesmo estas estando em suspensao. Esses
resultados sdo preocupantes, pois esta bactéria tende a apresentar resisténcia ainda maior

quando encontrada na forma de biofilme.

Palavras chaves: Listeria monocytogenes, |luxSbiofilme, temperaturas, sanitizantes



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is frequently found in many raw foods such as meat, cheese and
vegetables, is widely distributed in the environment causing contamination of food during
processing. Currently, contamination by L. monocytogenes in food is considered a major food
security problems, because once present in the processing line, this bacteria is hardly
eliminated by the great ability to form biofilm. The formation of biofilms on equipment can
lead to serious health and economic losses due to spoilage and disability equipment.
Furthermore, contamination pathogen is a great risk to health. The listeriosis incidence is low,
but the fatality rate is high. Many of the main focuses of listeriosis have been linked to
consumption of contaminated food, especially dairy products. Thus, this study aimed to
analyze 32 strains of L. monocytogenes isolated from different foods to form biofilms on
different materials (stainless steel, glass and polystyrene) and temperatures (4 °, 20 °, 35° C)
for the presence of the gene IuxS and also test the effectiveness of two sanitizers alkaline
chlorine used to sanitize the plant food processing. The results showed that the strains tested
25 (78.1%) were positive for the gene and the bacterium was able to produce biofilm in all
materials and temperatures tested, with higher frequency of hydrophilic materials in
producing strains (96.7% glass and 95.6% stainless) than in the hydrophobic (12.4%). The
tests show that the sanitizing recommended concentrations may be effective if used in
minimum time of 30 minutes for the product A and 15 for the product B has led to the
elimination of 16 (50%) of the strains tested. We conclude that the gene luxS may be involved
in the regulation of biofilm formation, but shouldn’t be the only one, once |uxS-negative
strains were also producers. We conclude that L. monocytogenes is capable of forming biofilm
on different surfaces independent of temperature, but the surface composition may be an
important factor for a more efficient development of biofilm. The sanitizers was not efficient
in a half of the tested strains, even if they were in suspension. It should be a problem since

this bacteria can increase its resistance, when found in a biofilm form.

Key words: Listeria monocytogenes, luxS biofilm, temperatures, sanitizers



1. INTRODUCAO

Listeria monocytogenes é um importante patdgeno alimentar responsavel por causar
surtos de listeriose em humanos e animais (RIBEIRO et al. 2006). Segundo Long et al.
(2008), aproximadamente 2500 pessoas ficam doentes devido a infeccdo por L.
monocytogenes por ano nos Estados Unidos, com cerca de 500 (20%) 6bitos.

A primeira descricdo de Listeria foi feita por Murray et al.(1926), que relataram uma
infeccdo espontanea em coelhos e cobaias de um laboratdrio no biotério da Universidade de
Cambridge e denominaram o agente como Bacterium monocytogenes, em virtude da infec¢do
ser caracterizada por uma monocitose (SALAMANO et al., 2005). No ano seguinte, Pirie
(1927), estudando uma epizootia em roedores na Africa do Sul, isolou de figado desses
animais uma bactéria que recebeu a denominacédo de Listerella hepatolytica, em homenagem
ao cientista e cirurgido britanico Joseph Lister (1827-1912), que estudou infeccdo séptica pds-
operatoria. Finalmente, em 1940, o micro-organismo foi caracterizado de forma definitiva
como Listeria monocytogenes (HOFER & REIS, 2005).

Espécies de listeria estdo distribuidas no ambiente, podendo ser isoladas do solo,
plantas, vegetacdo em decomposicdo e silagem (QUINN et al., 2005). O género Listeria
compreende as espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L.
ivanowi, L. grayi, incluindo duas novas espécies que foram identificadas em 2009, L. marthii,
L. rocourtiae (GRAVES et al., 2010; LECLERCQ et al., 2009). Apenas duas espécies do
género sdo geralmente consideradas patogénicas, L. monocytogenes em humanos e L. ivanovii
em outros mamiferos (CUMMINS et al.,1994).

Existem 13 diferentes sorotipos de L. monocytogenes, mas somente trés (1/2a, 1/2b,
4b) tem sido frequentes isolados em doencas humanas. (NADON et al., 2001; GRAY et al.,
2004).

Wiedmann et al (1997) sugeriram a classificagdo em trés grupos distintos, com base
em modelos de ribotipagem e alelos dos genes de viruléncia, a listeriolisina O (hly), Acta
(actA) e internalina A (inlA). Segundo esses autores, 0 grupo | englobaria a maior parte das
cepas isoladas em caso de listeriose humana; o grupo Il as cepas isoladas tanto de humanos
quanto de animais e o grupo Il seria formado por cepas que raramente estdo envolvidas em
casos de listeriose em humanos.

As cepas do grupo | e Il sdo de ocorréncia ampla em plantas de processamento de
alimentos, enquanto as cepas do grupo Il ndo sdo comuns nesses ambientes. (NORTON et
al., 2001).



As cepas de L. monocytogenes pertencentes aos sorotipos 1/2b, 3b, 3c e 4a sdo
classificadas no grupo | enquanto os sorotipos 1/2a, 1/2c e 3a sdo classificados no grupoll. O
grupo I11 engloba as cepas 4a e 4c. (NADON et al., 2001; GRAY et al., 2004).

Listeria monocytogenes € um bastonete Gram-positivo, anaerdbio facultativo, nédo
esporulado, meséfilo com carater psicrotrofico e relativamente resistente ao sal, secagem e pH
baixo (SEELINGER & JONES, 1986). Possui ainda, a capacidade de formar biofilme
(GANDHI & CHIKINDAS, 2007).

A listeriose € uma infecgdo causada por Listeria monocytogenes que ocorre em todo o
mundo, sendo mais frequentemente diagnosticada em seres humanos, que vivem em areas
urbanas nos paises desenvolvidos (FAST FACTS, 2006). Essa doenga é conhecida hd mais de
70 anos, no entanto a transmissdo alimentar foi confirmada relativamente a pouco tempo.
(WADSWORTH & GOLDFINE, 1999).

Desde 1981, investigacdes de surtos e casos esporadicos de listeriose indicavam
claramente que alimentos contaminados era a fonte mais freqtiente de transmissdo da doenca.
Todavia, somente em 1988, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconheceu que 0
consumo de alimentos contaminados por L. monocytogenes seria a fonte priméria de
transmissdo da listeriose humana. Nos paises de clima temperado, ocorre variacdo sazonal da
doenga, com maior nimero de casos nos meses de outono e inverno seguido pela primavera e
verdo (ROCOURT, 1996). A partir disso, principalmente nos paises da Europa Central,
pesquisadores passaram a investigar a listeriose como doenca de origem alimentar (FABER &
PETERKIN, 1991). A incidéncia de listeriose é baixa, mas a taxa de mortalidade é alta, cerca
de 30% (SCHLECH, 1988).

Vasquez-Boland et al. (2001) relataram que a dose de micro-organismo para causar
listeriose nas pessoas depende da patogenicidade e viruléncia da cepa envolvida na infeccéo,
além do fator de risco associado ao hospedeiro. Esses mesmos autores afirmaram que ja
houve relato de listeriose humana adquirida com a ingestdo de apenas 102 UFC da bactéria
por grama de alimento.

Segundo Bersot (2002), o periodo de incubacdo € de 10-20 dias. A sintomatologia
causada pela listeriose em humanos inclui uma sindrome parecida com a influenza. Em
mulheres gravidas, L. monocytogenes pode infectar o feto e causar aborto ou nascimento
prematuro. A manifestagdo neurologica da doenca pode ocorrer nos neonatos e em adultos,

principalmente nos imunossuprimidos. (QUINN et al., 2005).



