UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

Jaqueline da Silva Rumaio

Modelagem da multiplicacao de Staphylococcus aureus nas fases

planctonica e séssil em diferentes superficies de contato

Passo Fundo

2021



Jaqueline da Silva Rumio

(Tecndéloga em Alimentos)

Modelagem da multiplicacao de Staphylococcus aureus nas fases

planctonica e séssil em diferentes superficies de contato

Dissertacdo apresentada como um dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestra em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
Orientador: Christian Oliveira Reinehr

Linha de pesquisa: Qualidade e propriedades
funcionais de alimentos

Passo Fundo
2021



CIP — Catalogacéo na Publicagéo

R936m Rumao, Jaqueline da Silva
Modelagem da multiplicagdo de Staphylococcus aureus
nas fases planctonica e séssil em diferentes superficies de
contato / Jaqueline da Silva Ruméo. — 2021.
58 f. :il. color. ; 30 cm.

Orientador: Christian Oliveira Reinehr.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos.) — Universidade de Passo Fundo, 2021.

1. Staphylococcus aureus. 2. Alimentos —
Contaminacdo. 3. Microbiologia industrial. I. Reinehr,
Christian Oliveira, orientador. Il. Titulo.

CDU: 664

Bibliotecario Luis Diego Dias de S. da Silva — CRB 10/2241



UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINAVETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

A comisséo examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertacdo de Mestrado

“Modelagem da multiplicaciio de Staphylococcus aureus nas fases plancténica e séssil em
diferentes superficies de contato”

Elaborada por
Jaqueline da Silva Ruméao

Como requisito parcial para a obtencéo do grau de
Mestra em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Comissao Examinadora

Christian Oliveira Reinehr, Dr., UPF
(Orientador/Presidente)

” \
)x A O M.;—-\x'ﬂﬁ-*&{’—:x

Luciana Ruschel dos Santos, Dra., UPF

S

:},,)ﬁ N vz))

Geciane Toniazzo Backes, Dra., URI

Passo Fundo, RS, Brasil
2021



Dedico este trabalho para a minha familia e meu

amor.



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da minha vida e por me fazer nunca desanimar e sempre acreditar que é
necessario dar sempre o primeiro passo com fé acreditando na Sua bondade e misericordia
divina.

Aos meus pais amados Ana Helena e Manoel, por sempre acreditarem em mim e por serem 0s
principais motivos para a minha motivacdo didria na busca e realizacdo dos meus sonhos.
Mamé&e e papai, sem vocés eu ndo conseguiria ter chegado tdo longe na minha carreira
profissional, obrigada por terem me formado, educado e me trazerem tanta paz, calma,
serenidade, confianca e o principal, por terem me ensinado o caminho da fé e da perseveranca.
Amo vocés mais que tudo!

Aos meus maninhos Ana Caroline e Mateus, por me amarem e cuidarem tdo bem de mim
mesmo de tdo longe. Obrigada por sempre estarem disponiveis e presentes, vocés sdo meus
tesouros preciosos.

Ao meu grande amor Matheus Ferreira, que acreditou em mim desde o primeiro encontro, me
apoiando e torcendo para que eu alcangasse esse grande sonho. Obrigada por ser meu
companheiro, amigo, incentivador, cimplice e por me fazer tdo feliz. Amo vocé!

Ao meu querido amigo Marcelo pelas suas oracdes e por sempre estar disponivel a me ouvir.
Ao0s meus amigos que o mestrado me deu a graca de poderem habitar meus dias e me acolherem
com tanto carinho, Franciele Gotardo, Caroline Vicenzi, Ana Paula Silva, Stéfani Werlang e
aos demais amigos do PPGCTA por quem eu tenho tanto afeto e carinho.

A minha amiga Thanise Dias, por ter me acolhido em sua vida e tornado meus dias mais alegres
e cheios de luz. Por ter me ajudado em tantos momentos dificeis e por ter sido a minha amiga
de todos os momentos durante esses dois anos que passamos no mestrado.

A coordenagio do PPGCTA e todos os professores que tanto contribuiram no meu aprendizado.
Ao meu orientador Prof. Dr. Christian Oliveira Reinehr, por confiar no meu trabalho, pela
orientagcdo e por todos os ensinamentos. Agradeco por sua total disponibilidade de sempre
responder as minhas davidas.

A Universidade de Passo Fundo pela oportunidade de realizar meu mestrado e por ser essa
referéncia em ensino e aprendizagem.

A CAPES pela concessdo da bolsa Capes |, que me possibilitou a realizacdo desse sonho de

continuar na vida académica durante esses dois anos de mestrado.



“Suba o primeiro degrau com fé. Nao ¢
necessario que vocé veja toda a escada.
Apenas dé o primeiro passo”.

Martin Luther King



RESUMO

A gqualidade e seguranca dos alimentos sdo fatores importantes que precisam ser assegurados
durante todas as etapas de producdo alimenticia. O grande desafio no setor alimenticio é o
controle da multiplicacdo microbiana, pois 0s microrganismos buscam cada vez mais
estratégias de sobrevivéncia aos diferentes agentes antimicrobianos presentes no ambiente. O
Staphylococcus aureus é um dos microrganismos mais envolvidos em casos de contaminacgéo
nos alimentos, além disso, possui capacidade de se aderir aos equipamentos e superficies
industriais e formar biofilmes. Devido a essa preocupacéo, novas estratégias sao tomadas para
entender a dindmica da multiplicacdo microbiana, e a microbiologia preditiva ganha cada vez
mais espaco no ramo da microbiologia de alimentos. Diante disso, o objetivo do trabalho foi
aplicar a microbiologia preditiva na multiplicacdo de S. aureus nas fases planctonica e séssil
em diferentes superficies de contato com alimentos. Para tanto, neste estudo foi usada a cepa
de S. aureus ATCC 25923 e as superficies de vidro, aco inoxidavel, polipropileno, polietileno
de alta densidade e polietileno de baixa densidade utilizadas como corpo de prova. Para
verificar a curva de multiplicacdo do S. aureus nas fases planctnica e séssil, foi usada uma
temperatura de 15° C nos tempos 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h e 168 h. Em seguida,
ocorreu a quantificacdo dos microrganismos nas formas planctonica e séssil. De acordo com 0s
resultados, houve multiplicacdo de S. aureus na fase plancténica assim como a formacao de
biofilme em todas as superficies de contato avaliadas, portanto, as curvas realizadas no
ComBase por meio do DMFit mostram que houve um bom ajuste do modelo com relagédo a
predicdo das células livres e de células aderidas aos substratos. As superficies de polipropileno,
polietileno de alta densidade e polietileno de baixa densidade propiciaram uma adesao imediata
do microrganismo aos substratos logo no tempo 0, enquanto nas superficies de vidro e aco
inoxidavel essa adesdo apenas teve inicio depois das 24 horas de adaptacdo. A microscopia
eletronica de varredura apresentou as arquiteturas estruturais do biofilme maduro, e confirmou
a fixacdo bacteriana em todas as superficies com o desenvolvimento do biofilme evidente em
todas as esferas avaliadas no tempo de 168 horas. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as medias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia obtendo diferenca
significativa (P<0,05) entre todas as superficies estudadas. Diante disso, conclui-se que as
predicdes realizadas no ComBase Predictor por meio do DMFit foram satisfatdrias tanto para
as células plancténicas como para as sésseis, e de todas as superficies as que apresentaram
rapida adesdo do S. aureus foram os polimeros. Portanto, o uso da microbiologia preditiva é
uma estratégia no controle da multiplicacdo microbiana e formacéao do biofilme em superficies
da industria de alimentos.

Palavras-chave: Curvas de crescimento. Plancténica. Séssil. Staphylococcus aureus.
Superficies. MEV.



ABSTRACT

Food quality and safety are important factors that need to be ensured during all stages of food
production. The great challenge in the food sector is the control of microbial multiplication, as
microorganisms increasingly seek survival strategies from the different antimicrobial agents
present in the environment. Staphylococcus aureus is one of the microorganisms most involved
in cases of food contamination, in addition, it can adhere to equipment and industrial surfaces
and form biofilms. Due to this concern, new strategies are taken to understand the dynamics of
microbial growth, and predictive microbiology is gaining more and more space in the field of
food microbiology. Therefore, the aim of this work was to apply predictive microbiology in the
growth of S. aureus in planktonic and sessile phases on different food contact surfaces.
Therefore, in this study, the strain of S. aureus ATCC 25923 was used, and the surfaces of glass,
stainless steel, polypropylene, high-density polyethylene, and low-density polyethylene were
used as specimens. To verify the growth curve of S. aureus in the planktonic and sessile phases,
a temperature of 15° C was used at times 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h and 168 h.
Then, there was the quantification of microorganisms in planktonic and sessile forms.
According to the results, there was growth of S. aureus in the planktonic phase as well as the
formation of biofilm on all contact surfaces evaluated, therefore, the curves performed in
ComBase by means of DMFit show that there was a good fit of the model with respect to the
prediction of free cells and cells adhered to substrates. The surfaces of polypropylene, high
density polyethylene and low-density polyethylene provided an immediate adhesion of the
microorganism to the substrates at time 0, while on the glass and stainless-steel surfaces this
adhesion only started after 24 hours of adaptation. Scanning electron microscopy showed the
structural architectures of the mature biofilm and confirmed bacterial fixation on all surfaces
with biofilm development evident on all spheres evaluated at a time of 168 hours. Data were
subjected to analysis of variance and means were compared by Tukey test at 5% significance,
obtaining a significant difference (P<0.05) between all surfaces studied. Therefore, it is
concluded that the predictions performed in the ComBase Predictor by means of DMFit were
satisfactory for both planktonic and sessile cells, and from all surfaces that showed fast adhesion
of S. aureus were the polymers. Therefore, the use of predictive microbiology is a strategy to
control microbial multiplication and biofilm formation on surfaces in the food industry.

Keywords: Growth curves. Planktonic. Sessile. Staphylococcus aureus. Surfaces. SEM.
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1 INTRODUCAO

A seguranca dos alimentos torna-se cada dia uma das principais preocupacdes dos setores
alimenticios. Sua relevancia é atribuida devido a busca constante dos consumidores por produtos
de qualidade livres de contaminantes fisicos, quimicos e bioldgicos. Em meio a essa problematica,
o principal foco da industria e dos pesquisadores é o controle da disseminagdo microbiana, que
s80 os tipos de contaminantes que causam mais danos na satde publica em todo o mundo.

Segundo dados do Ministério da Saude, no Brasil entre os anos de 2009 e 2018 ocorreram
6.809 casos de surtos, 634.568 expostos, 120.584 doentes, 16.632 hospitalizacdes e 99 obitos por
doencas veiculadas por alimentos (DVA) (BRASIL, 2018). Dessas DVAs destaca-se as
toxinfecgdes causadas pelo patégeno Staphylococcus aureus, o terceiro colocado na distribuicéo
dos 10 agentes etiologicos mais identificados nos surtos notificados nesse periodo.

Os alimentos podem ser expostos a contaminacdo em todas as etapas do processo, desde a
producdo até o consumo final (OMS, 2019). E o S. aureus é um dos principais contaminantes na
indUstria de alimentos em decorréncia da facilidade de adaptacéo as diversas condigdes ambientais
que envolvem fatores intrinsecos e extrinsecos. Esse patdgeno possui a capacidade de formar
biofilme em superficies bioticas e abidticas da indistria como uma forma de sobrevivéncia aos
ataques ambientais (BRIDIER et al., 2015). As principais superficies estudadas na adesdo
microbiana sdo polietileno, aco inoxidavel, vidro e polipropileno, pois os patdgenos alimentares
interagem com essas superficies iniciando o crescimento celular e posteriormente levando a
formacédo do biofilme (CHA; SON; RYU, 2019).

