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RESUMO

RODRIGUES, Dara Elizabeth Barbosa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
marco de 2021. Caracterizacao de biofilmes multiespécies formados por
bactérias isoladas de leite. Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti.
Coorientadores: Evandro Martins, Reinaldo Francisco Tedfilo e Solimar Gongalves
Machado.

Biofilmes multiespécies formados em equipamentos na industria do leite resultam em
diversos problemas na qualidade dos produtos, para a saude dos consumidores,
além de prejuizos financeiros. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia
dos fatores como temperatura e nutrientes na estrutura e composicao quimica do
biofilme  multiespéciess bacteriano utilizando técnicas microscépicas e
espectroscopia vibracional. Buttiauxella agrestis, Rahnella inusitata, Pseudomonas
fluorescens, Staphylococcus aureus, Lactococcus laudensis e Lactococcus garviae,
isolados de biofilmes formados na presenca de leite cru a 7 °C, foram avaliados
quanto a capacidade de formacdo de biofilme em microplacas de poliestireno
contendo leite em pd reconstituido (LDR) a 1% e 10% como meio de cultivo, as
temperaturas de 7 °C e 25 °C. Os melhores formadores de biofilmes individuais e
multiespécies nas condi¢cdes avaliadas foram P. fluorescens e S. aureus e estas
espécies foram selecionadas para a continuidade dos estudos. Biofilmes em cultura
pura ou em co-cultivo de P. fluorescens e S. aureus foram formados a 7 °C em
superficie de aco inoxidavel por 10 dias. O meio de cultivo e inéculo foram trocados
a cada dois dias e foram feitas analises de quantificacdo de células aderidas,
observagdo em microscépio de epifluorescéncia e de varredura e, a composicédo do
biofilme foi avaliada pela técnica de espectroscopia Raman. O crescimento das
bactérias em co-cultivo ndo afetou o nimero de células no biofilme formado em acgo
inoxidavel quando comparado com o biofilme individual. Nos biofilmes formados por
P. fluorescens na presenca de LDR 1% foi constatado maior numero de células
sésseis (P > 0,05) quando comparado ao LDR 10% no 6° dia de incubacdo. As
imagens obtidas na microscopia de epifluorescéncia e de varredura corroboram os
resultados da quantificagdo do numero de células, com a populagdo de P.
fluorescens superior a de S. aureus em biofilmes simples e em co-cultivo. A partir da
espectroscopia Raman foi possivel observar a homogeneidade dos biofilmes e que
todos os biofilmes formados eram compostos por carboidratos, proteinas, lipideos e



DNA. No entanto, as intensidades dos picos Raman de cada componente variaram
de acordo com a espécie e a concentracdo de LDR utilizada. Pode-se concluir que
na temperatura de 7 °C P. fluorescens formam biofilme individualmente ou
multiespécie na superficie de aco inoxidavel na presenca de residuos de leite, 0 que
constitui um problema para a industria laticinista. O conhecimento obtido sobre a
composicao do biofilme desses microrganismos contribuira para a busca de métodos

para evitar a formacao dos biofilmes bem como para a sua remocao.

Palavras-chave: Multiespécies. Residuos de leite. Raman.



ABSTRACT

RODRIGUES, Dara Elizabeth Barbosa, M.Sc., Universidade Federal Vigosa, March
2021. Characterization of multi-species biofilms formed by milk isolated
bacteria. Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-advisers: Evandro Martins,
Reinaldo Franscisco Tedfilo and Solimar Gongalves Machado.

Multispecies biofilm formed in the dairy industry's equipment result in several
problems in the quality of products, financial losses, and health risks. The present
work's objective was to evaluate the influence of factors such as temperature and
nutrients on the structure and chemical composition of the bacterial multispecies
biofilm using microscopic techniques and vibrational spectroscopy. Buttiauxella
agrestis, Rahnella inusitata, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus,
Lactococcus laudensis, and Lactococcus garviae isolated from biofilm formed in the
presence of raw milk at 7 °C were evaluated for biofilm formation capacity in
polystyrene microplates containing 1% and 10% reconstituted whole milk (RWM) at 7
°C and 25 °C. The best individual and multispecies biofilm makers in the evaluated
conditions were P. fluorescens and S. aureus, and these species were selected for
further studies. Biofilms in pure culture or co-culture were formed at 7 °C on a
stainless steel surface for 10 days. The culture medium and inoculum were changed
every two days, and analyzes were performed to quantify adhered cells. Observation
of under an epifluorescence and scanning microscope was done to evaluate biofilm
formation and structure, and Raman's spectroscopy technique evaluated the biofilm
composition. The growth of bacteria in co-cultivation did not affect the number of cells
of both species in the biofilm formed in stainless steel. In biofilms formed in the
presence of 1% RWM, a greater number of sessile cells was found (P > 0.05) when
compared to the 10% RWM on the 6th day of incubation. The images obtained in the
epifluorescence and scanning microscopy corroborate the quantification results of
the number of cells. The population of P. fluorescens was greater than that of S.
aureus in single and multispecies biofilms. Raman spectroscopy allowed observing
the homogeneity of biofilms and that all biofilms formed were composed of
carbohydrates, proteins, lipids, and DNA. However, the Raman peaks' intensities
varied according to the species and substrate. It can be concluded that at a
temperature of 7 °C, P. fluorescens form biofilms individually or multispecies on the

stainless steel surface in milk residues, which shows a problem for the dairy industry.



With the knowledge obtained about the biofilm composition of these microorganisms,
it is essential to seek methods to prevent the formation of biofilms and their removal.

Keywords: Multiespécies. Waste of milk. Raman.
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1.0 INTRODUCAO

Biofilmes sao comunidades microbianas incorporadas em uma matriz viscosa
produzida por células aderidas, denominada substancia polimérica extracelular
(EPS) e podem ser formados em diversos ambientes bibticos e abidticos. O
desenvolvimento de biofiimes em equipamentos usados no transporte,
armazenamento e processamento do leite € um grande problema para a industria de
lacteos, pois microrganismos deterioradores e patogénicos podem desprender do
biofilme e contaminar o leite. A dificuldade em inativar células dos biofilmes
formados em equipamentos é maior do que a dificuldade de inativagcao das células
planctdonicas, mesmo com o0 uso de sanitizantes e/ou altas temperaturas. Isso se
deve a presenca da EPS no biofilme que proporciona prote¢cdo e maior resisténcia a
agentes fisicos e quimicos, evitando que estes alcancem as células aderidas mais
fortemente a superficie.

A maior resisténcia das células microbianas quando em biofilme pode ser
influenciada por fatores quimicos e ambientais que determinam a composi¢do da
EPS, como exemplo, pH, disponibilidade de nutrientes e temperatura. Além disso, a
composicao da EPS também varia de acordo com as espécies de microrganismos
envolvidos. Os biofilmes encontrados na industria laticinista sdo, em sua maioria,
multiespécies, isto é, aglomerados formados por um consércio de espécies
microbianas. O conhecimento da microbiota predominante e da composicao da EPS
de biofilmes formados em equipamentos na industria de leite € de interesse para
avaliar estratégias que visem minimizar sua formacdo ou remogéo. Portanto, o
objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia dos fatores como temperatura e
nutrientes na estrutura e composicdo quimica do biofilme multiespécies de
Pseudomonas fluorescens e Staphylococcus aureus, utilizando técnicas

microscépicas e espectroscopia vibracional.
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2.0 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biofilme

Na natureza, os microrganismos ndo vivem como culturas puras de células
plancténicas, mas sao encontrados principalmente aderidos as superficies bibticas
ou abidticas na forma de microcolénias denominadas de biofilmes. Os
microrganismos sésseis apresentam um estilo de vida totalmente diferente do
planctonico, em razao da estrutura da EPS que é capaz de protegé-los (MEESILP;
MESIL, 2019). Uma grande parte dos microrganismos presentes em alimentos,
incluindo aqueles que causam deterioracéo e os patogénicos, pode formar biofilmes.
A formagédo e o desenvolvimento de um biofilme sdo influenciados por diversos
fatores, entre eles a estirpe microbiana, as propriedades da superficie do material e
0s parametros ambientais, como pH, temperatura e disponibilidade de nutrientes
(CHAE et al., 2006).

