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INVESTIGACAO DA PRESENCA E DA FORMACAO DE BIOFILMES POR
ESTAFILOCOCOS EM MICRO-USINA DE BENEFICIAMENTO DE LEITE.

RESUMO: O leite € um alimento altamente nutritivo e excelente substrato para a
multiplicacdo de microrganismos. Os estafilococos estdo entre o0s principais
contaminantes do leite, seja em decorréncia da mastite ou de falhas de higienizacdo. A
contaminacdo do leite pode favorecer a adesdo bacteriana sobre superficies com a
formacé&o de biofilmes, cujos fragmentos podem se desprender e contaminar o produto
durante o processo de beneficiamento, o que representa um risco a saude do
consumidor. Tendo isto em foco, objetivou-se o presente estudo, em uma micro-usina
do Estado de Sé&o Paulo, a fim de investigar a presenca e formacao de biofilme por
Staphylococcus spp, antes e apos o processo de higienizagdo. Colheu-se o total de 60
amostras por meio de suabes, antes e apds o processo de higienizacdo, das superficies
do tanque de recepc¢do, do tanque de estocagem de leite cru, da tubulacdo de saida do
pasteurizador, do tanque de estocagem de leite pasteurizado, e da tubulacdo da
maquina de envase. Foram colhidas, ainda, amostras de leite no tanque de recepcao,
no tanque de estocagem de leite cru, na tubulacdo de saida do pasteurizador e
amostras de leite envasado, assim como das embalagens plasticas vedadas e vazias,
utilizadas para o envase do leite pasteurizado. Dentre 41 estirpes de Staphylococcus
spp isoladas, 16 (39,0%) mostraram-se positivas na prova da coagulase, enquanto que
25 (61,0%) foram negativas. Por meio de andlise genotipica, com a técnica de Reacédo
em Cadeia da Polimerase (PCR), pode-se observar que, dentre as 16 estirpes
coagulase positivas, quatro (25%) apresentavam o gene icaA e 16 (100%) possuiam o
gene icaD. Dentre as 25 estirpes coagulase negativas, 11 (44%) possuiam o gene icaA
e 25 (100%) possuiam o gene icaD. Visualizou-se, por meio da microscopia eletrdonica
de varredura, o inicio de adesao bacteriana e a formacao de biofilme por parte de todas
as estirpes isoladas. Pelos resultados obtidos foi possivel evidenciar o risco potencial a

saude do consumidor representado pela presenca de estirpes de estafilococos



Xiii

decorrente da matéria prima contaminada, ou por deficiéncias na higienizacdo, com

formacéao de biofilme pelos microrganismos.

Palavras-chaves: biofilmes, contaminagcao bacteriana, genes icaAD, qualidade do leite,

usina de beneficiamento de leite, Staphylococcus spp
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INVESTIGATION OF THE PRESENCE AND FORMATION OF BIOFILMS BY
STAPHYLOCOCCUS IN A MILK PROCESSING MICRO-DAIRY.

ABSTRACT: Milk is a highly nutritious food and excellent substrate for the
multiplication of microorganisms. Staphylococci are one of the major contaminants of
milk whether due to mastitis or hygiene failures in cleaning. Milk contamination may
encourage bacterial adherence on surfaces with the formation of biofilms, whose
fragments can detach and contaminate the product during beneficial processing, which
represents a health risk to the consumers. With this in focus as the objective of this
present study, to investigate the presence and formation of biofilm of Staphylococcus
spp before and after the cleaning process in a micro-dairy plant in Sdo Paulo State. A
total of 60 swab samples were collected before and after the cleaning process from the
reception tank surfaces, the raw milk storage tank storage, the pasteurizer outlet pipe,
the pasteurized milk storage tank, and the filling machine. Further samples were
collected of the milk in the receiving tank, the raw milk storage tank, from the pasteurizer
outlet pipe, and packaged milk, as well as the empty sealed plastic packaging used for
packaging the pasteurized milk. Of the 41 strains of isolated Staphylococcus spp, 16
(39.0%) indicated positive in the coagulase test, while 25 (61.0%) were negative.
Through genetic analysis, using the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique, it was
observed that within the 16 strains of coagulase-positive, four (25%) presented the gene
icaA and 16 (100%) had the gene icaD. Of the 25 strains of coagulase-negative, 11
(44%) had the gene icaA and 25 (100%) had the gene icaD. It was seen using a
scanning electron microscope the start of bacteria adhesion and the formation of biofilm
for all the isolated strains. From the obtained results it was possible to see evidence to
the potential risk to the health of the consumer represented by the presence of strains of
staphylococcus arising from the contaminated raw material or from deficiencies in

hygienic cleaning, with formation of microorganisms’ biofilms.
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1. INTRODUCAO

A higiene na industria de alimentos é tema de constantes estudos e programas,
pois falhas nos procedimentos de higienizacdo favorecem a aderéncia de residuos aos
equipamentos e superficies, de modo a se transformarem em potencial fonte de
contaminacéo e substrato para a multiplicacdo de microrganismos.

Na industria de laticinios, a formacao de biofilmes dentro da linha de producéo
eleva a carga microbiana e, muitas vezes, contamina com patégenos os alimentos
devido ao eventual desprendimento de por¢cBes aderidas. Desta maneira, podem
colocar em risco a salude do consumidor, além de ocasionar prejuizos financeiros a
industria, em decorréncia da diminuicdo da vida de prateleira dos produtos alimenticios.

O leite, devido a sua composicdo, é considerado um dos alimentos mais ricos
nutricionalmente, sendo um 6timo substrato para a multiplicacdo de microrganismos. A
higienizacédo das tubula¢des nas industrias se mostra de fundamental importancia para
a manutenc¢do da qualidade sensorial e microbioldgica do produto.

As estirpes de Staphylococcus spp, potencialmente produtoras de enterotoxinas,
guando presentes no leite beneficiado, podem evidenciar uma possivel contaminagao
pos-processamento oriunda do contato humano pela pele, boca ou nariz com o alimento
processado. Sob determinadas condi¢cdes, 0s microrganismos se aderem, interagem
com as superficies e iniciam crescimento celular. Essa multiplicacdo da origem a
coldénias e quando a massa celular é suficiente para agregar nutrientes, residuos e
outros microrganismos, esta formado o biofiime.

Os biofilmes sdo depdsitos onde os microrganismos estéo fortemente aderidos a
uma superficie por meio de filamentos de natureza protéica ou polissacaridica,
denominados glicocalix. Existem véarios fatores relacionados a formacao de biofilmes,
dentre os quais destacam-se as caracteristicas fisico-quimicas do material sobre o qual
estdo aderidos e expressédo de fatores de viruléncia por parte dos microrganismos,

como a producgédo de capsula exopolimérica e fimbrias.



Em um biofilme os microrganismos estdo mais resistentes a acdo de agentes
quimicos e fisicos, como os sanificantes usados nos procedimentos de higieniza¢do. Os
sanificantes utilizados na indudstria, em testes laboratoriais dentro das condicbes
indicadas pelos fabricantes, conseguem ser aprovados em testes como suspensao e
diluicdo de uso, alcancando até 5 reducdes decimais apés 30 segundos de contato a
20°C. Mas em meios de cultivos, sélidos ou liquidos ndo h&a formacdo de glicocalix,
fundamental ao processo de adesdo, o que pode resultar em falsos resultados de
eficiéncia.

Diante do exposto justifica-se a realizacdo desta investigacdo, uma vez que a
deteccdo de estirpes de Staphylococcus spp potencialmente formadoras de biofilme
antes e apoés a higienizacdo dos equipamentos, da industria beneficiadora de leite, pode

representar um fator de risco de intoxicacdo para o consumidor.



2. REVISAO DE LITERATURA

O leite é considerado um dos alimentos mais ricos nutricionalmente devido a sua
composicao protéica, de vitaminas e sais minerais, podendo ser consumido na forma
original ou como derivados (queijos, iogurtes, manteiga e sobremesas). Além disso,
esse alimento pode ser veiculo de varias bactérias patogénicas (MOURA et al., 1993;
SILVA et al., 2000; FRANCO et al., 2000).

O leite obtido assepticamente contém, aproximadamente, entre 102 a 10° UFC de
microrganismos mesofilos/mL, entretanto, o leite recém ordenhado em condicdes
inadequadas pode apresentar uma carga bacteriana mais elevada, entre 5x10° a 5x10*
UFC mesofilos/mL, compreendendo os contaminantes procedentes de varias fontes
(HAYES, 1993). Essa grande concentragdo de microrganismos se desenvolve ao usar o
leite como substrato (EVANGELISTA, 1992). A contagem bacteriana total do leite pode
aumentar significativamente quando em contato com equipamentos nos quais a limpeza
e sanitizacdo sao deficientes, pois os microrganismos proliferam nos residuos de leite
presentes em recipientes, borrachas, juncdes e qualquer outro local onde ocorra seu
actimulo (SILVA, 2006P).

De acordo com Center For Disease Control nos EUA, as bactérias séo
responsaveis pela ocorréncia de cerca de 70% dos surtos e 95% dos casos de
toxinfeccdes alimentares (ANDRADE et al., 2003). PEREIRA & PEREIRA (2005) citam
que, de acordo com dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, a
intoxicacao alimentar estafilococica corresponde a aproximadamente 4,5% das doencas
alimentares de origem bacteriana, sendo responsavel por 1753 hospitalizacbes e duas
mortes a cada ano.

FREITAS (1995) relata que utensilios e equipamentos contaminados participam
do aparecimento de aproximadamente 16% dos surtos. Segundo dados do Food and
Drug Administration (FDA), agéncia que regulamenta os setores de alimentos e
medicamentos nos Estados Unidos da América do Norte, aproximadamente dois tercos

das etiologias confirmadas de toxinfec¢fes veiculadas por alimentos estdo diretamente



associadas a contamina¢des microbiolégicas ocorridas em industrias, principalmente de
origem bacteriana (FDA, 1997).

As doencas de origem alimentar sdo desenvolvidas por multiplas falhas, como
refrigeracdo inadequada, manipuladores infectados, processo térmico insuficiente,
contaminacédo cruzada, higiene incorreta, utilizacdo de sobras ou uso de produtos
clandestinos (GUIMARAES & ANDRADE, 2008). Alimentos de origem animal,
especialmente o leite e seus derivados, aparecem associados a surtos de toxinfec¢ao
alimentar, representando um problema de saude publica (VIEIRA, 2007).

Os microrganismos patogénicos e deterioradores podem contaminar o leite em
gualquer uma das etapas de producdo, beneficiamento, distribuicdo e consumo.
Praticas inadequadas de manejo, higienizacdo deficiente de equipamentos em sala de
ordenha, conservacdo inadequada e higienizacdo deficiente de equipamentos de
beneficiamento tornam o leite suscetivel a contaminacdo (FRANCO et al., 2000). As
maquinas de envase de leite pasteurizado ja foram confirmadas como importante fonte
de contaminagcdo desse alimento, contribuindo para sua deterioragdo e consequente
diminuicdo da vida de prateleira (SALUSTIANO, 2007). NADER FILHO et al. (1989)
sugere a possibilidade de contaminacdo do produto entre a saida do pasteurizador e o
envase, em fungdo da provavel ocorréncia de falhas de higienizacdo dos equipamentos
gue entram em contato com o leite.