Alguns relatos sobre a ocorréncia de listeriose no homem também foram feitos no
Brasil. No periodo de abril a dezembro de 1985, foram relatados cinco casos em
transplantados renais num mesmo hospital de S&o Paulo, SP. Os pacientes eram adultos
(média de 40,6 anos) tendo como sistema bésico a febre. Laboratorialmente, em todos foi
encontrada L. monocytogenes, dos sorotipos 1/2a 4b. As amostras do sorotipo 4b
apresentaram o mesmo perfil de resisténcia aos antibidticos, sendo resistentes a cefoxitina,
clindamicina, oxacilina e penicilina (HOFER et al., 1999). Também no Estado de S&o Paulo
foram relatados dois casos de peritonite bacteriana espontanea por L. monocytogenes em
pacientes com cirrose (TOYOSHIMA et al., 2006). Em trés casos de meningite por L.
monocytogenes, relatados no Distrito Federal, os pacientes apresentaram febre e dois deles,
quadro de convulséo, cefaléia e vomito (HOFER et al., 1998).

A contaminacdo por L. monocytogenes nas industrias alimenticias é considerada um
dos maiores problemas de seguranca alimentar (HAMDI et al., 2007). A faixa de crescimento
de L. monocytogenes é de 4°C a 45°C, o que preocupa a industria de alimentos, devido ao
crescente aumento de alimentos prontos, que devem ser mantidos por tempo consideravel em
temperatura de refrigeragdo (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

A presenca de L. monocytogenes ja foi detectada em diversos alimentos de origem
animal e vegetal (CHIARINI, 2007). Doyle & Scoeni (1988) estudaram o crescimento desse
micro-organismo em varios produtos mantidos em temperatura de refrigeracdo e verificaram
que a bactéria crescia no leite, carnes, ovos, vegetais. L. monocytogenes também foi capaz
também de se multiplicar em peixes e frutos do mar (carne de caranguejo, camarao e lagosta
cozidos) armazenados a 4° e 5°C, podendo apresentar um crescimento de 2 a 3 logs em 1-2
semanas (DORSA et al., 1993).

Aradjo (1998) encontrou contaminagdo por Listeria sp. em 80 % das amostras de
“blanquet” de peru fatiado e em 90 % das amostras de peito de peru fatiado. Destas, 52 cepas
eram L. monocytogenes, sendo 51,9%, 34,6%, 7,7%, 5,8%, pertencentes aos sorotipos 4b,
1/2c, 1/2b e 1/2a, respectivamente.

Catdo & Ceballos (2001) investigaram a qualidade microbioldgica do leite “in natura”
na linha de producdo (leite recém-pasteurizado e leite ensacado) de uma usina de
beneficiamento em Campina Grande-PB. Foram analisadas 45 amostras de leite cru, 15 de
recém-pasteurizado e 15 ensacado. Observaram que 33 (73,3%) das amostras de leite cru e 9
(30%) das de leite pasteurizado estavam contaminadas com Listeria sp., sendo identificadas L.

monocytogenes em 17 (51,5%) amostras de leite cru e em 9 (100%) de leite beneficiado (4
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recém-pasteurizadas e 5 ensacadas). Em relacdo a diversidade de espécies, nas amostras de
leite cru foram encontradas: L. monocytogenes (66,6%), L. innocua (25,3%), L. ivanovii
(3,9%), L. welshimeri (2,5%) e L. grayi (1,5%).

De acordo com os resultados obtidos por Bersot et al. (2001), das 30 amostras de
mortadela analisadas, 11 (36,7%) foram positivas para Listeria spp., sendo oito (26,7%)L.
monocytogenes. Silva et al. (2004) isolaram Listeria sp. em 100% das 41 amostras de
linguigas mistas do tipo frescal analisadas, L. innocua que foi isolada com maior frequéncia
(97,6% das amostras) seguida por L. monocytogenes (29,3%) e L. welshimeri (24,4%).
Samadpor et al. (2006), de um total de 512 amostras de carne moida analisadas através da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) seguido pela confirmacdo da cultura, 18 (3,5%)
foram positivas para L. monocytogenes.

Uma vez presente nas fabricas de processamento de produtos de origem animal, as
listerias dificilmente sdo eliminadas da industria, pela capacidade de formar biofilme.
(PARIZZI, 1998), pois as condi¢Bes dos ambientes industriais onde se processam 0S
alimentos, como fluxo de &gua, concentracdo ampla de alimentos e a presenca de materiais
crus, favorecem a aderéncia bacteriana e o desenvolvimento de biofilmes (GIBSON et al.,
1999). Além disso, o pH, o nivel de nutrientes e a temperatura podem também ter um papel na
taxa de adesdo bacteriana a uma superficie ( TRACHOO, 2003; YOKOO, 2004).

O biofilme é uma estrutura de maltiplas camadas de células embebidas numa matriz
de polimeros organicos, que estdo fortemente aderidos a uma superficie por meio de
filamentos de natureza proteica ou polissacaridica, denominados glicocalice (COSTERTON
et al., 1999). A presenca de flagelos em vérias bactérias tem sido indicada como um fator
importante no inicio da fixacdo de células em uma superficie, com formacéo de biofilme. Em
L. monocytogenes, a motilidade flagelar parece ser essencial para impulsionar as células para
a superficie antes da adesdo (LEMON et al., 2007) e, em condig¢des de fluxo continuo, a perda
da motilidade flagelar resultou em menor fixacéo inicial mas causou um aumento na formacéo
do biofilme (TODHANAKASEM et al., 2008).

Uma vez formado o biofilme, os nutrientes sdo presos e encapsulados dentro de uma
matriz polimérica aquosa com substancias extracelulares (EPS), repleto de micro-organismos
que proliferam nas superficies sélidas de varios materiais. (PAN et al., 2006)

Ronner & Wong (1993) e Wirtanen et al. (1996) consideram biofilme o numero de
células aderidas de 10° e 10° por cm? respectivamente. Andrade et al. (1998) sugeriram que

seja necessario um nimero minimo de 10” células aderidas por cm?ja, segundo Marques
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(2005),para haver formacéo de biofilme, a populacéo bacteriana deve estar entre 10° e 10’
UFC/cm?, pois valores inferiores a estes poderiam ser indicios apenas de adesao.

Em determinados momentos, os biofilmes sofrem dispersdo, liberando micro-
organismos que podem colonizar novos ambientes (CARPENTIER & CERF, 1993). O
desprendimento é a liberacdo de células (individuais ou em grupos) de um biofilme em
superficie € um evento ativo, regulado fisiologicamente (STOODLEY et al., 2001).

O quorum- sensing (QS) pode ser um fator importante para liberagdo de células
maduras do biofilme, que requer complexos mecanismos sequenciais de comunicagao dentro
das espécies ou interespécies. Existem exemplos de sistemas conservados de QS que
controlam a formacédo de biofilme. Um desses sistemas envolve 0 gene luxS que sintetiza a
enzima autoindutora 2 (Al-2). Foi demonstrado a presenca do luxS e de Al-2 em diversas
bactérias gram positivas e que esse sistema estd envolvido na formacéo de biofilme (HARDIE
& HEURLIER, 2008).

O papel de luxS ainda ndo esta esclarecido para L. monocytogenes, foi demonstrado
que a inativacgdo de luxS resultou em um aumento na formacéo do biofilme (BELVAL et al.,
2006; SELA et al., 2006), mostrando que esse gene pode estar envolvido neste processo.

Entretanto Stoodley et al (2002), o aumento na concentracdo de uma molécula
indutora € responsavel pela liberacdo de enzimas que degradam a matriz de polimeros,
resultando no desprendimento de células do biofilme. A densidade celular dependente da
regulacdo pode também desencadear a liberacdo de enzimas que degradam a matriz,
permitindo que a bactéria se disperse do biofilme, quando alcanca um alto nivel de
organismos nas microcolonias.