Os biofilmes conferem competéncias adicionais para 0s microrganismos, pois
aumentam a aderéncia a superficies, protegendo-os contra inibidores, dessecacao,
ataques do sistema imunolégico do hospedeiro, antibibticos, além de aumentar a
resisténcia a desinfetantes utilizados na industria de alimentos (KHAN; LEE; KIM,
2016; O'TOOLE, 2003). A protecado ocasionada pela associacdo das células em
biofilme é explicada por multiplos fatores que atuam muitas vezes em conjunto,
como alteracao da estrutura, reducao da taxa de difusdo de compostos na matriz do
biofilme, expressdo génica alterada e diminuicdo do tamanho das células (ELIAS;
BANIN, 2012).

Biofilmes encontrados na natureza geralmente ndo sdo formados apenas por
uma espécie e, apresentam duas ou mais espécies microbianas (YUAN et al., 2019).
Em ambientes com condicdes favoraveis para a formacao de biofilme, a adesao a
uma superficie por um unico tipo de bactéria pode beneficiar a adesdo de outros
microrganismos nessa mesma superficie, aumentando a diversidade da
contaminacao microbiana e formando um biofilme multiespécies (BROOKS; FLINT,
2008). A estrutura e as atividades funcionais dos biofilmes multiespécies se devem,
na maioria das vezes, as interacdes entre diferentes espécies de microrganismos
(YANG et al., 2011).
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Equipamentos de processamento de alimentos, em especial de
processamento de lacteos, apresentam uma variedade de condi¢des favoraveis para
a formacdo de biofilmes, como umidade, temperaturas adequadas para o
crescimento de bactérias e presenga de nutrientes (MARCHAND et al, 2012).
Falhas na higienizagao na industria resultam no acumulo de compostos orgéanicos e
inorgdnicos em superficies de contato, como o ago inoxidavel, material
frequentemente utilizado em linhas de processamento e armazenamento. O acumulo
desses compostos nas superficies favorece a adesdo bacteriana que resulta no
desenvolvimento de biofiimes (GIAOURIS; SIMOES, 2018).

Na industria lactea, a presenca de biofilmes cria sérios problemas por
aumentar as taxas de corrosdo de superficies metalicas, diminuir a eficacia da
transferéncia de calor durante os tratamentos térmicos, reduzir o fluxo nas
tubulagdes, aumentar a resisténcia dos fluidos pelo atrito e reduzir a qualidade
microbiolégica dos produtos finais, o que leva a perdas econdémicas (CHERIF-
ANTAR et al., 2016). Em equipamentos e utensilios das industrias de laticinios os
biofilmes sdo encontrados principalmente em dobras de tubos, juntas, superficies
planas, entre outros. Por isso, a limpeza eficiente dos equipamentos é essencial,
pois as principais causas de contaminacéo do leite e seus derivados séo a limpeza e
desinfeccdo inadequadas dos equipamentos, tendo em vista que o leite é um
alimento altamente rico em nutrientes, o que favorece a multiplicacdo microbiana
(YUAN et al., 2019). Os residuos de leite, principalmente proteinas, persistentes em
equipamentos e utensilios, juntamente com as EPS, resguardam ainda mais os
microrganismos nos biofilmes, tornando-os mais resistentes aos protocolos de
limpeza (JINDAL et al., 2016).

As comunidades bacterianas encontradas em equipamentos da industria de
leite sdo compostas por microbiota variada, como bactérias Gram-positivas bem
como Gram-negativas. Bactérias deterioradoras e, ou patogénicas foram isoladas de
biofilmes em industrias de alimentos, entre elas, espécies como Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter calcoaceticus, Serratia marcescens,
Proteus mirabilis (CHERIF-ANTAR et al., 2016), leveduras e fungos (KSONTINI;
KACHOURI; HAMDI, 2013), entre outros. Alta diversidade bacteriana foi detectada
em biofilmes formados em ordenhadeiras mecénicas e incluiram representantes dos
filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria (WEBER et al,
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2019). Oliveira et al. (2019) verificaram a predominancia da classe
Gammaproteobacteria e Bacilli em biofilmes formados em cupons de acgo inoxidavel
na presenca de leite cru. Wang et al. (2019) também demonstraram que a classe
Gammaproteobacteria foi mais abundante nas amostras de biofilmes formados a
partir de residuos de leite nas superficies externas dos equipamentos de
armazenamento de leite, representando 72,96% do total, seguida por representantes
da classe Bacilli (11,93%).

Espécies do género Pseudomonas spp. pertencem a classe das
Gammaproteobacteria e sao frequentemente reconhecidas pela capacidade de
crescerem no leite cru durante o armazenamento refrigerado. Esses microrganismos
sdo importantes causadores da deterioracao do leite, aves, peixes, entre outros
alimentos (DE JONGHE et al., 2011; GE et al., 2017; MACHADO et al., 2017) e sao
capazes de formar biofilme multiespécies na parede de tanques de resfriamento de
leite e dutos antes do processamento térmico (MEESILP et al., 2019). Lauer Cruz;
De Souza Da Motta (2019) observaram que P. fluorescens PL5.4, quando exposta a
superficie do aco inoxidavel, apresentou alta contagem no numero de células
aderidas a 7 °C néo apresentando diferenga significativa nos tempos entre 24 e 72
h. Isso confirma a sua preferéncia por adesdo a temperaturas baixas e sua
capacidade de manter a estrutura de biofilmes durante o armazenamento
prolongado.

S. aureus pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli (NCBI, 2021) e é
classificado entre os principais patégenos responsaveis por doengas de origem
alimentar em todo o mundo (SCALLAN et al., 2011). Sua associacdo como um dos
principais agentes da mastite bovina, uma das doengas de maior custo na industria
de leite, faz este patdgeno ser encontrado com frequéncia em leite cru. Além disso,
S. aureus pode aderir e desenvolver biofilmes em superficies de contato com
alimentos, e comprometer a qualidade e seguranca dos mesmos. Cherif-Antar et al.
(2016) encontraram S. aureus em tubos de aco inoxidavel em uma planta de
processamento de leite antes e apds o0 processo de pasteurizacdo. Chagas et al.
(2017) identificaram bactérias presentes em biofilmes em equipamentos de laticinios
e 40% deles eram S. aureus classificados como fortes formadoras de biofilmes por
testes em agar vermelho congo e de adesdo em microplacas de poliestireno.
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Estirpes de S. aureus isoladas de leite pasteurizado na China apresentaram
capacidade moderada ou forte de producao de biofilme (DAl et al., 2019).

2.2 Composicao de biofilmes bacterianos

A formagéo, a arquitetura e a funcéo do biofilme € dependente de uma ampla
variedade e combinacéo de caracteristicas quimicas, topograficas e fisico-quimicas,
além de condicbes ambientais como pH, disponibilidade de nutrientes, temperatura,
proteinas, dinamica de fluidos e fatores microbiolégicos, como presenca de espécies
de bactérias Gram-negativas e, ou Gram-positivas, forma microbiana, estrutura,
composicao molecular, fase de crescimento, idade, presenca de flagelos, pili e
capsulas (ALLEN; HABIMANA; CASEY, 2018; CAMPOCCIA; MONTANARO;
ARCIOLA, 2013). Esses fatores associados as condicbes especificas de
crescimento microbiano afetam, ndo s6é a produgéo e o rendimento da EPS, como
também o seu tamanho e a composicao quimica (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013).
A EPS do biofiime oferece uma estratégia de sobrevivéncia significativa a
populacdes de bactérias (MARVASI; VISSCHER; CASILLAS MARTINEZ, 2010). A
composicdo da EPS vem sendo intensamente estudada devido ao potencial
bioldgico e tecnoldgico associado a estrutura do polimero e as suas propriedades
reolégicas (MANN; WOZNIAK, 2012; VIDHYALAKSHMI et al., 2018).

