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RESUMO

Biofilmes bacterianos na industria de alimentos frequentemente sao prejudiciais,
uma vez que podem abrigar patdgenos e deteriorantes que contaminam os
produtos. Este trabalho se propds a avaliar e correlacionar o papel dos fatores de
adesao e da hidrofobicidade na formacgao de biofilmes em diversos materiais. Leite
in natura foi aliquotado em tubos contendo corpos de prova constituidos de vidro,
polipropileno, ago inoxidavel e pano de algodao e incubados em 10 °C e 25 °C.
Apos 2 h, 5 h e 8 h de contato, as células ndo aderidas foram removidas da
superficie dos materiais, e as aderidas contadas em PCA. Foram isolados e
identificados microrganismos dos biofilmes, sendo verificada a producdo de
capsula (coloragdo com vermelho congo), fimbria (hemaglutinagdo em placa),
hemolisinas (agar sangue) e proteases (agar leite). As hidrofobicidades celular e
dos materiais foram determinadas pelos testes de agregacdo com sulfato de
amonio e do angulo do raio da gota séssil, respectivamente. Verificou-se a adeséao
de consorcios formados por E. coli, S. aureus e B. cereus. Os 103 isolados obtidos
pertencem, principalmente, a espécies da familia Enterobacteriaceae (46) e do
género Staphylococcus (45). Na producéo de fatores de viruléncia, 50,4% dos
isolados produziram capsula, 48,5% produziram fimbria, 55,3% hemolisina e
20,3% proteases. Dos microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, 86,6% e
84,4% foram positivos para o teste de hidrofobicidade, respectivamente. O ago
inoxidavel foi o material mais hidrofébico testado, seguido por polipropileno e
vidro. A temperatura de 25 °C e o polipropileno foram os maiores favorecedores
de adesao dos consorcios bacterianos.

! Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente —

Microbiologia do Ambiente, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
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ABSTRACT

Bacterial biofilm represents a concern to food industry, once they can harbour
pathogenic microorganisms which cause food contamination. The present study
evaluated and correlated the role of adhesion factors and hydrophobicity in biofilm
formation in different materials. Raw milk samples were aliquoted into test tubes
with pieces of glass, polypropylene, stainless steel and cotton cloth, and they were
incubated at 10 °C and 25 °C. After 2, 5 and 8 hours, the non attached cells were
removed from the pieces and the attached cells were enumerated in PCA agar.
The microorganisms from the biofiims were isolated and identified and the
production of capsule (Congo red staining), fimbriae (hemaglutination), hemolysins
(Blood Agar) and proteases (milk agar) were verified. The cellular and material
hidrophobicity were determined by Ammonium Sulphate agglutination and contact
angle measurement, respectively. The adhesion of E. coli, S. aureus and B. cereus
consortium cells were also analysed. The 103 identified isolates from the raw milk
belonged mainly to Enterobacteriaceae species (46) and to Staphylococcus genus
(45). As regards the virulence factor production, 50.4% were capsule producers,
48.5% were fimbriae producers, 55.3% produced hemolisin and 20.3% produced
protease. Among Gram positive and Gram negative microorganisms, 86.6% and
84.4% respectively, were positive for the hydrophobicity test. Among the analysed
materials, the most hydrophobic one was the stainless steel, followed by the
polypropylene and the glass. The adhesion of the consortium cells were favored
mainly by the 25 °C temperature and the polypropylene conditions.
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1. INTRODUCAO

Na sociedade atual, a procura por produtos alimenticios industrializados
aumenta a cada dia. Concomitantemente, ha um aumento crescente na
preocupacdo com a seguranga do alimento da populagdo, e que tem sido
compartilhada por profissionais de diversas areas. Essa preocupacdo manifesta-
se tanto no sentido de fiscalizar o processo de produgao dos alimentos, quanto no
desenvolvimento de pesquisas cientificas que busquem trazer subsidios com o
intuito de direcionar e aperfeicoar as técnicas e processos que compreendem
aquilo que chamamos de Tecnologia de Alimentos.

Entretanto, apesar de terem sido objeto de diversas pesquisas,
industrias como as de processamento de leite ainda enfrentam varios problemas,
como o0s que se referem aos processos de limpeza e sanificacdo dos
equipamentos. Isso, principalmente devido a formacao de biofilmes microbianos
nos equipamentos da linha de producdo, aumentando a resisténcia dos
microrganismos aderidos aos tratamentos antimicrobianos aplicados, permitindo
que estes se multipliguem e, eventualmente, contaminem os alimentos com os

quais entram em contato.



Uma vez que boa parte dos microrganismos patogénicos presentes no
leite &€ capaz de organizar-se em biofilmes, as consequéncias da formagao destes,
sdo alimentos com uma carga microbiana acima do permitido pela legislagao,
muitas vezes composta de grande numero de patdgenos e cuja presenga acaba
colocando em risco a saude do consumidor. Considerando o fato de que o leite é
consumido por uma parcela significativa da populagdo que apresenta alguma
deficiéncia imunoldgica (criangas, idosos e adultos imunocomprometidos),
alteragcdes de ordem microbioldgica nesse alimento representam sério problema
de saude publica. Além disso, o aumento da carga microbiana do produto reduz
significativamente sua vida de prateleira, resultando em prejuizos financeiros
também para a industria de alimentos.

Devido a isso, a formagao de biofilmes nas industrias de alimentos deve
ser evitada, utilizando-se para tal, higienizagcbes frequentes o suficiente para
prevenir sua formagao ou evitar o aumento de seus niveis de adesao e espessura,
que dificultam a limpeza. Como a formacao dos biofilmes no ambiente industrial
pode ocorrer em questio de poucas horas, seria necessaria a interrupcao da linha
de fabricagcao dos produtos lacteos diversas vezes ao dia, algo que também nao é
viavel, sob o ponto de vista econémico. Alias, o alto risco microbiolégico de alguns
produtos colocados a venda € devido justamente a supervalorizagdo da produgao
em detrimento da qualidade alimentar.

Vidro, aco inoxidavel, polipropileno e pano de algoddo sao materiais
frequentemente encontrados nas industrias de laticinios, sendo empregados na

confeccdo de tanques de armazenamento, superficies de manipulagdo (aco



inoxidavel), férmas, superficies de corte (polipropileno), acessoérios (pano de
algodéo), constituintes de tubulagdes e revestimento de recipientes (vidro), entre
outras finalidades.

Entre os fatores relacionados com a formacdo dos biofilmes nos
equipamentos da industria, podemos citar caracteristicas fisicas e quimicas do tipo
de material com o qual estes sdo confeccionados. Nesse sentido, a escolha de
materiais que dificultem a adsor¢cdo de matéria organica e microrganismos é
fundamental.

Este trabalho se propb6s a avaliar a aderéncia de microrganismos
contidos no leite sobre materiais utilizados na industria de processamento de leite:
vidro, polipropileno, acgo inoxidavel e pano de algodao, buscando determinar a
influéncia que tém os fatores tempo, temperatura e producdo de fatores de
viruléncia sobre a adesdo. Além disso, pretendeu-se estudar a aderéncia de
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Escherichia coli a esses materiais,
isoladamente ou em consoércio. A contribuicdo deste trabalho se deu no sentido de
fornecer informacdes a industria de alimentos e a pesquisas que busquem

alternativas em relagdo ao controle microbiolégico nesse nivel.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biofilmes e a industria de alimentos

Atualmente, o habito de processar alimentos em larga escala através de
linhas de produgao tem se tornado cada vez mais corriqueiro. A pressao exercida
por parte dos consumidores vem no sentido de que esses alimentos
industrializados tenham sua carga de conservantes reduzida, sem que, entretanto,
sejam diminuidas a vida de prateleira do produto e suas propriedades sensoriais.
Devido a isso, surgiu a necessidade de desenvolver métodos de controle
microbiolégico em nivel de industria, que possam garantir a seguranga do
alimento, mas que nao sejam invasivos a ponto de descaracteriza-lo
sensorialmente.

Porém, o desenvolvimento de tais métodos de controle ndo tem sido
uma tarefa facil, principalmente devido a formagdo dos chamados “biofiimes
microbianos” nos equipamentos da industria. O processo de automatizacdo das
industrias e o desenvolvimento de equipamentos mais complexos, 0s quais
propiciam um grande numero de nichos para a adesdao e o crescimento de
microrganismos, contribuem para o aumento destes biofilmes (Pompermayer &
Gaylarde, 2000). Embora superficies de equipamentos ou utensilios que entram

em contato com alimentos durante o processo de industrializacdo ndo devam



contaminar ou aumentar a incidéncia de microrganismos, sejam deteriorantes ou
patogénicos, sabe-se que, sob determinadas condigdes, estes se depositam,
aderem, interagem com as superficies e iniciam o crescimento celular. A
multiplicacdo forma microcolénias e, quando a massa celular é suficientemente
grande para agregar nutrientes, residuos e outros microrganismos, esta formado o
que se chama de biofilme microbiano (Zottola & Sasahara, 1994).

De maneira mais abrangente, biofiimes podem ser definidos como
“‘populacdes microbianas envolvidas em uma matriz e aderidas umas as outras
e/ou a superficies ou interfaces” (Costerton et al., 1995). O biofime & uma
estrutura porosa e complexa, formada por uma ou mais espécies de
microrganismos, onde as bactérias formam microcolénias rodeadas de grandes
quantidades de exopolissacarideos. Entre as microcolénias, existem canais para
abastecimento de agua, que promovem o influxo de nutrientes e o efluxo de
produtos de metabolismo (Figura 1). Andlises bioquimicas da estrutura de
exopolissacarideos (EPS) revelam que os biofilmes s&o hidrogéis. Trata-se de
uma forma de organizagao microbiana que predomina tanto na natureza quanto
em sistemas hospitalares e industriais (Izquierdo & Hernandez, 2002; Stoodley et

al., 2004).
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FIGURA 1: Modelo de estrutura do biofilme (adaptado do Center for
Biofilm Engineering, Montana State University, USA).

A estrutura de um biofilme maduro é profundamente influenciada pelas
condicbes do ambiente em que ele se formou, como a natureza do material,
disponibilidade de nutrientes, hidrodinamica, espécies de microrganismos
presentes, grau de contaminagdo microbiana, entre outros (Stickler, 1999;
Ludensky, 2003). Assim, cada biofiime é diferente em esséncia, inexistindo um
modelo capaz de contemplar todas as variaveis (Meyer, 2003). Sabe-se que a
estrutura de um biofilme maduro pode variar de uma fina camada de microcoldnias
(ambientes oligotréficos), até uma densa concentragdo de microrganismos
organizados em multicamada, como os biofilmes da placa dental e de cateteres
urinarios (Stickler, 1999; Poulsen, 1999).

No biofilme, por estarem embebidas em uma matriz polimérica, as
células microbianas sado diferentes de quando em suspensdo. Essa diferenca
manifesta-se principalmente na resisténcia aos agentes antimicrobianos utilizados

na desinfeccdo dos equipamentos, a qual aumenta consideravelmente, de 10 a



100 vezes (Forsythe, 2002). Uma vez que diversas condicbes de estresse -
principalmente com relacdo a disponibilidade de nutrientes - sdo capazes de
induzir a formagao de microcol6nias, a formagao de biofilmes, em alguns casos,
pode ser entendida como uma resposta adaptativa as condi¢gdes do meio, talvez
pela maior concentragdo de nutrientes na superficie do que em suspensao (Hood
& Zottola, 1995; Webb et al., 2003, Stoodley et al., 2004).

Cabe ressaltar também que a organizacédo de populagées microbianas
em biofilmes fornece a elas varios outros beneficios além da resisténcia a
antimicrobianos, como a criacdo de um micronicho préprio, protecdo contra
dessecacdo, aumento da disponibilidade de nutrientes e de sua absorcao através
dos polissacarideos extracelulares (Meyer, 2003).

Dessa maneira, a formagao de biofilmes microbianos nos equipamentos
da linha de producdo de uma industria de alimentos € motivo de preocupacao,
uma vez que muitos dos microrganismos patogénicos ou esporulados associados
aos alimentos sdo frequentemente encontrados em biofilmes. Logo, existiria a
possibilidade de transferéncia de microrganismos dos biofilmes para os alimentos
que entram em contato com as superficies onde eles estdo formados (Poulsen,
1999), tornando o biofilme um ponto critico de contaminagdo dos alimentos por
microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes, aumentando a carga microbiana
do produto e gerando perdas de carater econdmico e de qualidade alimentar
(Meyer, 2003).

Assim, a contaminagao cruzada em industrias de alimentos, causada

principalmente pela presenca de biofilmes, torna-se um dos principais problemas a



serem enfrentados. Segundo Pompermayer & Gaylarde (2000), microrganismos
provenientes da matéria-prima in natura, do ambiente, dos manipuladores e de
outras fontes ganham entrada na linha de produgédo, sobrevivendo a limpeza e a
desinfeccdo dos equipamentos. Além disso, esse estudo reforcou o fato de que,
mesmo manipulando os alimentos em condigdes de baixas temperaturas, é
fundamental que se disponha de alimentos in natura de boa qualidade,
funcionarios bem treinados e rotinas de limpeza suficientemente frequentes.
Problemas decorrentes da formacgéao de biofilmes também sdo comuns
em industrias de processamento de leite. Nesse caso, a composi¢ao
microbiologica e seu numero, ja na matéria-prima sdo de extrema importancia
para a determinacdo da qualidade dos produtos finais obtidos apds a
pasteurizagcdo, principalmente porque no leite in natura podemos encontrar
microrganismos termorresistentes, produtores de endosporos e/ou de toxinas
resistentes ao calor, que podem vir a ser produzidas antes do tratamento térmico.
Como exemplo desses microrganismos pode-se citar Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus. O primeiro € importante degradador de alimentos
processados termicamente, uma vez que é capaz de produzir endosporos,
proteases e toxinas resistentes ao calor, estas, responsaveis por surtos de
toxinfecgdes alimentares em humanos. O segundo microrganismo, apesar de néao
sobreviver aos tratamentos térmicos, € um conhecido produtor de enterotoxinas
termoestaveis também causadoras de toxinfeccbes alimentares. Ambos sao

capazes de se organizar em biofilmes (Forsythe, 2002).



No entanto, a formacdo de biofilmes nem sempre €& prejudicial: em
industrias que produzem alimentos fermentados, biofilmes formados por bactérias
produtoras de acido acético em biorreatores sdo os responsaveis pela conversio
de diversos substratos em vinagre. Outro exemplo seria a utilizagdo dos biofilmes
para o tratamento aerdbio e anaerdbio de aguas, na tentativa de remover matérias

organica e inorganica (Gilbert et al., 2003).

2.2 Etapas da formacéao de biofilmes

A formacéao de biofilmes é um processo que possui varias etapas, cujo
numero varia conforme o autor. Segundo Stoodley et al. (2004), ha cinco etapas,
onde as duas primeiras sdo caracterizadas por uma fraca interagdo do
microrganismo com a superficie, seguida de forte adesao. As etapas trés e quatro
envolveriam a agregacdo de células em microcolénias, com crescimento e
maturagdo subsequente. O ultimo estagio seria o retorno a motilidade quando o
biofilme tem partes suas desagregadas.

Porém, a maioria dos autores divide o processo de formacdo de
biofilmes em duas fases principais (Figura 2): a fase reversivel, caracterizada pela
proximidade do microrganismo a superficie, e a fase irreversivel caracterizada
pela ligagdo entre microrganismo e superficie (Hood & Zottola, 1995; Kumar &
Anand, 1998; Gilbert et al., 2003).

Na etapa reversivel de formacédo dos biofilmes, a interacdo entre o
microrganismo e a superficie ocorre através de forgas de longo alcance (atragao

eletrostatica, forcas de Van der Waals) e forgcas de curto alcance (ligagbes
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quimicas e interagdes hidrofébicas). Essa adeséo inicial também esta diretamente
relacionada a disponibilidade de nutrientes (no meio ambiente e sobre a prépria
superficie) e a fase de crescimento em que o microrganismo se encontra. Nessa
etapa, as bactérias exibem movimento “browniano”, podendo ser facilmente
desagregadas da superficie com uma simples lavagem e tornando-se planctdnicas

novamente (Hood e Zottola, 1995; Kumar & Anand, 1998).

Deslocamento
do Biofilme
Forr-
Aproximagdo do Formacao de
microrganismo microcolénias
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Ades30 ireversivel £ “J %V <\X~ ,\L
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FIGURA 2: Etapas envolvidas na formagéo de biofilmes (Bento, 2001).

Ja a fase irreversivel de adesao, ocorre subsequentemente a fase
reversivel e caracteriza-se pela produgao de apéndices celulares como flagelos,
adesinas fimbrias e nao fimbrias, pili e uma grande quantidade de
exopolissacarideos (EPS) e fibrilas. Nessa fase, as forgas de curto alcance
incluem as interagdes dipolo-dipolo, pontes de hidrogénio, ligagbes idnicas e
covalentes, além das interagbes hidrofébicas. As fibrilas poliméricas formariam
uma ponte entre o microrganismo e o substrato, permitindo uma associacao dita

irreversivel, uma vez que apenas forgcas de grande intensidade seriam capazes de
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remover o biofilme formado. (Kumar & Anand, 1998). Se as forgas de interagao
forem intensas o suficiente, a célula produz EPS que a auxiliam na ancoragem
(Hood & Zottola, 1995).

Biofilmes sdo encontrados quase que exclusivamente em superficies
soélidas de ambientes umidos ou liquidos. Sua formagao muitas vezes é favorecida
nesses ambientes, pela difusdo ou fluxo de substancias organicas e inorganicas
em direcdo ao substrato, formando o chamado filme condicionante. O acumulo
desse filme condicionante leva a alta concentragédo de nutrientes no substrato, em
comparacao a fase fluida, sendo que o filme também é capaz de reter células
bacterianas, as quais passardo pelos eventos de formacdo de biofilmes
anteriormente descritos. Além disso, em certos ambientes como o hospitalar e o
da industria de processamento de alimentos, biofiimes podem ser formados em
superficies que entram em contato com os alimentos ou tecidos, através da
adsorcao de substancias e microrganismos a elas (Kumar & Anand, 1998). As
caracteristicas fisico-quimicas do substrato e do microrganismo sdo fundamentais

no favorecimento ou ndo da formacgao dos biofilmes.