A formacdo de biofilmes em equipamentos pode ocasionar sérios problemas de
higiene e perdas econdmicas devido a contaminacdo e deterioracdo precoce dos alimentos e
deficiéncia dos equipamentos (BREMER et al., 2006; GRAM et al., 2007). Micro-organismos
em biofilmes catalisam reacBes quimicas e bioldgicas causando acorrosdo do metal em
oleodutos e tanques e podem reduzir a eficacia de transferéncia de calor (MITTELMAN,
1998).

Diferentes cepas de L. monocytogenes tém se mostrado capaz de se ligar as superficies
abioticas com diferentes niveis de adesdo, independentemente da superficie (vidro, plastico e
aco inoxidavel) ou temperatura (GAMBLE & MURIANA, 2007).

O aco inoxidavel é o material escolhido para superficies de trabalho na maioria das

industrias de alimentos, devido a diversas propriedades como forga mecénica, resisténcia a
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corrosdo e durabilidade. O acabamento ou o polimento do aco inoxidavel sdo outras
caracteristicas importantes que justificam seu emprego em equipamentos na area de producéo
de alimentos (HAYES, 1993). Mesmo assim, as superficies de aco inoxidavel utilizadas em
plantas e equipamentos de manipulagdo, estocagem ou processamento de alimentos, séo
reconhecidas como as principais fontes de contaminacdo microbiana (CABECA, 2006).

Mafu et al. (1990) e Sasahara & Zotolla (1993) demonstraram a capacidade de L.
monocytogenes em produzir biofilme em varias superficies, incluindo aco inoxidavel,
poplipropileno e vidro.

Lundén et al. (2000) estudaram a mesma caracteristica em aco inoxidavel e
observaram que as cepas pertencentes ao sorotipo 1/2c apresentaram maior capacidade de
adesdo do que as pertencentes ao sorotipo 1/2b.

Pelos problemas causados pelo biofilme a monitoracdo e avaliagdo da efetividade da
higienizacdo em ambientes de producdo de alimentos constituem um ponto critico no controle
de qualidade higiénico-sanitaria. As consequéncias de um controle ineficiente de higiene
podem levar a doencas de origem alimentar, perdas de lotes produzidos e interrupgéo de
processos de producdo (HAYES, 1993).

No interior do biofilme os micro-organismos se tornam mais resistentes a acdo de
agentes fisicos (dgua sob pressdo, escovas, etc.) e agentes quimicos (detergentes e
desinfetantes) utilizados no procedimento de higienizacdo de rotina na industria de alimento
(PARIZZI, 1998).

Os agentes sanificantes visam reduzir, até niveis seguros, 0S Micro-organismos
deteriorantes e patogénicos presentes nas superficies de equipamentos e utensilios que entram
em contato com os alimentos, contribuindo para melhoria da qualidade microbioldgica de
alimentos, promovendo a seguranca necessaria prevista pelas regulamentacfes sanitarias
(ANDRADE & MACEDO, 1996).

A higienizacdo dos equipamentos e superficies consiste na limpeza e sanitizacdo. A
limpeza consiste na eliminacdo da maior quantidade possivel de residuos de alimentos e a
sanitizacdo, em destruir a maior parte dos micro-organismos das superficies (HOFFMANN et
al., 2002). Conforme Huss (1997), numerosos casos de alteracdo de produtos alimentares e de
contaminacdo inaceitdvel por bactérias patogénicas, tém sido atribuidos a falhas ou
insuficiéncias desses procedimentos. O processo de higienizacdo sera mais eficiente quanto
maior for o tempo de contato entre agente sanificante e superficie, porém as reacdes ocorrem

mais eficazmente nos minutos iniciais da aplicacdo dos agentes quimicos. Processos de
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higienizagéo prolongados tornam as solugdes saturadas aumentando o custo do procedimento
(ANDRADE & MACEDO, 1996). Entdo, o conhecimento dos tipos de agentes de limpeza e
suas agdes propiciam a escolha correta para se obter o resultado esperado (CONTRERAS et
al., 2003).

Os compostos clorados, iodados e a base de acido peracético sdo comumente
empregados como sanitizantes em industrias devido a suas caracteristicas oxidantes,
apresentando um amplo espectro biocida (CHMIELEWSKI & FRANK, 2003). Muitos desses
agentes de desinfeccdo tém se mostrado eficazes contra células L. monocytogenes em
suspensdo, (AARNISALO et al., 2000). Porém, a natureza da estrutura do biofilme e os
atributos fisioldgicos dos organismos do biofilme conferem uma resisténcia natural aos
agentes antimicrobianos (DONLAN & CONTERSTON, 2002).

Em estudo realizado por Somers & Wong (2004), avaliando a eficacia de sanificantes
frente a formacdo de biofilme de L. monocytogenes, observou se que, na maioria das
superficies amostradas (aco inox, borracha e poliéster), nenhuma bactéria foi detectada apos a
aplicacdo de hipoclorito de sodio.

Devido a frequente contaminacdo de alimentos prontos para o consumo por L.
monocytogenes e considerando a capacidade dessa bactéria formar biofilme, € de interesse

avaliar em qual tipo de material e em qual temperatura ocorre a formacéao de biofilme.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Verificar a capacidade de formacgéo de biofilme por Listeria monocytogenes isolada
de diferentes alimentos (laticinios e vegetais) e do ambiente (industria de alimentos) em
materiais utilizados em plantas de processamento de alimentos (a¢o inox, vidro e poliestireno)

em diferentes temperaturas.

2.2. Objetivos especificos

- Identificar a ocorréncia do gene luxS, um dos genes reguladores envolvidos na sintese de
polissacarideos de biofilmes em Listeria monocytogenes, por meio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).

- Verificar a ocorréncia a formacao de biofilme por cepas de L. monocytogenes em superficie
de aco inoxidavel, vidro e poliestireno.

-Analisar a formacéo de biofilme por L. monocytogenes em diferentes tempos e temperaturas
-Analisar a eficacia de dois sanitizantes alcalino clorado frente a cepas de L. monocytogenes

em suspensao.
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CAPITULO 1
Este trabalho deu origem ao artigo “Production of biofilms by Listeria monocytogenes in
differents materials and temperatures.” que foi submetido para publicacdo na revista “Food

Control”.
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RESUMO

Producdo de biofilme por Listeria monocytogenes em diferentes materiais e
temperaturas.

Considerada um dos patdgenos veiculados por alimentos mais importantes, Listeria
monocytogenes é facilmente encontrada em superficies, principalmente na forma de biofilme.
Biofilmes sdo agregados de células que facilitam a persisténcia desses patdgenos em
ambientes de processamento de alimentos conferindo resisténcia aos processos de
higienizagdo e podendo causar contaminagdo dos alimentos durante o processamento,
representando um perigo a salde da populacdo. Pouco se conhece sobre a dindmica de
formacéo e regulacdo da producdo de biofilme em Listeria monocytogenes, mas varios autores
relataram que o gene luxS pode ser um dos precursores na formacgéo dessa substancia. Assim,
32 cepas de L. monocytogenes isoladas de diferentes alimentos foram analisadas quanto a
presenca desse gene a capacidade de formar biofilme em trés superficies frequentemente
usadas em inddstria de alimentos (poliestireno, vidro e aco inoxidavel) em diferentes
temperaturas (4°, 20° e 35°C). Das 32 cepas testadas 25 (78,1%) foram positivas quanto a
presenca do gene luxS, porém todas as cepas produziram biofilme em pelo menos uma das
temperaturas e materiais testados, mostrando que esse gene pode estar envolvido, mas nédo é o
unico responsavel pela sua producao, podendo outros genes participarem desse processo. Com
relacdo aos materiais testados, observou-se que a bactéria aderiu melhor as superficies
hidrofilicas (ago inox e vidro) do que a superficie hidrofobica (poliestireno). O tempo de
incubacéo representou um fator importante nesse processo de formacéo de biofilme, pois os
resultados mostraram um decréscimo na produgdo em 35°C em ago inox e vidro a partir de 48
horas. Podemos concluir que L. monocytogenes é capaz de formar biofilme em diferentes
superficies independente da temperatura, porém a composi¢do da superficie pode ser um fator

preponderante para um desenvolvimento mais eficiente do biofilme.