A presenca de Staphylococcus aureus em um alimento se interpreta, em geral,
como um indicativo de contaminacdo a partir da pele, da boca e das fossas nasais dos
manipuladores dos alimentos, no entanto o material e equipamentos sujos e as
matérias primas de origem animal podem ser a fonte de contaminacdo. Quando se
encontra um grande numero de estafilococos em um alimento, significa, em geral, que
as praticas de limpeza e desinfeccdo e o controle de temperatura ndo foram, em algum
ponto, adequados (ICMSF, 1996). Quando 0s processos higiénico-sanitarios ndo sao
adequados, bactérias poderdo contaminar o leite, colocando em risco a saude do
consumidor. Nesse aspecto, é crescente a preocupacdo com a qualidade desse produto
de alto valor nutritivo e tdo importante na dieta das pessoas (PEREIRA et al., 2006). As

falhas ocorridas durante o processo de beneficiamento, aliadas as elevadas



temperaturas de conservacdo do produto no comércio varejista, sao fatores que
contribuem significativamente para a comercializacdo de um produto com qualidade
microbioldgica inferior & estabelecida pelos referidos padrdes legais (NADER FILHO,
1996).

De acordo com TIRADO & SCHIMIDT (2001) em se tratando do cenario
epidemiologico mundial, S.aureus sdo considerados a terceira mais relevante causa de
doencas transmitidas por alimentos (DTAS). A sua principal fonte de entrada na cadeia
de leite € por meio da matéria-prima contaminada, visto que microrganismos desta
espécie estdo entre os agentes etiologicos da mastite bovina (CREMONESI et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2007).

O Staphylococcus aureus € um dos principais responsaveis e provavelmente o
agente mais isolado em casos de mastite, enquanto a infeccdo da glandula maméaria
por estafilococos coagulase-negativa é de alta incidéncia e longa duracgéo, e pode afetar
a composicao e a producdo do leite. Esses fatores justificam a atencdo dada a esses
microrganismos como agentes etioldgicos da mastite bovina (AMARAL et al, 2003).

Sabe-se que a auséncia da realizacdo diaria das andlises fisico-quimicas,
enzimaticas e microbioldgicas, além de impossibilitar a avaliacdo da qualidade do leite
pasteurizado distribuido ao consumo, inviabiliza a rapida identificacdo e imediata
correcdo das provaveis falhas no processo de beneficiamento (NADER FILHO, 1997,
citado por PARO et al. 2003).

Além disso, outra importante fonte de contaminacdo, ao longo do fluxo de
producdo seriam os funcionarios, haja vista a possibilidade de serem reservatorios
naturais desta bactéria. ANDRE et al. (2008) em pesquisas sobre a prevaléncia de S.
aureus em uma unidade de producéo de leite e derivados em Goiéas, Brasil, detectaram
gue 75% de funcionarios, de um total de 140, apresentavam este microrganismo em
suas maos.

De acordo com FRANCO & LANDGRAF (1996) e VANDERZANT &
SPLITTSTOESSER (1992), citados por OLIVEIRA (2005), os estafilococos apresentam-
se na forma de cocos Gram-positivos, isolados ou agrupados em cachos, pares ou

tétrades. Sao anaerodbios facultativos, com maior crescimento sob condi¢cdes aerobias,



nao esporogénicos, produtores usuais de catalase e imoveis. Sao bactérias mesdfilas
apresentando temperatura de crescimento na faixa de 7° a 47,8°C, mas as
enterotoxinas sdo produzidas entre 10 e 46°C, com 6timo entre 40°C e 45°C. As
bactérias deste género séo tolerantes a concentracbes de 10 a 20% de NaCl e a
nitratos. Crescem em valores de atividade de agua inferiores aos considerados minimos
para as bactérias nao-halofilas. O valor minimo de atividade de 4gua (Aa) considerado
€ de 0,86, no entanto, em condicdes ideais, o desenvolvimento é possivel em Aa de
0,83. Esse microrganismo cresce na faixa de pH entre 4 e 9,8, com 6timo entre 6 e 7.

O género Staphylococcus esta subdividido em 40 espécies, que se dividem de
acordo com a sintese ou ndo da enzima coagulase, sendo a maioria, coagulase
negativas, com excecdo do S. aureus, S. schleiferi subsp. coagulans, S. intermedius, S.
hyicus e S. delphini (BANNERMAN et al., 2003; KWOK & CHOW, 2003).

Os estafilococos formam um importante grupo de bactérias que podem ser
isolados de vérias areas da superficie cutédnea, incluindo canais foliculares, aberturas
das glandulas sudoriparas, o lume dos foliculos sebaceos e sobre a superficie ou
debaixo das escamas epiteliais em descamacdo. Além destas areas, podem ser
isolados das mucosas da faringe, conjuntivas, boca, glandulas mamarias e tratos
intestinal, geniturinario e respiratorio, areas nas quais estas bactérias sdo consideradas
habitantes secundarios (KEIM, 2005).

Em relacdo a alimentos, os estafilococos sdo importantes pelas seguintes
razdes: primeiro, porque sua presenca pode indicar deficiéncia de processamento ou
condicdes higiénicas inadequadas do processo; segundo, porque suas enterotoxinas,
uma vez presentes no alimento, poderdo causar intoxicacéo alimentar (GANDRA, 2006)

Na intoxicagdo alimentar estafilocicica, os sintomas ocorrem entre duas e quatro
horas apos a ingestédo da toxina pré formada no alimento e os mais comuns sédo vomito,
nauseas, dores abdominais e diarréia (HALPIN-DOHNALEK & MARTH, 1989). Alguns
individuos podem néo apresentar todos os sintomas associados a doenca e, em casos
mais graves, dor de cabeca, contragbes musculares e mudancas transitorias na
pressdo sangliinea e na pulsacdo podem acontecer. Os casos de Obito sdo raros,

embora a reposicdo de eletrdlitos possa ser necessaria para compensar a perda de



fluidos pela diarréia e vomito. Porém, existem registros de morte por intoxicacdo
estafilococica entre idosos, criancas e pessoas severamente debilitadas (HALPIN-
DOHNALEK & MARTH, 1989; ICMSF, 1996).

Até recentemente, considerava-se que a producao de enterotoxinas era restrita a
espécie coagulase-positiva Staphylococcus aureus, porém, VALLE et al. (1990)
descreveram que outros estafilococos produtores de coagulase como Staphylococcus
hyicus e Staphylococcus intermedius também possuiam essa caracteristica. Outro
estudo evidenciou que espécies coagulase-negativas como Staphylococcus xylosus,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus cohnii,
Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus warneri, Staphylococcus sciuri e
Staphylococcus lentus sdo também capazes de produzir toxinas em condicdes
laboratoriais (PEREIRA et al., 2001).

PEREIRA et al. (2001) cita dados de literatura que relatam, de maneira exigua,
mas consistente, dois episédios de intoxicacdo alimentar nos quais estafilococos néo
produtores de coagulase foram evidenciados. O primeiro teve lugar no Japao com a
participacao de 40 estudantes, onde o agente causal foi igualmente detectado nas fezes
e em superficies de pratos utilizados em lanche do hotel (OMORI & KATO, 1959). O
segundo, no qual 145 comensais manifestaram a doenca, S.epidermidis produtor de
“SEA” (enterotoxinas estafilocécicas) foi detectado na carne consumida e também em
lesbes secas de impetigo presentes nas méos de um manipulador, caracterizando o
primeiro registro de deteccdo de enterotoxina sintetizada a partir de espécie ndo
produtora de coagulase (BRECKINRINDGE & BERGDOLL, 1971).

No Brasil, foi verificado um surto de intoxicacdo estafilocécica associado a
estafilococos coagulase-negativa no leite cru (CARMO et al., 2002). Portanto, a
contagem desses microrganismos nao deve ser ignorada nas investigacbes de surtos
de toxinfec¢Bes alimentares (ATAIDE, 2006).

Ao ser examinada a producao de toxinas superantigénicas em 136 estafilococos
coagulase-negativos isolados de lesdes cutdneas em humanos, encontrou-se nove
espécies que produziram uma ou mais enterotoxinas. Isolou-se enteroxina

estafilococica B (SEB) em trés estirpes de Staphylococcus caprae, uma de



Staphylococcus hominis e uma de Staphylococcus kloosii. A enterotoxina estafilocécica
C (SEC) foi isolada de uma estirpe de Staphylococcus hominis, a associacédo de SEB e
TSST1 (toxina da sindrome do choque téxico) de Staphylococcus chromogenes e a
associacao de SEC e TSST1 de Staphylococcus caprae (AKIYAMA, et al., 2000). Em
estudo de 272 estafilococos coagulase-negativo isolados da pele e do leite de cabras
sadias, foram encontradas 60 amostras enterotoxigénicas (VALLE et al.,1990), o que
justifica a preocupacdo em se diagnosticar a presenca de estafilococos coagulase-
negativo também em usina de beneficiamento de leite.

Apesar das industrias, cozinhas e 6rgaos reguladores trabalharem pela producéo
e sistemas de processamentos que garantam que todos os alimentos sejam seguros e
saudaveis, a isencdo completa de perigos ou riscos € um objetivo inatingivel. A
seguranca dos alimentos e salde do consumidor estédo relacionadas a niveis de riscos
e perigos bioldgicos que a sociedade considera razoaveis, por nao executarem sistema
ou programas que previnam a seguranca e qualidade dos consumidores (SILVA,
2006").

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
intoxicacdes alimentares, perdas totais de lotes produzidos e interrup¢do de processos
de producédo (HAYES, 1993). Segundo FEIJO et al (2002), a adoc&o de tecnologias que
objetivam promover uma higienizagéo eficiente dos equipamentos € uma necessidade
das industrias de laticinios. Assim, para garantir e manter a qualidade do leite torna-se
necessario o monitoramento do processo de higienizacdo, para evitar a formacdo de
biofilmes e instituir ag6es corretivas, quando necessario.

A importancia da higienizacdo dos equipamentos e superficies consiste na
limpeza e sanitizacdo. Do ponto de vista bacteriologico, a limpeza do equipamento
consiste principalmente na eliminacdo da maior quantidade possivel de residuos de
alimentos disponiveis para o desenvolvimento dos microrganismos e a sua sanitizacao
consiste em destruir a maior parte dos microrganismos das superficies (HOFFMANN et
al., 2002).



