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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 22

BIOFILME BACTERIANO NA INSDUSTRIA DE
ALIMENTOS : TEM COMO EVITAR?

Natara Favaro Tosoni
Naiele Mucke

Marcia Regina Terra
Marcia Cristina Furlaneto
Luciana Furlaneto Maia

RESUMO: Os equipamentos na industria
alimenticia estao propensos a alta contaminacgao
microbioldgica devido a presenca de substratos
para 0S micro-organismos, e quando nao
higienizados permitem que 0s microrganismos
se desenvolvam e até formem biofilmes,
contaminando o produto final. Os biofilmes
microbianos sdo comunidades constituidas por
célulassésseis, monooumultiespécies, aderidas
a um substrato, embebidas em uma matriz de
EPS, em cuja formagdo os microrganismos
exibem diferenciados fenétipos, metabolismo,
fisiologia e transcricdo genética. Este resumo
visa trazer aos leitores de diferentes areas,
informacdes mais detalhadas em relagcdo a
formacéo de biofilme bacteriano, bem como
diferentes interferéncias na formacdo deste,
além de estratégias atuais para combate-los.
E de conhecimento que sanitizantes quimicos
nao eliminam por completo o biofilme formado,
sendo que a utilizagao incorreta desses agentes
quimicos ou em concentragdes inadequadas,
pode promover a selecdo de algumas espécies
bacterianas resistentes, e liberacdo de células

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 2

persisters, que irdo constituir biofilme em outra
superficie. Como alternativa a esta problematica,
abordamos a utilizagdo de bacteriocinas,
destacando a eficiéncia desta contra biofilme
de Enterococcus, Escherichia colie Salmonella
spp em estudos realizados pelo nosso grupo de
pesquisa.

PALAVRAS-CHAVE:
Bacteriocinas; Células Persisters

Sanitizantes;

ABSTRACT: The equipment in the food industry
is prone to high microbiological contamination
due to the presence of substrates for the
microorganisms, and when unhygienic they
allow the microorganisms to develop and even
form biofilms, contaminating the final product.
Microbial biofilms are communities composed
of sessile, mono or multispecies cells, adhered
to a substrate, embedded in a matrix of EPS,
in the formation of which the microorganisms
exhibit differentiated phenotypes, metabolism,
physiology and genetic transcription. This
summary aims to bring to readers of different
areas, more detailed information regarding
the different interferences in the formation
of bacterial biofilm, as well as some current
strategies to combat them. It is known that
chemical sanitizers do not completely eliminate
the formed biofilm, and the incorrect use
of these chemical agents or in inadequate
concentrations may promote the selection of
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some resistant bacterial species and the release of persister cells, which will constitute
biofilm on another surface . As an alternative to this problem, we discuss the use of
bacteriocins, highlighting the efficiency of this biofilm of Enterococcus, Escherichia coli
and Salmonella spp in studies conducted by our research group.

KEYWORDS: Sanitizers; Bacteriocins; Persisters Cells

11 BIOFILME BACTERIANO: FORMACAO E COMPOSICAO

Os biofilmes microbianos sdo comunidades constituidas por células sésseis,
mono ou multiespécies, aderidas a um substrato biético ou abibtico, circundado por
uma matriz exopolissacaridica (EPS), contendo acidos nucléicos, proteinas e outras
substancias (MOHAMED et al., 2004). Os microrganismos em biofilme podem
apresentar diferenciados fendtipos, metabolismo, fisiologia e transcricao genética
(DONLAN; COSTERTON, 2002) (Figura 1 A).

A formacéo de biofilmes é considerada uma problematica com relagéo a area
ambiental, industrial e da saude, devido essas comunidades microbianas expressarem
propriedades especificas, tais como o aumento da resisténcia a antibibticos, a luz
UV, a produtos quimicos como os biocidas; aumento das taxas de troca de material
genético, alteracdo na biodegradabilidade e aumento na producdo de metabdlitos
secundario (PRAKASH; VEEREGOWDA; KRISHNAPPA, 2003).

