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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 11

SENSIBILIDADE CELULAR E DE BIOFILME DE
Enterococcus sp. AOS DESINFETANTES DE USO

Luciana Furlaneto Maia
Naieli Mucke

Marcia Regina Terra
Danielle Karine Ohashi
Talita Butzske Bussolo
Marcia Cristina Furlaneto

RESUMO: Enterococcus sp. podem ser
isolados de seres humanos, diversos animais
e ambiente; possui alta tolerédncia a fatores
extremos como pH, temperatura e concentracao
salina. E crescente seu potencial como agentes
causadoresdesériasinfec¢des, podendoadquirir
alta resisténcia a antimicrobianos e biocidas.
Os equipamentos na industria alimenticia estao
propensos a alta contaminag&o microbiologica
devido a presenca de substratos para os
microrganismos, e quando n&o higienizados
permitem que estes se desenvolvam e
formem biofilmes, contaminando o produto
final. Este estudo teve por finalidade analisar
a sensibilidade de isolados de Enterococcus
sp provenientes de equipamentos processos
de embutidos carneos cozidos a 5 diferentes
desinfetantes de uso industrial. Foram testados
a sensibilidade de células plancténicas e em
biofilme quando estes estavam suspensos em
matéria orgénica e agua. Ao avaliar a agdo de
sanitizantes sobre células de Enterococcus sp.
na presenca de agua verificou-se que nenhum
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INDUSTRIAL

produto utilizado conseguiu ser totalmente
eficiente no controle do desenvolvimento dos
enterococos. Ja nos testes utilizando BHI e
sanitizante, os isolados apresentaram menor
desenvolvimento somente na presenca de
espumante alcalino. O maior desenvolvimento
microbiano ocorreu na presenga dos produtos
didxido de cloro, hipoclorito de sddio, quartenario
de amoénia e acido peracético. Observamos que
independente do tipo de sanitizantes e biofilme
formado, nenhum agente quimico foi eficaz na
eliminacéo total das células de Enterococcus.
que 0s
confirmam a importancia de acdes preventivas

Indispensavel ressaltar resultados
nas industrias para evitar a resisténcia dos
micro-organismos a determinados compostos
e maximizar a eficiéncia dos procedimentos de
higienizac&o aplicados.
PALAVRAS-CHAVE:
Planctbnicas. Resisténcia.

Enterococci.

CELL AND BIOFILME SENSITIVITY OF
Enterococcus sp. TO INDUSTRIAL USE
DISINFECTANTS

ABSTRACT: Enterococcus sp. can be isolated
from humans, various animals and the
environment; has high tolerance to extreme
like pH,

concentration. It is increasing its potential as

factors temperature and saline
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agents causing serious infections, being able to acquire high resistance to antimicrobials
and biocides. 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 them to develop and form biofilms, contaminating the final
product. The aim of this study was to analyze the sensitivity of Enterococcus sp isolates
from meat cooked sausage processes to 5 different disinfectants for industrial use. The
sensitivity of planktonic and biofilm cells were tested when they were suspended in
organic matter and water. When evaluating the action of sanitizers on Enterococcus
sp. in the presence of water it was verified that no product used could be totally efficient
in controlling the development of enterococci. In the tests using BHI and sanitizing,
the isolates showed less development only in the presence of alkaline foaming. The
greatest microbial development occurred in the presence of the products chlorine
dioxide, sodium hypochlorite, quaternary ammonia and peracetic acid. We observed
that regardless of the type of sanitizers and biofilm formed, no chemical agent was
effective in total elimination of Enterococcus cells. It is important to emphasize that
the results confirm the importance of preventive actions in the industries to avoid the
resistance of the microorganisms to certain compounds and to maximize the efficiency
of the hygienic procedures applied.

Keywords: Enterococci. Planktonic. Resistance.

11 INTRODUCAO

Bactérias do género Enterococcus sédo descritas como produtoras de L-acido
lactico, homofermentativas, gram-positivas, catalase negativa, anaerodbicas
facultativas, produzem &cido L-lactico a partir de hexoses e se diferem dos demais
cocos homofermentadores por apresentarem crescimento a 10 e 45°C, a pH 9,6, em
presenca de até 6,5% de NaCl e 40% de sais biliares (FRANZ, et al., 2003). Mais de 54
espécies de Enterococcus sao descritas, porém as espécies E. faecalis, E. faecium e
E. hirae sao as mais frequentemente encontradas devido a ampla distribuicdo no meio
ambiente (EUZEBY, 2015).