2.3 Fatores que podem influenciar na formacéo de biofilmes

Existem varios fatores que condicionam a formacéo dos biofilmes. Um
dos principais esta relacionado com caracteristicas do proprio material que serve
de substrato a sua formagao. Segundo Poulsen (1999), parametros fisicos como
carga elétrica, hidrofobicidade e microtopografia do substrato sdo capazes de

influir no grau de adesao das células. Outros fatores que podem influenciar na
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adesao de microrganismos seriam a sua fase e taxa de crescimento, presenga de
matéria organica, sua deposicdo e acumulo no sistema pH e temperatura
ambientais (Meyer, 2003). Entretanto, existem poucas informagdes a respeito do
efeito da temperatura na adesdo de microrganismos patogénicos a superficies
utilizadas na industria de alimentos.

Conforme lzquierdo & Hernandez (2002), a capacidade de Escherichia
coli formar biofiimes é fortemente influenciada pelo ambiente nutricional
disponivel, proporcionado, nesse caso, por meios de cultura com diferentes
composicoes.

Os flagelos sdao apéndices bacterianos relacionados a formagao de
biofilmes, embora haja controvérsias com relagdo a isso. Bactérias flageladas
teriam melhores condicbes de aderir em ambientes com acumulo de nutrientes,
como aqueles proximos a um substrato soélido, chegando mais rapidamente ao
local e tendo uma vantagem sobre competidores ndo méveis. Além disso, a
motilidade de alguns microrganismos em biofiimes poderia influenciar na
variabilidade genética ali encontrada (Zottola & Sasahara, 1994, Poulsen, 1999).

Conforme Whitchurch et al. (2002), a capacidade de alguns
microrganismos, como P. aeruginosa, em transportar DNA para o meio
extracelular através de vesiculas (sem envolver lise) poderia estar diretamente
relacionada a formagao de biofimes. A degradagcdao do material genético por
DNAse | inibiu fortemente a adesado deste microrganismo, embora néo tenha sido

capaz de inibir seu crescimento. Esse estudo sugere que a presenga de acidos
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nucléicos em exopolissacarideos poderia ter uma importancia além da meramente
estrutural (Hall-Stoodley & Stoodley, 2002).

E importante frisar também, que a formagdo dos biofilmes é controlada
geneticamente, através de um processo complexo e multifatorial, onde condigbes
nutricionais do meio e outras caracteristicas ambientais seriam decisivas. Entre os
possiveis reguladores na adesédo irreversivel estaria o gene csrA, inicialmente
envolvido com o metabolismo de nitrogénio e cuja inibicado foi capaz de permitir a
adesdo, mesmo na auséncia de apéndices celulares. Além disso, existem
especulagdes de que o glicogénio poderia ser a principal fonte de energia para a

sintese de fatores de adeséao na fase estacionaria (Jackson et al., 2002).

2.3.1 Hidrofobicidade celular

Ha indicios de que a hidrofobicidade da célula bacteriana seja
fundamental para sua adesdo a uma superficie solida, embora a formacgédo de
biofilmes seja um processo multifatorial. Di Martino et al. (2003) em seu estudo
envolvendo Klebsiella pneumoniae, constataram uma correlagdo positiva entre
hidrofobicidade da superficie celular e aderéncia a superficies inertes, em um nivel
de significancia inferior a 0,025. Além disso, existem diversos trabalhos
relacionando hidrofobicidade celular com patogenicidade (Ljungh et al., 1985;
Qadri et al., 1988).

Alguns autores tém reportado que a habilidade de uma superficie em
fixar macromoléculas esta relacionada a tensao superficial, a carga da superficie e

a varios outros fatores, como pH e temperatura. Superficies hidrofébicas, com
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energia de superficie relativamente baixa, seriam as maiores favorecedoras da
adesao de microrganismos. Além disso, bactérias com uma superficie nao
hidrofébica, teriam menor probabilidade de colonizar materiais hidrofébicos,

invertendo-se a situacdo em substratos hidrofilicos.

2.4 Adesédo de microrganismos aos materiais

A adesdo de microrganismos aos materiais, como mencionado
anteriormente, pode ou ndo ser considerada um problema, dependendo do
ambiente em que essa adesdo se manifesta. Em muitos casos, onde a carga
microbiana planctdnica (células isoladas em suspensdo) ndao € considerada
prejudicial, a desinfecgéo tornar-se-ia muito mais facil, havendo a prevengao da
adesdo dos microrganismos. Em virtude disso, tém sido realizadas varias
tentativas para identificar materiais que ndo promovam ou, até mesmo, impegam a
formacao de biofilmes (Meyer, 2003).

Um dos materiais mais utilizados pela industria de alimentos € o aco
inoxidavel. Ele pode ser considerado ideal para esse tipo de processamento, uma
vez que é quimica e fisiologicamente estavel em diversas temperaturas, de facil
limpeza e possui alta resisténcia a corroséo, embora apresente alto custo (Peng et
al., 2001).

O polipropileno, por sua vez, € um material também resistente, mas de
baixo custo. Por causa disso, esta se tornando mais popular nas industrias, sendo
o constituinte de tanques, acessorios e superficies de corte. Devido a isso, o

estudo das possibilidades de contaminagao cruzada de alimentos, determinando a
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taxa de adesao bacteriana e a formacé&o de biofilmes nesse tipo de material torna-
se muito importante (Pompermayer & Gaylarde, 2000).

O vidro também é um material utilizado nas industrias de alimentos.
Devido a sua alta carga elétrica superficial, possui a capacidade de adsorver um
grande numero de solutos dissolvidos, os quais condicionam a formagao dos
biofilmes, por facilitar a adesdo de microrganismos sobre eles (Zottola &
Sasahara, 1994).

Entretanto, na classificacdo de diversos materiais quanto ao
favorecimento da formagao de biofilmes apresentada por Meyer (2003), o vidro
aparece como 0 material que menos favorece a adesao microbiana, seguido de
aco inoxidavel, polipropileno, poli (cloreto de vinila) — PVC - entre outros. Porém,
ainda segundo o autor, essa classificagao deve ser interpretada com cautela, uma
vez que os resultados podem variar conforme a espécie bacteriana em estudo, e
com as condigdes de realizacéo do teste.

Conforme Zottola & Sasahara (1994), a superficie celular de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas em pH neutro é carregada negativamente,
variando conforme o microrganismo e o ambiente de crescimento. Outros estudos
demonstram que muitas superficies inertes também sdo negativamente
carregadas. Porém, a similaridade de cargas entre o microrganismo e o substrato
provoca uma repulsdo eletrostatica entre eles. Devido a isso, a ocorréncia de
células que sao atraidas ao substrato e que se mantém aderidas a ele (sésseis),
muitas vezes esta relacionada a produgdo de exopolimeros de ancoragem, os

quais nao séao influenciados pelas mesmas condi¢des eletrostaticas.
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Segundo Pompermayer & Gaylarde (2000), as bactérias aderem
imediatamente as superficies com as quais entram em contato, mesmo em baixas
temperaturas. Obviamente, a producdo de biomassa depende do tempo, mas
devemos considerar a presengca de microrganismos capazes de se reproduzir

também em baixas temperaturas, como Bacillus cereus, por exemplo.

2.5 Fatores de viruléncia bacteriana e formagao de biofilmes

A adesao de bactérias a interfaces sélido/liquido € um fenémeno natural
e uma importante propriedade associada com a habilidade da bactéria de formar
biofilmes aderentes (Peng et al., 2001). Caracteristicas de superficie da bactéria,
incluindo hidrofobicidade da superficie celular e carga relativa da superficie, bem
como a presenca de estruturas celulares superficiais, flagelo, fimbria,
exopolissacarideos e acidos nucléicos tém sido apontados por afetarem a adeséao
das bactérias (Zottola & Sasahara, 1994; Whitchurch et al. 2002). Isso demonstra
que ha uma possivel relacdo entre a expressdo de fatores de viruléncia e a
formacgao de biofilmes.

1.

2.5.1 Fimbria

Projecdes como fimbria e pili superariam a forga de repulsdo
eletrostatica entre célula e substrato, podendo auxiliar tanto na adesao da célula,
quanto na busca por regides de maior estabilidade, onde a microcolonia pudesse
se formar e iniciar o desenvolvimento do biofilme (Zottola & Sasahara, 1994). Di

Martino et al. (2003) demonstraram a relagao existente entre producao de fimbria
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tipo 3 por Klebsiella pneumoniae e a capacidade desta em formar biofilmes.
Linhagens da mesma bactéria ndo produtoras de fimbria tipos 1 e 3, por outro
lado, ndo foram capazes de formar biofilmes apds 48 horas de incubacao.

A fimbria tipo 1 esta diretamente relacionada a formacao de biofilmes,
uma vez que reconhece mono-oligossacarideos, presentes em moléculas de
glicoproteinas. Sua extremidade é afilada e contém principalmente as adesinas
FimG e FimH, podendo a FimF também ser encontrada. Trata-se de uma
importante determinante de viruléncia em E. coli e outros membros da familia
Enterobacteriaceae. Sua produgédo depende de, pelo menos nove genes, contidos
no grupo génico tipo 1 (Soto & Hultgren, 1999).

O apéndice denominado “curli” é frequentemente encontrado em E. coli
e Salmonella Enteritidis e se caracteriza por ser fino, irregular e altamente
agregado. E uma estrutura muito estavel, que requer tratamentos quimicos
bastante agressivos para desagrega-la, capaz de mediar a ligagdo entre o
microrganismo e diversas proteinas, como fibronectina e plasminogénio. Assim,
estaria diretamente relacionada a formacado de biofilmes em implantes clinicos
(Soto & Hultgren, 1999; Eiff et al., 2002).

Adesinas (glicoproteinas ou lipoproteinas em sua maioria) s&o
proteinas que se unem especificamente a receptores complementares de tecidos,
células procaridticas ou materiais abiéticos. Podem estar associadas a apéndices
filamentosos que protraem para o exterior da parede celular (fimbria e pili), ou ao
glicocdlice (adesinas nao fimbriais ou nao filamentosas). Cada microrganismo

pode produzir mais de um tipo de adesina, e uma tentativa bem sucedida de
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ligagcdo ao substrato € capaz de ativar a expressdao de outros genes no
microrganismo, responsaveis por sua maior patogenicidade. Além disso, existem
varias classes de adesinas, muitas delas espécie-especificas (Soto & Hultgren,
1999).

A sintese de adesinas, fimbrias ou nao, é dependente de parametros
ambientais, como temperatura, disponibilidade de nutrientes, ferro, entre outros.
Assim, fimbrias tipo 1 seriam preferencialmente sintetizadas na temperatura
corporal do hospedeiro, enquanto que as “curli’, teriam uma maior taxa de

produgao em temperatura ambiente (Emody et al., 2003).

2.5.2 Producéo de exopolissacarideos (EPS)

O termo exopolissacarideo, € um termo geral, utilizado para as duas
formas existentes de producdo de EPS: se a producgdo resultar numa camada
extracelular compacta e firmemente ligada a parede, o termo utilizado € capsula.
Ja a camada viscosa € uma camada de EPS desagregada e fracamente ligada a
parede celular. Alguns microrganismos podem produzir ambos os tipos de EPS,
enquanto outros sintetizam apenas um. Embora alguns microrganismos sejam
capazes de sintetizar essas substancias em qualquer condi¢cao de crescimento, é
importante frisar que a produgdo de EPS e sua espessura estdo diretamente
relacionadas a concentracdo de nutrientes presentes e sua disponibilidade
(Hassan et al., 2001).

Exopolissacarideos séo constituidos de carboidratos, proteinas e acidos

nucléicos, cuja composicdo varia conforme o microrganismo (Hall-Stoodley &
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Stoodley, 2002). Segundo Poulsen (1999), essas diferengcas manifestam-se
principalmente com relacédo a diferentes padrées de ligacdo entre os compostos
mais comumente encontrados (glicose, frutose, manose, galactose, piruvato, acido
manurdnico ou complexos baseados em acido glucurdnico).

Alteragdes na carga da superficie bacteriana e em sua energia livre tém
sido atribuidas a producédo de EPS. Estes atuariam tanto na formacao quanto na
manutencdo dos biofilmes, dando aos microrganismos muitas vantagens, em
comparagdo com a vida planctdnica, principalmente em termos de resisténcia a
adversidades (Poulsen, 1999).

A producéo de substancias poliméricas também é importante quando se
estuda as diversas interagbes entre microrganismos no biofilme. Isso, porque os
EPS produzidos por um microrganismo podem influenciar decisivamente na
adesao de outros ao biofilme, sendo relatadas também, interagbes entre os EPS
produzidos por espécies diferentes e pertencentes ao mesmo ambiente. Embora a
espécie que produza exopolimeros ndo os degrade em situagdes normais, é
possivel que uma espécie degrade as substancias produzidas por outra,
resultando na desagregacdo de partes do biofiime formado (Kumar & Anand,

1998).
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2.6 Microrganismos patogénicos envolvidos na formacdo de

biofilmes e analisados no presente estudo

2.6.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria anaerdbia facultativa Gram-
positiva. Trata-se de um microrganismo constituinte da microbiota nasal e
epidérmica de muitos individuos, podendo chegar até os alimentos de diversas
maneiras, principalmente através dos manipuladores. Devido a producédo de
enterotoxinas termoestaveis, esta frequentemente relacionado a casos de
gastrenterites.

Enterotoxinas estafilococicas sao proteinas de baixo peso molecular,
altamente termoestaveis, resistentes a coccdo ou a enzimas proteoliticas do trato
intestinal, podendo ser sorologicamente classificadas de A a |. Uma dose de toxina
equivalente a presenca de 10° microrganismos por grama, sera capaz de produzir
sintomas de contaminagao por Staphylococcus. Entre os sintomas decorrentes de
intoxicagdes alimentares causadas por esse microrganismo - e que costumam
aparecer poucas horas apos a ingestao - estdo nauseas, vomito e dor abdominal.
A doencga é geralmente autolimitante e costuma durar de 1 a 2 dias (Dinges et al.,
2000).

Staphylococcus aureus também é relativamente resistente as condicdes
do meio em que vive: pode tolerar a temperatura de 60° C por 30 minutos, é capaz
de suportar altas pressées osméticas, radiacdes, e até mesmo a dessecacgio, com

alguns limites. Como estratégia de controle do crescimento desse microrganismo,
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sugere-se a manutengdo do alimento em baixas temperaturas (Dinges et al.,
2000).

Esse microrganismo € associado a maioria dos casos de mastite em
bovinos, comprometendo tanto a saude do animal afetado, quanto a qualidade do
leite produzido, acarretando em prejuizos ao produtor. A capacidade de S. aureus
em colonizar a glandula mamaria de vacas esta fortemente relacionada a
producdo de fatores de viruléncia como a capsula, que favorece sua adesdo ao
tecido, conferindo resisténcia a fagocitose e a tratamentos com antimicrobianos.
Essa produgao é manifestada por linhagens microbianas coagulases-positiva e

negativa (Baselga et al, 1994; Vasudevan et al., 2003).

2.6.2 Bacillus cereus

Bacillus cereus é um bastonete Gram-positivo e anaerdbio facultativo. E
comumente encontrado em baixos niveis nos alimentos (< 102 UFC/g). Trata-se de
um microrganismo esporulado, muito comum no solo, em farinhas e
frequentemente encontrado no leite, onde é um dos responsaveis pela formagao
do coalho doce e de seu azedamento. Além disso, é considerado um dos
principais microrganismos responsaveis pela qualidade do leite pasteurizado e de
seus derivados (Peng et al., 2001).

Conforme Larsen & Jorgensen (1999), a germinagao dos esporos de B.
cereus psicrotroficos pode ocorrer em temperaturas inferiores a minima de

crescimento. Além disso, sua viabilidade apos a pasteurizagao chega a 95%. Em
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seu estudo, constataram que a contaminagdo ambiental do leite in natura por B.
cereus atua como fonte de endosporos, capazes de resistir ao processo de
pasteurizagdo, de germinar e inclusive de crescer exponencialmente a
temperatura de 7 °C.

Em concentragdes superiores a 10° UFC/g, é capaz de causar
intoxicagdes alimentares, as quais sdo subdivididas em dois tipos: diarréico (com
toxinas formadas durante crescimento no intestino delgado humano) e emético
(onde as toxinas termoestaveis sao pré-formadas no alimento). Ambos sao
autolimitantes e a recuperagdo ocorre dentro de 24 horas (Peng et al., 2001;
Finlay et al., 2002).

Segundo Finlay et al. (2002), B. cereus € capaz de produzir diversos
outros tipos de toxinas, como hemolisinas, fosfolipases e proteases. Porém, dentre
as produzidas em alimentos, a toxina emética parece ser a mais perigosa, uma
vez que sao atribuidas a ela problemas de acentuado risco de morte, como
faléncia hepatica. Essa producao de toxina emética, diferentemente do observado
para o género Clostridium, ndo coincide, obrigatoriamente, com o periodo de
esporulagcao dos isolados de B. cereus e parece estar relacionada com a aeracao,
uma vez que condi¢des anaerdbias ndo permitiram sua producéo.

Seus esporos tém uma habilidade especial em aderir a superficies de
aco inoxidavel, material comumente encontrado em industrias de processamento
de alimentos. A adesdo de suas células pode levar a formacao de biofilmes, os

quais sdo mais resistentes a higienizagao (Peng et al., 2001). Segundo os autores,
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a adesao dos endosporos de B. cereus as superficies estaria diretamente

relacionada com as condi¢des ambientais.

2.6.3 Escherichia coli

Trata-se de uma bactéria da familia Enterobacteriaceae, bastonete
Gram-negativo, anaredbia-facultativa que faz parte da flora intestinal normal de
animais de sangue quente, como o homem. Devido a isso, tem uma utilizagdo
bastante grande como microrganismo indicador de contaminacdo fecal nos
alimentos e na agua. Entretanto, possui linhagens patogénicas, causadoras de
diarréia bastante severa. Em seu estudo realizado no Rio de Janeiro, Da Silva et
al. (2001) constataram taxas de coliformes fecais acima do permitido pela
legislagdo para o leite pasteurizado tipo C, em trés diferentes marcas estudadas.
Altas contagens de E. coli que resistiram ao tratamento térmico foram igualmente
observadas, evidenciando falhas no processo de tratamento térmico, talvez devido
a formacgao de biofilmes, ou por baixa qualidade da matéria-prima (leite in natura).

