O impacto de biofilmes microbianos
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Introducao

Em 2012 foram reportados na Unido Europeia 5363 surtos de origem alimentar, resultando em 55453 casos humanos, os quais
causaram 5118 hospitalizagdes e 41 mortes [1]. A maioria dos surtos notificados foi provocada por Salmonella, toxinas bacte-
rianas, virus e Campylobacter. Além destes microrganismos, Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Staphylococcus aureus
estdo também entre os patogénicos alimentares mais problemdticos. A formagdo de biofilmes nas superficies de processamento
de alimentos é uma das principais causas destes surtos. De facto, todos estes microrganismos apresentam uma grande capacida-
de para formar biofilmes e estes podem desenvolver-se em todo o tipo de superficies na inddstria alimentar, incluindo ago inoxi-
davel, polipropileno, vidro, etc. Os biofilmes constituem uma fonte de contaminagao dos alimentos com que contactam e o seu
desprendimento das superficies causa ainda a contaminagdo do ambiente circundante. Pode definir-se biofilme como um
agregado de células microbianas formado sobre uma superficie ou interface frequentemente envolto numa matriz de substan-
cias poliméricas, a maioria de origem microbiana [2]. Estas estruturas apresentam uma grande tolerancia a agressoes externas,
nomeadamente a agentes antimicrobianos quimicos. A tolerancia inerente dos biofilmes a biocidas quimicos tem suscitado o
interesse no desenvolvimento de métodos alternativos de controlo de patogénicos alimentares. Neste artigo serdo abordados
os principios fundamentais de adesdo e persisténcia de patogénicos alimentares nas superficies alimentares e de contacto com
alimentos. Serd referido o papel dos biofilmes na resisténcia cruzada e por fim serdo apresentados 2 métodos inovadores de
controlo de biofilmes.

Adesao a superficies de contacto com interagem. Por seu lado, a rugosidade esta relacionada com
alimentos a topografia do material podendo aumentar/reduzir a area

superficial de contato e potenciar/restringir a existéncia de
A adesdo de microrganismos a superficies de processamento locais protegidos favoraveis a coloniza¢do microbiana.
de alimentos é um processo rapido (geralmente ocorre entre
5 a 30 segundos), pelo que, frequentemente, a limpeza e de-
sinfecdo dessas superficies ndo é suficiente para impedir que
essa adesao ocorra. Na fase inicial do processo sdo determi-
nantes as propriedades superficiais (carga e hidrofobicidade)
e a morfologia (rugosidade e porosidade) dos materiais. No
entanto, outros fatores como a disponibilidade de nutrientes
no meio envolvente, o pH, temperatura e concentragdo i6-
nica do meio, a fase de crescimento das células bacterianas,

Assim, é fundamental um conhecimento aprofundamento
das caracteristicas dos materiais que promovem a adesdo de
patogénicos alimentares. Como a hidrofobicidade e a rugo-
sidade dos materiais podem ser alteradas, tém sido efetuados
varios estudos que avaliam a capacidade de adesdo de varios
microrganismos a diferentes tipos de materiais comummen-
te utilizados em superficies alimentares, tanto de cozinhas
como na inddstria alimentar [3, 4, 5, 6, 7, 8].

a presenca de estruturas celulares, como as substancias po- Num estudo em que foi avaliada a capacidade de adesio
liméricas extracelulares e os flagelos influenciam também o de 10 estirpes de Listeria monocytogenes a 6 materiais nor-
processo de adesao. malmente usados em cozinhas (aco inoxidavel 304 (SS304),

madrmore, granito, vidro, polipropileno e silestone (o silestone
é um material composto por quartzo com um biocida incor-
porado - o Microban)), verificou-se que todas as estirpes ade-
riram a todos os materiais, inclusivamente aos silestones [7].
No entanto, o niimero de células aderidas foi diferente con-
soante a estirpe e o material em estudo (Figura 1). Este estudo
permitiu concluir que as superficies com maior propensao
para a adesdo sdo o mdrmore e o granito e que o polipropi-
leno é o material menos sujeito a colonizagdo por parte de
Listeria.

Para prevenir e/ou evitar a adesdo € assim fundamental a se-
lecdo dos materiais adequados bem como o desenvolvimen-
to de produtos e protocolos de desinfecao mais eficientes. A
principal estratégia para se obter um material que impede,
ou pelo menos minimiza, a adesdo bacteriana, consiste na
modificagdo das suas propriedades superficiais. Os materiais
podem ser cobertos ou impregnados com agentes antimicro-
bianos ou alterada a sua hidrofobicidade e /ou rugosidade.
A hidrofobicidade de uma superficie traduz a sua afinidade/
repulsdo em relagdo a dgua, e sabe-se que o processo de
adesao é facilitado pela hidrofobicidade das superficies que
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Figura 1 — a) Adesdo de varios isolados clinicos e alimentares de L. monocytogenes (estirpes 747, 812, 832, 923 e 9249) a materiais utilizados no processamento de
alimentos: aco inoxidavel (SS 304), polipropileno (PP), granito, marmore, vidro e silestone (ST).

b) Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varrimento de células de L. monocytogenes aderidas a PP, vidro, SS 304, Silestone, mdrmore e granito, respetiva-
mente da esquerda para a direita (de a) a f)). As barras correspondem a 10 pm.

