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VALIACAO DA EFICIENCIA DE DIFERENTES DESINFETANTES SOBRE
BIOFILMES DE Bacillus cereus EM SUPERFICIES DE ACO INOXIDAVEL

RESUMO - As espécies do grupo do Bacillus cereus sdo comumente ocorrentes na
cadeia produtiva de leite e derivados e frequentemente estdo envolvidas em
doencas transmitidas por alimentos. Constituem uma preocupacdo constante a
industria de lacteos, por conta de sua capacidade de formar biofilmes em superficies
sélidas, ocasionando a contaminacdo persistente dos produtos processados e
representando risco a saude publica. Objetivou-se neste estudo verificar a
distribuicdo e ocorréncia de linhagens e genes especificos relacionados a formacao
de biofilmes de Bacillus cereus isolados dos diversos estagios da cadeia produtiva
de leite e produtos lacteos, classifica-los quanto a potencialcialidade em formar
biofilmes, e ainda, avaliar a atuacao e eficiéncia do acido peracético e do hipoclorito
de sddio junto ao sistema “clean in place”, simulado em escala piloto, sobre biofilmes
formados em superficies de aco inoxidavel em contato com o leite. Para tanto, foram
isolados microrganismos do grupo do Bacillus cereus de propriedades leiteiras,
industrias e produtos lacteos, identificados genes especificos (sipW, tasA, Spo0A e
PIcR) por sequenciamento gendmico e avaliada a capacidade de formar biofilmes
em microplacas de poliestireno. Selecionou-se um isolado sabidamente produtor de
biofilmes, e por meio de contaminacdo experimental, induziu-se a adesdo em
superficies de cupons de aco inoxidavel, em trés circunstancias distintas, incluindo
contaminacdo por esporos, células vegetativas, e contaminacdo seguida de
pasteurizacdo. Na sequencia, os cupons foram submetidos a acdo do acido
peracético e do hipoclorito de sédio, aplicando-os no sistema “clean in place”,
realizado em escala piloto. Dentre 69 isolados, 98,5% foram classificados como
moderados produtores de biofilmes. Os isolados pertencem aos grupos filogenéticos
I, 1, IV, V e VI, e os genes em estudo apresentaram alta ocorréncia entre os
isolados, estando igualmente distribuidos ao longo de toda cadeia produtiva,
inclusive nos produtos lacteos. A adesdo dos microrganismos as superficies dos
cupons alcancou 6,3x10° a 3,1x10°UFC/cm?, resultando entre 3,0x10* e
8,1x108UFC/cm? ao final do processo de sanitizacdo. Os resultados demonstraram
qgue o controle de biofilmes é fundamental e igualmente importante nos diversos
estagios da cadeia produtiva, mas especialmente nas operacdes de obtencdo de
leite, por possibilitar a redu¢do da carga contaminante inicial e consequentemente
promocdo da seguranca dos alimentos, ja que uma vez instalados, estes
microrganismos podem formar biofilmes e disserminar-se pela linha de
processamento. A acdo do acido peracético e do hipoclorito de s6dio demostraram
desempenhos semelhantes nas 3 circunstancias estudadas, mas nao foram
suficientemente eficazes nas condi¢cdes do presente estudo, quando usados no
sistema “Clean in place” para a remogao de B. cereus s.s. aderidos a superficies de
aco inoxidavel do tipo AISI 304 submersas em leite.

Palavras-chave: Produtos lacteos, seguranca dos alimentos, sequenciamento
gendmico



EVALUATION OF THE EFFICIENCY OF DIFFERENT DISINFECTANTS ON
Bacillus cereus BIOFILMS IN STAINLESS STEEL SURFACES

ABSTRACT - Species included in B. cereus group are widely distributed in dairy
environment and were frequently involved in foodborne diseases. They are
considered as a concern for dairy industries despite they pose a risk for public health,
also despite the able to biofilm formation on stainless steel surfaces, causing the
persistent contamination of processed dairy products. This study aimed to investigate
if specific strains and genes for biofilm formation are significantly distributed and
overpresented in distinct stages of dairy production chain, classifies the potential for
biofilm formation, and evaluate the performance and efficiency of peracetic acid and
sodium hypochlorite, on a pilot scale simulated clean in place, on biofilms in the
stainless steel surfaces in contact with milk. Bacillus cereus microorganisms from
dairy farms, industries and dairy products were identified, specific genes (sipW, tasA,
Spo0A and PIcR) were identified by genomic sequencing and to form biofilms was
performed using polystyrene microplates. Was selected one isolate known to
produce biofilms, and by means of experimental contamination, adhesion was
induced on stainless steel coupon surfaces, in three different circumstances,
including spore contamination, vegetative cells, and contamination followed by
pasteurization. In the sequence, the coupons were subjected to the action of
peracetic acid and sodium hypochlorite, applying them to the clean in place system,
performed on a pilot scale. Among 69 isolates, 98.5% were classified as moderate
biofilm producers. The isolates belong to phylogenetic groups 11, Ill, IV, V and VI, and
a high prevalence of genes was shown, which were well distributed to dairy
production chain including dairy products. The adhesion of the microorganisms to the
surfaces of the coupons reached 6.3x10° to 3.1x107CFU/cm?, resulting between
3.0x10* and 8.1x10°CFU/cm? at the end of the sanitization process. The results
showed that the control of biofilms is fundamental and equally important in the
various stages of the production chain, but especially in the operations of obtaining
milk, by enabling the reduction of the initial contaminant load and consequently
promotion of food safety, since once installed, these microorganisms can form
biofilms and assay themselves through the processing line. The peracetic acid and
sodium hypochlorite were similar performance, but were not sufficiently effective to
control biofilms on conditions of this study, when used on a "clean in place” for the
removal of B. cereus s.s. adhered to stainless steel surfaces of type AISI 304
submerged in milk.

Keywords: Dairy products, food safety, genomic sequencing



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO

Os membros do género Bacillus estdo entre as bactérias mais ocorrentes em
fazendas leiteiras e unidades de processamento. S&o considerados um seério
problema para a industria de produtos lacteos, pois sdo microrganismos formadores
de esporos altamente resistentes aos tratamentos térmicos aplicados ao leite, e que
ainda utilizam estratégias bem-sucedidas para se disseminar e persistir em linhas de
producéao.

Além disso, os microrganismos do grupo do Bacillus cereus tém alto potencial
deteriorante e toxigénico, estando frequentemente envolvidos em doencas
transmitidas por alimentos (DTASs). Aliado a isso, o grupo do Bacillus cereus é capaz
de formar biofilmes em superficies sdlidas, como a borracha, o poliestireno e o aco
inoxidavel. Quando ocorre nas linhas de processamento, os biofilmes geralmente se
formam em locais de dificil limpeza, tornando-se importantes fontes de
contaminacgdo recorrente dos produtos, fato que o torna um potencial risco a saude
publica.

Uma vez instalado em linhas industriais, os biofilmes s&o dificiimente
removidos. Neste sentido, estratégias que visam impedir o acesso destes
microrganismos as linhas de producdo sdo fundamentais em seu controle.
Entretanto, trata-se de um microrganismo de distribuicdo ubiqua, e sendo assim, as
fontes de contaminacédo das linhas sdo numerosas. Portanto, as medidas de controle
devem ser eficazes para reduzir as fontes de recontaminacdo ocasionadas pelos
biofilmes.

A formacdo de biofilmes envolve uma série de mecanismos complexos e
conhecer o seu processo de producdo e regulacdo € fundamental na busca de
medidas de combate eficientes e consequentemente por solugbes desta
problematica. Os procedimentos de limpeza aplicados na industria contam com uma
gama de principios com este fim, mas conhecer os efeitos ocasionados por estes
desinfetantes a nivel celular pode ser um grande passo na formulagéo de estratégias

de controle mais eficazes.



Nesse contexto, o objetivo geral deste estudo foi avaliar a eficiéncia de
diferentes desinfetantes frente a biofiilmes do grupo do Bacillus cereus em
superficies de aco inoxidavel. Os objetivos especificos foram:

e Investigar se linhagens de B. cereus e genes especificos envolvidos na
formacéo de biofilmes destes microrganismos estao significativamente distribuidos e
representados nos diversos estagios da cadeia produtiva de leite e em produtos
lacteos.

e Avaliar a capacidade dos isolados de B. cereus formar biofilmes em placas de
poliestireno e classifica-los em trés categorias; fracos, moderados ou fortes
formadores de biofilmes.

e Avaliar a atuacéo e eficiéncia do acido peracético e do hipoclorito de sédio
junto ao sistema “clean in place”, simulado em escala piloto, sobre biofilmes de
Bacillus cereus s.s. formados em superficies de aco inoxidavel em contato com o

leite.

2. REVISAO DE LITERATURA

O género Bacillus, pertencente ao filo Firmicutes, que compreende um grupo
diverso de microrganismos Gram-positivos, em forma de bastdo, aerdbios ou
anaeroébios facultativos, que podem formar esporos. Células vegetativas e esporos
do género Bacillus podem ser isolados em varios ambientes (SCHLEIFLER;
WHITMAN, 2009).

Estudos demonstram que essa variedade de nichos ecolégicos inclui tecidos
de insetos e nematddeos (JENSEN et al., 2003; RUAN et al., 2015), ou de plantas
(EHLING-SCHULZ et al., 2015). A alta diversidade de habitats do género Bacillus é
reflexo do polimorfismo genético desta espécie (HELGASON et al., 2004).

Segundo Mols e Abee (2011) os membros mais estudados do género e
consequentemente mais bem conhecidos s&o Bacillus subtilis, usado em
fermentacdes alimentares (TAMANG; WATANABE; HOLZAPFEL, 2016) e como
probidtico (CUTTING, 2011; ELSHAGHABEE et al., 2017); Bacillus thuringiensis, o
inseticida biolégico mais utilizado no mundo, por produzir inclusdes cristalinas de

proteinas toxicas para um grande numero de insetos e nematodeos (PALMA et al.,



2014); Bacillus cereus, patégeno de notavel envolvimento em DTAs (STENFORS
ARNESEN et al., 2008) e Bacillus anthracis, uma potencial arma biolégica devido a
sua alta toxicidade, causador do antraz, doenca grave aguda (HELGASON et al.,
2014). Os membros do grupo B. cereus tém um impacto significativo na saude
humana, na agricultura e na industria alimentar (RASKO et al., 2005).

O grupo do Bacillus cereus, também conhecido por Bacillus cereus sensu lato
(s.l.), é composto por oito espécies distintas: Bacillus cereus sensu stricto (s.s.)
(SMITH et al, 1952; SOMERVILLE; JONES, 1972), Bacillus thuringiensis
(NAKAMURA, 1994; SMITH et al.,, 1952; SOMERVILLE; JONES, 1972), Bacillus
mycoides (LECHNER et al., 1998; NAKAMURA, 1998; NAKAMURA; JACKSON,
1995), Bacillus pseudomycoides (NAKAMURA, 1998), Bacillus anthracis (LOGAN et
al.,, 1985, SMITH et al, 1952; SOMERVILLE; JONES, 1972), Bacillus
weihenstephanensis (LECHNER et al.,, 1998), Bacillus cytotoxicus
(GUINEBRETIERE et al., 2013) e Bacillus toyonensis (JIMENEZ et al., 2013), além
de outras quatro espécies com proposta de inclusdo, Bacillus wiedmannii sp. nov
(MILLER et al., 2016), Bacillus bingmayongensis sp. nov. (LIU et al., 2015), Bacillus
manliponensis sp. nov. (JUNG et al., 2011) e Bacillus gaemokensis sp. nov. (JUNG
et al., 2010). Estas espécies sao classificadas por caracteristicas fenotipicas
(SCHLEIFER; WHITMAN, 2009).

Entretanto, a identificacdo e as relacdes filogenéticas das bactérias no grupo
Bacillus cereus sé@o controversas, pois devido a alta similaridade de seus genomas
(LIU et al., 2015; WANG; ASH, 2015) a diferenciacdo das espécies do grupo nao é
precisa, mesmo utilizando métodos moleculares (HELGASON et al.,, 2000;
CAAMANO-ANTELO et al., 2015). Ndo por acaso, o género Bacillus passou por
mudancgas taxonOmicas consideraveis ao longo do tempo (ELSHAGHABEE et al.,
2017).

Apesar disso, a taxonomia e identificacdo dos isolados dentro do grupo B.
cereus é fundamentalmente importante, e tém sido amplamente estudados usando
varios meétodos genotipicos e fenotipicos (RASKO et al., 2005; LIU et al., 2015). No
passado, a classificagdo das bactérias deste grupo em diferentes espécies ocorria
de acordo com as sequéncias do gene 16S rRNA e caracteristicas como a presenca

ou auséncia de plasmideos de viruléncia (B. anthracis e B. thuringiensis), morfologia



das colbnias (B. mycoides e B. pseudomycoides), capacidade psicrofilica ou
termotolerante (B. weihenstephanensis e B. cytotoxicus) e outras caracteristicas
pouco definidas (B. cereus, associado a vomitos e intoxicacbes diarreicas). No
entanto, devido ao fato de varias espécies do grupo estarem intimamente
relacionadas, dificilmente o grupo apresentou um tipo de classificacdo satisfatoria, e
sem duvida, os plasmidios desempenham um papel critico na discriminacdo das
diferentes espécies deste grupo, j& que eles podem ser facilmente transferidos ou
perdidos ao longo da histéria evolutiva (LIU et al., 2015; KOVAC et al., 2016).

Dentre os métodos genotipicos utilizados no intuito de diferenciar membros do
grupo estao as analises de genes unicos (i.e., gyrB e plcR) (CHEN; TSEN, 2002; KO
et al., 2004), polimorfismo do comprimento de fragmento amplificado (AFLP) (HILL et
al., 2004) e analise tradicional de sequéncias de mdultiplos locus (tMLSA) (SOROKIN
et al., 2006; KO et al., 2004; SOUFIANE; BAIZET; COTE, 2013). Entretanto, apesar
de fornecerem informacdes importantes sobre a diversidade genética e as relacdes
filogenéticas dentro do grupo, estes métodos ndo puderam produzir classificacdes
convincentes (LIU et al., 2015). Neste contexto, as relacdes filogenéticas e
taxondmicas das bactérias do grupo B. cereus ainda estdo em discussdes intensas e
muitas vezes até controversas (HELGASON et al.,, 2000; RASKO et al.,, 2005;
ZWCIK et al., 2012; OKINAKA; PEARSON; KEIM, 2006; SOUFIANE; BAIZET,;
COTE, 2013; CAAMANO-ANTELO et al., 2015).

Guinebretiére et al. (2008) construiram e propuseram uma estrututa
“ecotipica” dividida em sete grupos filogenéticos, determinados utilizando padrdes de
fluorescéncia de polimorfismo do comprimento de fragmento amplificados,
sequéncias de genes ribossomais, sequéncia parcial do gene panC, assinaturas da
sequéncia de DNA “psicrotolerante”, além de dados fenotipicos e descritivos de
psicrotolerancia. Foram identificados sete grupos filogenéticos principais, sendo:
Grupo |, B. pseudomycoides; Grupo Il, B. cereus e B. thuringiensis; Grupo lll, B.
cereus, B. thuringiensis e B. anthracis; Grupo IV e Grupo V, B. cereus e B.
thuringiensis; Grupo VI, B. weihenstephanensis, B. mycoides e B. thuringiensis; e
por fim, Grupo VII, composto exclusivamente pelo B. cereus. Esta classificacdo tem

importantes consequéncias praticas, atribuindo ao grupo Ill o maior risco a



intoxicacdo alimentar, relatado como citotoxico (GUINEBRETIERE et al., 2008;
GUINEBRETIERE et al., 2010).

O grupo do B. cereus € comumente ocorrente em propriedades leiteiras e em
plantas de processamento, e por conta disso, constituem uma grande preocupacao
para a industria de laticinios por seu envolvimento nas ocorréncias de DTAs
(SIMOES et al., 2010; KUMARI; SARKAR, 2016).

Trata-se de um dos agentes mais frequentemente envolvidos em surtos de
toxinfecgbes alimentares (FRICKER et al., 2007; BENNETT et al, 2013;
MESSELHAUSSER et al, 2014; TEWARI; ABDULLAH, 2015), provocando sintomas
emeéticos ou diarreicos. Os primeiros ocasionados pela ingestdo de toxinas
secretadas no alimento, um peptideo ciclico ndo ribossémico altamente téxico e
resistente a temperaturas de cozimento, e o segundo induzido pela ingestdo dos
microrganismos contidos nos alimentos, que se multiplicam no intestino e produzem
enterotoxinas (EHLING-SCHULZ et al., 2015).

B. cereus s.s. é a espécie de maior importancia dentro do grupo em relagéo a
seguranca dos alimentos, estando envolvido em 19% dos surtos reportados nos
Estados Unidos entre 1998 e 2008 (BENNETT et al., 2013).

Uma das caracteristicas que denotam a importancia do controle do Bacillus
cereus no inicio da cadeia leiteira é a capacidade de sobrevivéncia aos processos
de pasteurizacdo (EVELYN et al., 2015). Diversos trabalhos relatam a presenca do
Bacillus cereus s.s. toxigénico em produtos comerciais termicamente tratados na
indUstria, inclusive ao tratamento térmico por Ultra Alta Temperatura (UAT) (VIDAL
et al., 2016).

Em estudo realizado por Reis et al. (2013) foram isoladas cepas diarreicas de
um total de 260 amostras de leite UAT, leite pasteurizado e leite em po, vendidos em
estabelecimentos comerciais e de diferentes marcas. Destes, foram obtidos 63
isoladas de leite e produtos lacteos, dos quais 20 (31,7%) apresentaram capacidade
toxigénica.