Devido a sua capacidade em formar biofilmes espessos, E. coli tem
sido muito utilizada em modelos para estudos desse tipo (Peterson & Pitt, 2000).
Segundo Izquierdo & Hernandez (2002), sua habilidade em formar biofilmes
estaria diretamente relacionada com a disponibilidade de nutrientes no meio:

quanto maior a disponibilidade, mais evidente o biofilme.
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2.7 Controle da formacgéo de biofilmes

As alternativas mais apontadas para controlar a formagao de biofilmes
envolvem a construgcdo de equipamentos sem locais de dificil acesso para
limpeza/sanificacdo frequente e monitoramento dos fatores necessarios ao
crescimento de microrganismos - temperatura, agua e nutrientes — embora
biofilmes também possam ser formados em ambientes com essas limitagdes.
(Chmielewski & Frank, 2003). O tipo de material utilizado para a confecgdo dos
equipamentos e a maneira como € feita sua higienizagdo também sao
fundamentais, uma vez que equipamentos favorecem menos a adesdao de
microrganismos quando sdo novos, sem fendas, corrosdo e outras alteragcbes de
superficie provocadas pelo uso (Kumar & Anand, 1998).

Existem diversas técnicas de limpeza e categorias de agentes quimicos
de sanificacdo passiveis de serem utilizadas pela industria de alimentos, como
halogénios, compostos de amoénio quaternario, compostos fendlicos, acidos,
antibioticos e agentes gasosos (Yokoya, 1977). Sua forma de
utilizacdo/concentracdo dependera das caracteristicas do material a ser tratado,
da composi¢cao das sujidades e da carga microbiana presente, além, é claro, da
presenca ou nao de biofilmes. Nesse sentido, é preciso cautela na combinagao
dos agentes, para evitar incompatibilidade ou reducéo da eficiéncia (Chmielevski &
Frank, 2003).

Uma alternativa ao uso dos métodos tradicionais de desalojar biofilmes

na industria, embora onerosa, sdo os complexos enzimaticos. Estes atuam na
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matriz do biofilme, degradando sua estrutura exopolissacaridica e expondo os
microrganismos ao efeito dos sanificantes (Johansen et al. 1997).

Segundo Meyer (2003), existem trés estratégias basicas para tentar
resolver o problema dos biofiimes: desinfeccdo antes da formacado do biofilme,
desinfeccdo apds sua formacgao, ou utilizacdo de materiais que nao favoregam a
formacédo dos biofilmes, suplementando o meio com nutrientes. A melhor das
estratégias no combate aos biofilmes, acaba sendo prevenir sua formacgao,
utilizando combinagdes de agentes quimicos de sanificacdo (oxidantes e com
efeito residual) e efetuando procedimentos de limpeza frequentemente
(Mittelmann, 1998).

Entretanto, a adesdo dos microrganismos é um processo muito rapido,
ocorrendo em poucas horas, o que dificulta a adogdo dessa estratégia em
ambientes como o da industria de alimentos, onde podera ser inviavel
economicamente limpar os equipamentos com a frequéncia necessaria para
prevenir sua adesdo e a consequente elevacao da resisténcia aos sanificantes

(Pompermayer & Gaylarde, 2000; Meyer, 2003).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras de leite in natura

O leite in natura foi coletado em uma pequena propriedade rural
localizada no distrito de Linha Francesa Alta (Bardo - RS) e armazenado em
frasco estérii de 500 mL imediatamente apdés a ordenha. A amostra foi
transportada refrigerada a 4 °C até o laboratério e processada em até 4 horas

apo6s a ordenha.

3.2 Andlise da aderéncia bacteriana aos materiais

Foram pipetados 10 mL de leite in natura em tubos de ensaio estéreis
contendo chapas retangulares (24 mm x 12 mm x 1 mm) dos diferentes corpos de
prova: acgo inoxidavel (AISI 410 - Sulinox®), polipropileno (Bioplast®), pano de
algod&o (Ober S/A) e vidro (boro-silicato — Schott®). No total, foram 6 tubos para
cada tipo de material, contendo, em cada, um corpo de prova. Aos dois tubos
controle (tubos sem corpos de prova) foi aliquotado somente leite, em igual

quantidade. Apods, metade dos tubos foi incubada em 10 °C e o restante em 25 °C.
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3.2.1 Anédlise da formacdo de biofilmes e obtencdo dos

microrganismos de interesse

As leituras foram realizadas apds 2 h, 5 h e 8 h, contadas a partir do
momento da incubagdo. Nelas, procedeu-se a contagem dos microrganismos
aderidos (sésseis) aos corpos de prova pelo método de semeadura em superficie
em PCA (Plate Count Agar - HiMedia®).

Apods os periodos de incubagao, os corpos de prova foram retirados dos
tubos e lavados com 10 mL de solugdo PBS 1x (Salina Fosfatada Tamponada,
Apéndice 1) em cada face do material, para remover 0s microrganismos
fracamente aderidos. Em seguida, foram inseridos em tubos contendo 5 mL de
agua peptonada estéril (0,1%) e submetidos a sonicagao por 2 periodos de 10
minutos, em sonicador (USC 700 — Unique®) de 40 kHz + 6 kHz (Locatelli, 2001).

O liquido sonicado foi diluido serialmente em agua peptonada estéril
(0,1%), até diluicdo 10. De todos os tubos, 100 uL foram inoculados em placas
de agar PCA, para contagem total de microrganismos heterotréficos, em Agar
Baird-Parker, Agar Cereus (ndo suplementado com Polimixina B) e Agar Eosina
Azul de Metileno (EMB, Apéndice 1), para isolamento de S. aureus, B. cereus e E.
coli, respectivamente. Esse procedimento foi realizado para cada um dos tipos de
material suporte incubado nas diferentes temperaturas, e em cada tempo de
leitura.

As placas inoculadas foram incubadas por 24h em estufa a 30 °C

(isolamento de B. cereus), a 37 °C (isolamento de S. aureus e E. coli) e por 18 h —
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24 h a 25 °C, para contagem em PCA de microrganismos presentes no leite e

aderidos aos materiais.

3.2.2 Leitura dos tubos controle

Para estabelecer uma comparagao entre o numero de células aderidas
e 0 numero de células presentes no leite in natura, foi realizada, em cada uma das
leituras, a contagem do numero de UFC/mL do leite dos tubos sem corpo de
prova. Primeiramente, foi feita uma diluicdo serial até diluicio 10. Das diluigdes
102 e 10 foi retirada uma aliquota de 100 uL para contagem através de

inoculagédo em agar PCA pelo método de espalhamento.

3.2.3 Isolamento de microrganismos presentes nos biofilmes

Colénias tipicas e nao tipicas desenvolvidas nos meios de cultura
seletivos foram isoladas e identificadas através de provas bioquimicas segundo
MacFaddin (2000), e estocadas em glicerol (15%), a -20 °C.

Para a identificagdo de S. aureus, foi observada a morfologia e arranjo
celulares através da coloragdo de Gram, testes da catalase, coagulase,
fermentacdo anaerdbia do manitol, fermentacado aerébia de manose e trealose,
teste da lipase.

Para a identificagcdo de E. coli foi observada a morfologia e arranjo
celulares através da coloragao de Gram, produgao de catalase, oxidase, utilizagao

do citrato de sddio, fermentagao da lactose, teste do vermelho de metila / Voges-
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Proskauer, além de testes para verificar a produ¢do de indol, gas sulfidrico e

motilidade.

3.3 Teste dos fatores de viruléncia

3.3.1 Producéo de capsula

O teste para evidenciar a producédo de capsula foi realizado conforme
Seeley et al. (1991). Os isolados foram inoculados em caldo triptona de soja (TSB)
e incubados a 37 °C por 24 horas. Transcorrido o tempo de incubagao, foi feito um
esfregacgo sobre lamina de vidro, utilizando-se 2 gotas da suspensao bacteriana e
2 gotas de Vermelho Congo (0,5%), o qual foi seco em temperatura ambiente,
sem fixacdo ao fogo. Uma vez seco, o esfregagco foi coberto com solugéo de
Maneval, por 1 minuto, e lavado (Apéndice 1). Em seguida, procedeu-se a
observagao em microscopia 6ptica (1000 x em imersao).

O aparecimento de regides ndo coradas ao redor das células,
vermelhas, evidenciado pela presenca de um fundo azul escuro, indica resultado

positivo.

3.3.2 Producéo de hemolisina

Realizado conforme Dias et al., 1994. Culturas bacterianas com 18 a 24
horas de incubagdo em agar TSA (agar Triptona de Soja) foram inoculadas em
placas de agar sangue contendo 5% de sangue de carneiro, através de picada

com agulha de niquel-cromo estéril. Apds, as placas foram incubadas a 37 °C, por



30

24/48 horas. A presencga de zonas circulares de hemdlise em volta das coldnias

bacterianas indica resultado positivo para o teste.

3.3.3 Producéo de protease

Teste descrito conforme Budi et al. (2000). Culturas bacterianas com 18
a 24 horas de incubagado em agar TSA, foram inoculadas através de picada em
placas de Agar Leite (Apéndice 1) e incubadas a 37 °C por 48 h. A presenca de

halos de degradagéo em volta das colbnias indica resultado positivo.

3.3.4 Producéo de fimbrias

3.3.4.1 Obtencéo da suspenséo de eritrécitos

Sangue de carneiro foi centrifugado a 1000 rpm por 1 minuto, em
centrifuga (2K15 — Sigma®). O sobrenadante foi desprezado e o pellet suspenso
em solucdo PBS 1x estéril, sendo novamente centrifugado nas mesmas

condi¢des. Apos 3 lavagens, os eritrécitos foram diluidos a 1% em solugao PBS.

3.3.4.2 Preparacéo das células bacterianas

Realizado conforme Truszczynsky & Osek (1987). As culturas
bacterianas testadas tanto para presenca de fimbria/adesinas, quanto para a
tipificacdo desta estrutura, foram preparadas da seguinte maneira: cultivo em
caldo TSB por 5 -6 h a 37 °C, seguido de inoculagdo em agar CFA (Apéndice 1) e
incubagao por 24 h na mesma temperatura. Apos, a cultura no agar foi suspensa

em solugdo PBS 1x, sendo a turbidez equivalente ao nivel 4 da escala de Mac
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Farland, determinada em fotocolorimetro microprocessado (Analyser 500M), com

D.O. equivalente a 0,59 e A aproximado de 620 nm.

3.3.4.3 Teste para evidenciacdo da producéo de fimbria/adesinas

As suspensdes foram diluidas em solugdo PBS 1x em microplacas com
96 cavidades até a razdo 1:256, totalizando um volume final de 50 pL por
cavidade. A cada pogo foram adicionados 50 uL de suspensao de eritrécitos de
carneiro a 1%, sendo o conteudo homogeneizado e as microplacas incubadas a 4
°C por 18 h. A decantagao incomum dos eritrécitos (evidenciada por um halo) em
cavidades com titulo superior a 1:4 foi considerada resultado positivo. O teste foi
realizado em triplicata, sendo as microplacas mantidas em banho de gelo durante

sua execugao.

3.3.4.4 Método de aglutinacdo de MOS/PBS

Para evidenciar a producao de fimbria tipo 1, foi utilizado o teste de
Aglutinagcdo ao MOS (manano oligossacarideo). Foram homogeneizados 100uL da
suspensdo de células bacterianas e 100 uL de suspensao de MOS a 0,1% em
PBS. Apo6s incubagdo por 30 minutos a 5 °C, foram aliquotados 20 uL do
homogeneizado em lamina de vidro, seguindo-se a observacdo em microscopia

Optica com aumento de 400x. Fimbrias do tipo 1 aglutinam MOS/PBS (Finucane et

al., 1999).
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3.4 Avaliacao da hidrofobicidade bacteriana e dos materiais

3.4.1 Teste do sulfato de aménio

Foi realizado como descrito por Schmidt et al., 1998. As amostras foram
inoculadas em placas de agar TSA e incubadas a 37 °C por 24 horas. Em seguida,
foram diluidas em solugdo PBS 1x e testadas em uma lamina de vidro a fim de se
verificar se as amostras eram ou ndo auto-aglutinadoras. Para as nao auto-
aglutinadoras, uma nova suspensao bacteriana foi diluida, adicionando-se 15 L
de solucédo de sulfato de aménio contendo concentragdes crescentes do sal. As
concentragdes utilizadas foram 0,5M, 1M, 1,5M, 2M, 2,5M e 3M.

O resultado foi considerado positivo quando houve a formagdo de

grumos nas amostras, num periodo maximo de 2 minutos.

3.4.2 Mensuracédo do angulo do raio da gota séssil

Esse método, utilizado para avaliar a hidrofobicidade dos materiais
vidro, polipropileno e ago inoxidavel, foi realizado conforme determinado por
Ludwicka et al. (1984) e Morra & Cassinelli (1996), no setor de fotodocumentagao
do Hospital e Clinicas de Porto Alegre.

Os corpos de prova de cada material foram lavados com detergente e
enxaguados, imersos em alcool etilico 70%, enxaguados duas vezes em agua
destilada, secos em estufa e autoclavados a 121 °C por 15 min (Rossoni, 1997).

Volumes de 20 uL de agua destilada estéril e leite integral UHT foram

aliquotados sobre a superficie dos corpos de prova. Imediatamente apds a
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formagdo da gota na superficie, esta foi fotografada em maquina digital (Sony®
Cyber-Shot 5MP modelo F707). Para cada corpo de prova foram tiradas 5
fotografias das gotas de cada um dos liquidos em diferentes partes da superficie.
A distancia e a posigdo da maquina fotografica em relagédo aos corpos de prova
foram mantidas constantes.

Das fotografias obtidas, mediu-se o angulo resultante da inclinagcéo da
reta formada entre o raio da base de contato e a altura maxima da gota. Quanto
maior o angulo formado na gota de agua destilada, maior a hidrofobicidade do

material.

3.5 Teste de aderéncia in vitro de espécies bacterianas isoladas

Apods o isolamento, identificagao e realizagao dos testes para producgao
dos fatores de viruléncia acima especificados, foram escolhidas uma cepa de
Escherichia coli e uma de Staphylococcus aureus isoladas do leite in natura e
aderidas nos materiais testados, que se destacaram pela producao de fatores de
viruléncia. Estas, juntamente com uma cepa de Bacillus cereus ATCC 33018
foram testadas entre si com o intuito de observar sua interacdo na formacao de

biofilmes nos materiais testados.

3.5.1 Curva de crescimento
Com o objetivo de estimar o numero de células bacterianas presentes

no teste de aderéncia in vitro, e também de comparar o metabolismo dos isolados
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a serem utilizados, foram realizadas curvas de crescimento em TSB e em leite
integral UHT (Locatelli, 2001, com modificacdes).

Os isolados foram inoculados em 5 mL de caldo TSB e incubados a 35
°C por 12 h em agitador de plataforma a 100 r.p.m. Apds, a turbidez da cultura foi
determinada em fotocolorimetro com A na faixa de 620 nm. Para obter turbidez de

0,01 nos erlenmayeres com 100 mL de cultura, utilizou-se a férmula abaixo:

Vix D.0.j= Vi x D.O.¢

Onde: V; = volume inicial
D.O.; = densidade o6ptica inicial
V¢ = volume final
D.O. ¢ = Densidade optica final
Nos periodos de tempo zero, 1 h,2h,3h,4h,6h,8h,10he 12 h, 1
mL da cultura foi retirado e diluido serialmente em base 10 para contagem de
células em TSA, com agitagdo dos tubos em agitador por 10 segundos. Utilizou-se
o método de semeadura em gota (Miles & Mirsa, 1938), com inoculagao de 20 pL,
em triplicata, para cada diluicdo. As placas foram incubadas a 30 °C por 12 h ou
mais, para permitir melhor visualizagao das colonias.
O tempo médio de geracdo da cultura (G) foi calculado na fase de
crescimento exponencial, como segue:

G= t
3,322 (log N; —log N))

Onde: t =tempo transcorrido (em minutos)
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N¢ = numero final de células (em UFC/ mL)
N; = numero inicial de células (em UFC/ mL)

A velocidade especifica de crescimento ( ) representa a velocidade
com que a cultura se desenvolve nas condi¢des de cultivo sendo medida em UFC/

mL/h e calculada conforme a férmula abaixo (Lemos et al., 1996):

n= _1nNf—1nNj
t

Onde: t = tempo transcorrido (em minutos)
Nt = numero final de células (em UFC/ mL)
N; = numero inicial de células (em UFC/ mL)
Foram realizadas curvas de crescimento das trés cepas utilizando como
meio de cultura TSB e leite integral UHT, com acompanhamento de 12 horas e 6
horas, respectivamente, a 35 °C conforme descrito. Curvas de crescimento em

leite integral UHT nas temperaturas de 10 °C e 25 °C tiveram monitoramento por

semeadura em gota nos tempos zero, 2h, 4h, 6h e 8h.

3.5.2 Teste de aderéncia dos consoércios bacterianos

3.5.2.1 Padronizacao do in6culo

Cinco culturas de cada cepa de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Bacillus cereus ATCC foram incubadas por 12 h em 35 °C com agitagao
de 100 r.p.m. O volume de cultura necessario para obter a turbidez de 0,01 em 10

mL de leite integral UHT foi obtido com a formula “ Vi x D.O.; = V; x D.O.;” para
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cada um dos tubos incubados. Apds a adigdo e homogeneizacdo das culturas
bacterianas nos tubos contendo leite, uma aliquota de 1 mL foi retirada de cada
tubo. Esta foi entdo diluida serialmente com base 10 e plaqueada por semeadura
em gota em TSA, sendo 3 gotas de 20 uL para cada dilui¢ao.

Apds 12h de incubagao das placas em 30 °C, procedeu-se a contagem
das UFC. Para cada espécie bacteriana, obteve-se cinco valores em UFC/ mL
correspondentes a turbidez 0,01. O numero de UFC/mL definido como inéculo
inicial foi a média dessas 5 repeti¢cdes. No teste de aderéncia in vitro, a turbidez do
in6culo inicial variou para cada microrganismo, para obtermos igualdade de
UFC/mL entre as cepas. A turbidez ajustada para cada microrganismo -
Escherichia coli (0,0001), Staphylococcus aureus (0,0001) e Bacillus cereus

(0,005) — correspondeu a 10° UFC/mL.

3.5.2.2 Teste de aderéncia in vitro

Leite integral UHT contaminado artificialmente com 10° UFC/mL de E.
coli, S. aureus ou B. cereus foi incubado por 1 h a 35 °C com agitagao de 100 rpm.
Apos, foi aliquotado com volume final de 9 mL em tubos contendo corpos de prova
compostos por vidro, polipropileno e ago inoxidavel, sendo um corpo de prova por
tubo. Em cada tubo foi adicionada uma combinagcdo de bactéria entre as sete
possiveis: somente E. coli; somente S. aureus; somente B. cereus; E. coli / S.
aureus; E. coli/ B. cereus; S. aureus / B. cereus ou E. coli/ S. aureus / B. cereus.

