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RESUMO

CAIXETA, Danila Soares. Sanificantes quimicos no controle de biofilmes
formados por duas espécies de Pseudomonas em superficie de aco
inoxidavel. 2008. 75 p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A maioria das bactérias, em seu habitat, vive em comunidades de
diferentes graus de complexidade, geralmente compondo o biofilme. Uma vez
instalado o biofilme, a resisténcia desses organismos sésseis aumenta,
dificultando, assim, a acdo dos sanificantes. Objetivou-se, com este estudo,
avaliar a capacidade de adesdo e formacdo de biofilme por Pseudomonas
aeruginosa e Pseudomonas fluorescens em aco inoxidavel AISI 304, em
presenca de leite desnatado reconstituido, sob diferentes temperaturas,
determinando a potencialidade da remocao dos biofilmes formados pelo uso de
trés sanificantes quimicos e determinar qual o mais eficiente na remog¢do de
biofilmes monoespécie. O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos e no Laboratério de Microscopia Eletronica e
Analise Ultra-Estrutural (LME) da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
MG. As bactérias utilizadas foram Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525. O nimero de células por mL de cada
cultura foi quantificado utilizando-se curva padrdo. Foram inoculados no leite
cerca de 10° UFC/mL, tendo P. fluorescens sido incubada a 4 °C e 7 °C e P.
aeruginosa, a 7 °C e a 28 °C, sob agitagdo branda (50 rpm). No teste de
sensibilidade das células aderidas, foram utilizados peréxido de hidrogénio
(5%), dicloroisocianurato de s6dio (200 ppm) e 4cido peracético (0,2%). Todo o
experimento foi realizado em trés repeticoes e as andlises em triplicata. Os
resultados mostraram que Pseudomonas aeruginosa a 28 °C apresentou 6timo
crescimento (10,4 Log UFC/mL), comparado a 3,7 Log UFC/mL e 4,2 log
UFC/mL, para P. aeruginosa e P. fluorescens, a 7 °C, respectivamente,
utilizando como substrato o leite. Houve formagdo de biofilme apenas por P.
aeruginosa, quando incubada a 28 °C, com adesdo de P. aeruginosa e P.
fluorescens, quando incubadas a 7 °C. O dicloroisocianurato de sédio foi o
sanificante mais eficiente na reducdo da adesdo e biofilme por P. aeruginosa a7
°C e a 28 °C, respectivamente. Em contrapartida, o peréxido de hidrogénio foi
mais eficaz na redugdo da adesdo de P. fluorescens a7 °C.

Comité Orientador: Roberta Hilsdorf Piccoli - UFLA (Orientadora), Eduardo
Alves - UFLA (Co-Orientador).



ABSTRACT

CAIXETA, Danila Soares. Chemical sanitizers in the control of biofilms
formed by two species of Pseudomonas on surface of stainless steel. 2008. 75
p. Dissertation (Master in Agricultural Microbiology) — Federal University of
Lavras, Lavras, MG.

Most of bacteria in their habitat live in communities of different degrees
of complexity, in general composing biofilms. Once installed the biofilm, the
resistance of these sessile organisms increases, making it difficult thus the action
of sanitizers. It was aimed, with this study, to evaluate the capacity of adhesion
and formation of biofilm by Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas
fluorescens on AISI 304 stainless steel surface, in the presence of reconstituted
skimmed milk under different temperatures, determining the potentiality of
removal of the biofilms formed by the use of three chemical sanitizers and
determine which the most efficient in removing monospecies biofilm. The work
was developed in the Food Microbiology Laboratory and Electron Microscopy
and Ultrastructural Analysis Laboratory (LME) of the Federal University of
Lavras (UFLA), MG. The utilized bacteria were Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 and Pseudomonas fluorescens ATCC 13525. The number of cells
per mL of each culture was quantified by utilizing standard curve. About 10
UFC/mL were inoculated into milk, P. fluorescens having been incubated at 4
°C and 7 °C and P. aeruginosa at 7 °C and at 28 °C, under mild shaking (50
rpm). In the sensitivity test of the adhered cells, hydrogen peroxide (5%),
sodium dichloroisocianurate (200 mg/L) and peracetic acid (0.2%) were utilized.
All the experiment was accomplished in three replicates and the analyses in
triplicate. The results showed that Pseudomonas aeruginosa at 28 °C presented a
optimum growth (10.4 Log CFU/mL), as compared with 3.7 Log CFU/mL and
4.2 log CFU/mL for P. aeruginosa and P. fluorescens, at 7 °C, respectively,
utilizing milk as substrate. There was a formation of biofilm only by P.
aeruginosa, when incubated at 28 °C, with the adhesion of P. aeruginosa and P.
fluorescens, when incubated at 7 °C. Sodium dichloroisocianurate was the most
efficient sanitizer in reducing both adhesion and biofilm by P. aeruginosa at 7
°C and at 28 °C, respectively. As opposed, hydrogen peroxide was more
effective in reducing the adhesion of P. fluorescens at 7 °C.

Guidance Committee: Roberta Hilsdorf Piccoli - UFLA (Adviser), Eduardo
Alves - UFLA (Co-Adviser).
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos compreendem a defini¢do taxondmica que congrega
grupos variados de organismos de dimensdes microscOpicas, que vivem na
natureza como células isoladas ou em agregados celulares.

A maioria das bactérias, em seu habitat, vivem em comunidades de
diferentes graus de complexidade, associadas a uma variedade de superficies
bidticas e, ou, abidticas, geralmente compondo o biofilme, que pode ser formado
por populacdes desenvolvidas a partir de uma tnica ou de multiplas espécies.

A formagdo do biofilme ocorre por uma série de eventos seqiienciais,
em que a adesdo inicial de bactérias planctonicas a superficie é seguida por
subseqiiente proliferacdo e acimulo de camadas de células e, finalmente, pela
formacao da comunidade microbiana, embebida em matriz de exopolissacarideo
produzida por si mesma. Apesar de tais propriedades, a adesdo e a formagdo do
biofilme sdo limitadas por caracteristicas do microrganismo, do material
aderente e do meio envolvendo o microrganismo, como pH, temperatura, tempo
de agitacdo e uma variedade de outros fatores.

O leite € uma substancia heterogénea, constituida de numerosos tipos de
proteinas, gorduras, carboidratos, minerais, enzimas, alta quantidade de 4gua e
pH neutro. No entanto, tais propriedades favorecem o crescimento de muitas
bactérias patogé€nicas e deteriorantes. Pseudomonas spp sdo, geralmente,
representadas por mais de 10% da microflora extraida do leite, contudo, sdo os
mais importantes psicotréficos que dominam a microflora do leite cru e
pasteurizado no tempo de deterioragdo.

Na industria alimenticia, a adesdo de microrganismos a superficie de
equipamentos utilizados para o processamento de alimentos resulta em graves

problemas, uma vez que o biofilme microbiano tem o potencial de atuar como



fonte cronica de contaminacdo que pode comprometer a qualidade do alimento e
representar graves riscos a satide publica.

Uma vez instalado o biofilme, a resisténcia desses organismos sésseis
aumenta, dificultando, assim, a agao dos sanificantes.

A utilizacdo de adequados e eficientes sanificantes em equipamentos,
sejam eles quimicos ou fisicos, para a manutencio da qualidade dos alimentos,
pode evitar a formacao de biofilmes e ou reduzir os indices de contaminagdo por
microrganismos. No entanto, como a elimina¢do de biofilmes em superficies é
uma tarefa exigente e dificil, o procedimento de higienizagao deve ser analisado
como um todo, otimizando os resultados e minimizando os custos.

Objetivou-se, com a realizagdo deste estudo, avaliar a capacidade de
adesdo e de formacdo de biofilme por Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 em ago inoxiddvel AISI 304, em
presenca de leite desnatado reconstituido sob diferentes temperaturas,
determinando a potencialidade da remocao dos biofilmes formados pelo uso dos
sanificantes quimicos peréxido de hidrogénio (H,0,), dicloroisocianurato de
sédio e dcido peracético e determinar o mais eficiente na remoc¢do de biofilmes

monoespécies.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histoérico

O conceito de biofilme tem emergido gradualmente de observagdes
cientificas durante extenso periodo de tempo, porém, nas ultimas duas décadas,
essa concepgdo tem avangado significantemente.

As primeiras observagdes de biofilmes foram realizadas por Antonie van
Leuwenhoek que, observando amostras de dente, em seu primitivo microscépio,
notou mais fragmentos de células agregadas do que planctonicas. A capacidade
das bactérias de formar complexas comunidades e viver predominantemente em
agregados foi estudada desde os tempos de Robert Koch. Porém, a primeira
descri¢do detalhada de aderéncia microbiana em superficies foi feita por Zobell,
em 1943 e, somente em 1970, a palavra biofilme foi introduzida na literatura
cientifica (Pizzolitto et al., 2001; Costerton & Wilson, 2004).

Nos anos 1980, os biofilmes foram largamente estudados por
representarem anomalias e problemas que ndo podiam ser entendidos usando o
conceito de bactéria como célula planctonica. Enquanto alguns microbiologistas
estavam interessados em resolver os problemas e as anomalias nos sistemas
naturais e industriais, alguns pesquisadores das dreas médica e odontoldgica
aplicaram conceitos em seus sistemas de interesse, pois alguns organismos
estavam freqiientemente envolvidos com a contaminacdo de aparelhos e
infeccdes bacterianas cronicas (Costerton & Wilson, 2004).

Com o avanco de novas técnicas para a identificagdo de biofilme, esse
estado agregativo celular vem sendo cada vez mais pesquisado, principalmente
devido a grande importincia nas atividades humanas, a qual pode trazer tanto

beneficios quanto maleficios.



Os biofilmes tém importincia em vdrias atividades, como o uso em
estacOes de tratamento de 4guas ou de efluentes, removendo organismos
patogénicos e reduzindo a quantidade de matéria orgénica; na producdo de
vinagre e de 4cido citrico; em aplicagdes farmacéuticas pela producido de
metabdlitos secundarios e em processos bioldgicos, para a extragdo de metais a
partir de minério. Em contrapartida, o crescimento indesejavel de biofilmes tem
impacto negativo em vdrias atividades, como, por exemplo: estragos em
equipamentos devido a biocorrosdo, contamina¢do de produtos alimenticios,;
perdas energéticas relacionadas com o aumento de atrito, diminui¢do da
transferéncia de calor, perdas de pressdo em tubulagcdes e, ou, em equipamentos
e perdas significativas para a industria, em ambito global (Pizzolitto et al.,
2001).

Para se considerar que células aderidas constituem um biofilme,
Andrade et al. (1998) sugerem que seja necessdrio o niimero minimo de 10’
células aderidas por cm’, enquanto Ronner & Wong (1993) e Wirtanen et al.
(1996) consideram biofilme o nimero de células aderidas de 10° e 10° por cm’,

respectivamente.

2.2 Formacio do biofilme

A teoria de formacdo de biofilme tem evoluido ao longo de vérios anos
de pesquisa. Uma das primeiras teorias foi descrita por Marshall et al. (1971),
sugerindo que a formagdo do biofilme € um processo que ocorre em duas fases,
sendo, na primeira, o processo ainda reversivel, em fun¢do da adesdo do
microrganismo na superficie, que ocorre por forgas de Van der Walls, interagdes
hidrofébicas e atracdo eletrostdtica. Durante esse estdgio, a bactéria apresenta
movimento browniano, podendo ser removida simplesmente por rinsagem. Na
segunda etapa, por meio de interacdes dipolo-dipolo, pontes de hidrogénio,

ligacdes idnicas e covalentes e intera¢des hidrofébicas, ocorre a interagdo fisica



da célula com a superficie, com a producdo de material extracelular de natureza
polissacaridica ou protéica, produzida pela bactéria, que ¢ denominada matriz de
glicocdlix. Nesse processo, as fimbrias poliméricas ligam a célula bacteriana ao
substrato, tornando dificil a remog¢ao do biofilme, sendo necessario adotar forgas
mecénicas, como lavagem ou raspagens.

Mittelman (1998) e Dunne Juanior (2002) consideram que a adesdo
bacteriana e a formacdo do biofilme acontecem em trés estdgios. O primeiro
consiste na cobertura rdpida da superficie com filmes de condicionamento
organico, que pode ser de componentes protéicos do sangue, como albumina,
substincias himicas de ambientes aquiticos e componentes protéicos do leite.
Durante o segundo estigio de adesdo, células bacterianas simples sao
transportadas para a superficie e lagos reversiveis sdo formados entre a parede
celular e o substrato. A adesdo primdria entre a bactéria e as superficies
abidticas, geralmente, € mediada por interacdes inespecificas (forcas
hidrofébicas), enquanto a adesdo a tecidos vivos ou deslizantes é mediada por
moléculas especificas (lectinas, ligantes ou adesinas). O terceiro estdgio, a
maturacdo, consiste de filme de condicionamento orgénico, em que sucessdes de
bactérias colonizadoras ligam-se ao seu exopolissacarideo e a vdrias particulas
detritivas.