Palavras chaves: Biofilme, |uxS, Listeria monocytogenes e temperaturas,
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ABSTRACT

Production of biofilms by Listeria monocytogenes in different materials and
temperatures.

Considered from a food-borne pathogens most important, Listeria monocytogenes is easily
found on surfaces, particularly in the form of biofilm. Biofilms are aggregates of cells that
facilitate the persistence of these pathogens in food processing environments conferring
resistance to the processes of cleaning and may cause contamination of food during
processing, representing a danger to public health. Little is known about the dynamics of the
formation and regulation of biofilm production in Listeria monocytogenes, but several authors
reported that the luxS gene may be a precursor in the formation of this substance. Thus, 32
strains of L. monocytogenes isolated from different foods were analyzed for the presence of
this gene and the ability to form biofilm on three surfaces often used in food industry
(polystyrene, glass and stainless steel) at different temperatures (4 °, 20 ° and 35 ° C). Of the
32 strains tested 25 (78.12%) were positive for the presence of the gene luxS, but all strains
produced biofilm in at least one of temperatures and materials tested, showing that this gene
may be involved, but it is not solely responsible for its production , other genes may
participate in this process. With respect to the materials tested, it was observed that the
bacteria adhered better to hydrophilic surfaces (stainless steel and glass) than the hydrophobic
surface (polystyrene). The incubation time was an important factor in the process of biofilm
formation, because the results showed a decrease in output at 35 ° C on stainless steel and
glass at 48 hours. We conclude that L. monocytogenes is capable of forming biofilm on
different surfaces independent of temperature, but the surface composition may be important

factor for a more rapid development of biofilm.

Keywords: Biofilm, luxS Listeria monocytogenes, temperatures.
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1. INTRODUCAO

Listeria monocytogenes é um patdgeno mesoéfilo de carater psicrotréfico gram-positivo
envolvido em varios surtos de doencas transmitidas por alimentos (WILKS et al, 2006;.
GANDHI & CHIKINDAS, 2007). Células de L. monocytogenes podem se fixar em diversas
superficies, especialmente nas partes inacessiveis de equipamentos industriais (PAN et al,
2006;. RIBEIRO et al, 2006). Por produzirem biofilme podem se fixar rapidamente no
substrato e, uma vez aderidas, sdo de dificil remocdo (FRANK & KOFFI, 1990). L.
monocytogenes ja foi encontrada em biofilmes em superficies de plastico, polipropileno,
borracha, aco inoxidavel e vidro (JEONG & FRANK, 1994).

O gene luxS é responsavel pela producdo da molécula autoindutora 2 (Al-2), que esta
envolvida na resposta quorum-sensing de Vibrio harveyi, sendo encontrada em varias
bactérias gram-negativas e positivas e, por isso, é considerada um sinalizador na comunicagdo
entre espécies (BASSLER et al. 1994). Belval (2006) concluiu que L. monocytogenes também
produz moléculas de Al-2 e 0 gene LuxS pode estar envolvido no processo de regulagdo na
formacéo de biofilme.

A adesdo de bactérias as superficies € influenciada pelas propriedades fisico-quimicas
do ambiente (temperatura e pH), superficie (hidrofobicidade) e caracteristicas da bactéria
como a motilidade (MOLTZ & MARTIN 2005; FOLSOM et al. 2006).

Fatores ambientais como a temperatura podem regular genes relacionados com a
viruléncia ou com estruturas que resultam em alteracGes na superficie celular, que podem
afetar a aderéncia, com a formacdo de flagelo em L. monocytogenes (LEIMEISTER-
WACHTER et al. 1992; LIU et al. 2002).

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de 30 cepas de L. monocytogenes e
isoladas de ambiente e de diferentes alimentos (vegetais e leite) e 2 cepas padrédo (ATCC 7644
e 16313), em formar biofilme superficies hidrofébicas (poliestireno) e hidrofilicas (vidro e

aco inoxidavel), em diferentes temperaturas (4°, 20° e 35° C).
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2. MATERIAL e METODOS

2.1. Obtencéo das amostras

Foram utilizadas 30 cepas previamente identificadas, isoladas de leite, vegetais e
ambiente de processamento, cedidas pelos laboratérios de Microbiologia de Alimentos da
UNESP/ Botucatu e pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo.
Além disso, foram utilizadas 2 cepas padrdo (ATCC 7644 e 16313).

2.2. Andlise por PCR do gene inlAe luxS

2.2.1 Extracéo e Purificacdo de DNA

Cada cepa de listeria foi inoculada em caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) a
37°C/24 h e 300 pL foi transferido para tubos de microcentrifuga, submetido a extracdo e
purificacdo do DNA, empregando-se o kit comercial “MiniSpin” (GE Healtcare), conforme
instrugOes do fabricante.

O tubo foi centrifugado a 13.000 / 30 seg (Eppendorf 5415R), o sobrenadante foi
desprezado e foram adicionados 40 pl de tampéo de lisozima e10 pL lisozima, o tubo foi
homogeneizado e mantido em temperatura ambiente por 15 minutos, com homogeneizagao
ocasional. A seguir, foram adicionados 10 pL de proteinase K, homogeneizado e incubado a
55°C/ 15 minutos. A seguir, foram adicionados 500 pL de solucdo de extracéo,
homogeneizado e incubados a temperatura ambiente por 10 minutos. Todo volume foi
transferido para uma coluna e centrifugado a 8.000 rpm/1 minuto. O volume filtrado foi
descartado e novamente foram adicionados 500 pL de solucdo de extracdo na coluna que foi
centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto, descartando-se o volume filtrado. Em seguida, foram
adicionados 500 pL de solucéo de lavagem e centrifugado a 12.000 rpm por 3 minutos, com
descarte do filtrado. A coluna foi transferida para um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, com
adicdo de 200 pL de solucdo de eluicdo (agua Milli Q autoclavada e previamente aquecida a
56°C em banho-maria), incubado & temperatura ambiente por 1 minutos e centrifugado a
8.000 rpm durante 1 minuto. A amostra foi congelada a - 20°C até o0 momento do uso para a

reacdo em cadeia pela polimerase (PCR).
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2.3. Amplificacdo do acido nucléico (PCR)

O volume de 25 pL foi composto por 2,5 pL de PCR Buffer 10x (Invitrogen), 0,75
MM de Cloreto de Magnésio (Invitrogen), 200 ul de cada dNTP , 1 U de Tag DNA
Polimerase, 10 picomoles de cada primer (Quadro 1), agua ultrapura autoclavada (gsp) (Milli-
Q Plus, Millipore) e 3 puL da amostra de DNA. A incubacéo foi realizada em Gene Amp PCR
System 9700 (Applied Biosystem) empregando-se os parametros de um ciclo inicial a 94°C
durante 5 minutos para desnaturacéo inicial, seguidos por 35 ciclos com 94°C/30s, 60°C/30s e
72°C/30s. A temperatura de extensdo final foi de 72°C por 4 minutos. Em todas as reacgoes
realizadas foi utilizado um controle negativo, através da substituicdo do &cido nucléico por
agua ultrapura. Como controle positivo, foram utilizadas duas cepas padrdo de Listeria
monocytogenes ATCC 7644 e ATCC 16313 (ARNOLD et al., 2004).