Geralmente, carboidratos, proteinas, lipideos e acidos nucleicos
extracelulares (eDNA) sao considerados o0s principais componentes dos biofilmes
(ANDRE et al., 2019; FLEMMING et al., 2016; KASSINGER; VAN HOEK, 2020). A
EPS do biofilme pode conter também glicolipideos, acido humico e acido urdnico
(FLEMMING; NEU; WOZNIAK, 2007; KROLL et al, 2014; MOJICA; ELSEY;
COONEY, 2007). A celulose também é um componente comum em alguns biofilmes
bacterianos e, apesar de frequentemente encontrada em associacdo com a parede
celular de plantas, alguns microrganismos sdo capazes de sintetizar esse polimero
qgue confere protecdo a estresses ambientais (GUALDI et al., 2008). De acordo com
Choudhary; Singh; Agarwal (2020), os polissacarideos sao os principais constituintes
dos biofilmes, os quais sdo neutros ou polianiénicos, no caso de bactérias Gram-
negativas ou catibnicos, em Gram-positivas. As propriedades anibnicas dos
polissacarideos sao atribuidas a presenca de acidos urbnicos, tais como acidos D-
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glucurdnico, D-galacturbnico e manurénico ou piruvato ligados a grupos ceto,
importantes para ligacdo com de polimeros quando associados com cations
divalentes, como calcio e magnésio.

Em EPS produzida por P. fluorescens, Read e Costerton (1987) detectaram a
presenca de glicose, galactose e piruvato, enquanto Kives e Sanjos (2006)
detectaram também polissacarideos contendo ramnose, glicose e glucosamina. O
Psl é um polissacarideo comum nos biofilmes de Pseudomonas spp. que contém D-
manose, D-glucose, e L-rhamnose e importante para a adesao inicial das células
aos substratos bioticos e abioticos (MA et al., 2009). Além disso, varias espécies de
Pseudomonas produzem o polissacarideo levano, o que também ajuda na
colonizacdo e persisténcia do biofiime (KASSINGER; VAN HOEK, 2020). Duas
classes distintas de polissacarideos de Pseudomonas apresentam funcao
importante na constituicdo do biofilme. Os polissacarideos capsulares sustentam
caracteristicas de polimeros protetores do exterior de uma ou mais células (MANN;
WOZNIAK, 2012). Por outro lado, os polissacarideos agregados proporcionam
integridade estrutural e interagem com os outros componentes da matriz (MANN;
WOZNIAK, 2012).

A EPS de biofilmes de S. aureus é caracterizada pela presenca de particulas
de poli-B (1,6) - N -acetil- D -glucosamina (PNAG), um polissacarideo de superficie
que contribui para o acumulo do biofilme (CHRISTENSEN et al., 1982; CRAMTON et
al., 1999). Oniciuc; Cerca; Nicolau (2016) afirmaram que as proteinas sao essenciais
para a estrutura de biofilmes formados por estirpes de S. aureus isoladas de fontes
alimentares. O eDNA também é encontrado fazendo parte da composicdo do
biofilme de S. aureus e é produzido por meio da autélise de uma subpopulacdo de
células presentes no biofilme (THOMAS; HANCOCK, 2009).

2.3 Métodos para identificacao da estrutura e composicao do biofilme

A investigacdo da estrutura e composicdo da EPS é de fundamental
importancia, uma vez que esta relacionada com as atividades e fungbes bioldgicas
do biofilme (KONO et al., 2017). Nas ultimas décadas, diversas técnicas foram
utilizadas para identificar e caracterizar biofilmes, incluindo suas estruturas
moleculares. Métodos quimicos e bioquimicos, ensaios genéticos com acido
nucleico, perfil de acidos graxos e protedbmica em geral sdo utilizados com esta



17

finalidade. Normalmente esses métodos necessitam de maior tempo de execucgao e
trabalho mais arduo, além disso, demandam instrumentagéo cara, pessoal altamente
treinado, possuem baixa reprodutibilidade e baixa especificidade (VERTES;
HITCHINS; PHILLIPS, 2012).

Além dos meétodos citados anteriormente, técnicas de imagem podem ser
utiizadas para a investigagdo da estrutura de biofilmes e, atualmente sao
ferramentas essenciais de pesquisa utilizadas para analisar e entender estruturas e
processos complexos em varias areas da ciéncia. Em especial, nos campos da
biologia e medicina, a imagem € considerada técnica indispensavel para a andlise
nao invasiva e tridimensional de amostras e objetos em diferentes escalas. As
magnitudes analisadas podem variar de nandmetros (macromoléculas) a
micrémetros (nivel celular, agregados microbianos, biofilmes), inclusive centimetros
(tapetes microbianos, tecidos, érgaos, corpo humano) (NEU et al., 2010). A técnica
de microscopia digital a laser (LSM), atualmente denominada microscopia confocal
de varredura a laser, permite a analise estrutural de biofilmes. Essa técnica revelou
as estruturas tridimensionais e internas gerais dos biofilmes, incluindo vasos e
canais, resultando em um novo conceito de arquitetura de biofilme (NEU et al.,
2010). A microscopia de varredura também é uma técnica util para a avaliacdo de
biofilmes, pois apresenta vantagens de obter imagens nitidas e de alta resolugéo do
biofilmes em trés dimensbées (WILSON et al, 2018). A microscopia de
epifluorescéncia é outra técnica bastante utilizada para a caracterizacdo de
biofilmes, e permite diferenciar células vivas de mortas com o uso de corantes
especificos. O corante SYTO9 emite fluorescéncia verde, é capaz de penetrar em
todas as células e € empregado para a contagem total de células, enquanto o iodeto
de propidio, que emite fluorescéncia vermelha, penetra somente nas células com
membranas citoplasmaticas danificadas (SHEN; STOJICIC; HAAPASALO, 2010).
Por permitir a diferenciagdo entre bactérias com membranas citoplasmaticas intactas
e danificadas, a microscopia de epifluorescéncia é bastante utilizada para diferenciar
células vivas de mortas (SACHIDANANDHAM; GIN; POH, 2005).

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para analisar a composicao do
biofilme como, dentre elas, a espectroscopia vibracional, como por exemplo a
espectroscopia no infravermelho e espectroscopia Raman que fornecem
"impressoes digitais” de todo o organismo (GOODACRE et al., 1998). A composi¢ao
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da matriz pode também ser analisada por estas técnicas em amostras obtidas apds
a extragcao e purificagcdo da EPS do biofilme, utilizando tratamentos fisicos e, ou
quimicos (LU et al., 2011).

A radiacao infravermelha compreende o espectro eletromagnético de 0,78 a
1.000 uym e é capaz de fornecer informacdes sobre o contetudo quimico da EPS e as
diferentes propor¢des de polissacarideos, proteinas e outros componentes da
matriz. A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) é
uma técnica de facil implementacéo, admite a deteccéo e identificacdo de moléculas
organicas e o estudo da adesao microbiana e desenvolvimento do biofilme (IVLEVA;
KUBRYK; NIESSNER, 2017). Moléculas organicas préximas a superficie externa do
infravermelho absorvem a onda evanescente, o que resulta em vibracdes
moleculares, que causam alongamentos em substancias quimicas. Os grupos
funcionais das moléculas absorvem energia em comprimentos de onda
caracteristicos, que alteram a intensidade ou a posi¢cdo dos atomos adjacentes (RAE
et al., 2014). Entao, o espectro de absorcao resultante é particular dependendo da
composigdo molecular da amostra. A reflexdo total atenuada/ FT-IR € capaz de
analisar biofilmes hidratados bem como biofilmes maduros e secos. No entanto, a
desidratagdo do biofilme ocasiona diminuicdo da sua espessura e impede que 0
mesmo seja monitorado ao longo do tempo, pois, a desidratacdo promove a
destruicdo da amostra (IVLEVA; KUBRYK; NIESSNER, 2017). A espectroscopia
Raman, que sera tratada com detalhes no préximo item, permite obter a composicao
das amostras a partir da emissdo de um feixe de luz sobre a amostra e posterior
analise da luz emitida pela amostra, chamada de espalhamento Raman (IVLEVA;
KUBRYK; NIESSNER, 2017).

Para processar os dados de espectroscopia no infravermelho e Raman sao
necessarias analises estatisticas para que pequenas diferengas espectrais de uma
amostra biolégica possam ser distinguidas (LU et al., 2011). Para isso, utiliza-se a
quimiometria, uma andlise estatistica multivariada que reduz as informacdes
multidimensionais a fim de preservar as informagdes mais acentuadas e
representativas, denominadas de componentes principais da amostra (LU et al.,
2011).