Um modelo comum para a formacao de biofilme propde que o processo
ocorre em cinco estagios. Primeiramente, ocorre o ataque reversivel de bactérias
planctonicas que se aproximam da superficie sélida por fluxo fluido ou por
motilidade, que tem dominio sobre as forcas repulsivas entre a célula e a
superficie. Geralmente, a superficie solida é condicionada, ou seja, pode ser
modificada por adsorcdo de varios solutos e ter suas propriedades alteradas. No
segundo estagio, ocorre a transi¢do do ataque reversivel para ndo reversivel, pela
producdo de polimeros extracelulares pela prépria bactéria e, ou, por adesinas

especificas localizadas na pili ou fimbrias, que interagem com a superficie. O



terceiro estdgio consiste no desenvolvimento inicial da arquitetura do biofilme.
O quarto estigio refere-se ao desenvolvimento de microcolonias dentro do
biofilme maduro; por outro lado, substincias poliméricas extracelulares, que
servem como matriz adesiva e nutrientes, podem continuar a ser formadas, bem
como canais de dgua e poros. No estdgio final, ocorre a dispersao de células do
biofilme e o retorno de células planctonicas (van Houdt & Michiels, 2005)

(Figura 1).

Lifa and times of a biofilm

Surface enzngy Physicocheamical factors
of substratum Mutritional factors
Propinguity Emeargence Hydrodynamic shaar
Commensalism Grazing
Mutualism .{Uﬁ,
Phanotypic changes .’/—' >
- >
A ]
Flow - ———-- - r
3 > 2
\‘ j Linking film
J PRy
Adhesion Colonization Accumulation Climax community Dizpersal
TRENDE i Wierabialegy

FIGURA 1 Arquitetura de um biofilme formado por espécies multiplas (Kyain,
2008).

O desenvolvimento do biofilme e a desadesdo podem ser regulados por

expressdao de genes dependente da densidade populacional, controlada por



moléculas sinalizadoras de célula a célula, tais como homoserina lactona
aciladas (AHLs) em bactérias Gram-negativas e peptideos especificos para
bactéria Gram-positivas (van Houdt & Michiels, 2005). Existem vdrias
propostas para explicar o desprendimento de células do biofilme. Tais processos
envolvem a desades@o ativa pela clivagem de enzimas de polimeros da matriz ou
mudancas na fisiologia de células aderida. Existem sugestdes que tais
mecanismos de desadesdo podem estar associados com o ciclo de divisdo de
células individuais de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Allison et al.,
1998).

A dinamica de formacdo do biofilme € decorrente de vérios fatores, no
entanto, a matriz extracelular ou glicocalix representa importante papel na
fisiologia e na persisténcia do biofilme (Kives et al., 2006). A composicao da
matriz extracelular é complexa e varia entre diferentes espécies bacterianas ou,
mesmo, dentro da mesma espécie, sob diferentes condi¢cdes ambientais. Apesar
da heterogeneidade, o exopolissacarideo é considerado componente essencial da
matriz, assim como algumas proteinas de superficie que, por sua vez, t€ém sido
relacionadas principalmente a adesao inicial das células microbianas a superficie
(Lasa & Penadés, 2006).

Os exopolissacarideos produzidos por grande variedade de
microrganismos sdo gomas hidrossoliveis que possuem propriedades fisicas,
estruturais e quimicas diferentes. A estrutura de muitos polissacarideos de
bactérias Gram-negativas ¢ relativamente simples, sendo formados de
homopolissacarideos ou heteropolissacarideos. Este € normalmente composto de
unidades repetidas e alinhadas de diferentes dissacarideos até monossacarideos e
muitos contém grupos acetila e piruvato (Souza & Garcia-Cruz, 2004).

Alguns exopolissacarideos sdo sintetizados durante todo o crescimento
bacteriano, enquanto que outros s@o sintetizados somente durante a fase

logaritmica ou estaciondria. Portanto, sua sintese ocorre intracelularmente



utilizando acticares nucleotideos difosfatados. Geralmente, sua producdo é
induzida pela limitacdo de um nutriente essencial, que ndo seja fonte de carbono
ou outra fonte de energia (Souza & Garcia-Cruz, 2004).

Exopolissacarideos sdo considerados componentes chaves que
determinam a estrutura e a integridade funcional do biofilme microbiano,
agregado pela formacao tri-dimensional, aspecto de gel, alta hidrata¢do e canais
localizados na matriz do biofilme, em que os microrganismos sdo imobilizados
(Tielker et al., 2005). Além do mais, age como adesivo e barreira defensiva,
protegendo as células para que ndo sejam destacadas pelo fluxo de substancias,
auxiliando a célula a resistir a condi¢des de estresse multiplo, tais como a
diminui¢do e a exaustdo de nutrientes e dgua, a presenca de biocidas e outros
agentes antimicrobianos e condi¢des ambientais (Kives et al., 2006).

Alguns estudos reconhecem a habilidade de bactérias, tais como
Salmonella Thyphimurium, Escherichia coli e Gluconacetobacter xylinus, em
produzir celulose extracelular; nos dois primeiros organismos, tal componente é
crucial na matriz extracelular. Em adicdo a celulose, a presenca de outros
componentes também € de grande importancia na matriz extracelular, como, por
exemplo, a adesina intercelular polissacaridica estafilococica (PIA), que ¢é
produzida por enzimas codificadas pelo locus ica e o alginato, polimero rico em
glicose ou mannose, ambos encontrados em biofilme por P. aeruginosa (Branda

et al., 2005).

2.3 Estrutura e fatores que afetam a formacao do biofilme

Na década de 1980, houve a suposicdo de que os biofilmes fossem
representados por simples estrutura plana, principalmente 2D, com espessura
relativamente constante (Wimpenny et al., 2000). No entanto, o interesse de
pesquisadores de vdrias dreas levou a investigagdo de diversos sistemas de

biofilme, utilizando vasto leque de técnicas. Este estudo multidisciplinar



originou a descri¢c@o de vdrios tipos de estruturas de biofilmes e a formulacdo de
modelos conceituais.

Apés vidrias investigagdes, tornou-se possivel inferir que existem, no
minimo, trés estruturas diferentes de biofilme. A primeira € a tradicional, plana,
visdo homogénea da estrutura do biofilme. Tal visdo foi possivel a partir de
observagdes de placas dentdrias, utilizando microscopia eletronica de
transmissdo. Exemplos de tais biofilmes foram publicados por Nyvad &
Fejerskov (1997). A segunda observacdo foi feita por Keevil & Walker (1992),
utilizando microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC), para
examinar amostras crescidas em superficies internas de sistema de distribui¢ao
de dgua. Esses pesquisadores perceberam montes constituidos de microcoldnias
de bactérias ligadas umas as outras por substincia polimérica extracelular e
apresentando colunas envolvidas por fase liquida em que protozodrios podiam
ser notados. Essa estrutura foi definida por tais autores como: “Modelo do
Mosaico Heterogéneo”. O terceiro tipo de biofilme representa o modelo na
forma de cogumelo ou tulipa, com estrutura porosa, com canais capilares de
dgua, por onde ocorre a distribuicao de nutrientes e 4gua (Poulsen, 1999).

Usando microscopia a laser confocal (CLSM), para verificar a formagao
de biofilme por Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens e Vibrio
parahaemolyticus, Lawrence et al. (1991) observaram que P. aeruginosa e P.
fluorescens continham estruturas de cogumelo, enquanto que Vibrio
parahaemolyticus apresentou extensas regides ovoides em seu interior.

A presenca de poros no interior do biofilme tem vdrias fungdes.
Primeiro, o transporte facilitado com difusdo passiva ou com o auxilio de 4gua
ocorre através de capilaridade especial, em que o transporte de moléculas no
interior do biofilme e a perda celular sdo secretados através desses canais.
Acredita-se, ainda, que os canais de dgua participem no transporte de oxigénio

no interior do biofilme, portanto, a limitacio da difusdo e o consumo de



oxigénio resultam no baixo contetido de oxigé€nio no interior do biofilme,
demonstrando, assim, que microrganismos aerébios e anaerdbios podem viver
juntos no biofilme.

Além das diferencas estruturais que os biofilmes podem ter, estes
apresentam heterogeneidade em sua constituicdo. Segundo Laspidou &
Rittmann (2004), o biofilme tem trés tipos de heterogeneidade. O primeiro
corresponde ao tipo de espécie microbiana que constitui o biofilme, enquanto a
segunda e a terceira formas de heterogeneidades sio a densidade da biomassa e a
forga fisica. Densidade de biomassa é a concentragdo de componentes s6lidos
que formam o biofilme, enquanto a forca fisica determina a habilidade de resistir
as forcas de desadesdo.

A adesdo da bactéria a superficie € um dos primeiros passos para a
instalacdo do biofilme, no entanto, condi¢cdes ambientais, tais como velocidade
do fluxo, temperatura, pH, disponibilidade e conteido de nutrientes,
hidrofobicidade celular, mobilidade, estrutura celular, incluindo EPS e flagelo,
concentracdo idnica, fase de crescimento da célula e concentracdo de células
suspensas, bem como a aspereza da superficie, sdo capazes de influenciar na
formacgdo e nas propriedades do biofilme (Chen et al., 2005; Oulahal et al.,
2008).

Em alguns casos, o crescimento do biofilme é também limitado pela
expressao de moléculas do quorum-sensing, liberadas em resposta a limitagao de
nutrientes, a acumulag@o de produtos tdxicos e por vdrios outros fatores (Dunne
Junior, 2002).

Segundo Brower et al. (1996), a adsor¢cdo de macromoléculas soliveis,
como proteina, sob a superficie soélida também pode influenciar na adesao
microbiana. Dessa maneira, podem ocorrer vérias alteracdes nas propriedades da

interface superficie/fluido, inibindo ou facilitando a colonizacio bacteriana ou,
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ainda, disponibilizando componentes dissolvidos com alta afinidade pela
superficie.

Barnes et al. (1999) demonstraram que uma variedade de proteinas,
incluindo proteinas do leite, tem a capacidade de afetar a adesdo bacteriana em
superficies de poliestireno, hidroxi-apatita, vidro, borracha, aco inoxiddvel,
silica e implantes médicos. A superficie de ago inoxidavel tratada com leite
desnatado mostrou reducdo na adesdo de S. aureus, Serratia marcescens e
Listeria monocytogenes, E. coli e Pseudomonas fragi mostraram pouca adesao
nas superficies limpas e pré-tratadas (menos de um organismo/campo de visao).
Pré-tratamentos conduzidos com proteinas individuais do leite o, 3 e k-caseina e
a-lactoalbumina, em concentracdes iguais, apresentaram reducio na adesdo de
S. aureus comparadas com adesdo de superficie ndo tratada, tendo a o-
lactoalbumina tido maior efeito. Pode-se observar também efeito similar com L.
monocytogenes.

Virios estudos vém demonstrando a importancia da hidrofobicidade da
superficie no processo de adesdo. A hidrofobicidade representa o grau de
capacidade de molhadura da superficie em meio aquoso, sendo a adesdo
favorecida pelas superficies hidrofébicas, as quais possam entrar em contato
pela compressdo da camada de dgua e das mesmas (Sousa, 2005).

A motilidade €, usualmente, considerada fator de viruléncia de bactérias
patogénicas, uma vez que estd envolvida na colonizagdo de organismos
hospedeiros ou alvos, onde promove o contato inicial da célula a superficie. O
flagelo tem importante papel na motilidade e na quimiostase na formacio do
biofilme, portanto, a inibi¢do da biossintese do filamento flagelar por inser¢ao
de agente mutante no gene fliC (codifica flagelina, o principal componente do
filamento flagelar) ou fliDC (codifica o precursor dos reguladores requeridos
para a expressdo de todos os outros genes do regulador flagelar) e a delecdo de

motA (produz um condutor de prétons, componente essencial para gerar a
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rotacdo do flagelo) e ou motB (codifica o peptideoglicano na ancoragem do
corpo basal, que € requerido para a rotagdo do flagelo) podem resultar em um
flagelo paralisado. Em conclusdo, a presenga do flagelo e sua funcionabilidade
s@o indispensdveis para a adesdo inicial de E. coli em superficie e também para
sua sobrevivéncia. Porém, para linhagens que produzem curli e para linhagens
que possuem o plasmidio F da conjugagdo, tal adereco € dispensavel (van Houdt
& Michiels, 2005).

Curli sdo apéndices de filamentos proteindceos de heteropolimeros
compostos por duas subunidades uma maior e outra menor, que influencia nas
propriedades de aderéncia de vérias linhagens de E. coli que formam biofilme,
incluindo E. coli produtora de toxina shiga. Em isolados clinicos de E. coli, curli
sdo expressos em muitas linhagens enterohemorrdgica e enterotoxigénica, mas
ndo ocorrem em linhagens enteroinvasiva e enteropatogénica, sugerindo papel
especifico na patogenicidade (van Houdt & Michiels, 2005).

Recentes estudos demonstraram que, apesar do fato de P. aeruginosa ter
apenas um flagelo e um motor, o genoma de algumas linhagens codifica dois
estatores flagelares, sendo este um elemento estitico no motor bacteriano,
promovendo energia para girar esse apéndice e proporcionar movimento a célula
no ambiente (Toutain et al., 2007).