Persisténcia em alimentos e superficies de processamento alimentar [10]. Por outro lado, este estudo
aponta o triclosan como um composto a evitar nos processos

de limpeza e higienizagdo, dado que se verificou que todos
os biofilmes de S. enterica apresentaram elevada tolerancia a
este agente na gama de concentragdes usada. Adicionalmen-
te foi possivel observar que, de uma forma geral, a desinfecao
foi influenciada por variabilidade intra- e inter-especifica, o
que realgca um problema acrescido no combate aos biofilmes
destes patogénicos alimentares (Figura 2).

A maior parte dos produtos comerciais usados na limpeza e
desinfecdo de superficies é baseada em compostos fendlicos,
dcidos organicos, alcoois, cloro, compostos de aménio qua-
ternario e iodoéforos. Para todos eles, foi verificada uma maior
eficacia contra suspensdes bacterianas do que contra células
aderidas e biofilmes. Este facto chamou a atengdo para a ne-
cessidade de reformular os procedimentos padronizados que
sdo usados para testar a eficacia dos desinfetantes, para que
0s mesmos incluam testes em células aderidas e biofilmes,

) ) L R A importancia da resisténcia cruzada
além das células plancténicas. Entre os varios métodos que

tém sido usados para estudar biofilmes microbianos o “Cal- Outro aspeto importante relacionado com a desinfecdo de
gary Biofilm Device” (CBD) é um dos mais conceituados, superficies é a aquisicao de resisténcia bacteriana a agentes
dado que consiste numa técnica high-throughput baseada desinfetantes e, mais preocupante ainda, a possivel relacao
em microplacas e que serve para avaliar a suscetibilidade entre a utilizagdo de biocidas quimicos e a emergéncia de
dos biofilmes a agentes antimicrobianos [9]. Trata-se, portan- resisténcia a antibiticos. A suscetibilidade e resisténcia de
to, de uma técnica altamente versatil que permite determinar S. enterica a diferentes tipos de antimicrobianos tém sido
a Concentracdo Minima de Erradicacdo do Biofilme (CMEB, vastamente analisadas, mas o efeito de desinfetantes quimi-
ou “MBEC” em inglés) em relagdo a uma vastissima gama cos sobre células de biofilme que sobrevivem a acao destes
de produtos e compostos, tais como antibidticos, biocidas, compostos é ainda pouco estudada. Neste contexto, um dos
metais e desinfetantes. nossos estudos (ainda ndo publicado) focou-se na avaliacdo

do efeito da exposicao a desinfetantes quimicos de uso co-
mum em areas de processamento alimentar sobre células de
biofilme de S. enteritidis, em termos de suscetibilidade a an-
tibiéticos. Apesar de este estudo ndo ter revelado a aquisicao
de uma verdadeira resisténcia aos antibioticos testados (ten-
do em conta os valores de referéncia do “Clinical and Labo-
ratory Standards Institute”), verificou-se que a agao de alguns
dos desinfetantes testados promoveu um decréscimo da sus-

Um estudo realizado por nés focado na suscetibilidade de
biofilmes de L. monocytogenes e S. enterica a diferentes de-
sinfetantes (hipoclorito de sédio, cloreto de benzalcénio, pe-
réxido de hidrogénio e triclosan) mostrou que, de uma forma
geral, os biofilmes de L. monocytogenes e S. enterica sao
mais suscetiveis ao hipoclorito de sédio do que a qualquer
outro desinfetante testado, indicando este composto como
um dos mais eficazes para aplicagdo pratica em ambientes
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Figura 2 — Concentragao Minima de Erradicacao (MBEC) do Biofilme de 4 agentes antimicrobianos testados contra biofilmes de vdrias estirpes de Listeria (994, 1562,

CECT4031T, 355, CC e NCTC13349)

cetibilidade a certos antibidticos. Em relagao ao cloreto de
benzalcénio, uma menor suscetibilidade foi observada para
a ampicilina e cloranfenicol, enquanto a exposi¢ao ao triclo-
san promoveu uma diminui¢do da suscetibilidade a ampicili-
na, cefotaxima, ciprofloxacina e tetraciclina. Finalmente, no
que respeita a agao do hipoclorito de sédio, verificou-se que
este desinfetante também promoveu um decréscimo na sus-
cetibilidade das células de biofilme de S. enteritidis a quatro
antibiéticos de diferentes classes (ampicilina, ciprofloxacina,
tetraciclina e cloranfenicol).