Segundo Watnick e Kolter (2000) os microrganismos, denominados de células
planctbénicas, se aproximam da superficie, formando uma associacdo proviséria com
a propria superficie e/ou outros microrganismos. Essa adeséo inicial ird depender do
tipo de material que o microrganismo ira se aderir; se for uma superficie abidtica,
essas interagdes podem ocorrer por interagdes fisico-quimicas néo especificas, ja
em superficies bibticas a interagdo microrganismo/superficie € mediadas por ligacoes
moleculares especificas do tipo receptor-ligante (DUNNE, 2002) (Figura 1B).
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Figura 1 — (A) Representacéo esquematica da formacgéo de biofilme multi espécie. Em
(A/B) adesao do microrganismo na superficie; (C) formagao de microcolbnias e interacao
célula-célula; (D) desprendimento de células do biofilme; (E) biofiime maduro. (B) Interagdes
envolvidas na adesé&o de células bacterianas planctonicas a superficie abidtica e bidtica.
As interacgbes fisico-quimicas néo especificas, envolvidas na adesao reversivel, incluem
as interacgdes eletrostaticas de van der Waals e hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio e por
adesinas, podendo culminar na adeséo irreversivel.

Apds o processo de adesédo, ocorre a formagao de microcolonias e produgéo
de exopolissacarideos (EPS), que passam a estabilizar a associacédo. O EPS séo
componentes primordiais na estrutura e integridade funcional do biofilme, agindo
como agregador de células, formacado tridimensional e barreira defensiva contra
agentes quimicos diversos. As células aderidas que compdem o biofilme sao
denominadas de células sésseis. Varios elementos exercem influéncia no processo
de adesao e formacédo de biofilmes bacterianos, como hidrofobicidade, carga da
superficie, temperatura, presenca de substrato, aparatos celulares como pili, fimbrias
e flagelos, diferencas existentes entre as superficies utilizadas no processamento
de alimentos e a configuracdo dos equipamentos em relacéo a facilidade ou néo de
limpeza e sanitizagdo. Segundo Pereira et al. (2000) a topografia das superficies,
como sua composicao, rugosidade e porosidade também podem ser determinantes
para este processo. Uma vez que as bactérias estejam ligadas irreversiveis a uma
superficie, o processo de maturacao do biofilme inicia-se. A densidade e complexidade
do biofilme aumentam a medida que os organismos aderidos iniciam sua replicagdo
e 0s componentes extracelulares gerados por esses organismos interagem com
moléculas organicas e inorganicas do ambiente circundante para formar a matriz ou
exopolissacarideo (EPS). Esta substancia envolve as células no interior do biofilme,
fortalece a adesao entre as células, promove o suporte estrutural do biofilme e pode
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agir como receptor para novas interagcbes. O EPS é composto principalmente de
proteinas, polissacarideos e acidos nucléicos (STOODLEY et al., 2002).

Além do EPS, também compdem a matriz do biofilme DNA, adesinas e demais
proteinas da familia de componentes de superficie microbianos, responsaveis por
mediar a aderéncia de diferentes tipos de células as superficies (CUCARELLA et al.,
2001). Os apéndices bacterianos, como pili e fimbrias também estao envolvidos no
desenvolvimento de biofilme, pois promovem o contato célula-célula (VAN HOUDT e
MICHIELS, 2010).

Fimbrias sao finos filamentos proteicos que se projetam da superficie celular e
séo classificados com base em suas propriedades adesivas, antigénicas ou fisicas, ou
com base em semelhancas na sequéncia primaria de aminoacidos de suas principais
subunidades protéicas. As fimbrias tipo 1, que sdo em forma de bastonete e tém
aproximadamente 7 nm de largura e 1 nm de comprimento, sdo as adesinas mais
comuns encontradas tanto em E. coli patogénica quanto comensal, bem como em
outras Enterobacteriaceae. O papel das fimbrias na formacédo de biofilme tem sido
estudado de forma exaustiva em cepas de E. coli, demonstrando ser responsaveis
na fixagao inicial da célula a superficies (BELOIN et al. 2004; REN et al. 2004).
Foram descritas a adeséo por fimbrias cepas de E. coli produtoras de toxinas Shiga
(COOKSON et al. 2002), em aderéncia ao Teflon e aco inoxidavel por Salmonella
enterica serovar Enteritidis e na formacgéao de biofilme em poliestireno para Klebsiella
pneumoniae (SCHEMBRI et al. 2005).