Quadro 1: Oligonucleotideos e suas propriedades utilizados na confirmacao da espécie

L. monocytogenes e na detecgdo de gene regulador.

Sequéncia T°C Pb

anelamento

luxS TCCGCAAGCTCTTTTGCGCCT

TGTTTTAGCGAAGACTTTAGCCGATGT 57,5 117
inlA AATCTAGCACCACTGTCGGG
TGTGACCTTCTTTTACGGGC 50 733

Pb: pares de bases; T°C: temperatura em graus centigrados

Os primers do gene luxS foram desenhados utilizando o programa Primer Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) e os do gene inlA, foram desenhados de acordo com
Rosseaux et al. (2004).

2.4. Visualizacéo dos produtos amplificados

Os produtos das reacfes de PCR foram submetidos a eletroforese (Electrophoresis
Power SupplyModel EPD 600 — Amersham-Pharmacia Biotech Inc.®) em gel de agarose
1,5% em tampdo de acido boérico-Tris-EDTA (TBE) e revelados com SYBR Green (2ul
10x/0,8uL de amostra - Invitrogen®). Os fragmentos de DNA foram analisados
comparativamente com marcadores de DNA de 50 ou 100 bp, sendo analisados e fotografados
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em analisador de imagens (Alphaimager — Alpha esasy FC Software — Alphalnotech

Corporation®).

2.5. Verificacdo e quantificacdo da producéo de biofilme

A producéo de biofilme foi verificada em trés materiais diferentes, o aco inoxidavel, o
vidro e poliestireno. As temperaturas utilizadas foram 35°C, temperatura Otima de
crescimento de listeria, 20°C, temperatura que esse micro-organismo apresenta flagelo, que
parece estar envolvido na producdo de biofilme e a 4°C, temperatura de alimentos

refrigerados.

2.5.1. Preparo das placas
Foram utilizados fichas de aco inox (1 cm de didmetro) e laminulas de vidro( 1,3 cm

de diametro esterilizadas) que foram colocadas na placa de 24 pocos.

2.5.2. Preparo da cultura e inoculagéo na placa

As cepas de listeria foram incubadas em caldo de infusédo de cérebro e coracdo (BHI) a
35°C/24h. A seguir, a cultura foi diluida até 10®° UFC de bactérias, com o auxilio do
Densichek (Biomeriéux). Aliquotas de 300 pL dessa diluigdo foram distribuidas, em
triplicata, nas cavidades da placa e incubadas nas 4 temperaturas estabelecidas, por 72 horas

sendo o meio de cultura renovado a cada 24 horas.

2.5.3. Quantificacdo da producdo de biofilme em materiais hidrofilicos (vidro e aco
inoxidavel)

As fichas foram transferidas para uma nova placa, a fim de se evitar a quantificacéo de
biofilme eventualmente produzido no plastico, ao redor das fichas de diferentes materiais. A
sequir as fichas foram lavadas trés vezes, com solucdo tampéo (PBS, pH 7,4), para a remocao
das células ndo fixadas e coradas com violeta cristal 1%, por 15 minutos. O corante foi
removido e a placa, novamente lavada. O biofilme foi ressuspendido em 300 pl de &cido
acético glacial, por 15 minutos, que assegura a homogeneidade do material corado. Um
volume de 200 pl foi transferido para um microplaca de 96 pocgos, lida em um leitor de
ELISA (Babsystems, MultiSkan EX), em 570 nm. BHI n&o inoculado foi utilizado como
branco, para corrigir o valor da absorbancia.
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A producédo de biofilme foi classificada de acordo com Stepanovic et al. (2000), no
quadro 2, em ndo produtor, fraco produtor, moderado e forte produtor, de acordo com a

formula:

Quadro 2: Classificacao da producéo de biofilme

ODc < ODcp = nao produtor

ODcp<ODc <(2x ODcp) = fraco produtor

(2x ODcp) <ODc < (4x ODcp) = moderado produtor
(4x ODcp) < ODc = forte produtor

ODc: D.O do controle negativo Fonte: Stepanovic et al. (2000)

ODcp: D.O da cepa em teste

2.6. Formacao de Biofilme em material hidrofoébico (microplaca de poliestireno)

Cada cepa foi semeada em BHI e incubada a 37°C/24h e diluida a 10° UFC (escala 0,5
de MacFarland). Uma aliquota de 200 pl foi plagueada, em quadruplicata, em microplaca de
96 pocos, com fundo chato. As cepas de L. monocytogenes foram incubadas por 24, 48 e 72
horas, sem agitacdo. Apos periodo de incubacdo, a placa foi lavada trés vezes, com solucao
salina tamponada (PBS, pH 7,4), seca a temperatura ambiente e corado com cristal violeta
1%, por 15 minutos. Apds trés lavagens com &gua destilada e secagem em temperatura
ambiente, foi colocada em um leitor de ELISA (Babsystems, MultiSkan EX), com leitura a
570 nm. BHI n&o inoculado foi o branco, utilizado para corrigir o valor da absorbancia, cujo
valor foi uma média dos quatro pocos. As cepas que apresentaram valores maiores que 0,1
foram consideradas produtoras de biofilme (VASUDEVAN et al., 2003).
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3. RESULTADOS
3.1 PCR dos genes inlA e [uxS.

Todas as amostras previamente identificadas como Listeria monocytogenes foram

confirmadas, através da técnica de PCR, com a pesquisa do gene inlA (Figura 1).

Figura 1: Gel de eletroforese do produto da PCR do gene inlA. Pogo 1: marcador de
100 pb; pocos 2 e 3: L. monocytogenes ATCC 7644 e 16313; 4: cepa positiva; 5:
controle negativo; 6 ao 15: amostras positivas.

Foram realizadas as reacdes da PCR na pesquisa do gene luxS e ,das 32 cepas, 25

(78,1%) foram positivas (Figura 2).

Figura 2: Gel de eletroforese do produto da PCR do gene luxS. Pogo 1: marcador de 100 pb;
pocos 2 e 3: L. monocytogenes ATCC 7644 e 16313; 8: controle negativo; pocos restantes:
amostras testadas.
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3.2. Avaliagdo da formagéo de Biofilme

3.2.1. Producéo de Biofilme em materiais hidrofilicos (aco inox e vidro)

3.2.1.1. Testes a 4°C

Segundo a Tabela 1, ocorreu a formacgédo de biofilme ago inox em 24horas em 20

(62,5%) das 32 cepas testadas, produziram biofilme. Apds 48horas ocorreu um aumento para

28 (87,5%) e em 72 horas para 27 (84,3%).

Nos testes com laminas de vidro, os resultados mostraram que, nas primeiras 24 horas

de incubacdo 15 (46,8%) das cepas produziram biofilme, que aumentou para 25 (78,1%) apds

48h e em 72 h 26 (81,3%).

Pelo teste do Qui-Quadrado, pode ser observado que ndo ocorreram diferencas

estatisticas em relacdo a producdo de biofilme nos materiais e temperaturas testados, com

excecao da maior producdo em aco inox em relacdo ao vidro, a 35°C/72h.

Tabela 1: Formacdo de biofilme por L. monocytogenes em aco inoxidavel e vidro em

diferentes tempos e temperaturas.

Temperatura Momento

Inox (%) Vidro (%) p-valor

4°C 24h
48h
72h

20°C 24h
48h
72h

35°C 24h
48h
72h

62,5
87,5
84,4

93,8
87,5
96,9

93,8
62,5
81,3

46,9
78,1
81,3

81,3
81,3
81,3

84,4
37,5
34,4

0,315
0,509
1,000

0,257
0,732
0,104

0,426
0,079
<0.001

3.2.1.2. Testes a 20°C

Quando analisada a producdo de biofilme em ago inoxidavel, numa temperatura de

20°C, os resultados mostraram que das 32 cepas analisadas, 30 (93,8%) produziram biofilme e

as 48h e 72horas de incubacéo os valores foram 28 (87,5%) e 31 (96,9%) respectivamente.
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Nos testes realizados com laminas de vidro, 26 (81,3%) das cepas produziram biofilme

e esse valor se manteve ap0s 48h e 72 horas de incubacéo.