Os estatores estdo envolvidos na motilidade swimming (natatéria) e
swarming, mas nao representa nenhum papel na terceira motilidade utilizada por
P. aeruginosa, que € motilidade twitching (contragcdo) dependente do pili tipo
IV. Motilidade swimming em P. aeruginosa requer flagelo funcional, enquanto
que swarming requer, além do flagelo funcional, a producido de um surfactante
rhamnolipidico, que age como agente umectante da superficie e sinal. Em P.
aeruginosa PA14, os estatores MotAB e MotCD sao redundantes na motilidade
swimming, porém, na motilidade swarming, o estator MotAB ¢ dispensdvel, mas

0 MotCD ¢é requerido para a sua sobrevivéncia (Toutain et al., 2007).
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Pili representa também importante papel na formagao de biofilme, mas a
natureza precisa e o impacto no desenvolvimento do mesmo variam com as
condi¢des ambientais, como, por exemplo, o pili tipo IV em P. aeruginosa é
responsdvel por mediar a adesdo a superficie e a motilidade twitching. Em meio
minimo adicionado de glicose, cultura padrdo com auséncia do pili tipo IV adere
normalmente a superficies abidticas, mas células individuais ndo tém a
capacidade de formar microcoldnias. Em culturas de células em fluxo usando
meio minimo com glicose, a formacdo de coldnias ocorre pelo crescimento
clonal, independente do pili tipo IV. Em contraste, em células em fluxo usando
meio minimo adicionado de citrato, o crescimento de microcolonias € seguido da
difusdao ao longo do substrato, para formar biofilme plano, por outro lado,
linhagens com auséncia do pili formam microcolonias, mas ndo se espalham

sobre a superficie (Branda et al., 2005).

2.4 Superficies envolvidas na formacao do biofilme

Grande diversidade de microrganismos sdo capazes de aderir e formar
biofilme em superficies bidtica e abidticas, incluindo lentes de contato, cascos
de navios, encanamento em industrias de alimentos e petréleo, pedras em cursos
d*4gua e silica, aco inoxiddvel, vidro, aluminio, teflon, materiais de ndilon e
borracha encontrados em ambientes utilizados para processar alimentos e em
uma variedade de implantes e aparelhos transcutdneos (Dunne Junior, 2002;
Resende, 2005).

As caracteristicas macroscdpicas e, particularmente, as microscépicas
das superficies sdo determinantes para maior ou menor adesao microbiana, com
reflexos na contaminacdo dos alimentos por microrganismos alteradores ou
patogénicos (Andrade, 2004). A microtopografia da superficie pode dificultar os
procedimentos de limpeza, quando fendas e outras imperfei¢des criam condigdes

para abrigar as células.
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O material mais frequentemente usado na industria de alimentos é o ago
inoxiddvel AISI 304, cuja composi¢do quimica é C - 255 ppm; Si - 0,44; Mn -
1,13; Cr - 18,23; Ni - 8,91; Cu - 0,23; N - 474, valores dados em % de peso
(Castro et al., 2007). Assim como o vidro, quando comparado a polimeros,
borracha e aluminio, o aco inoxiddvel apresenta maior resisténcia a agentes
oxidantes e outros agentes sanificantes, como 4cido peracético, hipocloritos e
iodoforos (Rossoni & Gaylarde, 2000). Por outro lado, é vulnerdvel a corrosao
localizada, por fons clorados e componentes sulfurosos reduzidos, enquanto
superficies emborrachadas sdo propensas a deterioracdo e podem desenvolver

rachaduras onde as bactérias podem se acumular (Ismail, et al., 1999).

2.5 Problemas ocasionados por biofilmes

Biofilmes microbianos estdo atraindo a atenc¢ao de cientistas em diversas
dreas, tais como nos campos da medicina, ambiente aqudtico, industria
farmacéutica e, principalmente, inddstria de processamento de alimentos.

Em particular, nas industrias alimenticias, os efeitos da colonizac¢do das
superficies onde se processam os alimentos podem resultar em varios problemas,
seja de ordem econdmica ou de sadde ptiblica. No quesito econdmico, bactérias
deteriorantes podem contaminar produtos alimenticios, alterando suas
caracteristicas e levando a perdas econdmicas, portanto, o risco a saide publica
consiste no problema mais grave, pois o biofilme pode ser fonte de
contaminacdo cronica e veicular microrganismos patogénicos (Ribeiro-Furtini,
2005). De acordo com o Center For Disease Control nos EUA, as bactérias sdo
responséveis pela ocorréncia de cerca de 70% dos surtos e 95% dos casos de
toxinfec¢des alimentares (Andrade et al., 2003). Segundo Freitas (1995), hi
relatos de que utensilios e equipamentos contaminados participam do

aparecimento de, aproximadamente, 16% dos surtos.
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Para ndo colocar em risco a saide dos usudrios, com a veiculacdo de
microrganismos patogénicos, deve-se controlar a contaminacao, a multiplicacio
e a sobrevivéncia microbiana nos diversos ambientes, tais como equipamentos,
utensilios e manipuladores, o que contribuird para a obtencdo de alimentos com
boa qualidade microbioldgica.

Em sistemas de distribui¢do de 4dgua potivel, 95% da biomassa estd
localizada nas paredes das tubulagdes e menos de 5% nas fases da dgua. Dessa
maneira, a formagdo de biofilme pode gerar vdrios problemas operacionais,
incluindo corrosdo das tubulagdes, perda da qualidade da dgua e uma série de
outros eventos indesejaveis (Hu et al., 2005).

Dependendo do local da adesdo, alguns microrganismos podem ser
submetidos a condicdes de auséncia de oxigé€nio, nutriente ou espacos para
multiplicar-se. A auséncia de oxigénio pode conduzir a formacio de uma zona
anoxica, onde condi¢des anaerdbicas prevalecem e bactérias fermentativas sdo
particularmente ativas. Os microrganismos anaerdbios formam 4cidos orginicos
de baixo peso molecular e 4cidos graxos, bem como produtos de diéxido de
carbono e hidrogénio, que estimulam o crescimento de bactérias redutoras de

sulfato, que podem conduzir a problemas de corrosdo de metais (Poulsen, 1999).

2.6 Microrganismos envolvidos na formacao do biofilme

O biofilme pode ser formado por populagdes desenvolvidas a partir de
uma dnica ou de multiplas espécies, ou seja, quando o biofilme é composto por
espécies heterogé€neas, os produtos metabolizados por uma espécie podem servir
de suporte para o crescimento de outras, enquanto a adesio de algumas espécies
pode fornecer ligantes que promovem a ligacdo de outras. Por outro lado, a
competi¢do por nutrientes e o acimulo de produtos téxicos produzidos pelos
colonizadores primdrios podem limitar a diversidade de espécies no interior do

biofilme (Dunne Jdnior, 2002). Estima-se que, em um biofilme dental, existam
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mais de 500 diferentes bactérias, nos estdgios tardios da doenca (Mah &
O'Toole, 2001).

Dentre os microrganismos que podem participar de processos de adesdo
e gerar problemas de saide puiblica ou de ordem econdmica, podem-se ressaltar:
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorescens,
Micrococcus sp. e Enterecoccus faecium (Criado et al., 1994; Leriche &
Carpentier, 1995; Andrade et al., 1998). Como exemplos de patogénicos,
Leriche & Carpentier (1995); Smith & Fratdmico (1995) e Surman et al. (1996)
citam Listeria  monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmonella
Thyphimurium, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus e Bacillus

cereus.

2.6.1 Caracteristicas gerais do género Pseudomonas

Bactérias do género Pseudomonas participam dos processos de adesdo e
formacdo de biofilme, causando graves prejuizos a diferentes superficies de
ambientes alimentares, domésticos e areas institucionais. Na industria de
alimentos, constituem risco higiénico e causam perdas econdOmicas, enquanto
que, na medicina, contribuem para o aumento de riscos de infec¢des, devido ao
seu crescimento em implantes, cateteres e outros dispositivos médicos.

O género Pseudomonas pertence a familia das Pseudomonadaceae, é
Gram-negativa, aerébia, ndao formadora de enddsporos, possui a forma de
bastonete reto ou ligeiramente curvo e, principalmente, um modo de inser¢ao
polar dos flagelos que lhe confere mobilidade.

Muitas tém a capacidade de excretar pigmentos extracelulares, soliveis
em dgua que difundem no seu préprio meio, sendo os pigmentos soliveis mais
notdrios a pioverdina e a piocianina. No entanto, algumas cepas podem produzir
pigmentos vermelho-escuro ou preto, que recebem o nome de piorrubina e

piomelanina, respectivamente. Nesse género estdo incluidas espécies
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fluorescentes (P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, entre outras) e nao-
fluorescentes (P. stutzeri, P. pseudoalcaligenes e P. alcaligenes, entre outras)
(Nouér, 2005).

Pseudomonas tem requerimentos nutricionais simples e crescem
quimiorganotroficamente em pH neutro e a temperaturas na gama mesofilica.
No entanto, a temperatura 6tima de crescimento da maior parte das estirpes € de,
aproximadamente, 28 °C. Uma de suas propriedades é a variedade de
componentes organicos usados como fontes de carbono e como doadores de
elétrons para a producdo de energia. Algumas espécies utilizam mais de 100
diferentes componentes e outras menos de 20. Os membros desse género, em
geral, sdo incapazes de hidrolisar compostos poliméricos nos seus mondmeros
constituintes e, por esse motivo, atuam somente apds a despolimerizagao ter sido
levada a cabo por outros microrganismos (Madigan et al., 1997; Sillankorva,
2004).

O metabolismo de Pseudomonas € tipicamente respiratdrio, sendo o
oxigénio o aceptor final de elétrons. No entanto, em alguns casos, o nitrato pode
ser usado como aceptor alternativo de elétrons, permitindo que, nesses casos, 0
crescimento ocorra em condi¢des de anaerobiose (Sillankorva, 2004).

Pseudomonas spp sdo importantes bactérias que contribuem para a
deterioracdo de leite pasteurizado, agindo de duas maneiras. Elas produzem a
maioria das enzimas lipoliticas e proteoliticas, secretadas quando o leite cru é
armazenado e algumas dessas enzimas podem permanecer mesmo apds O
processo de pasteurizagio (72 °C por 15 segundos) ou a tratamentos com altas
temperaturas (143 °C por 3 segundos), o que pode, posteriormente, reduzir a
qualidade sensorial e a vida de prateleira do produto. Pseudomonas spp podem
agir em procedimentos de pds-pasteurizagdo, causando deterioragdo do leite
pasteurizado durante o armazenamento sobre refrigeracdo (Wiedmann et al.,

2000).
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2.6.1.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € de ambiente ambiguo, sendo encontrada em
uma série de habitats, podendo ser observada como células isoladas, aos pares,
ou em cadeias curtas, revelando mobilidade por possuir flagelo polar
monotriqueo. Além disso, ndo é fermentadora de carboidratos, € produtora de 3-
citocromo-oxidase, utiliza o nitrato em substitui¢do ao oxigénio como aceptor
final de elétrons, produzindo também arginina dehidrolase e ornitina-

descarboxilase (Ferreira, 2005) (Figura 2).

FIGURA 2 Eletromicrografia de varredura de Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, cultivada em leite desnatado reconstituido.

N

O termo “aeruginosa” se refere a caracteristica da coloracdo azul
esverdeada, formada pelas culturas devido a produgdo de piocianina (Nouér,
2005).

Grande nimero de componentes extracelulares e de superficie
sintetizados por P. aeruginosa contribui para a sua virul€ncia, mas a capacidade

de aderir a superficies inanimadas e bioldgicas € importante estigio na

infectividade. A bactéria adere a partes externas dos implantes, migra ao longo
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da superficie para o interior do corpo e causa vdrias infeccdes ou a destrui¢do
dos implantes (Cappello & Guglielmino, 2006).

Biofilmes sdo responsaveis por 60% das infec¢des humanas, no entanto,
o tratamento com antimicrobianos torna-se cada vez mais dificil de erradicar,
uma vez que a agregacdo microbiana aumenta de 10-100 vezes a tolerancia a
antibioticos (Harrison et al., 2005; Abdi-Ali et al., 2006).

No contexto da formagdo de biofilme, P. aeruginosa tem sido um
organismo modelo, porém, o desenvolvimento do mesmo varia de acordo com
as condi¢des nutricionais e ambientais (Haubler, 2004).

No estégio inicial do desenvolvimento do biofilme, P. aeruginosa usa o
flagelo para aderir a superficie e formar monocamada de células.
Subseqiientemente, o pili tipo IV permite a bactéria mover-se na superficie,
formando microcoldnias. Vale ressaltar que, nesse contexto, o pili tipo IV é
requerido para gerar translocacdo na superficie, denominado como twitching
motility (mobilidade de contracdo). Finalmente, a redugcdo do flagelo e a
producdo de uma matriz de exopolissacarideo s@o necessdrias para estabilizar a
estrutura tridimensional do biofilme (O'Toole et al., 2000).