Fimbrias curli (fimbrias finas agregativas em Salmonella) sé&o estruturas
filamentosas proteicas finas, formadas pela precipitacao extracelular. Foi demonstrado
aumento na formacgéo de fimbrias curli na formacéao de biofilme de E. coli O157: H7
em aco Inoxidavel (RYU et al. 2004). Além das fimbrias curli, a celulose também esta
geralmente associada com biofilmes de varias salmonelas, incluindo cepas do sorovar
Typhimurium (JAIN e CHEN 2007). A producéo simultdnea de celulose e curli leva a
formacé&o de uma matriz extracelular hidrofébica, altamente inerte, na qual as células
sao incorporadas (ZOGAJ et al. 2001). Entretanto, outros polissacarideos capsulares
podem estar presentes na matriz de biofilme extracelular de Salmonella (de REZENDE
et al. 2005), e a composicao exata depende das condicbes ambientais em que os
biofilmes sdo formados (PROUTY e GUNN 2003) (Figura 2).

A camada de lipopolissacarideo (LPS) em bactérias Gram-negativas, consiste de
uma superficie contendo o O-antigeno o, uma estrutura nuclear e uma porc¢ao lipidica
A que é incorporado na bicamada lipidica da membrana externa. O LPS né&o afeta
apenas a suscetibilidade da bactéria a desinfetantes, antibioticos e outras moléculas
toxicas (RUSSELL e FURR 1986), mas também desempenha um papel na formacgao
de biofilme. O &cido colanico do EPS (ou antigeno M) produzido pela maioria das cepas
de E. coli, bem como por outras espécies do grupo das Enterobacteriaceae, parece
ser importante para estabelecer a estrutura complexa e profundidade de biofilmes de
E. coli, porém nao estando correlacionado com a adesao inicial a superficies abiodticas
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(PRIGENT-COMBARET et al., 2000).

Figura 2— Representacgéo das estruturas flagelo (filamentos maiores), fimbrias curli (filamentos
menores) e matriz (cor verde) que auxiliam na formacgéo de biofilme

Outros fatores que controlam o amadurecimento das microcolénias séo pH,
perfusdo de oxigénio, fonte de carbono e osmolaridade. Em determinado momento, o
biofilme alcanca uma massa critica e um equilibrio dindmico é criado de forma que as
camadas mais externas do biofilme comecam a gerar células planctbnicas, ou seja,
inicia-se a liberacdo de células da estrutura formada, sendo capazes de colonizar
outras superficies (DUNNE, 2002). O biofilme maduro pode apresentar microcanais
internos, Uteis na distribuicdo de nutrientes e agua, no escoamento de metabdlitos,
enzimas alginatoliases e as proteases, necessarias ao destacamento de células
do biofilme e na distribuicdo de moléculas sinalizadoras de quorum sensing (QS).
Esse sistema de comunicacgéo célula-célula, € outro fator que tem sido considerado
de grande importancia para a formacéo de biofilmes microbianos. Neste sistema as
bactérias sintetizam compostos sinalizadores de baixo peso molecular, denominados
de autoindutores (Als), que irdo modular e influenciar a formagdo do biofilme,
modulando também outras fungbes como esporulagcédo, produ¢do de bacteriocinas,
expressao de fatores de viruléncia, producédo de proteases e pigmentacéo, além de
favorecer o acesso a nutrientes (HALL-STOODLEY et al, 2004).

Sob determinadas situagdes, devido a uma programacgao celular, ocorre o
desprendimento de células pertencentes ao biofilme (células sésseis) ou de grupos de
célulasunidas pelo EPS que podem colonizarnovolocal (BAYLES, 2007). O metabolismo
de carboidratos também regula a producéo de biofilme entre as varias bactérias gram-
positivas, incluindo E. faecalis, sendo que um regulador transcricional dependente
de glicose (PILLAI et al., 2004). Estudos realizados com E. faecalis e E. faecium
demonstraram que a glicose teve influéncia positiva do carboidrato na capacidade
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de formacéao de biofilme destes microrganismos (PILLAI et al., 2004; CASSENEGO,
2014). Ainda, fatores ambientais como temperatura, pH, presenca de nutrientes,
osmolaridade, presenca de outras bactérias e tipo de superficie também interferem na
formacao de biofime (MOHAMED; HUANG, 2007; VAN HOUDT; MICHIELS, 2010).
MARINHO et al. (2013) também revelaram que a temperatura influencia na formacéao
de biofilme, sendo que em 10°C inibiu fortemente o desenvolvimento de biofilme e
a 37°C ocorreu o melhor desempenho de formacéo de biofilme nos isolados de E.
faecium.