Vidal-Martins et al. (2005) pesquisaram microrganismos do grupo do Bacillus
cereus em 300 amostras de leite (36 amostras de leite cru, 55 de pasteurizado e 27
de UAT) e obtiveram isolados em 12, 24 e 24 delas, respectivamente, sendo que

50,0% dos isolados de amostras de leite cru, 20,8% de pasteurizado e 75,0% de
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UAT demonstraram atividade toxigénica. Ha também relatos de isolamento de B.
cereus com atividade toxigénica em amostras de leite em pdé (REYES, 2007) e leite
fermentado (WONG et al., 1988).

Sabe-se, porém, que outras espécies além do B. cereus s.s. também sé&o
consideradas como produtoras de toxinas, como o B. thuringiensis, B.
weihenstephanensis, B. mycoides e B. pseudomycoides (PRUR et al., 1999;
SWIECICKA; VAN DER AUWERA GA; MAHILLON, 2006; REJASSE et al., 2012;
HARIRAM; LABBE, 2015), demonstrando a complexidade em relag&o ao real risco a
saude publica em relacéo ao leite e produtos lacteos (KOVAC et al., 2016). O risco a
saude publica pode ser ainda maior considerando o consumo de produtos do
mercado informal (YOBOUET et al., 2014).

E importante ressaltar que o grupo do B. cereus possui importancia para a
cadeia produtiva ndo somente pelo risco de toxinfec¢des, mas também por acarretar
problemas de deterioracdo e reducdo da vida de prateleira dos produtos, por
produzirem enzimas extracelulares como lipases, proteases, lecitinases e
fosfolipases (JONGHE et al., 2010; SIMOES et al., 2010; KUMARI; SARKAR, 2016).

Em decorréncia disso, podem ser observados diversos defeitos tecnolégicos
como rancificacdo, sabores indesejados como o amargo e reducao do rendimento
industrial (KUMARI; SARKAR, 2016). Além da alteracdo de sabor, a acdo das
proteases e lipases pode ocasionar outros problemas como a perda de consisténcia
e gelatinizacdo ao longo da “shelf life” do leite (CHEN et al, 2003). Apesar das
formas vegetativas serem eliminadas pelos tratamentos térmicos aplicados ao leite,
as enzimas proteoliticas que atuam sobre a caseina podem permanecer viaveis
mesmo ao tratamento de ultra alta temperatura (UAT) (NORNBERG et al, 2009).
Estima-se que a industria de produtos lacteos tenha perdas de até 30% de seus
produtos, ocasionados por deterioragdes deste tipo (SAMARZIJA et al., 2012).

Dentre os fatores associados a contaminacdo de produtos lacteos pelo grupo
do B. cereus, destaca-se sua capacidade em se aderir e formar biofilmes em
superficies solidas, que acarreta problemas e consequéncias consideraveis a
indastria (SALUSTIANO et al.,, 2009; KUMARI; SARKAR, 2016; RIBEIRO et al.,
2017).
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Os biofilmes s&o comunidades bacterianas altamente estruturadas, aderidas a
superficies bibticas ou abioticas, que permitem que as bactérias cooperem entre Si
no intuito de se protegerem e sobreviverem a condigbes e ambientes hostis
(SIMOES et al., 2010; PASVOLSKY et al., 2014). Essas comunidades complexas
sdo preponderantes para que o grupo do B. cereus seja capaz de colonizar
diferentes ambientes. Juntamente com a capacidade de esporular, elas conferem a
bactéria uma alta resisténcia a varios fatores de estresse e uma alta capacidade
adesiva em Vvarios substratos, incluindo o ago inoxidavel, material amplamente
utilizado nas industrias de produtos lacteos (KUMARI; SARKAR, 2016; MAJED et al.,
2016).

N&o por acaso, o ago inoxidavel é um dos materiais mais utilizados na
industria de alimentos, j& que corresponde aos requisitos esperados dos materiais
gue entram em contato com alimentos: exigi-se um material que por si sO, nao altere
a natureza quimica, microbiolégica e organoléptica dos produtos; deve ser um
material facil de limpar para garantir a higiene dos produtos alimentares e; deve ser
resistente, incluindo neste caso, 0s processos de corrosdo e envelhecimento
(MARCHAND et al., 2012). Este ultimo fator, contribue fortemente para a preferéncia
da industria lactea ao aco inoxidavel, somado a suas caracteristicas fisicas,
coeficiente de expanséo, condutividade térmica e facilidade de uso (BREMER et al.,
2009). O processamento do leite requer material resistente a corrosédo em condi¢ées
alcalinas e/ ou acidas (BOULANGE-PETERMANN et al., 1997), e por conta disso a
industria de laticinios emprega o aco inoxidavel ha mais de 6 décadas em quase
todos os segmentos da cadeia de produtos lacteos (MARCHAND et al., 2012).

Porém, sua microtopografia € composta por ranhuras e fendas (SCHMIDT et
al., 2012), que possibilitam a formacdo de biofilmes fortemente aderidos a este tipo
de substrato (MAJED et al., 2016).

Por outro lado, ainda é dificil definir materiais alternativos para competir com o
aco inoxidavel na industria do leite, devido as tecnologias de processamento. No
entanto, apesar do uso limitado ha materiais que podem e sdo aplicados em
algumas operagbes, como os plasticos, freqlientemente usados em correias
transportadoras, e as borrachas, tais como a borracha de mondémero de etileno e

propileno-dieno (EPDM) e a borracha de nitrilo-butilo (NBR), que se encontram entre



12

0s materiais de vedacdo mais utilizados em equipamentos de processamento de
leite (FAILLE; CARPENTIER, 2009).

Hayrapetyan et al. (2015a) demonstraram a maior formacao de biofilmes em
superficies de acgo inoxidavel comparativamente a outros materiais, como o0
poliestireno, possivelmente devido a quantidade de ferro livre disponivel.

Nas plantas de processamento de produtos lacteos, os biofiimes podem se
formar até mesmo em ferramentas de limpeza e manuseio, além de praticamente
todas as superficies em contato com o leite, como pasteurizadores, tanques de
armazenamento, maquinas de envase e embaladeiras, representando também
fontes de contaminacdo pés-pasteurizacdo (ENEROTH et al., 2001; FAILLE et al.,
2014; MAJED et al., 2016).

A transicdo do estado planctonico para o biofilme é desencadeada por uma
variedade de fatores ambientais e fisiologicos, disponibilidade de nutrientes,
estresse celular e inclui-se também a deteccdo de “quérum sensing”. Podem
envolver uma Unica espécie bacteriana e/ou mdultiplas, formar uma Unica simples
camada ou mesmo estruturas tridimensionais (MARCHAND et al., 2012).

A formacao de biofilmes ocorre fundamentalmente em etapas, como ilustrado

no Figura 1.

Figura 1. Etapas do desenvolvimento de biofiimes bacterianos. Stoodley et al., 2002.

Etapa 1: Fixacéao inicial das células a superficie. Etapa 2: Producao de EPS resultando em
anexo ‘irreversivel" mais firmemente aderido. Etapa 3: Desenvolvimento precoce da
arquitetura do biofilme. Etapa 4: Maturagdo da arquitetura do biofilme. Etapa 5: Disperséao de
células individuais do biofilme.


http://onlinelibrary.wiley.com/enhanced/figures/doi/10.1111/j.1541-4337.2011.00183.x#figure-viewer-f1
http://onlinelibrary.wiley.com/enhanced/figures/doi/10.1111/j.1541-4337.2011.00183.x#figure-viewer-f1
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Inicialmente as células entram em contato com uma superficie e promovem
uma adesdo. As células anexadas irdo produzir uma matriz extracelular e se
multiplicar, formando assim o que se denomina microcolonia. A partir desta pode-se
evoluir para um biofilme maduro com uma estrutura complexa e tridimensional, que
evolui tendendo a uma adesdo que dificilmente sera rompida. Na fase final da
formacao do biofilme, as células podem se desprender, seja de forma passiva por
conta de fatores extrinsecos, como tensdo por turbilhonamento ou mudancas
drasticas de fluxo; ou por mecanismos inerentes aos proprios residentes do biofilme,
como a disponibilidade de nutrientes por exemplo (STOODLEY et al., 2002; WIJAM
et al., 2007; MAJED ET AL., 2016).

Dentro deste biofilme os microrganismos podem fisiologicamente se
diferenciar em esporos altamente resistentes e adesivos, que aumentardo a
resisténcia da bactéria aos antimicrobianos ou aos procedimentos de limpeza,
conforme a necessidade e de acordo com as circunstancias da estrutura
tridimensional, como a difusdo de nutrientes e limitacdo de oxigénio (STOODLEY et
al., 2002; GHIGO, 2003; WEBB et al., 2003; MAJED ET AL., 2016).

Os biofilmes associados as industrias de processamento de lacteos,
geralmente se desenvolvem na dependencia de uma camada de condicionamento
para que ocorra a formacéao, ou seja, através do acumulo de matéria organica sobre
as superficies metalicas, principalmente de compostos inorganicos e organicos do
leite, que possibilitam entdo a colonizacdo bacteriana (MARCHAND, et al., 2012;
RIBEIRO et al., 2017). Os filmes condicionantes possibilitam que os biofilmes se
desenvolvam, mudam as superficies conforme as propriedades fisico-quimicas do
leite, e influenciam a taxa e a extensdo da ligacdo microbiana, podendo afetar
também a ordem dos eventos de ades&o e formacdo de biofilmes (SIMOES et al.,
2010).

As populagbes que residem os biofilmes se apresentam com grande
heterogeneidade, com diversos estagios celulares ou mesmo consorciadas a outras
espécies bacterianas (MAJED et al., 2016). Estudos ja& demonstraram a diversidade
de espécies ao longo de plantas de processamento, inclusive com predominancia do

género Bacillus, entre 37% e 44%. Os demais géneros incluem Lactobacillus,
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Streptococcus, Lactococcus, Staphylococcus, Micrococcus, Shigella, Citrobacter,
Flavobacterium, Klebsiella e Proteus. Inclui-se ainda espécies como E. coli e
Enterobacter aerogenes (SHARMA; ANAND, 2002).

Os microrganismos deste grupo ganham vantagem competitiva sobre varias
espécies por conta da habilidade em formar esporos e iSso aumenta seu sucesso na
instalacdo de biofilmes principalmente devido a reducdo da concorréncia resultante
do tratamento térmico aplicado ao leite. Devido a esporulagdo, o Bacillus cereus
sobrevive a pasteurizacdo e, ap6s germinacdo, as células estdo livres da
competicdo com outras células vegetativas (SHARMA; ANAND, 2002).

Embora a pasteurizacdo seja conhecida por inativar as células vegetativas,
sabe-se que o0s esporos de B. cereus sado altamente resistentes ao calor e
geralmente ndo sao afetados por fatores fisicos, quimicos e biol6gicos (GAILLARD
et al., 1998; GONZALEZ et al., 1999).

O perfil da resisténcia ao calor em uma espécie bacteriana é um fenbmeno
complexo que depende do estado fisiolégico de espécies especificas, do meio de
aquecimento, dos fatores intrinsecos e extrinsecos (DESAI; VARADARAJ, 2010).

Estudos demonstram que a capacidade de sobrevivéncia destas cepas a
pasteurizacdo é de cerca de 70% da populacao presente (GRIFFITHS et al., 1989).

Mijacevic e Samardzija (1996) relatam que o tratamento térmico do leite
destr6i de 99,78% a 99,99% dos microrganismos presentes. Entretanto, outros
estudos demonstraram que esporos do Bacillus cereus resistem ao tratamento UAT
(135 a 150°C por dois a quatro segundos) (CHRISTIANSSON; BERTILSSON;
SVENSSON, 1999).

A esporulagdo também ocorre dentro de biofilmes, as vezes em niveis muito
altos, sugerindo um papel potencialmente significativo para os esporos derivados de
biofilmes na contaminacdo dos alimentos com B. cereus, pois estes sao altamente
resistentes e adesivos (SCOTT et al.,, 2007; FAILLE et al., 2014). As propor¢des
podem atingir 90% do total de células residentes viaveis (WIJMAN et al., 2007).

Se for permitida a secagem das areas contaminadas antes dos
procedimentos de limpeza, como por exemplo, em tanques ou tubos parcialmente
preenchidos ou mesmo em superficies abertas, o nivel de esporulacdo seria ainda

maior entre os residentes dos biofilmes. Entretanto, esporos obtidos de biofilmes
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secos apresentaram menor resisténcia ao calor comparativamente aos biofilmes
umidos (HAYRAPETYAN et al., 2016).

O desprendimento de esporos de biofilmes no ambiente de processamento de
alimentos é critico, pois eles geralmente se acumulam em areas dificeis de limpar,
por exemplo, fendas, valvulas, juntas e fundos cegos (SHARMA; ANAND, 2002).

Por conta disso, a adesédo as superficies de equipamentos é considerada um
dos principais fatores para a contaminacao do leite e produtos lacteos, permitindo
contaminagdes recorrentes e, dessa forma, tornando-os fontes importantes de
contaminacédo (KUMARI; SARKAR, 2014; SHAHEEN et al., 2010).

Este tipo de contaminacdo desempenha papel fundamental na persisténcia e
disseminacdo deste microrganismo, pois além de representar um grave risco para a
saude publica, o que torna seu controle um grande desafio (BRANDA et al., 2005;
KUMARI; SARKAR, 2016; MAJED et al., 2016).

Além do risco de recontaminacdo, os biofilmes catalisam o0s processos
quimicos e bioquimicos das corrosdes em tubulacfes e equipamentos, ocasionando
reducdo da transferéncia de calor e consequentemente, reduzindo a eficiéncia dos
processamentos térmicos (KUMARI; ANAND, 1998).

Dentre os aspectos moleculares e fisiologicos que desencadeiam e regulam a
formacdo de biofilmes incluem varias macromoléculas extracelulares produzidas
pelo maquinério celular e especificamente exigidas para a formacdo da matriz
extracelular, além de elementos celulares envolvidos na formacdo de biofilmes,
como flagelos ou proteinas de superficie celular, e a rede complexa de regulacéo
génica que a controla e que também esta relacionada a outras funcdes celulares
(MAJED et al., 2016).

Os flagelos sdo um elemento importante para a formacédo de biofilmes e
fundamentais a dinamica celular na estrutura dos mesmos, porém, ndo sao
preponderantes. No caso dos microrganismos do grupo do B. cereus sao os flagelos
que os possibilita alcancar condicdes adequadas a formacdo de biofilmes em
ambientes estaticos submersos; carrear e aumentar a troca de nutrientes dentro do
biofiime; e ainda, estender o alcance destes biofilmes, disseminando coldnias
(HOURY et al., 2010; MAJED et al., 2016).
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Estudos comparando os genomas de B. cereus ATCC 14579 e ATCC 10987
indicaram que existem muitas diferencas entre essas cepas quanto a caracteristicas
importantes para a formacdo de biofilmes, incluindo diferengas em genes para
sintese de capsulas de polissacarideos e genes possivelmente envolvidos na
glicosilacdo de flagelos e flagelinas (RASKO et al., 2004). Neste sentido espera-se
gue haja uma diversidade de interacdes e mecanismos que regulem a intensidade
da expressdo de genes e sinais necessarios a formacdo dos biofilmes dentro da
espécie.

O grupo do B. cereus quando constituem biofilmes se diferem dos homologos
em estado plancténico em algumas propriedades da superficie celular (MAJED et
al., 2016). Tran et al. (2010) demonstraram que uma peptidase de superficie celular,
intitulada CwpFM, esta envolvida na na adesdo a células epiteliais, formacédo de
biofilmes, vacuolizacdo de macréfagos e viruléncia.

Os biofilmes séo incorporados em uma matriz autoproduzida cujos elementos
estruturais sdo exopolissacarideos, proteinas e &cido nucleico oriundo de lise celular
bacteriana, denominado pela comunidade cientifica como DNA extracelular
(STEINBERGER; HOLDEN, 2005; FLEMMING; WINGENDER, 2010). Este ultimo é
conhecido ha muitos anos em espécies Gram negativas como a P. aureginosa, que
produzem quantidades substanciais de lise celular (VILAIN et al, 2009) e a
Variovorax paradoxus, e também em Gram positivas, incluindo Rhodococcus
erythropolis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus
pneumoniae (STEINBERGER; HOLDEN, 2005; GARCIA; LOPEZ, 2006; IZANO et
al., 2008; MOSCOSO; QIN et al., 2007).

Numa analogia com a apoptose de eucariotos superiores, as comunidades
bacterianas residentes nos biofilmes podem exercer presséao seletiva para a morte
celular programada, eliminando individuos com danos celulares que possam
comprometer a populacado, reduzindo a concorréncia a nutrientes entre os individuos
saudaveis que permanecem e favorecendo o beneficio coletivo. Aléem disso, com a
lise celular libera DNA gendmico, que passa a ser um componente estrutural da
matriz do biofilme, o que suporta a ideia de que a lise celular contribui para a
estabilidade da estrutura global do biofilme (BAYLES, 2007).
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A autdlise e liberacdo de DNA desempenha papel importante também na
orientacdo espacial dos biofilmes, modulando o comprimento das cadeias
bacterianas (BAYLES, 2007; TRAN et al., 2010).

O DNA resultante da autolise de B. cereus € observado especificamente em
biofilmes e tem sido relatado como sendo necessario para adesao em superficies de
poliestireno ou vidro. Entretanto, as possiveis interagcdes entre o DNA e outros
componentes da matriz do biofilme, e ainda, os mecanismos moleculares de
regulacdo da produgédo deste DNA nos biofilmes ainda sdo pouco esclarecidos
(MAJED et al., 2016).