Tubos contendo cada consorcio bacteriano foram incubados nas

temperaturas de 10 °C e 25 °C. As leituras foram realizadas apo6s 4 h e 8 h de
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contato das células com os materiais. Nestas, os corpos de prova foram retirados,
lavados com 10 mL de solugdo PBS em cada face para remover células
fracamente aderidas, inseridos em tubos de agua peptonada estéril e sonicados
por 16 minutos para desalojar as células aderidas. Entédo, o liquido sonicado foi
diluido serialmente e 20 pL foram semeados em triplicata.

Para verificar a adesao das cepas em cultura pura utilizou-se agar TSA.
Para diferenciar as espécies bacterianas nos consorcios, utilizou-se plagueamento
em agar EMB (E. coli), agar sal manitol (S. aureus) e agar cereus (B. cereus). As
placas foram incubadas em 30 °C, por 12 h.

Os microrganismos foram adicionados em volumes iguais, contendo 10°
UFC/mL e cada combinagdo bacteriana foi testada em triplicata para cada
condicdo tempo/temperatura/material. O volume de leite utilizado nos
experimentos pertence ao mesmo lote e foi submetido a controle de esterilidade
através da semeadura de 100 pL do liquido em agar TSA com incubacédo das

placas por 48 h em 30 °C.

3.6 Visualizacdo dos microrganismos aderidos

3.6.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A MEV foi utilizada para avaliar qualitativamente a adesédo dos
microrganismos e a formagé&o do filme condicionante na superficie dos materiais.
Foi avaliada a ades&o dos microrganismos presentes no leite in natura nos tempos

de 2 h, 5 h e 8 h e nas temperaturas de 10 °C e 25 °C. Corpos de prova nao
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submetidos aos ensaios de adesdo também foram observados em MEV, para
avaliar caracteristicas superficiais dos materiais.

A forma de fixacdo e desidratacdo das amostras utilizada foi a
Desidratacdo por Ponto Critico, com protocolo fornecido pelo Centro de
Microscopia Eletrénica da UFRGS, onde também foram obtidas as imagens. Apos
a retirada dos corpos de prova do leite in natura, estes foram lavados com 10 mL
de solugdo PBS 1x em cada face e imersos em solugido fixadora contendo
glutaraldeido. Apés um periodo minimo de 7 dias de fixagdo, os corpos de prova
(amostras) foram lavados por 3 vezes com solugado de lavagem contendo tampao
fosfato 0,2M e agua destilada na proporgéo de 1:1. Em cada lavagem os corpos
de prova foram imersos na solugao de lavagem por 30 minutos (Apéndice 1).

Em seguida, procedeu-se a desidratagcdo com concentragdes
crescentes de acetona (30% por 10 min; 50% por 10 min; 70% por 10 min; 90%
por 10 e 20 min; 100% por 10 e 20 min). Apos atingida a concentragao de acetona
100%, as amostras foram inseridas no Secador de Ponto Critico (Critical Point
Dryer — Balzers® CPD030), para substituir a acetona do interior das células por
CO,. Uma vez finalizado o processo de desidratacdo, as amostras foram
metalizadas com alvo de ouro (Sputter Coater - Balzers® SCD050) para permitir
sua visualizagdo no microscopio.

As imagens foram obtidas em microscopio eletrénico de varredura (JSM

5800 — JEOL®) com aumento médio de 2000 vezes.
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3.6.2 Microscopia de epifluorescéncia

A microscopia de epifluorescéncia foi utilizada na observagdo dos
consorcios bacterianos aderidos aos materiais vidro, polipropileno e aco
inoxidavel. Os corpos de prova foram cobertos por 3 minutos com solucdo de
laranja de acridina (0,025%, Apéndice 1), sendo o liquido escorrido e a
visualizagao realizada em microscépio de epifluorescéncia (Olympus® BX41), com
aumento de 1000 x em imersao (Rossoni, 1997). Foram observados corpos de
prova ndo submetidos ao ensaio de adesao (controle negativo de fluorescéncia),
0S microrganismos em cultura pura e os consorcios que se diferenciaram
estatisticamente dos demais pela maior adesdo. Células vivas ou ativas sao
visualizadas em cor-de-laranja, enquanto que células mortas ou inativas aparecem

coradas de verde.

3.6.3 Andlise estatistica

Utilizou-se o teste xz, complementado ou nao pela Analise de Residuos
Ajustados, para determinar a relagdo entre produgao de fatores de viruléncia e
material testado, excluindo-se o vidro, devido a seu baixo numero amostral. Na
avaliagdo da hidrofobicidade celular entre Enterobacteriaceae e o0 género
Staphylococcus, utilizou-se o Teste t. A ANOVA (Andlise de Variancia)
complementada com a comparagado multipla de médias pelo método de Tukey, foi
utilizada para avaliar a adesao dos microrganismos nos consorcios e as contagens

de microrganimos do ensaio de adesdo em leite in natura (Apéndices 5 a 7).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e caracterizacdo dos microrganismos aderidos aos
materiais de estudo

Foram obtidos 103 isolados bacterianos aderidos aos materiais,
pertencentes a diversas espécies (Tabela 1). A partir da escolha de coldnias
tipicas e nao tipicas de E. coli, S. aureus e B. cereus nos meios semeados,
buscando contemplar as diferentes morfologias coloniais presentes nas placas,
foram obtidos 59 isolados do pano de algodao, 23 do polipropileno, 17 do ago
inoxidavel e 04 do vidro. Todos foram submetidos aos testes de producédo de
fatores de viruléncia e hidrofobicidade celular.

A maioria dos isolados Gram-negativos pertence a familia
Enterobacteriaceae - com predominancia dos géneros Escherichia, Enterobacter e
Serratia - enquanto que os Gram-positivos foram representados pelo género

Staphylococcus, ressaltando a presencga de Staphylococcus coagulase-negativos.
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TABELA 1: Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas isoladas de
biofiimes formados em corpos de prova compostos de
vidro, polipropileno, aco inoxidavel e pano de algodédo em
contato com leite in natura.

Gram-negativas (n=58) NUumero de isolados
Cedecea sp.

Comamonas sp.
Enterobacter asburiae
Enterobacter cloacae
Enterobacter hormaechae
Escherichia coli

Hafnia alvei

Kluyuera sp.
Pseudomonas sp.
Serratia fonticola

Serratia plymuthica
Xanthomonas sp.
Gram-positivas (n=45) Numero de isolados
Staphylococcus aureus 13

Staphylococcus caprae
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus intermedius
Staphylococcus klosii
Staphylococcus lentus
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus warneri

Total de isolados

GO =20MNW_2NOOW-_- -

PN-=2NN-=20O®

Ao correlacionar os microrganismos isolados com seus respectivos
materiais, temperaturas e tempos (Tabela 2) observou-se que a adesao de Gram-
positivos (Staphylococcus) foi maior que a dos Gram-negativos em até 5 horas de
contato, em ambas as temperaturas testadas. Além disso, percebeu-se que os
Gram-positivos tiveram uma taxa de adesdo constante ao longo do tempo,
enquanto que os Gram-negativos apresentaram padrédo de adesao bifasico -

numero inicial de células baixo, seguido por abrupta elevagédo com o passar do
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tempo — principalmente na temperatura de 25, superando os Gram-positivos em

numero de células apos 8 horas de contato, também em ambas as temperaturas.

TABELA 2: Distribuicdo dos 103 isolados de biofilmes formados em leite
in natura, com relacdo ao tempo de contato do leite com os
materiais e a temperatura de incubacéo.

Tempo de contato Gram-positivos Gram-negativos

Temperatura de 10 °C

2h 3 1

5h 2 0

8h 3 9
Total de isolados 8 10

Temperatura de 25 °C

2h 6 0
5h 13 3
8h 18 45
Total de isolados 37 48

Os géneros bacterianos encontrados no presente estudo vém ao
encontro de constatagdes realizadas em outros estudos, que apontam os géneros
Pseudomonas, Alcaligenes, Enterobacter, Staphylococcus, Bacillus,
Flavobacterium e Escherichia como tendo uma maior tendéncia em formar

biofiimes (Poulsen, 1999; Pompermayer & Gaylarde, 2000).
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O isolamento de microrganismos potencialmente patogenos como E.
coli e S. aureus, além de microrganismos potencialmente patégenos emergentes,
pertencentes ao grupo dos Staphylococcus coagulase-negativos, merece atengao.
Embora mais associado a patogenia em caprinos, existem trabalhos relatando a
presengca de Staphylococcus caprae na microbiota humana, sendo, inclusive,
responsavel por infecgdes em pacientes com implantes cirurgicos (Vandenesch et
al., 1995; Allignet et al., 1999; Allignet et al., 2001). Nesse caso, sugere-se que
este microrganismo tenha advindo dos manipuladores ou utensilios contaminados,

ja no momento da ordenha.

4.2 Producéo de fatores de viruléncia

Dentre os 103 isolados, 57 (55,3%) foram produtores de hemolisinas,
sobressaindo-se o género Staphylococcus. Todos os isolados de S. aureus foram
produtores. Vinte e um isolados produziram proteases (20,3%), muitos
pertencentes a géneros conhecidamente produtores de diversas enzimas, como
Pseudomonas sp. e Xanthomonas sp. Cinquenta e dois isolados (50,4%) foram
produtores de capsula, em sua maioria Gram-negativos (48 isolados). Dos 13
isolados de E. coli, 11 foram positivos. Cinquenta isolados (48,5%) apresentaram
positividade no teste de microhemaglutinacéo para detec¢ao de fimbria/adesinas.
Destes, 5 isolados foram produtores de fimbria tipo 1 no teste com MOS/PBS,
todos pertencentes a familia Enterobacteriaceae (Apéndice 2). As bactérias Gram-

negativas representaram 70% dos isolados produtores de fimbria/adesinas.
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A presenga de fimbrias, além de alterar propriedades fisico-quimicas
das células, também esta diretamente relacionada na interacdo dos
microrganismos com as superficies. Sabe-se que elas estabilizam o contato das
células com superficies hidrofobicas, tornando os microrganismos que a possuem

melhores formadores de biofilmes (Otto et al., 1999a; Otto et al., 1999b).

4.3 Avaliagdo da hidrofobicidade bacteriana (Teste do sulfato de

amonio)

Este teste tem como principio que a precipitagcdo de células em baixas
concentragdes de sal é diretamente proporcional a sua hidrofobicidade (Lindahl et
al., apud Hood & Zottola, 1995, p.11). Foram considerados positivos os isolados
que aglutinaram em até 3M de sulfato de aménio. Dos microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos, 86,6% e 84,4% foram positivos para o teste de
hidrofobicidade, respectivamente, sendo 26,6% o percentual de Gram-positivos
aglutinantes em concentragdes de sulfato de amoénio iguais ou inferiores a 1M,
enquanto que para os Gram-negativos esse valor foi de 34,4%.

A diferenca na hidrofobicidade celular de bactérias da familia
Enterobacteriaceae e do género Staphylococcus ndo foi estatisticamente
significativa (a=0,05), quando comparados os valores obtidos para cada isolado.

Embora seja influenciada pela produgdo de exopolissacarideos e
proteinas de superficie como adesinas e flagelos, a hidrofobicidade entre os
grupos, considerando apenas o total de positivos e negativos, nao apresentou

diferenca significativa, sugerindo que existam outros fatores determinando essa
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caracteristica, como o tipo de exopolissacarideos produzidos e até mesmo a
composigao do meio de cultura utilizado no teste da hidrofobicidade (Ljungh et al.,
1985; Paul & Jeffrey, 1985; Gross & Logan, 1995; Hassan & Frank, 2004).

Entretanto, na comparacao entre os isolados Gram-positivos e Gram-
negativos com hidrofobicidade mais elevada (aglutinantes em até 0,5M de sulfato
de amoénio), houve associagdo entre tipo de parede celular e hidrofobicidade
(a=0,05) sendo os Gram-negativos mais hidrofébicos do que os Gram-positivos
(24,1% e 8,8% dos isolados, respectivamente).

A hidrofobicidade média dos microrganismos isolados e aderidos ao
pano de algodao foi de 1,45M; dos isolados do polipropileno foi 1,37M; do vidro,
1,12M e do aco inoxidavel 1,0M. Porém, essa associacado nao foi estatisticamente
significativa (0=0,05). Ndo foram contabilizados os isolados auto-aglutinantes e os
que nao aglutinaram em até 3M, maior concentracédo de sulfato de amonio prevista
no teste. No grupo dos Gram-positivos, 8,8% foram auto-aglutinantes e no dos
Gram-negativos, 12,0%.

Os resultados acima sao condizentes com a literatura, ao corroborar a
hipétese de que a hidrofobicidade celular é importante na adesdo aos materiais
testados, ja que ambos os grupos foram capazes de aderir e apresentaram altas
taxas de positividade para o teste. Entretanto, a atuagcdo de outros componentes
da superficie bacteriana, e ndo s6 a hidrofobicidade, deve ser considerada neste
processo, uma vez que a adesao celular mediada por interagdes hidrofébicas nem
sempre tem grande relevancia (Hood & Zottola, 1995; Sinde & Carballo, 2000;

Hassan & Frank, 2004,).
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4.4 Caracterizacdo dos materiais quanto a aderéncia de

microrganismos

4.4.1 Anélise da formacéo de biofilmes nos diferentes materiais

A partir das contagens em PCA (Apéndice 3), observou-se que 0 pano
foi o material que melhor favoreceu a adesédo dos microrganismos e cuja diferenca
de UFC/cm? aderidas em relagdo aos outros materiais é estatisticamente
significativa (a=0,05; Figuras 3 e 4). O polipropileno foi o segundo que mais
favoreceu a adesdo, seguido por vidro e ago inoxidavel, nesta ordem. Embora
tenham variagbes expressivas nas contagens de UFC aderidas, principalmente o
polipropileno em relacdo ao ago inoxidavel e ao vidro, tais diferencas n&o foram
estatisticamente significativas.

O vidro e o ago inoxidavel apresentaram contagens e padrdes de
adesao bastante similares na temperatura de 10 °C. Ja na temperatura de 25 °C
isso nao se repetiu, sendo que apds 8 h de contato, a diferenca no numero de
células aderidas aos materiais foi de quase 1 log/cm?. Embora esses materiais
apresentem contagens baixas de microrganismos aderidos em 10 °C, mesmo
apo6s 8 horas de contato, a provavel inexisténcia de um biofilme propriamente dito
merece atencdo. Segundo Hood & Zottola (1995), contagens de células aderentes
na faixa de 10%/cm? ndo constituem um verdadeiro biofilme. Porém, o potencial de
biotransferéncia desse ambiente — ou seja, a simples presenga de microrganismos
aderidos em uma superficie que poderiam eventualmente levar a contaminagao
dos alimentos - deve ser levado em consideragdo e interpretado como um

problema a ser resolvido. Além disso, o fato de bactérias aderidas serem mais
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resistentes aos sanificantes do que as em suspensao (Peng et al., 2001) ja &
capaz de gerar uma situagao talvez tao indesejavel para a industria quanto a
presenca de biofilmes maduros, porque em ambos o0s casos havera maior

sobrevivéncia de microrganismos.
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Periodo de contato

FIGURA 3: Contagem de bactérias presentes no leite in natura e
aderidas aos diferentes materiais apés 2 h, 5 h e 8 h de
contato, na temperatura de 10 °C. * O controle representa
0 numero de células bacterianas contidas no leite, sendo
apresentado em UFC/mL. (Porto Alegre, 2005).

Embora as contagens bacterianas de células aderidas aos materiais

tenham indicado o acgo inoxidavel e o vidro como os que menos favoreceram a
adesao, é importante salientar que esse resultado s6 pode ser considerado para
as condigcdes do presente estudo. Além disso, a adesao quase nula apresentada

nas primeiras horas de contato desses materiais néo reflete sua incapacidade em

permitir a formacgao de biofilmes, mas sim, que talvez provoquem um retardamento
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na adesao dos microrganismos, levando mais tempo para que o biofiime se forme

(Hall-Stoodley & Stoodley, 2002).
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FIGURA 4: Contagem de bactérias presentes no leite in natura e

aderidas aos diferentes materiais apés 2 h, 5 h e 8 h de
contato, na temperatura de 25 °C. * O controle representa
0 numero de células bacterianas contidas no leite, sendo
apresentado em UFC/mL. (Porto Alegre, 2005).

O resultado das contagens de microrganismos aderidos aos materiais é

corroborado por trabalhos semelhantes, como o de Suarez et al. (1992), que

encontraram o vidro

como o material que menos favorece a adesdo de

psicrotroficos, em comparagao ao ago inoxidavel e a borracha. Neste trabalho, os

autores, inclusive, observaram que a aderéncia bacteriana diminuiu em todos os

materiais quando utilizaram leite como meio liquido, ao invés de solucdo de

Ringer.
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De uma maneira geral, na temperatura de 25 °C foi observado um
aumento no numero de células aderidas superior a taxa de elevagdo do numero
de células contidas no leite, principalmente apds 5 horas de contato (Tabela 3).

Na temperatura de 25 °C, materiais como polipropileno e vidro
inicialmente tiveram uma taxa de células aderidas inferior a taxa de elevacédo do
controle. Porém, entre 5h e 8h de contato, o aumento do numero de células
aderidas foi muito superior ao aumento do numero de células no leite, o que
caracteriza um processo de adesao bifasico, especialmente com relagdo ao
polipropileno. O aco inoxidavel foi o uUnico material com numero de células
aderidas proporcionalmente maior em todos os tempos avaliados para essa
temperatura.

Em trabalhos que envolvem enumeragéo de células aderidas através da
contagem em placa, a etapa de desalojamento € fundamental. Parizzi et al.
(2004), comparando microscopia de epifluorescéncia e contagem em placa como
meétodos de enumeragdo de células aderidas, constataram que, em geral, a
contagem em placa apresentava numero de células inferior ao da contagem em
microscopia, resultado atribuido a falha na etapa de desalojamento dos biofilmes,
a qual se dava através de agitacdo por 2 minutos. Locatelli (2001), através de
visualizagdo em microscopia eletrénica de varredura, constatou que a sonicagao
por dois periodos de 10 min (frequiéncia de 40 kHz + 6 kHz) foi eficaz na remogao
das células bacterianas aderidas, sem, contudo, afetar sua viabilidade. Assim,

optou-se pelo método de sonicacdo em detrimento de outros.
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TABELA 3: Proporcdo de aumento das contagens de células
bacterianas aderidas entre os tempos de contato em
relacdo ao numero de células bacterianas do leite
(controle) nas temperaturas de 10 °C e 25 °C. Poliprop =
Polipropileno.