2 | BIOFILME BACTERIANO NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

A formacéao de biofilme em superficies utilizadas na produg¢éao de alimentos vem
recebendo destaque, principalmente no que se refere aos maleficios de sua presenca.
Uma vez constituidos, os biofilmes agem como pontos de contaminagédo constante,
liberando células de microrganismos patogénicos e/ou deterioradores de alimentos,
podendo comprometer a qualidade microbiol6gica de matérias-primas, produtos pré-
acabados e acabados (FUSTER-VALLS et al., 2008; MANSFELD, 2007). Biofilmes
de microrganismos potencialmente patogénicos foram detectados em alimentos
e em superficies de processamento de alimentos, comprometendo a higiene dos
mesmos bem como podendo atuar como reservatorio de patbgenos e microrganismos
deteriorantes. Em uUltima instancia biofilmes microbianos produzidos em superficies de
alimentos representam um risco para a saude publica (SHI; SHU, 2009; VAN HOUDT;
MICHIELS, 2010; FONSECA 2010). A fixacdo de microrganismos na superficie de
alimentos pode ser considerada como um primeiro passo para a deterioragcao desses
produtos, e sua permanéncia e crescimento dependem de sua capacidade de se manter
aderido. Assim o conhecimento sobre as caracteristicas de formacgéo de biofilmes em
alimentos frescos € util para estabelecer diretrizes sobre armazenamento seguro (BAE
et al., 2014).

Outra problematica envolvendo a formacgao de biofilme na industria de alimentos
€ a capacidade das células sésseis serem resistentes aos agentes empregados nos
procedimentos de higienizacéo. Alguns pesquisadores relatam que as células sésseis
chegam a ser de 500 a 1000 vezes mais resistentes que as células plancténicas
(DRENKARD, 2002). Um dos grandes responsaveis por conferir esta protecéo é a
matriz de EPS, que age como barreira fisica, impedindo que os agentes sanitizantes
cheguem a seus sitios de agdo. O EPS é também capaz de adsorver cations, metais e
toxinas, conferir protecédo contra radiagbes UV, alteracbées de pH, choques osméticos
e dessecacao. Ainda, alguns subprodutos celulares do biofilme aceleram a corrosao
do aco inoxidavel, e dificultam a troca de calor, reduz o fluxo de fluidos e filtracao por
membranas (LIAQAT et al., 2013). Devido a este agravante, conhecer as condi¢des
que propiciam a formagao de biofilme e as suas fragilidades é primordial para que
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estratégias de controle, mais econémicas e eficazes, sejam dimensionadas para a
eliminacao de mais esta possibilidade de introdugao de microrganismos na cadeia
alimentar (HERRERA et al., 2007).

Diversas superficies utilizadas no setor, tais como o ago inoxidavel, vidro, borracha,
policarbonato, poliuretano, poliestireno, polipropileno, titanio, aluminio e ceramica vem
sendo investigados quando a capacidade de adesao microbiana (DI CICCIO et al.,
2015). Apos a formacgéo do biofilme, os microrganismos que se encontram em seu
interior sado protegidos da remog¢ao quando expostos ao escoamento de liquidos, alta
turbuléncia e a acdo de agentes quimicos como os utilizados nos procedimentos de
higienizacdo (CLONTZ, 2008).