Os enterococos sao bactérias comensais que colonizam o trato digestério de
uma ampla gama de hospedeiros vertebrados e, portanto, difundida no meio ambiente
(FISHER; PHILLIPS, 2009). Sao consideradas bactérias autdctones, uma vez que
liberadas no meio ambiente sdo capazes de colonizar diversos nichos, além de possuir
capacidade de resistir e de se multiplicar em condicbes ambientais hostis, com grande
potencial para contaminar aguas e alimentos (IVERSEN et al., 2002).

Algumas espécies, incluindo os E. faecalis e E. faecium estdo entre os mais
importantes microrganismos adquiridos em ambiente hospitalar, sdo multirresistentes
e podem causar infeccbes graves na corrente sanguinea, do trato urinario, da pele
e dos tecidos moles (ARIAS; MURRAY, 2012). Os enterococos sao também aceitos
como indicadores de contaminacao fecal para as aguas de recreacao (USEPA, 2002),
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e tém sido empregados como indicadores de qualidade microbiolégica de produtos
frescos (JOHNSTON et al., 2006).

Dentre os fatores de viruléncia deste género, destaca-se a capacidade de formar
biofilme em superficies bidticas e abiodticas. Os biofilmes microbianos sdo comunidades
constituidas por células sésseis, mono ou multiespécies, aderidas a um substrato,
embebidas em uma matriz de EPS, em cuja formagao os micro-organismos exibem
diferenciados fendtipos, metabolismo, fisiologia e transcricdo genética (DONLAN;
COSTERTON, 2002). Como etapas importantes para a sua formacgao, sao descritas
as adesoes iniciais, passando 0os micro-organismos de seu estilo de vida planctdnico
ao séssil, a formacao de microlénias, a maturacao e ao destacamento de células do
biofilme, retornando estas a seu estilo de vida plancténico.

A formacdo de biofilme ocorre em variados tipos de ambientes bidticos ou
abidticos. Pesquisas sobre a sua formacao em superficies utilizadas na producéo de
alimentos vém recebendo destaque, principalmente no que se refere aos maleficios de
sua presenca. Uma vez constituidos, os biofilmes agem como pontos de contaminacgao
constante, liberando células de micro-organismos patogénicos e/ou deterioradores
de alimentos, podendo comprometer a qualidade microbiol6gica de matérias-primas,
produtos pré-acabados e acabados (BERESFORD; ANDREW; SHAMA, 2001; CHEN
et al., 2007; FUSTER-VALLS et al., 2008; MANSFELD, 2007).

Outra problematica envolvendo a formacgéao de biofilme na industria de alimentos
€ a capacidade das células sésseis serem resistentes aos agentes empregados nos
procedimentos de higienizacao. Alguns pesquisadores relatam que as células sésseis
chegam a ser de 500 a 1000 vezes mais resistentes que as células plancténicas
(FUSTER-VALLS, 2008). Um dos grandes responsaveis por conferir esta protecdo € 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, alteracbes de pH, choques osméticos
e dessecacdo. Devido a este agravante, conhecer as condicbes que propiciam
a formacao de biofilme e as suas fragilidades é primordial para que estratégias de
controle, mais econémicas e eficazes, sejam dimensionadas para a eliminagao de mais
esta possibilidade de introducéo de micro-organismos na cadeia alimentar (HERRERA
et al., 2007).

Nos alimentos, os Enterococcus sp. podem ser encontrados em carnes, legumes,
leite e produtos fermentados como os queijos, nos quais desenvolvem um importante
papel no processo de maturacao e enriquecimento do sabor. Algumas espécies de
enterococos séo utilizadas na manufatura de alimentos, porém a falta de conhecimento
sobre seus fatores de viruléncia gera inseguranca na utilizacdo de cepas deste género
como culturas fermentadoras e probidticas (GIRAFFA, 2003; FOULQUIE-MORENO et
al, 2006).

