DOI: https://doi.org/10.17921/1415-6938.2021v25n4p491-500

Bactérias Formadoras de Biofilmes na Indistria de Laticinios: uma Breve Revisao

Biofilm Training Bacterium in the Dairy Industry: a Brief Review

Iara Nunes de Siqueira®; Clécio Henrique Limeira?; Aline Antas Cordeiro Cavalcanti®; Joyce Galvdo de Souza*?,
Sérgio Santos Azevedo®; Marcia Almeida de Melo®; Daneelly Henrique Ferreira Freire®

2Universidade Federal de Campina Grande. Centro de Satide e Tecnologia Rural, Programa de Pés-Graduagao Stricto Sensu em Ciéncia e Saude
Animal. PB, Brasil.
*E-mail: joycegalvaosouza@gmail.com

Resumo

Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs) podem ser causadas por micro-organismos formadores de biofilmes que se aderem as superficies
dos equipamentos e, apesar dos procedimentos de higienizagdo, esses ndo sao eficazes para eliminar a contaminac@o. Esta breve revisdo
sistematica teve como objetivo identificar os principais micro-organismos formadores de biofilmes na industria de laticinios através de uma
pesquisa sistematica de literatura realizada em trés bases eletronicas de dados: ScienceDirect, PubMed e Web of Science, buscando-se estudos
primarios que contivessem como tema central a frequéncia ou prevaléncia dos micro-organismos formadores de biofilme na industria de
laticinios. Foram encontrados 756 isolados bacterianos nos equipamentos, no leite e seus derivados, onde os equipamentos representaram
69.,31% e o leite e seus derivados 30,69% do total de micro-organismos isolados. As frequéncias de isolamento de bactérias foram: Bacillus
38,75%, Staphylococcus 21,56%, Listeria 12,30%, Pseudomonas 7,80%, Streptococcus 4,36%, Enterococcus 2,11%, e Acinetobacter com
1,71%. Além desses micro-organismos constatou se que em torno de 11,41% pertenciam aos mais variados géneros de micro-organismos.
Observou-se que a industria de laticinios apresenta uma grande diversidade de contaminantes formadores de biofilmes multi espécies, tanto nas
superficies dos equipamentos como também no leite e seus derivados, sendo os géneros Bacillus e Staphylococcus os que obtiveram o maior
numero no total, tanto nos equipamentos como em leite e derivados. Esses resultados demonstram a necessidade de estratégias de prevencao e
conhecimento de novas técnicas e alternativas a cerca dos procedimentos de limpeza e higieniza¢ao que eliminem esses agentes, pois de acordo
com os dados apresentados nesta revisdo muitos eram patogénicos.

Palavras chave: Bactérias. Leite. Seguranga Alimentar.

Abstract

Foodborne Diseases can be caused by biofilm-forming microorganisms that adhere to equipment surfaces and, despite hygiene procedures,
they are not effective in eliminating contamination. This brief systematic review aimed to identify the main biofilm-forming microorganisms in
the dairy industry through a systematic literature search conducted in three electronic databases. ScienceDirect, PubMed and Web of Science,
seeking primary studies that contained the central theme is the frequency or prevalence of biofilm-forming microorganisms in the dairy
industry. A total of 779 bacterial isolates were found in the equipment, in milk and its derivatives, and the equipment represented 69.57% and
milk and its derivatives 30.69% of the total of isolated microorganisms. The frequencies of isolated bacteria were as follows: Bacillus 37.61%,
Staphylococcus 21.05%, Listeria 11.93%, Pseudomonas 7.57%, Streptococcus 4.23%, Enterococcus 2.05%, and Acinetobacter with 1.66%. In
addition to these microorganisms, it was found that about 11.41% belonged to the most varied genera of microorganisms. It was observed that
the dairy industry has a great diversity of contaminants forming biofilms multi species, both on the surfaces of equipment and also in milk and
its derivatives, with the genera Bacillus and Staphylococcus being the ones that obtained the highest number in total, both in equipment such as
milk and dairy products. These results demonstrate the need for prevention strategies and knowledge of new techniques and alternatives to the
cleaning and sanitation procedures that eliminate these agents, because according to the data presented in this review, many were pathogenic.

Keywords: Bacterium. Milk. Food Safety.