A espectroscopia Raman demonstrou grande potencial para diferenciar
culturas de Candida parapsilosis e Staphylococcus epidermidis formadoras e nao
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formadoras de biofilmes e pode se tornar uma ferramenta de diagnéstico util no
futuro (REBROSOVA et al., 2017). Liu et al. (2020) consideraram a espectroscopia
Raman e fatoracdo de matriz ndao negativa (NMF) ferramentas versateis para a
caracterizacao de biofiimes e a aplicaram para investigar a organizagdo espaco-
temporal e presenga de biomoléculas em biofilmes de Escherichia coli. Esses
autores analisaram também as mudancgas estruturais ao longo do desenvolvimento
dos biofilmes e obtiveram informac6es quimicas e espaciais sobre a matriz dos

mesmaos.

2.4 Espectroscopia Raman

Na espectroscopia Raman, vibracbes que alteram a polarizagdo das
moléculas sdo visiveis no espectro. As vibracdes moleculares sdo excitadas por
meio da absorcdo da luz e da dispersédo inelastica da luz. Os fétons que sao
dispersos emitem uma quantidade de energia que corresponde a vibragdes
especificas de cada molécula (IVLEVA; KUBRYK; NIESSNER, 2017).A
espectroscopia Raman mede o espalhamento ineldstico da radiacdo da luz
monocromatica, compondo um deslocamento espectral, chamado deslocamento
"Raman", que resulta da interacao da luz com os elétrons em torno de ligacoes
moleculares (HUANG et al.,, 2010). Quando a frequéncia da luz que dispersa é
inferior a frequéncia da luz incidida, a dispersédo € chamada de dispersao de
espalhamento Stokes e, quando a frequéncia da luz dispersa for superior a
frequéncia da luz incidida, a dispersdo € nomeada como espalhamento anti-
Stokes. Os diferentes principios fisicos de ambos os espalhamentos induzem a
diferentes intensidades da mesma vibracao (IVLEVA; KUBRYK; NIESSNER, 2017).

A espectroscopia Raman necessita de mudangas na polarizabilidade de
grupos funcionais a medida que os atomos vibram, deste modo, grupos nao-polares,
como C-C e S-S, apresentam bandas Raman intensas (HUANG et al., 2010). A
vibragdo de alongamento OH €& altamente pronunciado nos espectros de
infravermelho, mas fracamente visivel nos espectros Raman, o que caracteriza a
espectroscopia Raman a mais adequada para a andlise de amostras contendo agua,
que € o caso dos biofilmes (IVLEVA; KUBRYK; NIESSNER, 2017). Porém, as

informacgdes fornecidas pela espectroscopia Raman podem ser complementares a
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espectroscopia no infravermelho e o acoplamento dessas técnicas é geralmente
vantajoso (LU et al., 2011).

Outra maneira de aumentar a intensidade dos espectros Raman é a conexao
do mesmo a um microscopio confocal e, essa integracdo, permite analises
espacialmente precisas, devido a radiagao dispersa ser coletada da luz bem proxima
ao plano focal do microscépio. A espectroscopia Raman permite a deteccdo de
bactérias em estado plancténico ou em um biofilme, é capaz de diferenciar os
componentes da parede celular da bactéria e monitorar resposta celular em razdo de
estresses ambientais (HUANG et al., 2010).

A espectroscopia Raman é uma técnica que apresenta diversas vantagens
como a caracterizagcado nao destrutiva da amostra, geragao de imagens de biofilmes
quando associado ao uso do microscoépio, além de fornecer espectros vibracionais
de impressdes digitais de células e dos componentes celulares, como de proteinas,
carboidratos, acidos nucleicos e lipidios. A partir das informagdes da espectroscopia
Raman, obtém-se dados da composi¢cdo quimicas da matriz polimérica de biofilmes,
sem a necessidade do preparo da amostra, como secar ou corar, antes da analise
(IVLEVA; KUBRYK; NIESSNER, 2017). Os espectros Raman também podem ser
utilizados para identificar e discriminar microrganismos a nivel de estirpe (BEIER,;
BERGER, 2009; RAE et al., 2014)

Uma desvantagem significativa da andlise utilizando a técnica espectroscopia
Raman é a baixa eficiéncia quantica do efeito Raman (normalmente de 10®a 10), o
que leva a sensibilidade limitada ao aumento do tempo de analise de amostras
microbioldgicas, que na maioria das vezes, possuem pouca biomassa por ponto de
medicdo. No entanto, existem maneiras de aumentar a intensidade dos espectros
utilizando a fixacdo de estruturas metalicas nanométricas, como ions de prata ou
ouro. Este aperfeicoamento € conhecido como Espalhamento Raman de superficie
aprimorada (SERS) (IVLEVA; KUBRYK; NIESSNER, 2017).

Apesar de ainda ser pouco explorada para a andlise de biofilmes, a técnica
permite a obtencdo de informacbes importantes. Em razdo da maior resolucao
espacial, é possivel a andlise da heterogeneidade da amostra em maior detalhe
(IVLEVA; KUBRYK; NIESSNER, 2017).
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3.0 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia Industrial e
Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMAP), ambos do Departamento de
Microbiologia e no Laboratério de Espectroscopia Raman, do Departamento de
Fisica, da Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Vicosa, Minas Gerais. As
instalacbes do Nucleo de Microscopia e Microandlise da UFV também foram
utilizadas.

3.1 Microrganismos utilizados

Foram utilizadas neste estudo, as espécies B. agrestis, P. fluorescens, R.
inusitata, S. aureus, Lactococcus laudensis e Lactococcus garviae isoladas de
biofilmes multiespécies produzidos na presenca de leite cru integral, no Laboratério
de Microbiologia Industrial. Os isolados obtidos de biofilmes formados em leite cru
pertencem a colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia Industrial do
BIOAGRO, UFV. Os isolados foram mantidos em caldo Infusdo de Cérebro e
Coracdo (BHI, Himedia, india) adicionado de 20% de glicerol a -20 °C. Antes de
cada experimento, as culturas foram descongeladas e ativadas por duas vezes
consecutivas em caldo Triptcaseina e Soja (TSB, Sigma-Aldrich, EUA), a 30 °C.

3.2 Formacao de biofilme em microplacas de poliestireno

A formacao de biofilmes de espécie Unica e de combinacbes das seis
espécies estudadas foi feita na presenca de leite em poé integral reconstituido a 1%
(LDR 1%) e leite em po6 integral reconstituido a 10% (LDR 10%) em agua
esterilizada. O leite em po foi diluido a 1% a fim de simular os residuos de leite nos
equipamentos da industria de lacteos. A formacdo de biofilme foi avaliada em
microplacas de poliestireno de 96 pogos de acordo com Fabres-Klein et al. (2015),
com modificagdes. Os isolados bacterianos foram inoculados em TSB, incubados a
30 °C por 12 a 16 h, e a densidade Optica (DO soonm) foi ajustada para
0,1. Posteriormente, 2 pyL do in6culo (quando em biofilme multiespécies foram
adicionadas quantidades iguais de cada microrganismo, homogeneizado e depois
foram coletados 2 pL do inéculo) foi adicionado a 200 uL de LDR 1% e LDR 10% e a
microplaca incubada a 7 °C (temperatura de refrigeragédo) por 10 dias e a 25 °C
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(temperatura media ambiente) por 48 h, sem agitagdo. A cada dois dias de
incubacdo a 7 °C, o leite foi removido gentilmente e os pogos foram novamente
preenchidos com 200 pL de LDR 1% ou 10% adicionados do inéculo
padronizado. Apos o periodo de incubacédo, o LDR foi descartado e os pogos de
cada placa foram lavados suavemente, por trés vezes, com 200 yL de tampao
fosfato-salina (PBS) esterilizado. Seguiu-se a secagem da microplaca a 37 °C por 20
min e entdo, 200 uL de cristal violeta a 1% foram adicionados a cada pog¢o. Apds 15
min de coloracao, cada poco foi lavado novamente por trés vezes com 200 uL de
PBS esterilizado, seguido de secagem a 37 °C por 20 min. O cristal violeta retido
pelas células do biofilme foi extraido pela adicdo de 200 yL de etanol 92,8% em
cada poco. A aliquota de 200 pL foi removida de cada pogo e transferida para uma
nova microplaca, para leitura da absorbdncia a 590 nm em leitor de
microplaca (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, Finlandia). Os experimentos
foram realizados em trés repeticoes e as espécies, as combinagdes entre elas e a
melhor temperatura que resultaram na maior formacao de biofilme na presenca de
LDR 1% ou 10% foram escolhidas para formacao de biofilme em cupons de acgo
inoxidavel. O isolados foram caracterizados com base em seu potencial de formagéao
de biofilme em nédo aderente, fracamente, moderadamente ou fortemente aderente,

usando o método de Stepanovic¢ et al. (2000), como apresentado:

DO corte = DO media de controle negativo + [3 x desvio padrao da DO do
controle negativo]
DO < cote DO = ndo aderente
DO corte < DO = 2 x DO corte = fracamente aderente
2 x DO corte < DO <4 x DO corte = moderadamente aderente
DO > 4 x DO corte = fortemente aderente

3.3 Formacao de biofilmes em aco inoxidavel

Os biofilmes foram formados em cupons de aco inoxidavel (AISI #304), na
dimensdo de 1 cm? e, para a quantificacdo de células aderidas, foram utilizados
cupons na dimensdo de 2 cm? A limpeza e esterilizagcdo dos cupons foram
realizadas de acordo com os procedimentos descritos por Andrade; Bridgeman;
Zottola (1998). O cultivo dos isolados P. fluorescens e S. aureus, escolhidos para a
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formacao do biofilme multiespécies em cupons de acgo inoxidavel foi realizado em
frascos Erlenmeyer de 250 mL conforme Oliveira et al. (2019). Em cada frasco
Erlenmeyer, foi adicionado LDR 1% e LDR 10%. O inéculo consistiu de 108 UFC/ mL
de culturas pré-ativadas de P. fluorescens e S. aureus. Nove cupons de aco
inoxidavel, suspensos por um fio a borda do frasco, foram imersos nas amostras de
LDR 1% e LDR 10%. Os frascos foram incubados em BOD a 7 +1 °C por até 240 h e
o substrato foi trocado a cada dois dias, com os respectivos indculos, sendo assim,
os tempos de amostragem foram (T0, T2, T4, T6, T8 e T10). Em cada tempo de
amostragem, um cupom foi retirado para a determinagdo do numero de unidades
formadoras de col6nias (UFC/cm?), pela técnica de plagueamento em superficie em
meios diferenciais. O experimento foi realizado em duplicata e, no 5° dia de
incubacgao, um cupom foi retirado para analise de microscopia de epifluorescéncia e
no 10° dia de incubagao, foram retirados um cupom para analise de microscopia de
epifluorescéncia, um para analise de microscopia confocal de varredura e um para
andlise de espectroscopia Raman. Todos as analises foram realizadas em trés

repeticoes.

3.4 Quantificacao da microbiota aderida ao cupom de aco inoxidavel

Para quantificacdo das células sésseis, os cupons foram retirados e lavados
com tampao PBS esterilizado para retirada de células plancténicas (RYU;
BEUCHAT, 2008). Em seguida, os cupons foram colocados em tubo de ensaio
contendo 15 mL de PBS e submetidos a acédo de ultrassom (Vibra Cell, Newtown,
EUA) em modo continuo e operante (130 W 20 kHz) por 30 s, para remocéao das
células sésseis. Essa suspensao foi homogeneizada e uma aliquota retirada para o
preparo de diluicbes decimais seriadas, que foram plagueadas pela técnica de
espalhamento em superficie (Spread Plate). Para a contagem de P. fluorescens foi
utilizado o Agar MacConkey (Kasvi, Brasil) que inibe o crescimento de bactérias
Gram-positivas pela presenca de sais biliares e cristal violeta. A contagem de S.
aureus foi feita em Agar Sal Manitol com concentragdo de 7,5% de cloreto de sédio
que resulta em inibicdo parcial ou completa de outros organismos bacterianos que
nao os estafilococos. A contagem de coldnias foi feita em contador de colbnias, apds
incubacao por 24 a 48 h a 30 °C.
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3.5 Observacao do biofilme por microscopia de epifluorescéncia

Nos tempos 5 e 10 dias de incubacdo a 7 °C, os biofiimes formados em
cupons de aco inoxidavel foram observados em microscépio de epifluorescéncia
(Thermo Fisher, modelo EVOS M5000, EUA). Os cupons foram retirados e lavados
com PBS para a remogédo das células ndo aderidas. Posteriormente, os cupons
foram corados com os reagentes do kit Bacteria Cell Viability (Invitrogen, Suica)
durante 15 a 20 min protegidos da luz, e entdo, foram lavados com PBS, para serem

observados em microscopio de epifluorescéncia com aumento de 60 vezes.

3.6 Observacao do biofilme por microscopia eletrénica de varredura

Os cupons de aco inoxidavel foram removidos do meio de cultivo apés 10
dias a 7 °C e lavados com tampao PBS. A fixacdo foi feita por 1 a 2 h em
temperatura ambiente com 2,5% de glutaraldeido em 0,05 M de tampao PBS. Em
seguida, foram lavados com tampao PBS seis vezes por periodos de 10 min cada,
seguido por etapas de desidratacdo com 30, 50, 70, 80, 95, e 100% de etanol, cada
uma por 10 min e a sequéncia repetida por trés vezes. Posteriormente, a etapa de
secagem foi realizada no ponto critico no Bal-Tec CPD 30 (Balzers, Liechtenstein),
com metalizacdo em Sputter Coater SCD 010 (Quorum Q150RS) e observacdo em
microscépio eletrénico de varredura com aumento de 1000 vezes (JEOL, Japao).

3.7 Espectroscopia Raman

As informagdes da composicdo dos biofilmes em cupons de aco inoxidavel
foram adquiridas em microscopio Raman (Renishaw, Inglaterra). A medicdo Raman
foi realizada em um ambiente escuro com uma poténcia de varredura de 20 mW a
785 nm e um tempo de varredura de 10 s por 10 vezes. A faixa de comprimento de
onda utilizada foi de 500 cm™" a 1500 cm™' C. Inicialmente, os biofilmes formados em
cupons de ago inoxidavel foram secos ao ar e observados em diversas regides para
obter informacdes sobre a composicao quimica e homogeneidade dos biofilmes. As
imagens foram obtidas em trés repeticoes.
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3.8 Analise dos espectros

Os espectros obtidos na espectroscopia Raman foram analisados utilizando o
software OriginLab. Os espectros passaram por tratamentos matematicos visando
remover o efeito da fluorescéncia e evidenciar os picos Raman. Para isso, foram

subtraidas as linhas de base utilizando uma reta.

3.9 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software R. Os dados do
namero de células (UFC/g) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As
diferengas significativas entre a quantificagdo microbiana foram avaliadas utilizando

o teste de Tukey a um nivel de significancia de P < 0,05.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Biofilmes formados em microplacas de poliestireno
Seis espécies bacterianas isoladas de biofilmes multiespécies formados na

presenca de leite cru foram avaliadas quanto a capacidade de formar biofilme em
LDR 1% e LDR 10%, em temperaturas de 7 °C e 25 °C, e os resultados estédo
apresentados na Figura 1 (A e B).