Residuos de produtos carneos, como pequenas quantidades de extrato de carne,
salsichas ou gordura animal, pode inicialmente interferir na adesédo das células para
formacao de biofilme em L. monocytogenes, porém, com o tempo esses residuos
servem de nutrientes, aumentando o numero de células no biofilme além da sobrevida
prolongada em uma variedade de materiais, incluindo aco inoxidavel, borracha de
correia transportadora, e materiais de parede e chao (SOMERS e WONG 2004). Leite
desnatado e proteinas do leite, como caseina e lactalbumina, também foram relatados
com a reducao significativa da fixagcao de Staphylococcus aureus, Serratia marcescens,
Pseudomonas fragi, Salmonella Typhimurium, esporos e células vegetativas de bacilos
termofilicos e L. monocytogenes a aco inoxidavel e gaxetas de borracha buna-n
(PARKAR et al. 2001), contudo, posteriormente servindo de nutrientes as células.
Allan et al. (2004) mostraram que as taxas de sobrevivéncia de L. monocytogenes
a varias superficies, incluindo aco inoxidavel, resina acetal, argamassa e plastico
reforcado com fibra de vidro, foram maiores na presenca de solo biolégico.

2.1 Controle quimico de biofilme

A industria de alimentos utiliza diversas estratégias de higienizacdo dos
equipamento, no entanto, tais procedimentos podem nado ser totalmente eficazes
sobre biofilmes bacterianos, selecionando fenétipos resistentes (SIMOES et al., 2010).
Diferentes produtos quimicos podem ser utilizados no processo de sanitizacdo de
utensilios e equipamentos, incluindo produtos tensoativos ou alcalinos, usados para
suspender e dissolver os restos de alimentos pela diminui¢cao da tensdo superficial, ou
emulsao de gorduras e desnaturacéao de proteinas (MAUKONEN et al., 2003).

Uma ampla gama de desinfetantes quimicos é usada nos alimentos industria,
que pode ser dividida em diferentes grupos de acordo com o seu modo de acgao:
(i) agentes oxidantes incluindo compostos a base de cloro, peroxido de hidrogénio,
ozono e PAA, (ii) compostos de superficie ativa, incluindo compostos quaternarios de
amoénio e compostos anibnicos acidos, e (iii) iodoforos. A eficiéncia da desinfeccéo é
influenciada pelo pH, temperatura, concentracdo, tempo de contato e interferindo em
substancias organicas como alimentos particulas e sujeira (KUDA et al., 2008).
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Agentes de limpeza como detergentes e enzimas sdo frequentemente combinadas
com desinfetantes para aumentar sinergicamente a eficiéncia da desinfeccéo. O
aumento da resisténcia de células de biofilme a biocidas, pelo menos parcialmente por
causa da interferéncia da matriz exopolimérica, explica porque o desinfetante que é
mais eficaz para as células plancténicas n&o é necessariamente o mais ativo contra as
células do biofilme. Meyer (2003) classificou a eficiéncia de desinfetantes para eliminar
células de biofilme e concluiram que a eficacia aumentou a partir de compostos de
amoénio quaternario sobre anféteros, cloro e biguanidas. Embora o hipoclorito seja
amplamente utilizado, ha controversas sobre sua eficiéncia em biofilme bacteriano
(SREY et al., 2013), devido a baixa eficiéncia de difusdo pelo EPS. Para remover os
microrganismos do biofilme, a solu¢cdo de higienizacdo deve ser capaz de penetrar
na matriz de EPS e ganhar acesso as células microbianas promovendo a inativacéo
destas e sua remocao (SOUZA et al., 2014).

Numerosos relatos indicam que a eficacia antimicrobiana de varios sanitizantes
aquosos € menor na presenca de biofilme de Salmonella spp. Nove desinfetantes
comumente usados na industria foram avaliados contra no biofilme de Salmonella sp,
mostrando um efeito bactericida que variou a eficacia na presenca de etanol a 70%
(MORETRO e LANGSRUD 2004), fosfato trissédico (SCHER et al. 2005) e ao cloro e
iodo (JOSEPH et al. 2001). Os demais sanitizantes ndo apresentaram eficacia.

Biofilmes de Listeria monocytogenes foram mais resistente a agentes de limpeza
e desinfetantes, incluindo fosfato trissodico, cloro, 0zénio, perdxido de hidrogénio, acido
peracético (PAA) e ambnia quaternaria compostos (Stopforth et al. 2002; Somers e
Wong 2004; Robbins et al. 2005). Biofilmes de Lactobacillus plantarum apresentaram
resisténcia a varios acidos organicos, etanol e hipoclorito de sédio (KUBOTA et al.
2009).