BERNARDI et al.(2007) cita que algumas espécies de estafilococos coagulase-
negativo produzem um muco ou slime (polissacarideo extracelular) que permite a
bactéria aderir as superficies, sendo importante para a colonizacdo. A producdo de
slime é considerado um fator de viruléncia, facilitando a aderéncia e a formacdo do
biofilme. MARQUES (2005) relata que a adesédo microbiana ocorre devido a deposicéo
de microrganismos em uma superficie de contato onde se fixam e iniciam o seu
desenvolvimento. Essa multiplicacdo celular d4 origem a colénias e, quando a massa
celular é suficiente para agregar nutrientes, residuos e outros microrganismos,
estabelece-se o biofilme. Entretanto, as opera¢des de higienizacdo séo freqiientemente
negligenciadas ou realizadas de forma inadequada. E uma higienizacao inadequada de
superficie na linha de producdo em laticinios pode levar ao depésito de microrganismos
e a sua aderéncia, com consequente formacéo de biofilmes (SALUSTIANO, 2007).

Propriedades fisico-quimicas das superficies usadas na industria de alimentos e
dos microrganismos influenciam na adesédo bacteriana (OLIVEIRA et al., 2003). As
propriedades das superficies mais importantes para o processo de adesdo de
microrganismos sao hidrofobicidade, carga elétrica e rugosidade. O aco inoxidavel € o
material escolhido para superficies de trabalho na maioria das industrias de alimentos,
devido a diversas propriedades como forca mecénica, resisténcia a corrosdo e
durabilidade. O acabamento ou o polimento do ac¢o inoxidavel sdo, ainda,
caracteristicas importantes desse material para seu emprego em equipamentos na area
de producao de alimentos (HAYES, 1993).

CABECA (2006) cita que as superficies de a¢o inoxidavel utilizadas em plantas e
equipamentos de manipulacdo, estocagem ou processamento de alimentos, sao
reconhecidas como as principais fontes de contaminacdo microbiana. A contaminacao
dos alimentos ocorre quando o alimento entra em contato com as superficies
contaminadas ou via exposi¢ao a aerossois originados dessas superficies.

Um procedimento de limpeza eficaz contra células em biofilmes deve ser capaz
de interromper ou dissolver a matriz de substancias poliméricas extracelulares,
permitindo que os agentes desinfetantes possam ter acesso a células viaveis (HOOD &

ZOTTOLA, 1995). Assim sendo, sem davida o mais vantajoso € a prevencao da adesao
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bacteriana em superficies da industria de laticinios. Pela aplicacdo e procedimentos de
higienizacdo adequados e seu monitoramento, € possivel a redugdo na perda de
produtos por deterioracdo microbiana garantindo as especificacdes de qualidade destes
(WIRTANEN et al., 1996; FORSYTHE, 2002).

Deve ser conferida uma atencdo maior as bactérias que se fixam na superficie do
equipamento e resistem ao fluxo do alimento, pois séo elas que irdo apresentar maior
resisténcia a remocao durante a higienizacdo do equipamento (FIGUEIREDO, 2000).
Além disso, segundo MAFU et al. (1990), defeitos na superficie do material fornecem
protecao contra a remocao das bactérias.

Um procedimento efetivo de higienizacdo, em casos de biofilmes precisa
solubilizar ou dissolver a matriz de exopolissacarideo do biofilme, para que o agente
sanitizante possa ter acesso as ceélulas viaveis (CHMIELEWSKI & FRANK, 2003).

Em relacdo ao leite e seus derivados, SILVA (2006%) enfatiza a dificuldade de
remocdo dos residuos destes produtos, pois sdo residuos bastante complexos,
compostos de substancias orgéanicas (gorduras, proteinas e aclucares) e minerais e que
aderem as superficies dos equipamentos e utensilios de forma bastante resistente. A
remocgao desses residuos deve ser realizada imediatamente apds o término do uso de
equipamentos e realizagdo de operacdes, para evitar a formacdo de depdsitos
persistentes e de dificil remocao. A limpeza e higienizacao ineficientes das superficies
tém como consequéncia a precipitacao dos residuos minerais que formam incrustacdes
(formacédo de pedras do leite). Os residuos organicos resultantes da higienizacéo
inadequada, além de fornecerem nutrientes para o crescimento das bactérias, impedem
a acdo dos sanificantes quimicos. Os residuos também favorecem a formacdo de
biofilme, que diminuem a eficiéncia dos equipamentos, além de serem uma grande
fonte de contaminagdo microbiologica.

Os biofilmes s&o constituidos de bactérias, as quais estdo aderidas a qualquer
superficie, que por sua vez sdo envolvidas por uma matriz de polimeros organicos, ou
seja, sdo depositos onde os microrganismos estdo fortemente aderidos a uma
superficie por meio de flamentos de natureza protéica ou polissacaridica, denominados
glicocdx (COSTERTON et al., 1999). De acordo com FLACH et al. (2005) biofilmes séo
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agregados de microrganismos embebidos em uma matriz polimérica e aderidos a uma
superficie sdlida, formando uma estrutura porosa e altamente hidratada contendo
exopolissacarideos e pequenos canais, abertos por entre as microcol6nias. Este tipo de
organizacao é extremamente vantajoso a todas as espécies de microrganismos, por
fornecer protecdo contra adversidades como desidratacdo, colonizagdo por
bacteriéfagos e favorecer resisténcia a antimicrobianos (GILBERT et al., 2003).

BOARI (2008) cita que os biofilmes microbianos ocorrem naturalmente nos mais
variados tipos de ambientes, sejam eles bidticos como tecidos vegetais e animais, ou
abidticos, como rochas, metais e polimeros diversos. A op¢&o por sua constituicdo esta
no fato de que estes, por meio da formacdo de micro-habitats, oferecem protecdo aos
individuos que dele fazem parte contra as intempéries e 0s estresses do meio
ambiente.

Um biofilme pode ser monoespécie quando sua formacgéo diz respeito a apenas
um tipo de microrganismo, ou multiespécie, quando € encontrada mais que uma
espécie na comunidade. Os biofilmes monoespécies ocorrem mais em tecidos
organicos, como valvulas cardiacas, como conseqiiéncia de processos infectivos. Em
se tratando de outras superficies, como aquelas empregadas em organiza¢des do ramo
alimenticio, destacada atencdo deve ser dada a biofilmes multiespécie (citado por
BOARI, 2008).

A formacdo do biofilme é, conforme citagdo de CABECA (2006), uma estratégia
de sobrevivéncia de microrganismos em um ambiente com condi¢des adversas o que
provoca uma alteracdo fenotipica de células planctonicas (vida livre) para a forma séssil
(aderidas). Células crescidas em biofilme expressam propriedades distintas das células
planctbénicas, uma das quais € o aumento na resisténcia aos biocidas e agentes
antimicrobianos (MOSTELLER & BISHOP, 1993; CABECA, 2006).

Quando células existem em um biofilme, elas podem vir a ser 10 - 1.000 vezes
mais resistentes aos efeitos de agentes antimicrobianos quimicos, como o0s
desinfetantes utilizados por industrias processadoras de alimentos (BERESFORD et al.,
2001; MAH & O’TOOLE, 2001; CABECA, 2006). O aumento da resisténcia dos

biofilmes aos desinfetantes tem dificultado a sua eliminacdo nos ambientes de
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processamento de alimentos. A nao eliminacdo desses biofilmes vem se tornando um
fator preponderante em surtos de doencas transmitidas por alimentos causados por
microrganismos patogénicos (CHMIELEWSKI & FRANK, 2003).

Varias reacfes podem acontecer para provocar a reducdo da sensibilidade de
bactérias contidas em biofilme a desinfetantes, tais como: interacdo quimica entre o
desinfetante e o préprio biofilme, modulacdo do microambiente, producdo de enzimas
degradantes e neutralizantes quimicos e troca genética entre células em um biofilme
(AUGUSTIN et al., 2004).

Existem varias teorias propostas para formacéo de biofilmes. A primeira teoria foi
descrita por MARSHALL, et al. (1971) e ressalta que a adesdo é um processo que
ocorre em duas fases, na primeira fase, o processo € ainda reversivel, em funcdo do
processo de adesdo do microrganismo na superficie ocorrer por forcas de Van der
Walls e atracao eletrostatica. Na segunda etapa, ocorre a interagdo fisica da célula com
a superficie por meio de material extracelular de natureza polissacaridea ou proteica,
produzida pela bactéria, que € denominada matriz de glicocalix, que suporta a formacao
de biofilmes (MELO, 2008). O glicocalix é produzido ap6s o processo de adesao
superficial, e vai fornecer condicbes de adesdo do peptideoglicano das bactérias Gram
positivas e a parte externa da membrana externa das Gram negativas (PARIZZI, 1998).

Outra teoria sugere para a formacdo de biofilmes, cinco etapas que
didaticamente podem ser colocadas na seguinte ordem: 1) condicionamento da
superficie pela adsorcdo de material organico; Il) transporte de células e nutrientes para
o sitio de aderéncia; Ill) inicia-se o0 processo de adesao bacteriana, ainda reversivel, por
atracao eletrostatica; IV) crescimento celular, colonizacdo e adesdao irreversivel; e, V) o
biofilme apresenta alta atividade metabdlica com liberacdo de células localizadas na
periferia (DUDDRIDGE & PRITCHARD, 1983; CHARACKLIS & COOKSEY, 1983;
CHARACKLIS, 1984 citados por MACEDO, 2001; SALUSTIANO, 2007).

O desprendimento de ceélulas bacterianas do biofiime €& de fundamental
importancia. Biofilmes microbianos formados em equipamentos e instalacbes de

industrias alimenticias podem desprender-se e contaminar o alimento presente na
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superficie ou, entdo, colonizar e iniciar um novo biofilme em uma nova superficie,
proporcionando uma nova fonte de contaminagdo (NORWOOD & GILMOUR, 1999).

A proliferacédo das células para aderir e formar biofilme € mediada pela producéo
do polissacarideo intercelular adesina (PS/A), um antigeno capsular que faz com que a
bactéria tenha aderéncia na superficie. De acordo com ZIEBUHR et al. (1997) e
HEILMANN & PETERS (2000), apos a aderéncia inicial a uma superficie, a bactéria
prolifera e acumula-se agrupada em multicamadas. A formacdo de multicamadas de
células no biofilme estd associada com a producéo do outro polissacarideo intercelular
adesina (PIA). Tanto PIA e PS/A séo estruturas similares com um carbono comum de (-
1-6 poliglicosamina, mas diferem em substituicdo primaria no agrupamento amina
(VASUDEVAN et al, 2003). A sintese do polissacarideo capsular-PS/A é mediada por
um operon ica que uma vez ativado, um polissacarideo de adeséo intercelular-PIA é
sintetizado (ARCIOLA et al., 2001; BERNARDI, 2005; GERKE et al., 1998; Mc KENNEY
et al., 1998).

O ica locus consiste nos genes icaADB e C que codificam proteinas mediante a
sintese de PIA e PS/A em espécies de estafilococos. (Mc KENNEY et al., 1998;
CRAMTON et al., 1999). Por meio dos genes icaA e icaD tem sido relatado um
significante papel na formacao de biofiimes em S. aureus e S. epidermitis (ARCIOLA et
al., 2001). O gene icaD tem sido apontado como fundamental na méaxima expressao do
N-acetilglicosamina transferase, conduzindo a expressao fenotipica do polissacarideo
capsular (GERKE et al., 1998).