As atividades prejudiciais dos enterococos estao associadas com a deterioracéo
de alimentos e a capacidade de causar doenca nos seres humanos. Ainda, em produtos
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acabados pode ser considerado como indicador de contaminacédo fecal (STILES;
HOLZAPFEL, 1997). Frequentemente presentes em leite, as bactérias do género
Enterococcus podem contamina-lo de diversas maneiras, por contato direto com fezes
de animais ou por contato indireto através de dgua contaminada, ar ambiente, pelo de
animal ou equipamentos de ordenha e armazenamento (GELSOMINO et al., 2001).

Um dos elementos cruciais para o processamento de alimentos atual € a
seguranca dos produtos, evitando inclusive a perda de producéao e, principalmente, a
perda de confiangca dos consumidores (DONK et al., 2004). Podemos destacar entre
0s principais sanitizantes utilizados na industria de alimentos o acido peracético,
cloraminas organicas, clorexidina, compostos de amédnia quaternaria, didxido de
cloro, hipoclorito de sédio, iodéforos e o perdxido de hidrogénio (ANDRADE; PINTO;
ROSADO, 2008).

A utilizacdo incorreta dos sanitizantes, em concentracdes inadequadas, pode
promover a selecao de algumas espécies bacterianas resistentes (GRAM et al., 2007).
Pereira et al., (2000) indicam ainda como interferentes na adeséo ligados a topografia
da superficie, a composicao, rugosidade e porosidade. Os equipamentos e utensilios
a serem utilizados durante o processamento de alimentos devem ser desenhados,
construidos e instalados de forma adequada, para que se possa assegurar a higiene
e permitir a facil e completa limpeza e sanitizacdo (BRASIL, 1997). Russel (1992)
afirma ainda que a temperatura e tempo de contato, a concentracéo do produto, os
residuos da superficie, o pH, as propriedades fisico-quimicas da agua e substancias de
inativacao, especialmente a matéria organica podem influenciar na agao dos produtos
sanitizantes.

Em relacédo ao biofilme bacteriano, o sistema de comunicacéo célula-célula
(quorum sensing - QS) tem tido grande importancia cientifica, pois nesse sistema as
bactérias sintetizam compostos sinalizadores de baixo peso molecular, denominados
de autoindutores (Als), que irdo modular e influenciar a formagcdo do biofilme,
modulando também outras funcbes como esporulacédo, producdo de bacteriocinas,
expressao de fatores de viruléncia, producao de proteases e pigmentacao, além de
favorecer o acesso a nutrientes (VIANA, 2006).

CASTRO (2012) ao avaliar a eficiéncia dos sanitizantes hipoclorito de sédio,
acido peracético, e clorexidina sobre a formacao de biofilme de E. faecium, E. faecalis,
Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa e pela interacao destes, em superficie de aco
inoxidavel, a 25 °C por trés dias de armazenamento observou que houve a reducéo
na contagem dos biofilmes formados por E. faecium, E. faecalis, P. fluorescens, P.
aeruginosa, porém estes nédo foram completamente eliminados. Jessen e Lammert
(2003) explicam que a remocao de microrganismos de superficies de contato torna-
se muito mais complicada ap6s a formacgao do biofilme, sendo mais eficiente adotar
varias acbes combinadas.

Em suma, ap6s a formacéo do biofilme, os microrganismos que se encontram em
seu interior da estrutura sdo protegidos da remoc¢ao quando expostos ao escoamento
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de liquidos, alta turbuléncia e a acédo de agentes quimicos como os utilizados nos
procedimentos de higienizacdo (CLONTZ, 2008), tornando-se portanto, resistentes ao
sanitizante.

Neste sentido, este trabalho avaliou a sensibilidade de células planctonicas e
de biofilme de Enterococcus sp, frente a diversos sanitizantes quimicos utilizados na
industria alimenticia.

2| PROCEDIMENTO METODOLOGICO

2.1 Isolamento de Enterococcus sp.

O isolamento de Enterococcus sp. realizou-se através de suabe a partir de
equipamentos envolvidos no processamento de embutidos carneos cozidos. O suabe
foi semeado na superficie de agar canamicina esculina azida (KEA-Himedia), e as
placas foram incubadas a 37°C por 24 h. Colbnias indicativas de Enterococcus sp. (cor
negra) foram repicadas em meio agar infuséo cérebro e coragcéo (BHI-Himedia), para
a confirmacéao genotipica.