A contaminacdo por células sésseis tem chamado a atencdo como uma das principais
preocupacdes nas industrias produtoras de alimentos (XU et al., 2019), devido ao dificil controle
dessas células aderidas quando comparadas as células planctnicas. Devido essa preocupacao,
novas abordagens sdo tomadas para entender a dindmica da formacdo dessas comunidades
organizadas, e o estudo da predicdo microbiana ganha cada vez mais espaco no ramo da
microbiologia preditiva de alimentos.

A microbiologia preditiva € uma subarea da microbiologia tradicional que utiliza
modelagens matemaéticas que descrevem a dindmica da multiplicacdo e inativacdo dos
microrganismos, além da formagé&o de biofilme. Embora existam varios modelos preditivos que
sdo usados para diversos microrganismos na sua forma livre, ainda sdo poucos os estudos que
apontam esses modelos preditivos para a formacdo do biofilme. Tendo em vista esse desafio na

busca de novas abordagens para a prevencdo da contaminac¢do microbiana e melhoria na seguranga


https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643819310278#bib4
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e qualidade dos alimentos, o objetivo do estudo foi aplicar a microbiologia preditiva na
multiplicacdo de S. aureus em superficies de contato com alimentos.

O estudo esta inserido na linha de pesquisa “Qualidade e propriedades funcionais de
alimentos” e no projeto de pesquisa “Avaliagdo e controle de qualidade de alimentos” do

Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA).
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOFILMES NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Os biofilmes sdo definidos como uma comunidade séssil de microrganismos que possuem
uma tendéncia natural de se fixarem em superficies Umidas, de se multiplicarem e de serem
envolvidos a uma matriz extracelular de substancias poliméricas extracelulares (SIMOES;
SIMOES; VIEIRA, 2010). A matriz extracelular é composta por polissacarideos, proteinas,
lipidios e &cidos nucleicos que sdo compostos essenciais para a unido das bactérias e formacgédo de
um microambiente capaz de proteger esses seres dos ataques antimicrobianos e ambientais
(GUTIERREZ, 2016).

A formacéo de biofilme € um processo dindmico e complexo que de acordo com diferentes
pesquisadores consiste em algumas etapas como: contato inicial, fixacdo a superficie e logo
seguindo com a formac&o da microcoldnia, desenvolvimento inicial da arquitetura do biofilme,
maturacao e dispersdo de acordo com a Figura 1. Apos essa fixacdo bem-sucedida, as bactérias
comecam a proliferacdo e construcdo da matriz extracelular que serve de protecdo contra 0s
agentes antimicrobianos presentes no ambiente (JAMAL et al., 2018; INIGUEZ-MORENO,
2019).

Figura 1 - Estagios do desenvolvimento de biofilmes microbianos.

2 ; @ Dispersio
' e J L] -3 - \. 3
J 7 — , -~
>

’ <— Bacterioplancton Adesio

‘ ' <— Flagelos, Pili, Fimbrias

’ Interagdo Eletrostatica

| ' Substéancias Poliméricas Extracelulares

(D Fixaciio e Coesiio () Microcolénias (3 Maturacio

Fonte: Zhang et al. (2020)

As comunidades sésseis possuem um modelo de vida que se beneficiam de uma série de
vantagens em relagéo as planctonicas. Devido a capacidade da matriz extracelular em concentrar
nutrientes do ambiente, eles possuem mais resisténcia, € 0 uso de antimicrobianos pode ser
ineficaz para eliminar essas células bacterianas das superficies industriais devido a presenca de

substancias poliméricas presentes na matriz extracelular do biofilme (ARCHER et al., 2011).
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Estudos apontam que a formacao do biofilme contribui para a sobrevivéncia dos microrganismos
presentes nas superficies de processamento de alimentos, causando uma grande preocupacao para
a industria devido aos problemas sanitarios e tecnologicos (ORHAN-YANIKAN, 2019).

Os microrganismos formadores de biofilme chegam a industria de alimentos através de
varias fontes, como ar, agua, alimentos crus e até mesmo através dos manipuladores que séo fontes
de contaminacdo, especialmente de S. aureus que tem como capacidade a adesdo em superficies
e equipamentos industriais, obstruindo filtros, bloqueando instalacbes e consequentemente
ocasionando a formacdo das comunidades sob diferentes condigdes ambientais presentes nas
industrias de processamento de alimentos (GUTIERREZ, 2016). Essas comunidades de biofilmes
contaminam alimentos durante todas as etapas de manipulacdo, assim, causam um problema na
industria por serem considerados uma fonte de contaminacao cruzada de bacteérias.

A industria de alimentos passa por graves problemas em relacdo a rapida deterioracéo de
alimentos ocasionada por contaminacdo microbiana. Embora vérias técnicas venham sendo
implantadas para a reducdo desse problema, as perdas por deterioracdo ainda sdo de dificil
controle, pois 0s microrganismos estdo cada vez mais resistentes aos tratamentos empregados para
a inativacdo, devido a rapida mutacdo genética e formacdo do biofilme (AL-SHABIB, 2017).

A industria de processamento de alimentos apresenta ambiente favoravel para a formacéo
de comunidades de biofilmes devido as condi¢des ideais presentes nas superficies e equipamentos.
O alimento pode ser contaminado em qualquer estagio do processo de producgédo até o consumo
(OMS, 2019), e varias bactérias deteriorantes e patogénicas estdo envolvidas nesse processo,
causando surtos de origem alimentar como infecgdes e intoxicagles e, consequentemente

tornando uma implicacdo para a industria.

2.1.1 Implicac¢des da presenca de biofilmes na industria de alimentos

As falhas durante os processos de higienizacdo permitem que residuos que se encontram
aderidos as superficies e equipamentos industriais contribuem como um potencial fonte de
contaminagé@o. Essa contaminagdo ocorre a partir da formagcdo de comunidades de biofilmes
durante o processo de producédo dos alimentos, implicando diretamente na qualidade dos produtos
devido a répida degradacéo. A degradacdo dos alimentos por biofilme causa implicacBes notaveis
para a industria, resultando em perdas econdmicas além da propria seguranca dos alimentos.
Portanto, a principal prioridade das industrias diante desse cenério é controlar essa disseminacgéo
durante os processos tecnoldégicos (VAN HOUDT; MICHIELS, 2010).

A formacéo de biofilme em industrias processadoras de alimentos € um assunto bem
documentado (CARPENTIER; CERF, 1993; MOORMEIER; BAYLES, 2017; LEROY et al.,
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2020; BAI et al., 2021), e a grande maioria dos problemas que preocupa a industria é que essas
comunidades causam contaminacao bacteriana devido as diversas condi¢cdes ambientais existentes
durante a producdo dos alimentos. Na industria de laticinios por exemplo, a formacéo de biofilme
muitas vezes pode ser atribuida as falhas nos processos de higiene das superficies e equipamentos,
tanto durante a ordenha como no beneficiamento dos produtos lacteos (LATORRE et al., 2010).
E os principais fatores que influenciam a multiplicacdo microbiano e posteriormente a formacéo
do biofilme no leite é devido ao seu pH neutro e 0s muitos nutrientes existentes na sua composicao
(MOGHA et al., 2014).

A multiplicacdo de agentes microbianos em superficies e equipamentos industriais é a
principal causa de contaminacédo seguida de perdas de produtos tanto in natura como processados.
No caso do leite, no processo de pasteurizacao ocorre a eliminacao da maioria dos microrganismos
deteriorantes e patogénicos, no entanto, o produto pode ser recontaminado por bactérias que se
aderem aos equipamentos de processamento sob diversas condi¢fes nas etapas do processo
(FRATAMICO et al., 2009).

A capacidade das bactérias patogénicas de se fixarem nas superficies de contato com o0s
alimentos torna um potencial risco para a saude humana, pelo fato desses agentes serem 0s
principais causadores de surtos de origem alimentar como as infeccdes e toxifeccGes alimentares.
Existem muitos patdgenos envolvidos em casos de surtos alimentares, e grande nimero de
mortalidade em todo o0 mundo envolve esses agentes. Esses patdgenos sdo potenciais formadores
de biofilmes, o que tem despertado o interesse de muitos pesquisadores responsaveis pela
seguranca dos alimentos, assim como das industrias de alimentos (ZHAO et al., 2017).

Para a industria, é importante a identificacdo dos fatores envolvidos na formacdo do
biofilme por microrganismos patogénicos, para assim ser tomado o devido controle para combater
a multiplicacdo e posteriormente formacdo dessas comunidades que sdo mais resistentes aos
agentes antimicrobianos do que a bactéria na sua forma planctdnica (CICCIO et al., 2015).

A fixacdo microbiana nas superficies de contato com alimentos é um processo dindmico
que envolve varios fatores importantes no processo de formacao do biofilme, esses fatores incluem
as etapas de adesdo que serdo influenciadas pelas caracteristicas e propriedades de cada superficie

avaliada.
2.1.2 Adesdo microbiana em superficies de contato com alimentos
A capacidade de formacéo do biofilme durante a producéo de alimentos depende de muitas

condicdes e de diferentes tipos de substratos como vidro, aco inoxidavel, polipropileno e

polietileno que séo frequentemente utilizados como meio de fixacdo pelos microrganismos. A
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adesdo microbiana nessas superficies acontece como um passo inicial a partir da colonizagéo da
bactéria até a etapa de formacdo da estrutura das células sésseis. Além disso, interacdes polares
entre as duas superficies, tanto a superficie dos microrganismos como a superficie do substrato
séo elementos que irdo influenciar diretamente na adesdo microbiana (KOUBALI et al., 2021).

Além das interacfes polares existem outros mecanismos de adesdo celular, sendo eles
classificados como complexos, pois cada superficie celular e superficie do substrato age de forma
diferente de acordo com as diversas condigdes fisico-quimicas de cada superficie. Esses
mecanismos desempenham um papel importante no fenémeno de ades&do microbiana, pois eles se
relacionam com a estabilidade do biofilme que ocorre por meio das interagdes Lifshitz-van der
Waals, eletrostaticas e acido-base de Lewis que existem para explicar que cada superficie e
material aderente tem caracteristicas de carga elétrica, hidrofobicidade e condi¢des ambientais
diferentes. Portanto, a influéncia de varios fatores que envolvem a composicdo quimica, carga
eletrostética, propriedades mecénicas e topografia causam interacGes entre as superficies e as
bactérias envolvidas (ARAUJO et al, 2010; GRAHAM; CADY, 2014).

E importante ressaltar também que as bactérias possuem capacidade de modificar a
composicao de sua superficie celular durante o processo de multiplicacdo de acordo com a
composigao presente no meio em que elas se encontram, causando assim mais um mecanismo que
influenciard na aderéncia dos substratos. Outro aspecto importante que deve ser levado em
consideracdo durante o fendmeno de adesdo celular é a classificacdo das bactérias em Gram-
positivas e Gram-negativas, onde a principal diferenca entre elas esta relacionada com a parede
celular. A arquitetura da parede celular das Gram-positivas é constituida por uma camada espessa
de peptideoglicano, enquanto nas Gram-negativas essa camada de peptideoglicano € mais fina. A
presenca de lipopolissacarideos (LPS) nas Gram-negativas pode influenciar na hidrofobicidade
das células bacterianas, pois a presenca de LPS pode tornar a célula da bactéria mais hidrofilica
enquanto a perda de LPS pode deixar a célula mais hidrofébica (ARAUJO et al, 2010). Portanto,
sdo muitos os fatores e mudangas ambientais que contribuem para que ocorra mudangas nas
propriedades de cada célula bacteriana que influenciara diretamente na adesdo microbiana aos
diferentes substratos.