ARCIOLA et al. (2002) mostraram que técnicas moleculares para identificagéo
dos genes ica, que codificam a sintese do slime, representa uma ferramenta muito
importante para uma identificacdo acurada de estirpes virulentas formadoras de slime.

Nos ultimos anos verificou-se um aumento significativo no desenvolvimento de
métodos genéticos para deteccdo e caracterizagcdo de bactérias patogénicas em
alimentos. Dentre esses, destaca-se a amplificacdo de seqiéncias do DNA pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction) (BOER &
BEUMER, 1999; MALORNY et al., 2002). A reacao em cadeia da polimerase é uma

técnica altamente sensivel, por meio da qual, pequenas quantidades de seqiiéncias de
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DNA ou RNA especificas, podem ser enzimaticamente amplificadas a uma extensdo tal,
gue uma quantidade suficiente de material fica disponivel para alcancar o limiar do
"sinal" para detec¢cdo (KONEMAM et al., 2001). Ela é utilizada para amplificar DNA para
clonagem, detectar a presenca de poucas quantidades de DNAs, e distinguir diferentes
amostras de DNA (KREUZER & MASSEY, 2002).

A microscopia eletrénica é indicada para a avaliagdo da interacdo microbiana do
biofilme. Este método preserva muito das estruturas associadas que se mantém em um
estado hidratado e viavel. A fixacdo das amostras € mais indicada para a avaliacdo da
interacdo microbiana na matriz do biofiime (MARQUES, 2005). ZOLTAI et al. (1981), em
uma das primeiras pesquisas de aderéncia bacteriana a superficies que entram em
contato com alimentos, usaram um microscopio eletrénico de varredura para mostrar a
aderéncia de Pseudomonas fragi e Staphylococcus aureus a superficies de aco
inoxidavel e vidro. Segundo PIZZOLITTO (1997) o microscopio eletronico de varredura
mostra uma imagem tri-dimensional, e a superficie topografica da amostra € revelada
com nitidez.

Os biofilmes tém importancia em varias atividades, como o uso em estacdes de
tratamento de aguas ou de efluentes, removendo organismos patogénicos e reduzindo
a quantidade de matéria organica; na producdo de vinagre e de acido citrico; em
aplicacdes farmacéuticas pela producdo de metabdlitos secundarios e em processos
biolégicos, para a extracdo de metais a partir de minério. Em contrapartida, o
crescimento indesejavel de biofilmes tem impacto negativo em varias atividades, como,
por exemplo: estragos em equipamentos devido a biocorrosdo, contaminacdo de
produtos alimenticios, perdas energéticas relacionadas com o aumento de atrito,
diminuicdo da transferéncia de calor, perdas de pressdo em tubulagdes e, ou, em
equipamentos e perdas significativas para a industria, em ambito geral (PIZZOLITTO et
al., 2001, citado por CAIXETA, 2008).

A adesado e formacdo de biofilmes microbianos sdo indesejaveis sob diversos
aspectos na industria de alimentos. Os biofilmes podem diminuir a transferéncia de
calor em trocadores de calor, diminuir o fluxo em tubulacdes, desencadear processos

corrosivos e principalmente tornarem-se fontes de contaminagdo microbiana
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(GERMANO & GERMANO, 2001), podendo trazer maleficios a saude do consumidor
(bactérias patogénicas) ou reduzindo o tempo de prateleira dos produtos
(microrganismos deteriorantes) (FIGUEIREDO, 1999). No que se refere aos aspectos
microbiolégicos, a adesdo pode constituir-se de microrganismos alteradores e/ou
patogénicos, que resultam em sérios problemas de higiene, de saude publica ou de

ordem econdmica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral:

Investigar a presenca e formacdo de biofilme por bactérias do género
Staphylococcus, antes e apds 0 processo de higienizacdo, em superficies de tanques e
de tubulacdes, bem como em amostras de leite cru e pasteurizado em micro-usina de

beneficiamento do leite.

3.2. Especificos:

3.2.1. Verificar a presenca e o numero de Staphylococcus spp em tanque de
recepcao, tanque de estocagem de leite cru, tanque de estocagem de leite
pasteurizado, tubulagdes e em amostras de leite cru e pasteurizado.

3.2.2. Identificar as ocorréncias dos genes icaA e icaD, responsaveis por
sintetizar os polissacarideos na formacgédo de biofilmes, nas estirpes de
Staphylococcus spp por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR).

3.2.3. Verificar a ocorréncia de adeséo de Staphylococcus spp em superficie de

aco inoxidavel por meio de microscopia eletrénica de varredura.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacdo da micro-usina de beneficiamento de leite

A micro-usina de beneficiamento de leite em estudo, estabelecida ha 17 anos no
Estado de S&o Paulo, beneficiava o volume diario de 4.700 litros de leite, oriundo de 21
produtores fornecedores de matéria-prima.

Além do beneficiamento do leite, outros derivados lacteos eram produzidos: 500
litros por dia de bebida lactea, 200 litros por semana de iogurte, 70 Kg por semana de
gueijo minas frescal e 16 Kg por semana de ricota. A velocidade do pasteurizador era
de 1.200 litros por hora, sendo, portanto, comum a matéria prima ficar estocada no
tanque de estocagem de leite cru até completar o volume para o inicio da
pasteurizagao.

A micro-usina era subordinada a fiscalizacdo do SISP e recebia a assisténcia de
um Médico Veterinario como Responsavel Técnico.

A minoria dos 21 fornecedores de matéria-prima realizava algum tipo de controle
de saude do rebanho, enquanto que na micro-usina eram feitas diariamente no leite
analise de redutase, crioscopia, alizarol e teor de cloretos no leite cru. Também eram
realizados, uma vez ao més, contagem bacteriana total, Contagem de Células
Somaticas (CCS) e pesquisa de residuos de antibiéticos na Clinica do Leite - Piracicaba
- SP.

A fonte de 4gua utilizada para a limpeza e elabora¢édo dos produtos era um poco
semi—artesiano com 85 metros de profundidade e com 10 anos de existéncia. Com o
objetivo de melhorar a qualidade da agua utilizava-se diariamente um dosador de cloro
liquido na caixa d’agua com a dosagem fixada em 3 ppm, além de avaliagdo do pH.

Na propria usina o leite passava diariamente por andalise da fosfatase alcalina e
analise com Petrifilm® para presenca de coliformes, e uma vez ao més o proprietario da
micro-usina enviava amostras ao Laboratorio de Microbiologia do Departamento de

Medicina Veterinaria Preventiva da UNESP de Jaboticabal, aonde se procedia a
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realizacao das andlises de coliformes totais e fecais, contagem de mesofilos, crioscopia,

gordura e solidos totais (testes microbioldgicos e fisico-quimicos).

O protocolo de limpeza usado na micro-usina seguia as orientacdes do fabricante

dos produtos de higienizagcdo, com algumas adaptacdes por parte do proprietario:

1°.

2°.

3°.

4°,

A higienizacéo dos tanques de recepcao e de estocagem de leite cru era
feita imediatamente apds o processo de beneficiamento, sendo utilizado
para tanto, agua quente e detergente neutro de cozinha.

Nos equipamentos de beneficiamento do leite primeiramente fazia-se um
enxagle com agua fria para a retirada do residuo de leite, em seguida
aplicava-se o detergente (Hidréxido de Sodio mais aditivos), cuja
indicagéo de diluicdo do fabricante era 100 a 200 mL para 10litros de
agua, durante 20 minutos a 75°C a 80 °C, no entanto era utilizado na
diluicdo de 500 mL em 50 litros de 4gua na temperatura de 80°C por uma
hora. Fazia- se entdo o enxagle para a retirada do residuo do produto
com agua fria.

Logo em seguida aplicava-se desincrustante (Acido Nitrico mais aditivos e
veiculo), cuja indicacdo do fabricante era a diluicao de 2 litros do produto
em 100 litros de agua, com contato minimo de 20 minutos. O proprietario
utilizava a diluicdo de meio litro em 50 litros de agua na temperatura de
65°C por um periodo de 40 minutos a uma hora, ap6és o qual procedia-se
0 enxague para a retirada do residuo do produto e limpeza manual dos
tanques.

A proxima etapa compreendia a aplicacdo de sanificante (Oxigénio Ativo
mais Acido acético mais coadjuvantes = Peréxido de Hidrogénio 200
volumes). A indicacdo do fabricante era a diluicdo de 15 a 20 mL do
produto em 10 litros de agua com contato de 10 a 15 minutos, e o
proprietario utilizava a diluicdo de 500 mL em 50 litros de &gua, deixando
até o dia seguinte nas tubulacfes, pasteurizador e embaladora, sendo

que o enxague para a retirada do residuo do produto era feito somente no
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dia seguinte, depois fazia circular pelo circuito agua quente e dava-se

reinicio a producdo.

4.2. Obtencao das amostras.

Entre os meses de junho e outubro de 2008 foram colhidas amostras na micro-
usina citada anteriormente. As colheitas foram realizadas apds o término do processo
de beneficiamento do leite e imediatamente apdés o termino do processo de
higienizacdo. Assim, foram colhidas amostras por meio de suabes das superficies do
tanque de recepcao, tanque de estocagem de leite cru e do tanque de estocagem de
leite pasteurizado. Foram colhidas, também, amostras das paredes das tubulacdes de
saida do pasteurizador e da maquina de envase.

Amostras de leite no tanque de recepcédo, no tanque de estocagem de leite cru,
na tubulagcdo de saida do pasteurizador e leite envasado, assim como amostras das
embalagens plasticas vedadas e vazias utilizadas para o envase do leite pasteurizado,
também foram colhidas. Ao final das colheitas obtiveram-se quatro amostras de cada
ponto de colheita anteriormente citados, perfazendo o total de 60 amostras.

Para cada ponto de superficie foi usado um molde de plastico delimitando uma
area de 100 cm? enquanto que para colheita das amostras das tubulagées o suabe foi
introduzido até a profundidade de 10 cm. Os suabes embebidos em agua peptonada
foram acondicionados em tubos de ensaio previamente esterilizados contendo 10 ml de
agua peptonada a 0,1% (SILVA et al. 1997), sendo mantidos em caixas de material
isotérmico e com gelo, bem como as amostras de leite, e encaminhadas ao Laboratério
de Anélises de Produtos de Origem Animal e Agua, do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias, Campus Jaboticabal/UNESP.

4.3. Preparo das diluicdes das amostras e padrdes estabelecidos
No referido laboratério, a partir da solucdo de transporte dos suabes (10°) e das
amostras de leite, adicionava-se 1 mL em 9mL de agua peptonada a 0,1%, obtendo-se

assim uma diluicdo inicial de 10™". A partir desta diluicdo foi preparada uma diluicdo
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decimal de 102, empregando-se o mesmo diluente até a diluicdo de 107 para amostras
de leite cru (SILVA et al, 1997).

No presente estudo estabeleceu-se como padrao desejavel para tubulacdes e
superficies a auséncia total de bactérias. Por outro lado, para amostras de leite seguiu-
se 0 padrdo estabelecido pela Instrugcdo Normativa N° 51 do Ministério da Agricultura e
Pecuaria (BRASIL, 2002) e Resolucdo RDC12 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2001), os quais também preconizam auséncia de Staphylococcus
spp em amostras de leite pasteurizado.