O desenvolvimento da estrutura do biofilme de P. aeruginosa §é
dependente da fonte de carbono. Quando o citrato € utilizado como fonte de
carbono, forma-se biofilme de superficie plana, que pode ser claramente
diferenciado de biofilme crescido em glicose, contendo estrutura multicelular em
formato de cogumelo, separado por canais preenchidos com dgua. Em modelo
alternativo de biofilme de P. aeruginosa crescida em citrato, o flagelo nao tem o
papel de adesdo e a formacdo inicial de microcoldnias ocorre pelo crescimento
clonal e mobilidade de contragdo, que posteriormente espalha-se sobre o
substrato e impede a formacdo de larga estrutura de microcoldnias (Haubler,

2004).
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2.6.1.2 Pseudomonas fluorescens

Na inddstria de alimentos, as Pseudomonas, particularmente linhagens
psicotrdficas de P. fluorescens, sao as mais freqiientes deteriorantes de leite cru,
estocados a temperatura de refrigeracdo, pois conseguem crescer a 4 °C e
degradar lipidios e proteinas que, por sua vez, causam altera¢des na cor, sabor e
aroma do leite e derivados. Contudo, como essa bactéria possui dificuldade em
crescer a 37 °C, raramente é patogénica. No entanto, mesmo assim, pode
contaminar sangue e derivados, sob refrigeracdo (Sillankorva, 2004; Kives et al.,

2006) (Figura 3).

FIGURA 3 Eletromicrografia de varredura de Pseudomonas fluorescens ATCC
13525, cultivada em leite desnatado reconstituido.

Pseudomonas fluorescens possui tempo de geracdo pequeno em
temperaturas de refrigeracdo, o que lhe confere vantagem em relagio a outras
bactérias Gram-negativas. Pesquisas mostram que o tempo de geracdo de P.
fluorescens é de 30,2 horas, entre 0 °C e 2 °C; 6,7 horas, entre 4 °Ce 6 °C e 1,4
hora, a 20 °C (Ribeiro-Furtini, 2005).

Segundo Figueiredo (2000), essa bactéria possui vdrias estratégias para

iniciar a adesdo a superficies, sendo dependentes de sinais do meio ambiente.
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Uma vez que o biofilme estd formado, P. fluorescens pode criar reserva
potencial de bactérias e resistir ao efeito de quimicos e sanificantes, podendo,
inclusive, contaminar tanques de refrigeracio por expansdo, quando liberada de
um biofilme (Deeth & Touch, 2000).

A utilizag¢do de substratos, como leite e carne, em estudos de adesdao em
superficie de aco inoxiddvel com P. fluorescens, Listeria monocytogenes e
Bacillus subtilis, indicou que essas bactérias sdo mais resistentes quando
formam biofilmes a partir de leite como substrato do que em caldo de carne,

sendo os biofilmes formados, em ambos os casos, resistentes a sanificacdo

(Wirtanen et al., 1996).

2.7 Mecanismos de resisténcia das bactérias

Resisténcia tem sido definida como a habilidade permanente ou
tempordria de um organismo e a prog€nie de permanecerem vidveis e, ou,
multiplicar-se sob condi¢des ambientais ou que inativam outros membros
(Cloete, 2003).

As bactérias podem ser definidas como resistentes quando ndo sdo
susceptiveis a determinada concentracdo de agente antibacteriano usado na
pratica. As bactérias podem sobreviver em ambientes nos quais hd rdpida
mudanca, bem como adaptar-se as mudangas repentinas na disponibilidade de
nutrientes e nas defesas imunes primdrias e secundarias do hospedeiro (Cloete,
2003; Jefferson, 2004). Tal resisténcia pode ser adquirida por mutagio,
aquisi¢do de novas informagdes genéticas por meio da transferéncia horizontal
de genes, expressdo de genes silenciosos que freqiientemente € manifestada
fisiologicamente e estruturalmente, mudancas na hidrofobicidade da superficie
celular e em componentes da membrana externa envolvidos na aderéncia, tais
como pili e lipopolissacarideos (LPSs), crescimento em biofilme e outras

alteracdes fenotipicas (Chapman, 2003; Cappello & Guglielmino, 2006).
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Para Mittelman (1998), a formacdo do biofilme estd associada a
protecdo contra tais mudancas, pois bactérias associadas aos biofilmes sdo mais
resistentes a tratamentos com antibidticos do que células planctdnicas. Além
disso, as células sésseis possuem a defesa coletiva contra fatores antagdnicos e o
aumento da sobrevivéncia da coldnia pela diferenciagdo em tipos distintos de
células. Por exemplo, as colonias podem formar células distintas mais resistentes
ao ataque por fagos, ao efeito de antibidticos e a dessecacgdo (Leite et al., 2001).

As possiveis explicagdes para a resisténcia aumentada de biofilmes
bacterianos incluem: difusdo limitada de agentes antimicrobianos por meio da
matriz do biofilme, interacdes de agentes antimicrobianos com a matriz (células
e polimeros), resisténcia mediada por enzimas, niveis de atividade metabdlica
dentro do biofilme, adaptagcdo genética e outras estruturas da membrana, ou seja,
a resisténcia ocorre em fungdo de vdérios fatores inter-relacionados, incluindo
barreiras de difusdo, atividade metabdlica diferencial e ultra-estrutura da parede

celular (Mittelman, 1998; Cloete, 2003).

2.8 Métodos de avaliacao de biofilmes

O recente uso de técnicas moleculares tem possibilitado o
monitoramento das comunidades de biofilmes bacterianos. Este envolve a
identificagdo de afiliagdes filogenéticas, a determinacdo de distribuicdo espacial,
o esclarecimento de funcdes e atividades e a coordenagdo estabelecida nos
biofilmes. Tais métodos moleculares incluem: hibridizacdo in situ de
fluorescéncia (FISH), microautoradiografia combinada com FISH (MAR-FISH),
microsensores combinados com FISH e reacdo em cadeia de polimerase (PCR),
dentre varias outras técnicas combinadas com FISH (Aoi, 2002).

Além do uso de técnicas moleculares, tém-se utilizado varios outros
métodos para enumeracdo e amostragem do biofilme, que podem ser divididos

em dois grupos, os métodos visuais e métodos ndo visuais.
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Como métodos visuais destacam-se a microscopia de luz, de contraste
de fase, de epifluorescéncia e a microscopia eletronica de varredura (MEV) e de
transmissdo (MET). Algumas outras técnicas, como microscopia de reflexdo de
interferéncia, microscopia de forca atdmica e microscopia eletrénica a laser
confocal, também té€m sido consideradas importantes nos estudos de biofilme.
Por outro lado, os métodos ndo visuais incluem a remocdo de microrganismos da
superficie, contagem por métodos convencionais microbioldgicos (swab,
rinsagem, raspagem, contagem padrdo em placas, dentre outros) e medidas da
impedancia e de bioluminescéncia (Kumar & Anand, 1998).

A microscopia eletrdnica € mais indicada para a avaliagdo da interagdo
microbiana na matriz do biofilme. A fixacdo das amostras € realizada utilizando-
se agentes quimicos, como glutaraldeido, paraformaldeido e &ésmio, ou
criofixadas, em que a amostra é rapidamente congelada para evitar danos as
células pelos cristais de gelo (Costa, 1999).

A microscopia confocal ¢ um dos métodos utilizados para observar a
estrutura dos biofilmes. Ela permite efetuar seccionamento 6ptico do biofilme no
seu estado hidratado de um modo ndo destrutivo, o que, conseqiientemente,
permite obter informacdes 3D da estrutura. Essa técnica permite, ainda, adquirir
imagens em canais multiplos, o que pode ser utilizado para observacio
simultanea de vérias sondas fluorescentes, de modo a obter informacgdo espacial
da diversidade funcional no biofilme (Lawrence & Neu, 1999). As
caracteristicas ndo invasivas da microscopia confocal permitem a investigagao
ao longo do tempo de biofilmes cultivados em células de fluxo (Palmer, 1999).

A microscopia de contraste é recomendada para acompanhar o
desenvolvimento do biofilme em tempo real, numa superficie transparente. A
microscopia de epifluorescéncia (EPF) € uma alternativa excelente na
quantificacdo de células aderidas as superficies. Para visualizar a adesdo

bacteriana, usam-se substancias fluorescentes, como o alaranjado de acridina

23



para coloragdo direta das células, ou anticorpos fluorescentes que se ligam as
células, permitindo sua observagdo (Costa, 1999).

A medida de impedancia se baseia no principio de que, ao se
metabolizarem os componentes presentes no meio de cultura, os microrganismos
transformam moléculas grandes em pequenas, que possuem cargas elétricas, o
que leva a mudanga da resisténcia ou impedancia do meio. A mudanca da
condutividade pode ser medida e o nimero de microrganismos aderidos a
superficie estd relacionado com o valor obtido para a condutividade (Siley &
Forsythe, 1996; Rule, 1997).

A técnica de bioluminescéncia baseia-se no conteido de trifosfato de
adenosina (ATP). O ATP é gerado pela oxidacdo de moléculas alimentares, tais
como glicose, dcidos graxos e aminodcidos. A quantidade de ATP em uma
amostra pode ser medida por uma reacdo de bioluminescéncia entre a luciferina
e a enzima luciferase, enquanto a quantidade de luz emitida pode ser medida por

lumindmetro, fluorimetro ou espectrofotdometro de cintilagdo liquida (Franco &

Landgraf, 1996).

2.9 Sanificantes

A crescente preocupacdo com o tema qualidade de alimentos € notéria e
diversas ferramentas de garantia de qualidade tém sido utilizadas na intencao de
oferecer produtos seguros e, a0 mesmo tempo, para contemplar as exigéncias de
comercializa¢do. Além destes pontos, hd também a diminuicao de custos, gerada
pela reducdo de perdas e a otimiza¢do da producgdo, dentre outros beneficios
(Ribeiro-Furtini & Abreu, 2006).

A higienizacdo € utilizada com o objetivo de preservar a qualidade
microbiolégica dos alimentos, pelo controle e pela prevengdo da formagao de
biofilmes, auxiliando na obtencdo de um produto que, além das qualidades

nutricionais e sensoriais, tenha boa condi¢do higiénico-sanitaria, ndo oferecendo
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risco a satide do consumidor. A higienizacdo ocorre em duas etapas distintas. A
primeira corresponde a limpeza, que tem como objetivo principal a remocao de
residuos organicos e minerais aderidos a superficie, constituidos,
principalmente, por proteinas, gorduras e sais minerais, e, posteriormente, a
sanificag@o, para eliminar microrganismos patogénicos e reduzir o niimero de
alteradores a niveis aceitaveis (Macédo & Barra, 2007).

O procedimento de limpeza pode remover 90% ou mais dos
microrganismos associados a superficie, porém, ndo tem a capacidade de mata-
los, o que pode, posteriormente, ocasionar a adesdo de tais microrganismos em
outras superficies (Gibson et al., 1999). A sanificagdo € definida como a
operagdo que visa a destruicio de microrganismos a niveis tolerdveis. Os
sanificantes fisicos ou quimicos eliminam células vegetativas de microrganismos
de importancia para a saide publica e outros ndo patogénicos encontrados nas
superficies de equipamentos, utensilios, manipuladores e dos ambientes.

Na sanificacdo por meios fisicos, empregam-se calor e radiacdo
ultravioleta, enquanto que, na sanificacdo por agentes quimicos, utilizam-se
compostos clorados, ioddéforos, composto quartendrio de amonia, 4cido
peracético, peroxido de hidrogénio, ou seja, utilizam-se desde dcidos orginicos
até agentes umectantes complexos (Cardoso, 1993; Cardoso et al., 2003).

A reducdo do nimero de microrganismos quando se utilizam
sanificantes quimicos depende, entre outras coisas, das propriedades
microbicidas do agente, da concentrag@o, da temperatura e do pH, bem como do
grau de contato entre o sanificante e 0s microrganismos, que pode ser
conseguido por agitacdo, turbuléncia (uso de ultra-som) e baixa tensdo
superficial. Vale ressaltar que os vdrios microrganismos apresentam resisténcia
diferente aos sanificantes quimicos (Oliveira, 2005).

A selecdo de sanificantes na industria de alimentos depende da eficécia,

da seguranca e dos danos gerados pelos agentes, bem como de sua agdo
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corrosiva ou dos efeitos na avaliagdo sensorial dos produtos manufaturados
(Wirtanen et al., 2001).

A determinagdo do sanificante eficiente € freqiientemente realizada nos
testes de suspensdo e, ocasionalmente, por testes baseados na superficie. Os
testes de suspensdo tém uma variedade de beneficios. Por exemplo, eles sdo
relativamente simples e niao requerem equipamentos especializados e extensos
no laboratério, além de requerer mao-de-obra barata. Dentro dos testes
metodoldgicos € possivel testar uma diversidade de varidveis, incluindo o tempo
de contato, temperatura, tipos de microrganismos e superficies de interferéncia.
Porém, o maior problema € que eles ndo refletem necessariamente condi¢des de
uso (Holah et al., 1998).