2.2 caracterizacao genotipica ao nivel de género

Para a confirmagdo genotipica foram selecionados 10 col6nias bacterianas. A
extracdo de DNA total seguiu o método da fervura (Marques e Suzart, 2004), com
modificacdes. Os isolados foram cultivados em 3 mL de caldo BHI, incubados sob
agitacao de 180 rpm, a 37°C por 18 horas. Ap6s o crescimento, 1 mL de cada
cultivo foi centrifugado por 10 min a 10000 rpm. O sedimento foi ressuspendido em
300 pL de agua ultrapura esterilizada. A suspensao de células foi aquecida a 100°C
por 30 minutos e posteriormente, submetida a um choque térmico em banho de gelo
por 5 minutos e novamente centrifugada. Um volume de 150 yL do sobrenadante
foi removido e armazenado em freezer a -20°C. A reagcbes de PCR (Polimerase
Chain Reation) foi realizada em termociclador (Techne-TC3000), em volume final
de 20 uL, contendo 10 uL DNA (10ng/uL), 20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI, 1,5
mM MgCl,, 200 yM de cada dNTP, 20 pmol de cada oligonucleotideo iniciador tuf
(especifico para género de Enterococcus) (F TACTGACAAACCATTCATGAG; R
AACTTCGTCACCAACGCGAAC), 2,5U Tag DNA polimerase (Invitrogen).

O termociclador foi programado para realizar uma desnaturacédo de 94°C por
4 minutos, seguido por 30 ciclos de 95°C a 30 segundos, anelamento a 56°C por 1
minuto, 72°C por 1 minuto, e extensao final a 72°C por 10 minutos. O controle negativo
continha todos os reagentes, porém sem a amostra de DNA. Os produtos resultantes
da amplificacéo foram separados em gel de agarose a 1,0%, corados com brometo de
etidio, visualizado sob luz ultravioleta e fotografados com sistema de fotodocumentacéao
computadorizado (Loccus). O tamanho do produto amplificado esperado (112 pb) foi
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comparado com o marcador de DNA ladder (Amersham Pharmacia Biotech).
2.3 Determinacéao da susceptibilidade das células planctonicas aos sanitizantes

Os isolados confirmados genotipicamente, foram submetidos ao teste de
susceptibilidade aos sanitizantes quimicos. Para tanto, sete formulacdes de diferentes
compostos quimicos foram utilizadas, segundo as recomendacbes de uso pelo
fabricante (Tabela 1). Aac&o biocida foi avaliada em duas diferentes condicdes, sendo
na presenca de matéria organica, utilizando meio BHI, e na presenca de agua.

Concentracgéao Indicada pelo

Principio Ativo Concentracgéo Utilizada

Fornecedor
Espumante alcalino clorado H 2,0% 20 pl/mL
Diéxido de Cloro 100 ppm 1 pl/mL
Hipoclorito de sédio 5 ppm 0,05 pl/mL
Amdnia Quaternaria M 1,5 % 15 pl/mL
Acido Peracético 0,30 % 3 pl/mL

Tabela 1 — Descricao dos sanitizantes quimicos utilizados na industria de alimentos e
concentracao de uso

Fonte: Deion; Mundial Quimica; AEB Group; Higex; 2013.

Os isolados foram semeados em agar Mueller-Hinton (MH) e incubados a 37°C
por 18 horas. Uma por¢éo da colbnia foi selecionada e transferida para tubos contendo
agua estéril até turvacao correspondente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland (1x108
UFC/ml). Desta solucéo, 200 uL foi adicionado em pogos de microtitulacdo seguido
do acréscimo de 200 pL de agua ou BHI, e a solugéo sanitizante. As placas foram
incubadas a 37°C por 30 minutos. O desenvolvimento microbiano foi avaliado por

densidade o6ptica (DO , em leitor de Elisa.

490 nm)
Para calcular a concentragao inibitéria minima, a leitura da DO foi normalizada.
Para a normalizacdo, a DO mensurada no tempo 0 de cada poco, foi denotado como
DO background, e subtraido das leituras posteriores. Se houve diferengca na DO acima
do background, este foi considerado positivo para crescimento bacteriano.
A fim de verificar a viabilidade celular, uma aliquota de 10 pL foi retirada de cada
poco e depositada na superficie de agar KEA. As placas foram incubadas a 37°C por

18 a 24 h, e as colbnias formadas foram contadas.