Em estudo realizado por Mucke (2016), demonstrou a eficiéncia de cinco
desinfetantes quimicos, utilizados na industria de alimentos, contra biofilme de
Enterococcus sp. Este estudo mostrou que mesmo apds 1 hora da presenca do
desinfetante com o biofilme formado, n&o houve reducao total da estrutura de biofilme
(Figura 3). Esses dados nos mostram que os microrganismos remanescentes presentes
no biofilme s&o mais resistentes aos agentes quimicos. Castro (2012) avaliou a
eficiéncia dos sanitizantes hipoclorito de sodio, acido peracético e digluconato de
clorexidina, sobre a formacado de biofilme de E. faecium, E. faecalis, Pseudomonas
fluorescens, P. aeruginosa em superficie de ago inoxidavel. Embora os sanitizantes
tenham sido utilizados nas concentracdes recomendadas pelos fabricantes e
frequentemente utilizadas nas industrias de alimentos, estes nao eliminaram o biofilme
formado por estes microrganismos. Jessen e Lammert (2003) explicam que a remog¢ao
de microrganismos de superficies de contato torna-se muito mais complicada apés a
formacé&o do biofilme maduro, sendo mais eficiente adotar varias acées combinadas.
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Figura 3 — Porcentual de células viaveis de Enterococcus sp ap6s 1 hora na presenca dos
principais desinfetantes quimicos de utilizagé@o industrial.

Meira et al. (2012) e Souza et al. (2014) verificaram o efeito de &cido peracético
e hipoclorito de sédio sobre biofilmes pré-formados de S. aureus em superficies de
poliestireno e ago inoxidavel, contudo, estes nédo foram eficientes para a completa
remocado das células do biofilme. As células persisters, aderidas as superficies,
apo6s a aplicagao de sanitizantes reforcam o biofilme como uma fonte provavel de
contaminacgao cruzada, principalmente em superficies de processamento de alimentos
(figura 4). Apesar das estratégias e conceitos de segurancga na industria de alimentos,
ainda ha varios problemas relacionados a contaminacéo de alimentos por patégenos
alimentares (DI CICCIO et al.,, 2015). Uma alternativa para aumentar a seguranca
de alimentos envolve o uso de produtos provenientes do metabolismo das bactérias
(ROSS et al. 2002). Dentre estes, destaca-se o0 uso de bacteriocinas.
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Figura 4 — Acéo limitada de substancias antimicrobianas sobre células do biofilme.

2.2 Bacteriocinas no controle de biofilme bacteriano

Bacteriocinas séo peptideos ou pequenas proteinas com atividade antimicrobiana
produzidas pordiferentesgénerosbacterianos (Figurab). Tais peptideos antimicrobianos
séo ativos contra patdégenos de origem alimentar, como L. monocytogenes, S. aureus,
B. cereus e células vegetativas e esporos de Clostridium botulinum (GIRAFFA et
al., 2003). As bacteriocinas podem ser agrupadas em quatro grandes grupos com
base em sua estrutura como, por exemplo, similaridades entre a sequéncia primaria,
propriedades fisico-quimicas, sequéncia lider e numero de peptideos que constituem
sua atividade, e principalmente com base em seu modo de agcédo. Cotter et al (2013)
definiu quatro classes de bacteriocinas (Figura 6).

A maioria das bacteriocinas interage com lipideos anibnicos presentes na
membrana plasmatica das bactérias alvo, sendo ativas principalmente contra
bactérias Gram-positivas, ja que essas sao caracterizadas por um elevado teor de
lipideos anibnicos na membrana. A maioria das bacteriocinas torna permeabilizando
a membrana celular permeéavel por meio da formacédo de poros, 0 que promove a
dissipacao da forca préton motora (PMF) e inibicdo do transporte de aminoacidos. A
PMF esta envolvida em diversos processos ha membrana citoplasmatica, tais como o
acumulo de ions e metabdlitos, e a sintese de ATP (ABEE et al., 1995).
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Figura 5 — Bacteriocinas distribuidas entre os géneros bacterianos fornecidos pela plataforma
database Bactibase (2018).