3.2.1.3. Testes a 35°C

Pela tabela 1 pode se observar que em 24h, em ago inoxidavel, 30 (93,8%) das cepas
produziram biofilme e que em 48h e 72 horas, a quantidade de cepas produtoras foi reduzida
para 20 (62,5%) e para 26 (81,3%) respectivamente.

Nos testes com laminas de vidro em 24 horas, 27 (84,4%) das cepas produziram
biofilme, porém quando analisado apds 48h e 72 horas esses valores apresentaram um

decréscimo para 12 (37,5%).

3.2.2. Producdo de biofilme em material hidrofébico (microplaca de poliestireno)

Para os testes de producdo de biofilme em microplaca de poliestireno os resultados
mostraram que L. monocytogenes ndo aderiu bem a esse material, pois na temperatura de 4°C
em 24 e 48h de incubagéo, apenas 2 (6,2%) das 32 cepas produziram biofilme (Tabela 2).

Quando analisada a temperatura de 20°C, os resultados nao diferiram dos obtidos na
temperatura de 4°C.

Na temperatura de 35°C, nas primeiras 24 horas de incubacdo 2 (6,2%) das cepas
produziram biofilme e apos 48 horas 4 (12,4%) haviam produzido (Tabela 2).

Nas trés temperaturas testadas ndo ocorreu a formacéo de biofilme apos 72 horas de
incubacdo. Aplicando-se o teste qui-quadrado, ndo foi possivel determinar uma diferenca

significativa das porcentagens entre as temperaturas em cada tempo.

Tabela 2: Proporcdo da producdo de biofilme por L. monocytogenes em

poliestireno nos diferentes tempos e temperaturas.

Temperatura
Tempo 4°C 20°C 35°C p-valor
24h 2 (6,2%) 2 (6,2%) 2 (6,2%) 1,000
48h 2 (6,2%) 2 (6,2%) 4 (12,4%) 0,579

Na tabela 3, pode-se observar a relagcdo da porcentagem de producéo e o resultado do

p-valor correspondente. Pelo teste, conclui-se que h& diferenga significativa entre as
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proporc¢des quando comparado 0s materiais, mostrando que a formagéo de biofilme ocorreu

em maiores propor¢des nos materiais hidrofilicos independente da temperatura.

Tabela 3: Comparacdo da formacao de biofilme por L. monocytogenes entre os materiais

inox e vidro e poliestireno.

Temperatura Tempo Inox(%o) Vidro(%) Poliestireno(%o) p-valor
24h 62,5 46,9 6,2 <0.001
4°C 48h 87,5 78,1 6,2 <0.001
72h 84,4 81,3
24h 93,8 81,3 6,2 <0.001
20°C 48h 87,5 81,3 6,2 <0.001
72h 96,9 81,3
24h 93,8 84,4 6,2 <0.001
35°C 48h 62,5 37,5 12,4 <0.001
72h 81,3 34,4

3.3. Analise do nivel de producéo de biofilme.

De acordo com Stepanovic et al. (2000), as cepas foram classificadas como nédo
produtoras de biofilme ou com producdo fraca, moderada ou forte. O nivel de producdo
variou de acordo com a temperatura e 0 material analisado, como apresentado na Tabela 4.

Pode-se observar que ndo ocorreram diferencas estatisticas (p-valor 0,170) entre 0s
diferentes niveis de producdo de biofilme, considerando-se as temperaturas e materiais

analisados.
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Tabela 4: Classificagdo da producédo de biofilme por L. monocytogenes em diferentes

temperaturas, independentemente do tempo.

Produtores
Material To NP Fraco Moderado Forte TP
N (%0) N (%) N (%) N (%) N (%)

2oC  2(62%) 23(71,9%)  6(18,7%) 1(3,1%) 30 (93,8%)

Inox  20°C  1(3,1%)  23(71,9%) 7(21,9%) 1(3,1%) 31 (96,9%)

35°C  1(3,1%) 25(78,1%) 6 (18,7%) 31 (96,9%)
Vido  4°C  1(3,1%)  28(87.5%) 3 (9,4%) 31 (96,9%)
20°C 0 31(96,9%)  1(3,1%) 32 (100%)

35C  2(6,2%)  25(78,1%) 5 (15,6%) 30 (93,8%)

Te: Temperatura; NP: Nao Produtor; TP: Total de Produtores

4. DISCUSSAO

Listeria monocytogenes tem sido um sério problema na industria alimenticia devido a
sua prevaléncia nos ambientes de processamentos de alimentos.

No presente estudo analisou-se a formacdo de biofilme de 32 cepas de L.
monocytogenes em trés temperaturas: 4°C, 20°C e 35°C, uma vez que L. monocytogenes tem a
capacidade de crescer em uma ampla faixa de temperaturas (2-45°C). Essa caracteristica de
conseguir se multiplicar em temperatura de refrigeracdo € um dos principais fatores que
tornam dificil o controle desse patdgeno em alimentos refrigerados (ROCOURT &
COSSART, 1997).

Essas cepas também foram avaliadas quanto a presenca do gene luxSe 25 (78,1%) das
32 foram positivas para este gene, um dos envolvidos na regula¢do da formacao de biofilme.
Entretanto, segundo Jordan et al. (2008), todos 0s determinantes genéticos necessarios para
formacéo de biofilme em L. monocytogenes ainda sdo desconhecidos.

Diversos materiais como vidro, aco inoxidavel, PVC, etc. sdo utilizados em ambientes
de processamento de alimentos, podendo L. monocytogenes aderir e colonizar essas
superficies de contato, formando o biofilme (JEONG & FRANK, 1994).
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Analisou-se a formagao de biofilme em materiais hidrofilicos (vidro e ago inoxidavel)
e material hidrofébico (poliestireno), observando-se que a maior porcentagem de cepas de L.
monocytogenes produtoras de biofilme ocorreu primeiro em vidro e aco inoxidavel (96,7% e
95,6%, respectivamente) seguido por poliestireno (28%), independente da temperatura
testada. Em 1996, Blackman & Frank analisaram a formacdo de biofilme em diferentes
materiais utilizados na industria alimenticia, incluindo o poliestireno, demonstrando a
capacidade dessa bactéria se fixar e formar biofilme neste material, Sinde & Carballo (2000)
também relataram que cepas de Salmonella spp e L. monocytogenes aderiram em maior
numero a materiais hidrofobicos, porém o0s nossos resultados estdo de acordo com o
encontrado por Chavant et al. (2002) que observaram uma maior formacéo de biofilme em
superficie hidrofilica do que em hidrofébica e em ambos materiais L. monocytogenes
apresentou grande capacidade de colonizar independente da temperatura de incubacéo.

Chae & Scraft (2000) testaram a formacdo de biofilme com 13 cepas de L.
monocytogenes a 37°C em superficie de vidro e observaram que 100% das cepas foram
capazes de formar biofilme em até 24 horas de incubacéo.

Di Bonaventura et al. (2008) testaram 44 cepas de L. monocytogenes de origem
alimentar e de ambientes na formacdo de biofilme. Os niveis foram significativamente
maiores em vidro, 4° C, 12°C e 22°C, em comparagdo com poliestireno e ago inoxidavel. A
37° C, L. monocytogenes produziu biofilme em niveis significativamente mais altos em vidro
e aco inoxidavel, que no poliestireno.

Como pode ser observado, no aco inox, ocorreu a producdo de biofilme em todas as
temperaturas testadas ocorrendo decréscimo nessa producdo a 35°C, a partir de 48h. Esse
decréscimo na producdo de biofilme em aco inox também foi observado por Chavant et al.
(2002) ap6s 48horas. Segundo esses autores essa queda pode ter ocorrido devido ao
desprendimento das células que antecedem a fase de nova colonizagdo, sendo esse material
removido durante o processo de colonizacéo.