Para o célculo dos valores encontrados nas superficies dos tanques utilizou-se
como base um molde de plastico com area interna de 10 cm x 10 cm = 100 cm?
obtendo a propor¢édo de 0,1 mL da amostra na diluicdo em agua peptonada para cada
1cm?.

Para as tubulagBes com 1,25 cm de raio e colhido com suabe até a profundidade
de 10 cm, usou-se a formula matematica para o calculo da area lateral do cilindro =2 |
r h (DOLCE & POMPEO, 1996), obtendo-se o resultado de: area lateral = 2 x 3,14 x
1,25 x 10 = 78,5 cm? sendo que em 1 mL a &rea seria 7,85 cm?, portanto a proporcéo
de 0,127 mL da amostra na diluicdo em &gua peptonada para a area de 1 cm?.

Para a area da embalagem plastica de leite, a mesma apds corte e a abertura,
obtinha-se uma &area de 672 cm?, portanto 67,2 cm? para 1 mL e a proporcdo de 0,014

mL da amostra na diluicdo em agua peptonada para cadal cm?.

4.4. Isolamento, contagem e identificacdo das estirpes de Staphylococcus
spp.

Das amostras previamente diluidas foram semeados 0,1mL sobre a superficie de
placas de Petri com Agar de Baird-Parker (BP), em seguida, o inéculo era espalhado
por toda a superficie do meio, com o auxilio de algca de Drigalski e posteriormente
incubadas a temperatura de 35T por 24 e 48 horas.

Os numeros de colbnias contados foram multiplicados pelo fator 10 e, em
seguida, pela reciproca da diluicdo correspondente a placa de contagem, obtendo-se

assim o valor da contagem presuntiva de Staphylococcus spp.
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As colbnias caracteristicas com cor negra brilhante foram submetidas a
coloracdo de Gram, 0s cocos gram-positivos visualizados em forma de cachos com
posterior realizacdo das provas de catalase e coagulase lenta com plasma de coelho
(APHA, 2001).

4.4.1. Teste da Catalase

Com uma alca de semeadura flambada retirou-se uma coldnia pura de cultivo de
Staphylococcus spp (24h cultivo). Logo apd6s, foi feito um esfregaco em uma lamina de
vidro limpa. Adicionou-se uma gota de agua oxigenada (H.O;) a 3% sobre o esfregaco
na lamina. As estirpes que apresentaram imediato borbulhamento (liberacdo de gas)
foram consideradas positivas (MAC FADDIN, 1976).

4.4.2. Teste da Coagulase livre em Tubo

Em tubos de vidro estéreis (13x100mm), foram depositados 0,5 mL de plasma de
coelho, diluidos 1:5. Adicionou-se também 0,3 mL de cultura pura de estirpe de
Staphylococcus spp apés 24 horas de cultivo em caldo BHI (Brain Heart Infusion) . Os
tubos foram incubados, sem agitar, a 37°C em banho-maria, sendo analisados quanto a
formacéo do coagulo apés 1, 2, 3, 4 e 24 horas. Foram consideradas estirpes positivas

aguelas que coagularam o plasma, formando um coagulo visivel (MAC FADDIN, 1976).

4.5. Extragcdo do DNA

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada no Laboratério de Epidemiologia
Molecular no departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal
(UNESP) utilizando o Kit GFX illustra bacteria genomicPrep Mini Spin (Amersham
Biosciences) que contém uma solucdo de lise, solucdo de extracdo, solucdo de
lavagem e colunas de GFX de purificacdo, além de ter sido feito um pré-tratamento com
lisozima. Colbnias de Staphylococcus spp foram retiradas com uma alga de semeadura
de tubos de TSA (Trypticasein Soy Agar) e inoculadas a 37° C por 24 horas, em 1,5 mL
caldo cérebro coracdo (BHI) em microtubos com volume de 2,0mL. Os microtubos

contendo as colbnias inoculadas no BHI foram centrifugados por 30 segundos a 14.000
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rotacbes por minuto (rpm). O sobrenadante foi desprezado. Adicionou-se 40uL de
tampdo lisozima (agitou-se em vortex até o total desprendimento do pellet). Foi
adicionado 10uL de lisozima e agitado em vortex. Os tubos permaneceram 15 minutos
em temperatura ambiente, apds os quais foram adicionados 10uL de Proteinase K e
agitado em vortex. Os tubos foram incubados a 55° C por 15 minutos. Entdo foram
adicionados 5uL de RNAse e agitados, permaneceram 15 minutos em temperatura
ambiente. Foram adicionados 500uL da solucédo de extracdo, agitados e permaneceram
10 minutos em temperatura ambiente sendo agitados ocasionalmente. Toda mistura foi
transferida para coluna GFX encaixada em um microtubo. Foram entéo centrifugadas a
8000rpm por 1 minuto. O liquido do tubo foi descartado e colocou-se novamente 500uL
da solucdo de extracdo na coluna (Centrifugou-se a 8000 rpm por 1 minuto). O liquido
foi descartado e depositado no tubo. Apos o procedimento citado acima foram entéo
adicionados 500uL da solugéo de lavagem na coluna GFX. Centrifugou-se a velocidade
maxima de 12 a 16000rpm por 3 minutos. O liquido foi descartado dos tubos e
transferidas as colunas para novos tubos de 1,5mL. Adicionou-se 200uL de tampéo TE
pré-aquecido a 70° C nas colunas encaixadas nos novos tubos e deixou-se por 1
minuto em temperatura ambiente. Centrifugou-se a 8000 rpm por 1 minuto. Os

microtubos coletores foram mantidos a -20° C até o momento do uso (MELO, 2008).

4.6. Amplificacdo de DNA cromossomal pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para identificacao dos genes icaA e icaD.

Os oligonucleotideos iniciadores para a amplificacdo do icaA e icaD genes foram
descritos do Gen Bank sequéncia do ica locus (CRAMTON et al, 1999). O volume de
20uL de reacéo final consistiu em 2.5mM MgCl, , 200uM de cada nucleotidio, 1uM
de cada oligonucleotideo iniciador, 1.25U de Taqg polimerase e 100ng de DNA molde.
Trinta ciclos de amplificacdo que consistiram na desnaturacdo a 92°C por 45 segundos,
anelamento a 58°C por 45 segundos, alongamento a 72°C por 1 minuto, com uma
extensdo final de 72°C por 7 minutos em um termociclador (Mastercycler gradient,
Eppendorf). A presenca e tamanho da amplificacdo dos produtos foram confirmados por

eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio. Foi utilizado um
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marcador molecular de tamanho 100pb (Invitrogen, Brasil). A estirpe controle utilizada
foi S. aureus ATCC 12600.
Sequéncia do fragmento de oligonucleotideo iniciador (Invitrogen, Brasil):
icaA: Forward: 5 — ACACTTGCTGGCGCAGTCAA - 3
Reverse: 5" - TGTTGGATGTTGGTTCCAGA - 3
Tamanho do produto: 88pb

icaD: Forward: 5 — ATGGTCAAGCCCAGACAGAG - 3
Reverse: 5 —-TTGCTTTAAACATTGAAAATACT- 3
Tamanho do produto: 98pb

4.7. Visualizagéo de biofilme por Microscopia Eletronica de Varredura.

4.7.1. Suporte para adesao bacteriana

Os suportes utilizados para a adesdo das células bacterianas foram cupons de
aco inoxidavel AISI 304 com 10 x 20 mm, adquiridos comercialmente - ICAM (IndUstria
e Comércio Ltda - Sdo Carlos/SP), os quais foram higienizados com acetona 100%,
lavados por imersdo em detergente neutro durante uma hora, enxaguados com agua
destilada estéril, secos e limpos com alcool 70% (v/v). ApoOs a higienizagdo, os cupons
foram novamente lavados com agua destilada estéril, secos por duas horas a 60° e
autoclavados a 121°C/15 minutos (MARQUES, 2005).

4.7.2. Obtencédo do in6culo

A partir das estirpes confirmadas positivas para o gene icaA e icaD, amostras de
Staphylococcus spp positivas e negativas a prova da coagulase lenta, isoladas em TSA,
foram transferidas para tubos contendo caldo BHI e incubadas por 24 horas a 37°C e
apos isso transferiu-se 200uL para tubos com BHI que possuiam em seu interior um
cupom de aco inoxidavel esterilizados AlISI 304 com 10 x 20 mm. Esses tubos foram
incubados em agitacdo constante a 100 rpm/37<C por 72 horas (PIZZOLITTO 1997;
BERNARDI, et al., 2007 com adaptacdes).
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Apbs esse periodo os cupons de aco inox foram retirados do BHI, lavados com
agua destilada estéril e levados para a visualizagcao por meio da microscopia eletrénica

de varredura.

4.7.3. Andlise de imagem por microscopia eletrénica de varredura

No Laboratério de Microscopia Eletrénica da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da UNESP de Jaboticabal - SP. Conforme o protocolo de rotina de trabalho
do referido laboratério (SANTOS & MAIA, 1997) as amostras em cupons de aco
inoxidavel foram fixadas em glutaraldeido 3% e lavadas em tampéao fosfato (pH 7,4 ;
0,1M) por 48 horas. Depois foram lavadas em tampé&o por 3 a 4 vezes para retirar o
excesso de fixador. ApOs este procedimento, as amostras foram pés-fixadas em
tetroxido de dsmio 1% over-night sob temperatura ambiente, em uma capela. Lavou-se
em tampédo por 3 a 4 vezes para retirar 0 excesso de tetréxido de 6smio, fez-se a
desidratacdo em gradiente crescente de acetona: 30%, 50%, 70%, 80%, 90% com
intervalos de 20 minutos e 100% por 3 vezes, também com intervalos de 20 minutos.
Em seguida as amostras foram para o secador de ponto critico para completar a
secagem, montadas em stubs e cobertas com ouro. Ao final deste procedimento, 0s
cupons foram examinados em microscoépio eletronico de varredura (JEOL JSM-5410),

com o objetivo de visualizar a interacdo entre bactéria e superficie.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Presenca de Staphylococcus spp nas superficies, tubulacdes e leite da
micro-usina estudada

A Tabela 1 mostra a distribuicdo das estirpes de estafilococos coagulase-
positivos e coagulase-negativos isoladas de acordo com os pontos de colheita das

amostras.

Tabela 1. Distribuicdo das 41 estirpes de estafilococos coagulase-positivos e negativos, de acordo com o
ponto de colheita, em Micro-usina de Beneficiamento de leite do Estado de Sdo Paulo, 2008.