O vidro e um material amplamente utilizado nas industrias de alimentos, sendo
reconhecido como um dos materiais para embalagens mais seguros e confiaveis na protecdo dos
produtos alimenticios (MAHINKA; MILLER; VAUGHN, 2013). Além da utilizagdo nas
embalagens, o vidro também é usado em utensilios industriais de processamento de alimentos, e
por ser um material caracterizado como hidrofilico apresenta propriedades fisico-quimicas que

podem influenciar na adesédo das celulas a superficie.
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O aco inoxidavel € o material mais utilizado nas industrias de alimentos, sua utilizagdo é
influenciada pelo grau que essa superficie possui, tendo em vista que, entre os mais utilizados
estdo os chamados grupo 18-8 que apresentam na composicdo 18% de cromo e 8% de niquel. Para
a industria de alimentos o grau mais utilizado é o 304 com polimento 4, o que contribui com as
caracteristicas de ser resistente ao processo de corrosao causado por muitos tipos de alimentos,
detergentes e sanitizantes, além de ser impermeavel, conter presenca de superficies lisas, ser
resistente a altas temperaturas e de facil higienizacdo. Essa resisténcia do aco inoxidavel se
relaciona com uma pelicula de protecdo composto por cromo que é formada quando o material
entra em contato com o oxigénio (ANDRADE, 2008; AZEVEDO; CERCA, 2012). Pelo fato dessa
grande utilizacdo do aco inoxidavel na indastria, uma variedade de estudos apresentou a
capacidade de formacdo de biofilme nesse tipo de superficie (ABEYSUNDARA et al., 2018;
MORAES et al., 2018; RODRIGUES et al., 2017; SOUZA et al., 2014). O aco inoxidavel é
amplamente utilizado em superficies de dispositivos da inddstria alimenticia devido a sua
estabilidade fisico-quimica e alta resisténcia a corrosdo. No entanto, esse material possui alta
energia de superficie livre, resultando em propriedades hidrofilicas que geralmente
favorecem a fixacdo de células bacterianas e a formacéo de biofilme (ENGEL et al., 2017). Outro
fator importante é a rugosidade da superficie, pois uma superficie rugosa fornece locais mais
favoréveis para que ocorra a colonizacédo, contribuindo assim no processo de adeséo celular aos
substratos (BARBOSA et al., 2016).

Em relacdo aos polimeros, eles também sdo materiais amplamente usados na industria de
alimentos, por possuirem étimas propriedades em sua composicao, eles sdo capazes de retardar e
prevenir qualquer tipo de alteracdo e deterioracdo no material da embalagem através de influéncias
da luz, oxigénio e microrganismos presentes. A classe dos polimeros é dividida em termoplasticos
e termoestaveis, sendo que os mais utilizados na inddstria de alimentos sdo o polipropileno e
polietileno que estdo na categoria dos termoplasticos (ARAUJO et al, 2010; ANDRADE, 2008).

O polipropileno se caracteriza como um material leve, que apresenta baixo custo e uma
alta hidrofobicidade em relagdo ao vidro, contribuindo assim na facilidade da adesdo bacteriana
(MORAES et al., 2019). O polietileno esta presente nos principais utensilios utilizados como
placas de corte, e essas placas apresentam superficies irregulares facilitando a deposicdo do
material organico, com isso, as células bacterianas se aderem com mais facilidade e assim,
dificultando a acdo dos agentes antimicrobianos como por exemplo os desinfetantes (SINDE;
CARBALLO, 2000).

Essas superficies utilizadas na produgéo dos alimentos ndo podem apresentar componentes

toxicos, nem facilitar a migracao e absorcdo dos alimentos, devem apresentar uma estrutura lisa,
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sem deformacdes e fissuras, para assim serem utilizadas nos processos alimenticios e evitar o
processo de adesdo microbiana.

A maioria dos patdgenos causadores de doencas veiculadas por alimentos sdo capazes de
formar biofilme nesses tipos de superficies na industria de alimentos, causando contaminagéao
cruzada durante todas as etapas de producdo, e o Staphylococcus aureus € um patdgeno capaz de
formar comunidade de biofilme e consequentemente causar problemas de seguranca alimentar
(TANGO et al., 2018; BRIDIER et al., 2015).

2.2 CARACTERISTICAS DO GENERO STAPHYLOCOCCUS

As bactérias do género Staphylococcus pertencem a familia Staphylococcaceae e séo
definidas como cocos Gram-positivos, anaerdbios facultativos, imdveis e ndo esporogénico. Por
pertencerem ao grupo dos microrganismos mesofilos apresentam capacidade de multiplicagdo sob
condicOes de 7°C a 47,8 °C, pH na faixa de 4 a 9,8, atividade de dgua entre 0,83 a 0,99 e tolerantes
a concentracdes de sal entre 10% a 20%, além de apresentarem catalase positiva e oxidase negativa
(FRANCO; LANDGRAF, 2008; LEROY et al., 2020).

O género Staphylococcus possui 54 espécies e 28 subespécies, sendo divididas em
coagulase positiva que inclui os sorovares patogénicos considerados mais sérios como S. aureus,
S. intermedius S. delphini e S. schleiferi, e coagulase negativa que inclui alguns sorovares como
S.  epidermidis, S. capitis, S. caprae, S. haemolyticus entre  outros
(http://lwww.bacterio.net/staphylococcus.html). A espécie mais estudada é o S. aureus por estar
diretamente envolvido em casos de surtos alimentares. Esse patdgeno tem a capacidade de
produzir toxina em diversas condi¢cBes ambientais e contaminar alimentos causando intoxicacao
alimentar estafilocécica (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2009).

Os surtos de intoxicagdo causados a partir da bactéria S. aureus normalmente ocorrem apds
a ingestéo de alimentos contaminados atraves do manuseio impréprio, alem de decorrentes fatores
como, o intervalo de temperatura em que o alimento fica exposto. Quanto menor for a temperatura
de incubagdo, maior sera o tempo que 0 microrganismo terd para a formacdo da enterotoxina
(FRANCO; LANDGRAF, 2008; FETSCH et al., 2014).

Esse patdgeno é oportunista e bem adaptado ao ambiente, podendo ser encontrado na pele,
mucosas de humanos e animais além de possuir uma capacidade de resistir a diversas condigdes.
Os manipuladores de alimentos que sdo portadores desse microrganismo sao potenciais fontes de
contaminagé@o durante as etapas nos processos de alimentos, e a alta resisténcia desse patogeno
contribui para sua sobrevivéncia durante longos periodos em superficies e equipamentos, o que
torna mais dificil o controle (BAPTISTA et al., 2016).
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2.2.1 Biofilmes de Staphylococcus aureus

O S. aureus é um dos agentes bacterianos com mais importancia em casos de doencas
veiculadas por alimentos, com capacidade de causar intoxicacdo alimentar devido a sua toxina
estafilococica liberada ao alimento. E relatado que esse patdgeno esta presente no ambiente e pode
chegar ao alimento através do transporte via humanos e animais. Essa contaminagdo ocorre
durante o processo de manipulagdo dos alimentos que pode ser ocasionada pela falta de higiene
eficaz em todas as superficies e equipamentos de processamento. Dentre os principais
microrganismos envolvidos na formacdo de biofilmes, o S. aureus apresenta facilidade de adesao
em superficies industriais de processamento de alimentos sendo frequentemente encontrados em
industrias processadoras de carnes, aves, laticinios, frutas e legumes (XU et al., 2019).

A capacidade do S. aureus em produzir biofilmes torna esse microrganismo tolerante aos
varios processos de destruicdo e inativacdo que inclui o uso de antimicrobianos. No entanto, as
células sésseis tém capacidade de sobreviver ao estresse do meio ambiente em que o biofilme se
encontra aderido, devido a matriz extracelular que serve de protecdo aos ataques ambientais,
causando um problema persistente na industria de alimentos (KANG et al., 2019). Além disso,
algumas cepas de S. aureus capazes de formar biofilme também podem apresentar resisténcia a
antibidticos, essas cepas sdo bastante encontradas em ambientes hospitalares, mas também podem
ser detectadas em alimentos. Portanto, toda a cadeia de processamento de alimentos serve de
veiculo transmissor de cepas de S. aureus resistentes e causadores de infec¢Bes aos seres humanos
(BRAIEK et al., 2019).

A contaminacao de biofilmes por S. aureus na industria de alimentos pode ser influenciada
por diferentes fatores, como as etapas de processamento, temperatura de armazenamento, pH,
rugosidade da superficie, atividade de agua e nutrientes do ambiente de producéo. Essas condi¢des
facilitam a sobrevivéncia e formagdo de comunidades de biofilmes e os tornam resistentes em
comparacdo com a células na sua forma livre. Um estudo relatou a importancia desses fatores na
formacéo do biofilme, onde foi determinada a capacidade de formacao de biofilme em superficies
de contato sob duas condigdes, tempo e temperatura. A conclusdo do estudo mostrou que é
importante analisar o controle da temperatura para evitar a formacao de comunidades de biofilmes
em ambientes de processamento de alimentos (CRUZADO-BRAVO et al., 2019).

Devido essa preocupacdo na industria de alimentos, tona-se necesséario encontrar
estratégias que possam solucionar e prevenir a multiplicacdo de microrganismos e formacao de
comunidade de biofilmes. O uso de tecnologias inovadoras assim como a utilizacao de ferramentas

de predicdo podem ser solugdes de controle e combate aos biofilmes formados por S. aureus em



23

todas as etapas da cadeia alimentar. Além disso, essas ferramentas podem servir para auxiliar no

tipo de tecnologias de barreira que sera usada na predicéo da formacéo do biofilme.

2.3 PREDICAO DA MULTIPLICACAO MICROBIANA

A predicdo microbiana é um tipo de tecnologia inovadora que utiliza modelos preditivos
na prevencdo da multiplicacdo de microrganismos. Os microrganismos possuem uma capacidade
de répida mutacéo e aquisi¢do de novos genes ao longo dos processos de produgdo de alimentos,
contribuindo assim na contaminagé@o cruzada e consequentemente na redugdo da qualidade do
produto. Tendo em vista esse problema, a seguranca dos alimentos pode ser melhorada ao avaliar
0s mecanismos de defesa e prevencdo do comportamento microbiano em relacdo aos fatores
intrinsecos e extrinsecos que dardo respostas a todas as etapas de producdo e seguranca dos
alimentos. Os varios modelos preditivos utilizados na microbiologia preditiva irdo servir para
descrever o comportamento dos agentes contaminantes em diferentes condicGes fisico-quimicas,
permitindo a previsdo do desenvolvimento microbiano nas fases lag, exponencial e de declinio ou
morte (AKKERMANS; IMPE, 2018).