Bacteriocinas também podem inibir bactérias Gram-negativas, neste caso
necessitam transpor a membrana externa e alcancar a membrana plasmatica da célula
alvo para atuarem. Em contato com a membrana plasmatica sdo capazes de interferir
na sintese de DNA, RNA e proteinas. A exemplo, microcina B17 inibe a enzima DNA-
girase, e microcina J25 inibe a RNA polimerase (COTTER et al., 2013). Bactérias
produtoras de bacteriocinas possuem um mecanismo de imunidade que as protegem
da acdo de suas proprias bacteriocinas. A protecéo € conferida por um peptideo de
imunidade expresso concomitantemente as bacteriocinas. A proteina de imunidade
pode estar fracamente associada ou ndo associada as proteinas receptoras de
membrana (manose fosfotransferase - Man-PTS). Quando a bacteriocina é produzida,
a proteina de imunidade se liga ao receptor evitando que a bacteriocina se ligue a ele
e forme poros na membrana citoplasmatica, o que provocaria a lise celular.
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Figura 6 - Classificagcdo das bacteriocinas segundo Cotter et al (2013), com modificagbes.

Nisina é a bacteriocina mais comumente empregada na conservagdo de
alimentos, tanto a nivel nacional quanto mundial, sendo utilizada principalmente em
queijos pasteurizados para prevenir o crescimento indesejavel de bactérias Gram-
positivas esporogénicas deterioradoras. Embora ha diversos relatos da inibicdo de
biofilme bacteriano por nisina, este peptideo possui melhor acao contra bactérias Gram-
positivas (JOERGER, 2003). Por este fato, diversos estudos tém focado no isolamento
de novos isolados bacterianos produtores de bacteriocina, que apresentem acéo
antagdnica contra bactérias Gram-postivas e Gram-negativas, quando em formacgéao
de biofilme.

Zhao et al. (2004) demonstraram que bacteriocina produzida por Enterococcus
duranse Lactococcus lactisforam capazes de reduzir mais de 5 log UFC/cm? de biofilme
de Listeria monocytogenes. Minei et al. (2008) descreveram a reducéo na formacéo de
biofilme em cupons de ago inox, quando co-cultivado L. monocytogenes e Enterococcus
faeciumbacteriogénicos. Winkelstréter et al (2015) também comprovaram a diminui¢ao
da formacédo de biofilme quando Lactobacillus paraplantarum e L. monocytogenes
foram crescidos em co-cultivo. Células plancténicas e biofilme de Bacillus subtilis
foram afetados apds contato com bacteriocina produzida por L. acidophilus. Nisina A e
lacticina Q também apresentaram efeito antagdnico contra biofilme de Staphylococus
aures (Okuda et al., 2013).

Nosso grupo de pesquisa avaliou a eficiéncia de bacteriocina (enterocinas)
produzida porisolados de Enterococcussp sobre biofilme formado de L. monocytogenes.
Foram testados enterocinas produzidas por 4 isolados bacterianos, mostrando
diminuicao consideravel na formacéao de biofilme (Figura 8 A). A figura 8 (B) apresenta
resultado da enterocina contra biofilme de E. coli e Salmonella sp. Neste estudo,




utilizamos a mensuracdo da biomassa total do biofilme com o corante cristal violeta. A
intensidade da cor revelada € proporcional com a presenca de células/biofiime.
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Buefime tratads com gatemcma
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A B

Figura 8 — (A) Biofilme de Listeria monocytogenes formado em pocos de placa de poliestireno.
Em (A) controle; (B a E) biofilme maduro tratado com bacteriocina produzida por Enterococcus
sp. A revelacdo da integridade celular no biofilme foi realizada com XTT (cloreto de trifenil
tetrazolium), que revela a respiracao celular bacteriana. Observar a perda da intensidade de
cor (vermelha) no biofilme tratado com enterocina, indicando morte celular. (B) Biofilme de
Escherichia coli, Salmonella sp e Enterococcus sp formado em pocos de placa de poliestireno.
A quatificacéo do biofilme foi realizada pela mensuragéo da biomassa total do biofilme formado,
utilizando o corante cristal violeta. Observar a perda da intensidade de cor (azul) no biofilme
tratado com enterocina, indicando morte celular.
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