Staphylococcus spp

Coagulase- Coagulase-
Pontos de colheita Positivo Negativo

n % n %
Tanque de recepc¢édo antes da higienizacéo 02 4,9 04 9,7
Tanque de recepcdo apds higienizacao - - 01 2,4
Leite do tanque de recepcéao 04 9,7 06 14,7
Tanque de estocagem de leite cru antes da higienizacao 02 4,9 05 12,3
Leite do tanque de estocagem de leite cru 04 9,7 06 14,7
Tubulagao de saida do pasteurizador apés a higienizacéo - - 01 2,4
Tanque de estocagem de leite pasteurizado antes da 02 49 ] ]
higienizagao
Tubulagdo de saida da maquina de envase antes da ) ) o1 24
higienizagao
Tubulacdo de saida da méaquina de envase apds a
higienizacao 02 49 ) )
Leite envasado - - 01 2,4

Total 16 39,0 25 61,0
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De acordo com a Tabela 1 o isolamento de estirpes no tanque de recep¢do apos
higienizagdo, no tanque de recepcdo antes da higienizacdo, do leite do tanque de
recepcao, no tanque de estocagem de leite cru antes da higienizacdo, do leite do
tanque de estocagem de leite cru foram pontos criticos de contaminacdo. Estes
resultados foram encontrados possivelmente devido a qualidade da matéria prima,
possivel variacdo das temperaturas dos tanques que armazenam leite cru ou também
por deficiéncias no processo de higienizacdo que favoreceram a formacéo de biofilme.

Em relacdo a tubulacdo de saida do pasteurizador apds a higienizacdo, o
isolamento de estirpe apresentado na Tabela 1, pode ser atribuido a formacdo de
biofilme com liberacdo de fragmentos, mesmo apds o processo de pasteurizacdo, com
a possibilidade de formacéo de biofilme também no pasteurizador devido ao isolamento
dos microrganismos no tanque de estocagem de leite pasteurizado antes da
higienizacdo. Ha que se levar em consideracéo o fato de que os biofilmes podem ser
compostos por diferentes tipos de microrganismos, o que explica ter-se isolado estirpe
coagulase-positiva no tanque de estocagem de leite pasteurizado e coagulase-negativa
na tubulacéo de saida do pasteurizador.

Quanto a tubulacédo de saida da maquina de envase apds a higienizagcdo e a
tubulagdo de saida da maquina de envase antes da higienizacao e leite envasado a
Tabela 3 mostra a presenca de estirpes que pode ser atribuida a contaminacéo cruzada
e também a formacdo de biofiime com liberagdo de fragmentos no produto ja
beneficiado.

Dentre o total de 60 amostras analisadas, foram isoladas 41 estirpes de
Staphylococcus spp, 16 (39,0%) das quais coagulase-positivas e 25 (61,0%) coagulase-
negativas.

A Tabela 2 mostra valores das médias geométricas das contagens de
estafilococos coagulase-positivos e estafilococos coagulase-negativos isoladas das

amostras das superficies de tanques e tubulagdes.
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Tabela 2. Médias geométricas das contagens de estafilococos coagulase-positivos e negativos isolados
em superficies de equipamentos de micro-usina de beneficiamento de leite do Estado de Séo
Paulo, antes e apds o processo de higieniza¢do, 2008.

Médias Geométricas das Médias Geométricas das

) ) contagens de estafilococos contagens de estafilococos
Locais de colheita o ) ) )
coagulase-positivos (UFC/cm®) | coagulase-negativos (UFC/cm®)

de amostras , ]
Antes da Apéds a Antes da Apoés a

Higienizagao Higienizagao Higienizagéo Higienizagéo

Superficie do tanque de 0 5
. 1x10 - 1,95x 10 2,4 x 10
recepcao

Superficie do tanque 0
. 4,47 x 10 - 2,22 x10 -
estocagem de leite cru

Tubulagao de saida do
_ . - - 1,27 x 10
pasteurizador

Superficie do tanque de
estocagem de leite 3,2x10 - - -
pasteurizado

Tubulagao de saida da

. - 3,57 x10 3,81x10 -
maquina de envase

No tanque de recepcédo, nas amostras colhidas antes da higienizacdo obteve-se
médias (1 x 10° UFC/cm?), ja nas amostras colhidas apds a higienizacdo ndo houve
isolamento. Nas amostras colhidas nas superficies do tanque de estocagem de leite cru
antes da higienizac&o houve isolamento (4,47 x 10° UFC/cm?), ja nas amostras colhidas
apos a higienizacado nao houve isolamento.

Ainda na Tabela 2 observa-se que ndo houve isolamentos de estafilococos
coagulase-positivos na tubulacdo de saida do pasteurizador antes e apds a
higienizacdo. Por outro lado, a média geométrica de estafilococos coagulase-positivos
isolados das superficies do tanque de estocagem de leite pasteurizado, antes da
higienizacéo foi de 3,2 x 10 UFC/cm?, ndo sendo verificados isolamentos nas amostras

colhidas apo6s a higienizacao.
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Em relacdo a tubulacdo de saida da maquina de envase ndo houve isolamento
de estafilococos coagulase-positivo nas amostras colhidas antes da higienizagéo, no
entanto apds a higienizacdo a média geométrica das contagens destes microrganismos
foi de 3,57 x 10 UFClcm?.

A Tabela 2 mostra também os valores das médias geométricas das contagens de
estafilococos coagulase-negativos isolados das amostras das superficies de tanques e
tubulacdes. Entre as amostras das superficies do tanque de recepc¢édo, colhidas antes
da higienizacdo, verificou-se que o valor foi de 1,95 x 10 UFC/cm?, inferior aos
encontrados nas amostras colhidas apés a higienizacdo, qual seja, 2,4 x 10° UFC/cm?.
Nas amostras colhidas nas superficies do tanque de estocagem de leite cru antes da
higienizac&o, observou-se que a média geométrica foi de 2,22 x 10 UFC/cm?, enquanto
gue nas amostras colhidas apds a higienizacdo ndo houve isolamento dos referidos
microrganismos.

Ainda na Tabela 2 vé-se que ndo houve isolamento de estafilococos coagulase-
negativos na tubulagéo de saida do pasteurizador antes da higienizacdo, porém houve
nas amostras colhidas ap6s a higienizacdo (1,27 x 10 UFC/cm?). Verificou-se, ainda,
gue nao houve isolamento de estafilococos coagulase-negativos nas amostras das
superficies do tanque de estocagem de leite pasteurizado, antes da higienizagéo e apos
a higienizagao.

Em relacdo a tubulacdo de saida da maquina de envase houve isolamento de
estafilococos coagulase-negativos nas amostras antes da higienizacdo (3,81 x 10
UFC/cm?), no entanto apds a higienizacdo ndo ocorreu isolamento.

N&o ha estudos que indiguem a quantidade maxima de microrganismos que
podem estar presentes em uma superficie que entra em contato com o alimento, porém,
para superficies que passaram pelo processo de higienizacdo, a “American Public
Health Association” (APHA) sugere um maximo de mesodfilos aerdébios de 2,0 x 10°
UFC/cm?, ja a Organizacdo Mundial de Satude (OMS) sugere 30 UFC/cm? (MARQUES,
2005). Em relacdo ao presente estudo pode-se verificar pela Tabela 2 que os resultados
obtidos apds a higienizacdo das superficies ficaram acima dos valores preconizados
pela APHA e pela OMS.
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A legislacao brasileira ndo traz subsidios suficientes para se fazer interpretacdes
gquanto a superficies e tubulagbes que entram em contato com o leite cru e
pasteurizado, mas partindo-se do principio de que apds um processo de higienizacao é
desejavel auséncia total de microrganismos, os resultados obtido demonstram falhas
em tal processo, pois, pelos dados da Tabela 1, percebe-se que, excetuando a
superficie dos tanques de estocagem de leite cru e de estocagem de leite pasteurizado,
em todos os demais pontos de superficies e tubulagdes o processo de higienizacéo
(limpeza e sanitizacdo) mostrou-se deficiente, ou ha contaminacao por fragmentos de
biofilme que se desprendem, ou ainda contaminacéo por parte de funcionarios.

Diante de tais resultados, a higienizacdo na industria de laticinios merece maior
atencdo, pois se 0os microrganismos ndo forem inativados ainda na forma planctonica
(vida livre) eles podem se redepositar em outros pontos e formar novos biofilmes.
Portanto, a chave para o controle microbiano e uma higienizagdo eficaz esta no
entendimento e observacdo dos microrganismos mais importantes a serem removidos e
na compreensao do tipo e da natureza do substrato que entra em contato com as
superficies de processamento. Além disto, 0 sucesso no programa de higienizagdo das
indUstrias de alimentos depende da escolha correta dos agentes de limpeza e
sanificacdo, baseada no tipo e grau dos residuos aderidos as superficies, na qualidade
da agua empregada, na natureza a ser higienizada, nos tipos e niveis de contamina¢ao
microbiolégica e nos métodos de higienizacdo aplicados (ANDRADE & MACEDO,
1996).

Os padrbes usados para a interpretacdo dos resultados obtidos nas analises de
leite foram os estabelecidos pelo Ministério da agricultura e Pecuaria - DIPOA
(Departamento de Inspecao de Produtos de Origem Animal) e pela ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria).

Na Tabela 3 tém-se os valores meédios de estafilococos coagulase-positivos e

negativos encontrados em leite cru na micro-usina de beneficiamento em estudo.
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Tabela 3. Médias geométricas de estafilococos coagulase-positivos e negativos isolados a partir do leite
cru contido em instalagbes de uma micro-usina de beneficiamento de leite do Estado de S&o

Paulo, 2008.
Valores médios Valores médios
das contagens de das contagens de
PONTO DE COLHEITA estafilococos coagulase- estafilococos coagulase-
positivo (UFC/mL) negativo (UFC/mL)
Leite do tanque de recepcéo (cru) 1x10° 8,07 x 10*
Leite do tanque de estocagem de 3.4 x 10 5,14 x 10
leite cru '
Leite da tubulacéo de saida do ) -
pasteurizador
Leite envasado (pasteurizado) - 1 x 10°

Os dados da Tabela 3 mostram os valores médios das contagens de
estafilococos coagulase-positivo em leite cru de amostras do tanque de recepgao (1 x
10° UFC/mL) e do tanque de estocagem de leite cru (3,4 x 10* UFC/mL). Entre as
amostras de leite pasteurizado colhidas da tubulacdo de saida do pasteurizador e no
leite embalado n&o houve isolamento dos referidos microrganismos.

Para as contagens de estafilococos coagulase-negativo, a Tabela 3 mostra que
no leite cru colhido no tanque de recepcdo a média foi de 8,07 x 10* UFC/mL e para as
amostras colhidas no tanque de estocagem de leite cru foi de 5,14 x 10* UFC/mL. Muito
embora tenha sido verificada auséncia destes microrganismos nas amostras de leite
pasteurizado colhidas da tubulacdo de saida do pasteurizador, observou-se que entre
as amostras de leite embalado a média das contagens foi de 1x10? UFC/mL.