Temperatura de 10 °C

Pano de Aco
Tempo Poliprop. Vidro Controle
algodéo inoxidavel
Entre 2h e 2,2
1,6 vezes 1,2vezes 4,2 vezes 3,3 vezes
5h vezes
Entre 5h e 2,7
2,8 vezes 3,6 vezes 1,4 vezes 2,5 vezes
8h vezes
Temperatura de 25 °C
Pano de Aco
Tempo Poliprop. Vidro Controle
algodéo inoxidavel
Entre 2h e 8,9
8,4 vezes 2,7 vezes 4,6 vezes 12,7 vezes
5h vezes
Entre 5h e 30,8 12,2 53
7,5 vezes 21,5 vezes
8h vezes vezes vezes

4.4.2 Hidrofobicidade dos materiais

4.4.2.1 Mensuracao do angulo do raio da gota séssil

A partir dos angulos medidos (Tabela 4 e Figura 5), observou-se que o

aco inox foi o material mais hidrofobico, seguido pelo polipropileno e o vidro, nessa

ordem.
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A hidrofobicidade do ago inox €& controversa na literatura: alguns
trabalhos o citam como sendo um material hidrofilico (Barnes et al., 1999; Moretro
et al., 2003) outros, relatam que ¢é hidrofobico (Sinde & Carballo, 2000; Peng et al.,
2001; Teixeira et al., 2005). Como a maioria dos trabalhos estudou os mesmos
materiais (a¢o inox AISI 304 e AISI 316), chegando a resultados opostos com
relacéo a hidrofobicidade, é possivel que haja diferengas em varios aspectos: em
relacdo ao método de andlise e interpretacdo dos dados, em relacdo ao
acabamento final ou manufatura do produto, ou mesmo em relagao a tipificagado do
material.

Embora materiais de natureza hidrofébica sejam apontados como os
maiores favorecedores de adesdo bacteriana (Sinde & Carballo, 2000; Djordjevic
et al.,, 2002), o aco inoxidavel foi o material mais hidrofébico aqui estudado e
obteve a menor taxa de adeséo, resultado, este, corroborado pela literatura. Além
disso, € importante ressaltar que os angulos médios aqui obtidos para as gotas de
agua no vidro coincidem com valores encontrados anteriormente (Cerca et al.,
2005) eliminando, assim, a possibilidade de erro na execugéao e interpretagdao do

angulo do raio da gota séssil.
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TABELA 4: Angulos do raio da gota séssil medidos para cada material
em relacdo ao liquido gotejado (leite e agua). Os valores
representam a média de 5 repetigdes.

Gota de agua destilada Gota de leite integral UHT
Material Angulo médio Material Angulo médio
Aco inoxidavel 72,1° Aco inoxidavel 65,9°
Polipropileno 71,3° Polipropileno 68,8°
Vidro 31,6° Vidro 29,0°

Aco inox (agua) Poliprop. (agua) Vidro (4gua)

Aco inox (leite) Poliprop. (leite) Vidro (leite)

FIGURA 5: Visualizagcdo da gota séssil para os materiais vidro,
polipropileno (poliprop.) e ago inoxidavel, com variagao
do liquido gotejado (agua e leite). Os angulos foram
medidos a partir das imagens. (Porto Alegre, 2005).
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4.5 Associacdo entre as caracteristicas da célula bacteriana e sua

adesdo aos materiais estudados

A analise estatistica demonstrou haver associacdo entre presenca de
capsula e adesao no pano de algodao, enquanto resultado oposto foi obtido para o
polipropileno, também em nivel de significancia de 5%. A presenca de fimbria ndo
foi significativamente associada aos materiais testados.

A associagdo entre capsula e adesdo em pano de algoddo vem
justificar o maior numero de isolados da familia Enterobacteriaceae nele
encontrados. Por ser um material poroso e com fendas, proporciona abrigo aos
microrganismos e possivelmente faz com que estes levem menos tempo para
iniciar ou persistir na sintese de exopolissacarideos, ingressando na fase
irreversivel de adesdo. Como os Staphylococcus comumente ndo produzem essa
estrutura, poderiam ser mais facilmente removidos das fendas do pano de algodao
com a lavagem.

No presente trabalho, a hidrofobicidade média dos microrganismos foi
similar a hidrofobicidade dos materiais de que foram isolados. Do ago inoxidavel, o
mais hidrofébico, foram isolados microrganismos igualmente mais hidrofébicos
(em média 1,0M). Do polipropileno, segundo mais hidrofébico, foram isolados
microrganismos aderidos com hidrofobicidade menor (1,37M). Porém, essa
associagcao nao pbéde ser estabelecida para o vidro - mais hidrofilico dos materiais
e hidrofobicidade média de 1,12M - possivelmente devido ao baixo numero de

isolados desse material (n=4). A hidrofobicidade foi capaz de diferenciar Gram-
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positivos de Gram-negativos (estes foram estatisticamente mais hidrofébicos, na
comparacao entre isolados aglutinantes em até 0,5M).

O polipropileno, por nado ser tdo hidrofébico quanto o ago inoxidavel,
pode ter favorecido a adesao de bactérias com hidrofobicidade intermediaria, além
das células com alta hidrofobicidade, dai a explicagdo das contagens superiores
encontradas em relagdo as do aco inoxidavel. Segundo So mmer et al. (1999), a
interagdo microrganismo-superficie difere conforme a hidrofobicidade do material.
Além das caracteristicas do material, é preciso considerar propriedades
bacterianas como carga, hidrofobicidade e apéndices celulares (Bower et al.,
1996), cuja importancia na adesao varia conforme a espécie de microrganismo em
estudo (Chmielewski & Frank, 2003).

As bactérias da familia Enterobacteriaceae isoladas nesse trabalho
produziram uma maior quantidade de fatores de adesao e foram encontradas com
maior incidéncia no pano de algodao. Todavia, no polipropileno, sua adesao foi
significantemente menor que a do género Staphylococcus (Tabela 5). Como
possiveis razdes para explicar esse fato, temos o envolvimento de outros fatores,
como caracteristicas fisico-quimicas da superficie — hidrofobicidade, carga
superficial - capazes de proporcionar filmes condicionantes de diferentes
naturezas, provocando ou ndo a atragdo das células bacterianas para proximo da
superficie, conforme ja observado por McEldowney & Fletcher (apud Chmilelwski

& Frank, 2003, p.24) e Criado et al. (1994).
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TABELA 5: Distribuicdo dos fatores de viruléncia produzidos pelos
isolados bacterianos de cada material, excetuando-se os
isolados ndo enquadrados nos grupos. MATER.= material,
CAP = capsula; FIM/ADES = fimbria/adesinas; HIDRO. =

Enterobacteriaceae (n=46)

MATER.

Pano de
algodao
n=38
Poliprop.
n=2
Aco inox
n=6
Vidro
n=0
Isolados

positivos

O leite

hidrofobicidade; Poliprop.= polipropileno.

CAP

32/38

(84,2%)

212
(100%)
5/6

(83,3%)

39

(84,7%)

possui

Fim/ Fim/
HIDRO. MATER. CAP HIDRO.
ADES ADES
Pano de
25/38 33/38 2/15 3/15 12/15
algodéo
(65,8%)  (86,8%) (13,3%)  (20%) (80%)
n=15
172 212 Poliprop. 8/17 16/17
0
(50%) (100%) n=17 (47%) (94,1%)
6/6 6/6 Aco inox 2/10 3/10 8/10
(100%)  (100%) n=10 (20%) (30%) (80%)
Vidro 1/3 3/3
0 0 0
n=3 (33,3%)  (100%)
32 41 Isolados 4 15 39
(695%)  (89,1%)  positivos  (8,8%)  (33,3%)  (86,6%)
bactérias com diferentes hidrofobicidades

Staphylococcus (n=45)

e

caracteristicas superficiais (Bower et al., 1996), sendo impossivel determinar

esses fatores para todos os microrganismos enumerados nas contagens em PCA.

O numero de células de cada espécie e seu estado fisiolégico no momento da

analise também parecem afetar a adesdo dos microrganismos (Stone & Zottola,

1985a; Boulange-Petermann, 1996), e tampouco puderam ser determinados.

Assim, baseados na interpretacdo estatistica dos dados, pode-se sugerir que a
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natureza do filme condicionante formado no polipropileno nao favoreceu a adesao
de células produtoras de capsula, uma vez que elas possivelmente estavam
presentes e aderiram aos outros materiais pesquisados.

O papel dos filmes condicionantes ainda nao foi muito bem estabelecido
no estudo da formacao de biofilmes. Segundo Mittelman (1998), a adsor¢ao dos
componentes do leite ocorre entre 5 e 10 segundos de contato com a superficie
inerte. Alguns trabalhos apontam que filmes condicionantes formados a partir de
algumas proteinas contidas no leite podem vir a diminuir a adesao de Salmonella
Typhimurium e Listeria monocytogenes as superficies de ago inox e borracha,
como € o caso de caseina e 8-lactoglobulina (Helke et al., apud Kumar & Anand,
1998, p.11).

Esses resultados foram corroborados por Hood & Zottola (1995) quando
verificaram a aderéncia de L. monocytogenes e S. Typhimurium a aco inoxidavel
pré-condicionado com leite integral, leite integral achocolatado e leite diluido. Em
seus experimentos, verificaram que o leite diluido foi o que mais favoreceu a
adesdo dos microrganismos. Entre outras proteinas que podem vir a dificultar a
adesdo de microrganismos, estdo albumina sérica bovina, gelatina, fibrinogénio e
pepsina (Fletcher, apud Barnes et al., 1999, p.4546; Bower et al., 1996; Wong,
1998).

Filmes condicionantes formados por lactose ou proteinas do soro
parecem favorecer a adesdo de microrganismos aos materiais (Helke et al. 1993,
apud Hood & Zottola, 1995, p.14). Obviamente, equipamentos que nao foram

corretamente higienizados, e permanecem com residuos de leite em sua
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superficie, servem de fonte de nutrientes para qualquer microrganismo que ali
possa aderir.

Verran & Jones (apud Chmielewski & Frank, 2003, p.24) observaram
que proteinas hidrofébicas aderiram com maior freqiéncia em materiais com
elevada energia superficial livre, enquanto acidos graxos aderiram melhor em
materiais poliméricos hidrofébicos. Embora os indicios apontem que filmes
condicionantes, de maneira geral, favorecem a adesdo de microrganismos, pouco
se estuda em relacdo ao controle de sua formacdo ou alteragdo (Mittelmann,
1998).

A capacidade de certos microrganismos atuarem como condicionadores
de superficie também deve ser considerada. E o caso dos colonizadores
primarios, produtores de grande quantidade de EPS, que acabam favorecendo a
adesdo de outros microrganismos a superficie. Como exemplo classico, esta a
interacdo entre Pseudomonas fragi e Listeria monocytogenes, na qual a ultima
apresentou uma taxa de adesao muito superior do que quando em cultura pura
(Sasahara & Zottola apud Hood & Zottola, 1995, p.14). Ainda segundo os autores,
a presenca de colonizadores primarios de superficie é rotineira na industria de
alimentos, acarretando na aderéncia de patdgenos passiveis de contaminar os

alimentos.
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4.6 Teste de aderéncia in vitro de espécies bacterianas isoladas

4.6.1 Curvas de crescimento

Para o teste de adesao in vitro escolheu-se um isolado de E. coli e um
de S. aureus que se destacaram na producao dos fatores de viruléncia avaliados.
B. cereus, embora nao isolado no presente trabalho, foi escolhido por ser produtor
de proteinas deteriorantes do leite, inclusive toxinas, e também por ser
morfologicamente diferente dos demais microrganismos, facilitando sua
diferenciacdo em microscopia.

A partir das curvas de crescimento em TSB realizadas para os isolados
de E. coli (B30), S. aureus (B12) e B. cereus ATCC 33018 (Figura 6), observou-se
que ambas tinham tempos de geracdo (G) e velocidades de crescimento (u)
similares: E. coli (G = 36,12 min; y = 0,5 log/h), S. aureus (G = 36,12 min; y=0,5
log/h) e B. cereus (G = 30, 10 min; p = 0,6 log/h). As fases lag de E. coli e B.
cereus tiveram duragao de 1h, enquanto que a de S. aureus foi de 2h.

As curvas de crescimento em leite integral UHT na temperatura de 35
°C sao mostradas na Figura 7. Observa-se que as trés espécies de
microrganismos ingressam na fase log em até duas horas de incubacdo, de
maneira similar ao ocorrido nas curvas de crescimento em TSB. Além disso, ao
final das 6 horas o numero de UFC/ mL se equipara ao resultado obtido com o
caldo TSB. Isso reforgca a hipotese de que o leite € um alimento rico e com
disponibilidade de nutrientes, favorecendo o crescimento dos microrganismos e a

formacao de biofilmes devido ao aumento da populagdo microbiana.
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FIGURA 6: Curvas de crescimento de Escherichia coli (B30), Bacillus
cereus ATCC 33018 e Staphylococcus aureus (B12) em
TSB a 35 °C com agitagao de 100 rpm e acompanhamento
de 12h. (Porto Alegre, 2005).
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FIGURA 7: Curvas de crescimento de Escherichia coli (B30), Bacillus

cereus ATCC 33018 e Staphylococcus aureus (B12) em
leite integral UHT a 35 °C com agitagao de 100 rpm e
acompanhamento de 6h. (Porto Alegre, 2005).
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O resultado das curvas de crescimento em leite integral UHT, nas

temperaturas de 10 °C e 25 °C é apresentado nas Figuras 8 e 9. Apds 8 horas de

incubagao nenhuma das trés culturas atingiu a fase estacionaria de crescimento.

UFC/mL

1,00E+07
1,00E+06 T ———
1,00E+05
1,00E+04

1,00E+03

: —e—E. coli
—a— B. cereus
—a— S. aureus
0 2 4 6 8
tempo (h)

FIGURA 8: Curvas de crescimento de Escherichia coli (B30), Bacillus

cereus ATCC 33018 e Staphylococcus aureus (B12) em
leite integral UHT a 10 °C, sem agitagdo e
acompanhamento de 8h. (Porto Alegre, 2005).
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FIGURA 9: Curvas de crescimento de Escherichia coli (B30), Bacillus

cereus ATCC 33018 e Staphylococcus aureus (B12) em
leite integral UHT a 25 °C, sem agitagédo, e
acompanhamento de 8h. (Porto Alegre, 2005).
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4.6.2 Teste de aderéncia dos consorcios bacterianos

O resultado do teste de aderéncia dos consoércios bacterianos é
apresentado nas Figuras 10 a 18. As Figuras 10 a 12 referem-se a adesao de E.
coli aos diferentes materiais; as Figuras 13 a 15 referem-se a adeséo de S. aureus
e as Figuras 16 a 18, B. cereus (Apéndice 4).

As trés espécies bacterianas testadas aderiram melhor na temperatura
de 25 °C e apos 8 horas de contato, sendo polipropileno o material que permitiu
maior adesdo nas condigdes do experimento, também para os trés
microrganismos. A interagao entre os 4 fatores analisados - consorcio bacteriano,
material, temperatura e tempo de contato - foi estatisticamente significativa

(a=0,05).
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UFCl/cm?

Combinacéo de tempo e temperatura - vidro

FIGURA 10: Adesao de E. coli (EC) ao vidro, em cultura pura ou em
combinacdo com B. cereus (BC) e S. aureus (SA),
variando-se as condicdes ambientais tempo e
temperatura. * O controle representa a contagem de E. coli
crescida no leite UHT em cada condicdo de tempo e
temperatura, sendo apresentado em UFC/mL. (Porto
Alegre, 2005).



62

1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07 WEC
NE 1,00E+06 — o EC/BC
G 1,00E+05 2R o
O 1,00E+04 = B EC/SA
% 1,00E+03 % B EC/SABC
[
1885:8? % i % B Controle*
1/00E-+00 1 G g EA
4h 10°C 8h10°C 4h 25°C 8h 25°C

Combinacédo de tempo e temperatura - ago
inoxidavel

FIGURA 11: Adesao de E. coli (EC) ao ago inoxidavel, em cultura pura ou em

combinagdo com B. cereus (BC) e S. aureus (SA), variando-se
as condi¢gdbes ambientais tempo e temperatura. * O controle
representa a contagem de E. coli crescida no leite UHT em cada
condicdo de tempo e temperatura, sendo apresentado em
UFC/mL. (Porto Alegre, 2005).
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FIGURA 12: Adeséo de E. coli (EC) ao polipropileno, em cultura pura ou em
combinagdo com B. cereus (BC) e S. aureus (SA), variando-se
as condicdbes ambientais tempo e temperatura. * O controle
representa a contagem de E. coli crescida no leite UHT em cada
condigdo de tempo e temperatura, sendo apresentado em
UFC/mL. (Porto Alegre, 2005).
E. coli foi o microrganismo que melhor aderiu em todos os materiais

testados, tendo contag

ens similares para todos os materiais na temperatura de 25



63

°C, confirmando a superioridade dos Gram-negativos na colonizagdo de
superficies (Leung et al., 1998), embora Barnes et al. (1999) tenham encontrado
maior aderéncia dos Gram-positivos ao aco inoxidavel.