Figura 1- Adesdo dos biofilmes individuais e multiespécie formados em
microplacas de poliestireno a 7 °C por 10 dias (Azul) e 25 °C por 48 h (Vermelho) em
LDR 1% (A) e LDR 10% (B). BA, B. agrestis; Rl, R. inusitata; PF, P. fluorescens; LL,
L. laudensis; LG, L. garviae; SA, S. aureus e T, a mistura dos seis isolados
utilizados. As diferencas no potencial de formacao de biofilme entre os isolados
foram determinadas usando ANOVA e o teste de Tukey (P <0,05)
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Os menores valores de DOsgo foram observados, na maioria das vezes,
quando as culturas bacterianas foram cultivadas em LDR 1% (Figura 1 A),
independente da temperatura de incubagdo, e indicam que a proporgcao de
nutrientes influenciou na formagéo de biofiimes. E também evidente a tendéncia de
maior formacao de biofilme a 7 °C, independente do meio de cultivo, mesmo por S.
aureus, que nao é reconhecida como bactéria psicrotréfica (Figura 1 A e B). O efeito
de baixas temperaturas na formacéao de biofilmes foi considerado por outros autores
e parece ser estimulador na ades&do microbiana. Rossi et al. (2016) observaram que
a temperatura de 10 °C contribuiu expressivamente para a formagao do biofilme por
diferentes estirpes de P. fluorescens em caldo TSB quando comparado com a
temperatura de 30 °C. Xu et al. (2017) selecionaram 42 estirpes de P. fluorescens
para avaliar a formacgao de biofilme em leite UHT nas temperaturas de 4 °C e 30 °C
e verificaram que aproximadamente, 88,1% dos isolados de P. fluorescens (37/42)
formaram biofilme apds incubacgéo a 4 °C e 66,7% (28/42) formaram biofilme apds
incubacdo a 30 °C. Esses autores concluiram que isolados de P. fluorescens
apresentam amplo potencial de formagao de biofilme em leite armazenado sob
refrigeracao.

Mesmo ndo sendo considerado um microrganismo psicrotrofico, S. aureus
esteve presente nas combinagcdes de bactérias que resultaram em maior formacgao
de biofilmes a 7 °C em LDR 1% (Figura 1 A). Os valores de DOsg0 das combinacdes
de P. fluorescens + S. aureus; S. aureus + R. inusitata; S. aureus + B. agrestis e S.
aureus + L. laudensis ndo apresentaram diferenca significativa entre si (P > 0,05) e
foram considerados altamente aderentes. S. aureus se destacou também como
formador de biofilme a 7 °C em LDR 1% em cultura pura (Figura 1 A). A capacidade
de S. aureus formar biofilmes em baixas temperaturas foi relatada por Valero et al.
(2009), que verificaram a auséncia de crescimento em temperaturas de 4 a 6 °C,
mas foi possivel constatar o crescimento na temperatura de 8 °C e em valores
6timos de pH e Aw. Entretanto, quando o cultivo foi em LDR 10% (Figura 1 B), a
bactéria predominante na maioria das combinagdes que resultou em maior formacao
de biofilmes a 7 °C foi P. fluorescens (Figura 1 B).

O potencial de formacédo de biofilmes destas espécies bacterianas foi
determinado de acordo com os critérios sugeridos por Stepanovi¢ et al. (2000) e
apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1- Potencial de formacao de biofilme Adesdo dos biofilmes individuais e
multiespécie formados em microplacas de poliestireno a 7 °C por 10 dias e 25 °C por
48 h em LDR 1% e LDR 10% de acordo com Stepanovi¢ et al. (2000). BA, B.
agrestis; Rl, R. inusitata; PF, P. fluorescens; LL, L. laudensis; LG, L. garviae; SA, S.
aureus e T, a mistura dos seis isolados utilizados.

Combinacées das LDR 1% LDR 10%
espécies 7°C 25°C 7°C 25°C

BA+RI ++ - - +
PF+BA +++ + +++ +
SA+BA +++ +++ +++ -
LL+BA - + - +
LG+BA +++ + ++ -
RI+PF +++ + ++ +
SA+RI +++ +++ +++ -
LL+RI ++ + +++ ++
LG+RI ++ + +++ +
PF+SA +++ ++ +++ +
PF+LL +++ ++ +++ +
PF+LG +++ + ++ -
SA+LL +++ +++ +++ -
SA+LG +++ ++ +++ -
LL+LG +++ + +++ +
SA-LL-LG +++ + +++ +
PF-RI-BA +++ + +++ +
T +++ ++ +++ -

BA - - - -
RI +++ + ++ ++

PF +++ + +++ +
SA +++ +++ +++ -
LL - + - ++

LG +++ + ++ +

Classificacao (-) Sem aderéncia, (+) Fraca aderéncia (++) Moderada aderéncia (+++)
Alta aderéncia.

Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam que S. aureus e P.
fluorescens se destacaram como melhores formadores de biofilmes nas duas
condi¢cdes de LDR avaliadas e que a temperatura de 7 °C favoreceu a formacao de
biofilmes por estas bactérias em superficie de poliestireno. Portanto, estes dois
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isolados bacterianos e a temperatura de refrigeragdo foram selecionados para a
continuidade do estudo.

4.2 Biofilmes formados em cupons de aco inoxidavel

4.2.1 Quantificacao de células aderidas ao cupom de aco inoxidavel

A contagem de células aderidas aos cupons de aco inoxidavel foi realizada a
cada dois dias e os resultados estao apresentados na Figura 2 (A e B). O numero de
células de S. aureus aderidas em biofilme formado quando em cultura pura néao
apresentou diferenca significativa (P > 0,05) ao longo dos 10 dias de incubacéo a 7°
C, independente do meio de cultivo utilizado e se manteve em torno de 10* UFC/cm?
(Figura 2 A). Da Silva Meira et al. (2012) constataram que numero de células
aderidas de trés estirpes de S. aureus as superficies de acgo inoxidavel e de
polipropileno se manteve em torno de 10* UFC/cm? ao longo de 72 horas de
incubacédo a 7 °C e 28 °C. Estes autores verificaram que a estirpe S. aureus S28
apresentou os maiores numeros (P <0,05) de células aderidas em polipropileno a 28
°C e em aco inoxidavel a 7 °C.

A populacao de células de P. fluorescens em biofilme individual em LDR 1%
nao diferiu (P > 0,05) a partir do 4° dia de incubacao (P < 0,05) (Figura 2 A).
Entretanto, ao longo do periodo de incubacdo em LDR 10%, houve o aumento no
namero de células de P. fluorescens aderidas e diferencas significativas (P < 0,05)
foram observadas no 8° e 10° dia de incubagédo (Figura 2 B). O tempo e as
temperaturas de incubacao e as superficies avaliadas influenciam na producéo de
biofilmes. Populagdes elevadas de 9,1 log UFC/cm?de P. fluorescens em superficie
de aco inoxidavel foram registradas por Lauer Cruz; De Souza Da Motta (2019) apds
24 h de incubagdo em caldo TSB a 7 °C. Os resultados obtidos por Lauer Cruz; De
Souza Da Motta (2019) reforcam os resultados obtidos no presente trabalho, pois
demonstraram que espécies de P. fluorescens foram capazes de produzir biofilmes
a 7°C.

Os resultados do numero de células das espécies usadas em co-cultivo
demonstram que a presencga de P. fluorescens néo inibiu a adeséo e formagéo de
biofilme por S. aureus. Abriat et al. (2019) também verificaram que P. fluorescens
ndao exerceu diminuicdo significativa na contagem de células de Bacillus

licheniformis quando em co-cultivo, constatando ndo haver efeito bactericida nem


https://doi.org/10.1601/nm.2606
https://doi.org/10.1601/nm.4935
https://doi.org/10.1601/nm.4935

30

inibitério. Entretanto, quando avaliada a formagao de biofilme de S. aureus em co-
cultivo com P. aeruginosa, em caldo BHI, P. aeruginosa dominou S. aureus na fase
de pré-biofilme e em consércios de biofilme (MIRANI et al., 2018). Uma co-cultura
de S. aureus com E. colirevelou o dominio de E. coli em estagio de pré-biofiime,
mas em consércios de biofilme, S. aureus superou E. coli e ocupou mais espago
(MIRANI et al., 2018). Viana et al. (2018) analisaram o biofilme multiespécies
formado de S. aureuse E. coli em leite nas temperaturas de 25 °C e 30 °C e nao
constataram o crescimento de S. aureus apds 24 ou 48 h, evidenciando a

dominancia de E. coli sobre S. aureus nesse substrato.