A predicdo da multiplicagdo microbiana é descrita principalmente para a bactéria na forma
livre, todavia, novas abordagens surgem com o intuito de descrever a prevencdo na formacao de
biofilmes, que envolve fendmenos do ambiente em que 0s microrganismos entao presentes, assim
como suas condicdes bioquimicas. Essas novas abordagens na microbiologia preditiva descrevem
a utilizagéo de substratos que contribuem na dinamica de formacéo e estrutura do biofilme. Em
relacdo a esses aspectos, surgem cada vez mais estudos que descrevem condic¢des adequadas para
a formacéo de biofilme sob varios fatores ambientais (TANGO et al., 2018).

A industria de produtos carneos é um ambiente adequando onde as bactérias encontram
condicOes satisfatdrias para adesdo nas superficies de processamento dos produtos e formacao de
biofilmes. Além disso, o risco de contaminacdo cruzada durante as etapas é de grande
preocupacdo, pois as células bacterianas se desprendem do biofilme e contaminam o alimento
guando entra em contato com esses equipamentos e superficies contaminados (GIAOURIS et al.,
2014).

Por esse motivo, 0 uso de agentes antimicrobianos é aplicado na destruicdo dessas
comunidades formadas por microrganismos patogénicos e deteriorantes, embora 0 uso desses
agentes seja eficaz na célula na forma planctdnica, ainda existe resisténcia quando se trata de
células sésseis. Diante disso, 0 uso de modelagens de predicdo microbiana € importante na
descoberta de fatores que possam contribuir para a prevencao da multiplicacdo de microrganismos

e consequentemente a formacdo de biofilmes.
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2.3.1 Modelos preditivos

A microbiologia preditiva é uma ciéncia que estuda a aplicacdo de modelos matematicos
para descrever a dindmica do desenvolvimento dos microrganismos em diferentes ambientes em
que o alimento esta exposto. O uso da microbiologia preditiva na quantificacdo dos riscos
associados aos produtos alimenticios, se da pelo uso de ferramentas como software e plataformas
on-line que visam prever as condicdes ideias no desenvolvimento, inativacio e sobrevivéncia dos
microrganismos. Essa area da microbiologia fornece informag6es quantitativas na analise de risco
e a probabilidade de um perigo ocorrer, todavia, esse estudo € usado como alternativa para as
analises microbiologicas convencionais, através de uma abordagem mais detalhada sobre o
comportamento microbiano e as possiveis maneiras de inativacdo (GONZALEZ et al., 2019).

As vérias ferramentas para a seguranca dos alimentos disponiveis em plataformas on-line
sdo classificadas em modelagem matematica primaria, secundaria e terciaria. Os modelos de
primeiro nivel estdo relacionados com as mudancas na quantidade de microrganismos em relacao
ao tempo sob um Unico conjunto de condicdes, ja 0s modelos secundarios descrevem como 0s
parametros primarios variam em relacdo as condi¢cdes ambientais, e os modelos terciarios utilizam
os modelos primarios e secundarios para a construcdo de softwares de computador ou sistemas
especialistas que calculam o comportamento dos microrganismos sob varias condi¢bes
ambientais (BARANYI; ROBERTS, 1995; FORSYTHE, 2013; HUANG, 2014).

A maioria dos modelos atuais utilizados no ramo da microbiologia preditiva, sdo os
modelos continuos, que descrevem a populacdo microbiana com a utilizagdo de equacgdes capazes
de observar e avaliar a seguranca na garantia da qualidade de um produto ou processo tecnolégico
na industria de alimentos. Existem algumas plataformas on-line que disponibilizam de bancos de
dados como o ComBase e programas como o Pathogen Modeling Program (PMP), essas
ferramentas podem ser usadas com facilidade e eficiéncia e ndo necessitam de muita habilidade
matematica para o seu uso (FERRER et al., 2009).

Os modelos preditivos sdo diversos e foram desenvolvidos por pesquisadores envolvidos
na modelagem matematica juntamente com microbiologistas para anteder as necessidades da
industria de alimentos e fornecer respostas as variadas perguntas sobre a vida Gtil dos alimentos
em relacdo ao acelerado desenvolvimento microbiano durante toda a cadeia produtiva
(GUILLIER, 2016). Esses modelos servem de respostas para as hipOteses estudadas em
determinado campo de pesquisa sob um conjunto de circunstancias com capacidade de prever,
controlar ou melhorar de maneira mais inteligente o desempenho do funcionamento de um
determinado sistema (MCMEEKIN et al., 2008).
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2.4 PREDICAO DA MULTIPLICACAO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Modelos preditivos para avaliar a multiplicacdo de patdgenos transmitidos por alimentos
sdo desenvolvidos e aplicados para um melhor entendimento sobre as condic¢des ideais de
crescimento desses agentes contaminantes. Além disso, sdo importantes na avaliacdo de riscos,
pois determinam os pontos criticos de controle em toda a cadeia de producéo alimentar. Alguns
modelos de predigdo sdo usados para prever a taxa de multiplicacdo do S. aureus e outros
microrganismos, como o estudo realizado para avaliar a dindmica de crescimento e inativacdo de
Salmonella Typhimurium e S. aureus, onde Baka et al. (2017) usaram o banco de dados ComBase
que € um modelo tercidrio que serviu para investigar as temperaturas de armazenamento de
produtos de peixe. No estudo de Diallo e Bogaerts (2016), também foi utilizado o ComBase para
modelar a multiplicacdo de Listeria monocytogenes em camarfes cozidos e salgados sob
diferentes temperaturas, com o objetivo de prever a vida Gtil desse alimento.

Modelos primarios e secundarios foram comparados por Lee et al. (2015) para desenvolver
modelos preditivos que descrevessem o comportamento de S. aureus isolado de carne suina crua
a partir das variaveis tempo e temperatura durante o armazenamento. Esses modelos foram
avaliados e comparados usando uma ferramenta de nova geracdo IPMP 2013 que serviu para
desenvolver os principais modelos preditivos, mas conclui que, o desenvolvimento de um modelo
secundario utilizando outros fatores intrinsecos e extrinsecos era impossivel.

Além da preocupacdo em desenvolver modelos que descrevem a multiplicagdo do S.
aureus, € relevante estudar a formacdo da enterotoxina estafilococica durante a producédo
alimentar. De acordo com essa questdo, um modelo preditivo dindmico foi desenvolvido por
Gunvig et al. (2018) para prever a formacdo de enterotoxinas por S. aureus durante o tratamento
térmico e fermentacdo de produtos a base de carne, analisando as variaveis temperatura, pH,
conteudo de nitrito e sddio. Em conclusao, os autores afirmam que os modelos séo relevantes para
apredicdo do aumento de S. aureus e servem para avaliar se é possivel a producdo de enterotoxinas
durante as etapas de processamento de produtos carneos.

A aplicacdo de ferramentas preditivas para prever a formacgdo do biofilme também € de
grande interesse para a industria de processamento de alimentos, por esse motivo, varios estudos
relatam sobre o uso de ferramentas preditivas na formagdo de biofilmes por varios
microrganismos. Em um estudo realizado por Moraes et al. (2018), foi analisado a capacidade de
formacé&o de biofilme por Salmonella enterica em superficies de aco inoxidavel em fungéo do pH,
temperatura e concentragdo de NaCl utilizando modelos preditivos. A conclusdo foi que os

modelos mostraram um bom ajuste aos dados experimentais e as equagdes construidas mostraram
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desempenho adequado para prever os limites de adesdo e formacéo de biofilme. Dimakopoulou-
Papazoglou et al. (2016) também avaliaram a formacéo de biofilme por S. enterica a partir do
desenvolvimento de modelos preditivos sob condic¢des de pH e atividade de agua, e concluem que
0s modelos constituem uma boa relevancia para quantificacdo das interacdes dos fatores
ambientais no crescimento de biofilme.

Em relagéo a predigéo da formagao de biofilmes por S. aureus, ainda s&o poucos os estudos
que usam modelagens matematicas para prever essa formacao de comunidades sésseis. Um estudo
mais recente foi o de Tango et al. (2018) que modelou a formacéo de biofilme por S. aureus em
relacdo a diferentes faixas de pH, atividade de agua e concentracdo de etanol, a partir do
desenvolvimento e validagdo de um modelo preditivo que descreveu os efeitos desses fatores
ambientais na formacédo do biofilme. Concluiu que esse modelo foi capaz de avaliar a taxa ideal
de formacao de biofilme de S. aureus, além de contribuir na avaliacdo de riscos em matrizes reais
de alimentos, contribuindo assim para a seguranca nas industrias alimentares.

Os modelos preditivos existentes fornecem informagGes Uteis no controle de biofilme
durante a producdo de alimentos. Todavia, ha uma necessidade de desenvolver mais estudos que
possam avaliar se esses modelos atuais sdo adequados para modelar a formacéo do biofilme por
S. aureus sob diferentes fatores ambientais, além dos ja existentes, ou se sera necessario o

desenvolvimento de novos modelos.
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3 ARTIGO EXPERIMENTAL

MODELAGEM DA MULTIPLICACAO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS NAS
FASES PLANCTONICA E SESSIL EM DIFERENTES SUPERFICIES DE CONTATO

3.1 INTRODUCAO

Os microrganismos buscam cada vez mais maneiras de aderir as superficies e formar
comunidades organizadas classificadas como biofilmes. A formagéo de biofilmes microbianos
torna-se um problema de grande importancia para a industria de alimentos por representarem uma
fonte de persisténcia da contaminacao microbiana. Na matriz do biofilme pode conter um nimero
consideravel de microrganismos deteriorantes e patogénicos, e a presenca dessas comunidades
estruturadas de células microbianas em superficies de contato com alimentos é considerada um
perigo para a saude publica, além de causar grandes problemas nas industrias alimenticias que
resultam em perdas econdmicas, todavia, a prevencdo dessa contaminacdo tornou-se uma
prioridade diaria no mercado global (INIGUEZ-MORENO et al., 2018).

Na industria de alimentos, sdo muitos os fatores que contribuem para a multiplicacdo
microbiana, dessa forma, os alimentos podem ser expostos a contaminacgao em todas as etapas do
processo, desde a producdo até o consumo final (OMS, 2019). E o S. aureus é um dos principais
contaminantes na industria de alimentos em decorréncia da facilidade de adaptacdo as diversas
condi¢bes ambientais como temperatura, atividade de &gua, pH etc., que sdo fatores que irdo
contribuir para a multiplicacdo dessa bactéria. Esse patdégeno possui a capacidade de formar
biofilme em superficies bioticas e abioticas da industria como forma de protecdo aos ataques
ambientais (BRIDIER et al., 2015). As principais superficies abioticas estudadas na adesao
microbiana sdo vidro, aco inoxidavel, polipropileno e polietileno, pois os patdgenos alimentares
interagem com esses substratos iniciando o crescimento celular e posteriormente levando a
formacéo do biofilme (CHA; SON; RYU, 2019). As diferentes caracteristicas de cada superficie
utilizada em industrias de alimentos tém a capacidade de suportar o crescimento do biofilme,
tendo em vista que, a adesao celular é o resultado de muitas interagdes como as caracteristicas
fisico-quimicas tanto dos substratos como dos microrganismos.

A contaminacdo por células sésseis tem chamado a atencdo como uma das principais
preocupacdes nas industrias produtoras de alimentos (XU et al., 2019), devido ao dificil controle
dessas celulas aderidas quando comparadas as células planctonicas. Devido essa preocupagéo,

novas abordagens sdo tomadas para entender a dindmica da formacdo dessas comunidades
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organizadas, e o estudo da predicdo microbiana ganha cada vez mais espago no ramo da
microbiologia preditiva de alimentos.