Moltz & Martin (2005) analisaram a producéo de biofilme em aco inoxidavel por 8
cepas de L. monocytogenes em 4°, 20° e 37°C e observaram que 100% das cepas produziram
biofilme em todas a temperaturas ap6s 20h de incubagéo.

Em nosso estudo, no vidro, também foi observado uma diminui¢do na producdo a
35°C a partir de 48h, como demonstraram também Sasahara & Zottola (1993) quando
analisaram a capacidade de L. monocytogenes em aderir a varias superficies, incluindo aco

inoxidavel, polipropileno e vidro. A cepa 7148 de L. monocytogenes apresentou uma
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multiplicacdo lenta durante os dois primeiros dias de formagdo de biofilme e continuou
aumentando a populacdo até o quarto dia. Segundo 0s mesmos autores os biofilmes de outras
quatro cepas decresceram lentamente apos dois dias.

De acordo com a Tabela 3, os resultados mostraram que 93,7% das cepas produziram
biofilme dentro de alguma das categorias (fraco, moderado e forte) e esses resultados sao
semelhantes aos encontrados por Stepanovic et al. (2004) que analisaram a intensidade de
producdo de biofilme de 48 cepas de L. monocytogenes em superficie plastica onde 40
(83,3%) produziram biofilme dentro das mesmas categorias.

Surpreendentemente, ndao houve uma maior producdo de biofilme a 20°C, como
esperado, pois nessa temperatura ocorre a expressdo de flagelos, importante nos primeiros

passos de adesdo, que antecede a formacao da matriz polissacaridica (LEMON et al., 2007).

5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode se concluir que L. monocytogenes pode formar
biofilmes em diferentes superficies usadas em plantas de processamento de alimentos e em
diferentes temperaturas, inclusive na de refrigeracdo. Essa situacdo € preocupante, sendo
necessarios processos adequados de higiene e sanitizacdo que impecam sua fixagdo no

ambiente.
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CAPITULO 2
Este trabalho deu origem ao artigo “Evaluation of the effectiveness of chlorinated alkaline
sanitizers against Listeria monocytogenes.” que foi submetido para publicagdo na revista

Higiene Alimentar.
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RESUMO

Avaliacdo da eficacia de sanitizantes alcalino clorado frente a Listeria monocytogenes.

Listeria monocytogenes € uma crescente preocupacdo para industria devido a sua capacidade
de crescer em temperatura de refrigeracdo durante o armazenamento de alimentos. Falhas na
erradicacdo dessa bactéria pode resultar em grandes perdas econémicas e sérios problemas na
salde publica. Este trabalho teve por objetivo analisar 32 cepas de L. monocytogenes isoladas
de diferentes alimentos frente a dois sanitizantes alcalino clorado em diferentes concentragdes
e tempos de exposicdo. Os resultados mostraram que o produto A, na concentracdo
recomendada pelo fabricante, eliminou 46,8% das cepas no tempo mediano de 30’. J& o
produto B, eliminou 50% das cepas no tempo mediano de 15°. Concluimos que apesar de
estar em suspensao a bactéria mostrou certa resisténcia ao produto alcalino clorado e o tempo

de exposicdo representa um fator determinante para eficacia do produto.

Palavras chaves: L. monocytogenes, sanitizantes, concentragdes, tempo de exposicao.
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ABSTRACT

Evaluation efficacy of chlorinated alkaline sanitizers against Listeria monocytogenes.

Listeria monocytogenes is a growing concern for the industry due to its ability to grow at
refrigeration temperature for food storage. Failures in the eradication of this bacterium can
result in large economic losses and serious problems in public health. This study aimed to
analyze 32 strains of L. monocytogenes isolated from different foods in front of two
chlorinated alkaline sanitizers at different concentrations and exposure times. The results
showed that the product A at the concentration recommended by the manufacturer, removed
46.8% of the strains in the median time of 30 '. Have the product B, eliminated 50% of the
strains at the median of 15 ". We conclude that despite being in the suspended bacteria showed
some resistance to the chlorinated alkaline product and exposure time is the determining

factor for product effectiveness.

Key words: L. monocytogenes, sanitizers, concentrations, exposure time.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia de Listeria monocytogenes a maioria dos desinfetantes quimicos sob
condicBes especificas destaca a importancia do desenvolvimento de novas abordagens de
desinfeccdo e mais agentes de desinfeccéo eficientes (FRANK & KOFFI, 1989). Uma vez que
concentra¢fes mais elevadas desinfetantes seriam necessarias para superar a resisténcia de L.
monocytogenes, isso aumentaria a sua carga sobre o meio ambiente, constituindo perigo para
a saude dos funcionarios. (ROY et al., 1993).

A atividade antimicrobiana dos desinfetantes pode ser influenciada por varios fatores,
como sua composic¢do quimica, a concentracao, o tempo de contato, a presencga ou auséncia de
matéria organica, a temperatura e 0 pH (MCDONNELL & RUSSELL, 1999; WIRTANEN &
SALO, 2003; MEYER, 2006). O uso inadequado dos desinfetantes em relacdo ao tempo,
concentracdo e temperatura pode levar a exposi¢do regular dos contaminantes causando o
surgimento de cepas persistentes que sao dificil de erradicar (MCDONNELL & RUSSELL,
1999) contribuindo para o desenvolvimento de biofilmes, os quais podem conter micro-
organismos patogénicos (BOS et al., 2000).

O processo de higienizacdo € mais eficiente quanto maior for o tempo de contato entre
agente sanificante e superficie, porém a reacfes ocorrem mais eficazmente nos minutos
iniciais da aplicacdo dos agentes quimicos (ANDRADE & MACEDO, 1996).

Nenhum composto sanitizante apresenta todas as caracteristicas ideais para destruir
todos os micro-organismos presentes no ambiente. Assim, o0 presente trabalho teve o objetivo
de analisar a eficacia de diferentes concentracfes de sanitizantes alcalino clorado frente a

cepas de Listeria monocytogenes.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras:

Foram utilizadas 30 cepas previamente identificadas, isoladas de leite, vegetais e
ambiente de processamento, cedidas pelos laboratorios de Microbiologia de Alimentos da
UNESP/ Botucatu e pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo.
Além de 2 cepas padrdo ATCC 7644 e 16313.

2.2 Confirmacéo da espécie:
Foi pesquisado o gene inlA especifico para L. monocytogenes, pela técnica da PCR

(Polimerase Chain Reation).

2.3. Anédlise por PCR do gene inlA

2.3.1 Extracéo e Purificacdo de DNA

Cada cepa de listeria foi inoculada em caldo de infus@o de cérebro e coracdo (BHI) a
37°C/24 h e 300 pL foi transferido para tubos de microcentrifuga, submetido a extracao e
purificacdo do DNA, empregando-se o kit comercial “MiniSpin” (GE Healtcare), conforme
instrucdes do fabricante.

