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Resumo

Objetivou-se avaliar a biotransferéncia de isolados de Escherichia coli e de Staphylococcus
aureus para o leite apds a sua adesao em superficies de aco inoxidavel. Culturas ativas das
cepas foram inoculadas em leite para o estudo de adesao bacteriana em ago inoxidavel por
48 h. A biotransferéncia das células aderidas para o leite foi avaliada apds 24 h. Observou-
se a formacgao de biofilmes pelos isolados de S. aureus, com contagens superiores a 7,0
Log UFC-cm™. A adesao dos isolados de E. coli atingiram, no maximo, 5,65 Log UFC-cm™.
Para todos os isolados, houve desprendimento das células do ago para o leite, o qual atingiu
concentragdo minima de 7,62 log UFC-mL". O controle da adeséo inicial é crucial na
inibicdo da formacao de biofilme, para isso, € necessaria a utilizagado de procedimentos de
higienizacdo adequados e eficientes.

Palavras-chave: Patégenos, mastite subclinica, adeséo bacteriana
Introducgao

Os biofilmes sdo comunidades de microrganismos que se desenvolvem em
superficies de ambientes diversos. Podem ser definidos como formas de existéncia
microbiana espacialmente e metabolicamente estruturadas em comunidades embebidas em
matrizes e substancias poliméricas extracelulares (NIKOLAEV e PLAKUNOV, 2007).

Essas estruturas naturalmente ocorrem em variados tipos de ambientes. Pesquisas
sobre a sua formacdo em superficies utilizadas na produgdo de alimentos, como acgo
inoxidavel vém recebendo destaque, principalmente no que se refere aos maleficios de sua
presenga. Uma vez constituidos, os biofilmes agem como pontos de contaminagao
constante, liberando células de microrganismos patogénicos, como por exemplo,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, podendo comprometer, assim, a qualidade
microbioldgica de matérias-primas, produtos pré-acabados e acabados (BOARI et al., 2009).
As negatividades de sua ocorréncia também se relacionam a corrosado de equipamentos e
pela redugéo da capacidade da troca de calor entre superficies (MANSFELD, 2007).

O potencial de biotransferéncia indica a quantidade de células aderidas do
microrganismo a superficie que pode ser desprendida para o meio onde se encontra. Isso
pode levar problemas para as industrias de alimentos, principalmente para os laticinios, uma
vez que pode ocorrer a recontaminagdo do leite, que pode causar sérios prejuizos
econdmicos e de saude publica (OLIVEIRA et al., 2010).

O leite e os equipamentos envolvidos em seu processamento podem ser
considerados veiculos de disseminagcdo de microrganismos, 0s quais podem ser
responsaveis pela diminuicdo da vida de prateleira de seus derivados. Dentre os
microrganismos causadores de doencas destacam-se E. coli e S. aureus. Os sorotipos e
espécies pertencentes a esses géneros caracterizam-se por serem ubiquos, de vida livre
encontrados em leite proveniente de vacas com mastite subclinica e clinica (FREITAS et al.,
2005; RIBEIRO et al., 2006).

Segundo Ribeiro et al. (2006), E. coli € um dos mais prevalentes microrganismos de
origem ambiental, na génese da mastite bovina. Dentre os patdogenos contagiosos, S.
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aureus é o mais frequente nos casos de mastite bovina. Possui varios fatores de viruléncia
que contribui para sua persisténcia no tecido mamario e, embora medidas preventivas que
visam o controle das mastites sejam amplamente praticadas, as mastites causadas por este
patdgeno ainda sdo bastante comuns. Além disso, as mastites adquirem importancia para a
saude publica pela possibilidade de veiculagdo de microrganismos, toxinas e residuos de
antimicrobianos no leite (FREITAS et al, 2005).

Diante disso, objetivou-se avaliar a biotransferéncia de isolados de Escherichia coli
e de Staphylococcus aureus para o leite apdés a sua adesao em superficies de ago
inoxidavel.

Material e métodos

As cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram isoladas de vacas com
mastite subclinica e fazem parte da bacterioteca do laboratério de Microbiologia do Instituto
de Ciéncias Agrarias da UFMG. Ao todo, foram avaliadas duas cepas de E. coli (EC21 e
EC25) e duas cepas de S. aureus (SA13 e SA17). Para o estudo de adesao bacteriana, as
culturas ativas foram centrifugadas a 9000 x g por 10 min e os pellets foram lavados com
solugdo de cloreto de sddio a 0,85 %. As suspensdes bacterianas foram preparadas por
ressuspensao dos pellets em agua peptonada a 0,1 % e inoculada em Erlenmeyers com 99
mL de leite desnatado esterilizado de modo a obter uma concentragido celular de 10°
UFC'mL™", para cada sistema experimental. Em cada Erlenmeyer foram adicionados quatro
cupons de aco inoxidavel AISI 304 # 4 com dimensdes de 2 cm x 2 cm x 0,1 cm,
previamente higienizados e esterilizados de acordo com Rossoni e Gaylarde (2000). A
superficie de ago inoxidavel AISI 304 # 4 foi escolhida por ser a mais empregada em
tanques de expansao de leite (HOOD e ZOTTOLA, 1997).