1 Introducio alguns que se destacam: a genética, a viruléncia e a resisténcia

De acordo com Balsamo et al. (2012), biofilme pode ser
definido como uma comunidade microbiana envolta por uma
matriz de substancia polimérica extracelular (EPS), que tem
como fung@o unir as cé€lulas firmemente a superficie. Esta
formagao de biofilmes ocorre em virtude da adesdo de micro-
organismos em uma superficie de contato, a qual se fixam,
constituem uma matriz de EPS e logo em seguida iniciam seu
desenvolvimento. Diversos fatores contribuem para o processo

de adesdo em uma determinada superficie, consideraremos
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dos micro-organismos, nutricdo, a area e o material da
superficie (KASNOWSKI et a!/.,2010), os residuos proteicos,
lipidicos e de carboidratos, oriundos de produtos derivados
do leite ou de carnes, sdo elementos importantes para formar
a camada condicionante (WATRICK; KOLTER, 2000). O
desenvolvimento de biofilmes pode ser dividido em diferentes
estagios: fixacdo reversivel, fixagdo irreversivel, maturagao
e dispersio (LEWANDOWSKI; BEYENAL, 2014). Na
primeira ocorre a ligacdo inicial das células bacterianas a
superficie, esse processo ¢ ainda reversivel (KASNOWSKI
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et al.,2010).

Na segunda etapa, ocorre a interacao fisica da célula com a
superficie por meio de EPS produzida pela bactéria, resultando
em anexo irreversivel mais firmemente aderido (TREMBLAY
et al., 2014). A ligacdo irreversivel envolve for¢as de
pequeno alcance entre os apéndices celulares e a superficie,
ligagdes de hidrogénio, ligacdes covalentes, hidrofobicas e
ionicas (CHMIELEWSKI; FRANK, 2003). Diversos fatores
contribuem para o processo de adesdo em uma determinada
superficie, consideraremos alguns que se destacam: a genética,
a viruléncia e a resisténcia dos micro-organismos, nutri¢ao, a
area e o material da superficie (KASNOWSKI et al., 2010),
o cisalhamento (MITTELMAN, 1990; GUILLEMOT et
al., 2006; LEE et al., 2008; FLORJANIC; KRISTL, 2011),
atividade metabdlica microbiana, expressdao génica do
microrganismo e quorum sensing (RICE et al., 2005),
que ¢ um fendmeno que possibilita a comunicagdo entre
células bacterianas, moléculas de sinalizagdo extracelulares
conhecidas como auto indutores sdo usadas como intera¢ao
permitindo que as células atuem de uma forma cooperativa
(BOYLE et al., 2015).

O processo de dispersdo pode ser iniciado por diferentes
fatores como disturbios mecanicos, degradacdo enzimatica da
matriz de EPS, indugdo de motilidade e afrouxamento da EPS
(TREMBLAY et al., 2014).

A formacao de biofilmes ¢ geralmente indesejavel para a
industria de alimentos pois representa uma fonte potencial de
contaminagdo microbiana e de enzimas de deterioragdo que
afetam a qualidade dos alimentos (TEH et al., 2014), aumenta
a resisténcia bacteriana e estresse ambientais, (BRIDIER et
al.,2015; KOSTAKI et al., 2012),

Nas
processamentos como sistema de filtragem, que sdo usados

indastrias de laticinios, os equipamentos de
continuamente por longos periodos de operagdo, tem
condi¢des particularmente susceptiveis para a formagao de
biofilmes (ANAND et al., 2014). Estudos anteriores indicam
que os biofilmes podem ser encontrados em diferentes partes
dos equipamentos de processamentos de laticinios, como
tanque de armazenamento de leite, silos de leites, exterior de
bombas, paredes, tubulagdes, trocadores de calor e unidade de
envase, sendo classificados como pegas de alto risco para a
formagdo de biofilmes (MARCHAND et al., 2009).

O controle de biofilmes em fabricas de laticinios geralmente
envolve um processo chamado de Cleaning-in-place (CIP)
(MARCHAND et al., 2012).
biofilmes em laticinios, o uso adequado de agentes de limpeza
¢ imprescindivel. A correta selecdo das solu¢des de limpeza,
como detergentes e sanificantes, depende dos fatores como

Em relagdo ao controle dos

eficacia, seguranga ¢ facilidade de remocdo ap6s a aplicagdo,
levando-se em consideragdo o carater corrosivo de cada um
desses agentes, bem como a ocorréncia de efeitos sensoriais
nos produtos obtidos apos sua aplicagio (SIMOES; SIMOES;
VIEIRA, 2010). Caso ocorram falhas no procedimento de
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higienizagdo, superficies de ago inoxidavel podem se tornar
importantes fontes de contaminag¢do microbiana durante o
processamento de alimentos (CHMIELEWSKI; FRANK,
2003), e isso pode levar a sérios problemas de satide publica e
a perdas econdmicas mediante a deteriorag@o de alimentos e a
danificag@o de equipamentos (BREMER et al., 2006).