Uma estratégia de prevencdo da formagdo de biofilme € utilizar
regularmente o processo de desinfec¢do, antes mesmo do inicio da formag¢do do
biofilme. Esse processo deve ser executado rapidamente, pois a fase inicial da
aderéncia dos microrganismos e a formagdo do biofilme a superficie ocorrem
rapidamente, levando apenas algumas horas. Contudo, para que ocorra a morte
ou a remocdo dos organismos do biofilme, o biocida deve penetrar no

exopolissacarideo e alcangar a célula microbiana (Meyer, 2003).

2.9.1 Sanificantes quimicos

Sanificantes eficientes sdo requeridos nas industrias alimenticias, onde
superficies umidas promovem condi¢cdes favordveis para o crescimento
microbiano. Os sanificantes mais usados nas industrias de alimentos incluem
agentes oxidantes, como hipoclorito de sédio, peréxido de hidrogénio, ozdnio e
dcido peracético; agentes desnaturantes, como os produtos a base de dlcool, ndao
oxidantes e agentes que diminuem a tensdo superficial, e componentes a base de

enzimas (Wirtanen et al., 2001).
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Os agentes oxidantes sdo agentes com acgdo rdpida, que agem
diretamente em reacdes mediadas por radicais para oxidar matéria orginica
(Chapman, 2003).

No Brasil, o hipoclorito de sédio € o sanificante mais empregado,
todavia, o 4acido peracético tem certas vantagens, como a de ndo reagir com
proteinas para produzir compostos toxicos ou carcinogénicos, ter baixo impacto

ambiental e por ser mais efetivo contra biofilmes (Rossoni & Gaylarde, 2000).

2.9.1.1 Peréxido de hidrogénio (H,0,)

A propriedade bactericida do peréxido de hidrogénio € reconhecida
desde a sua descoberta, pelo quimico francés L. J. Thenard, em 1818 (Oliveira,
2001). O peréxido de hidrogénio é considerado forte oxidante, devido a sua
capacidade de produzir radicais livres que atacam componentes celulares
essenciais, incluindo proteinas, lipideos e DNA (Kitis, 2004). Além de agente
oxidante (H,O, + 2H" + 2¢° — 2H,0, 1,77 V), o peréxido de hidrogénio pode
também ser empregado como agente redutor (H,O, + 20H" —, O, + H,O + 2¢, -
0,15 V) (Mattos et al., 2003).

Dependendo de sua concentracdo, pode ter efeito bacteriostdtico ou
bactericida. Segundo Oliveira (2001), em 1983, Baldry constatou que o peréxido
de hidrogénio é mais eficaz como esporicida do que como bactericida e que essa
eficiéncia é dinamizada em temperaturas mais altas. A eficiéncia em eliminar
esporos bacterianos ocorre, pois esse, diferentemente das células vegetativas,
ndo produzem catalase, a qual age sobre o mesmo, degradando-o (Oliveira,
2001). O mecanismo envolvido na morte de bactérias vegetativas e de fungos
provoca danos ao DNA (Brul & Coote, 1999).

Apesar desse sanificante ser considerado eficiente, muitos fungos e
bactérias protegem-se contra ele de varias maneiras. Alguns dos muitos sistemas

incluem glutationa associado com enzimas e catalase. No entanto, quando
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leveduras sdo tratadas em baixas concentracdes de perdxido de hidrogénio, uma
variedade de sistemas adaptativos € ativada e, posteriormente, quando
submetidas a altas concentragdes, as células se apresentam resistentes a esse
sanificante. Enquanto algumas leveduras t€ém a capacidade de induzir uma
resposta contra o estresse oxidativo, muitas bactérias contam com a agdo da
catalase para degradar niveis toxicos de peréxido de hidrogénio (Brul & Coote,
1999).

Por ser bastante versatil, o peréxido de hidrogénio € utilizado para as
mais variadas finalidades. Entre as aplica¢des envolvidas com o uso do peréxido
de hidrogénio na forma isolada, t€m-se: controle de odores; oxidag¢do de sulfeto
de hidrogénio; controle da corrosdo - destrui¢do de cloro residuais e
componentes reduzidos, tais como tiossulfato, sulfetos e sulfitos; reducdo da
demanda quimica e bioquimica de oxigénio - oxidacdo de poluentes organicos;
oxidagdo de componentes inorganicos - cianetos, NOx/SOX, nitritos, hidrazinas,
etc.; oxidacdo de componentes orginicos - hidrélise de formaldeido,
carboidratos, componentes nitrogenados, etc., destruicdo de fendis, pesticidas,
solventes, plastificantes, entre outros e controle de bioprocessos - desinfec¢ao,
inibicdo de crescimento de bactérias, etc. Na forma combinada, pode ser
empregado em procedimentos de floculacdo e, ou, precipitacdo - oxidagdo de
complexos metdlicos e incremento do desempenho de floculantes inorganicos e
tratamento de bioprocessos - desinfeccdo, fonte de oxigé€nio dissolvido e outros
(Mattos et al., 2003).

Dentre as desvantagens em relacdo ao uso desse sanificante podem-se
destacar: apresenta poder corrosivo sobre o cobre, zinco e bronze, necessita de
longo tempo de contato para temperaturas baixas, demanda precaugdes no
manuseio e dosagem e controle do oxigénio ativo na utilizacdo. Em
contrapartida, tem baixa toxicidade e efeito residual, e ndo requer enxagiie

(Resende, 2005).
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2.9.1.2 Acido peracético

O peréxido do &cido acético, chamado de dcido peroxiacético ou
peracético, € produzido pela rea¢do do 4cido acético ou anidrido acético com
peréxido de hidrogénio na presenca de dcido sulfirico, que tem a fungdo de
catalisador. No entanto, um agente estabilizador, ou um seqiiestrante, &
adicionado durante a produgio do produto (Kitis, 2004). E um composto
instavel, que sofre perda de 1% a 2% dos ingredientes ativos por més, na solugao
a 40% e mais da metade em 6 dias, na solugdo 1% (Nascimento et al., 2003).

A potente atividade antimicrobiana do 4cido peracético (PAA) a baixas
temperaturas, juntamente com a auséncia de residuos téxicos, tem conduzido a
grande utilizacdo na inddstria de processamento de alimentos e bebidas,
incluindo industrias de processamento de carnes, enlatados, laticinios, vinhos e
cerveja, além de ser amplamente aplicado nas indudstrias médica, farmacéutica,
téxtil, de polpa e de papel (Kitis, 2004).

O PAA apresenta vdrias vantagens como desinfetante, como facilidade
de implementacdo de tratamento; largo espectro de atividade, mesmo na
presenca de matéria organica heterogénea; auséncia de residual ou subprodutos
téxicos e, ou, mutagénicos; desnecessdria descloracdo; baixa dependéncia do
pH; curto tempo de contato; baixo impacto ambiental e tem sido o mais ativo
contra os biofilmes (Souza & Daniel, 2005). Por outro lado, as maiores
desvantagens associadas ao uso desse desinfetante sdo o aumento de conteido
organico em efluentes; a grande capacidade de um recrescimento microbiano
devido a presenca de acido acético e a baixa eficiéncia contra alguns virus e
parasitas, tais como Giardia lamblia e Cryptosporidium parvum (Kitis, 2004).

O provavel mecanismo de a¢do desse sanificante pode estar relacionado
com a desnaturacdo de proteinas e enzimas e o aumento da permeabilidade
celular pela ruptura das ligagdes dissulfeto e sulfidrilas (McDonnell & Russel,

1999).
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Rossoni & Gaylarde (2000) realizaram estudo comparando a eficiéncia
antimicrobiana do hipoclorito de sédio e do 4cido peracético sobre biofilme
formado por E. coli, P. fluorescens e S. aureus, em superficie de aco inoxidavel.
Escherichia coli, seguida de P. fluorescens e S. aureus, apresentou maior
aderéncia a superficie. Nas concentragdes utilizadas neste estudo, o hipoclorito
de soédio apresentou maior eficiéncia na remocgdao do biofilme, quando
comparado com o acido peracético. Depois que células aderidas foram tratadas
com hipoclorito na concentragdo de 100 mg/L e 200 mg/L, o nimero médio
delas foi reduzido de 13,7 x 10°, 6,0 x 10’ e 3,2 x 10°cél/mm* para 1,2 x
10%cél/mm* para E. coli ¢ menos desse valor para as demais espécies. Em
contraste, depois de tratadas com 250 mg/L. de 4cido peracético, o nimero médio
de células aderidas foi reduzido para 1,2 x 10°, 4,6 x 10> e 1,5 x 10’ cél/mm’
para E. coli, P. fluorescens e S. aureus, respectivamente. Na concentracdo de
1.000 mg/L de 4cido peracético, a redugio foi de 6,9 x 10, 1,2 x 10* e 1,7 x 10
cél/mmz, respectivamente. Segundo os autores, tal resultado ndo foi satisfatério,

uma vez que o dcido peracético € mais eficiente na remocao de biofilmes.

2.9.1.3 Dicloroisocianurato de sédio

O cloro foi descoberto, em 1808, por Sir Humprey Davy e teve as suas
propriedades bactericidas demonstradas, sob condi¢des de laboratério, pelo
bacteriologista Koch, em 1881. Mas, somente em 1886, o seu uso como
desinfetante foi aprovado pela American Public Health Association (APHA)
(Macédo, 2004).

A partir do inicio do século XIX, algumas regides dos Estados Unidos ja
utilizavam este agente quimico no processo de desinfeccdo de dguas para
abastecimento publico. Mas, o uso continuo do cloro s6 ocorreu a partir de 1902,

na Bélgica, com o chamado refinamento da cloracio, isto €, a determinacdo das
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formas de cloro combinado e livre e a cloracdo baseada em controles
bacterioldgicos (Macédo, 2004).

Na década de 1970, surgiram os chamados derivados clorados
organicos, denominados de ‘“cloraminas orginicas”, destacando-se o
dicloroisocianurato de sddio, o acido tricloro isocianurico e seus sais de sodio e
potéssio. Estes sdo produtos de reagdes do 4acido hipocloroso com aminas,
iminas, amidas e imidas (Macédo & Barra, 2007).

O dicloroisocianurato de sddio é conhecido pelos nomes de 1,3-dicloro-
1,3,5-triazina-6-0x0-2,4-diona, dicloro-s-triazinetriona de sodio, sal de sdédio
1,3,5-triazina-2,4,6-(1 H,3H,5H)-triona e trocloseno sédico (Cunha et al., 2006).

O uso de derivados clorados de origem inorganica, como gis cloro,
hipoclorito de sédio, hipoclorito de célcio e dos derivados clorados de origem
organica, cujo principal representante é o dicloroisocianurato de sédio, tem se
expandido nos laticinios, devido a eficiéncia no processo de desinfeccdo de
dgua, equipamentos/utensilios, embalagens, ambientes, etc., bem como em
funcdo da praticidade no manuseio, medicao, transporte € armazenamento, maior
solubilidade, maior periodo de validade, dosagem mais precisa, menor risco
quimico (corrosividade), modernidade do produto e a ndo formacdo de
subprodutos (Cunha et al., 2006; Macedo & Barra, 2007).

Considera-se, geralmente, que a acdo letal sobre os microrganismos seja
devido a oxidagao de proteinas celulares ou de sistemas enziméticos pelo dcido
hipocloroso ndo ionizado, causando hidrdlise das cadeias peptidicas das
membranas celulares microbianas (Veiga, 2003). Em contrapartida, os
compostos clorados t€m sua acdo limitada em pH acima de 9 e temperaturas
acima de 45 °C e, ainda, sua acdo pode ser comprometida na presenga de matéria
organica, luz solar e alguns metais (Ferreira & Astolfi-Ferreira, 20006).

Segundo Cunha et al. (2006), as N-cloroaminas possuem ainda maior

estabilidade em solug¢do aquosa, liberando lentamente o 4cido hipocloroso e,
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conseqiientemente, permanecendo efetivas por periodos longos, mesmo na

presenca de matéria organica. A formagdo deste agente bactericida, dcido

hipocloroso, pode ser observada na Figura 4, na qual é mostrada a reacdo de

hidrélise do dicloroisocianurato de sodio.
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FIGURA 4 Reacdo de liberagdo de cianurato de sédio e dcido hipocloroso em

meio aquoso.

Segundo Angelis & Neves (1998), os estudos ndo consideram o

dicloroisocianurato de sédio genotéxico, mutagénico ou teratogénico. O produto

pode ser irritante a pele e aos olhos. Porém, como o mesmo é apresentado em

comprimidos, a possibilidade de reacdes adversas € minimizada. A dose letal,

(DL) 50, para o homem ¢ de 3,57 g/kg, equivalente a 214 g, para um adulto de

60 kg ou a 17,85 g, para uma crianga de 5 kg. Como o maior tamanho disponivel

do produto € de 8,68 g em dicloroisocianurato de sddio, hd grande margem de

seguranga, associada, ainda, a dificuldade da ingestdo dos comprimidos, seja

pelo sabor desagradédvel, como também pela sua efervescéncia.
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos e no Laboratério de
Microscopia Eletronica e Andlise Ultra-Estrutural (LME) do Departamento de

Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG.