2.4 Acao de sanitizante em biofilme de enterococcus

A formacéo do biofilme em superficie de poliestireno foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Stepanovic et al. (2000). Os isolados de enterococos foram
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cultivados a 37°C por 24 horas em meio BHI suplementado com 1% de glucose. A
densidade celular foi ajustada até turvac&o correspondente ao tubo 0,5 da escala
de MacFarland (1x10® UFC/ml), e uma aliquota de 200 pyL de cada suspensao foi
transferida para placas de microtitulacdo de fundo chato. O controle negativo foi o
in6bculo de caldo sem a presenca da bactéria. As placas foram incubadas a 37°C por
24 horas. Apoés o periodo de incubacgéo, o meio e células planctonicas foram removidas
das placas, e os poc¢os lavados com agua destilada estéril por trés vezes.

Em seguida, foi adicionado o sanitizante nas concentragdes indicadas pelos
fabricantes. Ap6s 30 minutos o sanitizante foi removido e os pogos lavados com agua
destilada estéril por trés vezes. A viabilidade celular foi observada utilizando o sal
XTT [2,3-bis (2-methyloxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5carboxanilide], que
produz uma coloracéo vermelho-alaranjado quando reduzido. O sal XTT foi preparado
como solucdo saturada (1 mg/ml em PBS), esterilizado por filtracdo e estocado a
-20°C. A solucgéo utilizada foi diluida na concentragao final de 0,5 mg/ml.

A mudanca na coloragao foi mensurada em DO Presenca de coloracao

490 nm”
vermelha-alaranjado indicou viabilidade celular (células vivas). Pocos sem cultura

bacteriana foram considerados controles negativo.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

Foram realizados um total de 16 suabes na linha de produgcado de embutidos
carneos cozidos, sendo selecionado 10 colbnias cor negra no agar KEA, que indica
a hidrélise da esculina na presenca de bile por espécies de Enterococcus sp. As
colénias selecionadas que apresentaram coloracdo negra no meio, caracteristico
de Enterococcus sp., foram submetidas a identificacdo molecular (Figura 1A). Como
resultado obtivemos que 100% (10 isolados) possuiam o gene tuf que identifica o
género Enterococcus sp., cujo tamanho do amplicon foi de 112 pares de base (pb)
(Figura 1B).

12 3 45 6 7 8 9 10 M

Figura 1 — (A) Colonias negras caracteristicas do género Enterococcus em meio KEA
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(canamicina esculina 4gar); (B) Amplicon de 112 pb (seta preta) correspondente a parte do
gene tuf que confirma o género Enterococcus. Numeros de 1 a 10 corresponde aos isolados
selecionados. M corresponde ao marcador de peso molecular 1 KbDNA plus.

Neste estudo, observamos a acéao de sanitizantes sobre células de Enterococcus
sp. na presenca de agua e BHI, ap6s 30 minutos de exposicao. A eficiéncia biocida
sobre as células foi realizada pela mensurag¢ao da DO, onde o valor da DO mensurada
no tempo 0 (TO) foi subtraida da DO mensurada no tempo 30 minutos. DO acima da
DO do tempo TO foi considerado positivo para crescimento bacteriano (tabela 1).

Espumant Col . . Amoéni o
Sspumante Didxido de Hipoclorito de onia Acido
alcalino P quaternaria e
Cloro sédio peracético
Tempo clorado H

Agua BHI Agua BHI Agua BHI Agua BHI Agua BHI

30 minutos  82% 29% 86% 100%  46% 100% 89% 86% 18% 100%

Tabela 1 — Porcentual de desenvolvimento celular dos isolados de enterococos em agua e BHI
contendo sanitizantes

Observa-se que nenhum produto utilizado conseguiu ser totalmente eficiente no
controle do desenvolvimento dos enterococos em presenca de agua e de BHI. Os
melhores resultados de acdo do sanitizante sobre células de Enterococcus ocorreu
com o espumante alcalino clorado H em meio BHI e acido peracético em agua. Em
alguns casos observamos que o sanitizante ndo apresentou nenhuma eficiencia contra
Enterococus sp, a exemplo do dioxido de cloro, hipoclorito de sédio e acido peracético
em meio BHI.