Uma das tarefas mais desafiadoras em qualquer linha
de processamento da industria de laticinios ¢ a manutengdo
de condi¢des sanitdrias que ¢ comprometida com a alta
disponibilidade de nutrientes e oxigénio que favorece o
crescimento microbiano. (CLETO et al.,2012). A limpeza
consiste na remog¢ao de sujeiras e particulas acumuladas nas
superficies. Essa remogao se da através de a¢des quimicas e
mecanicas, onde sdo utilizados detergentes especificos, agua
de boa qualidade, alcalinos e escovas de diversos tamanhos
e formatos, assim como esponjas e raspados (ANDRADE,
2008).

A segunda etapa € a desinfec¢do, onde através de produtos
quimicos, ocorre a significativa redug¢ao de micro-organismos.
O objetivo desta desinfeccdo ¢ eliminar as bactérias que
sobrevivem durante o processo de limpeza e se desenvolvem
durante o processamento dos alimentos. Ap6s a desinfec¢ao,
ndo ¢ realizado o enxdgue, apenas a drenagem (retirar o
excesso de solucdo que pode ter ficado na tubulagdo). A
desinfecgao ¢ especialmente requerida em superficies umidas,
as quais oferecem condigdes favoraveis ao crescimento de
micro-organismos (ANDRADE, 2008).

Para se evitar a formagdo de biofilmes na indastria de
alimentos, € essencial o estabelecimento e a adequagdo das
medidas de higiene e sanitizagdo (ARAUJO, 2006). Varias
técnicas estdo sendo utilizadas e novas tecnologias estdo
sendo testadas para o controle de biofilmes na industria de
laticinios. Entre essas técnicas podemos citar pesquisa com
oleos essenciais para serem utilizados no controle de biofilmes
microbianos, pois eles possuem atividade antimicrobiana que
despertam grande interesse, ¢ podem ser utilizados como
principios ativos de sanitizantes. Estes sdo metabdlitos
secundarios de vegetais que atuam na bicamada lipidica da
membrana citoplasmatica (OLIVEIRA et a/.,2013).

Os Dbiossurfactantes s3o compostos com propriedades
tensoativas, produzidos por micro-organismos. A sua
utilizagdo em superficies pode reduzir consideravelmente a
contamina¢do microbiana de materiais e inibir ou diminuir
a formagdo de biofilmes. As principais vantagens em relagéo
aos detergentes sintéticos residem em sua baixa toxicidade
e natureza altamente biodegradavel. Por enquanto, os
biossurfactantes ainda ndo sdo acessiveis do ponto de vista
econdmico em comparagdo aos compostos sintetizados
quimicamente que estdo disponiveis no mercado (ARAUJO
etal., 2013).

A utilizag@o de fagos como agentes antimicrobianos pode
ser muito vantajosa pela sua alta especificidade, precisdo
e poténcia em comparacdo ao uso de biocidas, possuindo a
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capacidade de infectar bactérias de forma seletiva. Eles sao
capazes de destruir a matriz de polissacarideo dos biofilmes,
infectar células e causar uma desestruturacdo extensa
(ALBUQUERQUE et al., 2014)

Varios s@o os géneros e espécies bacterianas capazes
de aderir e formar biofilmes em superficies que entram em
contato com leite ou produtos lacteos (OLIVEIRA et al.,
2013). As bactérias patogénicas e deteriorantes podem fazer
parte da composi¢ao microbiana dos biofilmes formados em
superficies industriais, esses micro-organismos podem atingir
a industria de laticinio através de varias fontes, tais como agua
¢ alimentos podendo persistir nos equipamentos por longos
periodos (GUTIERREZ et al., 2016),

Diante disso, o objetivo desse estudo foi fazer uma revisao
sistematica para identificar os principais micro-organismos
envolvidos na formagao de biofilmes na industria de laticinios.

2 Desenvolvimento
2.1 Estratégias de busca e elegibilidade dos estudos

Para realizagdo desta revisdo foram observadas as
da metodologia PRISMA -
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses,
que descreve as principais etapas a serem seguidas no
desenvolvimento de uma revisdo sistematica de literatura

recomendacdes Preferred

(MOHER et al., 2009). Assim, realizou-se uma pesquisa
sistematica em trés bases eletronicas de dados: ScienceDirect,
PubMed e Web of Science, buscando-se estudos primarios que
contivessem como tema central a frequéncia ou prevaléncia
de bactérias formadoras de biofilme na indistria de laticinios.
Para isso, foram utilizados os seguintes termos de busca, em
inglés: “biofilm and (“milk industr* or dairy industr*”), sendo
o * (asterisco) utilizado para incluir tanto a palavra industry
quanto industries. As citagdes dos estudos identificados nessa
fase foram salvas no formato BibTex e exportadas para um
gerenciador bibliografico, para facilitar o processo de triagem
e selecdo.