Figura 2- Logaritmo do numero de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/cm?) de
S. aureus (Verde); P. fluorescens (Vermelho) em biofilmes de espécie Unica e de S.
aureus (Azul); P. fluorescens (Preto) em biofilmes multiespécies. Os biofilmes foram
formados em cupons de aco inoxidavel imersos em amostras de LDR 1% (A) LDR
10% (B) durante incubagao a 7 °C por 10 dias. * P < 0,05.
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A populacdo de P. fluorescens em biofilme multiespécies com S. aureus
aumentou ao longo de 10 dias de incubagédo em LDR 1% e LDR 10%, com varia¢des
significativas (P > 0,05) no 2° dia em LDR 1% e a partir do 6° dia de incubagdo em
LDR 10%. A presenca de S. aureus nao exerceu efeito antagbnico, pois o numero
de células de P. fluorescens aderidas aos biofimes em LDR 1% e LDR 10% se
manteve semelhante (P > 0,05) ao encontrado no biofilme de espécie unica (Figura
2 A e B). Puga; Orgaz; Sanjose (2016) relataram que, em biofilme multiespécies de
P. fluorescens e L. monocytogenes, o volume do biofilme foi reduzido quando
comparado ao biofilme individual de cada espécie analisada.

Foi analisado também se existe dependéncia entre a concentragdo do LDR
1% e 10% e a espécie utilizada ao longo do periodo de incubagéo. No 2°, 8° e 10°
dias de incubacao a 7 °C a dependéncia entre os dois fatores é nao significativa, ou
seja, um fator ndo depende do outro, ou seja, ao longo de determinados tempos a
concentracdo do leite ndo influenciou a formacgéao de biofilme na espécie utilizada.
Além disso, verificou-se que nao ha diferenca significativa entre o LDR 1% e LDR
10% nestes tempos de incubacéao, portanto, a concentracdo de LDR nos 2°, 8° e 10°
dia n&o diferiram quanto a formacao de biofilme. No 4° dia de incubacao, a interagéo
entre os fatores LDR e espécie utilizadas foi nao significativa (P > 0,05), porém
quando analisado individualmente, o fator LDR interferiu no crescimento bacteriano,
sendo que maior numero de células aderidas (P < 0,05) foi observado em LDR 1%.
No 6° dia de incubacao foi constatada interacéo significativa, demonstrando assim a
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dependéncia entre os dois fatores. Também foi possivel verificar neste tempo de
incubagédo que os biofilmes individuais e mistos apresentaram maior contagem de
células quando formados no LDR 1% demonstrando que a quantidade de células
aderidas no 6° dia, foi influenciada pela concentracdo de LDR. Estes resultados
diferem dos observados quando o método usado para detecgdo de biofilmes foi o
método de microplacas de poliestireno e coloragdo com cristal violeta, que indicou
maior formacao de biofilme na presenca de LDR 10% (Figura 1 A e B). Deve-se
considerar que as superficies usadas e os métodos de deteccao dos biofilmes foram
diferentes nos dois experimentos. De acordo com Lourengo et al. (2012) uma vez
que a formacao do biofilme € influenciada pelo material da superficie, a extrapolagéo
dos resultados de métodos de alto rendimento usando microplacas para superficies
mais industrialmente relevantes deve ser realizada com cautela. O corante cristal de
violeta usado para deteccdo de biofilmes em microplacas de poliestireno € um
corante basico, que se liga a moléculas de superficie carregadas negativamente e a
polissacarideos na matriz extracelular (PEETERS; NELIS; COENYE, 2008).
Portanto, tanto células vivas e mortas, bem como a matriz polimérica do biofilme séao
coradas. Por outro lado, a técnica de contagem de col6nias formadas por células do
biofilme formado no cupom de aco inoxidavel determina apenas células viaveis. A
remocao de células por ultrassom ndo € completa e, além disso, a desintegragcéao
dos aglomerados celulares pode ser incompleta e resultar em subestimacado da
populacao de células sésseis.

O maior numero de células viaveis aderidas ao cupom de ago inoxidavel
observado no substrato diluido, ou seja, LDR 1%, pode ser em razao do estresse
nutricional provocado pela menor concentragdo de nutrientes. A adesdo e a
permanéncia em biofilmes sao estratégias usadas por microrganismos para superar
condi¢des de estresses, pois em comunidade, as células possuem maiores chances
de sobrevivéncia quando se encontram em situacdo de escassez de nutrientes,
desidratacao, alteracées de pH, presenca de bacteriéfagos ou predadores (READ;
COSTERTON, 1987). A matriz polimérica que envolve a estrutura, além de fornecer
suporte estrutural, armazena nutrientes do ambiente, retém agua através de ligacdes

de hidrogénio e fornece protecéo para as células (FLEMMING et al., 2016).
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4.2.2 Estrutura dos biofilmes avaliados por microscopia de epifluorescéncia e
microscopia eletrénica de varredura

A observacdo dos biofilmes formados em cupons de acgo inoxidavel em
microscopia de epifluorescéncia permitiu constatar a presenca de aglomerados

celulares que podem ser considerados biofilmes e estdo apresentados na Figura 3.

Figura 3- Imagens de microscopia de epifluorescéncia dos biofilmes no 5° e 10° dia
de incubacao a 7 °C. A) Biofilmes formados em LDR 1%: A1 e A2, Biofilme
individual de S. aureus; A3 e A4, Biofilme individual de P. fluorescens; A5 e A®6,
Biofilme multiespécies de S. aureus e P. fluorescens B) Biofilmes em LDR 10%: B1 e
B2, Biofilme individual de S. aureus; B3 e B4, Biofilme individual de P. fluorescens;

B5 e B6, Biofilme multiespécies de S. aureus e P. fluorescens. Escala: 50 um.
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O uso de corantes especificos nas preparagdes para observacdo em
microscopia de epifluorescéncia permite avaliar a viabilidade celular a partir da
coloragao das células. No presente estudo, foi possivel observar a predominéancia de
células com fluorescéncia verde, caracteristica de células vivas, o que pode estar
relacionado com a troca de substrato e indculo que foi feita a cada dois dias de
incubacao.

Foi possivel observar nas imagens obtidas no 5° e no 10° dia de incubacao
que biofilmes formados por S. aureus apresentaram poucos aglomerados celulares,
0 que permite associar os resultados das imagens de epifluorescéncia com a
quantificacdo de células aderidas, quando S. aureus apresentou menor numero de
células e, consequentemente menor formacao de biofilme, ou até mesmo a néao
formacao de biofilme. Os resultados das imagens de microscopia de
epifluorescéncia corroboram os resultados da quantificagdo de células aderidas,
demonstrando que os biofilmes formados por P. fluorescens apresentaram maior
namero de células do que os biofilmes individuais de S. aureus.

Outra técnica microscopica utilizada para observacao dos biofilmes formados
em cupons de aco inoxidavel foi a microscopia eletrénica de varredura (Figura 4). As
observacgdes foram feitas no décimo dia de incubacédo e permitiram observar células
aderidas e a organizacao dos biofilmes formados.

A observacao dos cupons de ago inoxidavel mantidos na cultura pura de S.
aureus nao registrou a presenca de aglomerados caracteristicos de biofilmes nem
tdo pouco de material que sugerisse a presenca de EPS (Figura 4 C e D). Algumas
células isoladas foram observadas o que pode indicar a etapa de adesdo sem a
subsequente formacdo de biofilme, isso pode ser caracterizado como a néao
formagéo ou pouca formacgao de biofilme por S. aureus. Embora o numero de células
de P. fluorescens aderidas ao cupom de acgo inoxidavel tenha sido semelhante no
10° dia de incubacdao em LDR 1% e LDR 10% (Figura 4 A e B), as imagens
distinguem aglomerados maiores e com presenca de EPS no biofilme individual
formado em LDR 10% (Figura 4 B). A presenca de EPS também é observada nos
biofilmes mistos de P. fluorescens e S. aureus (Figura 4 E e F). As imagens do
biofilme multiespécies evidenciam maior proporcao de células de P. fluorescens no
biofilme, caracterizada pela dominéncia de bactérias na forma de bastonetes, o que
corrobora os resultados obtidos na quantificacdo de células aderidas. Os resultados
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obtidos a partir das imagens de microscopia comprovam a adesdo microbiana a
superficie de ago inoxidavel nos dois tipos de substratos analisados, e evidenciam
biofilmes compactos e a presenca de EPS, quando P. fluorescens esta presente nas
amostras. Desta forma, confirma-se o potencial de formacao de biofilmes por esta
bactéria nas condi¢cdes experimentais usadas que simulam situagdes da industria de
laticinios, onde os substratos estdo presentes e 0 armazenamento do leite cru sob
refrigeracao é obrigatério.

