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RESUMO

Demoliner, Fernanda. Formac&o de biofilme e perfil de resisténcia
antimicrobiana e a sanitizantes de isolados de Pseudomonas spp. e
Listeria spp. de corte de carne de frango e bubalino. 90f. Dissertagéo
(Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em Nutricdo e Alimentos.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A adesdo e formacdo de biofilmes de micro-organismos a superficies de
equipamentos e utensilios no processamento de alimentos resulta em grave
problema para a industria, pois atua como fonte de contaminacdo do alimento,
por serem mais resistentes a acdo de sanitizantes e antimicrobianos. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a capacidade de Pseudomonas spp. e Listeria spp.,
provenientes de cortes de carnes de frango e de bufalo de frigorificos e do
comércio varejista da regido sul do Rio Grande do Sul, de formar biofilmes em
superficie de placas de poliestireno e aco inoxidavel, bem como verificar a
resisténcia destes a sanificantes e a antimicrobianos. Foram utilizados 69
isolados bacterianos provenientes de cortes de carnes de frango e de bufalo,
sendo 19 de espécies de Listeria e 50 de Pseudomonas spp. Os isolados foram
avaliados quanto a formacéo de biofilme em microplacas de poliestireno e em
corpos de prova de aco inoxidavel. Os isolados formadores de biofilme em aco
inoxidavel foram testados quanto a acdo de sanitizantes: cloro organico e
quaternario de amoénio (200 ppm) e submetidos ao teste de resisténcia
antimicrobiana. A formacao biofilme em microplacas de poliestireno foi de 73,7
% para isolados de Listeria spp. e de 32 % para isolados de Pseudomonas spp.
Todos os isolados de Listeria spp. e 72% dos isolados de Pseudomonas spp.
formaram biofilmes em corpos de prova de aco inoxidavel. O quaternario de
amonio foi mais eficaz que o cloro organico na reducao de biofilme de Listeria
spp. e Pseudomonas spp. Os isolados pertencentes ao género Listeria
apresentaram maior resisténcia a penicilina (94,7 %), a clindamicina (84,2 %), a
oxacilina (73,7 %) e a cefepime (57,9 %), sendo que 94,7 % foram resistentes a
dois ou mais antimicrobianos. Meropenem foi o antimicrobano menos efetivo
para Pseudomonas spp. Também foram encontrados 84% dos isolados de
Pseudomonas spp. multirresistentes a antimicrobianos. Conclui-se que o0s
isolados provenientes de cortes de carnes de frango e de bubalino foram
formadores de biofiime em poliestireno e aco inoxidavel e apresentaram
resisténcia a antimicrobianos, o que confere riscos a saude do consumidor.

Palavras-chave: adesdo bacteriana; aco Inoxidavel; cloro organico;
guaternario de amonio; antibiético.



ABSTRACT

Demoliner, Fernanda. Formation biofilm and antibiotic resistance profile
and sanitizers isolates of Pseudomonas spp. and Listeria spp. of chicken
cuts and buffalo. 90f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacao
em Nutricdo e Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The adhesion and microorganisms biofilm formation on surfaces of equipment
and utensilsin food processingresults inserious problem for the industry
because it actsas a source of contamination are less resistant to sanitizers and
antimicrobial action. The objective of this study was to evaluate the ability of
Pseudomonas spp. and Listeria spp. present in chicken and buffalo meat, to
form biofilms on the surface of polystyrene plates and stainless steel as well as
verify their resistance to sanitizers and antimicrobials. Sixty nine bacterial
isolates were used, 19 species of Listeria and 50 species of Pseudomonas spp.
The isolates were evaluated to their biofilm formation capacity in polystyrene
microplates and stainless steel. Isolated stainless steel biofilm formers were
tested for sanitizing action of organic chlorine and quaternary ammonium (200
ppm) and submitted antimicrobial resistance testing. The ability to form
biofilmon polystyrene microplates was 73,7 % in isolates of Listeria spp. and 32
% for Pseudomonas spp. All isolates of Listeria spp. and 72 % of Pseudomonas
spp. showed the ability to form biofilm on stainless steel specimens. The
sanitizing organic chlorine and quaternary ammonium were effective to reduce
Listeria spp. and Pseudomonas spp. biofilm formation in stainless steel.
Quaternary ammonium was more effective than organic chlorine to reduce
Listeria spp. biofilm formation from buffalo meat. Isolates belonging to the
Listeria generous showed greater resistance to penicillin (94.7 %), clindamycin
(84.2 %), oxacillin (73.7 %) and cefepime (57.9 %), and 94.7 % were resistant
to two or more antimicrobial. Meropenem was the less effective antimicroban of
or Pseudomonas spp. It was also found that 84 % of isolates of Pseudomonas
spp. were multirresistentes to antimicrobianos. The isolates from chicken meat
cuts and buffalo were biofilm-forming polystyrene and stainless steel and were
resistant to antimicrobials, which gives risk to consumer health.

Keywords: bacterial adhesion; stainless steel; organic chlorine; quaternary
ammonium; antibiotic.
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1 Introducéo geral

O Brasil € um pais de destaque em relacdo a producdo de carne,
principalmente da carne de frango, pois é o terceiro maior produtor mundial,
sendo destaque na exportacdo do produto (UNIAO BRASILEIRA DE
AVICULTURA, 2014). Além disso, o consumo de carne de bufalo vem
crescendo de maneira constante e significativa, sendo que a bubalinocultura de
corte esta conquistado cada vez mais espaco na pecuaria brasileira (BRASIL,
2014).

Apesar dos avancos tecnolégicos e cientificos, principalmente
naindustria de carnes, ainda se observa a ocorréncia de doencgas de origem
alimentar, devido a ingestdo de produtos carneos contaminados por micro-
organismos patogénicos. A carne é um alimento ideal para o desenvolvimento
de micro-organismos, devido a sua composicdo em nutrientes, atividade de
agua elevada e ao pH proximo a neutralidade. As bactérias que se
desenvolvem na carne podem estar ligadas aos processos de deterioracdo ou
até mesmoa transmisséao de doenca (DOULGERAKI et al., 2012).

Bactérias pertencentes aos géneros Pseudomonas e Listeria sdo micro-
organismos que apresentam a capacidade de multiplicacdo e sobrevivéncia em
temperaturas de refrigeracéo, sendo possivel, portanto, o seu desenvolvimento
em camaras frias ou ao longo da cadeia do frio, na qual a carne € comumente
armazenada (JAY, 2005; TODD & NOTERMANS, 2011). Pseudomonas spp.
sdo bactérias potencialmente deteriorantes, sendo responsaveis por grande
parte das alteracdes sensoriais da carne, fazendo com que diminua a sua vida
comercial (ARSLAN et al., 2011). Dentre as bactérias patogénicas, Listeria
monocytogenestem grande relevancia por ser responsavel pela listeriose,
doenca grave que possui alta taxa de mortalidade em grupos de risco (20-30%)
(GOMEZ et al., 2014; MUHTEREM-UYAR et al., 2015).

As industrias de alimentos, principalmente as de carnes, ainda
enfrentam varios problemas relacionados aos processos de limpeza e
sanitizacdo de equipamentos e utensilios, muitas vezes relacionados com a
ineficacia destes produtos e dos processos de higienizacdo na remocéo de

micro-organismos destes ambientes. Essas falhas podem tornar estes locais
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focos de contaminacao cruzada. Isso ocorre, principalmente devido a formacao
de biofilmes bacterianos nos equipamentos e ambiente da linha de produgéo.
Nesses locais, a formacédo de biofilme é muito favoravel pelo fato de ser um
ambiente com acumulo de material organico e inorganico, o qual é utilizado
pelos micro-organismos para sua fixacdo na superficie e consequente
desenvolvimento de biofilmes, onde as comunidades bacterianas podem se
estabelecer e resistirem por longos periodos (UHITIL et al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2010).

O termo biofilme é usado para descrever a forma de vida séssil das
bactérias, caracterizado pela adesdo destas a suportes solidos, sendo
extremamente vantajoso para todas as espécies de micro-organismos, pois
fornece protecdo contra adversidades como desidratacdo e colonizacdo por
bacteriofagos. Biofilmes sdo mais resistentes do que as células em seu estado
plancténico, podendo sobreviver aos processos de sanitizacdo e a alta
concentracdo de antimicrobianos. A presenca destes biofilmes em superficies
de contato com alimentos pode impactar negativamente na seguranca dos
alimentos (BOARI et al., 2009; VAN HOUDT & MICHIELS, 2010).

Bactérias provenientes de alimentos de origem animal, como
Pseudomonas spp. e Listeria monocytogenes apresentam capacidade de
formacédo de biofilme e, consequentemente, resisténcia ou até multirresisténcia
a um grande numero de produtos quimicos utilizados na sanitizacdo de
industrias, bem como a agentes antimicrobianos comumente utilizados em
seres humanos.Essa resisténcia pode ocorrer devido ao uso indiscriminado de
antimicrobianos em humanos e no tratamento de animais (ARIAS &
CARRILHO, 2012). A ingestdo de alimentos contaminados com bactérias
resistentes a agentes antimicrobianos pode levar ao desenvolvimento de
doencas, requerendo um tratamento mais complexo, maior tempo de
internacdo hospitalar e consequentemente maiores gastos para a saude
publica (NEIDELL et al., 2012).

E de fundamental importancia conhecer as caracteristicas dos micro-
organismos que podem estar presentes nos alimentos e processos
alimenticios, como a capacidade destes de formar biofilmes e a resisténcia a

antimicrobianos, principalmente em alimentos de origem animal como carnes
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de frango e bubalinos, afim de que possam ser tomadas medidas preventivas e
corretivas no decorrer da cadeia alimenticia para garantir que ndo tragam
danos a saude do consumidor.

A adesdo do biofilme a superficies presentes no processamento de
alimentos pode variar em funcdo das condicbes ambientais, da espécie
formadora, do tipo de superficie e dos processos de higienizacdo a que séo
submetidas estas superficies, sendo necessarios, para um melhor
entendimento do processo e para escolha correta de substancias sanificantes.
Sao necessarios estudos mais aprofundados e especificos relacionados a
capacidade de formacéo do biofilme de determinados micro-organismos, como
Listeria spp. e Pseudomonas spp., em determinadas superficies como o aco
inoxidavel, na presenca de diferentes solucdes sanificantes.

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a capacidade de
Pseudomonas spp. e Listeria spp., provenientes de cortes de carnes de frango
e de bufalo de frigorificos e do comeércio varejista da regido sul do Rio Grande
do Sul, Brasil, de formar biofilmes em material de poliestireno e a¢o inoxidavel,
bem como verificar a resisténcia aos sanificantes utilizados na idustria de

alimentos e a antimicrobianos de uso comum em humanos e animais.
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RESUMO
Este projeto tem por objetivo verificar a capacidade de formagéo de biofilmes e
a resisténcia a antibidticos de isolados de Pseudomonas spp. e Listeria spp.
provenientes de um frigorifico-matadouro de bubalinos da regido sul do Rio
Grande do Sul. Para isto serdao utilizados 25 isolados de Pseudomonas spp. e
25 de Listeria spp., todos provenientes de um frigorifico-matadouro de
bubalinos, do banco de cepas do Laboratério de Inspecdo de Produtos de
origem Animal (LIPOA) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os
isolados serdo submetidos a avaliacdo da capacidade de formacédo de biofilme
em microplacas de poliestireno através do método proposto por Djordjevic et
al., (2002), com modificagcbes e a teste de resisténcia/sensibilidade a
antibidticos de acordo com protocolo proposto pelo manual Clinical and
Laboratory Standards Institute, utilizando-se a técnica de disco-difusdo. As
analises microbiolégicas serdo realizadas no Laboratério de Analise
Microbiolégicas da Faculdade de Nutricdo da UFPel. Os resultados serdo

avaliados através da analise de variancia seguida do teste de Tukey.