Foram considerados para inclusdo na pesquisa artigos
completos e shorts communications que relatassem o
isolamento de bactérias formadoras de biofilmes na industria
de laticinios, sendo excluidos outros tipos de publicagao
(revisdes de literatura, editoriais, livros eletronicos) e
pesquisas que tratavam de outros microrganismos, como
fungos, por exemplo. Nao houve restricdo quanto ao idioma
de publicagdo, porém apenas estudos publicados nos tltimos
dez anos foram incluidos.

2.2 Critérios de selecao

Dois revisores avaliaram independentemente os estudos
primarios encontrados na pesquisa dos bancos de dados.
Inicialmente, j& no ambiente do gerenciador bibliografico,
estudos duplicados foram excluidos, e os revisores iniciaram
o processo de selecdo pelos titulos dos trabalhos. Os estudos
foram baixados, avaliados pelos titulos e resumos ¢ por fim
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foi realizado uma leitura na integra, selecionando aqueles que
se enquadravam nos critérios de elegibilidade e removendo

os demais.

2.3 Resultados

A pesquisa nas trés bases de dados retornou um total de
784 trabalhos. Apos a remogdo das duplicatas, triagem de
titulos, resumos ¢ a avaliagao do texto, restaram 28 estudos
que foram sintetizados nesta revisdo. Todo o processo de
busca, triagem e sele¢ao esta demonstrado pelo fluxograma
(Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma de selecdo de estudos para inclusao na
revisdo sistematica
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Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com os Quadros 1 e 2, foram encontrados
756 isolados bacterianos nos equipamentos, no leite e seus
derivados, onde os equipamentos representaram 69,31% e o
leite e seus derivados 30,69% do total de micro-organismos
isolados. Sendo que 38,75% Bacillus, 21,56% Staphylococcus,
12,30% Listeria, 7,80% Pseudomonas, 4,36% Streptococcus,
2,11% Enterococcus, ¢ 1,71% Acinetobacter. Além desses
micro-organismos constatou se que em torno de 11,41%
pertenciam aos mais variados géneros de micro-organismos.

De acordo com o Quadro 1, 20 estudos realizaram a
pesquisa de micro-organismos formadores de biofilmes nos
diversos materiais e equipamentos da industria de laticinios,
totalizando 524 bactérias. Desse total os géneros mais citados
foram: Bacillus, Staphylococcus, Listeria ¢ Pseudomonas.
Isso representa 80,41% de todos os micro-organismos isolados
dos equipamentos, além desses observou-se mais de 24 tipos
de géneros diferentes.
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Quadro 1 - Principais géneros bacterianos formadores de biofilme isolados em equipamentos e materiais utilizados na industria de