Figura 4- Fotomicrografia de imagens obtidas em microscépio eletrdnico de
varredura dos biofilmes no 10° dia de incubacado a 7 °C. A) Biofilme individual de P.
fluorescens em LDR 1% B) Biofilme individual de P. fluorescens em LDR 10% C)
Biofilme individual de S. aureus em LDR 1% D) Biofilme individual de S. aureus em
LDR 10% E) Biofilme multiespécies de P. fluorescens e S. aureus em LDR 1% F)
Biofilme multiespécies de P. fluorescens e S. aureus em LDR 10%.
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4.3 Composicao quimica do biofilme obtida pela espectroscopia Raman

A Figura 5 (A) apresenta os espectros Raman antes do tratamento
matematico e, a partir desses dados, é possivel constatar a homogeneidade das
amostras analisadas. O resultado reforca a necessidade dos tratamentos
matematicos para eliminar a interferéncia da fluorescéncia presente em cada
espectro e evidenciar os picos Raman, para melhor observagdo da composicao das
amostras analisadas.

Apdbs a remocgao da linha de base dos espectros dos biofilmes individuais e
multiespécies de S. aureus e P. fluorescens, os espectros Raman foram avaliados e
estdo apresentados na Figura 5 (B e C). Os espectros apresentados na Figura 5 (A
e B) sao relativos ao 10° dia de incubagdo e as comparacdes foram feitas em
relacdo as modificacoes apresentadas em fung¢do do substrato de crescimento, das
espécies em condi¢des individuas ou associadas em co-cultura.

Diferencas na composicdo quimica dos biofilmes podem ser evidenciadas a
partir da andlise das intensidades dos espectros Raman nas amostras cultivadas em
LDR 1% e LDR 10% (Figura 6 A e B). Os espectros dos biofilmes individuais e
multiespécies nos dois substratos apresentaram picos semelhantes que, no geral,
podem ser atribuidos a componentes celulares associados com DNA/RNA,
proteinas, carboidratos, de acordo com a base de dados de Wickramasinghe et al.
(2020). A composicao da camada de EPS dos biofilmes pode variar ao longo do
tempo e, segundo Liu et al. (2020), durante as diferentes etapas de formacéao dos
biofilmes, a matriz EPS é bastante heterogénea e sua composicdo quimica esta
relacionada ao estagio especifico da expressao de determinados genes. De acordo
com Flemming et al. (2016), a formacdo da matriz do biofiime é um processo
dindmico e depende da disponibilidade de nutrientes, da sintese e da secrec¢ao de
material extracelular, tensdo de cisalhamento, competicdo social e influéncia de

outros organismos.
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Figura 5- A) Espectros Raman (sem tratamento matematico) de biofilmes individual
de P. fluorescens. (B) Espectros Raman (com tratamento matematico) de biofilmes
individuais de S. aureus (Linha verde); P. fluorescens (Linha vermelha); e biofilme
multiespécies de S. aureus e P. fluorescens (Linha preta); em LDR 1% (B) e LDR

10% (C), ap6s incubagao a 7°C por 10 dias, em superficie de ago inoxidavel.
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No biofilme misto formado em LDR 1% destaca-se a presenca de
constituintes do DNA, caracterizada pelo pico formado na regido préxima a 715 cm!
(Figura 5 B). Bases de DNA (A, G, C, T) formam picos na regido entre 600 cm™' e
1.200 cm™ de acordo com Liu et al. (2020). Os constituintes do DNA encontrados
nos biofilmes individuais e multiespécies, supostamente podem ser eDNA que
participam da adesao das células em razdo da carga negativa do polimero de DNA,
que pode atuar como polimero eletrostatico que ancora as células a uma superficie
(LISTER; HORSWILL, 2014).

Nos biofilmes formados em LDR 1% picos de intensidade maior foram
encontrados em torno de 1.086 cm, com maior intensidade no biofilme
misto (Figura 5 B) e podem ser atribuidos a presenca de carboidratos. Segundo
Wickramasinghe et al. (2020), a regido de 1.050 cm'e 1.200 cm™ sao
caracteristicas de carboidratos.

Os picos arredondados no espectro dos biofilmes encontrados em torno de
1.330 cm™' (Figura 6 A e B) podem ser atribuidos a proteinas (bandas Amida Ill e Il
encontradas em 1.230 cm™ e 1.545 cm™). Liu et al. (2020) consideraram as regioes
de 1.009 cm™', 1.606 cm™' 1675 cm™' como relacionadas as proteinas.
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Quando o cultivo foi feito em LDR 10%, os carboidratos ndo foram os
principais constituintes do biofiime e o pico na regido de 1.050 cm™ e 1.200 cm™' foi
cerca de cinco vezes menor do que o observado no substrato diluido (Figura 6 A e
B). A presenga de proteinas foi aumentada nos biofilmes cultivados na presenca de
LDR 10% e acidos nucleicos nao foram detectados nesta condi¢ao (Figura 6 B). O
cultivo em LDR 10% resultou em pico de carboidratos e proteinas mais intensos no
biofilme individual de P. fluorescens, que pode ser explicado pela maior formacgao de
biofilme quando comparado a S. aureus. Os resultados obtidos a partir da anélise
dos espectros Raman evidenciam a pouca ou nenhuma formagao de biofilme por S.
aureus, corroborando com os resultados da contagem de células e as analises
microscépicas.

Informacdes limitadas estao disponiveis sobre a composicao da matriz dos
biofilmes formados por bactérias relacionadas a alimentos, mas em geral, os
carboidratos sdo apontados como o principal constituinte. Os resultados obtidos no
presente trabalho diverge dos resultados obtidos por Andre et al. (2019) que
detectaram carboidratos em maior proporcao do que proteinas e eDNA em biofilmes
formados por uma mistura de trés diferentes espécies de S. aureus em caldo Luria
Bertani a 37 °C. Wickramasinghe et al. (2020) analisaram a formagéo de biofilme de
estirpes de duas diferentes espécies de Pseudomonas em carne a 10 °C e 25 °C e
constataram que a concentracdo de carboidratos foi maior do que os outros
componentes nas amostras de biofilme quando comparada com células
planctdnicas. Além disso, esses autores constataram que o teor de carboidratos foi
maior em todos os biofilmes formados a temperatura de 10 °C do que a 25 °C. Em
biofiilme formado por P. fluorescens a presenca de polissacarideo como
alginato fornece estabilidade estrutural, importante, sobretudo em situacdes de alta
tenséo de cisalhamento (HENTZER et al., 2001; MANN; WOZNIAK, 2012). Além dos
carboidratos, as proteinas destacam-se como constituintes da EPS e segundo Lister
e Horswill (2014), proteinas tém sido associadas como importantes elementos na
fixacdo e com o desenvolvimento da matriz do biofilme.
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5.0 CONCLUSAO E PERSPECTIVA

P. fluorescens, contaminante frequente do leite cru foi capaz de aderir e
formar biofilme em superficie de aco inoxidavel e em temperatura de refrigeragédo em
co-cultivo.

S. aureus nao apresentou capacidade de formar biofilme nas mesmas condicdes. A
quantidade de nutrientes disponiveis durante a formagéo do biofilme influencia na
contagem de células microbianas sésseis.

A composicao do EPS do biofilme varia com o substrato e uma caracterizagao
mais completa de sua composicdo do biofiilme em condicbes que simulem a
realidade nos equipamentos da industria de laticinios pode servir de subsidios para
o estabelecimento de protocolos de sanitizagdo mais adequados.
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Espectros Raman (sem tratamento matematico) de biofilmes individuais de P.
fluorescens; S. aureus e biofilme multiespécies de P. fluorescens e S. aureus em

LDR 1% (A) e LDR 10% (B), a 7 °C por 10 dias em superficie de ago inoxidavel.
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