Palavras  chave: Bufalo. Listeria spp. Pseudomonas spp.
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1 INTRODUCAO

A bubalinocultura € uma atividade em crescimento no Brasil,
apresentando vantagens em relagéo a criacdo de bovinos. Os bufalos (Bubalus
bubalis) sdo bons produtores de leite e carne, resistentes as enfermidades e
adaptam-se as diferentes condi¢cdes ambientais (RAMOS, 2003). A producédo
de carne de bufalos nos dltimos anos vem passando por grandes modificacdes,
desde os conceitos de producdo animal e melhoramento genético, até aqueles
relacionados a identificacao, caracterizacdo e garantia de qualidade da carne.

A carne € um meio de cultura ideal para o desenvolvimento de micro-
organismos e é ainda mais propicia a contaminacdo quando as condicdes
higiénico-sanitarias do ambiente e do manipulador sdo inadequadas, assim
como a temperatura de armazenagem, a higiene e a conservacdo dos
utensilios e equipamentos (COUTINHO et al., 2007). Sendo assim, o nivel de
contaminagao por bactérias é um fator determinante da qualidade da carne.

Pseudomonas spp. e Listeria spp. sdo micro-organismos que
apresentam a capacidade de multiplicacéo e sobrevivéncia em temperaturas de
refrigeracdo, sendo possivel, portanto, o seu desenvolvimento e resisténcia em
camaras frias ou ao longo da cadeia de frio, na qual a carne € comumente
armazenada. O crescimento de Pseudomonas spp. em carnes pode
representar 90% da microbiota total, sendo um importante indicador do
processo de deterioragcdo (CHUNG et al., 2000). Além disso, Pseudomonas
spp. € uma das principais bactérias causadoras de infeccdo hospitalar em
individuos imunocomprometidos. Listeria monocytogenes € a principal espécie
de Listeria que pode causar doenca em humanos. E um patégeno transmitido
por alimentos, de grande importancia para a saude publica, uma vez que pode
causar uma das mais severas infec¢fes alimentares, que € a listeriose.

Pseudomonas spp. e Listeria spp. dentro de matadouros-frigorificos ou
na industria de alimentos podem colonizar superficies de equipamentos e
utensilios e formar biofilmes, aumentando, dessa forma, a probabilidade de
contaminar a linha de producdo e os alimentos ali produzidos, e

consequentemente o consumidor.
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Biofilme consiste em um complexo ecossistema microbiologico formado
por popula¢des desenvolvidas a partir de uma Unica ou de multiplas espécies,
sejam bactérias, fungos e/ou protozoarios de modo isolado ou em combinacéo,
associados a seus produtos extracelulares, constituindo uma matriz de
polimeros (COSTA, 1999; MACEDO, 2006; JAY, 2005; KYAW, 2008). As
bactérias pertencem ao grupo dos micro-organismos mais frequentemente
encontrados em biofilmes, pois apresentam elevadas taxas de reproducéao,
grande capacidade de adaptacdo e de producdo de substancias e estruturas
extracelulares (NITSCHKE, 2006). Em um biofilme, as bactérias podem adquirir
resisténcia a antimicrobianos, quando comparadas com células bacterianas
livres.

Alguns micro-organismos podem tornar-se resistentes a farmacos
antimicrobianos que sdo comumente usados no tratamento clinico de humanos
e animais (TORTORA, 2005; ARIAS e CARRILHO, 2012). A presenca de
micro-organismos resistentes a antibioticos esta diretamente relacionada ao
uso indiscriminado de antimicrobianos no tratamento de doencas em animais.
Cepas de bactérias multirresistentes podem ser responsaveis por diversos
surtos e o arsenal terapéutico tem se tornado cada vez mais escasso. Em
humanos, geralmente as infec¢cdes causadas por essas cepas S80 mais
graves, aumentando os custos e o tempo do tratamento (FRANCO et al.,
2010).

O presente estudo sobre a determinacéo da capacidade de formacéao de
biofilmes e do perfil de resisténcia a antibiéticos de Pseudomonas spp. e
Listeria spp. provenientes de um frigorifico-matadouro de bubalinos, vem com o
propdsito de contribuir com informacdes relevantes visando minimizar os riscos
microbiolégicos na producdo da carne de bubalinos da regido sul do Rio
Grande do Sul.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bubalinocultura

Os bufalos domésticos (Bubalus bubalis) tiveram origem no sul da Asia e
atualmente encontram-se difundidos em todo o mundo. No ano de 2011, o
namero de bufalos no Brasil foi de 1,277 milhdes de cabecas, representando
um crescimento de 14,5% em relacdo a dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) de 2002, o que demonstra que a bubalinocultura
tem apresentado expansao significativa pelo pais (IBGE, 2011). Neste mesmo
periodo, a regido Sul do pais foi classificada como a quarta regido com maior
rebanho bubalino (IBGE, 2011).

A bubalinocultura ja tem conquistado espaco na pecuaria de corte
brasileira, principalmente em funcdo da rusticidade dos animais, bastante
adaptados a solos de baixa fertilidade e terrenos alagadicos, onde algumas
racas bovinas ndo apresentam a mesma produtividade (VAZ et al., 2003).

O bufalo € um animal que pode produzir carne de excelente qualidade.
Antigamente, a utilizacdo do bufalo estava ligada a trabalho e tracdo, e com
iISso 0s animais se tornavam adultos e somente no final da sua vida produtiva
eram levados ao abate, gerando um conceito errdneo em relacdo a qualidade
da carne desse animal. A carne de bufalo obtido de animais abatidos
precocemente, com idade inferior a 24 meses e peso vivo em torno de 450 kg,
apresenta 6tima qualidade sensorial e € uma alternativa para o consumo de
carnes vermelhas, que tem boa aceitacdo no mercado. A garantia da qualidade
desse produto permite uma comercializagcdo por precos maiores, com melhor

remuneracao aos produtores e comerciantes (OLIVEIRA, 2005).
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2.2 Microbiologia da carne

2.2.1 Pseudomonas spp.

Pseudomonas spp. sdo bastonetes Gram-negativos, aerdbios, moveis,
pertencente a familia Pseudomonadaceae. Sdo comumente encontradas em
solo e em outros ambientes naturais (TAVARES, 2002; TORTORA, 2005). Sado
micro-organismos psicotroficos que possuem uma melhor capacidade de
crescimento em ambiente refrigerado. Sao considerados bactérias
deteriorantes, que crescem na superficie do alimento. Essesmicro-organismos
psicrotréficos se desenvolvem na faixa de 0 a 15°C, sendo a temperatura 6tima
de 15 a 30°C (SILVA et al., 2002).

O género Pseudomonas esta amplamente difundido na natureza,
compreendendo mais de 100 espécies, sendo a de maior importancia a
Pseudomonas aeruginosa, por se tratar de um patégeno secundario e
oportunista com grande capacidade invasiva e toxigénica (JAY, 2005).
Pseudomonas aeruginosa tem sido responsavel pela maioria dos casos de
doenca infecciosa em humanos, como: infec¢cdes urinarias e respiratérias,
pneumonias, meningites, endocardites e diversos outros tipos de infeccao,
especialmente em individuos imunossuprimidos, nos idosos e nas criancas
(TAVARES, 2002).

Pseudomonas séo o0s principais responsaveis pelas alteracbes das
carnes refrigeradas e conservadas em condi¢cdes de aerobiose. Em alimentos
com alta atividade de agua mantidos em temperatura de refrigeracdo, estas
bactérias sdo responsaveis por causar alteracdo no produto (JAY, 2005).

O crescimento de Pseudomonas na carne € acompanhado de intensa
atividade proteolitica, resultando em acréscimo do nivel de nitrogénio nao
protéico, principalmente sob a forma de peptideos e amoénia. A ambnia
apresenta toxicidade ao homem e sua formacdo durante o processo de
deterioracdo da carne, esta relacionada a processos enzimaticos (ANTUNEZ et
al., 2006).
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2.2.2 Listeria spp.

Listeria spp. é uma bactéria Gram-positiva, ndo esporulada, aerdbia e
anaerdbia facultativa. E um micro-organismo mével e apresenta reacao positiva
para catalase e negativa para oxidase. Apresenta ampla distribuicdo ambiental,
tendo sido isolada em &guas de esgoto doméstico, dguas residuérias de
industrias de laticinios e de abatedouros, solos, insetos, adubo orgéanico, e em
fezes de animais, inclusive de humanos. Pode também ser isolada em diversos
produtos alimenticios, principalmente os de origem animal (FRANCO, 2004,
JAY, 2005; TORTORA, 2005).

Sua ampla distribuicdo ambiental é favorecida pela capacidade de se
desenvolver entre 0 e 44°C e sobreviver em alimentos congelados, embora sua
faixa Otima de crescimento seja entre 30 e 37°C. Tolera pH extremos de 5 a 9,
baixa atividade de agua e concentracbes de NaCl de 10% e até superiores.
Este conjunto de caracteristicas faz com que esta bactéria seja um patégeno
considerado de grande importancia na induastria de alimentos, devido a
dificuldade de sua eliminac&do nas plantas de processamento de alimentos. Sua
resisténcia pode ser potencializada pelas condi¢cées de umidade, temperatura e
presenca de matéria organica, que aliadas a habilidade do patdbgeno em
produzir biofilmes, podem desencadear a colonizacdo em superficies de
equipamentos e utensilios (UHITIL et al., 2004; MARKKULA et al., 2005).

O género Listeria possui seis espécies bem reconhecidas: L.
monocytogenes, L. ivanovii; L. innocua; L. seeligeri, L. welshimeri e L. grayi.
Destas, somente a L. monocytogenes e a L. ivanovii sdo importantes
patégenos, a primeira normalmente relacionada com infeccées em humanos e
a segunda com abortos em animais (FORSYTHE, 2010). Em 2010, mais
espécies de Listeria foram incluidas no género. Sdo elas: L. marthii (GRAVES
et al. 2010) e a L. rocourtiae (LECLERCQ et al. 2010), conforme List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN), 2014.

L. monocytogenes € a principal espécie de Listeria envolvida em
doencas em humanos, capaz de causar listeriose (PETERKIN, 1991). A
listeriose é considerada um sério problema de salde publica devido a

severidade dos sintomas e a alta taxa de mortalidade, em torno de 30%
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(SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007). A principal fonte de transmisséo &
a ingestdo de alimentos contaminados. A doenca inclui infec¢cdes severas,
como septicemias, encefalite, meningite e aborto, com altas taxas de
hospitalizacdes e mortes. Acomete principalmente pessoas idosas, recém-
nascidos, gestantes e individuos imunocomprometidos, o chamado grupo de
risco (DUSSURGET; PIZARRO-CERDA; COSSART, 2004; PERES et al, 2010;
SILVA, 2010).