3.1 Microrganismos padroes

As bactérias utilizadas no desenvolvimento deste trabalho foram
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Pseudomonas fluorescens ATCC
13525. As culturas estoque foram mantidas sob congelamento, em meio de
congelamento (glicerol - 15 mL; peptona bacteriolégica - 0,5 g; extrato de

levedura - 0,3 g; NaCl - 0,5 g; 4gua destilada 100 mL).

3.2 Obtencao do inéculo

Para a reativacdo das cepas, foram inoculados 10 pL. de cada cultura em
tubos contendo 3 mL de caldo TSB (7Tryptone Soya Broth) e incubados, por 24
horas, a 28 °C. Apés a incubagdo, foram retirados 10 pL dos indculos e
transferidos para 200 mL de caldo TSB. O nimero de células por mL, de cada
cultura, foi quantificado utilizando-se curva padrdo. As culturas bacterianas
foram padronizadas para cerca de 10° UFC/mL, Asoonm = 0,37 para P.

aeruginosa e Agyonm = 0,087 para P. fluorescens.
3.3 Higienizacao dos cupons

A adesdo bacteriana foi realizada em cupons de ago inoxidavel AISI 304

com 1 mm de espessura e dimensdes de 10 x 20 mm.
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Os cupons foram limpos individualmente com acetona 100%, lavados
por imersdo em detergente neutro 3% durante 1 hora, enxaguados com &4gua
destilada esterilizada, secos e limpos com dlcool 70% (v/v). Apds a
higienizacdo, os cupons foram novamente lavados com &dgua destilada estéril,
secos por 2 horas, em estufa, a 60 °C e autoclavados, a 121 °C/15 minutos

(Rossoni & Gaylarde, 2000).

3.4 Adesao das células bacterianas

Em duas placas de Petri de 140 mm de dimensdo, contendo
aproximadamente 20 cupons de aco inoxiddvel, foram imersos 60 mL de leite
desnatado reconstituido e inoculados 10° UFC/mL de cada cultura.
Pseudomonas fluorescens foi incubada a 4 °C e a 7 °C e P. aeruginosa a7 °C e
28 °C, sob agitacdo branda (50 rpm). Foi retirado 1 mL do leite, em seguida
realizadas dilui¢Oes seriadas e aliquotas de 0,1 mL foram tomadas e o niimero de
células vidveis determinadas em TSA, empregando-se a técnica de espalhamento
em superficie. As placas foram incubadas a 28 °C por, aproximadamente, 24
horas, sendo realizada, ao final desse periodo, a contagem padrdo em placas,
expresso em UFC/mL.

Em intervalos de 48 horas, os cupons foram removidos, lavados com
dgua peptonada e imersos em leite desnatado reconstituido estéril adicionado na
placa. Esse procedimento foi realizado por cinco vezes, visando a formagao
completa do biofilme apds 10 dias de incubagdo (Joseph et al., 2001 com
adaptacdes).

Todo o experimento foi realizado em trés repeticdes e as andlises em

triplicata.
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3.5 Enumeracio das células aderidas

Para enumerar as células aderidas, a cada dois dias de incubacio foi
retirado um cupom de cada placa de Petri. Estes foram lavados com &4gua
peptonada, para a eliminagdo de células nao aderidas e o biofilme foi removido
utilizando-se swab padronizado esterilizado. Os swabs foram transferidos para
tubos contendo dgua peptonada 0,1% (v/v), sendo, em seguida, agitados em
vortex, por 2 minutos. Apds esse procedimento, promoveu-se dilui¢do seriada,
aliquotas de 0,1 mL foram tomadas e o nimero de células vidveis determinadas
em TSA (Agar tripticase de soja), empregando-se a técnica de espalhamento em
superficie. As placas foram incubadas, a 28 °C, por, aproximadamente, 24 horas,
sendo realizada, ao final desse periodo, a contagem padrdo em placas, expressa

em UFC/cm® (Joseph et al., 2001 com adaptagdes).

3.6 Sanificacao

No teste de sensibilidade das células aderidas, foram utilizados os
seguintes sanificantes: peréxido de hidrogénio (5%), dicloroisocianurato de
sédio (200 ppm) e dcido peracético (0,2%).

A cada dois dias, trés cupons eram retirados de cada placa de Petri e
submetidos ao processo de sanificacdo, avaliando-se, assim, a influéncia do

tempo de incubagdo sobre a eficiéncia dos sanificantes.

3.6.1 Peroéxido de hidrogénio 5%

Antes de cada procedimento de sanificacdo, foi aferido o pH da solugdo
de peréxido de hidrogénio (pH 3,25) e calculada a quantidade, em %, de
perdxido residual livre (PRL), utilizando-se o RQflex Plus (Merck). A partir do
produto comercial, foram preparadas solucdes diluidas contendo 5% de PRL.

Foi retirado um cupom de cada placa de Petri, imerso em tubo contendo

30 mL da solucdo e movimentado suavemente para melhor contato do agente
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quimico com o biofilme, durante 1 minuto, a temperatura ambiente. Os cupons
foram enxaguados em dgua peptonada 0,1% (v/v). Na superficie do cupom, onde
foi formada a adesdo ou o biofilme, realizou-se a técnica do esfregaco com
swabs estéreis, sendo, em seguida, submetido a agitacdo em vortex, por 2
minutos, em dgua peptonada 0,1% (p/v). Ap6s esse procedimento, promoveu-se
dilui¢do seriada e, em seguida, aliquotas de 0,1 mL foram tomadas e o nimero
de células vidveis determinadas em TSA, empregando-se a técnica de
espalhamento em superficie. As placas foram incubadas a 28 °C, por,
aproximadamente, 24 horas, sendo realizada, ao final desse periodo, a contagem

padrdo em placas, expressa em UFC/cm’.

3.6.2 Dicloroisocianurato de sédio 200 mg/L

Antes do procedimento de sanificacdo, o pH (7,4) e a concentracdo,
expressa em % de cloro residual total (CRT) do produto comercial (Purificador
Hidrosan Plus), foram determinados usando-se colorimetro RQflex (Merck). A
partir do produto comercial foram preparadas solugdes diluidas contendo 200
mg/L de CRT.

Foi retirado um cupom de cada placa de Petri, imerso em tubo contendo
30 mL da solu¢do e movimentado suavemente para melhor contato do agente
quimico com o biofilme, durante 1 minuto, a temperatura ambiente. Os cupons
foram enxaguados em 4gua peptonada 0,1% (v/v). Na superficie do cupom, em
que foi formada a ades@o ou o biofilme, realizou-se a técnica do esfregago com
swabs estéreis, sendo, em seguida, submetido a agitacdio em vortex, por 2
minutos, em dgua peptonada 0,1% (p/v). Ap6s esse procedimento, promoveu-se
a dilui¢do seriada e, em seguida, aliquotas de 0,1 mL foram tomadas e o nimero
de células vidveis determinadas em TSA, empregando-se a técnica de

espalhamento em superficie. As placas foram incubadas, a 28 °C, por,
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aproximadamente, 24 horas, sendo realizada, ao final desse periodo, a contagem

padrio em placas, expresso em UFC/cm’,

3.6.3 Acido peracético 0,2%

A partir do produto comercial foi preparada solu¢do de dcido peracético
0,2% e aferido o pH (3,12).

Foi retirado um cupom de cada placa de Petri, imerso em tubo contendo
30 mL da solucdo e movimentado suavemente para melhor contato do agente
quimico com o biofilme, durante 1 minuto, a temperatura ambiente. Os cupons
foram enxaguados em 4gua peptonada 0,1% (v/v). Na superficie do cupom em
que foi formada a ades@o ou o biofilme, realizou-se a técnica do esfregago com
swabs estéreis, sendo, em seguida, submetido a agitacdo em vortex, por 2
minutos, em dgua peptonada 0,1% (p/v). Apds esse procedimento, promoveu-se
dilui¢do seriada e, em seguida, aliquotas de 0,1 mL foram tomadas e o nimero
de células vidveis determinadas em TSA, empregando-se a técnica de
espalhamento em superficie. As placas foram incubadas, a 28 °C, por
aproximadamente 24 horas, sendo realizada, ao final desse periodo, a contagem

padrio em placas, expresso em UFC/cm’,

3.7 Analise dos cupons por microscopia eletronica de varredura

Os cupons contendo biofilme e os sanificados com peréxido de
hidrogénio 5%, dicloroisocianurato de sédio 200 mg/L e acido peracético 0,2%,
um de cada cultura bacteriana, foram imersos em solu¢do fixadora (Kornovsky
modificado), pH 7,2, pelo periodo de 48 horas. Apds este periodo, os cupons
foram lavados com tampdo cacolitato por trés vezes de 10 minutos, a fim de
retirar os residuos de glutaraldeido que podem reduzir o tetréxido de ésmio e
pos-fixados em tetroxido de 6smio 1%, em dgua, por 1 hora. Apéds este periodo,

lavou-se por trés vezes em dgua destilada e, em seguida, desidratou-se em
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gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%). Em seguida, o material foi
levado ao aparelho de ponto critico (Bal-Tec CPD 030) para completar a
secagem, montado em stubs e coberto com ouro (metalizador Bal-Tec SCD
050). No final desse procedimento, foram obtidas eletromicrografias dos
microrganismos aderidos a superficie de aco inoxiddvel, antes e apds o uso de

sanificantes, usando-se microscépio eletronico de varredura EVO 040 Leo.

3.8 Anadlise estatistica

Para Pseudomonas aeruginosa, o experimento foi instalado segundo o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés repeti¢des, segundo uma
parcela subdividida no tempo (5 dias de andlise), com tratamentos em arranjo
fatorial 2x5 na parcela (2 temperaturas e 5 condi¢des, sendo 3 sanificantes, 1
controle e 1 substrato). O valor da varidvel resposta foi transformado por log
(x+1), para atender a pressuposi¢do de normalidade. O modelo estatistico que
descreve as observacdes € dado por:

Yiuw = MH+1, +s, +1ts,; +e +d, +dt +dsjk +dtsl.jk + Eu

ij
em que:

Yiju € o valor da varidvel dependente na l-¢sima repeti¢do que recebeu
a i-ésima temperatura, j-ésima condic¢ao, no k-ésimo dia de anélise, com 1 =1, 2,
3;

M € uma constante inerente a cada observacao;

t, € o efeito da i-ésima temperatura, comi =1, 2;

s ¢ o efeito do j-ésima condicdo, comj=1, ..., 5;

ts,; € o efeito da interagdo entre a i-ésima temperatura com o j-ésima

condicdo;

38



e,; € o erro experimental associado a parcela, identica e normalmente

distribuido com média zero e varidncia 0'5 ;

d, é o efeito do k-ésimo dia de andlise, comk =1, ..., 5;

dt € o efeito da interacdo do k-ésimo dia de andlise com a i-ésima
temperatura;

ds;, € o efeito da interacdo do k-ésimo dia de andlise com o j-ésima
condicdo;

dts,;, € o efeito da interacdo do k-ésimo dia de andlise com a i-ésima
temperatura e j-ésima condi¢@o;

i

&;u € o erro experimental associado a subparcela, identica e

C e, Ly A 2
normalmente distribuido com média zero e variancia 0, ;

Para Pseudomonas fluorescens, o experimento foi instalado segundo o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés repeti¢des segundo uma
parcela subdividida no tempo (5 dias de andlise), tendo como tratamento de
parcela 5 condigdes, sendo 3 sanificantes, 1 controle e 1 substrato. O valor da
variavel resposta foi transformado por log (x+1), para atender a pressuposi¢ao
de normalidade. O modelo estatistico que descreve as observacdes é dado por:

Yipg =M+, e, +dj +dtij + &

em que:

Y,j« € o valor da varidvel dependente na k-€sima repeti¢do que recebeu
o0 i-ésima condicdo, no j-ésimo dia de andlise, comk =1, 2;

M € uma constante inerente a cada observacao;

t , é o efeito do i-€sima condi¢do, comi=1,2, 3,4, 5;
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e,;, € o erro experimental associado a parcela, identica e normalmente

distribuido com média zero e varidncia 0'5 ;

dj ¢ o efeito do j-ésimo dia de andlise, comk =1, ..., 5;

dt ;; € o efeito da interagdo do j-ésimo dia de andlise com o i-ésima
condicdo;
&, € o erro experimental associado a subparcela, identica e

1

) £ 1: AL e 2
normalmente distribuido com média zero e varincia O,
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando como substrato o leite desnatado reconstituido, houve
crescimento de ambas as espécies bacterianas, exceto Pseudomonas fluorescens,
a 4 °C. Pseudomonas aeruginosa a 28 °C apresentou 6timo crescimento (10,4
Log UFC/mL), quando comparado a 3,7 Log UFC/mL e 4,2 log UFC/mL, para
P. aeruginosa e P. fluorescens a 7 °C, respectivamente (Figura 5). Quando
comparado o indculo inicial (10° UFC/mL), houve decréscimo no ndmero de

microrganismos no leite, exceto para P. aeruginosa a 28 °C.