Das 08 amostras de leite cru, quatro provenientes do tanque de recepcao e
quatro provenientes do tanque de estocagem de leite cru, colhidas neste estudo as
contagens de estafilococos coagulase-positivo obtiveram valores médios variando entre
3,4 x 10 UFC/mL e 1 x 10° UFC/mL em 06 (75%) das amostras

VIEIRA (2007) observou, em leite cru, S. aureus em 38 (70,4%) de 54 amostras,
em valores de até 8,9 x 10° UFC/ml. ATAIDE (2006) obteve contagem de estafilococos
coagulase-positiva no leite cru variando de <100 a 3,2 x 10° UFC/mL, sendo a média
3,9 x 10%.
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PARO et al. (2003) isolaram 40% de estrpes de estafilococos coagulase-positiva
em amostras de leite “in natura”, obtendo contagem de estirpes na média de 8,3 x 102
UFC/mL. PARO cita que SANTOS et al. (1978) e ARAUJO (1984) encontraram,
respectivamente, 46,9% em Juiz de Fora-MG com contagem de 4,89 x 10* UFC/mL e
50% em Pirassununga-SP com valores de 1,48 x 10* UFC/mL. NADER FILHO et al.
(1989) encontraram 100% em Ribeirdo Preto-SP com 1,19 x 10° UFC/mL.

Considerando que o processo de pasteurizagcdo nao elimina a totalidade de
mesofilos (NADER FILHO et al., 1989), € de se supor que as amostras que
apresentaram indices deste grupo de microrganismos acima do padrdo da legislacao,
sejam provenientes de uma matéria prima altamente contaminada, uma vez que a
carga microbiana final depende da carga microbiana inicial. Levando isso em
consideracéo, os resultados obtidos nas amostras de leite deste estudo podem ser em
consequéncia de leite oriundo de vacas com mastite, ou deficiéncias na higienizagdo no
processo de ordenha, ou ainda consequéncia da formacéo de biofilme nas superficies e
tubulacdes, sendo que o biofilme pode ocorrer no pasteurizador impedindo-o de atingir
a temperatura de pasteurizacdo, pela redugcdo da capacidade da troca de calor entre
superficies citada por BOARI (2008) e, consequentemente, ndo eliminando todos os
microrganismos.

Entre as 08 amostras de leite cru colhidas neste estudo as contagens de
estafilococos coagulase-negativo tiveram valores médios entre 5,14 x 10* UFC/mL e
8,07 x 10* UFC/mL presentes em todas (100%) as amostras.

CARMO et al. (2002) relataram um surto envolvendo estafilococos coagulase-
negativa em leite cru, cujas contagens excediam a 2 x 10® UFC/g. ATAIDE (2006)
encontrou contagem de estafilococos coagulase-negativa variando entre <100 e 4,2 x
10* UFC/mL, sendo a média 2,7 x 10”.

A ocorréncia de microrganismos no leite cru pode ser atribuida ao fato de que
geralmente o tanque de recepcdo e o tanque de estocagem de leite cru sdo usados
para manter o leite por um dia ou dois sob refrigeracéo, antes do processamento. Neste
intervalo de tempo podem ocorrer variagdes bruscas ou problemas no sistema de

refrigeracdo de modo a acarretar dificuldades no controle da temperatura. Em
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decorréncia deste fato poderd ocorrer maior crescimento de microrganismos e,
consequentemente, maior adesdo de bactérias as paredes dos tanques de modo a
dificultar a sua higienizacao, problema este que pode ser agravado nos casos em que a
matéria prima estiver altamente contaminada.

NADER FILHO (1996) ao avaliar as caracteristicas microbiologicas das amostras
de leite pasteurizado tipo B, colhidas logo apdés o envase, em algumas usinas de
beneficiamento do Estado de Sao Paulo, subordinadas ao Servico de Inspecao federal
(SIF), observaram que 65% das amostras analisadas apresentavam-se fora dos
padrdes legais.

Das 08 amostras de leite pasteurizado (quatro oriundas do tanque de estocagem
de leite pasteurizado e quatro oriundas de embalagens envasadas) analisadas neste
estudo somente uma de leite envasado, apresentou estafilococos coagulase-negativa
sendo o valor de 1 x 10? UFC/mL, portanto, fora dos padrdes da legislacdo, de modo a
representar riscos a saude do consumidor.

PEREIRA et al. (2006) detectaram a presenca de Staphylococcus spp em 21,7%
das 60 amostras de leite pasteurizado por eles analisadas e auséncia de S. aureus
(coagulase-positiva). ATAIDE (2006) encontrou em amostras de leite pasteurizado,
contagens de estafilococos coagulase-negativa entre 7,0 x 10> UFC/mL e 1,1 x 10*
UFC/mL. O referido autor atribuiu este achado ao fato de provavel introducéo destes
microrganismos ap0s 0 processo de pasteurizacdo, uma vez que os Staphylococcus
spp sado sensiveis a temperatura de pasteurizacdo. No entanto, acredita-se que pode se
tratar de biofilme em algum ponto do circuito de beneficiamento do leite nhaquela usina.

Quanto a S. aureus em leite pasteurizado (VIEIRA, 2007) observou-se em oito
(14,7%) das 54 amostras pesquisadas, contagem média de 8,7 x 10° UFC/mL. PARO et
al. (2003), verificaram que 100% das 40 amostras de leite tipo B mostraram-se
negativas ante a pesquisa de estafilococos coagulase-positiva, evidenciando, portanto,
a eficiéncia no processo de pasteurizacéo e a provavel adocdo de medidas higiénicas

corretas ao longo do fluxograma de beneficiamento.
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Segundo a Resolucdo — RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, “o leite ndo deve
apresentar microrganismos patogénicos e causadores de alteragdes fisicas, quimicas e
organolépticas do produto, em condi¢cfes normais de armazenamento.”( ANVISA, 2001)

No presente estudo pode-se verificar a presenca de estirpes de Staphylococcus
spp tanto em superficies, como em tubulacdes antes e apés a higienizacdo e em leite
cru e pasteurizado. Tais achados sugerem a provavel contaminacdo do leite por
fragmentos de biofilme liberados no produto durante a sua circulagdo ao longo do
fluxograma de beneficiamento do leite. Acredita-se também na possibilidade de que ja
haja adesdo bacteriana com formacdo de biofiime também no pasteurizador,
comprometendo assim a troca de calor e, consequentemente, a eficiéncia da
pasteurizacdo, de modo a favorecer a passagem de microrganismos e,
consequentemente, contaminacéo do leite pasteurizado.

Ha ainda que se levar em consideracdo a possivel presenca de enterotoxinas
tanto no leite cru como no leite pasteurizado. A presenca de enterotoxinas oriundas de
contagens de Staphylococcus spp da ordem de 10°-10° UFC/mL pode ter importante
significado epidemioldgico na ocorréncia de intoxicacdo alimentar (CARMO et al., 2002)
e os achados deste trabalho sugerem esta possibilidade.

As embalagens de leite vazias ndo evidenciaram a presenca de estirpes de

estafilococos coagulase-positivo e de estafilococos coagulase-negativo.

5.2 Ocorréncia dos genes icaA e icaD, potencialmente formadores de
biofilme, nas estirpes isoladas na micro-usina estudada

As Figuras 5 e 6 evidenciam a formacédo de bandas em gel de eletroforese das
estirpes de Staphylococcus spp isoladas portadoras dos genes icaA e/ou icaD.
Verificou-se que 15 (36,6%) das 41 estirpes isoladas mostraram-se portadoras do gene
icaA e 100% do gene icaD.
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Banda de
amostra
com padréo
positivo
para icaA
98pb

100pb

Figura 1. Imagem de gel de eletroforese apds reagdo de PCR, com as estirpes isoladas de
Staphylococcus spp demonstrando a presenga dos genes icaA. CN = Controle
Negativo.

Na Figura 1 a primeira coluna de todas as linhas mostra o marcador de peso
molecular, Ladder 100. E possivel visualizar as estirpes positivas para gene icaA nas
colunas 4, 6, 11, 12, 13, 20 e 24, as quais foram isoladas de amostras de superficie de
tanque; também foram positivas para o gene icaA as estirpes presentes nas colunas 10
e 27, isoladas de amostras de tubulacdes; a das colunas 1, 8, 9, 15, 17 e 25, estirpes

isoladas de leite.
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100pb

Banda de
amostra
com padréo
positivo
para icaD
88pb

Figura 2. Imagem de gel de eletroforese apds reacdo de PCR, com as estirpes isoladas de
Staphylococcus spp demonstrando a presenca dos genes icaD. CN = Controle
Negativo.

Na Figura 2 a primeira coluna de todas as linhas mostra o marcador de peso
molecular, Ladder 100 e todas as estirpes isoladas positivas para o gene icaD.

Na andlise genotipica das 41 estirpes isoladas por meio de PCR obteve-se 16
estirpes de estafilococos coagulase-positivo, 04 (25%) que apresentaram o gene icaA e
das 25 estirpes de estafilococos coagulase-negativo 11 (44%) apresentaram o0 gene
icaA. Tanto as 16 (39,0%) estirpes de estafilococos coagulase-positivo como as 25
(61,0%) estirpes de estafilococos coagulase-negativo apresentaram pelo menos um
gene, o icaD, pressupondo possuirem habilidade genética para formacdo de biofilme
em qualquer superficie.

No presente estudo, foi investigada a presenca dos genes icaA e icaD,
responsaveis por sintetizar os polissacarideos para a adesdo bacteriana as superficies
formando biofilme, em 41 estirpes de Staphylococcus spp isoladas de amostras de leite
oriundas de tanques e das superficies e tubulagdes. Observou-se a presenca do gene

icaA em 15 (36,6%) estirpes e gene icaD em 41 (100,0%) as amostras. Os resultados
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obtidos evidenciaram mais uma vez o0 que a literatura cita sobre a importancia e
presenca desses genes na formacao do biofilme.

MELO (2008), investigou a presenca dos genes icaA e icaD responsaveis pela
sintese do slime em 94 estirpes de S. aureus isoladas de amostras de leite oriundas de
bovinos com mastite subclinica e confirmou que 95,7% das estirpes de S. aureus
possuiam os genes icaA e icaD.

HEILMANN et al. (1997), citado por MELO (2008), relatou que os genes (icaABC)
gue intervém o agrupamento celular e a sintese do PIA foram clonados e sequienciados.
Mais tarde, o gene icaD localizado entre icaA e icaB, também foi identificado. O gene
icaA carreia a N-acetilglicosaminatransferase que, sozinha, exibe baixa atividade de
transferase. A coexpresséo de icaA junto com icaD aumenta a atividade e sintese dos
oligbmeros N-acetilglicosamina.

VASUDEVAN et al. (2003) analisaram estirpes de S. aureus isoladas de
amostras de leite oriundas de bovinos com mastite subclinica e encontraram 100% das
estirpes com os genes icaA e icaD confirmando o potencial desses genes como fator de
viruléncia na patogenia da mastite de ruminantes.

BERNARDI (2005) demonstrou a importancia dos biofilmes e sua ligacdo com o
gene ica nos estafilococos coagulase-negativa oriundos de cateteres venosos, e
encontraram 88,8% das estirpes com gene icaA e 92,5% com gene icaD.

ZIEBUHR et al. (1997) estudaram 88 isolados clinicos de estafilococos, 52
originadas de sangue e 36 oriundos da pele e relataram que 87% (45 de 52) de S.
epidermidis isolados de cateter foram produtores de biofilme, enquanto que apenas
11% (4 de 36) isolados da pele foram produtores de biofilme.