Segundo dados disponiveis pelo Center for Disease Control and
Prevention - CDC (2010), L. monocytogenes provoca em média, 2.500 casos
de listeriose por ano nos Estados Unidos, afetando, normalmente, individuos
suscetiveis que se encontram no grupo de risco. Na Europa, a incidéncia de
listeriose também tem aumentado desde 2000, sendo individuos com mais de
65 anos 0s maiores envolvidos em casos da doenca (ALLERBERGER,;
WAGNER, 2010).

L. monocytogenes apresenta alta capacidade de colonizacdo de
superficies e de formacao de biofilmes impermeaveis, estabelece-se dentro de
plantas e, no processamento de alimentos, aumenta a probabilidade de

contaminacdes cruzadas e ambientais (JEONG e FRANK, 1994).

2.3 Biofilmes Bacterianos

Biofilme pode ser definido como uma comunidade estruturada de células
bacterianas, dentro de uma matriz polimérica microbiana, aderida a uma
superficie, inerte ou biologica, com taxa de crescimento e nivel de transcricdo
diferente das bactérias livres (COSTERTON, 1999). A matriz polimérica é uma
estrutura complexa, podendo ser composta por proteinas, acidos nucléicos,
lipidios e heteropolimeros, tais como glicoproteinas, fosfolipidios, alginatos etc.
Ela é responsavel pela estrutura do biofilme e a sua composicdo determina
algumas propriedades fisico-quimicas e biolégicas dos biofilmes. Uma de suas
propriedades é a de tornar-se impermeavel a certos agentes antimicrobianos,
impedindo a sua difusdo (HENTZER et al.,, 2001; BRANDA et al., 2005;
O'TOOLE, 2009; ROHDE et al., 2009).
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Do ponto de vista da seguranga dos alimentos, os biofiimes s&o
importantes devido a sua formacédo em utensilios e superficies e a dificuldade
encontrada em sua remocao. Se formados em materiais da linha de producéo
da industria de alimentos, podem acarretar risco a saude do consumidor
(FLACH et al., 2005; CAIXETA, 2008). Além disso, pode ocasionar prejuizos
financeiros a industria, em virtude da diminuicdo da vida-de-prateleira dos
produtos alimenticios (FLACH et al., 2005).

Na industria de alimentos, os biofilmes podem se acumular em uma
variedade de substratos como, por exemplo: acgo inox, vidro, borracha,
polipropileno, férmica, ferro, poliestiieno de baixa densidade, policarbonato,
entre outros. Convém ressaltar que o biofilme, quando submetido ao calor,
pode cristalizar e formar depdsitos ou crostas que sdo muito aderentes,
protegendo novos micro-organismos e dificultando ainda mais o0s
procedimentos de higiene (PARIZZ] et al., 2004).

A formacao de biofilme nos ambientes de criacdo e, especialmente, no
abatedouro, pode proporcionar um reservatorio de micro-organismos, uma vez
gue a estrutura do biofilme protege as bactérias da acado de agentes quimicos
empregados na desinfeccdo de equipamentos e utensilios ao longo da cadeia
produtiva (SHI e ZHU, 2009; VESTBY et al., 2009).

2.4 Micro-organismos Resistentes a Antibioticos

A resisténcia antimicrobiana é o resultado de uma complexa interacéo
entre agentes antimicrobianos, micro-organismos e meio ambiente. A
prevaléncia das infeccdes humanas e dos rebanhos animais e o consequente
consumo dos medicamentos para trata-las acarretam muitos erros de
prescricdo, relacionados a incerteza diagndstica e ao desconhecimento
farmacologico. E comum o n&o reconhecimento de que antimicrobianos s&o
medicamentos especificos e, portanto, sao eficazes para determinados agentes
infecciosos (WANNMACHER, 2004). A utilizacdo desordenada de antibioticos
nas medicinas humana e veterinaria tem causado sérios problemas com

implicacdes econdmicas, tanto em paises desenvolvidos, como nos paises em
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desenvolvimento, dificultando a terapéutica, sendo atualmente um dos maiores
problemas de saude publica (RODRIGUES; FONSECA, 2006).

A grande disponibilidade de antimicrobianos acentua o uso abusivo
desses medicamentos. E acarreta em resisténcia microbiana, a qual refere-se a
cepas de micro-organismos que sao capazes de multiplicar-se em presenca de
concentragdes de antimicrobianos mais altas do que doses terapéuticas dadas
a humanos e animais. O desenvolvimento de resisténcia € um fendmeno
biolégico natural que se seguiu a introducdo de agentes antimicrobianos na
pratica clinica (WANNMACHER, 2004).

Bactérias provenientes de alimentos de origem animal apresentam,
frequentemente, resisténcia a um grande numero de agentes antimicrobianos
comumente utilizados em seres humanos, sendo possivel que essas bactérias
resistentes sejam transferidas para humanos, através da cadeia alimentar
(GHOSH e LAPARA 2007; HAMMERUM e HEVER, 2009). A ingestao de
alimentos contaminados com bactérias resistentes pode levar a doencas,
requerendo um tratamento mais complexo (ACAR e ROSTEL2001; AUBRY et
al., 2004).

A resisténcia antimicrobiana € uma das maiores preocupacdes para a
saude publica. Pseudominas spp., principalmente da espécie Pseudomonas
aeruginosa apresentam resisténcia a diferentes classes de agentes
antimicrobianos (CHUANCHUEN et al., 2002; ZAVASCKI et al., 2005). Listeria
spp. sao largamente susceptiveis as classes de antibidticos clinicamente
relevantes contra as bactérias  Gram-positivas. O primeiro registro de
resisténcia de L. monocytogenes foi descrito em 1988 (POYART-SALMERON
et al.,, 1990 em CHARPENTIER; COURVALIN, 1999). A partir disso tem se
verificado um aumento do numero de estudos comprovando a existéncia de
cepas resistentes isoladas de alimentos, animais e humanos (FACINELLI et al.,
1993; FRANCO et al., 1994; CHARPENTIER et al., 1995; CHARPENTIER,;
COURVALIN, 1999).

As cadeias produtivas de alimentos estdo cada vez mais relacionadas a
presenca de isolados microbianos com multirresiténcia, fato preocupante que

necessita de investigacdes e medidas corretivas urgentes.
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3 HIPOTESE

Pseudomonas spp. e Listeria spp. isolados de um frigorifico-matadouro
de bubalinos da regido Sul do Rio Grande do Sul apresentam a capacidade de

formar biofilmes e sao resistentes aos antibidticos de uso comum.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Verificar a capacidade de formagdo de biofilmes e resisténcia a
antibidticos de isolados de Pseudomonas spp. e Listeria spp. provenientes de
um frigorifico-matadouro de bubalinos da regiao sul do Rio Grande do Sul.

4.2 Objetivos especificos

Verificar a capacidade de formagdo de biofiilmes de isolados de
Pseudomonas spp. e Listeria spp. provenientes de um frigorifico-matadouro de
bubalinos.

Verificar a capacidade de formacéo de biofilmes separadamente e em
conjunto de isolados de Pseudomonas spp. e Listeria spp. de um frigorifico-
matadouro de bubalinos sobre superficies de aco inoxidavel.

Verificar a capacidade de formacdo de biofilme separadamente e em
conjunto de cada espécie, sob a acéo de dois sanitizantes, Hipoclorito de Sédio
e Quaternéario de Amonia.

Identificar o perfil de resisténcia e sensibilidade a antibioticos de
Pseudomonas spp. e Listeria spp. isolados de um frigorifico-matadouro de

bubalinos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Isolados Bacterianos

Serao utilizados 25 cepas de Listeria spp. e 25 cepas de Pseudomonas
spp., todos provenientes de um frigorifico-matadouro de bubalinos, do banco
de cepas do Laboratorio de Inspecéo de Produtos de Origem Animal (LIPOA)
da UFPel. Os isolados bacterianos serdo mantidos congelados em meio de
conservacao, meio de Infusdo Cérebro e Coracdo (BHI) e Glicerol, até o
momento de analise. A recuperacdo das cepas sera realizada em Caldo
Triptona de Soja suplementado com Extrato de Levedura (TSB-YE).

As analises microbioldgicas serdo realizadas no Laboratorio de Analise

Microbiolégicas da Faculdade de Nutricao da UFPel.

5.2 Delineamento experimental

Tabela 1: Delineamento experimental para avaliar resisténcia/sensibilidade a
antimicrobianos e capacidade de formacdo de biofimes de isolados de
Pseudomonas spp. e Listeria spp. provenientes de um frigorifico-matadouro de

bubalinos regido sul do Rio Grande do Sul.

Estudos Variaveis Independentes Varidveis dependentes
Isolados

[(25 isolados x 2 espécies Pseudomonas spp. Resisténcia/sensibilidade a

microbianas) + 4 cepas antibioticos

padrdo] x 2 andlises = 108

determinacdes Capacidade de formagdo de

biofilme de cada espécie

Listeria spp.
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Tabela 2: Delineamento experimental para avaliar a capacidade de formagéao
de biofilmes em duas superficies de isolados de Pseudomonas spp. e Listeria
spp. provenientes de um frigorifico-matadouro de bubalinos da regido sul do
Rio Grande do Sul.

Estudos Variaveis Independentes  Variaveis dependentes

[(25 isolados x 2 espécies Isolados Capacidade de formacdo de

microbianas) + 4 cepas Pseudomonas spp. biofiilme de cada espécie, em

padrdo] x 2 superficies x 2 superficie de aco inoxidavel.

analises = 216 Listeria spp. Capacidade de formagdo de

determinacdes biofilme da associag&o das duas
espécies em superficie aco
inoxidavel.

Tabela 3: Delineamento experimental para avaliar a remocéo de biofilmes sob

a acao de dois sanitizantes.

Estudos Variaveis Independentes Variaveis dependentes

[(25 isolados x 2 espécies Isolados Avaliar a capacidade de
microbianas) + 4 cepas Listeria spp. remocdo de biofilme de dois
padrdo] x 2 sanitizantes x 2 Pseudomonas spp. sanitizantes.

analises = 216 Avaliar capacidade de
determinacdes remocdo de biofilme da

associacdo das duas espécies
sob acdo de cada sanitizante.

Sanitizantes
Hipoclorito de Sédio
Quaternéario de Ambnia
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5.3 Métodos
5.3.1 Avaliacéo da Capacidade de Formacgéo de Biofilmes

Para avaliar a capacidade de formacdo de biofilmes, as cepas
previamente isoladas serdo recuperadas conforme descrito no item 5.1 deste
projeto.