A analise de variancia demonstrou que a adesdo de E. coli na
associacao de EC/BC no polipropileno em 4h 25 °C foi superior e estatisticamente
diferente das contagens do microrganismo obtidas para os outros materiais nas
mesmas condigdes de tempo e temperatura (a=0,05). No polipropileno 8h 25 °C a
associagao EC/BC/SA teve resultado igualmente significativo. Ainda com relagao
ao polipropileno, as contagens do microrganismo na condigdo 8h 25 °C foram
superiores e estatisticamente diferentes da condicdo 8h 10 °C em todas as
combinagdes bacterianas testadas, sendo que mesmo resultado nao se repetiu na

comparacao entre a adesao em polipropileno 4h10 °C e 4h25 °C.
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FIGURA 13: Adesdo de S. aureus (SA) ao vidro, em cultura pura ou em
combinagao com E. coli (EC) e B. cereus (BC), variando-se as
condigdes ambientais tempo e temperatura. * O controle
representa a contagem de S. aureus crescida no leite UHT em
cada condi¢cdo de tempo e temperatura, sendo apresentado em
UFC/mL. (Porto Alegre, 2005).
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FIGURA 14: Adesao de S. aureus (SA) ao ago inoxidavel, em cultura

pura ou em combinagao com E. coli (EC) e B. cereus (BC),
variando-se as condigcbes ambientais tempo e
temperatura. * O controle representa a contagem de S.
aureus crescida no leite UHT em cada condicdo de tempo
e temperatura, sendo apresentado em UFC/mL. (Porto
Alegre, 2005).
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FIGURA 15: Adesédo de S. aureus (SA) ao polipropileno, em cultura

pura ou em combinagao com E. coli (EC) e B. cereus (BC),
variando-se as condigcbes ambientais tempo e
temperatura. * O controle representa a contagem de S.
aureus crescida no leite UHT em cada condicdo de tempo
e temperatura, sendo apresentado em UFC/mL. (Porto
Alegre, 2005).
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A adesdo de S. aureus ao vidro na combinacdo SA/BC 8h 25 °C se
diferenciou estatisticamente (0=0,05) de todas as outras combinagdes, inclusive
em relagdo os outros materiais, indicando que B. cereus favoreceu sua adesao.
No polipropileno e no aco inoxidavel, a adesado de S. aureus foi maior em cultura
pura, embora a combinagdo SA/BC tenha aparecido como a segunda maior
favorecedora. Tais resultados podem ter relagdo com a forma de B. cereus
metabolizar o leite: por ser um microrganismo sabidamente produtor de variada
gama de enzimas e, portanto, deteriorante — foi 0 que mais alterou visualmente o
leite — pode ter favorecido a formacdo de um filme condicionante de diferente

natureza, que acabou propiciando a adesao de S. aureus.
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FIGURA 16: Adeséao de B. cereus (BC) ao vidro, em cultura pura ou em
combinacdo com E. coli (EC) e S. aureus (SA), variando-
se as condicbes ambientais tempo e temperatura. * O
controle representa a contagem de B. cereus crescida no
leite UHT em cada condicdo de tempo e temperatura,
sendo apresentado em UFC/mL. (Porto Alegre, 2005).
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FIGURA 17:

Adesao de B. cereus (BC) ao aco inoxidavel, em cultura
pura ou em combinagdo com E. coli (EC) e S. aureus (SA),
variando-se as condigcbes ambientais tempo e
temperatura. * O controle representa a contagem de B.
cereus crescida no leite UHT em cada condi¢cdo de tempo
e temperatura, sendo apresentado em UFC/mL. (Porto
Alegre, 2005).
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FIGURA 18:

Adesao de B. cereus (BC) ao polipropileno, em cultura
pura ou em combinagdo com E. coli (EC) e S. aureus
(SA), variando-se as condicdbes ambientais tempo e
temperatura. * O controle representa a contagem de B.
cereus crescida no leite UHT em cada condigao de tempo
e temperatura, sendo apresentado em UFC/mL. (Porto
Alegre, 2005).
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A adeséo de B. cereus, de maneira geral, foi maior em cultura pura e na
combinac&o com E. coli, principalmente na temperatura de 10 °C. A analise de
variancia demonstrou que a contagem de B. cereus em cultura pura, na condigao
polipropileno 8h 25 °C se diferenciou das demais (a=0,05), sendo esta
combinacdo a maior favorecedora de sua adesdo. As outras combinagdes nao
apresentaram diferencas significativas entre si (a=0,05).

E interessante observar que, em geral, a adesdo na temperatura de 10
°C, principalmente no vidro e no ago inoxidavel ndo teve aumento diretamente
proporcional ao tempo de contato. Pelo contrario, houve uma diminuicdo do
numero de células aderidas de 4h 10 °C para 8h 10 °C. O numero de células de B.
cereus aderidas em 10 °C apresentou reducdo em todos os materiais testados, e
em quase todos os consoércios bacterianos testados, com exceg¢ao do vidro, onde
foi detectado apenas no tempo 8h de contato, no consércio BC/EC.

Para E. coli, a situac&o foi um pouco diferente: houve pequeno aumento
no numero de células no aco inoxidavel de 4h 10 °C para 8h 10 °C, o que nao
ocorreu nos demais materiais. O resultado da ades&o de E. coli ao polipropileno,
em 10 °C é corroborado por Pompermayer & Gaylarde (2000).

Embora S. aureus tenha sido o microrganismo com menor aderéncia na
temperatura de 10 °C - praticamente ndo sendo detectado no vidro e no ago
inoxidavel nessa condicdo - no polipropileno, apresentou adesido diretamente
proporcional ao tempo e a temperatura analisados, indicando que o material
favorece mais sua adesdo. Tal resultado nao foi encontrado por Pompermayer &

Gaylarde (2000) na temperatura de 12 °C, onde houve pequena redug&o no
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numero de células do microrganismo aderidas de 4 horas para 8 horas de
incubacgao.

Embora Pompermayer & Gaylarde (2000) tenham encontrado que na
temperatura de 12 °C a adesdo do microrganismo foi superior a de 30 °C,
resultado ndo encontrado neste trabalho, é importante ressaltar que o
polipropileno, no presente trabalho, foi o unico material testado a permitir niveis de
adesao similares entre as condigdes 8h 10° e 4h/8h 25 °C para S. aureus,
concordando mais uma vez com afirmacao desses autores, de que “ndo basta
processar alimentos em baixas temperaturas se a qualidade microbiolégica do
alimento cru ndo for satisfatéria”.

Através das contagens bacterianas obtidas, pode-se afirmar que na
condicdo 4h 10 °C ainda esta ocorrendo o processo inicial da formacédo de
biofiimes, numa interacéo direta entre célula e superficie. Assim, a menor adesao
em relacdo ao tempo, em 10 °C, talvez possa ser explicada pela hidrofobicidade
dos materiais e das células bacterianas. S. aureus aglutinou em sulfato de aménio
2M, tendo uma hidrofobicidade intermediaria, e aderiu melhor ao polipropileno,
material com hidrofobicidade também intermediaria. E. coli e B. cereus, por
aglutinarem em 0,5M, tiveram elevada hidrofobicidade e foram capazes de manter
ou elevar seu numero de células aderidas somente no ago inoxidavel, que teve
também a maior hidrofobicidade superficial.

No tempo de 4h 10 °C é possivel que se tenha detectado a interagao
hidrofobica célula/superficie, que nao se manteve ao longo do tempo devido a

baixa temperatura. Esta forgou os microrganismos a diminuirem seu metabolismo
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- inclusive B. cereus - e, possivelmente, impediu o aumento da for¢a de adeséao
célula/superficie, fazendo os microrganismos serem removidos com a lavagem de
solucao PBS. Esse impedimento causado pela temperatura, poderia ser em nivel
de adsorcdo de substancias ao material, viscosidade do meio de cultura e
fisiologia dos microrganismos (Fletcher, 1977).

A motilidade de E. coli e B.cereus também pode servir de argumento
para explicar sua maior aderéncia inicial (4h) na temperatura de 10 °C: segundo
Fletcher (1977) e Stanley (1983), o flagelo bacteriano poderia auxiliar no contato
com a superficie por se sobrepor a repulsdo eletrostatica com sua energia
cinética. Vatanyoopaisarn et al. (2000) verificaram que a presenga de flagelo em
Listeria  monocytogenes favoreceu sua adesdo nas primeiras 3 horas de
incubacao, em comparagdo com a linhagem mutante para producao de flagelo.
Porém, apdés maiores periodos de incubacao, ambas apresentaram taxas similares
de cobertura de superficie, indicando que diferentes fatores podem se intercalar
no favorecimento da adesao ao longo do tempo.

Sinde & Carballo (2000) nao obtiveram correlagéo entre hidrofobicidade
e energia livre dos materiais, com numero de células aderidas, mas verificaram
que Salmonella sp. e L. monocytogenes aderiram melhor em materiais
hidrofébicos. Peng et al. (2001), ao estudarem a hidrofobicidade de B. cereus ao
longo de suas fases de crescimento e compararem com sua adesao ao ago inox,
constataram que a hidrofobicidade é o fator que mais afeta a adesdo desse
microrganismo ao material, em solugdo PBS. Isso pode servir para explicar sua

maior adesdo inicial em compostos hidrofébicos como ago inoxidavel e
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polipropileno, no presente trabalho. O fato de B. cereus ter aderido
significativamente no vidro em 8h 25 °C mostra que a hidrofobicidade celular é
importante, mas nao essencial a ponto de ser o unico fator determinante de
ades&o ao substrato.

Poucas vezes o consoércio das 3 espécies bacterianas foi o que mais
favoreceu a adesdo, e ainda em niveis n&o estatisticamente significativos
(a=0,05). Resultado similar foi encontrado por Norwood & Gilmour (2001), que
estudaram a adesao de 2 cepas de L. monocytogenes em cultura pura, ou em
consorcio com Pseudomonas fragi e Staphylococcus xylosus, onde maiores taxas
de adesao foram encontrados em cultura pura do que nos consoércios. Como
possiveis razdes apontadas pelos autores estdo a existéncia de competicdo por
adesdo e nutrientes (ja mencionada por McEldowney & Fletcher, apud
Pompermayer & Gaylarde, 2000, p.363) e a interferéncia negativa da composicéo
dos EPS de Staphylococcus sciuri, apresentada por Leriche & Carpentier (2000).

Embora resultados de trabalhos similares tenham sido obtidos através
de contagem em microscopia (Banks & Bryers, 1991; Pompermayer & Gaylarde,
2000), optou-se pela técnica de contagem em placa em detrimento da contagem
em microscopia de epifluorescéncia devido ao esperado baixo numero de células
aderidas nos materiais, principalmente na temperatura de 10 °C. Parizzi et al.
(2004), avaliaram a sensibilidade dos métodos de contagem em placa e
microscopia de epifluorescéncia na determinagao do numero de células aderidas
em diferentes materiais. Em seus resultados, constataram que contagens

bacterianas através da microscopia de epifluorescéncia sdao mais confiaveis do
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que a contagem em placa somente quando o numero de células por campo for

entre 10 e 100, refletindo-se em contagens de 10* a 10° células por cm?.

4.7 Visualizacdo dos microrganismos aderidos

4.7.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A observacao dos corpos de prova submetidos ou ndo aos ensaios de
adesao permitiu aprofundar os conhecimentos em relagdo a superficie dos
materiais testados (Figura 19), além de acompanhar a formagao dos filmes
condicionantes e a adesao dos microrganismos propriamente dita ao longo do
tempo.

O pano de algodao e o polipropileno possuem superficies mais
irregulares, provocadas pelo arranjo e composi¢cao das fibras (pano) ou por sua
natureza polimérica (polipropileno). O aco inoxidavel apresenta diversas
deformidades, ndo percebidas macroscopicamente, mas capazes de permitir a
adesao de alguns microrganismos. O vidro tem a superficie mais homogénea de
todos os materiais.

Segundo Hood & Zottola (1995) a textura microscépica do material
pode ter um papel muito importante na adesdo dos microrganismos, uma vez que
a interagdo microrganismo-substrato se da nesse nivel. Além disso, a presenga de
micro fendas pode abrigar e proteger microrganismos dos tratamentos sanificantes

(Stone & Zottola, 1985b).
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FIGURA 19: Imagens em microscopia eletrénica de varredura (JSM
5800 — JEOL®) dos materiais ndo submetidos ao ensaio
de adesado. Imagens obtidas apos fixagdo das amostras
com glutaraldeido, desidratacdo com acetona e
metalizacdo com ouro. A = 1000x; B = 1000x; C = 2000x;
D = 1100x. (Porto Alegre, 2005).

Nas Figuras 20 a 23, observa-se que os filmes condicionantes se
expandem na superficie ao longo do tempo, alterando, assim, as propriedades
fisico-quimicas dos materiais. No tempo de 2 horas de contato, observa-se a
presenca de filme condicionante em todos os materiais e células aderidas em aco
inoxidavel. Percebe-se a capacidade do pano de algoddo em reter particulas

grandes e microrganismos entre as fibras. Estes podem tanto aderir diretamente

na estrutura porosa do material, quanto nas substancias por ele retidas.
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FIGURA 20: Imagens em microscopia eletrénica de varredura (JSM
5800 — JEOL®) do aco inoxidavel, apds ensaio de ades&o
bacteriana ao material, variando-se tempo de contato e
temperatura. Imagens obtidas apds fixacdo das amostras
com glutaraldeido, desidratagdo com acetona e
metalizacdo com ouro. A = 9500x; B = 2000x; C = 2000x;
D =2000x; E = 850x; F = 2200x. (Porto Alegre, 2005).
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FIGURA 21: Imagens em microscopia eletrénica de varredura (JSM
5800 — JEOL®) do pano de algoddo, apods ensaio de
adesao bacteriana ao material, variando-se tempo de
contato e temperatura. Imagens obtidas apds fixagaéo das
amostras com glutaraldeido, desidratacdo com acetona e
metalizacdo com ouro. A = 2000x; B = 1800x; C = 2000x;
D =2000x; E = 4300x; F = 2000x. (Porto Alegre, 2005).
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FIGURA 22: Imagens em microscopia eletrénica de varredura (JSM
5800 — JEOL®) do polipropileno, apds ensaio de adesio
bacteriana ao material, variando-se tempo de contato e
temperatura. Imagens obtidas apds fixacdo das amostras
com glutaraldeido, desidratagdo com acetona e
metalizacdo com ouro. A = 3000x; B = 2300x; C = 2000x;
D = 8500x; E = 8500x; F = 3700x. (Porto Alegre, 2005).
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FIGURA 23: Imagens em microscopia eletrénica de varredura (JSM
5800 — JEOL®) do vidro, apds ensaio de adesdo
bacteriana ao material, variando-se tempo de contato e
temperatura. Imagens obtidas apds fixacdo das amostras
com glutaraldeido, desidratagdo com acetona e
metalizacdo com ouro. A = 2000x; B = 1000x; C = 3700x;
D = 3000x; E = 2000x; F = 3700x. (Porto Alegre, 2005).
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No material vidro, visualizou-se inicialmente a adesdo de células
eucariéticas na temperatura de 25 °C. A medida que o tempo foi passando,
observou-se o surgimento de estruturas que ligam uma célula a outra, biofilmes no
inicio de seu desenvolvimento. Esse padrdo de formacdo de biofiimes foi
observado também para o ago inoxidavel, embora células eucariéticas s6 tenham
sido observadas no tempo de 8h e em 10 °C.

O pequeno numero de células bacterianas visualizado nos materiais e,
inclusive, ndo condizente com as contagens em placa, pode ser resultado de uma
série de fatores: a forca de adesdo das células aos materiais apos esse
relativamente curto espagco de tempo (de 2h a 8h), pode ter sido grande o
suficiente para que estas resistissem a lavagem com PBS, mas nédo a ponto de
tolerar as etapas do processamento das amostras para microscopia de varredura,
quando os corpos de prova passaram por varias lavagens e foram,
inevitavelmente, agitados nas solugbes fixadora, de acetona e durante o
transporte até o Centro de Microscopia Eletronica. O protocolo de preparacao das
amostras utilizado também pode ter afetado negativamente a visualizagdo dos
microrganismos.

O processo de desidratagcao requerido pela MEV é, inclusive, um dos
inconvenientes de sua utilizagdo para visualizagado de biofilmes, estruturas muito
hidratadas. Devido a isso, em alguns casos, € possivel que se tenha redugbes
expressivas no volume de alguns componentes hidratados da matriz de EPS e
rachaduras provocadas pela desidratacao, resultando em artefatos (Fischer et al.,

apud Surman et al., 1996, p.65).
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Talvez, a microscopia de forga atdbmica, por nao necessitar de
preparacdo das amostras, teria sido uma opg¢ao melhor para as condi¢gdes deste
trabalho, embora também possua diversas limitagées, como custo e dificuldade de
interpretacdo das imagens. Porém, a microscopia de varredura permite a
observacgao inicial da superficie em pequeno aumento, facilitando e agilizando o
processo de analise, atributo que a microscopia de forgca atdmica n&o possui
(Beech et al., 2002). Devido ao fato de o biofilme ndo ser uma estrutura uniforme
sobre a superficie, seria interessante levar em consideragao essa peculiaridade na
escolha do método microscopico de analise, dependendo dos objetivos do estudo.

O fato de terem sido observadas células bacterianas no vidro, em 25 °C
talvez esteja relacionado a presenga de células eucarioticas, provenientes do leite
in natura, e que poderiam ter favorecido ligagdes célula/substrato fortes o

suficiente para tolerar a preparacdo das amostras.

4.7.2 Microscopia de epifluorescéncia

A microscopia de epifluorescéncia (Figuras 24 a 26) foi utilizada para
visualizar os consorcios bacterianos aderidos aos materiais, no intuito de ilustrar
as combinag¢des microrganismo/tempo/temperatura/material que se diferenciaram
estatisticamente das demais. A adesdo dos microrganismos em cultura pura
também foi observada e utilizou-se como controle negativo de fluorescéncia os

materiais ndo submetidos ao ensaio de adeséo.
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FIGURA 24: Imagens em microscopia de epifluorescéncia dos corpos de
prova ndo submetidos ao ensaio de adesado (controle). As
imagens foram obtidas em aumento de 1000x utilizando laranja
de acridina como corante. (Porto Alegre, 2005).

FIGURA 25: Imagens em microscopia de epifluorescéncia dos microrganismos
aderidos em consorcios com 2 espécies bacterianas, apds 8h de
contato na temperatura de 25 °C, em diferentes materiais. As
imagens foram obtidas em aumento de 1000x utilizando laranja de
acridina como corante. EC = E. coli; SA = S. aureus; BC = B.
cereus. (Porto Alegre, 2005).




80

ECIBCSSA Vido

ECIBCISA Aco inox

FIGURA 26:

Imagens em microscopia de epifluorescéncia dos
microrganismos aderidos em cultura pura e em
consorcios com as 3 espécies bacterianas, apos 8h de
contato na temperatura de 25 °C. As imagens foram
obtidas em aumento de 1000x utilizando laranja de
acridina como corante. EC = E. coli; SA = S. aureus; BC
= B. cereus. (Porto Alegre, 2005).



5. CONCLUSOES

1. O pano de algodao foi o material que mais favoreceu a adesao de
microrganismos do leite in natura, seguido por polipropileno, vidro e ago
inoxidavel, respectivamente.