Os mecanismos que envolvem a regulacéo génica e controle da formacéo de
biofilmes no grupo do B. cereus compdem um circuito complexo e dependente de
uma série de elementos, incluindo fatores de transcricdo e reguladores para os
genes envolvidos. Esse circuito € bastante estudado em B. subtilis e B. thuringiensis,
mas poucos genes envolvidos na formacéo de biofilmes tém sido caracterizados em
B. cereus s.s. e 0s mecanismos especificos de sua rede reguladora sdo pouco
esclarecidos (HAMON; LAZAZZERA, 2001; KEARNS, et al., 2005; PFLUGHOEFT,
et al., 2011; FAGERLUND et al., 2014; LINDBACK et al., 2012; CARO-ASTORGA et
al., 2015; GAO et al., 2015).

Em B. subtilis a matriz de biofilme contém trés proteinas estruturais TasA,
TapA e BslA. A proteina BslA formam um envelope hidrofobico, enquanto TasA se
reine em fibras amildides que se ligam a parede celular por TapA, resultando em
uma rede de fibras que fortalecem o biofiime (ROMERO et al., 2011). Nesta espécie,
0S genes tapA e tasA estdo incluidos no operon tapA-sipW-tasA, onde sipW codifica
uma peptidase de sinal, que libera as duas proteinas TapA e TasA para 0 meio
extracelular. Entretanto, ndo ha “paralog” de bslA ou tapA no genoma B. cereus s.s.,
mas tasA tem dois “paralogs”. Um € tasA, incluido no operon sipW-tasA, e o outro é
CALY, gue esta localizado ao lado de sipW-tasA. Entretanto CALY parece ndo se
manter constante no B. cereus (CARO-ASTORGA et al., 2015).

Essencialmente a matriz de biofiimes de B. cereus s.s. contém proteinas
estruturais codificadas pelo operon sipW-tasA que é reprimido pelo regulador SinR,
que por sua vez é antagonizado por Sinl. A transcricdo de Sinl € ativada pelo

regulador mestre SpoOA, que também regula a esporulacdo. Varios sistemas de
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deteccdo de quorum estdo envolvidos no circuito e o regulador PICR € necessario a
producdo da proteina kurstakin, essencial para promocéo da formacao de biofilmes
em associagdo com a matriz produzida pela agcédo do operon sipW-tasA (MAJED et
al., 2016).

Na Figura 1 é possivel visualizar em um esquema representativo como essa

rede de regulacéo controla a formacao de biofilmes.

Figura 1. Esquema representativo dos mecanismos de transcricdo e regulacdo génica que

envolvem a formacdo de biofiilmes de microrganismos do grupo do Bacillus cereus.

Adaptado de Majed et al., 2016.
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Circulos simbolizam proteinas; caixas azuis representam “open reading frames”; caixas
verdes representam a transcricdo; setas azuis indicam ativacdo e vermelhas indicam
repressao. Os componentes proteicos que compdem a matriz sdo codificados pelo operon
sipW-tasA e por CALY, ativados por 054 e reprimidos por SinR. O SinR é antagonizado por
Sinl, cuja transcricdo € ativada por SpoOA, o regulador mestre de esporulagcdo, que ao
reprimir o regulador AbrB resulta na formacdo de biofiimes. O regulador PICR ativa a
transcricdo de nprR, que promove a producdo de kurstakin, que por sua vez promove a
formacao de biofilmes. O autoindutor Al-2 desempenha um efeito inibitério na formacéo do
biofilme.

Apesar de muito estudados em B. subtilis, muitos mecanismos ainda ndo séo
conhecidos em B. cereus, podendo haver diferencas importantes na regulacéo da
formacao de biofilmes (MAJED et al., 2016). O autoinductor Al2 reprime a formacéo
de biofilmes em B. cereus por mecanismos ainda pouco esclarecidos (Auger et al.,

2006), e em contrapartida, induz a formacgao de biofilme em B. subtilis (Duanis-Assaf
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et al., 2015). Isso denota o fato de que os estudos sdo particularmente necessarios
para melhor entendimento destas caracteristicas em B. cereus.

CodY € uma proteina que controla centenas de genes geralmente
relacionados aos niveis de disponibilidade de nutrientes, atuando como um
regulador que indentifica o nivel energético celular (SONENSHEIN, 2005). Ele
possibilita efetivar a transcricdo de PIcCR em fase estacionaria (FRENZEL et al.,
2012; LINDBACK et al., 2012) induzindo a produgdo de um transportador necessario
para a importacdo do peptideo PapR, que ativa PIcR em B. thuringiensis (SLAMTI et
al., 2015). Na fase exponencial ele atua reprimindo a transcricdo de nprR (DUBOIS
et al., 2013).

Outro regulador também observado em B. cereus € o Sigma 54 (c54), que
promove uma conexdo entre a formag&do de biofilmes, fatores de viruléncia e
flagelinas (HAYRAPETYAN et al.,, 2015b). Essas interconexfes indicam que 0s
biofilmes podem estar envolvidos nos estilos de vida patogénicos, comensais ou
necrotréficos de B. cereus sensu lato (MAJED et al., 2016).

O gene sipW codifica uma peptidase de sinal, que libera a proteina TasA para
o meio extracelular, permitindo que ela produza fibras amildides essenciais a
estruturacdo do biofilme. Estudos conduzidos por Caro-Astorga et al. (2015),
possiblitaram demonstrar que a delecdo de sipW inibiu a montagem do biofilme,
comprometenda sua estrutura tridimensional.

A proteina TasA, codificada pelo operon sipW-tasA, possibilita a geracao de
biofilmes com grande capacidade de adesdo. Estudos demonstram que a delecao
do gene tasA ocasionam defeitos estruturais importantes no biofilme, resultando em
biofilmes fracamente aderidos a superficies sélidas (CARO-ASTORGA et al., 2015).

O gene pIcR exerce importante papel na formacéo de biofilmes por bactérias
do grupo dos Bacillus cereus (BJORNSTAD, 2006; MAJED 2016). Entretanto, este
gene também pode atuar em outras funcdes relacionadas a viruléncia além da
formacéo de biofilme, dentre os quais, a esporulacdo (HSUEH, 2006; GOHAR et al.
2008), e ainda, controlando a expressao outras trés categorias gerais: (i) as
proteinas da superficie celular, (ii) degradagédo de enzimas e (iii) toxinas (AGAISSE,
et al, 1999; KOLST@; LERECLUS, 2002).
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Este gene proporciona alta capacidade de adaptacéo a condi¢des adversas, e
as taxas de esporulacdo em biofilmes sdo altamente variaveis e se regulam
conforme a cepa, disponiblidade de recursos ou mesmo do substrato, sendo o aco
inoxiddvel o mais favordvel a esporulagdo deste grupo nos biofilimes
(HAYRAPETYAN et al., 2015a).

As bactérias do género Bacillus sdo capazes de sintetizar varias familias de
lipopeptideos. Em 2000, foi descoberto que Bacillus thuringiensis produzia o
kurstakin, um lipopeptideo previamente desconhecido. As analises gen6micas
revelam que o locus krs, que codifica as sintetases de kurstakin, é especifico para o
grupo de B. cereus, mas esta distribuido de forma desigual dentro deste grupo. Os
genes do locus krs formam um operon e a transcricdo de krs requer o “quérum
sensing” NprR e também é regulado por SpoOA, sugerindo que kurstakin, essencial
a consolidacdo de biofilmes, esta sujeita a integracdo de multiplos sinais, além da
regulacdo ambiental ja demonstrada em estudos prévios (GELIS-JEANVOINE et al.,
2017).

Os estudos que abordam as interacdes entre os genes envolvidos na
formacédo de biofilmes de microrganismos do grupo do B. cereus sdo importantes
para um melhor entendimento das particularidades e principalmente para
possibilitarem prevenir a formacéo destes (WIJMAN et al., 2007).

Em instalagdes, os microrganismos do grupo B. cereus podem persistir por
longos periodos, podendo inclusive suportar procedimentos de sanitizacdo (MAJED
et al., 2016). Este efeito protetor contra desinfetantes e antimicrobianos é fornecido
pela matriz extracelular, e os tornam os biofilmes de dificil erradicacéo (SIMOES et
al., 2006).

Nas plantas de processamento industrial, a desinfeccéo das linhas (incluindo
tubos, trocadores de calor, valvulas) é composta por procedimentos de limpeza
envolvendo alcalis ou outros agentes de limpeza. Tais procedimentos de limpeza e
sanitizacdo sao criados para garantir a desinfeccéo da superficie limpa e eliminacao
dos residuos dos agentes de saneamento nos locais de dificil acesso (VLKOVA et
al., 2008).

O “clean in place” (CIP) € um procedimento geralmente empregado em linhas

industriais de leite para limpeza da superficie do interior de tanques,
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pasteurizadores, tubulacdes, e equipamentos associados ao processamento, sem
gue haja a necessidade de desmonta-los (THOMAS; SATHIAN, 2014).

Na industria de laticinios, os sistemas CIP geralmente envolvem passos de
lavagem com o uso em sequéncia de causticos e acidos, com capacidade de
remover residuos organicos (proteinas e gorduras) e inorganicos (céalcio e outros
minerais) (MAJED et al., 2016).

Os procedimentos operacionais padronizados de higienizacdo adotados nas
industrias devem ser eficientes para remocao de biofilmes, o que é dificil devido a
elevada resisténcia (SHAHEEN et al., 2010). Alguns trabalhos avaliaram a eficacia
do sistema de CIP utilizado pelos laticinios, o qual foi considerado como ineficiente
na remocado completa dos biofilmes (BREMER; FILLERY; MCQUILLAN, 2006),
portanto, a busca de novas solugdes deve ser incentivada (MAJED et al., 2016).

A sanitizacdo nas industrias de processamento de leite é realizada com o
objetivo de eliminar microrganismos patogénicos e reduzir o numero de
microrganismos deteriorantes a niveis seguros. Os desinfetantes utilizados nas
industrias de laticinios brasileiras sdo aqueles dispostos na Portaria N° 15, de 23 de
agosto de 1988 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que registra
0os produtos saneantes com acdo antimicrobiana de acordo com suas normas
regulamentares, aqueles com o0s principios ativos dos grupos: quaternario de
amonio; compostos inorganicos liberadores de cloro ativo; compostos organicos
liberadores de cloro ativo; acido peracético; perdxido de hidrogénio; e ainda iodo e
seus derivados (BRASIL, 1988; 1993; 1999).

Pechook et al. (2015) apresentaram novas alternativas visando prevenir a
adesao de biofilmes por meio da utilizagdo de materiais super hidrofobicos como
parafina e cristais de cera, que reduzem o contato entre bactérias e superficies.
Outras alternativas também apresentam resultados promissores, tais como a
utilizacdo de tratamento térmico combinado com tratamento de alta pressao (SILVA,
2015) e também do didxido de cloro gasoso em superficies de aco inoxidavel (NAM
et al., 2014).

Por muitos anos os estudos se concentraram principalmente no estado
bacteriano plancténico (flutuante, ou livre), mas acredita-se que este estado

fisioloégico ndo represente nem mesmo 1% dos microrganismos bacterianos, que em
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uma proporcdo praticamente absoluta, se encontram geralmente em biofilmes
(MOMBA et al., 2000). N&o por acaso, houve um aumento significativo do interesse
da comunidade cientifica pela formacdo de biofiimes de B. cereus sensu lato na
ultima década (MAJED et al., 2016).

Neste sentido, considera-se a realizacao do presente estudo uma contribuicao
importante para melhor compreender as particularidades ligadas a estes
microrganismos quanto a formacgéo de biofilmes, bem como possibilitar preveni-los
nas linhas de processamento. Além disso, o estudo permite avaliar a eficacia dos
desinfetantes utilizados no Brasil no combate a este microrganismo causador de

DTAs e de perdas econbmicas para os laticinios.
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CAPITULO 2 - OCORRENCIA DE GENES RELACIONADOS A FORMACAO DE
BIOFILMES EM MICRORGANISMOS DO GRUPO DO Bacillus
cereus ISOLADOS DA CADEIA PRODUTIVA DE LEITE E EM
PRODUTOS LACTEOS

RESUMO - As espécies do grupo do B. cereus sdo comuns na cadeia produtiva de
leite e produtos lacteos. Devido ao seu envolvimento em doengas transmitidas por
alimentos (DTAs) somado a sua capacidade de formar biofilmes em superficies
sélidas e ocasionarem recontaminacdo persistente dos produtos durante o
processamento, representam risco a saude publica e constituem uma preocupacao
constante a indUstria de lacteos. Investigou-se neste estudo se genes relacionados a
formacdo de biofilmes e linhagens especificas de Bacillus cereus estédo
significativamente distribuidos nos diversos estagios da cadeia produtiva de leite e
produtos lacteos, e ainda, classifica-los em trés categorias; fracos, moderados ou
fortes produtores de biofilmes. Foram obtidos 69 isolados do grupo do Bacillus
cereus, oriundos de 466 amostras colhidas em diversos estagios da cadeia
produtiva, confirmados fenotipicamente e por sequenciamento gendmico. A
avaliacdo fenotipica da capacidade de formacdo de biofilmes foi realizada em
microplacas de poliestireno, onde apenas um isolado (oriundo de teteiras) foi
classificado como fraco produtor de biofilme e todos os demais (98,5%) foram
classificados como moderados produtores de biofilme. Os resultados demonstraram
alta ocorréncia dos genes sipW, tasA, SpoOA e PIcR em isolados igualmente
distribuidos (p>0,05) ao longo de toda cadeia produtiva, inclusive nos produtos
lacteos. Os isolados obtidos pertenceram aos grupos filogenéticos Il, Ill, IV, V e VI,
com 81,82% dos isolados oriundos de produtos lacteos processados (principalmente
requeijdes) pertencentes ao grupo lll, de maior risco a saude publica, pois séo
descritos como altamente citotoxicos. Microrganismos do grupo do Bacillus cereus
com genes relacionados a formacéo de biofilmes estdo igualmente distribuidos na
cadeia produtiva de leite e em produtos lacteos, e pertencem a uma grande
diversidade de linhagens, incluindo o grupo filogenético Ill, de maior risco a saude
publica, e o controle de biofiimes €& fundamental e igualmente importante nos
diversos estagios da cadeia produtiva, mas especialmente nas operacdes de
obtencdo de leite, por possibilitar a redugcdo da carga contaminante inicial e
consequentemente promocao da seguranca dos alimentos.

Palavras-Chave: Matriz extracelular, seguranca dos alimentos, sequenciamento

gendmico
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PREVALENCE OF GENES RELATED TO BIOFILM FORMATION IN
MICRORGANISMS BELONGING TO B. cereus GROUP ISOLATED FROM DAIRY
PRODUCTION CHAIN

ABSTRACT - The species included in B. cereus group are widely distributed in dairy
environment. Due their involvement in foodborne outbreaks, the capacity for biofilm
formation on stainless steel surfaces, the ability to cause persistent recontamination
of dairy products during processing, and pose the public health into risk, they are
considered as a concern for dairy industries. This study aimed to investigate if
specific strains and genes for biofilm formation are significantly distributed and
overpresented in distinct stages of dairy production chain. A set of 69 isolates
belonging to B. cereus group confirmed phenotypically and by genomic sequencing
were obtained in several stages of this production chain. Phenotypical analysis was
performed using polystyrene microplates and only one isolate (teat cups) was
classified as a weak biofilm producer while all others isolates (98.5%) were classified
as moderate biofilm producers. A high prevalence of sipW, tasA, SpoOA and PIcR
genes was shown, which were well distributed (p>0.05) to dairy production chain
including dairy products. The isolates obtained belonged to the phylogenetic groups
I, 1, 1v, V and VI, with a high number of isolates from dairy products included in
group lll, which is considered as the one with the highest risk for public health
because they are described as highly cytotoxic agents. The genes related to biofilms
formation by B. cereus group were equally distributed through dairy production chain,
with strains belonging to several groups, including group IIl, which is considered as a
risk for public health.

Keywords: Extracellular matrix, food safety, genomic sequencing
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1. INTRODUCAO

O grupo do Bacillus cereus € o mais ocorrente em propriedades leiteiras e
plantas de processamento de leite, e se trata de um dos mais importantes grupos de
microrganismos deteriorantes da cadeia produtiva de leite e derivados. Séo de
grande preocupacdo para a industria de laticinios por estarem associados a
incidéncias de DTAs (SIMOES et al., 2010; KUMARI; SARKAR, 2016). Também
conhecido por Bacillus cereus sensu lato (s.l.), esse grupo € composto por oito
espécies distintas: Bacillus cereus sensu stricto (s.s.), Bacillus thuringiensis, Bacillus
mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus anthracis, Bacillus
weihenstephanensis, Bacillus cytotoxicus (Guinebretiére et al., 2013) e Bacillus
toyonensis (JIMENEZ et al., 2013), além de outras quatro espécies com proposta de
inclusdo, Bacillus wiedmannii sp. nov (MILLER et al, 2015), Bacillus
bingmayongensis sp. nov. (LIU et al., 2015), Bacillus manliponensis sp. nov. (JUNG
et al., 2011) e Bacillus gaemokensis sp. nov. (JUNG et al., 2010). Estas espécies
sdo classificadas por caracteristicas fenotipicas (SCHLEIFER; WHITMAN, 2009).

Entretanto, esta diferenciacdo n&do é precisa, mesmo utilizando métodos
moleculares (HELGASON et al., 2000; CAAMANO-Antelo et al., 2015) devido a alta
similaridade de seus genomas (LIU et al., 2015; WANG; ASH, 2015). Guinebretiére
et al. (2008) propuseram uma divisdo em sete grupos filogenéticos, determinados
por genotipagem da sequéncia do gene panC, sendo: Grupo |, B. pseudomycoides;
Grupo Il, B. cereus e B. thuringiensis; Grupo lll, B. cereus, B. thuringiensis e B.
anthracis; Grupo IV e Grupo V, B. cereus e B. thuringiensis; Grupo VI, B.
weihenstephanensis, B. mycoides e B. thuringiensis; e por fim, Grupo VII, composto
exclusivamente pelo B. cereus. Esta classificagdo tem importantes consequéncias
praticas, atribuindo ao grupo Il o maior risco a intoxicacao alimentar, relatado como
citotoxicos (GUINEBRETIERE et al., 2008; GUINEBRETIERE et al., 2010).