A fim de verificar a capacidade de sobrevivéncia celular na presenca de
sanitizantes, foi retirado uma aliquota da cultura e semeamo em meio KEA. Observamos
o desenvolvimento caracteristico de colénias de Enterococcus sp, quando na presenca
dos produtos quimicos, corroborando com os resultados obtidos pela DO, ou seja, 0s
sanitizantes ndo eliminaram a quantidade de bactéria a niveis esperados, ou préximos
aos niveis de seguranca microbiologica.

Em nosso estudo, utilizamos o meio BHI para simular a presenca de matéria
organica, pois varios autores atribuem a aficiéncia dos sanitizantes a matéria-organica
restante nas superficies. Beltrame et al. (2012) afirma que o efeito dos sanitizantes
pode ser alterado em funcéo das caracteristicas da superficie, temperatura e tempo
de contato, concentracdo do produto, pH, propriedades fisico-quimicas da agua e
especialmente a presenca de matéria organica. A perda da atividade na presenca
de matéria organica também €& descrita nas pesquisas de Gelinas e Goulet (1983)
e McDonnell e Russel (1999), variando com o principio ativo e microrganismo alvo,
demonstrando a importancia de validacdes para escolha de produtos a serem utilizados

em programas de higiene.
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Ayhan et al. (1999), testaram duas concentracdes de hipoclorito de sédio (0,5%
e 5,25%), sobre microrganismos comumente encontrados em sistemas de canais
radiculares, entre eles E. faecalis, e verificaram que a maior concentracao resultou em
diminuicéo significativa no crescimento da bactéria. Negreiros et al. (2014) identificou
isolados de E. faecalis tolerantes as concentracdes de 2,5% e 8,5% de hipoclorito
de sodio (sem presenca de matéria-organica). Nesta pesquisa observou-se que o
hipoclorito em presenca de agua conseguiu diminuir o crescimento microbiano porém
em solucado com BHI foi totalmente ineficiente, assim como o diéxido de cloro.

Fraise (2002) explica que os possiveis mecanismos de tolerancia a biocidas em
cocos gram-positivos incluem bombas de efluxo, alteracéo do sitio alvo e mudancgas na
estrutura da parede celular. Para Canoa (2008) uma das desvantagens da utilizacéo do
cloro é que este biocida é rapidamente inativado pela matéria orgénica, tendo escassa
atividade quando aplicado a superficies de carcacas e de equipamentos sujos por
residuos durante o processo. Segundo Sander et al. (2002), bactérias apresentam
tolerancia ap6s uma exposicéo prolongada aos desinfetantes, e bactérias do mesmo
género e espécie podem apresentar diferencas na sensibilidade frente ao mesmo
desinfetante.

Quando aplicamos os sanitizantes sobre biofilme de Enterococcus, também
obtivemos que nenhum dos agentes quimicos foram eficientes na morte e remogéo
do biofilme (Figura 2). Para esta avaliacéo, foi mensurada a capacidade da célula em
reduzir o composto XTT, mostrando assim a viabilidade celular (Figura 3). Embora os
isolados sejam todos do género Enterococcus, cadaisolado apresentou comportamento
distintos em relacdo a resisténcia aos sanitizantes quimicos, demonstrando assim
um resultado preocupante, ja que o comportamento dos microrganismos sao
metabolicamente distintos.

60%
50%
40%

30%

20%
||I| ”II IIIII I
0%

mante alcall IOXIdO L Cloro Hlpoclonto de sédio  Aménia Buaternaria  Acido peracético
-10% clorado H

-20%
-30%

H]1 W2 W3 W4 H5 HO B/ HS8 HS H10

Figura 2 — Resultados do percentual de células viaveis no biofilme ap6s a¢éo dos sanitizantes;
dados mensurados com o composto XTT. Os nimeros 1 a 10 indica os isolados de
Enterococcus utilizados neste estudo.
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Figura 3 — Ensaio de redugéo do Sal XTT nos biofilmes formados por Enterococcus sp apés
contato com sanitizantes quimicos. A cor laranja-avermelhada indica redugéo do sal pela cadeia
respiratéria bacteriana, indicando viabilidade celular.