A microbiologia preditiva trata-se de uma ciéncia dentro da microbiologia tradicional de
alimentos que utiliza modelagens matematicas para descrever o comportamento microbiano
durante todas as etapas de multiplicacdo e inativacdo. Modelos matematicos foram desenvolvidos
com o objetivo de prever os estagios da multiplicacdo de microrganismos patogénicos de origem
alimentar em diversas condi¢des ambientais. Muitos desses modelos foram desenvolvidos para
avaliar a multiplicacdo microbiana em caldo, embora j& exista pesquisas que buscam prever essa
dindmica microbiana em matrizes alimentares (NYHAN et al., 2018). Embora exista varias
modelagens preditivas disponiveis para acesso livre que sdo utilizadas para modelar a
multiplicacao de células plancténicas como o0 S. aureus, ainda sdo poucos os estudos que abordam
modelagens para a formacéo do biofilme em diferentes superficies da industria de alimentos.

Dessa forma, sabendo que os biofilmes tém a capacidade de atuar como uma fonte crénica
de contaminagdo e comprometer a qualidade do alimento além de representar um risco para a
salude do consumidor, é necessaria uma melhor compreensdo sobre as interacBes entre 0s
microrganismos e as superficies de contato com alimentos com base no fatores ambientais e 0s
diferentes estagios de formacdo do biofilme (BARNES et al., 1999; ZHAO et al., 2017). Além
disso, € de grande importancia criar ambientes favoraveis para a multiplicacdo microbiana e
formacéo de biofilmes em laboratorios de pesquisas, com o objetivo de imitar os cenarios reais da
industria de alimentos a partir do uso de superficies utilizadas no processamento dos alimentos,
para assim entender sobre a dinamica dos fatores e das condi¢des ambientais envolvidas no
processo de contaminagdo microbiana e formacéo de biofilme.

Tendo em vista esse desafio na busca de novas abordagens para a prevencdo da
contaminacgdo microbiana e melhoria na seguranca e qualidade dos alimentos, o objetivo do estudo
foi aplicar a microbiologia preditiva na multiplicacdo de S. aureus em diferentes superficies de

contato com alimentos.

3.2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa avaliou a dindmica da multiplicacdo do S. aureus nas formas planctonica e
séssil em diferentes superficies de contato com alimentos a partir da cepa padrdo de S. aureus
ATCC 25923. A cepa foi usada no preparo do indculo e as esferas de vidro, aco inoxidavel,
polipropileno, polietileno de alta densidade e polietileno de baixa densidade foram preparados
para a realizacdo da multiplicacdo das células. A quantificacdo dos microrganismos nas formas

planctonica e séssil foram realizadas, e os dados obtidos foram comparados com um modelo
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existente de microbiologia preditiva de acordo com o Modelo Completo de Baranyi e Roberts,
seguindo do tratamento dos dados.
As analises para a avaliacdo da formacao de biofilme foram realizadas no Laboratorio de

Bioquimica e Bioprocessos da Universidade de Passo Fundo - UPF.

3.2.1 Preparo do intculo

Os microrganismos previamente isolados em caldo Brain-Heart Infusion (BHI) com 20%
de glicerol sob congelamento foram reativados utilizando novamente caldo BHI, onde 2 algadas
da cultura foi inoculada em 5 mL de caldo BHI e incubado a 35° C por 24 horas. Em seguida, uma
alcada da cultura foi semeada em um meio de enriquecimento nao seletivo Plate Count Agar
(PCA) e incubados a 35° C por 24 horas. Posteriormente, as coldnias positivas para S. aureus
foram estocadas em Agar Nutriente inclinado.

O indculo inicial foi preparado a partir das cepas de S. aureus estocadas em tubos
inclinados contendo Agar Nutriente. Em seguida, uma coldnia isolada da amostra de S. aureus foi
inoculada individualmente em Brain Heart Infusion (BHI) e incubados a 35° C por 1 hora (tempo
para a obtencdo da transmitancia de 95,0%). Posteriormente, foi acompanhado a multiplicacdo
das células através da transmitancia de 600 nm até um valor de 1,0 x 108 UFC/mL. A partir desse
valor de 1,0 x 108 UFC/mL foi padronizada uma concentracéo inicial de 1,0 x 103 UFC/mL e
inoculada nos tubos contendo o meio liquido utilizado para a multiplicacdo das células plancténica

e séssil.

3.2.2 Preparo dos corpos de provas

Foram usadas esferas comerciais como corpos de provas com didmetro médio de 4 mm e
com espessuras de 1,26 na superficie de vidro, 1,25 no ago inoxidavel, 1,01 no polipropileno, 0,7
no polietileno de alta densidade e 0,84 no polietileno de baixa densidade que foram limpos e
esterilizados. Todos os materiais foram submetidos a limpeza manual com a utilizacéo de agua e
detergente neutro liquido, foram lavados com agua destilada seguindo da imerséo em alcool etilico
70% por 1 hora. Apenas as esferas de vidro e ago inoxidavel foram autoclavados a uma
temperatura de 121°C por 15 minutos, enquanto os polimeros foram submetidos & esterilizacéo

em luz UV por 20 minutos.

3.2.3 Multiplicagdo do S. aureus
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Para a construcdo das curvas de multiplicacdo das cepas de S. aureus tanto para celulas
plancténicas como sésseis, foi utilizado o meio de cultura Skim Milk com pH de 6,8 e Aw de 0,90
em uma temperatura de 15°C. Apoés o preparo do indculo, um volume inicial padronizado de 1,0
x 108 UFC/mL da cultura fisiologicamente ativa foi inoculado em tubo contendo 5 mL do caldo
Skim Milk em triplicata e adicionada as superficies em cada tubo para a analise de células
planctonicas e sesseis. Os tubos foram incubados na temperatura de 15°C e retirados nos diferentes
tempos (Oh, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h e 168h). Posteriormente, as esferas foram retiradas
do meio de cultivo Skim Milk com o auxilio de uma alca de niquel cromo e imersos em tubo
contendo 5 mL de Agua Salina a 0,85% e sonicados por 10 minutos em banho de ultrassom
(frequéncia 40 kHz e poténcia de 200 W; ECO-SONICS Modelo 5.9/40A) para ocorrer a
desadesao de células sésseis (SCHERBA et al., 1991; WEBBER et al., 2015). Ap6s o periodo de
incubacdo em estufa a 15°C, o tubo contendo caldo Skim Milk sem as esferas foi usado para
avaliar a multiplicagdo das células planctonicas. Dilui¢Ges apropriadas foram realizadas até 1077
para a contagem tanto de células plancténicas como sésseis, em seguida foram transferidos 0,05

ml de cada diluicdo para placas de Petri contendo agar PCA, em triplicata, pelo método drop plate.

3.2.4 Quantificacdo dos microrganismos nas formas planctonica e sessil

Para cada situacdo de coleta em funcao do tempo houve duas amostras, onde uma delas €
o tubo original contendo a cultura plancténica em caldo Skim Milk e a outra é o tubo contendo a
cultura séssil que sofreu desades&o por ultrassom em Agua Salina a 0,85%.

Em seguida, dilui¢Bes apropriadas foram semeadas em placas de Petri contendo Agar PCA
para contagem total de microrganismos utilizando o método de contagem em gota (Drop plate)
inoculando cinco gotas de 10 uL de cada diluicdo, incubadas a 37° C e apds 24 horas foi realizada
a leitura. A quantidade de microrganismos foi calculada através da unidade da éarea de cada

superficie.
3.2.5 Caracterizacao das superficies de contato
3.2.5.1 Determinacdo do diametro das esferas
A determinacdo do diametro de cada esfera de vidro, ago inoxidavel, polipropileno,

polietileno de alta e baixa densidade foram realizadas através da medicdo das dimensdes das

particulas com o uso de um paquimetro.
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3.2.5.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As esferas utilizadas no estudo foram avaliadas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) (VEGA 3LM, Tescan Orsay Holding), a fim de monitorar a morfologia e observar as
estruturas das superficies tanto nas esferas limpas como nas esferas com a formacgéo do biofilme.
Previamente para as analises de microscopia, as esferas foram entdo depositadas em um disco de
aco inox sobre uma fita dupla face de carbono, sendo submetidas a um revestimento com um filme
de ouro (300 A) a 30 mA por 4 minutos utilizando um metalizador (Q150R-ES, Quorum
Technologies Ltd.). Foi realizada a microscopia de varredura tanto nas superficies limpas como

nas superficies com a formacéao do biofilme.

3.2.6 Predicéo do crescimento microbiano

As curvas de multiplicagdo do S. aureus foram construidas no programa ComBase Predictor onde
os dados de crescimento foram ajustados no modelo de Baranyi e Roberts (1994) por meio do
DMFit, um suplemento do Microsoft Excel desenvolvido no Institute of Food Research. A partir
de cada curva de crescimento foram estimados pardmetros cinéticos em relacdo a concentragdo
inicial (log UFC/mI), fase de adaptacdo (h), velocidade especifica méaxima de crescimento (log.h
1, concentracéo final (log UFC/mI) e coeficiente de determinagio do modelo (r?). O tempo médio
de geracdo e a velocidade especifica de crescimento foram realizadas a partir dos dados do

experimento.
3.2.7 Tratamento dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia entre os valores tempo de geracéo e
velocidade maxima de crescimento em funcédo das variaveis estudadas no planejamento fatorial
para a cepa de S. aureus e para cada superficie. E, posteriormente as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Multiplicacdo e quantificacdo dos microrganismos nas formas planctonica e séssil

Os resultados para as células plancténicas (Tabela 1) mostraram uma adequada

modelagem preditiva de acordo com o modelo utilizado, com uma concentrag&o inicial de células
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de 3,381+£0,17 log UFC/ml levando a uma fase de adaptacdo T(h) de 21,137 horas. A
concentracdo final de células planctdnicas foi de 7,263 £ 0,111 log UFC/ml apds as 168 horas de
experimento, e o coeficiente de determinacdo do modelo (r?) foi de 0,94 mostrando adequagio do
modelo.

As cinco superficies de contato com alimentos avaliadas no experimento apresentaram
adesdo microbiana a partir da cepa de S. aureus (ATCC 25923) submetido a uma temperatura de
15°C sob diferentes tempos de multiplicacdo. Ao analisar cada superficie em seus diferentes
tempos, foi percebido que as células bacterianas presentes no caldo Skim Milk tiveram o contato
inicial com as superficies de vidro e aco inoxidavel somente ap0s as 48 horas de incubagdo, com
valores iniciais de 2 log UFC/cm? e atingindo valores superiores apds os 7 dias (168h) de
incubacdo. Na superficie de vidro, entre os tempos 0 e 24 horas ndo houve diferenca significativa,
da mesma maneira que nao houve essa diferenca nos tempos 0 e 24 horas para a superficie de aco
inoxidavel. Essa diferenca também néo foi significativa nas 48 horas para ambas as superficies,
periodo em que o biofilme comegou seu processo de formacéo, dessa forma, observamos que entre
as duas superficies vidro e aco inoxidavel, a quantidade de células aderidas foram praticamente
as mesmas quando comparado os tempos entre elas.

Em relacdo a superficie de polipropileno, a contagem inicial de células comecou a partir
do tempo 0 horas com 1 log UFC/cm? e atingiu valores superiores a partir das 72 horas. Entre os
tempos 0, 24 e 48 horas ndo houve diferenca significativa para essa superficie, assim como nos
tempos 72 e 96 horas, porém diferencas foram observadas nos tempos 120 e 144 horas, mas o
tempo 120 ndo diferiu do tempo 168 horas. Isso mostra que a multiplicagdo microbiana atingiu
seu méaximo no periodo de 144 horas e, aparentemente, a fase de declinio do microrganismo teve
inicio nas 168 horas.