As espécies do grupo do B. cereus possuem uma habilidade de aderéncia e
formacédo de biofilmes em superficies solidas, como o aco inoxidavel, acarretando
problemas e perdas econdmicas consideraveis a industria devido a deterioracdo de
produtos lacteos e por comprometer as trocas de calor e eficiéncia dos

equipamentos, além de possibilitar a recontaminacdo persistente dos produtos
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durante o processamento (SALUSTIANO et al., 2009; KUMARI; SARKAR, 2016). Os
biofilmes desempenham um papel fundamental nessa persisténcia e distribuicdo
ubiqua, por se tratar de uma estrutura tridimensional estavel que fornece protecéo
as bactérias residentes, inclusive a agentes sanitizantes, tornando o controle efetivo
destes microrganismos uma tarefa desafiadora (BRANDA et al., 2005; KUMARI;
SARKAR, 2016; MAJED et al., 2016).

O processo de formacdo de biofiimes é regulado em resposta a varios
aspectos ambientais, e ocorre fundamentalmente pela producdo de uma matriz
polimérica extracelular composta por proteinas, exopolissacarideos e DNA
extracelular (FLEMMING; WINGENDER, 2010). De forma sucinta, o
desenvolvimento do biofilme resulta da adesdo bem sucedida e subsequente
crescimento de microorganismos em superficies (MARCHAND et al., 2012).

Os mecanismos que envolvem a regulacdo e controle da formacédo de
biofilmes no grupo do B. cereus compdem um circuito complexo e dependente de
uma série de elementos, incluindo fatores de transcricdo e reguladores para os
genes envolvidos. Esse circuito é bastante estudado em B. subtilis e B.
thuringiensis, mas poucos genes envolvidos na formacdo de biofilmes tém sido
caracterizados em B. cereus s.s. € 0S mecanismos especificos de sua rede
reguladora sdo pouco esclarecidos (HAMON; LAZAZZERA, 2001; KEARNS et al.,
2005; PFLUGHOEFT et al., 2011; LINDBACK et al., 2012; FAGERLUND et al., 2014;
CARO-ASTORGA et al., 2015; GAO et al., 2015).

Essencialmente a matriz de biofilmes contém proteinas estruturais codificadas
pelo operon sipW-tasA que é reprimido pelo regulador SinR, que por sua vez é
antagonizado por Sinl. A transcricdo de Sinl é ativada pelo regulador mestre SpoOA,
que também regula a esporulacdo. Varios sistemas de deteccdo de quorum estao
envolvidos no circuito e o regulador PICR é necessario & producdo da proteina
kurstakin, essencial para promocao da formacao de biofilmes em associagédo com a
matriz produzida pela acéo do operon sipW-tasA (MAJED et al., 2016).

Houve um aumento significativo do interesse da comunidade cientifica por
pesquisas sobre formacdo de biofilmes em B. cereus sensu lato na ultima década

(MAJED et al., 2016). Apesar disso, ainda ha poucas que evidenciem o papel dos
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biofilmes junto a epidemiologia do grupo do B. cereus na cadeia produtiva de leite e
produtos lacteos.

Neste sentido, investigou-se neste estudo se genes relacionados a formacao
de biofilmes e linhagens especificas de Bacillus cereus estdo significativamente
distribuidos nos diversos estagios da cadeia produtiva de leite e produtos lacteos, e
ainda, classifica-los em trés categorias; fracos, moderados ou fortes produtores de

biofilmes.

2. MATERIAL E METODOS

Foram obtidas entre julho e novembro de 2016 um total de 466 amostras
colhidas da cadeia produtiva de leite e produtos lacteos (331 destas oriundas de 52
propriedades leiteiras, 58 amostras de 2 industrias e 77 de produtos lacteos
comerciais obtidos no comércio varejista) da regido de Pirassununga, S&o Paulo,
Brasil.

As amostras foram colhidas em superficies de equipamentos e utensilios
utilizados na obtencdo do leite cru e também de caminhfes de transporte e de
equipamentos utilizados durante o processamento do leite. Adicionalmente,
amostras de produtos lacteos comerciais disponiveis em varejo, como queijos,
iogurtes, requeijdes, creme de leite UAT, leite UAT, bebida lactea UAT, leite
condensado, leite pasteurizado e leite em p6 foram obtidas de lotes distintos e
diferentes marcas comerciais. As amostras foram coletadas utilizando-se de suabes
estéreis, quando se tratava de superficies, e frascos estéreis para as amostras de
leite cru.

Inicialmente foi realizado pré-enriquecimento, inserindo os suabes em Caldo
Triptona de Soja (TSB) (Oxoid, Hampshire, UK) adicionado de Polimixina B
(20pg/mL) (STADHOUDERS, 1992) e incubado a 30°C durante 24 horas. Para as
amostras de leite foi realizado o mesmo procedimento com 1mL da amostra.
Posteriormente, uma alcada foi transferida para placas contendo Agar Manitol Gema
de Ovo e Polimixina B (MOSSEL et al., 1967) pela técnica de esgotamento e
incubadas a 30°C por 24 a 48 horas. Foram selecionadas trés a cinco colbdnias

sugestivas e transferidas para tubos com Agar Triptona de Soja (TSA) (Oxoid,
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Hampshire, UK) inclinados e incubadas durante 24 horas a 30°C. Os isolados foram
caracterizados por coloracdo de Gram e posteriormente foram submetidos a testes
bioguimicos e classificados como pertecentes ao grupo do B. cereus quando
apresentaram as seguintes caracteristicas aos testes bioquimicos: catalase (+),
fermentacdo anaerdbica da glicose (+), Voges-Proskauer (+), crescimento rizoide (-),
hemolise de sangue de carneiro (+), producdo de cristais (-), motilidade (+/-) e
reducdo do nitrato a nitrito (+/-) (MACFADIN, 1976; SHARIF; ALAEDDINOGLU,
1988; APHA, 2001).

Os isolados foram submetidos a avaliacéo fenotipica de formacéo de biofilme
em microplacas de poliestireno com 96 pocos conforme tecnica descrita por Gao et
al. (2015) com adaptagOes. Para tanto, os isolados foram cultivados em caldo
infusdo cérebro-coracdo (BHI) a 30°C por 24 horas, diluidos em 1:1000 em caldo
TSB e 200 pL transferidos aos pogos da microplaca, onde foram incubados
estaticamente a 30°C durante 24 horas. Para controle negativo, utilizou-se pocos
com apenas caldo TSB. O conteudo de cada poco foi cuidadosamente removido e
lavado com 200 pL de tampé&o PBS por 3 vezes. As placas foram secas em estufa a
60°C por 15 minutos e em seguida, coradas com cristal violeta 1% por 15 minutos.
Em seguida os pocos foram lavados com agua destilada por 30 segundos e secos
em estufa a 60°C por 15 minutos. Posteriormente, foi adicionado 1mL de etanol 95%
v.v para dissolver o cristal violeta das placas e seladas com Parafim®. O ensaio
ocorreu em triplicata.

Para quantificar a formacdo de biofilme, realizou-se a leitura da densidade
Optica (OD) a 570nm em leitor de placas de ELISA. O valor de corte se deu pela
meédia dos controles negativos somados 3 vezes o desvio padréo (ODc). Os isolados
foram classificados em nao produtores de biofilmes (OD < ODc), e ainda em fracos
(ODc<OD = 2 x ODc), moderados (2 x ODc<OD < 4 x ODc), e fortes produtores de
biofilme (OD > 4 x ODc) conforme Barbosa et al. (2013).

Afim de preparar as amostras para a extracdo de DNA, uma alcada das
culturas mantidas nos tubos de TSA foi transferida para tubos com caldo TSB e
incubados por 24 horas a 30°C preparando-as para a extragdo de DNA.
Posteriormente, uma aliquota de 1,5 mL de cada cultura em TSB foi submetida a
extracdo de DNA utilizando o Kit GenElute TM Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, MO) para bactérias Gram positivas, conforme as instru¢cdes do
fabricante. A qualidade e concentracdo do DNA extraido foram avaliadas por
espectofotometria em sistema Nanodrop.

Foram preparadas bibliotecas de DNA (libraries) utilizando Illumina Nextera®
XT Library Prep Kit (v3) de acordo com o protocolo do fabricante. De forma sucinta,
esse processo envolve a fragmentagao de 1 ug de DNA gendmico por fragmentagao
enzimatica, ligacao de adaptadores nas porc¢des finais dos fragmentos e a realizagédo
da PCR utilizando o conjunto de primers lllumina 3 primer set. AMPure® XP esferas
paramagneticas (paramagnetic beads) (Beckman Coulter, Inc., USA) foram utilizadas
para realizar a limpeza do DNA depois de cada etapa, para remocdo de pequenos
fragmentos de DNA. As bibliotecas foram entdo normalizadas para o
sequenciamento no aparelho Illlumina MiSeq.

As sequéncias contiguas (contigs) foram montadas utilizando o SPAdes
(BANKEVICH et al., 2012). Os genes individuais foram alinhados a cepa referéncia
de B. cereus (ATCC 14579) utlizando os parametros padrbes de BLAST da
plataforma BIGSdb (JOLLEY; MAIDEN, 2010). O algoritmo BLAST foi utilizado para
escanear todos os genomas para 0s genes ortélogos em cada locus do genoma de
referéncia. Um ortdlogo foi definido utilizando identidade superior a 70% e 50% de
alinhamento do comprimento do fragmento. O software MAFFT foi utilizado para
alinhar os genes ortélogos em uma abordagem gene por gene, e essas informacdes
foram concatenadas em sequéncias contiguas para o genoma de cada isolado
(SHEPPARD et al., 2012). A pesquisa de genes, exportacdo das sequéncias e
alinhamentos gene a gene foram realizados através do MUSCLE (EDGAR, 2004).
Foi investigada a presenca de genes sipW, tasA, SpoOA e PIcR, envolvidos na
formacéao de biofilmes (CARO-ASTORGA et al., 2015; MAJED et al., 2016).

Posteriormente, os isolados foram categorizados em trés grupos baseados na
origem de isolamento: 1) Equipamentos e utensilios; 2) Leite cru e superficie de
tanque de refrigeracdo; e 3) Produtos lacteos; e também foram classificados entre os
sete grupos filogenéticos propostos por Guinebretiére et al. (2008) de acordo com a
sequéncia do gene panC através da ferramenta online

(https://www.tools.symprevius.org/Bcereus/english.php).
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Os dados do sequenciamento gendmico dos 69 isolados obtidos na cadeia
produtiva de leite e produtos lacteos (Documento Suplementar 1) estdo depositados
no NCBI GenBank e Short Read Archive (SRA) associado ao BioProjeto:
PRJNA390851. Os genomas também estdo disponiveis no FigShare
(10.6084/m9.figshare.5120020). Os detalhes completos e 0os numeros de acesso
individuais dos isolados utilizados como populacdo “background” podem ser
encontrados no Documento Suplementar 2.

A ocorréncia de cada gene foi avaliada nos 69 isolados, entre 0os grupos
baseados na origem de isolamento e entre a classificacdo por grupos filogenéticos
aplicando-se o teste exato de Fisher a 5% de significancia, usando o software R® (R
CORE TEAM, 2013).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 466 amostras analisadas, foram obtidos 69 isolados puros e
caracterizados fenotipicamente como pertecentes ao grupo do Bacillus cereus,
confirmados bioquimicamente e por sequenciamento genémico. Em 397 amostras
nao foi possivel detectar a presenca do microrganismo ou néo se obteve a cultura de
colénias puras.

Dos 69 isolados, um conjunto de 38 destes foi obtido de 26 propriedades
leiteiras, sete (7) deles obtidos de superficies de tanques de resfriamento, um (1) de
balde para ordenha manual, cinco (5) de latbes de leite, quatro (4) de tubula¢cdes de
equipamentos de ordenha, cinco (5) de teteiras, dez (10) obtidas de outros
equipamentos e utensilios utilizados na obtencdo do leite cru, e ainda, seis (6)
amostras de leite cru. Outros nove (9) isolados foram obtidos em dois laticinios
distintos, sendo dois (2) isolados oriundos da boca do tanque do caminh&o utilizado
para transporte do leite, trés (3) obtidas de equipamentos, um (1) das tubulacdes de
leite e trés (3) deles oriundos de utensilios utilizados durante o processamento. Os
demais 22 isolados foram obtidos de produtos lacteos comerciais disponiveis em
varejo, sendo um (1) de queijo Minas frescal, um (1) de bebida lactea UAT, um (1)
de creme preparado com queijo, um (1) de cappuccino instantaneo e por fim, 18

obtidos de queijos fundidos tipo requeijao.
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Os isolados obtidos de propriedades leiteiras oriundos de leite cru, tanque de
refrigeracdo, de equipamentos e de utensilios utilizados na obtencdo do leite cru,
representam 55,07% (38) dos isolados. Todas essas amostras influenciam
diretamente na qualidade da matéria prima, fato que merece atencdo, pois
condicBes higiénicas pouco satisfatérias do ambiente de ordenha possibilita a
agregacdo de carga microbiana contaminante (YOBOUET et al.,, 2014), problema
recorrente nas propriedades leiteiras brasileiras (MAGNUSSON et al., 2007,
VISSERS et al., 2007).

Como se sabe, as taxas de isolamento deste microrganismo podem ser
reduzidas com praticas de higiene efetivas durante a obtencdo de leite (Cui et al.,
2016). Neste sentido, a necessidade de adocao de praticas preventivas durante os
procedimentos de obtencdo do leite cru s&o fundamentais para reduzir a
contaminacdo e promover a seguranca alimentar (MAGNUSSON et al.,, 2007,
MASIELLO et al., 2014; KUMARI & SARKAR, 2014).

A avaliacdo de formagao de biofilmes em placas de poliestireno demonstrou
que 68 isolados (98,5%) podem ser classificados como moderados formadores de
biofilmes e apenas um isolado foi classificado como fraco produtor de biofilme.

Kumari e Sarkar (2014) analisaram a ocorréncia de microrganismos do grupo
do B. cereus em 144 produtos lacteos, e obtiveram grande proporcdo (90,4%) de
produtores de biofilmes, destes 78 isolados (54%) classificados como fracos, 13
(9%) moderados e 12 (8%) como fortes formadores de biofilme. Os autores
acreditam que por conta da resisténcia e consequente dificuldade de sua eliminacao
das linhas de processamento, os biofilmes foram preponderantes para a
contaminacgao destes produtos.

No entanto, 29% dos isolados daquele estudo foram classificados como nao
formadores de biofilmes. Isso diverge totalmente dos resultados observados no
presente estudo, onde todos os isolados eram capazes de formar biofilmes,
atribuindo maior potencial contaminante aos isolados deste estudo.

Neste sentido, a carga microbiana oriunda da matéria prima é fundamental no
controle de biofiimes na industria, reforcando a necessidade de intensificar as
melhorias nos procedimentos de obtencéo de leite cru das propriedades da regiao

em estudo.
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A ocorréncia dos genes em estudo foi relacionada e avaliada com base na

origem de isolamento (Tab. 1) e no grupo filogenético (Tab. 2).

Tabela 1. Ocorréncia dos genes relacionados com a formagao de biofilme (sipW,
tasA, SpoOA e PIcR) em isolados do grupo do B. cereus obtidos de
equipamentos e utensilios, leite cru ou tanque de resfriamento, e produtos
lacteos na regido de Pirassununga, Sédo Paulo, Brasil, em 2016.

Equipamentos/ Leite cru/ Tanque

o - = Produtos lacteos Total
Utensilios de refrigeracéo

+ (%) 1.C.95% + (%) .C.95%  + (%) 1.C.95%  + (%) .C. 95%

sipW  33(97,06) 85,1-99,5 13(100,00) 77,2-100 17 (77,27) 56,6-89,9 62(89,9)  80,5-95,0
SpoOA 34 (100,00) 89,8-100 13 (100,00) 77,2-100 20(90,91) 0,81-21,8 66(956)  88,0-98,5
tasA 29 (8529) 69,8-93,5 12(92,31) 66,7-98,6 14(63,6)  42,9-80,3 55(79,71) 70,5-85,0
PIcR  32(94,12) 80,9-98,4 11(84,62) 57,8-95,7 18(81,82) 61,5-92,7 61(88,4)  78,75-94,0
Total 34 (100,00) - 13 (100,00) - 22 (100,00) - 69 (100,00) -

*+ = numero de isolados positivos; % = frequéncia; I. C. 95% = intervalo de confian¢a a 95%

N&o houve diferenca na ocorréncia de nenhum dos genes em estudo entre 0s
trés grupos categorizados quando aplicado o Teste exato de Fisher (p>0,05),
demonstrando que ndo héa diferenca da ocorréncia destes genes entre a origem dos
isolados deste estudo e consequentemente, h4 alta ocorréncia de isolados capazes
de formar biofilmes ao longo de toda a cadeia produtiva de leite e produtos lacteos.

O gréfico da Figura 1. demonstra que as ocorréncias de SpoOA e sipW em
100% de isolados concentram-se nos isolados agrupados em equipamentos e

utensilios utilizados na obteng¢do ou armazenamento de leite cru.

Figura 1. Distribuicdo das frequéncias dos genes relacionados a formacao de biofilmes em
Bacillus cereus s.s. agrupados conforme a origem dos isolados oriundos da regido de
Pirassununga, SP, Brasil.
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O grupo do B. cereus pode ser introduzido na cadeia produtiva veiculado por
varias fontes durante a obtencdo e processamento, mas especialmente por
equipamentos inadequadamente limpos e/ou sanitizados (SIMMONDS et al., 2003;
RYU; BEUCHAT, 2005).