As bactérias serdo avaliadas quanto a capacidade de formacdo de
biofilme em microplacas de poliestireno através do método proposto por
Djordjevic et al. (2002), com modificacbes. Sera preparado um indéculo
padronizado pela escala de McFarland no valor de 0,5, correspondente a 8 Log
UFC.mL™. Para tanto, as bactérias ser&o cultivadas em TSA a 37 °C overnight
e adicionadas a 9 mL de agua destilada estéril. ApOs esta etapa, aliquotas de
20 pL do in6culo serao adicionadas a 180 uL de caldo TSB suplementado com
1 % de glicose e serdo transferidas a 3 pocos de uma placa de microtitulacéo
de poliestireno. Além disso, no controle negativo serdo transferidas aliquotas
de 200 pL de caldo TSB suplementado com 1 % de glicose. ApGs o
preenchimento de todos os poc¢os, a suspensao sera incubada a 37 °C por 24
horas (h). Decorrido este periodo, o excesso da suspensdo bacteriana sera
removido e a placa sera lavada trés vezes com 200 pl de agua destilada estéril.
Apés a lavagem as placas serdo colocadas em estufa a 55-60 °C por 35
minutos (min) para fixacdo do material na placa.

Apoés a etapa de fixacdo, as placas serdo coradas com 200 uL de cristal
violeta a 1 % por 45 min. O excesso do corante serd removido por sucessivas
lavagens em agua destilada por cinco vezes, até que ndo seja mais possivel
observar resquicios do corante na lavagem. Na etapa seguinte, apds a
lavagem do corante colocam-se as placas na estufa para nova fixacdo a 55-60
°C por 20 min para nova fixac&o. A analise quantitativa da producédo de biofilme
sera realizada primeiramente pela adicdo de 200 pL de etanol 95 % durante 20
min para suspender novamente as células aderidas ao fundo da placa, seguida
pela leitura da absorbancia a 620 nm. A avaliacdo de formacéo de biofilme sera
realizada através da leitura de cada poco, utilizando-se leitor de placas e o

valor médio dos poc¢os sera calculado, em triplicata.
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5.3.2 Avaliagdo da formac&o de biofilmes em superficie de aco

inoxidavel

A avaliacdo quanto a capacidade de formacdo de biofilme em superficie
de aco inoxidavel sera através do método descrito no estudo SILVEIRA,
(2010), com modificagdes. Os corpos de prova de aco inoxidavel serdo
utilizados para a avaliacdo da formacéo de biofilme. Os corpos de prova serao
imersos em solucdo de detergente neutro, por 1 h, e esfregados, sendo em
seguida enxaguados com agua destilada, pulverizados com alcool 70 % e
secos a 60 °C. Apos a higienizacdo completa, serdo autoclavados a 121 °C, por
15 min e mantidos em recipientes hermeticamente fechados até o0 momento do
ensaio (ROSSONI et al., 2000).

As cepas dos isolados bacterianos de Pseudomonas spp. e Listeria spp.,
serdo semeados, separadamente e em conjunto, em 2 mL de caldo BHI e
incubados a 37 °C, por um periodo de 24h. Um microlitro de cada cultura sera
adicionado em 99 mL de agua peptonada 0,1 % estéril e entéo utilizada para a
formacdo de biofilme sobre os corpos de prova. Os corpos de prova de aco
inoxidavel, esterilizados previamente, serdo imersos nessa suspensao
bacterina por 180 min, em temperatura ambiente. A suspensdo bacteriana sera
avaliada através da escala de MacFarland.

Apbs periodo de imerséo, os corpos de prova serao lavados com 1 mL de
agua destilada estéril, a fim de remover as células fracamente aderidas. Em
seguida sera feita friccdo com swabs umedecidos seguido da imersdo dos
mesmos em tubos de ensaio com solucdo salina 0,1 % seguido
homogeneizacdo em Vortex por 3 min. Diluicbes seriadas decimais serdo
realizadas para cada amostra, e uma aliquota de 20 yL de cada uma dela
serdo semeados em meio Agar BHI, pelo método de gota (Silva, 2007). As
placas serdo incubadas a 37 °C, por 24 h para a contagem das coldnias. Cada

semeadura e contagem serdo realizadas em duplicata.
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5.3.3 Avaliacédo da remocdao de biofilmes sob a acao de dois sanitizantes

A avaliacdo quanto a remocdo de biofiime em superficie de aco
inoxidavel sera através do método descrito no estudo de SILVEIRA (2010),
com modificagdes.

O mesmo procedimento citado no item anterior serd realizado para
obtencao dos corpos de provas contendo biofilme dos isolados bacterianos de
Pseudomonas spp. e Listeria spp. Ap6s procedimento de formacgéo de biofilme,
cada corpo de prova sera imerso em solugdo de cloro orgéanico a 200 ppm e
guaternario de aménio a 200 ppm separadamente. O tempo de imersédo sera
de 10 min.

Para controle, um corpo de prova do material contaminado com biofilme,
sera imerso em agua peptonada a 0,1 %, ndo sendo colocada em contato com
sanitizante.

As solucdes de sanitizantes serdo preparadas imediatamente antes da
imersdo dos corpos de prova contendo biofilme de Pseudomonas spp. e
Listeria spp.

Apos periodo de 10 min de imerséo, os corpos de prova seréo retirados
da solucédo sanitizante e colocados em contato por 3 segundos (s), com uma
solucdo de Tween 2 % para neutralizar a acdo do quaternario de aménio. Em
seguida sera feita friccdo com swabs umedecidos em cada corpo de prova,
seguido da imersdo dos mesmos em tubos de ensaio com agua salina 0,1 %
seguido homogeneizacdo em Vortex por 3 min. Diluicbes decimais seriadas
serdo feitas para cada amostra, sendo que 20 UL das mesmas serdo semeados
em meio Agar TSA, pelo método de gota (SILVA, 2007), sendo as placas
incubadas a 37 °C por 24 h para a contagem das UFC/cmz2. Cada semeadura e

contagem seréo realizadas em duplicata.
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5.3.4 Avaliagao do Perfil de Resisténcia/Sensibilidade a Antibidticos

Para realizar avaliagdo do perfil de resisténcia/ sensibilidade a
antibidticos, os isolados serdo recuperados conforme descrito no item 5.1 deste
projeto.

Os testes de resisténcia/sensibilidade aos antibioticos seréo realizados
de acordo com protocolo proposto pelo Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute” — CLSI, utlizando-se a técnica de disco-difusdo com
adaptacdes. As culturas provenientes do TSA serédo diluidas em solucédo salina
estéril, até uma concentracdo equivalente a 0,5 na escala de McFarland. Em
seguida, com auxilio de swab estéril, as células serdo inoculadas de forma
homogénea na superficie de placas com Agar Muller-Hinton (MH).

Apoés a secagem da superficie do agar, serdo colocados suportes com
discos (Multidisco®, Laborclin, PR, Brasil) impregnados com o0s seguintes
antibidticos: clindamicina (CLI, 2mg), cefalotina (CFL, 30mg), sulfazotrim (SUT,
25mg), ampicilina (AMP, 10mg), penicilina G (PEN, 10U), oxacilina (OXA, 1
mg), tetraciclina (TET 30mg), eritromicina (ERI, 15mg), gentamicina (GEN,
10mg), cefoxitina (CFO, 30mg), vancomicina (VAN, 30mg), ciprofloxacin (CIP,
5mg) e cloranfenicol (CLO, 30mg). Logo apods, as placas serdo incubadas por
18 h e passado esse periodo, ira se realizar a leitura dos testes, detectando-se
a resisténcia ou sensibilidade a determinado antibiético, de acordo com o

tamanho dos halos formados ao redor do disco.
5.4 Avaliacédo dos resultados
Os resultados serdo avaliados através de Andlise de Variancia (ANOVA),

seguida pelo teste de média de Tukey (p< 0,05) utilizando-se o programa
Statistica 7.0 (StatSoft, Inc.).



6 CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

Quadro 1: Cronograma de atividades do projeto.
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Atividades 2013 2014 2015
lell | Jan/Fev | Mar/Abr | Mai/Jun | Jul/Ago | Set/Out | Nov/Dez | Jan/Fev
Sem

Revisao X X X X X X X X

Bibliogréfica

Avaliagao: X X

capacidade de
formacéo de
biofilmes

Avaliacéao:
capacidade de
formacdo de
biofilmes em
associacao das

duas espécies

Avaliacéo:
capacidade de
formacdo de
biofilmes em
diferentes

superficies

Avaliacéo:
resisténcia e
sensibilidade a

antibioéticos

Andlise dos

Resultados

Elaboracéo da
dissertacéo e

artigo




7 ORCAMENTO

Quadro 2: Orgamento final do projeto.
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Descrigéo Quantidade Valor
Total
Microplacas de poliestireno com 96 cavidades com 15 80,05
tampa
Cloreto de Sédio (NaCl) Frasco de 500g 8,20
Agar Triptona de Soja (TSA) Frasco de 5009 207,70
Placas de petri descartavel 200 placas 59,60
Extrato de Levedura (YE) Frasco de 500g 173,25
Infusdo Cérebro e Coracéo (BHI) Frasco de 500¢g 218,65
Caldo Triptona de Soja (TSB) Frasco de 500¢g 182,75
Dextrose Frasco de 250g ou 500g 11,55
Filtro milipore 5 filtros 268,35
PBS (para preparacao de tampao PBS) em po, pH Uma caixa com 10 37,90
7,2.
Metanol P. A. 1L 11,05
Etanol 1L 15,45
Cristal Violeta 1L 10,45
Papel toalha 1 Pacote 14,50
Caixa porta ponteira de 200 microlitros 5 21,00
Ponteiras de 200 microlitros Pacote com 1000 6,45
unidades
Ponteiras de 300 microlitros Pacote com 1000 15,9
unidades

Multidisco Gram + com antibiéticos para 3 Caixas 481,80
antibiograma
Multidisco Gram — com antibidticos para 3 Caixas 481,80
antibiograma
TOTAL 2.306,60
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3 Revisao de literatura

3.1 Carnes de frango e bubalino

O padrao de consumo de alimentos vem mudando nas Ultimas décadas,
comconsumidores cada vez mais cientes dos atributos de qualidade dos
alimentos, os quaisincluem ndo sé aspectos nutricionais e sensoriais, mas
também seguranga dos alimentos. Neste contexto, ademanda do consumo de
carne de frango vem crescendo nos Ultimos tempos, e sua producao
vemassumindo destagque no comércio mundial de carnes (CONTRERAS-
CASTILLO et al., 2007).

No Brasil, a producdo de carne sempre foi uma atividade importante
para a economia. Hoje o pais é destaque em relacdo a producao de carne de
frango, pois é o terceiro maior produtor mundial, atras apenas dos Estados
Unidos e da China. Em 2013, a producao de carne de frango chegou a 12,3
milhGes de toneladas, sendo destaque na exportacdo do produto. Além disso,
teve um alto consumo per capita no ano de 2013 de 41, 8% (UNIAO
BRASILEIRA DE AVICULTURA, 2014).

O consumo de carne bubalina vem crescendo de maneira constante e
significativa, sendo que a bubalinocultura de corte esta conquistando cada vez
mais espaco na pecuaria brasileira (BRASIL, 2014). A carne bubalina € uma
excelente fonte de proteina com alto valor biolégico, além de ser macia e
suculenta, com baixo teor de gordura e colesterol (ABCB, 2001). Entretanto,
estas boas caracteristicas da carne bubalina, ndo sdo ainda conhecidas por
boa parte da populacdo (JORGE, 2005), sendo que no Brasil,
aproximadamente 90 % da carne de bufalo é comercializada como carne
bovina (CORREA & TRAMOSO, 2004).