A aderéncia nas superficies de polietileno de alta densidade e polietileno de baixa
densidade atingiram valores de 2 log UFC/cm? logo nas O horas do experimento e valores
superiores foram encontrados até as 168 horas. Entre essas duas superficies ndo ocorreu diferenca
significativa nas 0 horas, porém houve diferenca significativa entre elas nos demais tempos.

Entre as cinco superficies estudadas, as que tiveram uma adesdo microbiana em menos
tempo foram o polipropileno, polietileno de alta densidade e polietileno de baixa densidade, as
demais superficies de vidro e ago inoxidavel demoram mais tempo para que 0s microrganimos
iniciassem seu processo de adesdo celular. No entanto, mesmo com essa diferenca entre as
superficies, a dindmica de fixacdo das células sésseis em cada superficie de contanto atingiram

niimeros que variaram entre 4 log UFC/cm?a 5 log UFC/cm?.
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Os dados apresentados mostram que houve diferenca significativa pelo teste de Tukey
(P<0,05) para todas as superficies avaliadas no experimento, porém essas diferencas variaram de
acordo com cada tempo usado no experimento.

A Tabela 1 apresenta os resultados da concentracéo inicial, fase de adaptacdo, velocidade
especifica maxima de crescimento e concentracdo final da multiplicacdo do S. aureus em células
sésseis e planctdnicas. Observamos que na modelagem para células sésseis, a curva de formagéo
do biofilme por S. aureus a 15°C no vidro apresenta fase de adaptacdo T(h) de 22,01 horas e
velocidade especifica maxima de crescimento (log.h™) de 0,064 log/h. No ago inoxidavel essa fase
de adaptacéo T(h) foi de 21,36 horas e velocidade especifica maxima de crescimento (log.h™?) de
0,061 log/h. A superficie de polipropileno foi a que obteve uma maior fase de adaptacdo T(h)
63,26 horas, porém a velocidade especifica maxima de crescimento (log.h™?) foi igual ao aco
inoxidavel de 0,061 log/h. As demais superficies de polietileno de alta e baixa densidade tiveram
resultados de fase de adaptacdo T(h) de 19,34 e 29,46 horas e velocidade especifica maxima de
crescimento (log.h™?) de 0,064 e 0,051 log/h respectivamente.

Esses resultados apontam que a adesao microbiana e a formacao do biofilme nos diferentes
substratos estudados ocorrem em velocidade lenta nas primeiras horas, porém, essa velocidade
pode ser acelerada de acordo com o tipo de material aderente, pois foi observado que em algumas
superficies as células bacterianas tiveram um contato inicial mais rapido, enquanto em outras
superficies esse contato foi mais lento. Além disso, € importante ressaltar também que as células
planctbnicas apresentaram uma concentracdo inicial de células maior do que as sésseis, isSO
explica que a adesdo microbiana nos substratos ocorre de maneira mais lenta quando comparada
com bactérias na sua forma livre, devido os estagios e formacao do biofilme depender de muitos
fatores ambientais (ZHAO et al., 2017).


https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AXihong%20Zhao

34

Tabela 1: Predicdo da multiplicacdo em log do S. aureus ATCC 25923 em células plancténicas e em
células sésseis nas superficies de vidro, aco inoxidavel, polipropileno, polietileno de alta densidade e polietileno de

baixa densidade.

Concentracao Fase de Velocidade Concentracdo Coeficiente de
inicial adaptacéo especifica final determinacéo
maxima de do modelo
crescimento
log UFC/ml T (h) log.h! log UFC/ml r
Células Planctbnicas
3,381+0,17 21,137 +8,00577 0,0468 +0,00585 7,263 +0,111 0,94
Superficies Células Sésseis
Vidro 0,592 + 0,551 22,0129 + 18,154 0,0646 + 0,0207 5,353+ 0,337 0.921
Aco 0,455+0,331 21,361+ 11,0154 0,0618 +0,0114 5,192 + 0,206 0.97
Polipropileno 1,353 + 0,433 63,262 £ 19,507 0,0616 + 0,0245 5,81 + 0,593 0.886
Polietileno
Alta 2,426 + 0,809 19,348 +27,768 0,0642 £ 0,0358 6,559 + 0,437 0.798
Densidade
Polietileno
Baixa 2,213 +0,223 29,468 +£9,804 0,0513 +£0,00926 5,854 + 0,152 0.975
Densidade

Fonte: elaborado pelo Autor (2021)

De acordo com a predicdo realizada foi possivel prever que as superficies de polipropileno,
polietileno de alta densidade e polietileno de baixa densidade propiciaram uma adesao imediata
do microrganismo aos substratos logo no tempo 0, enquanto nas superficies de vidro e aco
inoxidavel essa adesdo apenas teve inicio depois das 24 horas de adaptacdo. Em nosso estudo, a
concentracéo final de mais de 7,0 log UFC/mI de células planctonicas e mais de 5,0 log UFC/cm?
de células aderidas nas superficies estudas indicaram um alto potencial de contaminacéo
microbiana. As células planctbnicas causam um grande risco microbiano para a inddstria de
alimentos, no entanto, o biofilme formado a partir dessas células livres tem gerado ainda mais
preocupacdo para o setor de alimentos por se tratar de uma estrutura microbiana dificil de ser
eliminada durante os processos de sanitizacdo. Essa alta presenca bacteriana em superficie de
contato com alimentos também foi encontrada em um estudo que quantificou a presenca de
biofilme formado por Salmonella spp. e Staphylococcus aureus em superficie de aco inoxidavel
para verificar o tempo de maturagdo do biofilme em um periodo de incubacéo de 6 dias. E de
acordo com os resultados, ao decorrer dos primeiros 4 dias de experimento, aumentos claros no

numero de células foram observados com o aumento do tempo de incubacdo (SHAO et al., 2020).
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Esses resultados corroboram com os achados no presente estudo, que avaliou a maturagéo do
biofilme formado por S. aureus em um periodo de 7 dias, e aumentos significativos também foram
observados logo apos os 4 dias de incubacéo.

Esses resultados estdo apresentados nas figuras a seguir que mostram as predigdes
matematicas realizadas pelo programa ComBase por meio do DMFit a partir do Modelo Completo
de Baranyi e Roberts (1994) para célula séssil em superficies de vidro, aco inoxidavel,
polipropileno, polietileno de alta densidade e polietileno de baixa densidade e célula planctonica

em diferentes tempos na temperatura de 15°C respectivamente.

Figura 2: Predicdo da multiplicacdo de S. aureus em células sésseis em superficie de vidro
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Figura 3: Predicdo da multiplicacdo de S. aureus em células sésseis em superficie de ago
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Figura 4: Predicdo da multiplicacéo de S. aureus em células sésseis em superficie de polipropileno
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Figura 5: Predicdo da multiplicacdo de S. aureus em células sésseis em superficie de polietileno de alta
densidade

Figura 6: Predigdo da multiplicacdo de S. aureus em células sésseis em superficie de polietileno de baixa
densidade
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Figura 7: Predicdo da multiplicacdo de S. aureus em células planctdnicas
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A cinética de multiplicacdo do S. aureus para células sésseis apresentou diferenca em todas
as superficies em relacdo as fases de laténcia (lag), exponencial (log), estacionaria e morte. As
células que aderiram no vidro permaneceram cerca de 22 horas na fase lag para iniciar o processo
de adesdo, logo ap6s esse periodo, deu inicio a fase exponencial seguindo da fase de declinio. Os
microrganismos aderidos no aco inoxidavel permaneceram por 21 horas na fase lag seguindo para
a exponencial, e a fase estacionaria foi onde permaneceram por um periodo maior quando
comparado com as demais superficies. Entre todas as superficies, a que 0s microrganismos
permaneceram por mais tempo na fase lag foi a de polipropileno, que apenas a partir das 63 horas
deu inicio a sua fase exponencial. Esse tempo em que as células bacterianas levaram para alcancar
a fase exponencial, pode ser explicada pelo fato de que a superficie de polipropileno apresenta
caracteristicas lineares e sem ranhuras, o que pode ter dificultado a rapida adesdo microbiana. Em
relacdo as bactérias aderidas nas superficies de polietileno de alta densidade e polietileno de baixa
densidade, o tempo necessario para o inicio da fase exponencial foi de aproximadamente dois
dias. A fase de declinio onde inicia o processo de morte das células microbianas aparentemente
comecgou a ter inicio a partir das 168 horas para todas as superficies avaliadas no estudo, no
entanto, seria necessario avaliar mais tempo para garantir que realmente as células entraram na
fase de declinio a partir das 168 horas.

Ao longo dos 7 dias de experimentos, foi analisado o comportamento do S. aureus na sua
fase planctonica e durante todos seus estagios na formacgdo das comunidades de biofilmes. Ao

avaliar a formacdo do biofilme, foi verificado que o microrganismo apresentou dinamicas
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diferentes para cada superficie quando os resultados foram modelados no ComBase, tendo em
vista que, o contato inicial, a fixacdo a superficie, a formacdo da microcol6nia, o desenvolvimento
inicial da arquitetura do biofilme, maturacéo e dispersdo podem ter ocorrido em fases diferentes
em cada tempo e tipo de material aderente. Todavia, 0 modelo de caldo utilizado para o ajuste das
curvas microbianas permitiu modelar todos os ensaios na formacéo do biofilme por S. aureus na
temperatura de 15°C, apresentando uma representacdo grafica dos dados de crescimento
microbiano, assim como obteve estimativas de parametros para as taxas de concentracao inicial
de células, fase de adaptacdo, velocidade especifica maxima de crescimento, concentracdo final e
o coeficiente de determinacdo do modelo. Esses resultados indicam que o programa ComBase que
€ uma base de dados que possui varios modelos preditivos, conseguiu modelar a formacdo do
biofilme e estimar a multiplicacdo microbiana em varios estagios de desenvolvimento.

Também foi realizada a modelagem das células planctonicas (Figura 7) e os resultados
obtidos demonstram que o tempo de adaptacdo que as células permaneceram na fase lag foi de 21
horas, logo ap6s esse periodo, deu inicio a fase exponencial e a partir das 120 horas comecou a
fase estacionaria, periodo em que as bactérias presentes no meio de cultivo comecaram a parar o
processo de multiplicacdo e por fim chegando na etapa de declinio a partir das 168 horas.

Modelos preditivos bem desenvolvidos como o ComBase permitem prever a dinamica
microbiana de forma realista e precisa, sendo assim ferramentas positivas na busca pela seguranca
e qualidade dos alimentos. Esse modelo preditor permite que 0s usuarios usem o médulo DMFit
que pertence ao proprio ComBase para carregar os dados experimentais com o objetivo de
encontrar o ajuste apropriado dependendo da curva de crescimento (TENENHAUS-AZIZA,
ELLOUZE, 2015). Dessa forma, no presente estudo ao avaliar a dindmica da multiplicagéo de
células planctonicas e sésseis, é notorio que a ferramenta utilizada na construcdo das curvas
preditivas permitiu prever de forma significativa todos os estagios de multiplicacdo da bactéria S.
aureus de acordo com cada fator avaliado. Esses resultados mostram que esses modelos terciarios
que sdo muito usados em estudos de celulas planctonicas, também permitem modelar a formacéo
dos biofilmes em diferentes tipos de substratos, como apresentado no presente estudo. Portanto, é
preciso que mais estudos sejam realizados com o intuito de avaliar a dindmica do biofilme a partir
de diferentes fatores ambientais por meio dessas ferramentas preditivas.