O tubo foi centrifugado a 13.000 rpm / 30 seg (Eppendorf 5415R), o sobrenadante foi
desprezado e foram adicionados 40 pl de tampéo de lisozima e 10 uL de lisozima, o tubo foi
homogeneizado e mantido em temperatura ambiente por 15 minutos, com homogeneizacao
ocasional. A seguir, foram adicionados 10 pL de proteinase K e homogeneizado. Apos essa
etapa, foram adicionados 500 L de solucdo de extracdo, homogeneizado e incubados a
temperatura ambiente por 10 minutos. Todo volume foi transferido para uma coluna e
centrifugado a 8.000 rpm/1 minuto. O volume filtrado foi descartado e novamente foram
adicionados 500 pL de solucdo de extracdo na coluna que foi centrifugada a 8.000 rpm por 1
minuto, descartando-se o volume filtrado. Em seguida, foram adicionados 500 pL de solugédo
de lavagem e centrifugado a 12.000 rpm por 3 minutos, com descarte do filtrado. A coluna foi
transferida para um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, com adicdo de 200 pL de solucgdo de
eluicdo (dgua Milli Q autoclavada e previamente aquecida a 56°C em banho-maria), incubado
a temperatura ambiente por 1 minutos e centrifugado a 8.000 rpm durante 1 minuto. A
amostra foi congelada a - 20°C até 0 momento do uso para a reacao em cadeia pela polimerase
(PCR).
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2.3.2 Amplificacdo do acido nucléico (PCR)

O volume de 25 pL foi composto por 2,5 pL de PCR Buffer 10x (Invitrogen), 0,75
MM de Cloreto de Magnésio (Invitrogen), 200 ul de cada dNTP , 1 U de Tag DNA
Polimerase, 10 picomoles de cada primer (Quadro 1), &gua ultrapura autoclavada (gsp) (Milli-
Q Plus, Millipore) e 3 puL da amostra de DNA. A incubacéo foi realizada em Gene Amp PCR
System 9700 (AppliedBiosystem) empregando-se os parametros de um ciclo inicial a 94°C
durante 5 minutos para desnaturacgéo inicial, seguidos por 35 ciclos com 94°C/30s, 60°C/30s e
72°C/30s. A temperatura de extensdo final foi de 72°C por 4 minutos. Em todas as reacoes
realizadas foi utilizado um controle negativo, através da substituicdo do &cido nucléico por
agua ultrapura. Como controle positivo, foram utilizadas duas cepas padrdo de Listeria
monocytogenes ATCC 7644 e ATCC 16313 (ARNOLD et al., 2004).

Quadro 1: Oligonucleotideos e suas propriedades utilizados na confirmacao da espécie

L. monocytogenes.

Sequéncia T°C Pb

anelamento

inlA AATCTAGCACCACTGTCGGG
TGTGACCTTCTTTTACGGGC 50 733

Pb: pares de bases; T°C: temperatura em graus centigrados

2.4. Visualizacédo dos produtos amplificados

Os produtos das reagcdes de PCR foram submetidos a eletroforese (Electrophoresis
Power Supply Model EPD 600 — Amersham-Pharmacia Biotech Inc.®) em gel de agarose
1,5% em tampao de acido bérico-Tris-EDTA (TBE) e revelados com SYBR Green (2ul
10x/0,8uL de amostra - Invitrogen®). Os fragmentos de DNA foram analisados
comparativamente com marcadores de DNA de 50 ou 100 pb, sendo analisados e fotografados
em analisador de imagens (Alphaimager — Alpha esasy FC Software — Alphalnotech

Corporation®).

2.5. Preparo das diluicdes com os sanitizantes
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Foram testados 2 sanitizantes, a base de alcalino clorado, em cinco diluigdes
diferentes, incluindo a recomendada pelo fabricante, em cinco tempos de contato.

Para o produto A as dilui¢Ges utilizadas foram 1/10, 1/25, 1/50, 1/100, 1/200 e para o
produto B as dilui¢des utilizadas foram: 1/200, 1/300, 1/400, 1/500 e 1/600. (PELCZAR et al.,
1996, modificado).

2.6. Preparo das culturas

As cepas de Listeria monocytogenes foram semeadas em tubos com caldo com BHI e
incubadas por 35°C/24h. Apds 24hrs de incubacdo, cada cultura foi diluida em solugéo salina
ajustada a escala 0,5 McFarland. De cada diluicdo transferiu-se 0,1 ml para cada tubo com as
diluicdes escolhidas dos sanitizantes, homogeneizado e cronometrado o tempo de exposi¢édo a
partir do tempo exato da adigé@o da cultura ao sanitizante.

Apods os tempos de 0°, 5°, 10°, 15°, 20’ e 30’ minutos de exposi¢do, com auxilio de
uma alca foram semeados em placas de TSA/YE. As placas foram incubadas a 35°C por

24horas. Apos a incubacgdo procedeu-se a leitura das placas.

3. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos dados obtidos foi aplicado o teste de Friedman.

4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 PCR do gene inlA.

Todas as amostras previamente identificadas como Listeria monocytogenes foram

confirmadas, através da técnica de PCR, com a pesquisa do gene inlA (Figura 1)
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Figura 1: Gel de eletroforese do produto da PCR do gene inlA. Pogo 1: marcador de
100 pb; pocos 2 e 3: L. monocytogenes ATCC 7644 e 16313; 4: cepa positiva; 5:
controle negativo; 6 ao 15: amostras positivas.

4.2. Analise do tempo de exposi¢ao

Na comparacdo dos tempos e dos niveis de diluicdo para determinar o tempo
necessario de exposicdo dos produtos para inibicdo do crescimento bacteriano, observou-se

uma diferenca no tempo mediano entre os niveis de diluicdo dos 2 sanitizantes (Tabela 1).

Tabela 1: Estatistica descritiva do tempo de exposi¢do por produto e diluicdo das 32
cepas de L. monocytogenes, frente aos sanitizantes alcalino clorado.

Sanitizante alcalino clorado A Sanitizante alcalino clorado B
1/10 1/25* 1/50 1/100 1/200 1/200 1/300* 1/400 1/500 1/600
Minimo 50 10,0 10,0 20,0 30,0 5,0 5,0 10,0 15,0 20,0
Média 173 234 270 288 30,0 12,7 184 219 263 291
Mediana 15,0 30,0 30,0 30,0 30,0 10,0 150 20,0 30,0 300
Desv.Pad 85 7,5 59 59 0,0 6,0 7,2 6,9 5,4 3,0
Méaximo 30,0 30,0 30,0 300 300 30,0 30,0 30,0 30,0 300

*Diluicao recomendada pelo fabricante.
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Como esperado os produtos A e B apresentaram um melhor tempo mediano na
diluicdo 1 quando comparado as outras diluicdes. Porém para a diluicdo recomendada pelo
fabricante no Produto A o tempo mediano de exposi¢do do produto foi de 30 minutos e das 32
cepas testadas, 15 (46,9%) morreram e para o Produto B o tempo mediano de exposicao foi de
15 minutos eliminando 50% das cepas testadas. Best et al. (1990) testaram 14 desinfetantes,
incluindo alcalinos clorados, frente a cepas de L. monocytogenes e relataram que todos foram
eficazes em testes de suspenséo, com reducéo de > 5 log 10 UFC/ml.

E interessante ressaltar que, na embalagem de ambos os sanitizantes, havia
recomendac0es sobre a diluicdo adequada, mas ndo em relacdo ao tempo ideal. Assim, corre-
se 0 risco de exposicao por tempo inadequado, impossibilitando uma desinfeccdo realmente
efetiva. Deve ser ressaltado que o tempo de 30 minutos que matou a0 menos metade das
bactérias na concentragdo recomendada no Sanitizante A é bem longo.

Em muitos casos, L. monocytogenes pode contaminar lugares de dificil acesso aos
desinfetantes em plantas de processamento de alimentos. Em tais condicdes é possivel que a
resisténcia do organismo para esses agentes aumente através de respostas adaptativas, como a
producdo de biofilmes (LUNDEN et al, 2003).

5. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que L. monocytogenes pode apresentar variabilidade
quanto a sua resisténcia aos compostos clorados e que esses produtos podem auxiliar no
controle ou na diminuicdo dessas bactérias durante os processos de higienizacdo dos
equipamentos. Contudo, deve se levar em consideracdo que os testes foram realizados em
bactérias em suspensdo podendo sua resisténcia ao produto ser maior quando estas se

encontram na forma de biofilme.
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