Ziech (2015) ao avaliar a tolerancia do biofilme maduro formado no polipropileno
(PP) e poliuretano (PU) a sanitizantes comumente utilizados na industria (detergente
alcalino clorado, acido peracético e ambos combinados), obteve os melhores resultados
de inativacdo de Salmonella sp. Contudo, nossos resultados mostram que por se tratar
de bactéria Gram positiva talvez a resisténcia do biofilme seja maior.

Jessen e Lammert (2003) afirmam que a remocao de micro-organismos de
superficies de contato torna-se muito mais dificil apés a formag¢do do biofiime,
e geralmente este procedimento sO6 serd possivel pela adogcdo de varias acdes
combinadas, como a utilizagcao de mais de um sanitizante.

Hood e Zottola (1997) afirmam que comparar resultados de estudos de eficiéncia
de sanitizantes &€ complexo devido a variagdo nas condi¢cdes para a aderéncia e
desenvolvimento do biofilme, podendo interferir na acdo do agente sanitizante. Variaveis
como as caracteristicas microtopograficas das superficies, rugosidade, presenca de
fissuras ou fendas podem diminuir a eficiéncia do processo de higienizacao e interferir
diretamente nos resultados obtidos (ANDRADE; PINTO; LIMA, 2008). Estes resultados
indicam a necessidade de vastas avaliagdes e validagdes pelas industrias a fim de
estabelecer o melhor sanitizante e/ou a combinacao deles e as concentragdes para
possibilitar a eliminacdo/reducao dos biofilmes.

Embora o &cido peracético seja considerado um dos mais efetivos no combate
a biofilmes bacterianos e sua alta eficiéncia tem sido atribuida a grande capacidade
de oxidacdo do material celular (ROSSONI; GAYLARDE, 2000), esses dados nao
corroboraram com nossos resultados, uma vez que 50% de nossos isolados nao foram
eliminados com esse agente quimicos.

Moura et al. (2011) atestaram que o uso de quaternaria ambnia a 0,26%
acrescido de leite em p6 reconstituido foi eficiente no controle de Enterococcus ap06s
15 minutos de contato. Entretanto, Sander et al. (2002) ao confrontar 17 amostras
de Staphylococcus, Enterococcus, Salmonella, Pseudomonas, Proteus, Escherichia
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e Pasteurella, provenientes de avicultura, verificaram que a amoénia quaternaria foi
incapaz de promover inativacdo das amostras. Neste estudo, também observamos
quaternaria aménia néo apresentou eficiéncia no controle de Enterococcus.

A acao dos sanitizantes é afetada pelo tipo e concentragdo de microrganismos
contaminantes, caracteristicas da superficie, tempo e temperatura de 25 contato,
concentracéo de uso, tipos de residuos presentes na superficie, pH, propriedades
fisico-quimicas da agua e, por substancias inativadoras (ANDRADE et al., 2008).

Ainda séo escassos os trabalhos abordando a tematica da resisténcia bacteriana
a sanitizantes de uso industrial. Nosso estudo foi pioneiro na analise da sensibilidade
de Enterococcous sp, provenientes da linha de producdo de embutidos, frente a 5
sanitizantes de uso industrial.

41 CONCLUSAO

Os procedimentos de higienizacdo e sanitizagdo nas industrias contemplam
diversas etapas, dentre elas, recolha dos maiores residuos, remocdo de matéria
organica e/ou residuo com auxilio de agua quente, dispersdao de espuma através
de equipamentos e acgao fisica, enxague (com agua quente) e sanitizacdo. Estas
etapas visam aumentar a eficiéncia dos processos e a¢ao dos produtos quimicos. Os
resultados desta pesquisa devem ser utilizados como alerta para ressaltar aimportancia
de acdes preventivas nas industrias, como validacdes dos processos de higienizagao,
rotatividade entre os produtos quimicos para evitar a resisténcia dos microrganismos
a determinados compostos e avaliagdo do local (composicdo dos residuos, tempo
disponivel para higienizacdo e sanitizacao, composicao dos equipamentos e/ ou
estruturas) para maximizar a eficiéncia dos procedimentos aplicados.
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