laticinios
Ne° de Pais de
Equipamento/material de formacéo do biofilme | isolados Grupo de bactérias isoladas Referéncias | realizacio
bacterianos do estudo
Tubulagao de leite cru, entrada do pasteurizador, Pagedar & oo
saida do pasteurizador 40 Pseudomonas Singh (2014) India
o . Staphylococcus, Streptococcus, Teh et al. Nova
Superficie interna do tanque transportador de leite 4 Pseudomonas, Serratia (2013) Zelandia
Planta de processamento de soro de leite ¢ de uma 2 Klebsiella Tang et al. Nova
fabrica de laticinios (2010) Zelania
Pl C . Enterococcus, Listeria, Alonso & .
antas de produtos de laticinios 12 s, . Kabuki Brasil
taphylococcus, Bacillus (2019)
Lee et al., :
Luva 1 Staphylococcus (2016) Brasil
Acinetobacter (7) ,Aeromonas
(2), Pseudomonas (6) , Bacillus
Superficies externas dos tanques de (5), Clostridium sensu Stricto
P . 4 ~ (3), Exiguobacterium, (5), Wang et al. .
armazenamento de leite (4) e tubos e conexdes 40 . X China
interiores das tubulagdes de leite (4) Sphingobacterium (1), Lactococcus, (2019)
(2), Rahnelia (2), Comamona (1)
Kurthia (1), Streptococcus (2)
Vagococcus (1), NI 2
Tanque de recepgdo, tubo de conexdo de plastico,
caixa de coleta de soro de leite, tanque de
processamento de ricota, suporte de mangueira
de entrada de soro de leite, vassoura, Dreno de
esgoto de soro de leite, Balde para coleta de leite, 60 Bacillus Ribeiro et al. Brasil
termometro, agitador, pa e panela para coleta de (2019)
coalhada, peneira da coalhada, molde de queijo,
prensa, malha de retencdo, parede, bancada da
embalagem, caixa de armazenamento, bancada da
embalagem
. . Tang et al. Nova
Planta de processamento de soro de leite 2 Klebsiella (2009) Zelandia
Tanque de recepgao, Tubo de conexdo de plastico,
Caixa de coleta de soro de leite, Tanque de
processamento de ricota, Suporte de mangueira
de entrada de soro de leite, Vassoura, Dreno de
esgoto de soro de leite, Balde para coleta de leite, 45 Bacillus Fernandes et Brasil
Termdmetro, Agitador, P4 e panela para coleta de al. (2014)
coalhada, Peneira da coalhada, Molde de queijo,
Prensa, Malha de retengdo, Parede, Bancada da
embalagem, Caixa de armazenamento, Bancada da
embalagem
Tanques, Pasteurizadores, Cortadores de coalhada, 70 Staphviococcus Avila-Novoa México
Moldes, Misturadores Py et al. (2018)
Tanque de processamento de ricota, Caixa de
coleta de soro de leite, Bancada da embalagem, 7 Enterococcus Fernandes et Brasil
Superficie de bancada e embalagem, Molde das al. (2015)
embalagens
Kumari )
Tanque de refrigeracdo 3 Bacillus & Sarkar India
(2014)
Equipamentos 1 Staphylococcus N?SB le é)a L india
. . Filipello et o
Superficies dos equipamentos 6 Staphylococcus al. %2019) Italia
Superficies interna de tanques transportadores de Bacillus (1), Staphylococcus (1), Teh et al. Nova
. 6 Streptococcus, (1), Pseudomonas A s
leite . (2012) Zelandia
(2), Serratia (1)
Tanque de leite cru, Valvulas, Junta das valvulas, Micrococcus (2), Bacillus (18),
Tubo de alimentagdo do pasteurizador, Trocadores Serrati (2), Acinetobacter (6),
de calor, Tanque do leite pasteurizado, Filtro 35 Clostridium sp., (1), Pseudomonas | Zou & Liu China
duplo antes da homogeneizagao, Tanque de leite (1), Streptococcus (2), Moraxella (2018)
homogeneizado, Filtro duplo, Sondas do sensor, sp., (1) Microbacteria (1)
Bicos de pulverizagido Micrococcus 1
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N° de Pais de
Equipamento/material de formacéo do biofilme | isolados Grupo de bactérias isoladas Referéncias | realizacio
bacterianos do estudo
Bacillus (39), Micrococcus (1) ,
Lactococcus (4) Enterobacter (9),
Linha de leite cru, Pré-Pasteurizagao, Pos- Staphylococcus (14) Klebsiella sp. (1)
pasteurizacdo, Pré-resfriador, Pos-resfriador, Silo, Shigella sp., (13), Escherichia (11), Sharma )
Entrada do pasteurizador, Saida do pasteurizador, 105 Citrobacter (1) Lactobacillus (2), & Anand India
Pré-resfriador, Pos-resfriador, Entrada do tanque, Streptococcus (1) (2002)
Saida do tanque Flavobacterium (2)
Proteus (1)
Nao classificado (1)
Camara de resfriamento, Sala de pasteurizagao,
Piso da camara de refrigeracdo, Caixa de plastico, 85 Listeri y Lee et al. Brasil
Plataforma da camara de resfriamento, Luvas de isteria monocytogenes (2017) rast
trabalho
Ambiente de processamento de ricota 12 Enterococcus (6) e Bacillus (6) anaél(()l f ;)et Brasil
Superficies de aco inoxidavel de mangueiras Fysun et al.
i transportadoras de leite ¢ 8 Pseudomonas y(2019) Alemanha

Fonte: Dados da pesquisa.

Com relagdo a metodologia utilizada para avaliar a
formagdo de biofilmes nos equipamentos, a Técnica de
Contagem em Placas foi a que apresentou um maior numero
seguido pela microtitulagdo e pela Reacdo em Cadeia de

Polimerase (PCR).

No Quadro 2 concentram-se os dados referentes as bactérias
isoladas formadoras de biofilmes do leite e seus derivados. Foram

realizados 12 estudos, desse total encontraram-se 232 micro-
organismos. Os géneros que apresentaram um maior nimero
foram Bacillus, Staphylococcus e Streptococcus. Esses trés
géneros representaram um total de 88,36% dos isolados no leite e
seus derivados, sendo 11,642% referente aos mais de 23 géneros
diferentes. Observou-se que o leite do tanque in natura foi o mais
avaliado, seguindo pelo leite pasteurizado e leite em po.