Com o aumento da exigéncia do consumidor em relacdo a qualidade
higiénico-sanitaria da carne, a atencdo dos produtores de carne esta sendo
focada na melhoria da qualidade microbiolégica e seguranca dos alimentos.
Produtos carneos estdo frequentemente associados a surtos de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA), uma vez que a carne € um alimento com

ampla variedade de nutrientes e alta atividade de agua, o que a torna um
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ambiente favoravel para o crescimento e propagacdo de diversos micro-
organismos deteriorantes e patogénicos (RIVAS et al., 2003; RANGEL et al.,
2005, JAY, 2005). A qualidade microbiologicada carne crua € resultado
doestado fisiolégicodo animalno momento do abate, processamento,
transporte, preservacaoe condicbes de armazenamento (DOULGERAKI et al.,
2012).

Bactérias  patogénicas como  Listeria  monocytogenes, em
conjuntocombactérias deteriorantes, como Pseudomonas spp.,
crescempredominantemente embiofilmesde superficies de processamentos,
sendo dedificil remocdo, levando a graves problemasde higienee
perdasecondmicas devido adeterioragdo dos alimentos (SOFOS &
GEORNARAS, 2010).

3.2 Pseudomonas spp.

O género Pseudomonas spp. pertence a familia Pseudomonadaceae e é
composto por bastonetes Gram negativos aerdbios, ndo formadores de
esporos, moveis devido a presenca de flagelos polares, sendo catalase e
oxidase positivos. Sao bactérias nutricionalmente versateis, capazes de utilizar
ampla variedade de substratos e de se multiplicarem em temperaturas de
refrigeracdo (SILVA et al., 2002; BALASUBRAMANIAN et al., 2013).

O género Pseudomonas esta amplamente difundido na natureza,
distribuidos no solo, agua, plantas e animais (incluindo os seres humanos).
Compreende mais de 100 espécies, sendo a de maior importancia
Pseudomonas aeruginosa, por se tratar de um patdgeno secundéario e
oportunista com grande capacidade invasiva e toxigénica (JAY, 2005;
BALASUBRAMANIAN et al.,, 2013). Essa bactéria tem sido responsavel por
causar bacteremia em pacientes imunocomprometidos e vitimas de
gueimadura, além de infeccbes urinarias, respiratorias, pneumonia e diversos
outros tipos de infeccdes adquiridas em hospitais, principalmente por pacientes
de unidade de tratamento intensivo. E uma bactéria considerada mais

frequente em infec¢Bes hospitalares podendo apresentar inclusive resisténcia a
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diferentes antimicrobianos, o que muitas vezes torna dificil o tratamento destas
infeccoes (SPENCER, 1996; TAVARES, 2003).

Representa o grupo de micro-organismos mais frequente em alimentos
frescos, tanto de origem animal quanto vegetal. Possui intensa atividade
metabdlica, degradando proteinas, gorduras, carboidratos e outros substratos,
além de produzir pigmentos, causando alteragfes nas caracteristicas quimicas
e sensoriais. Pseudomonas spp. sdo bactérias de deterioracdo comumente
encontrada na industria de alimentos. Sua presenca em niveis elevados resulta
na reducao da vida de prateleira dos produtos refrigerados, devido a producao
do muco superficial, além de odores e sabores desagradaveis (MAIA et al.,
2009).

Essa bactéria também apresenta resisténcia a uma ampla variedade de
condicdes fisicas como capacidade de se multiplicar mesmo sob temperatura
de refrigeracdoe em elevadas concentragdes de corantes e sais. Por isso séo
consideradas o0s principais responsaveis pelas alteracbes das carnes
refrigeradas e conservadas em condi¢cdes de aerobiose (JAY, 2005; PIRNAY et
al., 2005).

O crescimento de Pseudomonas spp. na carne € acompanhado de
intensa atividade proteolitica, resultando em acréscimo do nivel de nitrogénio
nao protéico, principalmente sob a forma de peptideos e amoénia. A amonia
apresenta toxicidade ao homem e sua formacdo durante o processo de
deterioracdo da carne, esta relacionada a processos enzimaticos (ANTUNEZ et
al., 2006).

O género Pseudomonas, principalmente da espécie aeruginosa,
apresenta alta resisténcia a uma grande numero de agentes antimicrobianos,
estando associadas a persistentes tratamentos de infeccées hospitalares e até
mesmo a mortalidade (JAY, 2005; PIRNAY et al., 2005; WANG et al., 2009).

3.3 Listeria spp.
O género Listeria é, atualmente, composto por dez espécies: L.

monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi, L.

marthii, L. rocourtiae, L. fleischmannii e L. weihenstephanensis (ZHANG et al.,
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2007; HALTER, NEUHAUS & SCHERER, 2013). Dentre estas espécies,
somente duas, sdo potencialmente patogénicas: L. monocytogenes, associada
a infeccbes em seres humanos e animais, e L. ivanovii.que ocasionalmente
causadoenca emhumanos e em animais (GUILLET etal., 2010).

O género Listeria, pertencente a familia Listeriacea, apresentam-se na
forma de bastonetes curtos, possuindo aproximadamente 0,4-0,5 pm de
diametro e 1-2 ym de comprimento. E uma bactéria Gram positiva, nio
esporulada, aerébia e anaerébia facultativa, movel por flagelos peritriquios e
capaz de invadir e replicar-se em fagocitos, células epiteliais intestinais e
hepatécitos (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; DUSSURGET, PIZARRO-
CERDA e COSSART, 2004). Sua ampla distribuicdo ambiental é favorecida
pela capacidade de se desenvolver entre O e 44 °C, embora sua faixa otima de
crescimento seja entre 30 e 37 °C. Tolera pH extremos de 5 a 9, baixa
atividade de agua e concentracbes de NaCl de 10 % e até superiores
(MONTVILLE e MATTHEWS, 2008).

Listeria spp. tem a capacidade de se desenvolver em alimentos
congelados e de se multiplicar em temperatura de refrigeracdo. Assim é
frequentemente encontrada em alimentos refrigerados como carnes frescas,
frango, frutos do mar, frutas, laticinios e vegetais (TODD e NOTERMANS,
2011; LOMONACO et al., 2013).

L. monocytogenes € responsavel por causar listeriose em humanos, uma
doenca de grande impacto para a saude publica. Os principais grupos de riscos
para ocorréncia dessa doenca sao individuos imunocomprometidos, como
pacientes com cancer, Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA),
transplantados, gestantes, criancas e idosos (TOOD et al., 2011; MUHTEREM-
UYAR et al., 2015).

Os sintomas causados pela infeccédo variam desde sintomas leves, como
gripe e diarreia, a sintomas mais graves, caracterizados por septicemia e
meningoencefalites. Nas mulheres gravidas a infeccdo pode ser transmitida
para o feto, além de causar aborto. As infeccdes em humanos sdo raras, mas
sdo de grande importancia, uma vez que se encontram associadas a elevadas
taxas de mortalidade em grupos de risco (20-30%) (GOMEZ et al., 2014;
MUHTEREM-UYAR et al., 2015).
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Existem treze diferentes sorotipos descritos para essa bactéria, sendo os
sorotipos 1/2a, 1/2b, e 4b os responsaveis pela maioria dos casos humanos de
listeriose (PAN, BREIDT & GORSKI, 2010). O sorotipo 4b é o mais relacionado
aos surtos de doencas, principalmente em mulheres gravidas (FORSYTHE,
2010; JAMALI &THONG, 2014).

L. monocytogenes tem sido frequentemente encontrada em plantas de
processamento de alimentos, sendo de grande importancia na industria de
alimentos, devido a dificuldade de sua eliminacdo. Sua resisténcia pode ser
potencializada pelas condicbes de umidade, temperatura e presenca de
matéria organica, que aliadas a habilidade do patégeno em produzir biofilmes,
podem desencadear a colonizagdo em superficies de equipamentos e
utensilios (MARTINetal, 2011; FERREIRA et al., 2014).

Varios estudos comprovaram que L. monocytogenes, isoladas de carnes
e derivados carneos, apresentam resisténciaeaté mesmo multirresisténcia a um
grande numero de antimicrobianosusados no tratamento de humanos, o que
podecomprometer a eficaciadesses tratamentosclinicose aumentar a
severidadedadoenca (DAUPHIN et al., 2001; CONTER et al., 2009; GARRIDO
et al., 2009; PESAVENTO et al., 2010; DOMENECH et al., 2015).

3.4 Biofilmes bacterianos

Bioflme ¢é um conjunto de micro-organismos de vida séssil,
caracterizado pela adesdo desses a superficies solidas, com consequente
producdo de substancias poliméricas extracelulares,constituindo uma rede
gelatinosa que imobiliza e protege as células. A formacao de biofilmes provoca
alteracoes fenotipicas das células plancténicas, que podem ser descritas como
estratégias de sobrevivéncia dos micro-organismos em ambientes com
condi¢cBes adversas (HOUDT & MICHIELS, 2010).

A estrutura de um biofilme esta diretamente relacionada as condi¢cfes de
crescimento, local de adesédo, ambiente de formacédo, natureza do material,
disponibilidade de nutrientes, hidrodinamica, espécies de micro-organismos
presentes, grau de contaminacdo microbiana, entre outros (LUDENSKY, 2003).

A &agua é de grande significancia, podendo chegar a 97 % da matriz do
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biofilme. Os micro-organismos correspondem apenas a uma pequena parte,
em torno de 2 a 5 %, embora excretem substancias poliméricas que
predominam na matéria organica da massa do biofilme. As substancias de
exopolissacarideos representam de 70 % a 95 % da matéria organica da
massa seca do biofilme, e essa substancia permite a fixacdo da bactéria a
varias superficies em seu ambiente natural para sobrevivéncia (FLEMMING &
WINDENGER, 1993).

Essa matriz de exopolissacarideos € a responsavel pela estrutura,
morfologia, coesao e integridade funcional do biofilme. Além disso, esta matriz
de exopolissacarideo € composta por polissacéridos, proteinas e acido
desoxirribonucléico (DNA) (OLIVEIRA, BRUGNERA & PICCOLI, 2010). A
matriz contém oconjunto de células que € necessario para manter a
comunicacao entre as células. Também permite a formacao de trés dimensdes
estruturais que dao as bactérias aumento do acesso a nutrientes e vantagens
da vida multicelular (FAVRE-BONTE et al., 2010; STORZ et al., 2012).

O DNA extracelular liberado de células bacterianas, forma uma
importante parte da matriz de exopolissacarideos, influenciando tanto na
estrutura do biofilme, como na adesdo inicial (HARMSEN et al., 2010;
THEERTHANKAR et al., 2010). Além disso, no interior de um biofilme, ha troca
de material genético entre os micro-organismos, disseminando mais facilmente
os fatores de viruléncia como, por exemplo, a resisténcia a antimicrobianos
(JEFFERSON, 2004). A capacidade das bactérias de trocar informacédo entre
as ceélulas e de adaptar sua fisiologia quando expostas a mudancas
provocadas no ambiente € um mecanismo que ainda ndo foi totalmente
esclarecido. Esse fenbmeno de comunicacdo entre as células denomina-se
guorum-sensing (QS).