O namero de microrganismos que aderem as superficies aumenta de acordo com o tempo
de contanto com elas assim como a influéncia das condi¢cbes ambientais favordveis para essa
multiplicacdo. As bactérias se fixam de forma imediata e mesmo em baixas temperaturas ocorre
essa adesdo, dessa forma, a temperatura utilizada no estudo teve influéncia no comportamento
microbiano, contribuindo no aumento do tempo em que cada célula se multiplicava. O S. aureus

€ um desses microrganismos que consegue se adaptar bem em diversas condi¢fes ambientais,
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inclusive sob baixas temperaturas, por isso a importancia do monitoramento em relagdo ao tempo
em que as células demoram para se multiplicarem, tendo em vista que, a partir desses resultados
a industria encontre a melhor maneira de evitar contaminac@es, principalmente por comunidades
de biofilmes.

A dindmica no comportamento adesivo do S. aureus como modelo bacteriano permitiu ser
modelado nas suas fases planctonica e sessil, e as previsdes obtidos por meio do modelo de
crescimento utilizado, forneceram informacdes sobre 0 aumento na multiplicacdo da bactéria tanto
na sua forma livre como no formato de biofilme quando aplicada uma temperatura de 15°C.

Diversos estudos relatam predic6es de diferentes bactérias na sua forma planctonica tanto
em matrizes alimentares como em caldo utilizando o ComBase preditor como software para
estimar a multiplicacdo microbiana. No entanto, poucas tentativas foram feitas até o presente
momento, ao Nosso conhecimento, sobre o desenvolvimento de modelos matematicos para prever
a formacéo de biofilme em diferentes superficies de contato com alimentos. E desses estudos, ndo
foi encontrado nenhum na literatura que modelou a formag&o do biofilme por meio do ComBase
preditor. Na maioria dos estudos, os autores desenvolveram modelos preditivos para prever 0s
efeitos ambientais na formacdo do biofilme bacteriano (DIMAKOPOULOU-PAPAZOGLOU;
LIANOU; KOUTSOUMANIS, 2016; TANGO et al., 2018; VAEZI et al., 2020). Diante disso, é
importante ressaltar que os softwares existentes também podem ser capazes de modelar os estagios
da multiplicacdo do biofilme, assim como modelam a multiplicacdo das bactérias na sua forma
plancténica como € visto em diversos estudos. Dessa forma, em um estudo foram avaliadas as
taxas de crescimento especificas para S. aureus na sua forma livre para estimar o risco associado
a exposicao a enterotoxina estafilococica do consumo de queijo Minas fresco no Brasil de acordo
com diferentes temperaturas, pH e NaCl, e esses parametros foram testados no ComBase. De
acordo com as predicdes avaliadas pelo programa, a temperatura de armazenamento foi o
parametro que mais impactou a taxa de multiplicacdo e fase de laténcia de S. aureus (NUNES;
CALDAS, 2017). Esses resultados ressaltam a importancia de avaliar os efeitos da temperatura
para 0 armazenamento de alimentos, pois o bindmio tempo-temperatura sdo fatores fundamentais
para prever o comportamento microbiano em suas diferentes fases de multiplicagdo. Em outro
estudo, os autores também ajustaram seus dados experimentais no DMFit por meio do ComBase,
comparando assim as taxas de crescimento, tempo de fase de laténcia e concentracdo final na
multiplicacdo de células planctonicas de Salmonella enterica em sushi exposto a diferentes
cendrios de tempo-temperatura (SILVA et al., 2020).

A existéncia de modelagens matematicas assim como o desenvolvimento de novos

modelos preditivos sdo maneiras de predizer a multiplicacdo microbiana de forma eficaz, tanto na
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sua forma planctdnica com séssil, embora ainda exista poucas abordagens no uso dos programas

computacionais como o ComBase para a predi¢ao da formacao do biofilme.

3.3.2 Anélise da microscopia eletronica de varredura do biofilme de S. aureus

As imagens apresentam a microscopia representativa das superficies de vidro, aco
inoxidavel, polipropileno, polietileno de alta densidade e polietileno de baixa densidade (Figuras
8 e 9). Foram avaliadas as superficies em duas condic¢des, sendo elas limpas e com adeséo
microbiana. As microscopias mostram a adesdo microbiana em todas as superficies avaliadas no
estudo, sendo observado claramente a formacéo da arquitetura do biofilme por S. aureus (ATCC
25923) na temperatura de 15°C no periodo de 168 horas. Ao avaliar cada superficie, foi observado
que o vidro (Figura 8 A — B) teve pouca adesdo microbiana quando comparada com as demais
superficies. Os biofilmes formados no ago inoxidavel (Figura 8 C — D) apresentaram uma maior
adesdo com uma arquitetura bem estruturada. A adesdo da cepa de S. aureus também foi observada
nas superficies de polipropileno (Figura 9 E — F), polietileno de alta densidade (Figura9 G —H) e

polietileno de baixa densidade (Figura 9 I —J).
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Figura 8: Imagens de microscopia eletronica de varredura de biofilmes formados por cepa padréo de S.
aureus ATCC 25923 a 15°C em superficies de vidro limpo (A) e vidro com biofilme (B), aco inoxidavel limpo (C)
e aco inoxidavel com biofilme (D). Ampliagdo 20.000 x.
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Figura 9: Imagens de microscopia eletronica de varredura de biofilmes formados por cepa padréo de S.
aureus ATCC 25923 a 15°C em superficies de polipropileno limpo (E) e PP com biofilme (F), polietileno de alta densidade
limpo (G) e PAD com biofilme (H) e polietileno de baixa densidade limpo (I) e PBD com biofilme (J). Ampliacao
20.000 x.
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A microscopia eletronica de varredura permite a observacao entre a interagdo da bactéria

com a superficie de contato e pode ser utilizada como uma técnica semiquantitativa (CICCIO et

al., 2015). O isolado de S. aureus apresentou alta capacidade de aderir e formar biofilme nas

superficies testadas sob baixas temperaturas de incubacdo apds os sete dias de cultivo. A

temperatura de multiplicacdo na formacdo de biofilme deS. aureus permitiu um efeito

significativo na duplicacdo das células, todavia, aléem da temperatura, a formacao do biofilme é
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afetada por varios fatores ambientais, como a disponibilidade de nutrientes do meio de cultura, as
estruturas extracelulares dos microrganismos, além das propriedades superficiais dos substratos
que servirdo de suporte no processo de adesdo, como a carga elétrica, a hidrofobicidade e a tensao
superficial de cada superficie (ARAUJO et al, 2010).

Os resultados dos ensaios da adesdo bacteriana foram usados para avaliar as diferencas
entre cada processo de adesdo e formacéo do biofilme para todas as superficies de contato usadas
no estudo. De acordo com as imagens apresentadas do MEV, é possivel observar a formacéo de
biofilme em cada tipo de substrato de acordo com os diferentes tipos de fatores existentes para
cada superficie, no entanto, as imagens mostram uma variacdo na estrutura dos biofilmes de
acordo com o material aderente. A menor formacéo na arquitetura do biofilme foi observada no
vidro, mesmo a superficie sendo hidrofilica o que facilitaria maior adesao, fatores do meio ou até
mesmo da propria superficie podem ter influenciado para que esse processo ocorresse de forma
mais lenta. Resultados semelhantes de baixa adesdo foram encontrados no estudo de Rodriguez-
Melcon et al. (2019), que relataram uma menor produgdo na arquitetura de biofilme no vidro a
partir de cepas de Listeria spp.

As superficies utilizadas nas indastrias de alimentos sdo frequentemente uma fonte de
contaminacdo cruzada com patégenos alimentares e consequentemente causam riscos de
intoxicagdo alimentar. Vidro, ago inoxidavel e os polimeros aparecem como 0s materiais mais
comumente utilizados para superficies de contato com alimentos nas industrias. Por isso, grande
parte dos estudos que avaliam a adesdo microbiana utilizam esses tipos de superficies para
verificar a formagdo dessas grandes comunidades de biofilmes. A adesdo nesses materiais
acontece da seguinte forma: latex > polietileno > PVVC > polipropileno > aco inoxidavel > vidro
(MEYER, 2003; VIDACS et al., 2018). Esses resultados podem explicar os encontrados no
presente estudo que obteve respostas de maior adesdo nos polimeros e menos adesdo no ago
inoxidavel e no vidro.

De acordo com o presente estudo, as células de S. aureus conseguiram se aderir em todos
0s substratos avaliados. Embora cada tipo de substrato tenha um tipo de carga elétrica,
hidrofobicidade e condigdes ambientais diferentes, foi possivel observar que tanto em superficies
hidrofobicas como hidrofilicas ocorreu esse processo de adesdo. Esses resultados podem ser
comparados com um recente estudo que explica a capacidade do S. aureus de aderir ao vidro
(hidrofilico) e ao polietileno (hidrofobico) (KOUBALI et al., 2021). A adesdo microbiana a um
substrato é explicada por ser resultado de muitas interagdes entre a célula microbiana e a superficie
de contato, além disso, o efeito da hidrofobicidade na ades&o da bactéria ao substrato pode sofrer

alteracdes por diferentes microrganismos e por diferentes materiais (BILGILI et al., 2020).
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A superficie do material aderente tem grande influéncia no fenémeno de ades&o bacteriana
e, consequentemente, com a formacdo do biofilme. O vidro e o ago inoxidavel por exemplo
apresentam superficies hidrofilicas, enquanto os polimeros sao hidrofébicos (BAN et al., 2014).
Mas isso ndo significa que necessariamente essa hidrofobicidade de cada substrato pode
determinar em que material a bactéria serd aderida de forma mais significativa, levando em
consideracdo que as propriedades das superficies das células bacterianas podem sofrer
modificacdo por diversos fatores como o tipo de meio de cultura usado, as condicdes de
crescimento e os diferentes métodos de estudos utilizados durante os experimentos (Tomi¢ic et al,
2016). Além disso, a carga da superficie celular também afeta a adesdo bacteriana as superficies
por meio de forcas eletrostaticas atrativas ou repulsivas (KOUBALI et al., 2021).

Os resultados do presente estudo também podem estar relacionados com a influéncia da
rugosidade e porosidade apresentada por cada superficie avaliada. Como é explicado no estudo
realizado por Yu et al. (2021), a rugosidade dos materiais tem influéncia no aumento da formagao
do biofilme, dessa forma, o estudo avaliou a rugosidade de quatro superficies, sendo elas vidro,
PVC, aco inoxidavel e borracha, dessas superficies 0 cupom de vidro apresentou a menor
rugosidade. Esses resultados colaboram com os encontrados no presente estudo, que apresenta o
vidro como a superficie com menor adesdo, diferente por exemplo do aco inoxidavel, do
polipropileno e polietileno de alta e baixa densidade que obtiveram uma arquitetura mais
estruturada de acordo com as imagens apresentadas pelo MEV. Por outro lado, estudos tém
mostrado resultados contraditorios ao comparar a rugosidade da superficie com o aumento da
adesdo bacteriana, como mostra no estudo de Koubali et al., (2021), em que a rugosidade das
superficies ndo afetou a adesdo microbiana, pois a taxa de células de S. aureus ATCC 25923
aderidas foi maior no vidro do que no polietileno.