Sabe-se que a capacidade de formar biofilmes depende de uma série de
fatores, dentre os quais, o substrato (HAYRAPETYAN et al., 2015). Apesar de serem
capazes de formar biofilmes em superficies como o poliestireno, vidro e borracha
(GAO et al., 2015; METTLER; CARPENTIER, 1997), o aco inoxidavel € o mais
favoravel, onde ocorre maior numero de células anexadas e biomassa total
(HAYRAPETYAN et al.,, 2015). Portanto, os isolados deste etudo potencialmente
promovem biofilmes mais intensos em superficies de aco inoxidavel.

O fato das ocorréncias de SpoOA e sipW em 100% de isolados, e as maiores
frequéncias dos genes de forma geral, concentrarem-se nos isolados oriundos de
equipamentos e utensilios utilizados na obtencdo ou armazenamento de leite cru
denota a importancia das medidas de higiene e sanitizacdo das operacdes de
obtencado de leite, pois tratam-se de equipamentos e utensilios confeccionados em
aco inoxidavel.

O gene sipW codifica uma peptidase de sinal, que permite uma estruturacao
mais consistente dos biofilmes, proporcionado pela liberacdo de proteinas
codificadas por tasA (Caro-Astorga et al., 2015), presente em 85,29% e 92,31% dos
isolados da mesma origem. Biofilmes bem estruturados permitem maior proporcao
de esporulacdo, podendo chegar a taxas de até 90% dos microrganismos ali
presentes (WIJMAN et al., 2007).

Tanto o gene SpoOA, presente em 100% dos isolados originados de
equipamentos/utensilios e leite cru/tanque de refrigeracdo, quanto o PICR, frequente
em 94,12% e 84,62% dos isolados da mesma origem repectivamente, pode atuar
em outras fungdes relacionadas a viruléncia além da formacéo de biofilme, como a
esporulacédo (HSUEH, 2006; GOHAR et al. 2008; MAJED et al., 2016). O gene PIcR
proporciona alta capacidade de adaptacdo a condi¢cdes adversas, e as taxas de
esporulagédo em biofilmes séo altamente variaveis conforme a estirpe, disponiblidade
de recursos ou mesmo do substrato, sendo 0 aco inoxidavel o mais favoravel a
esporulacdo deste grupo nos biofilmes (HAYRAPETYAN et al., 2015).
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As fortes propriedades de adesdo dos esporos de B. cereus em biofilmes
dificultam sua remocéo das superficies (KUMARI; SARKAR, 2014; MARCHAND et
al., 2012). No entanto, boas praticas de higiene em propriedades leiteiras durante a
obtencdo do leite cru podem reduzir a contaminacdo do leite cru por esporos,
inclusive no tanque de resfriamento (MAGNUSSON et al., 2007; VISSERS et al.,
2007). Isso é preocupante uma vez que as propriedades leiteiras, onde o0s
resultados indicam grandes potencial de ocorrer, os procedimentos de higienizagao
tem se mostrado negligente no Brasil.

Caracteristicas que contribuem para a contaminacéo do leite com esporos de
B. cereus s.s. sao frequentemente observadas em propriedades leiteiras brasileiras,
como a presenca de fezes no ambiente da ordenha, utlizagdo de camas
(MAGNUSSON et al.,, 2007) e uso de silagem (VISSERS et al.,, 2007) de forma
inapropriada.

Uma vez que a carga microbiana inicial do leite cru pode prejudicar as
industrias por conta de deterioracao e principalmente, por representar risco a saude
publica, os cuidados que envolvem o processo de obtencao e fabricacdo de leite e
produtos lacteos devem ser muito rigorosos. Neste sentido, deve abranger desde a
forma como o gado é mantido e ordenhado nas propriedades até as boas condi¢cdes
de equipamentos de processamento das usinas leiteiras (MARCHAND, 2012).

A formacédo de biofilme de forte adesdo em equipamentos e plantas de
processamento € extremamente preocupante, pois além de mais dificeis de serem
eliminados, tornam seus residentes mais resistentes a higienizacdo (SREY et al.,
2013), e ainda favorecem a transferéncia de plasmideos aumentando a troca
genética entre bactérias, incluindo genes de resisténcia a antibidticos (VAN
MEERVENNE et al., 2014). Os perfis de resisténcia a antibidticos de isolados de B.
cereus sdo preocupantes para a saude publica (CUI et al., 2016).

Estudos demonstram que contaminagbes podem se dar em toda a linha de
processamento, incluindo pasteurizador, maquinas de envase e embaladeiras
(ENEROTH et al., 2001).

Vale ressaltar que os biofilmes ndo sdo apenas uma fonte potencial de
contaminagdo pois também acarretam um aumento consideravel da taxa de

corrosdo de tubulacdes e equipamentos, ocasionando reducédo da transferéncia de
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calor e consequentemente, reduzindo a eficiéncia dos processamentos térmicos
(KUMAR; ANAND, 1998). Assim, para se evitar e combater a contaminacdo de
equipamentos por biofilmes, especialmente devido as tendéncias de utilizacdo de
equipamentos e plantas cada vez mais complexas e automatizadas, € importante
gue sejam adotados e exigidos parametros microbiolégicos cada vez mais rigorosos
(PASVOLSKY et al., 2014).

Em 6 isolados foram detectados somente um (isolados 31, 47, 83 e 84) ou
dois (isolados 33 e 37) dos genes pesquisados. Destes, um isolado oriundo de latdo
de leite, e os demais de requeijao.

Estudos tém demonstrado que a pasteurizacdo induz a lesdes bacterianas
subletais e podem ainda, ocorrer danos ao DNA por consequéncia de estresse
térmico, resultando em quebra de cadeias, provavelmente devido a estimulacdo da
atividade de endonucleases, ou perda de Mg?, requerido pela DNA Ligase para
reparo de danos (WESCHE et al., 2009; SILVA et al., 2013; DEVATKAL et al., 2015).
Estes microrganismos possuem mecanismos capazes de reparar esse tipo de dano,
porém ha influéncia da composicao de nutrientes (WARDA et al., 2015). Além disso,
ha danos que podem degradar pequenas proteinas e podem comprometer o
mecanismo de protecdo ao DNA celular presente em bactérias formadoras de
esporos SETLOW, 2007).

Wijman et al. (2007) analisaram 52 cepas de B. cereus de varias origens,
incluindo isolados de origem alimentar, e observaram que o grau de formacao de
biofilmes variou consideravelmente. Foram avaliados meios, tempos e temperaturas
diferentes.

Contudo, assim como no presente estudo, todos 0s microrganismos
monstraram-se capazes de formar biofilmes, variando o grau conforme cada
circunstancia. Os autores concluiram que apesar dos fatores extrinsecos exercerem
forte influencia nesta caracteristica, a capacidade de formacdo de biofilmes é
altamente dependente das particularidades de cada bacteria, por conta da
plasticidade do genoma deste microrganismo.

Neste sentido, o conhecimento da diversidade e distribuicdo das linhagens de
B. cereus nos diferentes estagios da cadeia produtiva pode ser fundamental para o

controle e prevencao da disseminagao deste microrganismos.
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O resultados da avaliacdo dos genes quanto ao grupo filogenético estdo

descritos a sequir (Tab. 2).

Tabela 2. Ocorréncia dos genes relacionados com a formagéao de biofilme (sipW,
SpoO0A, tasA e PIcR) nos grupos filogenéticos do grupo do B. cereus
(Guinebretiére et al., 2008), isolados em diversos estagios da cadeia
produtiva de leite e produtos lacteos, na regido de Pirassununga, Sdo Paulo,
Brasil, em 2016.

1l 1] [\ \Y \Y|

+(%) 1.C95%  +(%)  1.C.95% + (%) .C95%  +  1.C.95%  + 1.C. 95%
sipW  2(100) 34,2-100 29 (85,29) 69,9-93,5 22 (100) 85,1-100 8 (100) 67,6-100 1(100) 20,6-100

SpoOA  2(100)  34,2-65 32 (94,12) 80,9-98,4 22 (100) 85,1-100 8(100) 67,6-100 1 (100) 20,6-100
tasA  1(50,00) 9,4-955 24(70,59) 53,8-83,2 21(95,5) 78,2-99,2 8(100) 67,6-100 1 (100) 20,6-100
PlcR  2(100) 34,2-100 30 (88,24) 73,4-953 19(86,3) 66,7-952 8(100) 67,6-100 1 (100) 20,65-100

Total 2 (100) - 34 (100) - 22 (100) - 8 (100) 1 (100)
* + = nimero de isolados positivos; N = namero de isolados; P= ocorréncia; I. C. 95% =
mtervalo de confianca a 95%

As semelhancas genéticas entre as diferentes espécies que pertencem ao
grupo do B. cereus vém sendo descritas na literatura (HELGASON et al., 2000;
CAAMANO-ANTELO et al., 2015). Nenhum isolado pertencente aos grupos
filogenéticos | ou VII foi detectado neste estudo, nos quais as espécies B.
pseudomycoides e B. cytotoxicus estdo incluidas (GUINEBRETIERE et al., 2008;
GUINEBRETIERE et al., 2010). Somente um isolado detectado pertenceu ao grupo
filogenético VI, composto por B. weihenstephanensis, B. mycoides e B. thuringiensis.

Os resultados demonstram que os isolados obtidos da cadeia produtiva de
leite e em produtos lacteos pertencem a diferentes grupos filogenéticos. Ndo houve
diferenca na ocorréncia de nenhum dos genes em estudo, entre 0S cinco grupos
filogenéticos detectados quando utilizado o Teste exato de Fisher (p>0,05).

Isolados obtidos de amostras de leite cru e tanques de resfriamento, e
agueles obtidos de amostras de equipamentos e utensilios de propriedades leiteiras
e laticinios estéo distribuidos em diferentes agrupamentos pertencentes aos grupos
filogenéticos Il, lll, IV, V e VI (GUINEBRETIERE et al., 2008).

Dentre os produtos lacteos foi observado 18 (81,82%) dos isolados
pertencentes ao grupo filogenético Ill, destes, 15 (83,33%) queijos fundidos tipo
requeijdo. Esse grupo filogenético € considerado como o de maior risco em causar
doencas de origem alimentar (GUINEBRETIERE et al., 2008). Os isolados incluidos
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nesse grupo sao geralmente citotoxicos e alguns com elevada citotoxicidade,
representando risco a salGde publica (GUINEBRETIERE et al, 2008;
GUINEBRETIERE et al., 2010). A ocorréncia de B. cereus s.s. toxigénico em leite
cru, leite pasteurizado, derivados lacteos e laticinios vem sendo descrita no Brasil
(Vidal-Martins et al., 2006; Salustiano et al., 2009; Reis et al., 2013).

A presenca de isolados pertencentes ao grupo filogenético Ill em produtos
termicamente tratados, como 0 requeijdo, pode estar relacionada com a grande
capacidade dos esporos desses isolados resistirem ao tratamento térmico pelo calor
(LUU-THI et al., 2014). Como se sabe, a pasteurizacdo induz a esporulacdo, mas os
esporos podem subsequentemente sobreviver a esse processo e posteriormente
contaminar os produtos lacteos (BARTOSZEWICS et al., 2008; MILLER et al., 2015).

4. CONCLUSAO

Bactérias do grupo do Bacillus cereus com genes relacionados a formacao de
biofilmes estdo igualmente distribuidos na cadeia produtiva de leite e em produtos
lacteos, e pertencem a uma grande diversidade de linhagens, incluindo o grupo
filogenético Ill, de maior risco a saude publica. Devido a dimensdo de seu potencial
contaminante, o controle de biofiimes €& fundamental e igualmente importante nos
diversos estagios da cadeia produtiva, mas especialmente nas operacbes de
obtencdo de leite, por possibilitar a reducdo da carga contaminante inicial e

consequentemente promocao da seguranca dos alimentos.
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CAPITULO 3 - EFICIENCIA DE DESINFETANTES SOBRE BIOFILMES DE
Bacillus cereus sensu stricto FORMADOS EM SUPERFICIES DE
ACO INOXIDAVEL EM CONTATO COM LEITE

RESUMO - As espécies do grupo do Bacillus cereus possuem a habilidade de se
aderir e formar biofilmes em superficies solidas, dentre as quais o0 aco inoxidavel,
amplamente utilizado pela industria de alimentos. Os biofilmes possibilitam a
recontaminacdo persistente dos produtos durante o processamento, e O
procedimento “clean in place” (CIP) é bastante empregado pelas industrias na
intencdo de controla-los. Neste sentido, objetivou-se avaliar a atuacdo e eficiéncia
do acido peracético e do hipoclorito de sédio junto ao sistema “clean in place”,
simulado em escala piloto, sobre biofilmes de Bacillus cereus s.s. formados em
superficies de aco inoxidavel em contato com o leite. Foi utilizado um isolado de B.
cereus reconhecidamente produtor de biofilmes por anélises gendmicas, para a
inducdo de biofilme em aco inoxidavel do tipo AISI 304. Utilizando-se de um
prototipo experimental, foi induzida a formacdo de biofilmes em superficies de ago
inoxidavel submergidas em leite tindalizado experimentalmente contaminado com
células vegetativas, esporos, e ainda, contaminado e pasteurizado, constituindo trés
situacdes distintas. Posteriormente foram submetidos ao processo de higienizacao,
com solucdo alcalina e &cida, seguida de sanitizacdo com &cido peracético e
hipoclorito de sddio. A adesao dos microrganismos a superficie dos cupons alcangou
6,3 x 10° a 3,1 x 10’UFC/cm?, resultando entre 3,0 x 10* e 8,1 x 108UFC/cm? ao final
do processo de sanitizacdo. Os resultados demonstraram ndo haver diferenca
significativa entre a adesdo de superficies nas 3 categorias estudadas, e também
nao houve diferenca entre os desinfetantes utilizados. A acdo do acido peracético e
do hipoclorito de sédio demostraram desempenhos semelhantes, mas nao foram
suficientemente eficazes nas condicdes do presente estudo, quando usados no
sistema “Clean in place” para a remogao de B. cereus s.s. aderidos a superficies de
aco inoxidavel do tipo AISI 304 submersas em leite.

Palavras-Chave: Acido peracético, hipoclorito de sddio, recontaminacéo, seguranca
dos alimentos
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EFFICIENCY OF DIFFERENT DISINFECTANTS ON Bacillus cereus sensu
stricto BIOFILMS ON STAINLESS STEEL SURFACES IN CONTACT WITH MILK

ABSTRACT - The species included in B. cereus group have the ability to adhere and
form biofilms on solid surfaces, including stainless steel, which is widely used in food
industries. Biofilms allow food persistent recontamination during processing and
“Clean in place” (CIP) system is highly used by industries in order to control them.
Thus, this study aimed to evaluate the efficacy of peracetic acid and sodium
hypochlorite against biofilms induced on stainless steel surfaces. One isolated
admitted as biofilm producer by genomic analyses and with toxigenic and spoilage
potential obtained from milking equipment was selected for biofilm induction on
stainless steel AISI 304. For this, tindalized milk was used, contaminated with
vegetative cells and the B. cereus spores, and the rest, were contaminated and
pasteurized, constituting three categories. They were submitted to biofilm induction
and posteriorly to the same hygienic process using alkaline and acid solutions,
followed by disinfectants (peracetic acid and sodium hypochlorite). Microorganisms’
adhesion on surfaces reached 6.3 x 10° to 3.1 x 10’CFU/cm?. The results did not
have a significant difference between adhesion on surfaces on the three studied
categories, and also did not existed difference on both disinfectants used. The
peracetic acid and sodium hypochlorite have similar performance, but were not
sufficiently effective to control biofilms on conditions of this study, when used on a
“clean in place" for the removal of B. cereus s.s. adhered to stainless steel surfaces
of type AISI 304 submerged in milk.

Keywords: Peracetic acid, sodium hypochlorite, recontamination, food safety
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1. INTRODUCAO

Microrganismos do grupo do Bacillus cereus estdo entre os deteriorantes
mais importantes da cadeia produtiva leiteira e também entre aqueles envolvidos em
doencas transmitidas por alimentos. Por comprometerem a qualidade e a seguranca
microbiolégica do leite e de produtos lacteos, constituem-se uma grande
preocupacao & industria de laticinios (EHLING-SCHULZ et al., 2004; SIMOES et al.,
2010; KUMARI; SARKAR, 2016).

As bactérias do grupo do B. cereus possuem a habilidade de se aderir e
formar biofilmes em superficies solidas, como o aco inoxidavel (SALUSTIANO et al.,
2009; KUMARI; SARKAR, 2016). A formacéo de biofilmes é um processo complexo,
constituido por uma série de eventos moleculares e fisiol6gicos, constituido por
varios estagios incluindo a adesédo, formacdo de micro coldnias, estruturacdo
tridimensional e maturacao (WATNICK, 2000). Na industria, ocasionalmente podem
persistir residuos de leite nas superficies de equipamentos em aco inoxidavel,
constituindo uma pelicula denominada filme condicionante, que tornam estas
superficies mais propicias a adesdo bacteriana e consequente formacdo de
biofilmes (MACHADO, 2005).

Relatos da presenca de microrganismos do grupo do Bacillus cereus em
produtos comerciais prontos para consumo sao frequentes (VIDAL-MARTINS et al.,
2005; REYES, 2007; GRACIAS et al.,, 2011; BENNETT et al., 2013; REIS et al.,
2013; KUMARI; SARKAR, 2014; MONTANHINI et al., 2015; SINGH et al., 2016;
VIDAL et al., 2016) e os biofilmes desempenham papel fundamental na persisténcia
destes microrganismos nas linhas de processamento, por se tratar de estruturas
estaveis que protegem as bactérias residentes contra a acdo de agentes
desinfetantes, dificultando seu controle e possibilitando a recontaminacéo
persistente dos produtos (BRANDA et al., 2005; SALUSTIANO et al., 2009; MAJED
et al. 2016; KUMARI; SARKAR, 2016). Este efeito protetor a desinfetantes e
antimicrobianos é fornecido por uma matriz extracelular, que dificulta seu controle e
eliminac&o (SIMOES et al., 2006).