Quadro 2 - Principais géneros bacterianos formadores de biofilme isolados a partir de leite e seus derivados

N° dos . . A P
Produto Micro-Organismos Referéncias Pais
Isolados
Queijo de leite cru 25 Streptococcus Bassietal., 2017 | Italia
Salmoura e leite do tanque 5 Staphylococcu (4), Listeria (1) Leeetal., 2016 Brail
Bacillus (1) Corynebacterium (1) Delftia (1),
Leite pasteurizado 1 Halomomas (1), Lactococcus (1), Streptococcus | Chamberland et Canadé
p (1), Psichrobacter (1), Mesonia (1), Pseudomonas al., 2019
(1), Rhizobiales (1) Sediminibacterium (1)
Leite cru Leite pasteurizado Soro de Ribeiro cf al
queijo Ricota antes da embalagem 45 Bacillus ’ Brasil
. 2019
Ricota embalada
Leite pasteurizado, leite cru, ricota . Fernandes et al. .
antes da embalagem, ricota embalada 36 Bacillus 2014 Brasil
. . L Fernandes et al. .
Ricota comercial 4 Listeria (2015) Brasil
. . . Wang et al. .
Leite em p6 1 Bacillus (2019) China
Bacillus (24), Geobacillus (5), Anoxybacillus (2),
Laceyella (1), Thymus (1), brevis (1), Antrozous Sadie et al
Leite em po 41 (1), Cookii(1), Contaminans (1), Lysinabacillus (2517) ) China
(1), Virgibacilllus (1), Paenibacillus (1) e
Brevibacillus (1)
Leite cru Coalhada Queijo 43 Staphylococcus Flhl()ggi)ge)t al. Italia
. . . Kumari & Sarkar | ;.
Leite pasteurizado 3 Bacillus (2017) India
. . . Wang et al. .
Leite em po 3 Bacillus (2019) China
] Akba &
Leite cru 20 Staphylococcus Kokumer (2015) Turkey

Fonte: Dados da pesquisa.
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A metodologia mais utilizada no leite e seus derivadosdos
foi a microtitulagdo em placas seguida pela PCR e Técnica de
Contagem em Placas que apresentaram os mesmos valores.
Quadro 3 - requéncia geral dos principais géneros bacterianos

formadores de biofilmes isolados a partir de equipamentos/
materiais e no leite e seus derivados

Microrganismo Nl’lm.ero de cepas %
isoladas

Bacillus 294 30,78
Staphylococcus 160 16,75
Listeria 93 9,73
Proteobacteria 72 7,53
Pseudomonas 65 6,80
Streptococcus 39 4,08
Enterobacter 25 2,61
Acinetobacter 24 2,51
Outros 183 19,21

Fonte: Dados da pesquisa.

2.4 Discussao

Um dos problemas mais significativos para o setor de
leite e derivados, quanto a seguranga microbioldgica, consiste
na formagdo de biofilmes em plantas de processamento. A
presenca de biofilmes em superficies de plantas e equipamentos
parece ser um dos principais focos de contaminagdo de
produtos lacteos por bactérias patogénicas. A gravidade do
problema fica evidente quando se observa o grande numero de
trabalhos publicados que indicam a persisténcia de patdgenos
envolvidos em DTAs em superficies que entram diretamente
em contato com alimentos por longos periodos (SIMOES;
SIMOES; VIEIRA; 2010)