QS desempenha um papel importantena formacéo de biofiime. E um
sistema de  sinalizagcéo intercelular, em que as bactérias
comunicam e regulam a expressdo génica, liberando pequenas
compostos chamados autoindutores no ambiente (GARMYN et al.,, 2009;
FAVRE-BONTE et al., 2010). Devidoao seu papel em VAarios processos
regulatorios ele pode servir como um alvo importante (GANGULY et al., 2011;
STORZ et al., 2012; SHARMA et al., 2014). O conhecimento sobre aformacéao
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de biofilme e QS estdo resultando em identificagdo de novos alvos para a
terapéutica contra a infec¢cdo causadas por bactérias, como P. Aeruoginosa
(SHARMA et al., 2014).

Na industria de alimentos, a presenca de biofilme é muito favoravel pelo
fato de ser um ambiente que apresenta acumulo de material organico e
inorganico, sobre o qual comunidades bacterianas podem se desenvolver.
Biofilmes pode se tornar fortemente aderido a superficie e parte deles podem
se desprenderem e contaminar outras superficies ou até mesmo alimentos.
Células bacterianas em biofilmes sdo mais resistentes do que as células em
seu estado planctbnico, podendo sobreviver a processos de sanitizacdo e a
alta concentracdo de antimicrobianos (LEWIS, 2007; CHAVANT et al., 2007).

3.4.1 Etapas da formagéo de biofilme

O processo de formacao de biofilme pode ser descrito em cinco etapas
(Figura 1): 1) adeséao das células bacterianas a superficie; 2) formacédo da
matriz extracelular de exopolissacarideo; 3) formacéo de microcolénias e inicio
da maturacéo do biofilme; 4) formacao do biofilme maduro com uma estrutura
tridimensional contendo células em grupos cercados por canais que permitem o
transporte de agua e nutrientes e a remocao de residuos; e 5) desprendimento
e dispersdo das células bacterianas do biofilme e inicio da formacdo de um
novo biofilme (LASA et al., 2006).

Figura 1: Processo de formacéo de biofilme.
Fonte: LASA et al., 2006.
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A formagédo de biofilme inicia-se quando micro-organismos, em seu
estado de vida planctdnico, recebem algum estimulo que os leva a aderir as
superficies. Existem varios fatores que sao responsdaveis por influenciar esse
processo, como dito anteriormente, pH, concentracdo e biodisponibilidade de
nutrientes, autoindutores de quorum-sensing, presenca de compostos
organicos, inorganicos e temperatura (OULAHAL et al., 2008).

Apo6s aderir a superficie, as bactérias comecam a se multiplicar emitindo
sinais quimicos que intercomunicam as ceélulas bacterianas. Uma vez que
aintensidade do sinal exceder um nivel determinado, 0s mecanismos genéticos
subjacentes de producdo de exopolissacarideos sdo ativados (APARNA &
YADAYV, 2008).

Posterior ao processo de adesdo da bactéria a superficie inicia-se o
processo de maturacdo do biofilme. Esse processo pode levar de 3 a 6 dias
apos a adesao inicial, podendo chegar a 10 dias (HEYDORN et al., 2000). O
biofilme maduro pode ser constituido por uma uUnica camada de células em
exopolissacarideo poroso ou em multicamadas de microcolonias formadas em
conjunto com expolissacarideo e intercaladas com canais de agua
(CHMIELESW SKI & FRANK, 2003).

Na industria de alimentos, biofilmes bacterianos sdo considerados um
problema, principalmente na area de processamento de alimentos, como de
aves e carnes vermelhas. Uma vez estabelecido o biofilme, esse pode
desencadear a colonizacdo de superficies de equipamentos e utensilios
(UHITIL et al., 2004; CHEN et al., 2007).

Biofilmes séo altamente resistentes, podendo chegar de 10-1000 vezes
mais resistentes a agentes antimicrobianos e a sanitizantes. Por isso sao
dificeis de serem eliminados, tornando-se um grande desafio para a industria
alimentar (DAVIES et al., 2003; OUYANG et al., 2012).

Estudos tem mostrado a capacidade que L. monocytogenes e P.
Aeruginosa tém de aderir e formar biofilmes em varias superficies, tais como
aco inoxidavel, borracha, vidro, polietileno e polipropileno usados em fabricas
de processamento de alimentos (VANHAECKE et al., 1990; SMOOT &
PIERSON, 1998; SILVA et al., 2008; BERRANG et al. 2010; KADAM et al.,
2013; OLIVEIRA et al., 2010; GHADAKSAZ et al., 2015).
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3.4.2 Resisténcia de biofilme a sanitizantes

Biofilmes apresentam maior resisténcia a acdo de sanitizantes do que as
células em seu estado plancténico (CHAVANT et al., 2007). Esta resisténcia
pode ser devido a dificuldade que os agentes sanitizantes tém de aderir a
complexa estrutura de expolissacarideo e também as altera¢cdes no meio (pH,
presenca de matéria organica) que afetam a atividade dos sanitizantes.
(MORTON et al., 1998).

Sanitizantes ou desinfetantes sdo definidos como formulagbes com
substancias que apresentam efeito letal sobre micro-organismos néo
esporulados. Os sanitizantes mais utilizados em superficies de equipamentos e
utensilios na industria de alimentos brasileira sdo aqueles que possuem
principio ativo dos grupos: quaternario de amoénio, compostos inorganicos
liberadores de cloro ativo, compostos organicos liberadores de cloro ativo, e
compostos a base de éacido peracético, iodo e derivados (MISNITERIO DA
SAUDE, 1988).

Os mecanismos de acdo do cloro envolvem sua interagdo com as
proteinas da membrana celular, formando compostos N-cloro toxicos. Estes
sdo responsaveis por danos a membrana citoplasmatica bacteriana,
dificultando o transporte de carboidratos e aminoacidos; reagem com o DNA,
oxidam as bases dos acidos nucléicos e paralisam a sintese protéica;
provocam a descarboxilacdo oxidativa de aminoacidos formando nitrilas e
aldeidos; inibem o consumo de oxigénio e afetam a fosforilacdo oxidativa
(ANDRADE, MACEDO, 1996).

Os compostos de aménio quaternério sdo agentes tensoativos catidnicos
amplamente usados como sanitizantes nas industrias de alimentos. O
mecanismo de acdo destes compostos esta relacionado a inibicdo enzimatica,
desnaturacdo protéica e alteracdo da permeabilidade celular (ANDRADE,
MACEDO, 1996).

Os agentes sanitizantes devem eliminar as bactérias patogénicas e
reduzir o numero de micro-organismos deteriorantes a niveis aceitaveis, como

por exemplo, 2 Unidades Formadoras de Colénia por centimetro quadrado
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(UFC/cm?) de micro-organismos aerobios mesofilos para superficies de aco
inoxidavel ao fim do processo de higienizacdo (APHA, 1992).

Parikh et al. (2009) avaliaram a eficacia de trés sanitizantes (a base
acido lactico, hipocloritode sédio ea base de quaternario de aménio) em
biofilmes compostos por L. monocytogenes e constataram que todos o0s
sanitizantes foram eficazes na reducédo desse biofilme, sendo que o quaternario
de amonio foi 0 mais eficaz contra os biofilmes desenvolvidos. Outros estudos,
gue avaliaram o0 mesmo patdégeno, encontram resisténcia a agentes
sanitizantes, como composto por cloro e quaternario de aménio (SOOMERS et
al., 2004; PAN et al., 2006; SHI & ZHU, 2009; BELESSI et al., 2011).

Resisténcia a sanitizantes de biofilmes de Pseudomonas spp. também
foi encontrada em outros estudos, como por exemplo, no de Taylor et al. (1999)
0 qual mostram que o tratamento de P.aeruginosa com sanitizante a base de
cloro resultou em reducao de biofilme em periodo de 5 minutos. Wirtanen et al.
(2001) constataram, em seu estudo, que sanitizante a base de cloro nao foi
eficaz na eliminacdo de biofiime de Pseudomonas spp. em superficies de ago
inoxidavel, no entanto, desinfetantes a base de tensoativos mostram-se

eficazes na eliminacéo do biofilme.

3.5 Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia aos agentes antimicrobianos e suas possiveis implicacdes
para a saude publica tem levado a uma maior preocupacao quanto ao seu uso
(DOYLE et al., 2013). O uso intensivo na medicina humana e animal para
terapia, e como promotor de crescimento em animais, sdo considerados uma
das principais razbes para o desenvolvimento de resisténcia bacteriana
(ARIAS, et al., 2012).

No Brasil, de acordo com a Instrucdo Normativa n° 26 de 09 de julho de
2009 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, os anfenicéis,
tetraciclinas, beta lactamicos (benzilpenicilamicos e cefalosporinas), quinolonas
e sulfonamidas sistémicas estdo proibidos como aditivos alimentares em
racdes animais (BRASIL, 2009).
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Bactérias provenientes de alimentos de origem animal apresentam
frequentemente resisténcia a um grande numero de agentes antimicrobianos
comumente utilizados em seres humanos e animais. A ingestdo de alimentos
contaminados com bactérias resistentes pode levar a doencgas, requerendo um
tratamento mais complexo (GHOSH & LAPARA 2007; HAMMERUM & HEVER,
2009).

Bactérias podem ser classificadas como sensiveis e resistentes aos
antimicrobianos. Séo classificadas como resistentes, as bactérias que crescem
in vitro, nas concentracées médias que os antimicrobianos atingem no sangue,
guando administrados por via oral, e sdo consideradas sensiveis aquelas
bactérias que ndo crescem nestas concentracfes (MANTILLA et al., 2008).

Bactérias pertencentes ao género Pseudomonas, principalmente da
espécie Pseudomonas aeruginosa vém adquirindo importancia como agente de
infeccdo hospitalar devido a crescente resisténcia a diferentes classes de
antimicrobianos, causando dificuldades no tratamento de suas infeccdes
(ZAVASCKI et al., 2005). Aléem de expressar resisténcia natural, a resisténcia
adquirida em isolados pertencentes a este género € de grande importancia
clinica, podendo levar a um aumento do custo do tratamento, maior tempo de
internacao hospitalar e mortalidade (POOLE et al., 2005).

A primeira ceparesistente a antimicrobianos de L. monocytogenes foi
isolada em 1988 (CHARPENTIER et al., 1995). Desde entdo, cepas resistentes
foram encontradas em alimentos, superficies de contato com alimentos na
industria, e também isoladas de humanos (GOMEZ et al., 2014). Listeria spp.
sdo largamente susceptiveis as classes de antimicrobianos clinicamente
relevantes contra as bactérias Gram positivas (POYART-SALMERON et al.,
1990; CHARPENTIER; COURVALIN, 1999). A partir disso, outros estudos
comprovaram a existéncia de diversas cepas resistentes isoladas de alimentos,
animais e humanos (FACINELLI et al.,, 1993; FRANCO et al., 1994;
CHARPENTIER et al., 1995; CHARPENTIER & COURVALIN, 1999).