O sistema “Clean in place” (CIP) é comumente empregado pelas industrias
para controlar biofilmes em linhas de processamento de leite. Trata-se de um
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procedimento de higienizagao e sanitizacdo padronizado que inclui a limpeza regular
das tubulacdes e equipamentos com solucdes acidas e alcalinas aplicadas a altas
temperaturas (ZOTTOLA; SASAHARA, 1994; BREMER et al., 2006). E utilizado
fundamentalmente no intuito de garantir a desinfeccdo de superficies limpas e a
eliminacdo de residuos organicos pela acdo dos desinfetantes em locais de dificil
acesso (SHI; ZHU, 2009). No entanto, contaminacdes e deterioracdo de produtos
ocasionadas por biofilmes ainda s&o problemas recorrentes (OSTROV et al., 2016).

Houve um aumento significativo do interesse da comunidade cientifica por
pesquisas sobre formacao de biofilmes dos microrganismos do grupo do B. cereus
na ultima década (MAJED et al., 2016). Poucos estudos, porém, investigam a
eficiéncia dos processos usuais de combate aos biofilmes do grupo do B. cereus,
principalmente aqueles ligados a superficies de ago inoxidavel. Entretanto, nestes
estudos fica evidente a importancia de determinar a eficiéncia das solucbes e
desinfetantes utilizadas nos procedimentos CIP na remoc¢éo das bactérias ligadas a
superficies de aco inoxidavel, material amplamente usado em equipamentos da
indastria de laticinios (PARKAR et al., 2003; BREMER et al., 2006).

Neste sentido, o presente estudo objetivou avaliar a atuacao e eficiéncia dos
desinfetantes de principios ativos a base de acido peracético e de compostos
inorganicos liberadores de cloro ativo junto ao sistema “Clean in place”, em tempo e
concentracédo recomendados pelo fabricante, sobre biofilmes de Bacillus cereus s.s.

formados em superficies de aco inoxidavel que tiveram contato com o leite.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Delineamento experimental
O Fluxograma esquematizado na Figura 1 ilustra o delineamento

experimental deste estudo. Nas sessfes seguintes, cada etapa deste ensaio sera

descrita de forma elucidativa.



61

Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental para a producao de leite tindalizado,
seguida de contaminacdo experimental, inducdo de biofilmes, e posterior higienizacdo das
superficies de aco inoxidavel com biofilme.
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De forma sucinta, foram isolados microrganismos do grupo do Bacillus

cereus a partir de amostras colhidas em industrias, propriedades leiteiras e produtos
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lacteos comerciais, na regido de Pirassununga, Sao Paulo, Brasil. Depois de
caracterizados, selecionou-se um isolado sabidamente formador de biofilme para a
sequéncia dos ensaios.

Para garantir que a formacg&o de biofilmes fosse restrita a este isolado, foi
produzido leite livre de outros microrganismos do grupo do Bacillus cereus. Para tal
foi utilizada a técnica de tindalizacdo, conforme metodologia adaptada de KIM et al.
(2012), e o leite resultante deste processo é denominado a partir daqui como leite
tindalizado (LT). Este foi experimentalmente contaminado com o isolado escolhido
em trés circunstancias distintas; a primeira pela inoculacdo de esporos (LTE), a
segunda por células vegetativas (LTC), e a terceira tembém por células vegetativas,
entretanto, esta foi seguida de pasteurizacao (LTP). Com o auxilio de um prot6tipo
experimental de aco inoxidavel (Fig. 2), induziu-se a formacao de biofilmes a partir
das trés contaminacdes.

Posteriormente foi realizado o processo de higienizacdo CIP (Fig. 3)
utilizando 2 desinfetantes diferentes, constituindo 2 tratamentos. As superficies de
aco inoxidavel foram analisadas quanto a carga microbiana aderida no decorrer do
processo de higienizacdo e também visualizadas em microscopia eletrénica ao final
do processo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 3 x 2 (natureza da contaminacdo x desinfetantes), com trés

repeticoes.

2.2 Obtencdo e caracterizacéo de isolados

Foram obtidas 466 amostras colhidas da cadeia produtiva de leite e
produtos lacteos (331 amostras oriundas de 52 propriedades leiteiras, 58 amostras
de industrias e 77 de produtos lacteos comerciais obtidos no comércio varejista) na
regido de Pirassununga, Sao Paulo, Brasil.

No Laboratério de Qualidade de Produtos de Origem Animal (Quali-POA) da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de Séo Paulo
(FZEA-USP) realizou-se inicialmente um pré-enriquecimento em Caldo Triptona de
Soja (TSB) (Oxoid, Hampshire, UK) adicionado de Polimixina B (20ug/mL)
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(STADHOUDERS, 1992) que foi incubado a 30°C durante 24 horas. Posteriormente,
foi transferida uma alcada para placas de Petri contendo Agar Manitol Gema de Ovo
e Polimixina B (MYP) (MOSSEL et al.,, 1967) pela técnica de esgotamento e
incubadas a 30°C por 24 a 48 horas. Entre trés e cinco colonias sugestivas eram
transferidas para tubos com Agar Triptona de Soja (TSA) (Oxoid, Hampshire, UK)
inclinados e incubadas durante 24 horas a 30°C.
Os isolados foram caracterizados e confirmados fenotipicamente como

Bacillus cereus, por coloracdo de Gram e com 0s seguintes resultados em analises
bioquimicas; catalase (+), fermentacdo anaerdbica da glicose (+), Voges-Proskauer
(+), crescimento rizoide (-), hemolise de sangue de carneiro (+), producado de cristais
(-), motilidade (+/-) e reducéo do nitrato a nitrito (+/-) (MACFADIN, 1976; SHARIF;
ALAEDDINOGLU, 1988; APHA, 2001). das quais 69 isolados Bacillus cereus s.s.
oriundos de Todos isolados foram armazenados em caldo infusdo cérebro-coracéo
(BHI) com glicerol a -20°C até o momento do uso.

As culturas foram submetidas a extracdo de DNA utilizando o Kit GenElute
TM Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e posteriormente
foram enviadas ao “The Milner Center for Evolution” para a realizacdo de
sequenciamento genémico, na “University of Bath” no Reino Unido (UK). Os dados
do sequenciamento gendmico dos 69 isolados obtidos na cadeia produtiva de leite e
produtos lacteos (Documento Suplementar 1) estdo depositados no NCBI GenBank
e Short Read Archive (SRA) associado ao BioProjeto: PRINA390851.

Baseado nas analises genbmicas, dentre os 69 isolados foi selecionado o
isolado ID 644 (Documento Suplementar 1), reconhecidamente produtor de
biofilmes e com potencial deteriorante e toxigénico, para a inducdo de biofiime e

realizacdo das analises deste estudo.

2.3 Producéo de indculos

Foram produzidos e padronizados dois tipos de indculos, constituidos de
células vegetativas e de esporos de Bacillus cereus s.s.
Para o primeiro tipo, o isolado mantido em estoque foi reativado em caldo

infusdo cérebro-coracdo (BHI), transferindo-se 10uL da cultura para 5mL de caldo
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BHI e incubado a 30°C por 12h. No momento do uso, uma aliquota de 1mL da
cultura era submetida a contagem populacional.

Para o segundo, 10pL da cultura mantida em estoque foram transferidos para
tubos com agar triptona soja (TSA) inclinado e incubados por sete dias a 30°C.
Posteriormente, os esporos foram lavados da superficie do agar com 5mL de agua
destilada estéril, transferidos assepticamente a um tubo estéril e centrifugado por 20
minutos. Logo apds, o sobrenadante foi descartado e ressuspenso em Aagua
destilada, ocorrendo em seguida uma nova centrifugacao, esse processo se repetiu
por 3 vezes.

Na sequéncia, a suspensao foi submetida a choque térmico a 80°C por um
minuto em banho-maria, seguido de resfriamento pelo mesmo periodo para
inativacao das células vegetativas (GIFFEL et al., 1997). A suspensao de esporos foi
submetida a coloracdo de Wirtz-Conklin para confirmacdo da auséncia de células
vegetativas (BIER, 1975). No momento do uso, uma aliquota de 1mL da suspenséo

era submetida a contagem populacional.

2.4 Producdo de leite tindalizado

Para producdo de leite tindalizado foi utilizada uma iogurteira industrial
(logurteira Mec Milk®) com controle de temperatura, pertencente ao laticinio da
Prefeitura do Campus USP Fernando Costa em Pirassununga — PUSP-P.
Inicialmente esta foi submetida a limpeza mecanica, seguida de higienizacdo com
hidroxido de sodio, acido nitrico e acido peracético 0,05% a 25°C por 1hora. Com o
auxilio de suabes, era realizada amostragem da superficie interna do equipamento
para controlar a eficiéncia do processo de higienizagcdo. O procedimento de
higienizacdo era aplicado também a tubulacdo e ao tanque de recepcéo de leite cru
do equipamento pasteurizador.

A tindalizacdo se deu aquecendo o leite a 80°C por 10 minutos, seguido por
resfriamento até 30°C mantendo-o por 30 minutos para induzir a germinagao
bacteriana, finalizando apés um novo aquecimento a 95°C por 20 minutos. O
processo de tindalizagdo se completava apos 3 repeticdes de todo o ciclo descrito,

conforme KIM et al. (2012) com adaptacdes.
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Foram tindalizados 30L de leite cru que ao final do processo, eram
bombeados pela tubulacédo até o tanque de recepcéo de leite cru do pasteurizador.
Destes, 10L eram pasteurizados e envasados em saquinhos de polietileno com
capacidade de 1L. Posteriormente o LT era transportado ao laboratério e mantido

em refrigeracdo até o momento das analises seguintes.

2.5 Contaminagéo experimental do leite

A contaminacdo experimental do leite se deu em trés circunstancias distintas;
a primeira pela inoculacdo de esporos ao leite tindalizado (LTE), a segunda por
inoculagédo de células vegetativas ao leite tindalizado (LTC), e na terceira com a
contaminacéo do leite tindalizado com células vegetativas, seguida de pasteurizacéo
(LTP).

A contaminacdo do LTP se deu no laticinio da USP. Apds a tindalizacdo, 10L
de leite eram bombeados ao tanque de recepcéo de leite cru, onde eram vertidos
15mL de inéculo de células vegetativas de B. cereus s.s. ao leite (30°C), que depois
de homogeneizado, seguia para pasteurizacdo e envase. O LTP era transportado ao
laboratério, onde permanecia em refrigeracdo até o momento das analises
seguintes.

As contaminacdes de LTC e LTE foram realizadas no momento das analises
de inducao de biofilmes, sempre em camara de seguranca biolégica no Laboratorio
de Qualidade de Produtos de Origem Animal (Quali-POA), aplicando 2mL dos
respectivos inéculos para cada litro de LT,

2.6 Prototipo experimental em aco inoxidavel
Foi produzido um prototipo experimental (Figura 2) que consistiu no

substrato para a adesédo de B. cereus s.s. nos ensaios de inducdo de biofilmes e

posterior higienizagao pelo procedimento CIP.
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Figura 2. Protétipo experimental utilizado neste estudo,
confeccionado em aco inoxidavel do tipo AISI 304 com polimento
sanitario.

Estante Cupons
i 11cm T

Face numerada
16cm

3,5x1,5cm
(A) (B)

O prototipo foi produzido em escala piloto, sendo composto por cupons com
dimensdes de 3,5x1,5cm e 1x1lcm (denominados a partir dagqui como cupons A e B,
respectivamente) e uma estante com capacidade de acomodar 30 cupons, adaptado
do modelo utilizado por Oliveira et al. (2010). O protétipo foi confeccionado em aco
inoxidavel do tipo AISI 304 com polimento sanitario. Os cupons foram numerados
em uma das faces, possibilitando padronizar e manter a face amostral no
contrafluxo.

A higienizagdo se dava com abrasdo mecénico com bucha e detergente
neutro, seguida solucdo de hidroxido de sodio a 1% e imersdo em &alcool 70%,

seguido de esterilizacdo em autoclave, conforme (Ribeiro-Furtini, 2005).

2.7 Condicionamento dos cupons de ago inoxidavel

Trata-se da preparacao das superficies para a adeséo bacteriana, criando um
filme condicionante semelhante ao encontrado nas superficies de aco inoxidavel do
ambiente industrial. Para tal, apos higienizacédo e esterilizacdo prévia, 0 prototipo
experimental contendo 21 cupons (18 cupons A e 3 cupons B) foi mantido em
recipiente estéril do tipo béquer de vidro, onde foi acrescentado um litro de LT.
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O prototipo permaneceu no recipiente imerso em leite, mantido sob sob um
agitador magnético por uma hora em agitacdo! a temperatura ambiente. Todo o
processo foi realizado em camara de seguranga biolégica.

Ao final do processo, 3 cupons A foram submetidos a quantificacdo
bacteriana, por meio da técnica de esfregaco de superficie com suabes, como
controle de esterilidade. Posteriormente o restante dos cupons eram ascépticamente
transferidos para placas de Petri estéreis forradas com papel de filtro, mantendo a
superficie amostral voltada para cima, e secos em estufa a 60°C por 2 horas.

2.8 Inducéo de biofilmes nas superficies dos cupons de a¢o inoxidavel

Um total de 18 cupons (15 cupons A e 3 cupons B) com filmes condicionantes
foram submetidos ao contato com leite para a inducao de biofilmes. Para tanto, foi
acrescido um litro de LT a um recipiente do tipo béquer contendo o prototipo
experimental e ocorreu entdo a contaminacdo experimental deste leite (LTC e LTE),
em temperatura ambiente, permanecendo incubado sob agitacdo por 10 horas para
a inducéo de biofilme.

A inducéo de biofilmes em LTP, diferiu-se do procedimento descrito por ser
acrescido 1L do LTP, contaminado antes da pasteurizacdo e envase do leite, ao
recipiente contendo o protétipo experimental e ndo sendo necesséria, portanto, a
contaminacdo do leite. Passada a incubacdo, realizava-se um enxague em agua
destilada por 1 minuto em temperatura ambiente e na sequencia retirava-se a
primeira amostragem de cupons com adeséo bacteriana (CA) (3 cupons A) para a
quantificacdo populacional. Todas as amostragens seguiam para quantificacdo da

populacao bacteriana aderida, conforme sessfes a seguir.

2.9 Higienizacao dos cupons pelo sistema “clean in place”, simulado em

escala piloto

Um total de 15 cupons (12 cupons A e 3 cupons B) com adeséao de biofilmes

foram submetidos ao procedimento de higienizacdo, que se deu em sete etapas

! Segundo nivel do marcador de agitacdo do equipamento: Agitador Magnético com Aquecimento BT 41/AL
(Rotagdo: 50 a 2600 RPM)
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diferentes, cada uma com uma das solugbes usualmente utilizadas nos
procedimentos de higienizacado CIP adotados em laticinios, conforme esquematizado

na Figura 3.

Figura 3. Fluxograma representativo do procedimento de higienizacdo “clean in place”
aplicado aos cupons de aco inoxidavel com adesdo de biofilmes de Bacillus cereus s.s.
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Foram utilizados béqueres de vidro onde o protétipo experimental era mantido
submerso e em agitacdo sob um agitador magnético dotado de aquecimento. Todo o
processo foi realizado em camara de seguranga biolégica.

A higienizagdo se iniciou com agua a temperatura ambiente por um minuto,
seguida de solucédo alcalina (hidroxido de sodio a 2%) a 60°C por 10 minutos, agua
destilada a temperatura ambiente por um minuto, solucao &acida (acido nitrico a 2%)
a 60°C por 10 minutos e novo enxague em agua destilada a temperatura ambiente.
Nesta etapa era colhida a segunda amostragem de cupons A higienizados (CH).

O processo CIP foi concluido apdés a sanitizacdo com solucdo de acido
peracético a concentracdo de 0,1% e hipoclorito de sédio 0,02%, ambos em
temperatura ambiente por 10 minutos, seguido de enxague com agua destilada a
temperatura ambiente por um minuto. Para controle negativo, foi realizado o mesmo
procedimento de sanitizacdo, porém apenas com agua.

Ao final desta etapa realizava-se a terceira e Ultima amostragem retirando-se
cupons A, sempre em triplicatas, e o cupon B que era reservado individualmente em
placa de Petri estéreis com papel filtro, onde permanecia a 30°C por 24horas em
estufa.

Todo processo de higienzacéo foi exatamente o0 mesmo para os trés tipos de

biofilmes, induzidos a partir das trés contaminacdes diferentes, LTC e LTE e LTP.

2.10 Quantificacao da populacao bacteriana aderida as superficies dos cupons

Para quantificar a carga microbiana dos in6culos e também de leites,
retiravam-se uma aliquota de 1mL no momento do uso. Preparava-se diluicbes
seriadas em agua peptonada (H20p) e na sequencia, 0,1 mL eram transferidos para
placas de agar TSA e agar MYP, pela técnica de plagueamento em superficie. As
placas eram incubadas a 30°C por 24 a 48 horas.

Para quantificar a populacdo bacteriana aderida as superficies de aco
inoxidavel, os cupons eram enxaguados com o auxilio de pipetas Pasteur e em
seguida, por meio de esfregaco, realizava-se a coleta de amostra da superficie dos

cupons com suabes estéreis.
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O enxague da primeira amostragem se deu com tampéao fosfato, para a
remocao de residuos de leite, seguido de enxagues adicionais com agua destilada,
solucdo salina peptonada com tween 80 (H20sp-Tween) e novamente &agua
destilada. A partir da segunda amostragem os cupons foram enxaguados com agua
destilada, H20sp-Tween e novamente em agua destilada.