Um biofilme ¢ um complexo ecossistema microbiologico
formado por populagdes desenvolvidas a partir de uma tinica ou
demultiplas espécies, sejam bactérias, fungos e/ou protozoarios
de modo isolado ou em combinagdo, associados a seus
produtos extracelulares constituindo uma matriz de polimeros
organicos e que se encontram aderidos a uma superficie biotica
ou abidtica (COSTA, 1999; JAY, 2005), entretanto as bactérias
530 mais numerosas, e tanto as Gram-positivas quanto Gram-
negativas podem apresentar essa caracteristica, incluindo
alguns géneros considerados patogénicos para humanos,
como Salmonella, Listeria,, Escherichia, Pseudomonas e
Bacillus (BEAUREGARD et al., 2013; VITAL-LOPEZ et
al., 2015) Os sistemas de processamento de alimentos sdo
locais ideais para o crescimento bacteriano devido ao seu rico
suprimento de nutrientes. A adesdo ¢ facilitada pela excregdo
microbiana de uma matriz de exopolissacarideos, algumas
vezes referida como glicocalix. Nesse microambiente sdo
formadas microcolonias, bem como canais de agua entre e
em volta das mesmas. Tal sistema de irrigacdo que se localiza
em volta das microcoldnias tem sido correlacionado com um
sistema circulatdrio primitivo, no qual nutrientes sdo trazidos
para dentro e produtos toxicos sdo carreados para fora (JAY,
2005). Além disso, os equipamentos utilizados no processo
produtivo sdo conectados por varios dutos, o que dificulta
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uma higienizagdo de forma eficiente (VERRAN, 2002;
REMENANT et al., 2015), assim como o tipo de material,
também é de grande importancia na exibigdo de superficies
de contato e processamento de alimentos e inclui o ago
inoxidavel, vidro, borracha, polietileno, politetrafluoretileno
(PTFE, conhecido pelo nome comercial teflon), borracha de
nitrilo (NBR) (VAN HOUDT; MICHIELS, 2010; SREY et
al.,2013).

Neste estudo, verificou que o isolamento ocorreu em
diferentes locais como equipamentos processadores de leite,
pasteurizadores, tanques de refrigeragdo, todos de material
de aco inoxidavel. De acordo com Bansal ¢ Chen (2006), as
superficies de ago inox apresentam alta tensdo interfacial, o que
facilita a adesdo. Estudo realizado por Kananeh et al. (2010)
mostrou que a adesao dos depdsitos poderia ser reduzida pelo
decréscimo da tensdo interfacial com materiais que possuem
baixa energia superficial. Além desses equipamentos, foram
isolados micro-organismos formadores de biofilmes em
diversos outros tipos de superficies e de locais, como luvas,
mao de manipuladores, superficies ambientais, camara de
resfriamento e bancada de embalagens, o que demonstra que
a formacao de biofilmes pode ocorrer nos mais diversos tipos
de materiais presentes nas empresas processadoras de leite.

As fabricas de laticinios geralmente diferem em sua
capacidade de processamento de leite modificando o perfil
das instalacdes de processamento. Portanto espera-se que a
microflora de tais laticinios varie em numero e diversidade das
comunidades representatitvas (PAGEDAR; SINGH, 2014).
Neste trabalho observou-se que o género Bacillus representou
o maior numero dos isolados, tantos nos equipamentos como
no leite e seus derivados. Esse alto percentual de Bacillus se
deve a sua resisténcia aos tratamentos térmicos normalmente
utilizados na industria de laticinios como a pasteurizagao.

De acordo com Bartoszewicz et al. (2008), Bacillus é um
contaminante do leite cru e ¢ considerado o quarto principal
agente responsavel por doencas transmitidas por alimentos
(DTAs) (TRANT et al., 2011). Por ser um microrganismo
formador de esporo termorresistente, o Bacillus tem sido
associado a contaminag@o de produtos lacteos (GRANUM;
LUND, 1997). O Bacillus pode estar presente em biofilmes
formados em ambientes de processamento de leite e derivados,
devido ao actimulo de matéria organica e inorganica na
superficie, juntamente com a colonizacdo das bactérias e
dos seus esporos sendo estes resistentes aos processos de
higienizacdo (RIBEIRO ez al., 2019).

O segundo maior nimero de isolados de micro-organismos
em termos percentual foi o Staphylococcus (16,6%). Quanto
ao isolamento de Staphylococcus, observou-se sua presenca
nos equipamentos, maos de manipuladores, linha de leite cru
e tanques de resfriamento.

A formagdo de biofilmes por Staphylococcus nas
superficies de contato com o leite no ambiente das fabricas de
laticinios € uma fonte potencial de contaminagao para o leite e
produtos lacteos representando um risco para os consumidores
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(MICHU et al., 2011).

Meira et al. (2012) avaliaram a formagdo de biofilmes de
trés isolados de Staphylococcus aureus associados a industria
de alimentos em superficie de aco inoxidavel e polipropileno
incubados a duas temperaturas (7 e 28°C/ 15 dias),
observando-se que a formagdo de biofilmes foi favorecida
a 28°C,
sdo propriedades que determinam a aderéncia dos micro-
organismos a superficie (DONLAN, 2002), como também a
presenca de leite integral, pois o mesmo pode competir por

assim como a composi¢ao nutricional da solugdo

locais de ligagdo na superficie do ago inoxidavel, podendo
alterar as propriedades fisico-quimicas resultando em baixa
adesdo.