Lecuit & Leclerg (2012) indicaram que cepas de L. monocytogenes
isoladas de humanos sédo sensiveis para um grande numero de
antimicrobianos, que incluem penicilina, ampicilina, amoxicilina, gentamicina,

eritromicina, tetraciclina, rifampicina, o co-trimoxazole, vancomicinae imipenem.
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Além disso, a maioria das cepas de L.monocytogenes apresentaram
resisténcia natural as fluoroquinolonas e cefalosporinas, especialmente de
terceira e quarta geracdo, tais como cefotaxima e cefepima, e também a
fosfomicina, oxacilina e licosamides. Os clinicos utilizam, para o tratamento de
infeccdes invasivas, tipicamente aminopenicilinas (por exemplo, a ampicilina ou
amoxicilina) em combinag&o com aminoglicosidio, como gentamicina.

Balsalobre & Hernandez-Godoy (2004) sugeriram que espécies de
Listeria, como L.innocua, e outras bactérias Gram positivas, frequentemente
presentes em carnes e produtos derivados, mostraram resisténciaa
antimicrobianos, sugerindo que essa resisténcia ocorra devido a uma
transferéncia de informacdo genéticaa partir de uma espécie para outra,
através de varios mecanismos.

Em um biofilme, as bactérias sdo capazes de tolerar maiores
concentragcbes de antimicrobianos, podendo ser até 1000 vezes mais
resistentes, quando comparadas as mesmas células planctonicas, embora os
mecanismos envolvidos nesta resisténcia sejam ainda pouco conhecidos.
Dentre os possiveis mecanismos, acredita-se que possa haver a inativacédo da
droga por polimeros ou enzimas extracelulares, ou a ineficiéncia da droga em
decorréncia de taxas de crescimento muito lentas no interior dos biofilmes,

dificultando a acdo dos antimicrobianos (LEWIS, 2007).



57

4 Relatério do trabalho de campo

Inicialmente havia-se optado por analisar somente isolados de Listeria
spp. e Pseudomonas spp. provenientes de carnes de bubalino de um
frigorifico-matadouro de bubalino da regido Sul do Rio Grande do Sul. No
entanto, surgiu a oportunidade de realizar um estudo mais abrangente e
aumentar o numero de isolados bacterianos, incluindo micro-organismos
provenientes de carcacas e cortes de frango de um frigorifico abatedouro de
aves da regido Sul do Rio Grande do Sul e do comércio varejista da mesma
regiao.

Optou-se por manter as mesmas analises, que foram: Avaliacdo da
capacidade de formacdo de biofiime em microplacas de poliestireno e em
corpos de prova de aco inoxidavel e avaliacdo da resisténcia a sanitizantes e a
agentes antimicrobianos. No entanto, optou-se por analisar cada espécie de
isolados separadamente e ndo mais em conjunto em funcdo do material

disponivel e do ajuste da metodologia.
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ARTIGO

Formacéo de biofilme em poliestireno e em aco inoxidavel e resisténcia a

sanitizantes e a antimicrobianos em isolados de Pseudomonas spp. e Listeria spp.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a capacidade de isolados de Pseudomonas spp. e de
Listeria spp., provenientes de cortes de carnes de frango e bufalo de frigorificos e do
comércio varejista da regido sul do Rio Grande do Sul, de formarem biofilmes em
poliestireno e em aco inoxidavel e verificar a resisténcia destes a sanificantes e a
antimicrobianos. Os isolados formadores de biofilme em aco inoxidavel foram testados
quanto a acdo dos sanitizantes cloro organico e quaternario de amonio. Os isolados de
L. monocytogenes formaram biofime em material de poliestireno e ago inoxidavel. Dos
isolados de Pseudomonas spp., 32 % e 72 % formaram biofilme em poliestireno e ago
inoxidavel, respectivamente. A acdo do sanitizante quaternario de amonio foi mais
efetivo do que o cloro orgénico na reducdo de biofilmes em superficie de aco inoxiavel.
A multirresisténcia a agentes antimicrobianos foi elevada para Listeria spp. (94,7 %) e
para Pseudomonas spp (84 %). Desse modo, os isolados provenientes de cortes de
carnes de frango e de bubalino foram formadores de biofilme em poliestireno e aco

inoxidavel e resistentes a antimicrobianos, o que confere riscos a satde do consumidor.

Palavras-chave: Adesdo bacteriana, quaterndrio de aménio, cloro orgéanico, carne de

frango, carne de bufalo.

INTRODUCAO

Com o aumento da exigéncia do consumidor em relacdo a qualidade higiénico-
sanitaria da carne, a atencdo dos produtores esta sendo focada na melhoria da qualidade
microbioldgica e seguranca dos alimentos. Produtos céarneos estdo frequentemente
associados a surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA), uma vez que a

carne ¢ um alimento ideal para o desenvolvimento de bactérias. Bactérias que se
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desenvolvem na carne podem estar ligadas aos processos de deterioracdo ou até mesmo
a transmissdo de doenca (Doulgeraki et al., 2012).

Bactérias pertencentes aos géneros Pseudomonas e Listeria apresentam
capacidade de multiplicacdo e sobrevivéncia em temperaturas de refrigeracdo, sendo
possivel, portanto, o seu desenvolvimento em camaras frias ou ao longo da cadeia do
frio, na qual a carne é comumente armazenada (Jay, 2005; Todd e Notermans, 2011).
Pseudomonas spp. sdo bactérias potencialmente deteriorantes, sendo responsaveis por
grande parte das alteracdes sensoriais da carne, fazendo com que diminua a sua vida
comercial (Arslan et al., 2011). Dentre as bactérias patogénicas, Listeria monocytogenes
tem grande relevancia por ser responsavel pela listeriose, doenca grave que possui alta
taxa de mortalidade em grupo de risco (20-30%) (Gomez et al., 2014; Muhterem-Uyar
et al., 2015).

As industrias de alimentos, principalmente as de carnes, ainda enfrentam varios
problemas relacionados aos processos de limpeza e sanitizacdo de equipamentos e
utensilios, muitas vezes relacionados com a ineficacia destes produtos e dos processos
de higienizacdo na remocao de micro-organismos destes ambientes. Essas falhas podem
tornar estes locais focos de contaminagdo cruzada. 1sso ocorre, principalmente devido a
formacdo de biofilmes bacterianos nos equipamentos e ambiente da linha de producéo.
Nesses locais, a formacdo de biofilme € muito favoravel pelo fato de ser um ambiente
com acumulo de material orgénico e inorganico, o qual é utilizado pelos micro-
organismos para sua fixacdo na superficie e consequente desenvolvimento de biofilmes,
onde as comunidades bacterianas podem se estabelecer e resistirem por longos periodos
(Uhitil et al., 2004; Oliveira et al., 2010).

Biofilmes sdo comunidades de micro-organismos sésseis, caracterizados por
aderir a superficies bidticas ou abidticas, envoltas por matriz extracelular polimérica
(Nikolaev et al., 2007; Steenackers et al., 2012). Biofilmes sdo considerados um
problema na industria de alimentos, principalmente na area de processamento destes,
pois sdo capazes de aderir a varios tipos de superficies, destacando-se equipamentos em
aco inoxidavel e utensilios (Marques et al., 2007; Sofos et al., 2010). Além disso, estas
bactérias sdo mais resistentes a acdo de antimicrobianos e a sanitizantes, causando
deterioracdo, perda da qualidade ou veiculacdo de patdgenos (Stepanovic et al., 2004;
Hamanaka et al., 2012).
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Células bacterianas aderidas a biofilme podem ser até 1000 vezes mais
resistentes a antimicrobianos do que no seu estado plancténico (Ouyang et al., 2012;
Sharma et al., 2014). Nas ultimas décadas, a resisténcia antimicrobiana, particularmente
a multirresisténcia, tem sido considerada um problema de satde publica mundial. O uso
excessivo e inadequado de agentes antimicrobianos pode promover o aparecimento de
bactérias resistentes propiciando que genes de resisténcia a antimicrobianos sejam
disseminados no ambiente (Filiousis et al., 2009; Domenech et al., 2015).

Diante desse contexto, cabe salientar a importancia de estudos que visam
ampliar conhecimentos sobre bactérias patogénicas, destacando Pseudomonas spp. e
Listeria spp., provenientes, principalmente de alimentos de origem animal, como carnes
de frango e bubalino. Além disso, € importante conhecer o processo de formacdo de
biofilme dessas bactérias na industria de alimentos, assim como sua resisténcia aos
agentes antimicrobianos e sanitizantes , possibilitando a tomada de medidas preventivas
e corretivas no decorrer da cadeia alimenticia para garantir a saude do consumidor.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de Pseudomonas spp. e
Listeria spp., provenientes de cortes de carnes de frango e de bufalo de frigorificos e do
comercio varejista da regido sul do Rio Grande do Sul, Brasil, de formar biofilmes em
material de poliestireno e aco inoxidavel, bem como verificar a resisténcia aos
sanificantes utilizados na idustria de alimentos e a antimicrobianos de uso comum em

humanos e animais.

MATERIAL E METODOS

Isolados bacterianos

Foram utilizados neste estudo 69 isolados bacterianos. Dentre os isolados de
carne de bufalo, 14 eram de Listeria spp. (1 isolado de L. innocua, 1 de L. rocourtiae e
12 de L. grayi) e 25 de Pseudomonas spp., provenientes de um frigorifico-matadouro de
bubalinos da regido Sul do Rio Grande do Sul, Brasil, gentilmente cedidos do banco de
cepas do Laboratdrio de Inspecdo de Produtos de Origem Animal da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel). E dentre os isolados de carne de frango, 5 eram de L.

monocytogenes e 25 de Pseudomonas spp. provenientes de carcacas e cortes de frango
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de um frigorifico abatedouro de aves e do comércio varejista da regido Sul do Rio
Grande do Sul, Brasil. A origem dos isolados pode ser verificada na Tabela 1.

Tabela 1. Origem dos isolados de Pseudomonas spp. e de Listeria spp. provenientes de
carnes de frango e bubalino do sul do Brasil.

Isolados (n) Origem

L. monocytogenes (3)  Carcaca de frango no processamento
L. monocytogenes (2)  Corte de frango do varejo

L. rocourtiae (1) Carcaca de bubalino no processamento
L. innocua (1) Corte de bubalino embalado a vacuo

L. grayi (8) Corte de bubalino embalado a vacuo

L. grayi (4) Carcaca de bubalino no processamento

Pseudomonas spp (14) Carcaca de frango no processamento
Pseudomonas spp (11) Corte de frango do varejo
Pseudomonas spp (16) Corte de bubalino embalado a vacuo
Pseudomonas spp (9)  Carcaca de bubalino no processamento

Os isolados de Listeria spp. de carne bubalina tiveram a espécie confirmada em
um estudo prévio através de testes moleculares utilizando a reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) com primers especificos (dados ndo mostrados) e os isolados de
origem de frango tiveram a espécie confirmada atraves da identificacdo sorologica
realizada pelo Instituto Osvaldo Cruz (FIOCRUZ). O género Pseudomonas spp. foi
confirmado através de testes fenotipicos bioquimicos. Todos os isolados foram
mantidos congelados em Caldo Infusio de Cérebro e Coracdo (BHI, Acumedia®)
suplementado com glicerol (25 %) até 0 momento do uso.