Log UFC/mL
o

P. aeruginosa 7°C P. aeruginosa 28°C P. fluorescens 4°C P. fluorescens 7°C

FIGURA 5 Valores médios de crescimento de Pseudomonas spp, transformados

por log (x + 1), em leite, a diferentes temperaturas, apos 10 dias de
incubacao.
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Pseudomonas aeruginosa, em ambas as temperaturas, causou alteracio
no leite, tornando-o amarelado e com odor desagradédvel. Isso se deve a
producdo de lipases e proteases pela bactéria (Lyon et al., 1993); por outro lado,
P. fluorescens ndo apresentou tais caracteristicas, possivelmente por causa do
pequeno crescimento.

Crescimento, geralmente, é caracterizado pela taxa de crescimento
exponencial (fase log) precedida por um periodo no qual a célula desenvolve
certas mudangas fisioldgicas para crescer (fase lag). Enquanto a taxa de
crescimento depende das condi¢des em que a célula se encontra, a fase lag é
influenciada adicionalmente pela condi¢do inicial da célula, que pode variar
dependendo do substrato, do pH, da temperatura e de varios outros fatores aos
quais a célula pode ter sido submetida.

Embora vérios autores relatem que P. fluorescens se desenvolve bem a
partir de 0 °C, a cepa estudada nio se adaptou bem as condi¢des proporcionadas,
4 °C. Vale ressaltar que a mesma foi isolada de tanques de pré-filtragem.
Entretanto, novas ferramentas s3o necessdrias para o entendimento do
mecanismo pelos quais as células promovem mudancas, quando inoculadas em
meios frescos.

Nas dltimas décadas, genes, tais como promotores de RNA ribossomal
(rRNA), que s@o expressos no inicio do ciclo do crescimento celular, ganharam
relevante ateng@o, em particular ao promotor constitutivo rrn P; e P, A
transcri¢do do rRNA € o passo limitante da taxa de sintese de ribossomos e os
promotores de rRNA sdo cuidadosamente regulados por condigdes ambientais
para otimizar a concentragdo de ribossomos na célula (McKellar, 2007).

Estudo realizado por McKellar (2007) demonstrou que a velocidade
especifica de P. fluorescens aumentou significantemente de acordo com as
temperaturas estudadas, variando de 0,14 h'a0,68 h', quando cultivada a 10 °C

e 30 °C, respectivamente. O mesmo autor observou decréscimo significativo no
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tempo da fase lag, sendo a mixima de 2,25 horas, a 10 °C, 1,70 hora, a 15 °C e
um minimo de 0,628 horas, a 30 °C. A taxa de atividade do promotor especifico
aumentou significativamente de 0,976 h',a10°C, 1,21 h', a 15 °C, porém, os
valores de 20 °C e 25 °C nao foram significativamente diferentes de 10 °C. O
méximo valor 1,41 h™ foi obtido a 22 °C. A duracdo da fase lag na taxa de
atividade do promotor especifico foi de, aproximadamente, 0,5 hora a 10 °C e 30
°C. As demais temperaturas foram de aproximadamente 0,2 hora.

Makhzoum et al. (1995) estudaram alguns fatores que afetam o
crescimento e a produgdo de lipases extracelulares por P. fluorescens linhagem
2D. Foi observado que a temperatura ndo afetou o crescimento, exceto a
temperatura de 10 °C, em que o crescimento foi lento. Por outro lado, houve
reducdo na produgdo de lipase em 35%, quando a temperatura passou de 20 °C
para 25 °C e 95% quando a temperatura passou de 25 °C para 30 °C, sendo a
producdo Otima de lipase a 20 °C. Os resultados mostraram que o bom
crescimento e a producgdo 6tima de lipases foram obtidos em dgua peptonada. No
entanto, o crescimento 6timo foi observado em meio de extrato de levedura,
porém, muito pouca atividade da lipase foi observada. fons de metais, como
mercurio, cobre, zinco, manganés e cobalto, foram inibitérios para a producio
de lipases. Por outro lado, o célcio ndo afetou o crescimento e estimulou, em
360%, a producdo de lipases. Os fons de metais exercem efeitos téxicos de
vdrias maneiras, por substituirem metais nativos de seus sitios de ligagcdo
normal, por ligar-se a proteinas e dcidos nucléicos, alterando sua conformagao
ou por afetar a permeabilidade da membrana por meio de interagdes com
fosfolipidios.

Bactérias e outros microrganismos tém tendéncia natural de aderir a
superficies como mecanismo de sobrevivéncia, no entanto, a colonizagdo
bacteriana a superficies sélidas tem sido descrita como estratégia basica e

natural em uma variedade de ambientes (Cappello & Guglielmino, 2006). A
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adesdo de bactérias a superficie depende de pardmetros microbiolégicos, fisicos,
quimicos e relacionados ao material. Portanto, a topografia da superficie tem
sido largamente estudada, uma vez que microrganismos alocados em ranhuras
ou fendas podem escapar de procedimentos de limpeza e desinfeccdo, e,
posteriormente, podem vir a contaminar ou a recontaminar produtos alimenticios
durante o processamento (Hilbert et al., 2003).

Como se pode observar na Figura 6, a superficie do ago apresenta-se

bastante aspera.

FIGURA 6 Eletromicrografia de varredura de cupom de aco inoxidavel AISI
304 estéril, utilizado nesse experimento.

Geralmente, tem sido recomendada, para superficies em contato com
alimento, a aspereza de 0,8 um ou menos (Hilbert et al., 2003). Varios estudos
tém sido realizados, a fim de verificar se a adesdo ocorre em menor propor¢ao
em superficies mais lisas. No entanto, estudo realizado por Barnes et al. (1999)
nao demonstrou diferenga significativa de adesdao em superficies com 0,4 e
0,035 um de aspereza. Resultado similar foi observado em estudo realizado por
Hilbert et al. (2003), os quais observaram que a aderéncia de Pseudomonas sp.,

Listeria monocytogenes e Candida lipolytica em ago inoxidavel ndo foi afetada
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pela aspereza da superficie (0,01-0,9). Os autores concluiram que superficies
refinadas ndo influenciam na adesao de microrganismos, colonizacio e remoc¢ao,
mas constitui importante fator de resisténcia de corrosdo de superficies.
Pseudomonas aeruginosa formou biofilme em ago inoxiddvel, quando
cultivada em leite desnatado reconstituido a 28 °C. Contudo, essa bactéria nido
foi capaz de formar biofilme, quando cultivada a 7 °C, por 10 dias, sendo
encontrada a adesdo de 3,9 Log UFC/cm’ (Figura 7). Este fato deve ser
considerado, segundo Andrade et al. (1998) e Ronner & Wong (1993), porém, se
o valor de Wirtanen et al. (1996) for considerado, pode-se dizer que P.

aeruginosa formou biofilme nessas condigdes.

Log UFC/cm?
N

P. aeruginosa 7°C P. aeruginosa 28°C P. fluorescens 4°C P. fluorescens 7°C

FIGURA 7 Valores médios da adesdo e formagao de biofilme por Pseudomonas
spp transformados por log (x + 1), a diferentes temperaturas.

Essa bactéria é considerada mesofilica, com crescimento 6timo a 28 °C.
Em experimento anterior mostrou-se que ndo houve crescimento da bactéria a 7

°C. Possivelmente, as UFC/mL enumeradas a partir do leite foram aquelas
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sobreviventes, entretanto, se o microrganismo n3o encontra vantagens
ambientais para seu crescimento, ele ndo forma biofilme.

Vale ressaltar que ndo houve diferenca significativa entre o tempo de
cultivo, para ambas as temperaturas estudadas de P. aeruginosa, dado pelo teste
F da andlise de varidncia, a 5% de probabilidade (Anexo 3). Entretanto, nas
Figuras 8 e 9, observa-se que houve diferenca entre o tempo de cultivo e as
temperaturas estudadas de P. aeruginosa. Segundo Kumar & Anand (1998),
microscopia eletronica de varredura tem sido bastante utilizada para estudos de
biofilme, em especial microscopia eletronica de varredura ambiental (ESEM),
uma vez que tal técnica permite visualizar as amostras sem a necessidade de
procedimentos da microscopia convencional. Esse método tem, ainda,
capacidade de preservar algumas das estruturas associadas com amostras

bioldgicas que permanecem em seu estado hidratado e vidvel.
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FIGURA 8 Eletromicrografia eletronica de varredura da formacgdo de biofilme
por P. aeruginosa, quando cultivada em leite desnatado
reconstituido a 28 °C, em aco inoxidavel com 2 dias (A), 4 dias (B),
6 dias (C), 8 dias (D) e 10 dias (E) de incubagao.
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FIGURA 9 Eletromicrografia eletronica de varredura da adesdo de P.
aeruginosa, quando cultivada em leite desnatado reconstituido a 7
°C, em aco inoxidavel com 2 dias (A), 4 dias (B), 6 dias (C), 8 dias
(D) e 10 dias (E) de incubacio.
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Considerando que a concentragio de células aderidas por cm® deve ser
de 10° (Ronner & Wong, 1993), P. fluorescens também ndo formou biofilme,
quando cultivada a 7 °C, uma vez que o niimero obtido foi de 2,6 Log UFC/cm’.
Novamente, ndo foi observada diferenga significativa (p>0,05) durante o tempo
de cultivo (Anexo 4). No entanto, andlise baseada em micrografia eletronica de
varredura mostra que houve grande aderéncia de células no 10° dia de incubagado
(Figura 10).

Oulahal et al. (2008) analisaram a capacidade de aderéncia de Listeria
innocua e Staphylococcus aureus em aco inoxiddvel, utilizando, como substrato,
leite desnatado pasteurizado, leite cru e coalho de queijo, incubados a 12 °C e 25
°C, durante 8 dias. Listeria innocua aderida ao ago inoxiddvel inerte em presenga
de coalho de queijo alcancgou, aproximadamente, 3,6+0,2 Log UFC/cm?,a 12 °C,
mas ndo foi detectada a 25 °C, depois de 8 dias. Maior contagem foi obtida com
leite cru, a 12 °C em ago inoxiddvel (8,6+0,7 Log UFC/cmZ). Com leite
desnatado pasteurizado, depois de 8 dias de incubagdo, a contagem foi de
9,410,7 Log UFC/em® a 12 °C e 3,940,5 Log UFC/cm® a 25 °C, em aco
inoxiddvel. O crescimento de S. aureus foi limitado no coalho de queijo quando
comparado com L. innocua as temperaturas testadas. Em coalho de queijo nao
foi detectado crescimento de S. aureus em ago inoxiddvel, porém, a 25 °C,
houve a aderéncia de 0,810,3 Log UFC/cm? da bactéria. Quando utilizado o leite
desnatado pasteurizado, nao houve crescimento na superficie de aco inoxiddvel
de S. aureus com 8 dias de incubacgdo a 25 °C, em contrapartida, a 12 °C, a
contagem alcancou 7,810,2 Log UFC/cm?®. Com leite cru, ndo houve diferenca

na contagem de S. aureus, a 12 °C e 25 °C em ago inoxidavel.
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FIGURA 10 Eletromicrografia eletronica de varredura da adesdo de P.
fluorescens quando cultivada em leite desnatado reconstituido a
7 °C em aco inoxidavel com 2 dias (A), 4 dias (B), 6 dias (C), 8
dias (D) e 10 dias (E) de incubagio.
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Segundo Song & Leff (2006), fatores ambientais, como concentragdo
eletrolitica e composi¢cdo do meio, t€ém importante impacto na formacdo do
biofilme. Interagdes eletrostaticas contribuem para coes@o do biofilme e céitions
sdo cross linkers significantes da matriz do biofilme, pois contribuem para
integridade e estabilidade da membrana externa da bactéria e propriedades de
lipopolissacarideos. Cations bivalentes, como Mg** e Ca**, podem influenciar
diretamente na formagdo do biofilme por meio de seus efeitos na interagdo
eletrostatica e, indiretamente, no processo de aderéncia dependente da fisiologia,
por agir como importantes cations celulares e cofatores enzimaticos. Estudo
realizados por tais autores, utilizando diferentes concentragdes de Mg2+ 0;0,1e
1,0 mM MgCl,), revelaram que, para P. fluorescens, o Mg2+ ndo influenciou no
crescimento de células planctonicas, mas, durante a formagdo do biofilme, o
Mg** aumentou a abundincia de células aderidas e a subseqiiente formagio e
estrutura do biofilme.

A resiliéncia fisica do biofilme € resultante de interagdes multiplas entre
componentes da matriz (exopolissacarideos), apéndices da superficie celular
(fimbria, flagelo e fatores de agregacdo) e lipopolissacarideos. No caso de
biofilme produzido por Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis
mutantes rdar e, ainda, por Pseudomonas fluorescens SBW25, a expressao de
uma matriz de celulose e o fator de aderéncia (fimbria) sdo os principais
componentes que contribuem para a formacdo e integridade do biofilme (Spiers
& Rainey, 2005).