Os resultados acima referidos permitem inferir que uma pos-
sivel infegdo causada por células de biofilme de Salmonella
sobreviventes a desinfecao quimica podera estar associada
a uma suscetibilidade diminuida em termos de terapia com
antibidticos. Evidencia-se, assim, a importancia de avaliar as
caracteristicas fenotipicas das células de biofilmes de agen-
tes patogénicos apds exposicdo a agentes quimicos dado
que, além de permitir obter mais informagao sobre os meca-
nismos envolvidos na resisténcia a biocidas, esta abordagem
podera conduzir ao desenvolvimento de tratamentos adicio-
nais que ndo promovam a ocorréncia de resisténcia cruzada.

Novos métodos de Controlo

A procura de novos métodos de desinfecdo continua a ser
um assunto relevante nos nossos dias. Embora os métodos
tradicionais de desinfecao sejam intensivamente usados pela
industria alimentar, tal como se pode constatar pela infor-
macao apresentada nos topicos anteriores eles sdo também
quimicamente intensivos e estdo associados a varios aspetos
negativos, incluindo a promocao do fenémeno de resisténcia
cruzada a outros agentes antimicrobianos. Recentemente, a
nanotecnologia veio trazer novas possibilidades para melho-
rar as estratégias antimicrobianas. Dentro deste vasto cam-
po de investigacao, revela-se de grande interesse a sintese e
aplicacdo de nanoparticulas superparamagnéticas, isto €, na-
noparticulas magnéticas com capacidade de produzir calor
(hipertermia magnética - HM) quando submetidas a um cam-

po magnético oscilante. Neste contexto, um estudo por nés
realizado avaliou o efeito da HM em células plancténicas
e biofilmes de Pseudomonas fluorescens (um dos principais
microrganismos causadores de deterioracado de alimentos),
tendo também sido comparada a sua eficiéncia em relagao
a uma técnica de aquecimento convencional (em “ther-
moblock”). Os resultados obtidos confirmaram que a HM
consegue inativar a bactéria em questdao, sendo mais eficaz
contra células plancténicas e biofilmes do que a técnica de
aquecimento convencional usada [11]. Conclui-se, portanto,
que as nanoparticulas magnéticas podem ser eficazmente
usadas como fonte de aquecimento, permitindo o aqueci-
mento eficiente e rapido de solugdes contendo nanoparti-
culas e células bacterianas. De realgar que, embora a HM
tenha revelado um maior efeito bactericida contra as células
plancténicas do que contra os biofilmes, a sobrevivéncia e
a estrutura destas comunidades microbianas foram também
afetadas por este tratamento [11]. Em suma, ainda que pre-
liminar, este estudo introduziu a possibilidade de usar a HM
fora da drea biomédica como um potencial método de desin-
fecdo em dreas de processamento alimentar.

Os bacteriéfagos (fagos) constituem outra opgdo promisso-
ra para o controlo de agentes patogénicos uma vez que sdo
predadores naturais de bactérias, ubiquos no meio ambiente,
sdo faceis de isolar, apresentam uma elevada especificidade,
auséncia de toxicidade, baixo custo de producao, sdo ino-
fensivos aos seres humanos e tém uma grande capacidade de
evolucdo para superar a resisténcia bacteriana. Esta dltima
caracteristica deve-se a capacidade que os fagos apresentam
de lisar os hospedeiros (bactérias) utilizando mecanismos de
controlo bacteriano diferente dos antibiéticos, sendo assim
capazes de matar bactérias resistentes a antibiéticos.

Estas caracteristicas fazem com que os fagos constituam
uma boa alternativa de controlo de biofilmes. De facto, os
fagos e as suas endolisinas ja foram usados para controlar o
desenvolvimento de biofilme de L. monocytogenes e E. coli
[12, 13] e o efeito sinergistico de um fago com um desinfec-
tante alcalino foi descrito para a erradicagdo de biofilme de
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E. coli O157:H7 em aco inoxidavel [13]. Podem ser eficazes
tanto em biofilmes simples como em biofilmes mistos [14].

Conclusao

Devido a capacidade que os microrganismos patogénicos de
origem alimentar tém de aderir as superficies de processa-
mento de alimentos e de nelas formar biofilmes, que vao
contaminar os alimentos com que contactam, a sua preven-
¢do e eliminagdo sdo uma preocupacao constante da indds-
tria alimentar. A melhor estratégia consiste numa higieniza-
¢do e desinfecdo eficiente dessas superficies. No entanto,
devido a falhas de projeto dos equipamentos e a cada vez
maior resisténcia das bactérias aos agentes antimicrobianos,
é necessario o desenvolvimento de novas estratégias de con-
trolo. Apesar de alguns estudos ja versarem sobre a aplica-
¢do destes agentes em biofilmes de patogénicos alimentares,
ainda é necessario um maior conhecimento sobre os meca-
nismos envolvidos na formagdo desses biofilmes, para que,
deste modo, seja possivel a sua eliminagao.
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