CRAMTON et al. (1999), ARCIOLA et al. (2001), encontraram 61%, e 100%
respectivamente, das estirpes de S. aureus isoladas de infecgcbes em humanos, com 0s
genes icaA eicaD.

ARCIOLA et al. (2002) demonstraram que a segunda fase da formacgéo dos
biofilmes requer a adesina polissacaridica intercelular (PIA), um homopolimero
parcialmente desacetilado com residuo N-acetilglicosamina ligado pela ponte 1-6 beta-

glicosideo, o qual é produzido pelo locus do gene ica.
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ZIEBUHR et al. (1997) demonstraram a existéncia de uma forte correlacao entre

a formacéao de biofilme e presenca do gene de agrupamento ica.

5.3 Ocorréncia de adesdo de estafilococos coagulase-positivo
e estafilococos coagulase-negativo em superficie de aco inoxidavel

A Figura 3 possibilita visualizar, por meio das eletromicrografias, a presenca de
células de estirpes de estafilococos coagulase-negativo e de estafilococos coagulase-
positivo isoladas previamente de tanque de recep¢do antes da higienizacdo, sobre as
superficies de aco inox (AlISI 304) utilizadas como suporte para a formacgéo in vitro de

biofilme.

A B

Figura 3. Eletromicrografia de células aderidas em superficie de aco inox AISI 304 de estirpes
isoladas de tanque de recepcgdo antes da higienizacdo: (A) estafilococos coagulase-
negativo; (B) estafilococos coagulase-positivo.

Na Figura 4, por meio das eletromicrografias, observa-se a presenca de células
de estirpes de estafilococos coagulase-negativo e estafilococos coagulase-positivo
isoladas de tanque de estocagem de leite cru antes da higienizacdo, sobre as
superficies de aco inox (AISI 304) utilizadas como suporte para a formacao in vitro de

biofilme.
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B

Figura 4. Eletromicrografia de células aderidas em superficie de aco inox AlISI 304 de estirpes
isoladas de tanque de estocagem de leite cru antes da higienizacdo: (A) estafilococos
coagulase-negativo; (B) estafilococos coagulase-positivo.

Por meio da Figura 5, é possivel observar, nas eletromicrografias, células de
estirpes de estafilococos coagulase-negativo previamente isoladas de tanque de
estocagem de leite cru apds a higienizacdo e estafilococos coagulase-positivo
previamente isoladas de tanque de estocagem de leite pasteurizado antes da
higienizacao, sobre as superficies de aco inox (AlSI 304) utilizadas como suporte para a

formacéo in vitro de biofilme.

A B

Figura 5. Eletromicrografia de células aderidas em superficie de aco inox AISI 304 de estirpes
isoladas: (A) estafilococos coagulase-negativo de tanque de estocagem de leite cru
apoés a higienizacao; (B) estafilococos coagulase-positivo de tanque de estocagem de
leite pasteurizado antes da higienizacao.

A Figura 6 mostra, pelas eletromicrografias, sobre as superficies de ago inox
(AISI 304) utilizadas como suporte para a formacado in vitro de biofilme, células de
estirpes de estafilococos coagulase-positivo isoladas previamente da tubulacdo da
maquina de envase antes da higienizagao.
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Figura 6. Eletromicrografias de células aderidas em superficie de ago inox AISI 304 de estirpes
isoladas da tubulacdo da maquina de envase antes da higienizacdo: estafilococos
coagulase-positivo.

Através da Figura 7 € possivel visualizar, nas eletromicrografias, sobre as
superficies de aco inox (AlISI 304) utilizadas como suporte para a formacgéo in vitro de
biofilme, células de estirpes de estafilococos coagulase-positivo previamente isoladas

da tubulacdo da maquina de envase ap0s a higienizacéo.

Figura 7. Eletromicrografias de células de estafilococos coagulase-positivo aderidas em
superficie de aco inox AISI 304 de estirpes isoladas da tubulacdo da maquina de
envase apés a higienizacao.

Por meio das eletromicrografias da Figura 8 é possivel visualizar, sobre as
superficies de aco inox (AISI 304) utilizadas como suporte para a formacao in vitro de
biofilme, células de estirpes de estafilococos coagulase-negativo isoladas de amostras
de leite do tanque de recepcdo, do tanque de estocagem de leite cru e do leite
envasado.
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C

Figura 8. Eletromicrografias de células aderidas em superficie de aco inox AISI 304 de estirpes
de estafilococos coagulase-negativo isoladas de: (A) Tanque de recepgédo; (B) Tanque
de estocagem de leite cru; (C) Leite envasado.

As bactérias podem aderir a uma variedade de superficies presentes no
ambiente de industrias processadoras de alimentos, como as superficies de aco
inoxidavel AISI 304, comumente o material mais utilizado em plantas e instalacfes
industriais. Uma vez aderidas, as bactérias podem formar um biofilme microbiano, que
apresenta a caracteristica de dificil remocao de superficies constituindo, assim, uma
fonte potencial de contaminacdo dos alimentos com microrganismos patogénicos e
deterioradores (HOOD & ZOTTOLA, 1995).

Existem varias técnicas avancadas disponiveis para visualizar a formacdo do
biofilme em superficies, porém neste trabalho utilizou-se a microscopia eletrénica de
varredura devido a sua disponibilidade e por ser uma técnica amplamente utilizada em
pesquisas sobre biofilme, além de fornecer bons resultados topograficos assim como ja
comprovado por CABECA, 2006; PIZZOLITTO, 1997; COSTERTON et al., 1999.

Neste estudo, como na investigacao realizada por CABECA (2006), demonstrou-

se visualmente a presenca dos microrganismos sobre as superficies, diferentemente de
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outros pesquisadores, que procuraram avaliar a eficacia de agentes desinfetantes na
eliminagcdo de tais microrganismos aderidos, ou também a resisténcia a sanificantes
quimicos (GIBSON et al, 1999; AUGUSTIN et al., 2004; MARQUES, 2005 ).

A adesdo de células bacterianas, como S. aureus em superficies de vidro e aco
inoxidavel detectado no trabalho de MARQUES (2005) foi também observada por
MAFU et al. (1990) nas superficies de aco inoxidavel, vidro, polipropileno e borracha.
Esses autores verificaram que os microrganismos aderiram em todas as superficies por
eles estudadas.

Deve-se assinalar, contudo, que a adesdo de S. aureus a superficie de aco
inoxidavel nao foi demonstrada por PARIZZ| (1998), ao avaliar a adeséo de S. aureus
ATCC 6538 e Listeria monocytogenes L6a em cupons de aco inoxidavel AISI 304,
policarbonato e polipropileno.

FIGUEIREDO (2000) mostra que, em concentracdes maiores de células, ocorre
maior propor¢cdo de células aderidas. Isso reforca a necessidade de obter alimentos
com baixo nivel de contaminacado microbiana, mesmo antes do processamento, ja que
tal fato implica menor nimero de bactérias aderidas a superficie e, portanto, menor
contaminacdo do alimento que ird entrar em contato com aquela superficie. Tal citagdo
vem confirmar o encontrado nas eletromicrografias do presente estudo, no qual houve
variagbes na quantidade de células aderidas provavelmente devido a variagbes no
ndmero de células inoculadas para o cultivo de biofilme nos cupons de ago inoxidavel.

Por meio das eletromicrografias foi possivel visualizar o slime, caracterizado por
uma massa amorfa que envolve as células bacterianas aderidas entre si formando um
agrupamento e também variagbes na multiplicacdo dos microrganismos no meio de
cultura com os cupons de aco inoxidavel.

ZOLTAI et al. (1981) demonstraram que, ao elevar o tempo de contato do
microrganismo com a superficie, o numero de células aderidas, o tamanho da
microcol6nia e o0 grau de adesdo também aumentam. Além disto, ocorre o incremento
da resisténcia a sanificantes. Assim sendo, a quantidade de células aderidas poderia
ser variada caso trabalhdssemos com maior ou menor tempo de incubacéo. Isso mostra

a importancia de serem feitos intervalos para higienizacdo apdés um periodo de 6 a 8
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horas de processamento, pois pode haver um numero significativo de bactérias
aderidas ao equipamento e as células aderidas no inicio do periodo de trabalho podem
apresentar maior resisténcia ao processo de higienizacao.

Existem na literatura poucos dados disponiveis sobre a adesédo e ou formacgéo de
biofilme de Staphylococcus spp, oriundos de circuitos de beneficiamento de leite, sobre
superficies de aco inoxidavel, o que dificulta a comparacdo dos dados obtidos na
pesquisa.

MARQUES (2005) cita que, para haver formacdo de biofilme, a adesé&o
bacteriana deve estar entre 10° e 10” UFC/cm?, pois valores inferiores a estes poderiam
ser indicios apenas de adesdo. ANDRADE et al.(1998) sugere que seja necessario um
ndmero minimo de 107 células aderidas por cm?, enquanto RONNER & WONG (1993) e
WIRTANEN et al.(1996) consideram biofilme o nimero de células aderidas de 10° e
10° por cm? respectivamente.

Assim como constatado por MARQUES (2005), neste estudo também pode ser
observado, pelas eletromicrografias da microscopia eletrénica de varredura, que 0sS
cupons de ago inoxidavel possuem fendas ou ranhuras que permitem as bactérias se
alojarem e iniciarem sua multiplicacdo. Neste sentido, sabe-se que o aumento de
irregularidades nesta superficie proporciona 0 aumento no nimero de microrganismos
aderidos de modo a possibilitar a formacéo do biofilme.

A analise por microscopia eletronica de varredura evidenciou a capacidade de
estirpes de estafilococos coagulase-positivo e estafilococos coagulase-negativo,
isoladas da micro-usina de beneficiamento de leite, portadoras dos genes icaA e icaD,

de formarem biofilme em superficie de aco inoxidavel.
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6. CONCLUSOES

- Foram isoladas estirpes de estafilococos coagulase-positivo e estafilococos
coagulase-negativo no leite cru, no leite pasteurizado e nas superficies das tubulactes
e dos tanques de estocagem, antes e/ou apO0s a execucdo dos processos de
higienizacéo;

- Todas as estirpes de estafilococos coagulase-positivo e estafilococos
coagulase-negativo isoladas, apresentaram pelo menos um dos genes responsaveis
pela formacdo de biofilmes (icaD), evidenciando, portanto, a sua potencialidade de
aderéncia as superficies e, conseqiente formacao de biofilmes;

- A microscopia eletrbnica de varredura evidenciou que as estirpes de
estafilococos coagulase-positivo e estafilococos coagulase-negativo, foram capazes de
promover a adesdo e a consequente formacdo de biofilme nas superficies de aco
inoxidavel;

- Tais achados sdo preocupantes principalmente se considerada a capacidade
enterotoxigénica de algumas estirpes de estafilococos coagulase-positivo e
estafilococos coagulase-negativo, fato este que pode significar a ocorréncia de riscos

para a saude publica.
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