A temperatura também é um fator contribuinte na capacidade de bactérias formarem
biofilme, todavia, temperaturas baixas assim como temperaturas altas podem favorecer a adesé@o
microbiana. Neste experimento foi usada a temperatura de 15°C por um periodo de 7 dias para o
desenvolvimento do biofilme por S. aureus, essa temperatura foi escolhida devido a sua relevancia
no processamento de alimentos. Temperaturas de 15°C, 25°C e 37°C foram usadas em um estudo
que avaliou a formacao de biofilme de S. aureus em superficie de aco inoxidavel, e os resultados
apresentaram uma multiplicacdo constante da populacéo de células tanto em 15°C como em 25°C
(KIM; KIM; KANG, 2020). Esse estudo colabora com a presente pesquisa que também encontrou
um crescimento constante e formacdo de biofilmes maduros em superficie de aco inoxidavel em
temperatura de 15°C. A adesdo microbiana em superficie de aco inoxidavel sob baixas

temperaturas utilizando cinco cepas de S. entérica também foi observada em um estudo anterior,
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dessas cinco cepas, a S. Typhimurium apresentou a maior probabilidade de adesdo ao aco
inoxidavel mesmo em uma temperatura baixa de 15 °C (MORAES et al., 2018).

Os resultados de adesd@o nos polimeros apresentados no presente trabalho mostram que em
todos os tipos de materiais utilizados houve o processo de adesdo. Observa-se que mesmo 0s
polimeros apresentando propriedades hidrofébicas, ocorreu essa adesdo nas superficies de
contato. Resultados de um estudo apresenta formacao de biofilme em superficie de polipropileno
e aco inoxidavel a partir de cepas de S. aureus e de Salmonela spp. O estudo consta que o tipo de
superficie ndo teve influéncia na formacdo do biofilme por S. aureus e Salmonella spp. em
condigBes de monoespécie e ambos 0s microrganismos mostraram a mesma capacidade de
desenvolver biofilmes (INIGUEZ-MORENO et al., 2018).

As industrias de processamento de alimentos sao ambientes propicios para a proliferacao
microbiana. Embora haja um excelente controle de qualidade, alguns residuos organicos
instalados em areas de dificeis acesso podem ndo ser atingidos no momento da limpeza e
sanitizacdo, podendo ser fontes de nutrientes para que ocorra o desenvolvimento do biofilme. A
formacdo de comunidades de biofilmes existe como uma excelente estratégia de sobrevivéncia
para a bactéria S. aureus, pois o biofilme serve como uma camada protetora podendo ser mais
resistente aos ataques ambientais do que as células na forma plancténica (MAIA et al., 2020) e
esse fator pode contribuir para a ocorréncia de surtos de doencas veiculadas por alimentos.

Dessa forma, a industria de alimentos deve dar uma aten¢do mais voltada para a selecédo
das superficies de contato com o alimento, além de desenvolver programas de limpeza e
higienizacdo com o objetivo de evitar o acimulo de residuos alimentares para entdo prevenir a

fixacdo bacteriana.

3.4 CONCLUSAO

Os resultados dessa pesquisa revelam que a adesdao microbiana a partir da cepa padréo de
S. aureus ATCC 25923 ocorreu em todos 0s substratos utilizadas no experimento, essa adeséo a
uma superficie de contato é resultado de muitas interacGes entre o substrato e a célula aderida.
Portanto, para uma melhor compreenséo sobre esse fendmeno de adesdo microbiana, modelagens
preditivas sdo aplicadas com o objetivo de encontrar respostas satisfatorias na formacdo do
biofilme. No presente estudo foi realizada a modelagem por meio do ComBase Predictor com
base no modelo Completo de Baranyi e Roberts e todas as predi¢Ges foram satisfatorias para todos
0s parametros obtidos no estudo tanto para as células plancténicas como para as células sesseis.
Em relacdo a temperatura de 15°C utilizada no estudo, indica que mesmo sob baixas temperaturas

uma célula microbiana consegue se multiplicar e formar biofilme, apresentando risco de
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contaminacéo para a industria de alimentos. Dessa forma, de todas as superficies do estudo, os
polimeros apresentaram menor fase de adaptacdo e maior formacéo de biofilme nos substratos do
que o vidro e 0 aco que apresentaram uma maior fase de adaptacdo de acordo com a predicao
microbiana. Diante disso, é importante estabelecer sempre uma boa manipulacdo e conservagao
dos alimentos mesmo sob baixas temperaturas, para que a taxa de multiplicagdo microbiana seja
controlada e que ndo ocorra danos a saude do consumidor. Portanto, mais estudos devem ser
realizados a fim de prever a multiplicagdo de outras bactérias patogénicas na formacgédo de

comunidades de biofilmes.
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4 CONCLUSAO

A capacidade do S. aureus colonizar superficies que entram em contato com alimentos em
baixas temperaturas utilizadas na industria alimenticia pode contribuir para a persisténcia da
bactéria nos ambientes de processamento de alimentos, aumentando consequentemente 0s riscos
de contaminagéo cruzada.

Diante disso, ao avaliar a dindmica da multiplicacdo do S. aureus em suas fases
planctdnicas e sésseis, foi observado que a partir da predicdo microbiana € possivel verificar todas
as etapas em que ocorre essa contaminacdo durante os processos na inddstria. A microbiologia
preditiva € uma maneira positiva de prevenir os estagios na formacao de comunidade de biofilmes,
sendo eficaz na busca de respostas que previnem essa multiplicacdo dos microrganismos.

Portanto, torna-se cada vez mais necessario a aplicacéo de estudos que abordem estratégias
no controle microbiano, evitando assim possiveis contaminagdes cruzadas, além disso, €
importante melhorar as condic¢Oes de higiene para controlar o surgimento de biofilmes no setor
alimenticio para assim evitar os riscos de problemas de salde publica.

Estudos mais aprofundados sdo necessarios para compreender melhor o fenémeno de
adesdo do S. aureus assim como de outros microrganismos, com a finalidade de analisar todas as
caracteristicas e propriedades das superficies com possiveis modificacdes tanto das superficies
dos substratos como das células. Além disso, deve ser explorado mais os diversos modelos
existentes de microbiologia preditiva, a fim de encontrar respostas positivas a partir dos diferentes
ensaios realizados, para que cada vez mais tenham estudos que contribuem na busca por solucGes

alternativas na eliminacdo eficaz dos biofilmes na inddstria de alimentos.
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APENDICE A — Média e desvio padrio da contagem de células séssil em

superficies de vidro, aco inoxidavel, polipropileno, polietileno de alta

densidade e polietileno de baixa densidade

Célula Séssil 15°C

log'® UFC/cm?
Temoo Vidro Aco inoxidavel Polipronileno Polietileno Alta Polietileno Baixa
P ¢ prop Densidade Densidade

0 0,698 +0,173% 0,602 + 02 1,309 +0,281° 2,360 + 0,099¢ 2,291 + 0,207¢
24 0,857 + 0,241% 0,602 + 02 1,309 + 0,281 3,055 + 0,020% 2,257 +0,107¢
48 2,319 +0,175¢ 2,265 + 0,201°¢ 1,309 +0,281° 4,328 +0,1429" 3,286 + 0,189¢f
72 4,105 + 0,0939" 3,814 + 0,134 2,773 + (Qcde 5,479 + 0,031Km 4,378 + 0,2029"
96 4,605 + 0,239 4,452 +0,092"1 2543 +0,522° 7,606 +0,054% 5,431 + 0,090k
120 5522 +0,026K™ 5057 +0,195% 5003+0,4145% 6484 +0,248° 5923+ 0,070
144 6,057 +0,108™° 5562 +0,170K™ 6327 +0,150°° 6,895+ 0,181° 6,146 + 0,163
168 4,654 + 0,298" 5,044 +0,048%  5335+0,097¢ 5408 +0,052K 5,489 + 0,069K™
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Resumo

E necessario garantir a qualidade e a seguranca dos alimentos durante todas as etapas da producio
de alimentos. O grande desafio no setor de alimentos é o controle da multiplicacdo microbiana,
pois 0s microrganismos estéo buscando alternativas, que envolvem o seu desenvolvimento tanto
na forma livre quanto em biofilmes, para sobreviver a ataques ambientais. Devido a essa
preocupacao, 0s pesquisadores usam novas estratégias para entender a dinamica do crescimento
microbiano. Nesse contexto, a microbiologia preditiva esta ganhando espaco na microbiologia
de alimentos. O objetivo do estudo foi verificar se os atuais modelos preditivos sdo adequados
para prever também o crescimento de células sésseis além das planctonicas. Realizou-se um
levantamento bibliogréfico sobre a aplicacdo da microbiologia preditiva na avaliagdo do controle
de seguranca alimentar e concluiu-se que, devido a escassez de estudos, ndo foi possivel afirmar
a adequacdo de modelos terciarios no controle de biofilmes durante a producao de alimentos.
Destaca-se a necessidade de estudos que possam modelar a formacéo de biofilme de patdgenos
sob diferentes fatores ambientais.

Palavras-chave: Andlise bibliométrica; Células planctonicas; Células sésseis; Controle de

qualidade; Predi¢cdo microbiana.
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Abstract

It is necessary to ensure food quality and safety during all stages of food production. The major
challenge in the food sector is the control of microbial multiplication, as microorganisms are
increasingly looking for alternatives, which involve their development, both in free form as in
biofilm, to survive environmental attacks. Due to this concern, researchers use new strategies to
understand the dynamics of microbial growth. In this context, predictive microbiology is gaining
space in food microbiology. Therefore, the objective of the study was to verify whether the
current predictive models are adequate to predict the growth of sessile cells, as well as planktonic
cells. A bibliographic survey on the application of predictive microbiology in the evaluation of
food safety control was carried out, and we concluded that, due to the scarcity of studies, it was
not possible to state the adequacy of tertiary models in the control of biofilms during food
production. We highlight the need for studies that can model the formation of biofilm of
pathogens under different environmental factors.

Keywords: Bibliometric analysis; Microbial prediction; Planktonic cells; Quality control;

Sessile cells.

Resumen

Es necesario garantizar la calidad e inocuidad de los alimentos durante todas las etapas de la
produccién de alimentos. El principal desafio en el sector alimentario es el control de la
multiplicacién microbiana, ya que los microorganismos buscan alternativas, que implican su
desarrollo tanto en forma libre como en biofilms, para sobrevivir a los ataques ambientales.
Debido a esta preocupacion, los investigadores utilizan nuevas estrategias para comprender la
dindmica del crecimiento microbiano. En este contexto, la microbiologia predictiva esta ganando
espacio en la microbiologia de los alimentos. El objetivo del estudio fue verificar si los modelos
predictivos actuales son adecuados para predecir el crecimiento de células sésiles, asi como se
usan para planctonicas. Se realizo una busqueda bibliografica sobre la aplicacion de la
microbiologia predictiva en la evaluacion del control de seguridad alimentaria. Con base en la
investigacion realizada, se concluyd que, debido a la escasez de estudios, no fue posible afirmar
la idoneidad de los modelos terciarios en el control de las biopeliculas durante la produccion de
alimentos. Destacamos la necesidad de estudios que puedan modelar la formacién de biopeliculas
de patodgenos bajo diferentes factores ambientales.

Palabras clave: Analisis bibliométrico; Células plancténicas; Células sésiles; Control de

calidad; Prediccion microbiana.