2. O numero de microrganismos aderidos foi diretamente proporcional
ao tempo de contato com os corpos de prova e a elevacdo da temperatura de 10
°C para 25 °C, tanto para o teste de adesao utilizando leite in natura quanto no
teste de adesao dos consoércios bacterianos de E. coli, S. aureus e B. cereus.

3. Houve producédo dos fatores de adeséao capsula e fimbria, em cerca
de 50% dos isolados bacterianos provenientes do leite in natura e aderidos aos
materiais.

4. No teste dos consorcios bacterianos, de maneira geral, os
microrganismos aderiram melhor quando em cultura pura. A associagdo com B.

cereus foi a que mais favoreceu a adesao de E. coli e S. aureus.
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APENDICE 1 - Meios de cultura e solucdes utilizadas

Agar CFA

Casaminoacido 109
Extrato de levedura 159
MgSO, 0,059
MnCl, 0,005 g
Agar bacterioldgico 20 g
Agua destilada 1000 mL

Aquecer até dissolver o agar. Ajustar pH 7,4 e esterilizar em autoclave a 121

°C por 20 min.

Agar Sal Manitol (Merck)

Extrato de carne 1,09
Peptona 109
NaCl 759
D-manitol 10¢g
Vermelho de Fenol 0,025¢
Agar 12 g
Agua destilada 1000 mL

Aquecer até dissolver o agar. Ajustar pH 7,4 = 0,1 e esterilizar em autoclave a

121 °C por 15 min.



Agar Cereus (Merck)
Extrato de carne
Peptona

D-manitol

NaCl

Vermelho de Fenol
Agar

Agua destilada

92

109
1049
109
1049
0,025g
12 g

900 mL

Ajustar pH 7,0 — 7,2 e esterilizar a 121 °C por 15 min. Quando na temperatura

de 50 °C, adicionar 100 mL de emuls&o de gema de ovo estéril e verter em placa.

Agar EMB (Merck)
Peptona-caseina
Lactose

Sacarose

K2HPO4

Eosina

Azul de metileno
Agar

Agua destilada

10¢
59
59
29
049
0,065 g
13,59

1000 mL

Ajustar pH 7,0—-7,2 e esterilizar em autoclave a 121 °C por 15 min.
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Agar Baird-Parker (Oxoid)

Triptona 1049
Extrato de carne 59
Extrato de levedura 19
Piruvato de sddio 109
Glicina 12 ¢
Cloreto de litio 59
Agar 20g
Agua destilada 950 mL

Ajustar pH 6,8 £ 0,2 e esterilizar em autoclave a 121 °C por 15 min. Quando
na temperatura de 50 °C, adicionar 50 mL de emulsao de gema de ovo estéril com telurito

de potassio e verter em placa.

Agar Leite

Leite em p6 desnatado 100 g
Extrato de levedura 159
Agar 159
Agua destilada 1000 mL

Autoclavar separadamente o leite dissolvido em agua e os demais

ingredientes, também dissolvidos, por 10 min a 121 °C.
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Solucgédo PBS 1x

NaCl 8¢

KCI 0,29
Na,HPO, 1,29
KH,PO, 029
Agua 100 mL

Aquecer para dissolver os componentes. Ajustar pH 7,4 e autoclavar a 121°

por 15 minutos.

Reagentes para coloracéo de capsula
Solucédo de Vermelho Congo
Vermelho congo 0,5¢

Agua 100 mL

Solucao de Maneval

Fucsina 0,05¢
Cloreto férrico (FeCl;.6H,0) 3049
Acido acético glacial 5mL
Fenol liquefeito 3,9mL

Agua 95 mL
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Solucéo de Laranja de Acridina (epifluorescéncia)

Tampd&o Fosfato:

Solucgédo A

KH,PO, 9,78 g
Agua destilada 1000 mL
Solucéo B

Na,HPO, 11,87 g
Agua destilada 1000 mL

Para a solucéo final de pH 7,5, deve-se utilizar 12,8 mL de solugcéo A e 87,2

mL da solucgéo B.

Solucdes utilizadas na preparagcdo das amostras para MEV

1 - Solucéo Fixadora

Glutaraldeido 25% 1,2 mL
Tampéao Fosfato 0,2M 5mL
Agua destilada 3,8M

2 - Tampéao Fosfato 0,2M

Solucéo A:

NaH,PO,.H,0 (P.M. 137,9) 2759
Agua destilada 100 mL
Solucéo B:

Na,HPO,.7H,0 (P.M. 268,07) 26,80 g
Agua destilada 500 mL

Adicionar a solugao B na A, aos poucos, até o pH ficar entre 7,2 — 7,4.



APENDICE 2 — Distribuicdo dos fatores de viruléncia por isolado bacteriano. Pa=pano de algod&o;

Po=polipropileno; A=Aco inoxidavel; V=vidro; Hidrof.= hidrofobicidade celular;

NA=n&o aglutinante; AA=auto-aglutinante.

Isolado
El
E2
E3
E4
E5
E6
E7
ES8
E9

E10
El1
E12
E13
E14
E15
E16
E17
E18
E19
E20
E21
E22
E23
E24
E25
E26
E27
E28
E29

Espécie
Serratia plymuthica
Serratia fonticola
Enterobacter hormaechae
Serratia plymuthica
Serratia plymuthica
Escherichia coli
Serratia fonticola
Serratia fonticola
Escherichia coli
Serratia plymuthica
Escherichia coli
Serratia fonticola
Escherichia coli
Escherichia coli
Serratia fonticola
Serratia fonticola
Serratia fonticola
Serratia fonticola
Serratia fonticola
Serratia plymuthica
Serratia fonticola
Enterobacter hormaechae
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Origem
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
A 25° 8h
A 25° 8h
A 25° 8h
A 25° 8h

Protease

Capsula
+

+

+ 4+

I T T T T 2 2 T S T

+ 4+ + +

Hemolisinas

Fimbria

+ 4

+ 4+ + + + A+ F A+ A+

+ +

+ 4+ + + +

Fimbrial

Hidrof.
2,0M
1,0M
2,5M
1,5M
2,5M
1,5M
2,5M
2,0M
0,5M
2,0M
1,5M

NA
0,5M
1,0M
0,5M
1,5M
2,0M
1,5M
1,5M
1,5M

NA
1,5M
1,0M
0,5M
0,5M
0,5M
0,5M
0,5M
0,5M



Isolado
E30
S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20
S21
S22
S23
S24
S25
S26
S27
S28
S29
S30
B1
B2
B3

Continuagéo - APENDICE 2

Espécie
Escherichia coli
S. intermedius

S. caprae
S. intermedius
S. intermedius
S. aureus
S. intermedius
S. intermedius
S. chromogenes

S. aureus

S. chromogenes
S. intermedius

S. aureus

S. aureus

S. aureus

S. aureus

S. intermedius

S. aureus

S. intermedius
S. chromogenes
S. intermedius
S. intermedius
S. chromogenes
S. aureus
S. intermedius
S. aureus
S. caprae
S. klosii
S. caprae
S. caprae
S. chromogenes
S. aureus
S. chromogenes
S. caprae

Origem
A 25° 8h
Po 25° 8h
Po 25° 8h
Po 25° 8h
Po 25° 8h
Po 25° 8h
Po 25° 8h
Po 25° 8h
Po 25° 8h
Pa 10° 8h
Pa 10° 8h
A 25° 8h
A 25° 8h
A 25° 8h
V 25° 2h
Po 25° 2h
V 25° 8h
A 25° 5h
A 25° 5h
Po 25° 5h
Po 25° 5h
Po 25° 5h
Po 25° 5h
Pa 10° 2h
Pa 10° 2h
Pa 10° 2h
Pa 25° 5h
Pa 25° 5h
Pa 25° 5h
Pa 25° 8h
Pa 25° 2h
V 25° 8h
Pa 25° 2h
Po 25° 5h

Protease

14 1

+

Capsula

Hemolisinas

T T e T T S S e S S S R S S S T

+ + +

Fimbria

+ 4+ + + + + +

Fimbrial
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Hidrof.
0,5M
2,0M
2,0M
1,0M
1,5M
1,5M
1,5M
1,0M
0,5M
1,5M
2,5M
1,5M
1,5M
1,5M
1,5M
1,0M
1,5M
1,5M
1,5M
1,5M
1,5M
1,5M
2,5M
1,5M
1,5M

AA
1,0M
3,0M
1,5M
1,0M
0,5M
1,0M

NA
2,0M



Isolado
B4
B5
B6
B7
B8
B9

B10
B11
B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18
B19
B20
B21
B22
B23
B24
B25
B26
B27
B28
B29
B30
B31
B32
B33
B34
B35
B36
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Espécie
S. lentus
Comamonas sp.
Pseudomonas sp.
Enterobacter cloacae
Enterobacter asburiae
Xanthomonas sp.
Enterobacter cloacae
S. warneri
S. aureus
Pseudomonas sp.
S. klosii
Pseudomonas sp.
Xanthomonas sp.
Xanthomonas sp.
Hafnia alvei
S. lentus
S. aureus
Kluyuera sp.
S. sciuri
S. aureus
S. chromogenes
S. caprae
Hafnia alvei
Enterobacter cloacae
Xanthomonas sp.
S. chromogenes
Escherichia coli
S. warneri
Enterobacter cloacae
Enterobacter asburiae
Kluyuera sp.
Pseudomonas sp.
Enterobacter cloacae

Origem
Po 25° 2h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 5h
Pa 25° 5h
Pa 25° 5h
A 25° 8h
A 25° 8h
Po 10° 8h
V 10° 8h
Pa 10° 2h
A 25° 2h
A 10° 5h
Po 25° 8h
Po 25° 8h
Po 10° 5h
A 25° 5h
Pa 10° 8h
Pa 10° 8h
Pa 10° 8h
Pa 10° 8h
A 25° 8h
A 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 5h
Pa 25° 5h
Po 25° 8h
Po 25° 8h

Protease

+ o+

+

+ 1

+

Capsula

+ 4+ + + + +

+ 4+ + +

+ + + + + A+ A+

Hemolisinas
+

+ + +

+ 4+ o

+ 4+ 0+

+

+ 4+ A+ +

Fimbria

Fimbrial
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Hidrof.
0,5M
AA
1,0M
2,0M
1,5M
AA
2,5M
AA
2,0M
1,5M
1,0M
1,5M
AA
0,5M
AA
NA
1,5M
1,0M
AA
1,0M
0,5M
1,5M
AA
1,5M
0,5M
AA
0,5M
1,5M
1,5M
1,5M
1,0M
AA
1,5M



Isolado
B37
B38
B39
B40
B41
B42
B43
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Espécie
Xanthomonas sp.
Pseudomonas sp.

Hafnia alvei
Enterobacter cloacae
Enterobacter asburiae

Cedecea sp.

Pseudomonas sp.

Origem
Po 10° 8h
Po 10° 8h
Pa 10° 8h
Pa 10° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h
Pa 25° 8h

Protease
+

4+ 0+

+ +

Capsula
+

+ 4+ + + + +

Hemolisinas
+

+ + + 4

Fimbria

Fimbrial
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Hidrof.
0,5M
2,0M

AA
1,5M
2,0M
2,0M
1,5M




APENDICE 3 — Médias e desvios padrdo das contagens de microrganismos aderidos aos materiais

e contidos em leite in natura. Temp.=temperatura de incubacdo; média=média

aritmética da contagem de cada uma das placas de PCA (valores em UFC/ mL).

pano de algodéo 2h

Temp. Coleta 1 media desvio Coleta 2 media desvio Coleta 3 meédia desvio
10° 6200 3800 5,0E+03 1,70E+03 20000 35000 2,8E+04 1,06E+04 900 900 9,0E+02 0,00E+00
25° 10900 14700 1,3E+04 2,69E+03 233000 281000 2,6E+05 3,39E+04 13900 11000 1,2E+04 2,05E+03
pano de algodéo 5h
Temp. Coleta 1 média desvio Coleta 2 média desvio Coleta 3 média desvio
10° 3800 7200 5,5E+03 2,40E+03 45000 47000 4,6E+04 1,41E+03 1600 1400 1,5E+03 1,41E+02
25° 270000 370000 3,2E+05 7,07E+04 3710000 250000 2,0E+06 2,45E+06 57000 58000 5,8E+04 7,07E+02
pano de algodéo 8h
Temp. Coleta 1 media desvio Coleta 2 media desvio Coleta 3 meédia desvio
10° 15000 17700 1,6E+04 1,91E+03 118000 152000 1,4E+05 2,40E+04 5500 3500 4,5E+03 1,41E+03
25° 2750000 860000 1,8E+06 1,34E+06 13920000 16400000 1,5E+07 1,75E+06 580000 1460000 1,0E+06 6,22E+05
vidro 2h
Temp. Coleta 1 média desvio Coleta 2 média desvio Coleta 3 média desvio
10° 0 0 0,0E+00 0,00E+00 180 80 1,3E+02 7,07E+01 10 40 2,5E+01 2,12E+01
25° 80 60 7,0E+01 1,41E+01 1800 3700 2,8E+03 1,34E+03 40 0 2,0E+01 2,83E+01
vidro 5h
Temp. Coleta 1 media desvio Coleta 2 media desvio Coleta 3 meédia desvio
10° 20 10 1,5E+01 7,07E+00 630 580 605 3,54E+01 60 0 3,0E+01 4,24E+01
25° 970 310 6,4E+02 4,67E+02 12500 12100 12300 2,83E+02 100 140 1,2E+02 2,83E+01
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vidro 8h

Temp. Coleta 1 média desvio Coleta 2 média desvio Coleta 3 média desvio

10° 0 50 2,5E+01 3,54E+01 1140 670 9,1E+02 3,32E+02 30 40 3,5E+01 7,07E+00

25° 9300 10400 9,9E+03 7,78E+02 128000 160800 1,4E+05 2,32E+04 7300 8500 7,9E+03 8,49E+02
polipropileno 2h

Temp. Coleta 1 média desvio Coleta 2 média desvio Coleta 3 média desvio

10° 120 50 8,5E+01 4,95E+01 360 380 3,7E+02 1,41E+01 70 80 7,5E+01 7,07E+00

25° 80 240 1,6E+02 1,13E+02 12900 12200 1,3E+04 4,95E+02 110 50 8,0E+01 4,24E+01
polipropileno 5h

Temp. Coleta 1 média desvio Coleta 2 média desvio Coleta 3 média desvio

10° 30 30 3,0E+01 0,00E+00 510 560 5,4E+02 3,54E+01 100 150 1,3E+02 3,54E+01

25° 2370 2240 2,3E+03 9,19E+01 32000 37000 3,5E+04 3,54E+03 620 400 5,1E+02 1,56E+02
polipropileno 8h

Temp. Coleta 1 media desvio Coleta 2 media desvio Coleta 3 média desvio

10° 40 20 3,0E+01 1,41E+01 2400 2500 2,5E+03 7,07E+01 20 30 2,5E+01 7,07E+00

25° 14700 9000 1,2E+04 4,03E+03 1600000 600000 1,1E+06 7,07E+05 3000 2400 2,7E+03 4,24E+02
aco inoxidavel 2h

Temp. Coleta 1 média desvio Coleta 2 média desvio Coleta 3 média desvio

10° 90 0 4 5E+01 6,36E+01 130 110 1,2E+02 1,41E+01 0 10 5,0E+00 7,07E+00

25° 370 110 2,4E+02 1,84E+02 1290 1190 1,2E+03 7,07E+01 50 40 4,5E+01 7,07E+00
aco inoxidavel 5h

Temp. Coleta 1 media desvio Coleta 2 media desvio Coleta 3 média desvio

10° 130 20 7,5E+01 7,78E+01 460 540 5,0E+02 5,66E+01 10 0 5,0E+00 7,07E+00

25° 1350 300 8,3E+02 7,42E+02 15800 21200 1,9E+04 3,82E+03 40 30 3,5E+01 7,07E+00
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Temp. Coleta 1 média desvio Coleta 2 média desvio Coleta 3 média desvio

10° 1010 930 9,7E+02 5,66E+01 570 410 49E+02  1,13E+02 10 20 15E+01 7,07E+00

25° 2350 2860 2,6E+03  3,61E+02 37400 40800 3,9E+04  2,40E+03 350 320 3,4E+02 2,12E+01
controle 2h

Temp. Coleta 1 média desvio Coleta 2 média desvio Coleta 3 média desvio

10° 430000 320000 3,8E+05  7,78E+04 900000 3100000 2,0E+06 1,56E+06 110000 250000 1,8E+05  9,90E+04

25° 2700000 2600000 2,7E+06  7,07E+04 37500000 21200000 2,9E+07  1,15E+07 400000 650000 5,3E+05 1,77E+05
controle 5h

Temp. Coleta 1 média desvio Coleta 2 média desvio Coleta 3 média desvio

10° 2500000 900000 1,7E+06  1,13E+06 3100000 4100000 3,6E+06  7,07E+05 260000 250000 2,6E+05  7,07E+03

25° 120000000 35000000 7,8E+07 6,01E+07 251000000 172000000 2,1E+08  5,59E+07 8600000 3100000 59E+06  3,89E+06
controle 8h

Temp. Coleta 1 media desvio Coleta 2 media desvio Coleta 3 média desvio

10° 3400000 3150000 3,3E+06  1,77E+05 6400000 17800000 1,2E+07  8,06E+06 160000 470000 3,2E+05  2,19E+05

25° 223000000 2,56E+08 24E+08 2,33E+07 928000000 1632000000 1,3E+09  4,98E+08 39000000 33000000 3,6E+07  4,24E+06



APENDICE 4 - Médias e desvios padrdo das contagens de consorcios de microrganismos aderidos

aos materiais e contidos em leite UHT. Média = média aritmética das contagens

ap6s 3 repeticdes (valores em UFC/ cm?); EC=E. coli; SA=S. aureus; BC=B. cereus;

Material

VIDRO
VIDRO
VIDRO
VIDRO
ACO
ACO
ACO
ACO
POLIPRO
POLIPRO
POLIPRO
POLIPRO

Consoércio

EC
EC/SA
EC/BC

EC/SA/BC

EC
EC/SA
EC/BC

EC/SA/BC

EC
EC/SA
EC/BC

EC/SA/BC

Meédia 4h
10°C
4,82E+01
3,38E+01
8,20E+01
1,93E+01
9,65E+00
9,65E+00
0,00E+00
9,65E+00
7,72E+01
7,72E+01
8,68E+01
3,86E+01