A amostragem da superficie dos cupons se dava em trés deles, utilizando um
suabe estéril para cada cupom, e estes eram mergulhados e agitados em um Unico
tubo contendo 9mL &gua peptonada tamponada 0,1% (H20p), realizava-se as
diluicdes seriadas e na sequencia plagueamento em agar TSA e agar MYP a 30°C

por 24 a 48 horas.

2.11 Andlise da topografia da superficie dos cupons de ac¢o inoxidavel

Apos 24h de incubacdo os cupons B eram levados ao Laboratério de
Microscopia Eletronica da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria da UNESP,
Jaboticabal, submetidos a solucdo fixadora (Karnovsky modificado: 2,5%
glutaraldeido, 2,5% formaldeido, em 0,05 M de tampéao cacodilato de sédio, pH 7,2 e
0,001M CaCl2) por pelo menos 72 horas.

Em seguida, lavados em tampao fosfato e pos-fixados em tetroxido de ésmio
1% overnight. Apos lavagem, eram desidratados em gradiente crescente de etanol
(25%, 50%, 70% e 90% e 100%), seco em ponto critico e metalizados com ouro
(BOSSOLA; RUSSEL, 1998). Posteriormente foram obtidas imagens topograficas da

superficie dos cupons em microscopio eletrénico Zeiss EVO MA-10.

2.12 Analise Estatistica

Os resultados obtidos em contagem populacional foram analisados por meio
de ANOVA e Teste t a 5% de significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 69 isolados oriundos de 466 amostras colhidas na cadeia
produtiva de leite e produtos lacteos. Dos 69 isolados, um conjunto de 38 destes foi
obtido de 26 propriedades leiteiras, nove (9) isolados foram obtidos em dois
laticinios distintos, e outros 22 isolados foram obtidos de produtos lacteos comerciais
disponiveis em varejo, sendo um (1) de queijo Minas frescal, um (1) de bebida lactea
UAT, um (1) de creme preparado com queijo, um (1) de cappuccino instantaneo e
por fim, 18 obtidos de queijos fundidos tipo requeijao.

Diversos trabalhos relatam a presenca do Bacillus cereus em produtos
comerciais tratados termicamente na industria, como o leite pasteurizado e leite UAT
(VIDAL-MARTINS et al., 2005; REYES, 2007; BENNETT et al., 2013; REIS et al.,
2013; KUMARI; SARKAR, 2014; MONTANHINI et al., 2015; VIDAL et al., 2016), leite
em po (REYES, 2007) e leite fermentado (WONG et al., 1988).

Dentre os fatores associados a contaminacao de produtos lacteos pelo grupo
do B. cereus, sua capacidade em se aderir e formar biofilmes em superficies solidas
(KUMARI; SARKAR, 2014; MARCHAND et al.,, 2012) aliada a capacidade de
sobreviver aos processos de pasteurizacdo (EVELYN et al, 2015), séo
preponderantes neste aspecto, acarretando problemas e consequéncias
consideraveis a industria (SALUSTIANO et al., 2009; KUMARI; SARKAR, 2016;
RIBEIRO et al., 2017).

Frequentemente sdo observados atributos que contribuem para a
contaminacdo do leite com esporos de B. cereus s.s. em propriedades leiteiras
brasileiras, como a presenca de fezes no ambiente de ordenha, e a utilizacdo
inadequada de camas e de silagem (VISSERS et al., 2007; MAGNUSSON et al.,
2007). A carga microbiana do leite cru pode prejudicar as industrias por permitir a
entrada e disseminagdo destes microrganismos nas linhas de processamento por
meio dos biofilmes (SIMOES et al., 2010; KUMRI; SARKAR, 2014).

Neste sentido, controlar a carga microbiana oriunda da matéria prima é
fundamental para controlar também os biofilmes na industria, reforcando a
necessidade de intensificar as melhorias nos procedimentos de obtencao de leite cru

das propriedades da regido em estudo.
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Apoés a realizacdo da tindalizacdo, neste estudo adaptada de KIM et al.
(2012), as andlises de quantificacdo de microrganismos demonstraram que o
processo foi capaz de reduzir a populacdo de Bacillus cereus a niveis indetectaveis,
mesmos sendo capazes de resistir aos processos térmicos. Os resultados foram
satisfatorios, fato digno de nota, tendo visto que na Ultima década diversas
pesquisas tém surgido com o objetivo de reduzir ou eliminar esporos de Bacillus
cereus do leite (EVELYN et al., 2015; ESPEJO et al, 2014; LAVDAL et al., 2011).

Foram inoculados entre 2,4 x 10° e 7,2 x 10'° UFC/L microrganismos ao leite
durante a contaminacdo experimental, resultando ao final de 10 horas de incubacéo,
em populagées entre 1,1 x 108 e 7,6 x 10° UFC/mL de leite.

Apébs a inducado de biofilmes, por 10 horas de incubacdo em leite, os cupons
com adesédo bacteriana apresentaram entre 6,3 x 10° e 3,1 x 107 UFC/cm? nas trés
contaminacgdes diferentes. Wirtanen et al. (1996) denominam como biofilmes apenas
as adesfes que superem 10° UFC/cm?, enquanto Andrade; Bridgeman e Zottola
(1998) os caracterizam em mais de 107 UFC/cm? Estudos descrevem que o
desenvolvimento de biofilmes em equipamentos de laticinios pode ocorrer entre 8 e
12 horas (SCOTT et al., 2007; BREMER et al., 2009), com populacdes de até 10°
UFC/cm2 em pasteurizadores (BREMER et al., 2009).

Neste sentido os resultados demonstram que, nas condi¢cdes de estudo, 10
horas séo suficientes para ocorrer a formacao de biofilmes por esporos e células
vegetativas de B. cereus s.s. em superficies de aco inoxidavel apresentando,
portanto, adesao proporcional nas trés condi¢cdes de contaminacéo (p>0,05) quando

submetidos a ANOVA a 5% de significancia, representados na Tabela 1.

Tabela 1. Populacdo média de Bacillus cereus s.s. em biofiimes aderidos a
superficie de aco inoxidavel do tipo AISI 304, em contato com leite
tindalizado experimentalmente contaminado, e submetidas a sanitizagéo.

Quantidade de Bacillus cereus (Logio) UFC/cm?
CA CH CN CSP CSH
LTP 3,4x107(7,5) 1,1x107(7,0) 8,1x10°(6,9) 5,8x10°(6,8) 4,6x10°(6,7)
LTE 6,3x10°(5,8) 3,6x10°(5,6) 1,5x10°(5,2) 2,5x10°(5,4) 3,0x10%(4,5)
LTC 3,1x107(7,5) 8,1x10°(6,9) 8,7x10°(6,9) 8,5x10°(5,9) 5,5x10%(4,7)

LTP: Leite tindalizado contaminado e pasteurizado; LTE: Leite tindalizado contaminado com esporos;

LTC: Leite tindalizado contaminado com células vegetativas; CA: Cupom com adesdo; CH: Cupom

higienizado; CN: Controle negativo; CSP: Tratamento com &cido peracético; CSH: Tratamento com

hipoclorito de sédio.
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Os resultados indicam que nas condi¢cdes do estudo, a pasteurizacdo nao
influenciou o processo de adeséao.

Sabe-se que estes microrganismos podem sobreviver a pasteurizacao
industrial do leite cru e que posteriormente, 0s esporos se aderem as superficies e
germinam formando biofiimes (ENEROTH et al., 2001; SCOTT et al., 2007; GARNY
et al., 2008; FAILLE et al., 2014; GOPAL et al., 2015). Os resultados convergem
neste sentindo, no entanto, outros estudos tém demonstrado que a pasteurizagao
pode induzir lesGes bacterianas subletais, ocasionadas por danos ao DNA, por
consequéncia do estresse térmico (WESCHE et al., 2009; SILVA et al.,, 2013;
DEVATKAL et al., 2015). Apesar disso nao foi observada diferenca na formacéo de
biofilmes pelo B. cereus s.s. quando esta se deu ap0s o processo de pasteurizacao
(p>0,05). Aparentemente este tipo de dano nao altera a capacidade ou mecanismos
necessarios para a formacéao de biofilmes.

Porém, pode ser que isso seja resultante da capacidade de recuperacao
deste tipo de microrganismo, proporcionado por mecanismos de reparacao de danos
celulares e moleculares, ja descritos em outros estudos (SETLOW, 2007; WARDA et
al., 2015), e fatores importantes como tempo e temperatura de incubacdo, as
condicbes e composicdo do meio, que sdo descritos como determinantes na
formacdo do biofiime de B. cereus (WIJMAN et al., 2008). Neste sentido as
condicdes podem ter sido favoraveis a recuperacdo dos danos e consequentemente
nao influenciaram nos resultados.

N&o houve diferenca significativa na reducéo da carga microbiana aderida aos
cupons de aco inoxidavel ao final do processo de higienizacdo, apresentando
eficacia semelhante entre os desinfetantes utilizados neste estudo, contra biofilmes

de B. cereus s.s., representada na Figura 2.
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Figura 2. Graficos represendo a reducao logaritimica da carga microbiana aderida as
superficies de ago inoxidavel, nos trés tipos de contaminacao, apds a aplicacdo do processo
“clean in place”.

Controle negativo Acido peracético Hipoclorito de sédio
100000000 100000000 100000000
10000000 L‘B\Qf__ﬁ‘ 10000000 x 10000000 :\x
1000000 1000000 1000000
100000 100000 100000
10000 10000 10000
cA cH N A cH csp ca cH CsH
-t TP LTE =@m=LTC - TP LTE =@l TC —.—L1P LTE ==L TC

LTP: Leite tindalizado contaminado e pasteurizado; LTE: Leite tindalizado contaminado com esporos; LTC: Leite tindalizado contaminado
com células vegetativas; CA: Cupom com ades&o; CH: Cupom higienizado; CN: Controle negativo; CSP: Tratamento com acido peracético;
CSH: Tratamento com hipoclorito de sédio.

Sabe-se que as bactérias podem sobreviver e produzir biofilmes no interior
dos tubos, mesmo ap6s um procedimento CIP aplicado adequadamente (SHI; ZHU,
2009). Entretanto, Wirtanen et al., (2002) destaca que 0s processos de limpeza e
desinfeccdo de superficies podem ser considerados eficientes quando promovam
uma reducéo da populacéo entre 1-3 log, que nao foi alcancada neste estudo. Neste
sentido, o &cido peracético e o hipoclorito de sddio ndo se mostraram eficientes para
contra biofilmes de B. cereus s.s. nas condi¢cdes deste estudo.

Estes resultados estdo em conformidade com os estudos que afirmam nao
haver esterilidade de equipamentos, mesmo ap0s a sanitizacdo padrdo usada para
produtos lacteos (KUKHTYN et al., 2017).

Foram registradas micrografias eletrénicas de adesdo do B. cereus s.s. a
superficie de ago inoxidavel, e a producdo de matriz extracelular, Figura 3A e B,
respectivamente, oriundos de leite contaminado com células vegetativas, obtidos por

microscopia eletronica de varredura.
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Figura 3. (A)* Adeséo e (B)** formacdo de matriz extracelular de Bacillus cereus s.s. em
superficie de aco inoxidavel do tipo AISI 304, obtidos de leite contaminado com células
vegetativas. *Imagem ampliada 44.180 vezes. **Imagem ampliada 7.390 vezes.

Estudos indicam maior adesdo dos esporos comparados as ceélulas
vegetativas (PARKAR et al.,, 2001; FAILLE et al., 2001; BRANDA et al., 2004,
SZABO et al., 2017), no entanto isso n&o foi observado nos resultados deste estudo,
onde nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre adesao nas trés categorias
estudadas.

Essa divergéncia pode estar relacionada ao fato destes biofilmes terem sido
induzidos em ambiente totalmente restrito aos esporos de B. cereus s.s.

As interacdes multiespécies apresentam muitos benéficios entre cepas ou
espécies, que incluem co-agregacdo de grupos bacterianos concomitantemente
(RICKARD et al., 2003), conjugacao (GHIGO, 2001) e a protecdo de uma ou varias
espécies da erradicacdo quando o biofilme é exposto a compostos antimicrobianos
(COWAN et al., 2000; LERICHE; BRIANDET; CARPENTIER, 2003). Essa protecao
pode ser derivada de uma variedade de fatores, incluindo a complementacao
enzimatica (SHU et al., 2003) e a distribuicdo espacial organizada das células no
biofilme (COWAN et al., 2000; LERICHE; BRIANDET; CARPENTIER, 2003). Estes e
outros mecanismos produzem efeitos sinérgicos que resultam em biofilmes
cooperativos até mesmo entre estirpes que nao conseguiriam formar biofilmes
sozinhos (BURM@LLE et al., 2006).

Embora os biofilmes formados por mais de uma espécie de bactérias
apresentem maiores vantagens metabdlicas em ambientes naturais, biofilmes

formados por apenas uma espécie de bactéria tendem a colonizar mais eficazmente
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0s substratos e superficies de equipamentos em industrias de laticinios (PARKAR,;
FLINT; BROOKS, 2003).

Foi possivel observar a evolucéo de biofilmes em estagios mais estruturados
(Figura 4A e B). De acordo com Mittelman (1998), a evolugéao de biofilmes maduros
pode levar varias semanas, mas pode ocorrer em horas dependendo do sistema em

desenvolvimento.

ZFISX

Figura 4. (A)* Biofilme em processo de proliferacdo celular e estruturagdo tridimensional e
(B)** biofilme j&a estruturado com canais de transporte de nutrientes e O,, formados por
Bacillus cereus s.s. em superficie de acgo inoxidavel do tipo AISI 304, obtidos de leite
contaminado com células vegetativas. * Imagem ampliada 5.140 vezes. ** Imagem ampliada
7.310 vezes.

Apesar de néo diferir, a formacdo de biofiimes por esporos € mais
preocupante por conta de sua resisténcia a agentes quimicos e aos tratamentos
térmicos. Os esporos sao resistentes a desinfeccéo e outros métodos de inativacdo
em relacdo as células vegetativas (YOUNG; SETLOW, 2003).

O &cido peracético é considerado eficaz no combate a esporos (MOHAN et
al., 2012; BUHR et al., 2013; WEHMEYER et al., 2015). Entretanto, no presente
estudo nao houve diferenca na remocao destes.

Estudos tém demonstrado que apesar da resisténcia dos esporos, 0 acido
peracético pode inativa-los, provavelmente alterando as camadas externas dos
esporos, mais precisamente a membrana interna, de modo que quando germinem,
ocorra rompimento da membrana (SETLOW et al., 2007; BUHR et al. 2013; PARK et
al., 2014; LEGGETT et al.,, 2015). No entanto, o mecanismo de inativacdo de

esporos por acido peracético ndo € conhecido com exatidao.
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E possivel que concentracfes mais elevadas de acido peracético sejam mais
eficazes contra esporos, porém, usar grandes concentracdes de desinfetantes em
ambientes industriais ainda é um desafio, pois pode favorecer o processo de
corroséo (SZABO et al., 2017). Outra alternativa que podem favorecer o aumento da
eficiéncia do acido percético € combina-lo com componentes gasosos, como 0
monoxido de carbono (WHITE et al., 2006).

Como se sabe, o processo de higienizacdo é dividido em limpeza e
sanitizacdo, sendo que o primeiro remove residuos organicos e minerais aderidos as
superficies, e o segundo reduz a carga microbiana (WIRTANEN et al., 2002;
VLKOVA et al., 2008). Estudos atrelam a maior eficiencia dos desinfetantes a
auséncia de materiais organicos como gorduras, acucares e proteinas (WIRTANEN,
2004), demonstrando que além dos desinfetantes, os detergentes &cido e alcalino
também desempenham papel importante no controle destes microrganismos por
atuarem como limitantes de filmes condicionantes.

Em indastrias de processamento lacteos a adesdo bacteriana e consequente
formacdo de biofilmes € mais propicia quando ha filmes condicionantes,
ocasionados principalmente por leite residual, que possibilita o acumulo de
compostos organicos e inorganicos do leite (MACHADO, 2005; RIBEIRO et al.,

2017). Mesmo apo6s o processo CIP foram observados residuos de compoponentes

do leite neste estudo (Figura 5A e B).

— e e . i ZEISY

Figura 5. (A* e B*) Residuos de componentes organicos e inorganicos do leite em
superficie de ago inoxidavel do tipo AISI 304, obtidos de leite tindalizado. *Imagem ampliada
1.510 vezes. ** Imagem ampliada 1.510 vezes.
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A acdo dos agentes de limpeza na remocdo de residuos de leite das
superficies antes da sanitizacdo é fundamental para o controle microbiolégico
(SALUSTIANO et al.,, 2010). Bacillus cereus parecem necessitar de certos
componentes do leite antes da adesédo (Shaheen et al., 2010).

Assim, para se evitar e combater a contaminacdo de equipamentos por
biofilmes, especialmente com as tendéncias de uso e aprimoramento de
equipamentos e plantas industriais cada vez mais complexos e automatizados, é
importante que sejam adotados e exigidos parametros microbiolégicos cada vez
mais rigorosos (PASVOLSKY et al., 2014).

As solucbes acidas sao muito importantes no controle de residuos minerais e
na prevencao de depdésitos destes compostos em superficies de equipamentos, que
podem resultar em processos de corrosdo e consequentes pontos que possibilitem
formar biofilmes (PENG; TSAI; CHOU, 2002).

A membrana dos esporos também os confere resisténcia ao hipoclorito
(SABLI et al., 1996). Em contrapartida, os esporos tratados com hipoclorito tém
dificuldades em germinar, apesar de que aqueles que resistem aos tratamentos com
hipoclorito ndo apresentam danos visiveis ao DNA (YOUNG; SETLOW, 2003).
Possivelmente tanto os receptores de nutrientes, como o de enzimas liticas do
cortex celular dos esporos, sdo gravemente danificados pelo tratamento com
hipoclorito. Os autores acreditam que o hipoclorito prejudica as membranas destes
microrganismos pela oxidacdo de &cidos graxos ou pela oxidacdo de proteinas de
membrana, podendo inclusive ocorrer ambos (YOUNG; SETLOW, 2003).