Entre as vantagens de formar biofilme estdo a capacidade da matriz
polimérica de capturar e concentrar grande nimero de nutrientes ambientais,
como carbono, nitrogénio e fosfato; a capacidade de resistir a estratégias de
remocao, tais como agentes microbianos, liberacdo de fagdcitos do hospedeiro e

radicais de oxigénio e defesas de proteases, além de poder dispersar pela
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desadesdo, sendo que as microcolonias podem desprender sobre direcdo do
fluido mecénico ou por meio de uma resposta genética (Shirtliff et al., 2002).

Campos elétricos, superficies modificadas catalisadoras e ultra-som tém
sido utilizados para aumentar a remog¢do e a eficicia dos biocidas contra os
biofilmes, porém, esses sistemas sdo limitados a pequenas dreas e ndo t€m sido
encontrada uma maneira de aplicar na pritica. Algumas enzimas também tém
sido utilizadas como sinergistas para aumentar a eficicia dos desinfetantes,
principalmente enzimas hidrolisantes de proteases e polissacarideos (Meyer,
2003). Estudo realizado por Jessen & Lammert (2003) investigou varios
métodos, tais como tratamento mecanico e desinfec¢io extra para a remocao de
biofilme por L. monocytogenes.

As Figuras 11, 12, 13 e 14 mostram o efeito dos sanificantes
dicloroisocianurato de sédio, peréxido de hidrogénio e dcido peracético sobre as
células de P. aeruginosa aderidas em aco inoxiddvel, sob a temperatura de 7 °C
e 28 °C. Nao houve efeito significativo (p>0,05) na reducdo do niimero de
células aderidas ou em biofilme de P. aeruginosa pelos sanificantes utilizados
(Anexo 1). Entretanto, deve-se atentar para o fato de que as células aderidas
ficaram em exposi¢@o aos agentes sanificantes por apenas 1 minuto.

Deve-se notar que vérios experimentos demonstram que, mesmo Sob
exposicdo a agentes antimicrobianos acima de 10 minutos, ndo se consegue a
erradicacdo de um biofilme maduro. Chambless et al. (2006) mostram que,
devido a penetragdo vagarosa do agente antimicrobiano, o biofilme possui boa
protecdo até 15 horas de exposi¢do ao antimicrobiano, sendo necessdrias cerca
de 50 horas de exposic¢do para que o biofilme seja erradicado. Assim, o pequeno
tempo de exposi¢do do biofilme ao sanificante pode mostrar a alta eficiéncia dos
sanificantes, pois houve reducdo de 1,3; 1,2 e 0,9 ciclos log pelas células
aderidas a 7 °C pela exposi¢do a solucio de dicloroisocianurato de sddio, dcido

peracético e peréxido de hidrogénio, respectivamente.
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A atividade desinfetante do dcido peracético é baseada na liberacio de
oxigénio ativo. Ele rompe funcdes quimiosméticas de lipoproteinas da
membrana citoplasmadtica e o transporte por meio da deslocacio ou da ruptura da
parede celular. Isso pode ser igualmente efetivo contra lipoproteinas da
membrana externa, facilitando a acdo contra bactérias Gram-negativas. Acido
peracético intracelular pode também oxidar enzimas essenciais; assim, vias
bioquimicas vitais, transporte através da membrana e niveis de solutos
intracelulares sdo danificados, além do mais foi constatado que o PAA age na
base de moléculas de DNA (Kitis, 2004).

Da mesma forma, quando o biofilme a 28 °C de P. aeruginosa foi
tratado pelos sanificantes, ocorreram reducdes de 2,4; 1,0 e 1,6 ciclos log do
nimero detectado de células pelas solucdes de dicloroisocianurato de sédio,
dcido peracético e perdxido de hidrogénio, respectivamente. Esse fato ndo era
esperado, uma vez que P. aeruginosa produz catalase, possuindo a capacidade
eficiente em proteger o biofilme. Além disso, mensura¢do da capacidade de
penetracdo do perdxido de hidrogénio no biofilme de P. aeruginosa mostra que
ele ndo consegue penetrar completamente no biofilme devido a interacdes de

reagdo-difusdo (Stewart et al., 2000).
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Tratamento

FIGURA 11 Valores médios de Log UFC/cm®de P. aeruginosa, apés 10 dias de

incubacdo em leite desnatado a 7 °C, submetidos a tratamento de
sanificantes por 1 minuto.
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FIGURA 12 Eletromicrografia de varredura da adesdo de P. aeruginosa em ago
inoxidavel (A), apds incubacdo em solugdo de peréxido de
hidrogénio 5% (B), acido peracético2% (C) e dicloroisocinurato de
s6dio 200 mg/L. (D), apds 10 dias de incubagdo a 7 °C, em leite
desnatado.
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FIGURA 14 Eletromicrografia de varredura da formacdo de biofilme por P.
aeruginosa em ago inoxidavel (A), apds imersao em solugdo (A)
de peréxido de hidrogénio 5% (B), acido peracético 0,2% (C) e
dicloroisocinurato de sdédio 200 mg/L. (D), apés 10 dias de
incubagdo a 28 °C, em leite desnatado reconstituido.

A atividade antibacteriana de compostos a base de cloro é formada
quando o cloro ou os componentes de hipoclorito sdo adicionados a dgua e acido
hipocloroso é formado. O efeito de hipocloritos é baseado na penetragio de
quimicos no interior da célula, bem como reagdes quimicas com quimico no
protoplasma celular. O efeito bactericida do cloro é baseado na atividade
oxidativa em sistemas de enzimas essenciais da célula (Wirtanen et al., 2001).

Células de Salmonella weltevreden em forma de biofilme sobre ago
inoxidavel sobreviveram ao tratamento com Cl, a 100 ppm, apds exposi¢do por
15 minutos e 50, 20 e 10 ppm apds 25 minutos (Joseph et al., 2001). Como

encontrado nos testes realizados com biofilme e células aderidas de P.
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aeruginosa, nesse experimento Joseph et al. (2001) também ndo conseguiram
reducdo substancial do nimero de Log UFC/cm’ para Salmonella weltevreden.
As redugdes foram de 1,9; 1,43 e 0,74 Log UFC/cm?, a 50, 20 e 10 ppm. Os
mesmos autores relataram que a exposicdo do biofilme de Salmonella FCM40
ao Cl, a 10 ppm por 25 minutos e 20 ppm por 25 minutos reduziu a densidade
populacional de 1 e 2 ciclos log, respectivamente, ndo sendo detectada nenhuma
UFC/cm’ nos cupons apds a exposi¢io do biofilme a 100 ppm por 20 minutos.

Norwood & Gilmour (2000) relataram que concentragdo de cloro ativo
maior que 1000 ppm € necessdria para a redugdo substancial do nimero de
bactérias no biofilme, enquanto 10 ppm sao suficientes para a reducdo de células
planctonicas. Apesar disso, o cloro ativo € freqlientemente requerido como a
primeira op¢ao no combate do biofilme, isso devido ao fato de que o cloro, além
de matar, os microrganismos sdo conhecidos também por removerem
exopolissacarideo da superficie e ainda fazem com que a aderéncia de novas
bactérias seja dificultada (Meyer, 2003). Embora o dicloroisocianurato de sédio
tenha sido mais efetivo em reduzir o nimero de UFC/cm’ de P. aeruginosa, em
detrimento do 4cido peracético, nesse experimento, Fatemi & Frank (1999)
relataram que ele é mais eficiente do que o cloro na morte do biofilme de
Listeria e Pseudomonas em superficie de agco inoxidavel.

Resultados obtidos por Rossoni & Gaylarde (2000) corroboram os
resultados obtidos neste trabalho. Estes autores obtiveram maiores redugdes no
nimero de células aderidas em aco inoxidavel de E. coli, S. aureus e P.
fluorescens, quando utilizaram hipoclorito a 100 ou 200 ppm.

Diferentemente de P. aeruginosa, as células aderidas de P. fluorescens
foram mais afetadas pelo peréxido de hidrogénio do que pelo
dicloroisocianurato de sédio (Figura 15 e 16). Embora nao tenha ocorrido

diferenca significativa entre os sanificantes estudados (Anexo 4), houve redugao
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em ciclos log de 0,4; 1,4 e 0,7 para dicloroisocianurato de sédio, peréxido de
hidrogénio e dcido peracético, respectivamente.

Acredita-se que, devido a alta difusdo do peréxido de hidrogénio no
interior da célula e por haver baixa densidade populacional, a catalase endégena
ndo foi ativa o suficiente para produzir enzimas que protegem as células

individuais (Brul & Coote, 1999).

n
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_
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Controle Dicloroisocianurato de Peréxido de Hidrogénio Acido Peracético
Sédio

Tratamento

FIGURA 15 Valores médios Log UFC/cm® de P. fluorescens 7 °C, segundo o uso
de sanificantes quimicos no seu controle.
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FIGURA 16 Eletromicrografia de varredura da adesdo de P. fluorescens a 7 °C
em aco inoxiddvel (A), apds 10 dias de incubacdo em leite
desnatado e o uso de dicloroisocinurato de sédio 200 mg/L (B),
peréxido de hidrogénio 5% (C) e 4acido peracético 2% (D) no seu
controle.

O efeito do peréxido de hidrogénio é baseado na producgdo de radicais
livres que afetam os polissacarideos e as glicoproteinas no biofilme. Wirtanen et
al. (2001) mostraram que desinfetantes & base de perdxido foram efetivos
permeabilizadores.

Segundo Chapman (2003), um mecanismo adicional de sobrevivéncia
de células expostas a oxidantes € a tolerancia fenotipica obtida no crescimento
de células no biofilme. A protecéo a oxidantes proporcionada por crescimento de
células em biofilme deve-se a reatividade do oxidante com componentes do

biofilme, incluindo substincias poliméricas extracelulares e a propria célula.

Assim, o oxidante € consumido antes de reagir com as células mais profundas do
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biofilme, devido ao mecanismo de reag¢do de difusdo cinética; por outro lado, o
mecanismo de reducio na difusdo ndo é suficiente para proteger biofilme mais
finos, o que pode permitir, em tempo suficiente, que a célula induza outros
mecanismos de defesa, tais como oxyR, que repara danos causados por radicais
de oxigénio.

Recentes estudos com bactérias estressadas tém demonstrado que,
depois da adesdo ou depois de um estresse externo, como choque osmético ou
térmico, ou desinfec¢do, elas sdo capazes de permanecer em estado ndo
cultivavel, mas vidvel. Bactérias podem permanecer em seu estado de
dorméncia, portanto, seu estado fisiolégico pode ser reversivel e o
microrganismo patogénico pode conservar sua viruléncia. Bactérias dormentes
ndo podem ser detectadas por cultivo, mas, mesmo assim, representam grande

perigo (Fuster-Valls et al., 2008).
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5 CONCLUSOES

Houve a formagao de biofilme em superficie de ago inoxidavel apenas
por P. aeruginosa, quando incubada a 28 °C e adesdo de P. aeruginosa e P.
fluorescens, quando incubadas a 7 °C.

O dicloroisocianurato de sédio foi o sanificante mais eficiente na
reducdo da adesdo e biofilme por P. aeruginosa a 7 °C e a 28 °C,
respectivamente. Em contrapartida, o peréxido de hidrogénio foi mais eficaz na

reducdo da adesao de P. fluorescens a7 °C.
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ANEXO 1 A Resumo da andlise de varidncia para o crescimento de P.
aeruginosa, transformado por log (x+1), segundo os tratamentos
estudados

e de variacdo Quadrado médio (p-valor)

P) 596,1292 (p=0,0003)
46,6743 (p=0,2335)
18,8323 (p=0,6572)

30,6472

3,7773 (p=0,5693)
13,7465 (p=0,0373)
2,7102 (p=0,9241)
2,0663 (p=0,9780)

5,1239

43,51

ANEXO 2 A Anilise do desdobramento dos niveis do fator temperatura, em cada
nivel do fator tempo, para P. aeruginosa.

Fonte de variagdo gl Quadrado médio (p-valor)

Temperaturas: Tempo 2 1 62,4162 (p=0,0170)
Temperaturas: Tempo 4 1 76,6426 (p=0,0086)
Temperaturas: Tempo 6 1 64,1848 (p=0,0155)
Temperaturas: Tempo 8 1 225,5338 (p<0,0001)
Temperaturas: Tempo 10 1 222,3377 (p<0,0001)

Erro* 50 10,2285

*Quadrado médio do erro combinado (variancia complexa)

ANEXO 3 A Andlise do desdobramento dos niveis do fator tempo, em cada
nivel do fator temperatura, para P. aeruginosa.

Fonte de variacio Quadrado médio (p-valor)

gl
Tempos: 7 °C 4 10,3965 (p=0,0977)
Tempos: 28 °C 4 7,1272 (p=0,2439)

Erro b 80 5,1239
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ANEXO 4 A Resumo da andlise de varidncia para o crescimento de P.
fluorescens, transformado por log (x+I), segundo os
tratamentos estudados

Fonte de varia¢do gl Quadrado médio (p-valor)
Condicdo (C) 4 18,3405 (p=0,8225)
Erro a 10 49,1077
Tempo (Tm) 4 3,3309 (p=0,5082)
Tmx C 16 3,6962 (p=0,5423)
Erro b 40 3,9666
CV (%) 81,11
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