Em torno de 21,86% dos micro-organismos formadores de
biofilmes eram de diferentes espécies, ou seja, a industria de
laticinios alberga uma grande variedade de micro-organismos
multi-espécies, formando um verdadeiro nicho dos mais
variados géneros. Esses resultados vao de acordo com Sauer
et al. (2007), que relataram em seu estudo que os biofilmes
comumente encontrados na natureza sdo multi-espécies.
Biofilmes proporcionam um nicho ideal para transferéncia de
DNA extracromossomico (plasmidial), e essa caracteristica
permite que determinados clones contribuam para um alto
indice de manutencdo de genes. Nesse sentido, as interagdes
metabolicas entre as bactérias podem influenciar a expressao
fenotipica decorrente de alteragdes genéticas (FROLUND et
al., 1996).

Nesse contexto, atenta-se para o preocupante quadro
de resisténcia a sanitizantes, fator potencializado pela
transferéncia diferenciada de genes dentro da comunidade do
biofilme. Ademais, sanitizantes também apresentam eficacia
reduzida devido a protecdo mecanica conferida pela matriz
de EPS que envolve o biofilme maduro (FLEMMING et al.,
2005; MONROE, 2007). O desenvolvimento de biofilmes
bacterianos em superficie ¢ favorecido principalmente
por procedimentos inadequados de limpeza e sanitizacdo,
especialmente em areas de dificil acesso como tubos, valvulas
e trocadores de calor na industria de laticinios (BRIDIER et
al., 2015). Portanto as diferengas observadas na capacidade
de formacao de biofilmes dos isolados, levam a diferentes
capacidades de resisténcia do patdégeno no ambiente industrial
(LEE et al., 2017).

Assim como Bacillus foi o grupo encontrado em maior
niimero nos equipamentos, observou-se uma predominéncia
deste no leite e seus derivados. Devido ao risco para a saude
publicaeasuaassociacdo com a deterioracdo do leite e produtos
lacteos, varios estudos investigaram a ocorréncia de Bacillus
cereus no leite cru, leite pasteurizado, leite UHT e iogurte
(BANYKO; VYLETELOVA, 2009; BARTOSZEWICZ et
al.,2008; VIDAL et al., 2016).

Na linha de produgio da industria de laticinios, a formagao
de biofilmes eleva a carga microbiana dos produtos durante o
processamento e, muitas vezes, 0s contamina com patdgenos
devido ao eventual desprendimento de células anteriormente
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aderidas. Desta forma, podem colocar em risco a saude do
consumidor, além de ocasionar prejuizos financeiros a
industria em decorréncia da diminui¢ao da vida de prateleira
dos produtos (SANTOS; PEREIRA, 2009; SIMOES et al.,
2010; SANTOS et al., 2011).

A formagao de biofilmes é uma problematica na industria
de laticinios, dificultando os processos de higienizagao
e interferindo na qualidade e seguranga do produto. E
fundamental conhecer os fatores que influenciam na
intensidade de sua formacao, de modo a desenvolver sistemas
eficientes de higienizacdo, capazes de promover a remogao e
controle das incrustagdes, € permitir equipamentos e linhas em

condigoes ideais de operagdo (SANTOS; PEREIRA, 2009).

3 Conclusao

A formagao de biofilmes ¢ um mecanismo que os micro-
organismos encontram para se tornarem mais resistentes
aos processos de higienizagdo comumente utilizados pelas
industrias de laticinios, tornando-se desta forma alvo de
preocupagdo pois muitas dessas bactérias formadores de
biofilmes sdo patogénicas e podem ser veiculadas pelos
alimentos, tornando-se assim um potencial perigo para
o consumidor. E necessirio que novas tecnologias nos
procedimentos de higienizacdo sejam empregadas para evitar
a incrustacdo dos micro-organismos, pois de acordo com
essa revisdo sistematica foi possivel observar que existe uma
grande variedade de bactérias que se aderem a superficie e
formam biofilmes, e assim permitem uma troca de material
genético tornando-se resistentes aos diversos procedimentos
de higienizagdo. Desta forma € necessario conhecer quais
os principais micro-organismos encontrados na formagao
de biofilmes em industria de laticinios e as possiveis
formas de eliminés-lo através dos diferentes processos de
higienizacdo. O resultado do presente estudo nos mostrou
uma preocupagdo emergente, pois foi possivel observar
que Bacillus, Staphylococcus e Listeria foram os micro-
organismos encontrados com maior frequéncia na formagao
de biofilmes, ¢ assim se faz necessaria a adogdo de medidas
mais eficazes para a eliminagdo desses potenciais perigos na
industria lactea.
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