Esse sistema experimental foi mantido sob agitacao constante em mesa agitadora
orbital a 60 rpm de modo a simular a agitagao do leite no tanque de expanséo. Os cupons
foram rinsados com agua destilada e transferidos para uma nova amostra de leite desnatado
esterilizado sem inoculacédo apds 24 h de conducao do sistema experimental. Esse novo
sistema foi mantido sob agitacido de 60 rpm por mais 24 h, totalizando 48 h de adesao
bacteriana. Esse periodo foi dimensionado com base na legislagao vigente para qualidade
do leite cru, que estabelece como tempo maximo entre a ordenha e o recebimento do leite
no estabelecimento onde sera processado (BRASIL, 2011). Para avaliagdo do potencial de
biotransferéncia das células aderidas aos cupons para o leite desnatado sem inoculacgao,
aliquotas de 1000 pL foram retiradas e submetidas a diluigdes decimais seriadas sucessivas
seguidas de plagueamento em Agar Mac Conkey ou Agar Baird Parker, para quantificacdo
de E. coli e S. aureus, respectivamente, a 37 °C £ 2 °C por 24 h (BOARI et al., 2009 com
adaptacgdes).

Para quantificacdo das células bacterianas aderidas, os cupons foram retirados,
rinsados por 1 min em 10 mL de solucdo de cloreto de sédio a 0,85 % para retirada de
células plancténicas, transferidos para 10 mL de solugdo de cloreto de sodio a 0,85 % e
submetidos a ultrassom por 2 min para desprendimento das células sésseis. Realizaram-se
diluicdes decimais de cada amostra, com plaqueamento em Agar Mac Conkey ou Agar Baird
Parker a 37 °C = 2 °C por 24 h. E os resultados foram expressos em UFC-cm™.

Esse experimento foi conduzido segundo um delineamento inteiramente
casualizado com seis repeticdes por tratamento. Todas as analises estatisticas foram
realizadas a 5 % de probabilidade pelo teste F utilizando o Sistema de Andlises Estatisticas
(SAS, 2010).

Resultados e discussao

De acordo com a Tabela 1 os resultados encontrados para biotransferéncia
mostraram um elevado desprendimento das células aderidas aos cupons de ago inoxidavel
para o leite. Os isolados EC21, EC25 e SA13 apresentaram maior capacidade de
desprendimento para o leite, quando comparados com o isolado SA17 (P<0,05). Esses
dados sao preocupantes uma vez que, o desprendimento das células € uma fonte constante
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de contaminag&o do microrganismo no alimento. A partir dos resultados obtidos nas analises
de biotransferéncia, comprova-se que as células bacterianas que nao forem retiradas da
superficie de aco inoxidavel durante a higienizagao podem contaminar o leite.

Tabela 1. Potencial de biotransferéncia de cepas isoladas de Escherichia coli (EC21 e
EC25) e de Staphylococcus aureus (SA13 e SA17), expresso em Log UFC-mL™", apds 24 h
e adesdo bacteriana em superficie de ago inoxidavel AlISI 304 #4, expressa em Log
UFC-cm?, por 48 h em leite desnatado

Isolados Biotransferéncia Adesao
bacterianos (Log UFC-mL™") (Log UFC-cm?)
EC21 8,49 a 5,65b
EC25 8,53 a 5,26 b
SA13 8,55 a 7,32 a
SA17 762b 7,15 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 5 % de
probabilidade.

Os resultados da quantificagdo de células aderidas na superficie de ago inoxidavel
apo6s contato de 48 h estdo apresentados na Tabela 1. Verificou-se uma maior capacidade
de adesédo das cepas de S. aureus em comparagao as cepas de E. coli (P<0,05). Segundo
Andrade et al. (2008), para se considerar um biofilme, é necessario um nimero minimo de
107 UFC-cm™ de superficie. Dessa forma, constatou-se que os isolados SA13 e SA17 foram
capazes de formar biofilmes. Uma vez constituidos, os biofilmes agem como pontos de
contaminagcdo constante, liberando células de microrganismos patogénicos, podendo
comprometer, assim, a qualidade microbiolégica de matérias-primas, produtos pré-acabados
e acabados (FUSTER-VALLS et al., 2008).

Lima et al. (2015) encontraram valores médios de células aderidas de E. coli
produtora de toxina Shiga em ago inoxidavel variando de 5,90 a 6,04 Log UFC-cm™ apds 48
h de contato. Esses resultados confirmam o grau de ades&o encontrado no presente estudo.
Apesar da capacidade de adesdo menor das cepas de E.coli, ndo se pode menosprezar 0s
maleficios do processo aderéncia ocorrido, visto que bactérias pertencentes a este género
sdo capazes de provocar doencas a pessoas que ingerirem o leite contaminado com os
numeros de células encontradas.

Conclusao

Houve desprendimento elevado das células aderidas aos cupons de ago inoxidavel
para o leite, sendo assim é necessaria a aplicagcao de métodos de higienizacao eficientes
das superficies de processamento como as de ago inoxidavel para evitar a contaminacao do
leite. Verificou-se também altos valores de adesao bacteriana nas superficies, sendo que as
cepas de S. aureus apresentaram uma maior capacidade de adesao e foram capazes de
formar biofilmes, o que ndo aconteceu com as cepas de E. coli. O controle da adesao inicial
€ importante na inibicdo da formacido de biofilme para evitar o comprometimento da
qualidade do leite e seus derivados. Para isso, é necessaria a implantagao de protocolos de
higienizacao adequados e eficientes.
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