Adesdo de EC nos consorcios

Desvio 4h
10°C
2,21E+01
3,34E+01
6,84E+01
2,21E+01
1,67E+01
1,67E+01
0,00E+00
1,67E+01
1,67E+01
3,34E+01
5,79E+01
3,34E+01

Média 8h
10°C
0,00E+00
4,82E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,93E+01
9,65E+00
5,79E+01
0,00E+00
6,27E+01
2,41E+01
4,34E+01
1,93E+01

Desvio 8h
10°C
0,00E+00
8,35E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,67E+01
1,67E+01
5,79E+01
0,00E+00
3,34E+01
3,01E+01
1,45E+01
2,21E+01

Média 4h
25°C
5,26E+03
3,17E+03
5,37E+03
2,92E+03
7,37E+03
1,02E+04
1,39E+04
1,75E+04
9,06E+03
5,05E+03
4,95E+04
2,33E+04

Desvio 4h
25°C
1,09E+03
2,05E+03
2,68E+03
1,41E+03
6,80E+03
5,37E+03
2,94E+03
1,02E+03
5,21E+03
3,81E+03
2,18E+04
8,97E+03

Média 8h
25°C
1,46E+05
1,25E+05
5,12E+05
1,56E+05
1,79E+05
2,04E+05
2,19E+05
3,64E+05
4,57E+05
4,89E+05
4,90E+05
9,25E+05

Desvio 8h
25°C
8,28E+04
3,88E+04
3,33E+05
1,99E+04
1,10E+05
1,19E+05
1,08E+05
1,90E+05
7,77E+04
9,36E+04
1,14E+05
6,62E+05

Adesdo de SA nos consorcios
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Material  Consorcio  Média4h Desvio 4h Média8h Desvio 8h Médiadh Desvio 4h Média8h Desvio 8h
10°C 10°C 10°C 10°C 25°C 25°C 25°C 25°C
VIDRO SA 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 O0,00E+00 6,27E+01 4,18E+01 1,25E+02 1,81E+02
VIDRO EC/SA 9,65E+00 1,67E+01 0,00E+00 O0,00E+00 9,65E+00 8,35E+00 1,45E+01 1,45E+01
VIDRO SA/BC 4,82E+00 8,35E+00 0,00E+00 O0,00E+00 2,89E+01 3,83E+01 1,71E+04 8,73E+03
VIDRO EC/SA/BC  0,00E+00 0,00E+00 O0,00E+00 0,00E+00 4,82E+01 5,85E+01 1,66E+03 1,46E+03
ACO SA 9,65E+00 1,67E+01 0,00E+00 1,67E+01 3,67E+02 4,61E+02 2,23E+03 2,19E+03
ACO EC/SA 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 O0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 1,25E+02 2,17E+02
ACO SA/BC 9,66E+00 1,67E+01 0,00E+00 O0,00E+00 1,93E+01 1,67E+01 5,50E+02 4,78E+02
ACO EC/SA/BC  0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 6,75E+01 1,67E+01
POLIPRO SA 3,86E+01 4,42E+01 3,95E+02 3,09E+02 2,67E+03 1,60E+03 4,60E+03 3,52E+03
POLIPRO EC/SA 0,00E+00 0,00E+00 2,89E+01 2,51E+01 3,09E+02 1,48E+02 2,80E+02 2,21E+02
POLIPRO SA/BC 193E+01 3,34E+01 1,25E+02 6,52E+01 5,21E+02 2,09E+02 2,02E+03 1,29E+03
POLIPRO EC/SA/BC 0,00E+00 0,00E+00 4,82E+01 1,67E+01 2,60E+02 1,90E+02 7,23E+02 5,12E+02
Adeséo de BC nos consdrcios
Material  Consorcio  Média4h Desvio 4h Média8h Desvio 8h Médiadh Desvio 4h Média8h Desvio 8h
10°C 10°C 10°C 10°C 25°C 25°C 25°C 25°C

VIDRO BC 2,89E+01 3,83E+01 9,65E+00 1,67E+01 0,00E+00 0,00E+00 1,76E+04 6,84E+03
VIDRO EC/BC 0,00E+00 0,00E+00 4,82E+00 8,35E+00 4,82E+00 8,35E+00 2,86E+04 2,31E+04
VIDRO SA/BC 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 O0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 6,01E+04 5,33E+04
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Material

VIDRO
ACO
ACO
ACO
ACO

POLIPRO

POLIPRO

POLIPRO

POLIPRO

Consoércio

EC/SA/BC
BC
EC/BC
SA/BC
EC/SA/BC
BC
EC/BC
SA/BC
EC/SA/BC

Média 4h
10°C
4,82E+00
3,86E+01
1,16E+02
2,89E+01
1,93E+01
7,72E+01
4,82E+01
5, 79E+01
7,72E+01

Desvio 4h
10°C
8,35E+00
1,67E+01
1,26E+02
2,89E+01
3,34E+01
1,67E+01
6,02E+01
0,00E+00
4,42E+01

Média 8h
10°C
0,00E+00
1,93E+01
5,79E+01
9,65E+00
0,00E+00
0,00E+00
9,65E+00
4,82E+00
4,82E+00

Desvio 8h
10°C
0,00E+00
3,34E+01
5,01E+01
1,67E+01
0,00E+00
0,00E+00
8,35E+00
8,35E+00
8,35E+00

Média 4h
25°C
4,82E+00
5,79E+01
1,93E+01
3,86E+01
2,89E+01
6,37E+02
3,67E+02
2,31E+02
9,26E+02

Desvio 4h
25°C
8,35E+00
5,01E+01
3,34E+01
6,68E+01
2,89E+01
7,88E+02
1,17E+02
2,51E+02
4,32E+02

Média 8h
25°C
5,16E+03
9,65E+01
1,54E+02
3,38E+02
9,65E+01
1,46E+05
3,46E+04
1,90E+04
4,03E+04
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Desvio 8h
25°C
4,07E+03
1,02E+02
8,84E+01
3,12E+02
8,84E+01
1,04E+05
3,09E+04
1,10E+04
2,05E+04



APENDICE 5 — Tabelas de resultados das andlises estatisticas
efetuadas em relacdo a producédo de fatores de

viruléncia e hidrofobicidade celular.

Capsula Grupo Total
Enterobacteriaceae Staphylococcus
n % n % n %
Ausente 7 15.2 38 90.5 45 51.1
Presente 39 84.8 4 9.5 43 48.9
Total 46 100.0 42 100.0 88 100.0

v*=46,80; p<0,001;

Capsula Material Total
Aco Pano Polipropileno
n % n % n % n %
Ausente 9 52.9 20 33.9 18* 78.3 47 475
Presente 8 47.1 39* 66.1 5 21.7 52 525
Total 17 100.0 59 100.0 23 100.0 99 100.0

v?=13,31; p=0,001; * Analise de Residuos Ajustados: p<0,05;

Fimbria Grupo Total
Enterobacteriaceae Staphylococcus
n % n % n %
Ausente 14 30.4 28 66.7 42 47.7
Presente 32 69.6 14 33.3 46 52.3
Total 46 100.0 42 100.0 88 100.0

v*=10,15; p=0,001;



Fimbria Material
Aco Pano Polipropileno
n % n % n % n
Ausente 8 47.1 29 49.2 13 56.5 50
Presente 9 52.9 30 50.8 10 43.5 49
Total 17 100.0 59  100.0 23 100.0 99

v?=0,46; p=0,796;

HIDROFOBICIDADE CELULAR

Grupo n Hidrofobicidade p
Média Desvio-padrao
Enterobacteriaceae 44 1.26 0.72 0,802
Staphylococcus 40 1.30 0.69
Material n Hidrofobicidade
Média Desvio padrao
Aco 16 0.94 0.54
Pano 56 1.31 0.76

Polipropileno 23 1.20 0.70
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Total

%
50.5
49.5

100.0
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Causas de Variacdo Graus de liberdade Soma de quadrados F p
Material 2 1,77 1,73 0,183
Erro Experimental 92 47,09

Total Corrigido 94 48,86

Obs.: Foram desconsiderados os dados com NA (ndo aglutinantes) e,

para todas as analises, foram desconsideradas as informacdes

referentes ao vidro.
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APENDICE 6 - Tabelas de resultados das andlises estatisticas
efetuadas em relacdo as contagens em PCA de
microrganismos aderidos aos materiais e

contidos no leite in natura.

CONTAGENS EM PCA

Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr>F
Material 3 0.00151542  0.00050514 40.25 <.0001
Temperatura 1 0.00000771 0.00000771 0.61 0.4371
Tempo 2 0.00002528 0.00001264 1.01 0.3728
Material*Temperatura 3 0.00002409 0.00000803 0.64 0.5930
Material*Tempo 6 0.00007172 0.00001195 0.95 0.4671
Temperatura*Tempo 2 0.00000658 0.00000329 0.26 0.7703
Materi*Tempera*Tempo 6 0.00001639 0.00000273 0.22 0.9693
Error 48 0.00060237  0.00001255
Corrected Total 71 0.00226957
Tukey Grouping Mean N Material

A 0.010708 18 Pano de algodéo

B 0.000204 18 Polipropileno

B 0.000073 18 Vidro

B 0.000065 18 Aco inox
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APENDICE 7 - Tabelas de resultados das analises estatisticas

efetuadas em relacdo a adesdo em consorcios

bacterianos. Os resultados sdo mostrados em

relacdo aos microrganismos isoladamente.

7.1 Escherichia coli (EC)

Quadrado médio F

6471362.6
16690782.6
174671797.2
25245413.0
1632350.3
6630662.8
3366091.7
14441783.5
5107915.5
27933702.4
1711351.3
4888028.9
3433615.2
5928460.3
4663658.7
1242504.4

p-value

521 0.0022
13.43  <.0001
140.58 <.0001
20.32  <.0001
1.31 0.2585
5.34 0.0019
2.71 0.0494
11.62  <.0001
411 0.0194
2248 <.0001
1.38 0.2316
3.93 0.0015
2.76 0.0462
477  0.0106
3.75 0.0021

Comparacao multipla de médias através do método de Tukey. Ago

Fonte de variagio GL  Soma de quadrados
Consorcio 3 19414087.7
material 2 33381565.3
temperatura 1 174671797.2
Tempo 1 25245413.0
Cons*mate 6 9794101.8
Cons*temper 3 19891988.3
Cons*tempo 3 10098275.2
mate*temper 2 28883567.0
mate*tempo 2 10215830.9
temper*tempo 1 27933702.4
Cons*mate*temper 6 10268108.0
Cons*mate*tempo 6 29328173.4
Cons*temper*tempo 3 10300845.5
mate*temper*tempo 2 11856920.5
Cons*mate*temp*tempo 6 27981952.1
Erro 96 119280425.3
Total 143  568546753.5
= aco inoxidavel; Polipro = polipropileno.
4H
ACO PO I(_)IPR
EC 19,96 f 159,68 f
10 °C EC/BC 0,00 f 179,64 f
EC/SA 19,96 f 159,68 f
EC/SA/BC 19,96 f 79,84 f
EC 893,57 1098,24
def cdef
ecec 108421 600,00 ab
o cdef
25°C 1239,77
EC/SA ’ 612,87 def
cdef
EcisaBC 211696 4 6g¢
cdef

VIDRO ACO
99,80f 26,14 f
0,00 f 78,43 f
69,86 f 13,07 f
39,92 f 0,00 f
637,43 1566,24
def cdef
1684,21 1915,61
def cdef
384,21 1784,81
ef cdef
354,39 3181,43
ef bcdef

8H
POLIPR
(@)
84,97 f
58,82 f
32,68 f
26,14 f
4000,00
bcde
4286,92
bcd
4278,48
bcd

8092,83 ab

VIDRO

0,00 f
0,00 f
6,54 f
0,00 f
1278,48
cdef
4481,01
abc
1097,05
cdef
1367,09
cdef



Fonte de variacéo

Consorcio 3
material 2
temperatura 1
tempo 1
Cons*mate 6
Cons*temper 3
Cons*tempo 3
Mate*temper 2
Mate*tempo 2
Temper*tempo 1
Cons*mate*temper 6
Cons*mate*tempo 6
Cons*temper*tempo 3
Mate*temper*tempo 2
Cons*mate*temp*tempo 6
Error 96
Corrected Total

7.2 Staphylococcus aureus (SA)

GL Soma de Quadrados

64698518.3
39582986.1
71482867.0
2159312.7
126050291.2
41663558.4
41164846.4
18149930.6
35441161.3
533.0
90579707.6
48249900.8
53407403.9
61835942.1
62597328.2
195756166.9
952820454.3

Quadrado médio F

21566172.8
19791493.0
71482867.0
2159312.7
21008381.9
13887852.8
13721615.5
9074965.3
17720580.7
533.0
15096617.9
8041650.1
17802468.0
30917971.0
10432888.0
2039126.7

10.58
9.71
35.06

1.06
10.30
6.81
6.73
4.45
8.69
0.00
7.40
3.94
8.73
15.16
5.12

p-value

<.0001
0.0001
<.0001
0.3060
<.0001
0.0003
0.0004
0.0142
0.0003
0.9871
<.0001
0.0014
<.0001
<.0001
0.0001
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Comparacao multipla de médias através do método de Tukey. Ago
= aco inoxidavel; Polipro = polipropileno.

ACO
SA 54,20 b
o SA/BC 54,20 b
10°C Ecrsa 0,00 b
EC/SA/BC  0,00b

SA 1490,19 b
25°C  SA/BC 78,43 b
EC/SA 0,00 b
EC/SA/BC  0,00b

4H

POLIPRO VIDRO

216,80 b
108,40 b
0,00 b
0,00b

10862,75 a

2117,65b
1254,90 b
1058,82 b

8H

ACO POIE)IPR

0,00 b 55,56 b 2277,78 b
27,10 b 0,00 b 722,22 b
54,20 b 0,00 b 166,67 b
0,00 b 0,00 b 277,78 b
25490b 1540,00b 3180,00 b
117,65b  380,00b  1393,33 b
39,22 b 86,67 b 193,33 b
196,08b 46,67 b 500,00 b

VIDRO

0,00 b
0,00 b
0,00 b
0,00 b

86,67 b

11800,00 a
10,00 b
1146,67 b



7.3 Bacillus cereus (BC)

Fonte de variacéo GL  Somade Quadrados Quadrado médio F p-value
Consoércio 3 6676956.18 2225652.06 2.18  0.0950
material 2 17951298.51 8975649.25 8.81 0.0003
temperatura 1 13244955.52 13244955.52 12.99 0.0005
Tempo 1 14363117.02 14363117.02 14.09 0.0003
Cons*mate 6 20917741.00 3486290.17 3.42  0.0042
Cons*temper 3 5795878.93 1931959.64 190 0.1355
Cons*tempo 3 5664931.25 1888310.42 1.85 0.1428
mate*temper 2 16912546.92 8456273.46 8.30 0.0005
mate*tempo 2 12953212.13 6476606.06 6.35 0.0026
temper*tempo 1 30801403.13 30801403.13 30.22 <.0001
Cons*mate*temper 6 20845088.01 3474181.34 341 0.0043
Cons*mate*tempo 6 19226009.07 3204334.85 3.14 0.0074
Cons*temper*tempo 3 6499375.57 2166458.52 2.13  0.1020
mate*temper*tempo 2 17539735.66 8769867.83 8.60 0.0004
Cons*mate*temp*tempo 6 20565264.48 3427544.08 3.36  0.0047
Erro 96 97852580.4 1019297.7

Total 143 327810093.8

Comparacao multipla de médias através do método de Tukey. Ago
= aco inoxidavel; Polipro = polipropileno; Temper.=temperatura de

incubacéo;
Consorcio Mater. Temper.  Tempo y LSMEAN
BC ACO 10°C 4H 333.33333 1
BC ACO 10 °C 8H 123.45679 2
BC ACO 25°C 4H 11.76471 3
BC ACO 25°C 8H 5.24934 4
BC POLIPRO 10°C 4H 666.66667 5
BC POLIPRO 10°C 8H 0.00000 6
BC POLIPRO 25°C 4H 129.41176 7
BC POLIPRO 25°C 8H 7937.00787 8
BC VIDRO 10°C 4H 250.00000 9
BC VIDRO 10°C 8H 61.72840 10
BC VIDRO 25°C 4H 0.00000 11
BC VIDRO 25°C 8H 955.38058 12
EC/BC ACO 10°C 4H 1000.00000 13
EC/BC ACO 10°C 8H 370.37037 14
EC/BC ACO 25°C 4H 3.92157 15
EC/BC ACO 25°C 8H 8.39895 16
EC/BC POLIPRO 10°C 4H 416.66667 17
EC/BC POLIPRO 10°C 8H 61.72840 18
EC/BC POLIPRO 25°C 4H 74.50980 19
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Consorcio
EC/BC
EC/BC
EC/BC
EC/BC
EC/BC
EC/SA/BC
EC/SA/BC
EC/SA/BC
EC/SA/BC
EC/SA/BC
EC/SA/BC
EC/SA/BC
EC/SA/BC
EC/SA/BC
EC/SA/BC
EC/SA/BC
EC/SA/BC
SA/BC
SA/BC
SA/BC
SA/BC
SA/BC
SA/BC
SA/BC
SA/BC
SA/BC
SA/BC
SA/BC
SA/BC

Mater.
POLIPRO
VIDRO
VIDRO
VIDRO
VIDRO
ACO
ACO
ACO
ACO
POLIPRO
POLIPRO
POLIPRO
POLIPRO
VIDRO
VIDRO
VIDRO
VIDRO
ACO
ACO
ACO
ACO
POLIPRO
POLIPRO
POLIPRO
POLIPRO
VIDRO
VIDRO
VIDRO
VIDRO

Temper.
25°C
10°C
10°C
25°C
25°C
10 °C
10 °C
25°C
25°C
10 °C
10 °C
25°C
25°C
10 °C
10 °C
25°C
25°C
10 °C
10 °C
25°C
25°C
10 °C
10 °C
25°C
25°C
10°C
10 °C
25°C
25 °C

Tempo
8H
4H
8H

y LSMEAN
1884.51444
0.00000
30.86420
0.98039
1556.43045
166.66667
0.00000
5.88235
5.24934
666.66667
30.86420
188.23529
2194.22572
41.66667
-0.00000
0.98039
280.83990
250.00000
61.72840
7.84314
18.37270
500.00000
30.86420
47.05882
1034.12073
0.00000
0.00000
-0.00000
3270.34121
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