Apesar dos resultados ndo demonstrarem evidencias de diferenciacdo da
reducdo da carga microbiana aderida, provavelmente este fato pode tender a uma
maior eficacia do hipoclorito frente ao acido peracético. Entretanto, € preciso uma
avaliacdo mais minuciosa acerca disso. Neste sentido, entender os danos celulares
ocasionados por estes desinfetantes pode ser uma contribuicdo importantes ao
controle destes microrganismos altamente resistentes a fatores fisicos e quimicos.

A variabilidade da eficacia na eliminacdo de bactérias planctonicas ou
biofilmes aderentes a superficies € uma caracteristica evidente das operacdes do
sistema CIP em alguns estudos (WIJMAN et al.,, 2008; FAILLE et al., 2001,
MARCHAND et al.,, 2012). Isso se deve a uma gama de fatores que podem
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influenciar a eficacia do CIP, incluindo a natureza, tempo e composi¢cao do biofilme;
composicdo e concentracdo do agente de limpeza; tempo e temperatura do agente
de limpeza; turbilhonamento da solugéo de limpeza entre outros. Por conta disso, 0
regime CIP ideal pode variar entre as industrias de processamento e também em
pontos especificos ao longo do tempo dentro de uma determinada planta
(MARCHAND et al., 2012).

4. CONCLUSAO

A acdo do &cido peracético e do hipoclorito de sédio demostraram
desempenhos semelhantes, mas nao foram sufucientemente eficazes nas condi¢cdes
do presente estudo, quando usados no sistema “Clean in place” para a remocéo de
B. cereus s.s. aderidos a superficies de aco inoxidavel do tipo AISI 304 submersas

em leite.
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ID
637
638
640
641
642
643
644
645
646
647
649
650
652
653
655
656
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676

Cepa
Gabriel_01
Gabriel_02
Gabriel_07
Gabriel_08
Gabriel_09
Gabriel_10
Gabriel_11
Gabriel_12
Gabriel_13
Gabriel_15
Gabriel_17
Gabriel_18
Gabriel_23
Gabriel_24
Gabriel_27
Gabriel_28
Gabriel_30
Gabriel_31
Gabriel_32
Gabriel_33
Gabriel_34
Gabriel_35
Gabriel_36
Gabriel_37
Gabriel_38
Gabriel_39
Gabriel_41
Gabriel_43
Gabriel_45
Gabriel_46
Gabriel_47
Gabriel_48
Gabriel_49
Gabriel_50
Gabriel_53

Cod. NCBI
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro

Em registro

Detalhes
Teteira
Tubulagdo de ordenha - fazenda
Tubulacgdo de ordenha - fazenda
Tubulagdo de ordenha - fazenda
Tubulagdo de ordenha - fazenda
Tubulagéo - laticinio
Equipamentos - laticinio
Equipamentos - laticinio
Caminhao transportador
Caminhdo transportador
Queijo Minas
Bebida lactea UAT
Utensilios - laticinios
Utensilios - laticinios
Utensilio - fazenda de leite
Creme preparado com queijo
Cappuccino
Requeijao
Requeijao
Requeijao
Requeijao
Requeijao
Requeijao
Requeijao
Requeijao
Equipamentos - laticinio
Lat8o de leite - fazenda
Tanque de refrigeracao
Utensilio - fazenda de leite
Balde de ordenha - fazenda
Latéo de leite - fazenda
Lat&o de leite - fazenda
Leite cru
Lat&o de leite - fazenda

Teteira

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

ID
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711

Caéd. NCBI
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro
Em registro

Em registro

Cepa
Gabriel_54
Gabriel_55
Gabriel_56
Gabriel_57
Gabriel_58
Gabriel_59
Gabriel_60
Gabriel_61
Gabriel_62
Gabriel_63
Gabriel_64
Gabriel_65
Gabriel_66
Gabriel_67
Gabriel_68
Gabriel_69
Gabriel_71
Gabriel_72
Gabriel_74
Gabriel_75
Gabriel_76
Gabriel_78
Gabriel_79
Gabriel_81
Gabriel_82
Gabriel_83
Gabriel_84
Gabriel_85
Gabriel_86
Gabriel_87
Gabriel_88
Gabriel_89
Gabriel_90
Gabriel_95

Detalhes
Utensilio - fazenda de leite
Teteira
Teteira
Utensilio - fazenda de leite
Tanque de refrigeracédo
Teteira
Latao de leite - fazenda
Utensilio - caminh&o transp.
Leite cru
Tanque de refrigeracéo
Tanque de refrigeracéao
Utensilio - fazenda de leite
Leite cru
Utensilio - fazenda de leite
Utensilio - fazenda de leite
Leite cru
Leite cru
Leite cru
Leite cru
Leite cru
Utensilio - fazenda de leite
Utensilio - fazenda de leite
Utensilio - fazenda de leite
Requeijao
Requeijao
Requeijao
Requeijao
Requeijao
Requeijao
Requeijao
Requeijao
Requeijao
Requeijao

Leite cru
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225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275

276

Cepa
BT 10792
BT 9727
BT407
BT IS5056
BT BMB171
BT HD-771
BT HD-789
BT MC28
BT CT-43
BT YBT-020
BT HD73
BT Al Hakam
BT DAR 81934
BT IBL 200
BT IBL 4222
BT BGSC 4AW1
BT BGSC 4BD1
BT T03a001
BT BGSC 4AJ1
BT t13001
BT BGSC 4BA1
BT BGSC 4CC1
BT T04001
BT T01001
BT BGSC 4Y1
BT ATCC 35646
BA Ames
BA A0248
BA Steme
BA CDC 684
BA Ames Ancestor
BA A2012
BA H9401
BA 3154
BA 3166
BA A0174
BA A0193
BA A0389
BA A0442
BA A0465
BA A0488
BA A1055
BA Australia 94
BA BF-1
BA CNEVA-9066
BA Carbosap
BA Gmbl
BA Heroin Ba4599
BA KrugerB

BA Sen2Col2

Cdédigo NCBI (acesso)
CMO000753.1
AEQ017355.1
CP003889.1
CP004123.1
CP001903.1
CP003752.1
CP003763.1
CP003687.1
CP001907.1
CP002508.1
CP004069.1
CP009651.1
CM001804.1
CMO000758.1
CMO000759.1
CMO000754.1
CMO000756.1
CMO000751.1
CM000752.1
CMO000750.1
CMO000755.1
CMO000757.1
CMO000749.1
CMO000748.1
CMO000746.1
AAJM00000000.1
AE016879.1
CP001598.1
AE017225.1
CP001215.1
AE017334.2
AAAC01000001.1
CP002091.1
ANFF01000002.1
NZ_ANFG00000000.1
NZ_ABLT00000000.1
NZ_ABKF00000000.1
NZ_ABLB00000000.1
NZ_ABKG00000000.1
NZ_ABLH00000000.1
NZ_ABJC00000000.1
NZ_AAEO001000033.3
NZ_AAES01000044.3
AMDT01000001.1
NZ_AAEN01000027.3
NZ_ANAO00000000.
NZ_CAVE000000000.1
NZ_AGQP00000000.1
NZ_AAEQ00000000.1

NZ_CAVC000000000.1

B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B

Espécie
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. thuringiensis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis
. anthracis

. anthracis

Detalhes

Ferida necrética humana - Yugoslavia

Lepidoptera - Germany

Floresta na China
China
serovar finitimus
Lepidoptera - France
Iraq
Australia
Humano
Gato
Espanha
China
Lepidoptera
Mexico
Lepidoptera
Solo - India
Grain Field - Pakistan
Canada
Lepdopitera
Solo - Japdo
cepa avirulenta
Humano - Ohio
Desenvolvimento vacina

Padr&o ouro

Doenca respiratéria - Florida
Antrax cutaneo - Humano - Korea

Solo - Bulgaria
Solo - Bulgaria
Canada

Bovino - Dakota do Sul/USA

Indonésia
Antelope - Africa do Sul
Bovino - Franca

Bovino - UK - alta viruléncia

EUA
Australia

Carcassa bovino - Alemanha

Franca
Vacina animal - ltalia
serovar Ames
Heroina - Escécia

Animal - Kruger Nat. Park/Africa do Sul

serovar Ames



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM000753.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AE017355.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003889.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004123.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001903.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003752.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003763.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003687.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001907.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP002508.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004069.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP009651.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM001804.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AAJM00000000.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001598.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001215.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AE017334.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AAAC01000001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP002091.1
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51
52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
7
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

100

277
278

279
280
281
282
283
284
285
286
287
288

289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325

326

Cepa
BA Sen3
BA Tsiankovskii-I

BA UR-1
BA Vollum
BA WesternNA USA6153
BC ATCC14579
BC B4264
BC F65185
BC 03BB102
BC AH187
BC AH820
BC ATCC10987

BC E33L
BC F0837/76
BC FRI-35
BC G9842
BC NC7401
BC Q1
BC CI
BC 172560W
BC 95-8201
BC AH1271
BC AH1272
BC AH1273
BC AH603
BC AH621
BC AH676
BC ATCC10876
BC 4342
BC BDRD-Bcer4
BC BDRD-ST196
BC BDRD-ST24
BC BDRD-ST26
BC BGSC 6E1
BCF
BC MM3
BC R309803
BC Rock1-15
BC Rock1-3
BC Rock3-28
BC Rock3-29
BC Rock3-42
BC Rock3-44
BC Rock4-18
BC Rock4-2
BC m1293
BC mm1550
BC 03BB108
BC AH1134

BC AND1407

Coédigo NCBI (acesso)
NZ_CAVD000000000.1
NZ_ABDN00000000.2

ALNY00000000.1
CP007666.1
NZ_AAER00000000.1
AE016877.1
CP001176.1
CMO000736.1
CP009318.1
CP001177.1
CP001283.1
AE017194.1

CP000001.1
CP003187.1
CP003747.1
CP001186.1
AP007209.1
CP000227.1
CP001746.1
CMO000717.1
CMO000727.1
CM000739.1
CM000740.1
CM000741.1
CM000737.1
CMO000719.1
CMO000738.1
CMO000715.1
CMO000721.1
CM000726.1
CM000725.1
CM000723.1
CM000724.1
CMO000716.1
CM001787.1
CMO000718.1
CMO000720.1
CM000729.1
CM000728.1
CM000730.1
CM000731.1
CMO000732.1
CMO000733.1
CMO000735.1
CMO000734.1
CM000714.1
NZ_CMO000722.1
CP009641.1
NZ_ABDA00000000.2

NZ_AHCMO00000000.1

Espécie
B. anthracis
B. anthracis

B. anthracis
B. anthracis
B. anthracis
. cereus
. cereus
. cereus
cereus
. cereus
. cereus
cereus

WWWwww®

. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
cereus
. cereus
. cereus
. cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
. cereus
cereus

. cereus

Detalhes
serovar Ames

Russia
Usuario de heroina -
Alemanha

UK-Espanha-Zimbabwe
Franca e América do Norte
Caso de pneumonia fatal
Fratura aberta - Nova lorque
Pneumonia severa - USA
Voémito humano - UK
Regido Periodontal - Noruega
Queijo - Canada
Carcassa de zembra -
Namibia
Ferida humana
Amostra cinica- Nebraska
Sindrome emética
Apatogénica
Caso fatal - chipamzé
Ferida
Endocardite - UK
Lamp - Iceland
Fluido Amniético - Islandia
Sangue humano - Islandia
Léacteo
Solo - Noruega
ATCC
Sensivel a fago gama

Amostra antiga de permafrost
Alimento
Septicemia - UK
Solo - USA
Solo - USA
Solo - USA
Solo - USA
Solo - USA
Solo - USA
Solo - USA
Solo - USA
Cream cheese
Frango cru - Brasil
Pneumonia - Humano
Endoftalmite - USA



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP007666.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AE016877.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP009318.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001177.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001283.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AE017194.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP000001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003187.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003747.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001186.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP007209.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP000227.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001746.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM000729.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM000733.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP009641.1
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101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

150

ID
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376

377

Cepa
BC B5-2
BC BAG10-1
BC BAG10-2
BC BAG1X1-1
BC BAG1X1-2
BC BAG1X1-3
BC BAG1X2-1
BC BAG1X2-2
BC BAG1X2-3
BC BAG20-1
BC BAG20-3
BC BAG2X1-1
BC BAG2X1-2
BC BAG2X1-3
BC BAG30-1
BC BAG30-2
BC BAG3X2-1
BC BAG3X2-2
BC BAG40-1
BC BAG4X12-1
BC BAG4X2-1
BC BAG50-1
BC BAG5X1-1
BC BAG5X12-1
BC BAG5X2-1
BC BAG60-1
BC BAG60-2
BC BAG6X1-1
BC BAG6X1-2
BC BMG1.7
BC BtB2-4
BC CERO057
BC CERO074
BC G9241
BC H3081.97
BC HD73
BC HuA2-1
BC HuA2-3
BC HuA2-4
BC HuA2-9
BC HuA3-9
BC HuA4-10
BC HuB1-1
BC HuB13-1
BC HuB2-9
BC HuB4-10
BC HuB4-4
BC HuB5-5
BC 1S075

BC 1S195

Cdédigo NCBI (acesso)
NZ_AHFWO00000000.1
NZ_AHCNO00000000.1
NZ_AHCO00000000.1
NZ_AHCQ00000000.1
NZ_AHCR00000000.1
NZ_AHCS00000000.1
NZ_AHCT00000000.1
NZ_AHCU00000000.1
NZ_AHCV00000000.1
NZ_AHCWO00000000.1
NZ_AHCY00000000.1
NZ_AHCZ00000000.1
NZ_AHDA00000000.1
NZ_AHDB00000000.1
NZ_AHFV00000000.1
NZ_AHDC00000000.1
NZ_AHDDO00000000.1
NZ_AHDEO00000000.1
NZ_AHDF00000000.1
NZ_AHDG00000000.1
NZ_AHDG00000000.1
NZ_AHDI00000000.1
NZ_AHDJ00000000.1
NZ_AHDK00000000.1
NZ_AHDL00000000.1
NZ_AHDMO00000000.1
NZ_AHDNO0000000.1
NZ_AHDO00000000.1
NZ_AHDP00000000.1
NZ_AHDQO00000000.1
NZ_AHDR00000000.1
NZ_AHDS00000000.1
NZ_AHDTO00000000.1
NZ_CP009590.1
NZ_ABDL00000000.2
NZ_AHDU00000000.1
NZ_AHDV00000000.
NZ_AHDWO00000000.1
NZ_AHDWO00000000.1
NZ_AHDY00000000.1
NZ_AHDZ00000000.1
NZ_AHEAO00000000.1
NZ_AHEBO00000000.1
NZ_AHEC00000000.1
NZ_AHEDO00000000.1
NZ_AHEE00000000.1
NZ_AHEF00000000.1
NZ_AHEGO00000000.1
NZ_AHCHO00000000.2

NZ_AHEH00000000.1

Espécie
. cereus
. cereus
. cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
cereus
. cereus
. cereus
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. cereus

Detalhes

Anthrax-like
cepa emetica
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151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191

ID
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
395
396
397
398
399
400
401
402
404
405
406
407
408
410
411
412
413
414
415
416
417
419
420
421
422

Cepa
BC 1S845/00
BC ISP2954
BC ISP3191
BC K-5975¢

BC LCT-BC244
BC MC118
BC MC67

BC MSX-A1l
BC MSX-A12
BC MSX-D12
BC NVH0597-99
BC SJ1
BC TIAC219
BC VD014
BC VD021
BC VD022
BC VD048
BC VD078
BC VD102
BC VD107
BC VD115
BC VD118
BC VD131
BC VD133
BC VD140
BC VD142
BC VD146
BC VD148
BC VD154
BC VD166
BC VD169
BC VD184
BC VD196
BC VD200
BC vD214
BC VDMO006
BC VDMO019
BC VDM022
BCVDMO034
BC VDMO053
BC VDMO062

Cédigo NCBI (acesso)
NZ_AHEIO0000000.1
NZ_AHEJO00000000.1
NZ_AHEKO00000000.1
NZ_AHELO0000000.1
NZ_AJGQO00000000.1
NZ_AHEM00000000.1
NZ_AHENO00000000.1
NZ_AHEO00000000.1
NZ_AHEPO00000000.1
NZ_AHEQO00000000.1
NZ_ABDKO00000000.2
NZ_ADFM00000000.1
NZ_AHCJ00000000.1
NZ_AHER00000000.1
NZ_AHES00000000.1
NZ_AHCK00000000.1
NZ_AHEU00000000.1
NZ_AHEV00000000.1
NZ_AHEWO00000000.1
NZ_AHEX00000000.1
NZ_AHEY00000000.1
NZ_AHEZ00000000.1
NZ_AHFA00000000.1
NZ_AHFB00000000.1
NZ_AHFDO00000000.1
NZ_AHCL00000000.2
NZ_AHFEO00000000.1
NZ_AHFF00000000.1
NZ_AHFG00000000.1
NZ_AHFI00000000.1
NZ_AHFJ00000000.1
NZ_AHFK00000000.1
NZ_AHFL00000000.1
NZ_AHFM00000000.1
NZ_AHFN00000000.1
NZ_AHFT00000000.1
NZ_AHFO00000000.
NZ_AHFP00000000.1
NZ_AHFQO00000000.1
NZ_AHFR00000000.1
NZ_AHFS00000000.1

Espécie

B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B. cereus
B.
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B

cereus

. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus
. cereus

Detalhes

mix de temperos - Noruega

antrax-like

89