Os isolados de Listeria spp. foram recuperados em Caldo Triptona de Soja
suplementado com 0,6 % de extrato de levedura (TSB-YE, Acumedia®) e os isolados de

Pseudomonas spp. foram recuperados em Caldo BHI.

Avaliacdo da capacidade de formacéo de biofilme

Os isolados bacterianos foram avaliados quanto a capacidade de formacdo de
biofilme em microplacas de poliestireno através do método proposto por Stepanovic et
al. (2007), com modificacdes. Os isolados foram cultivados em Agar Triptona de Soja
(TSA, Acumedia®) a 37 °C durante 18 horas (h) e apds, a concentracdo bacteriana da
solucdo foi padronizada pela escala de McFarland no valor de 0,5, correspondente a 8

Log de Unidades Formadoras de Col6nia por mililitro (UFC/mL). Em seguida, uma
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aliquota de 20 pL da solucdo padronizada foi distribuida em pocos da microplaca
contendo caldo BHI (180 pL) e incubadaa 35 °C durante 24 h. Como controle negativo,
utilizou-se 200 pL de caldo BHI sem inoculo e como controle positivo, utilizou-se 180
puL de caldo BHI e 20 pL da solugdo padronizada com Staphylococcus epidermidis
(ATCC 25923), previamente testado e classificado como formador de biofilme. As
placas foram lavadas trés vezes com 200 uL de solucdo salina estéril (NaCl 0,9 %), para
remover as células ndo aderidas a placa. As microplacas foram invertidas sobre papel
absorvente para a secagem e, posteriormente, as amostras foram fixadas com 150 pL de
metanol (CH3OH) durante 20 minutos (min). ApoOs este periodo, o metanol foi
descartado e as placas foram mantidas invertidas durante 18 h. As células aderentes
foram coradas com 150 pL de cristal violeta (0,5 %) durante 15 min. O corante foi
removido sob agua corrente e apds um periodo de 3 min de secagem, adicionou-se 150
pL de etanol (CH3CH,0H) (95 %). As placas foram mantidas em repouso por 30 min, e
entdo, foi realizada a quantificagdo do biofilme. A densidade oOptica (DO) do biofilme
bacteriano foi quantificada com o auxilio de um leitor de microplacas (ThermoPlate®) a
450 nm.

A interpretacdo das leituras obtidas foi realizada como descrito por Stepanovic et
al. (2007). Primeiramente, foi calculada a média das DO das amostras e do controle
negativo, e entdo o valor de corte (DOc) foi calculado da seguinte forma:

DOc = (média da DO controle negativo + 3 x desvio padrdo do controle
negativo). O valor final da DO das amostras testadas (DOf) foi dado por: DOf = (média
da DO de cada amostra — DOCc).

As amostras foram divididas em categorias da seguinte forma:

DOf<DOc = ndo formadora de biofilme;

DOc<DOf<2xDOc = fraca formadora de biofilme;

2xD0c<DOf<4xDOc¢ = moderada formadora de biofilme;

4xDOc<DOf = forte formadora de biofilme.

Avaliacdo da formacao de biofilme em superficie de ago inoxidavel
Para a avaliacdo da capacidade de formacdo de biofilme em superficie de ago

inoxidavel pelos isolados bacterianos, foi utilizado o método proposto por Rossoni et al.

(2000), com modificacBes. Foram utilizados corpos de prova de ago inoxidavel (AlSI
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316) de tamanho 7 cm x 2 cm x 0,1 cm. Os corpos de prova foram imersos em solucao
de detergente neutro, por 1 h, e esfregados manualmente com o auxilio de uma esponja,
sendo em seguida enxaguados com agua destilada, pulverizados com alcool 70 % e
secos a 60 °C. Apds a higienizacdo completa, foram autoclavados a 121 °C por 15 min.

No preparo das solugdes, os isolados bacterianos foram semeados,
separadamente, em 2 mL de caldo BHI e incubadas a 37 °C, por um periodo de 24 h.
Um mililitro de cada cultura foi adicionado em 40 mL de agua peptonada 0,85 %. A
concentracdo do inoculo adicionado a solugédo foi padronizado com auxilio da escala de
McFarland, de forma que a concentragdo bacteriana em 40 mL de &gua peptonada 0,85
% continha aproximadamente 10’ UFC/mL. Os corpos de prova de aco inoxidavel
estéreis foram imersos na solugdo bacteriana por 24 h, a temperatura de 25 °C.

Ap0s o periodo de imerséo, os corpos de prova foram lavados com 1 mL de agua
destilada estéril, a fim de remover as células fracamente aderidas. Na sequencia, foi
realizada friccdo com swabs umedecidos, seguida da imersdao dos mesmos em tubos de
ensaio com solugédo salina 0,1 % e homogeneizacdo em agitador de tubos (Phoenix
Luferco®) por 3 min (Asséré et al., 2008). Diluicdes seriadas decimais de até 10° foram
realizadas para cada amostra, e uma aliquota de 10 pL de cada uma foram semeados em
meio TSA (Acumedia®), pelo método de gota (Silva et al., 2007). As placas foram
incubadas a 37 °C, por 24 h para a contagem de UFC. Como controle positivo foi
utilizado o micro-organismo Staphylococcus epidermidis (ATCC 25923). A formacéo
de biofilme nos corpos de prova de aco inoxidavel foi considerada quando as contagens
indicaram nimero maior ou igual a 103 UFC aderidos por cm?, de acordo com Wirtanen
et al. (1996).

Avaliacdo da remocao de biofilme sob a acéo de sanitizante

Para avaliar a capacidade de remoc¢do do biofilme formado em placas de aco
inoxidavel foi utilizado o método proposto por Rossoni et al. (2000), com modificacées.
Foram utilizados os sanitizantes cloro organico e quaternario de aménio, ambos na
concentracdo de 200 partes por milhdo (ppm). A escolha destes sanitizantes e da
concentracdo utilizada se deu em funcdo da ampla utilizacdo dos mesmos, nesta

concentracdo, em processos de higienizacdo das industrias de alimentos.
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A inducédo a formagdo de biofilme em corpos de prova de aco inoxidavel se deu
da mesma forma como descrito no item anterior. Contudo, apds a ultima lavagem, 0s
corpos de prova foram imersos, separadamente, em frascos contendo cloro orgéanico e
quaternario de amdnio por um periodo de 10 min. Uma vez que o tempo de contato foi
atingido, os corpos de prova foram retirados da solucdo sanitizante e colocados em
contato, por 3 segundos (s), com uma solucdo de Tween 2 % para neutralizar a agdo do
quaternario de aménio. Em seguida realizou-se friccdo com swabs umedecidos em cada
corpo de prova, seguido da imersdo dos mesmos em tubos de ensaio com solugéo salina
0,1 % seguido de homogeneizacio em agitador de tubos (Phoenix Luferco®) por 3 min.
DiluicGes decimais seriadas foram feitas para cada amostra, 10 pL das mesmas foram
semeadas em Agar TSA, pelo método de gota (Silva et al. 2007), e as placas incubadas
a 37 °C por 24 h para a contagem das UFC/cm2. Como controle, um corpo de prova do
material com biofilme foi imerso em agua peptonada a 0,1 %, ndo sendo colocada em
contato com sanitizante.

A remocdo de biofilme nos corpos de prova de ago inoxidavel foi considerada

quando as contagens indicaram nimero menor ou igual a 102 UFC/cm? (APHA, 1992).

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

A susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados foi testada pelo método de
disco-difusdo de acordo com protocolo proposto pelo Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute — CLSI (CLSI 2005a). Foram testados antimicrobianos especificos
para micro-organismos Gram positivos para os isolados de Listeria spp.: cepefime 10
ug; rifampicina 30 pg; cloranfenicol 30 pg; vancomicina 30 ug; tetraciclina 30 ug;
gentamicina 10 pg; oxacilina 1 pg; penicilina 10 U; eritromicina 15 pg; clindamicina 2
Mg; ciproflaxacin 5 pg; sulfametaxazol-trimetropim 25 pg. Para os isolados de
Pseudomonas spp. foram testados antimicrobianos especificos para micro-organismos
Gram negativos: gentamicina 10 pg; amicacina 30 pg; sulfametaxazol-trimetropim 25
ug; cipofloxacina 5 pg; meropenen 10 pg; ampicilina 10 pg; cefalotina 30 g;
cefuroxima 30 pg; amixilina 20 pg + clavulanato 10 pg; cefoxitina 30 pg; cefepime 30
ug; ceftazidima 30 ug.

Culturas padronizadas na concentracdo 0,5 da escala de McFarland foram

semeadas com swab estéril em Agar Muller-Hinton (Himedia®) e discos (Multidisco,
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Laborclin®) impregnados com antimicrobianos supracitados foram aplicados sob a
superficie do meio. Apos incubacdo a 35 °C por 24 h, os halos de inibicdo foram

medidos e interpretados de acordo com as normas do CLSI (2005b).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Capacidade de formar biofilme em microplaca de poliestireno

Na Tabela 2 podem ser visualizados os resultados referentes a classificagéo dos
isolados quanto a formacdo de biofilmes em placas de poliestireno, segundo os critérios
de Stepanovic et al. (2007). Dos isolados de Listeria spp. e de Pseudomonas spp., 73,7
% e 32 %, respectivamente, foram formadores de biofilme. 100 % dos isolados de L.
monocytogenes foram classificados como fraco formador de biofilme. Dentre os
isolados de L. grayi trés foram classificados como moderado e quatro como fraco

formador de biofilme.

Tabela 2: Classificagdo da formacdo de biofilme dos isolados de Listeria spp. e

Pseudomonas spp. provenientes de carnes de frango e bubalino do sul do Brasil.

Isolados (nY) Classificacéo
Forte Moderado Fraco Nao formador

L. monocytogenes2(5) O 0 5 0

L. grayiz (12) 0 3 4 5

L. innocua3 (1) 0 0 1 0

L. rocourtiae® (1) 0 0 1 0
Pseudomonas spp.2 (25) O 1 9 15
Pseudomonas spp.3 (25) O 1 5 19

1: nimero de isolados; 2 frango; 3: bubalino.

Por possuir flagelos, a adesdo de Listeria spp. a superficies é facilitada,
principalmente nas fases iniciais da formacdo do biofilme (van Houdt e Michiels.,
2010). A presenca de um numero elevado de Listeria spp. formadora de biofilme,
provenientes de carcacas de frango e bubalina no processamento, comprovam possiveis
falhas de higiene na manipulacdo, na sanitizacdo dos equipamentos e utensilios e até
mesmo na conservacgdo do produto.

Outros estudos também encontram elevada capacidade de formacao de biofilme

de L. monocytogenes em material de poliestireno (Rodrigues et al., 2010; Kadam et al.,
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2013), o que mostra que este tipo de material, utilizado na inddstria de alimentos, é
favorével a colonizacdo por biofilmes de L. monocytogenes.

Dos 50 isolados de Pseudomonas spp. avaliados, apenas um proveniente de
carne de frango e um de carne de bubalino foram classificados como moderado
formador de biofilme. Foram classificados como fraco formador de biofilme 9 isolados
provenientes de carne de frango e 5 de carne bubalina. Resultados semelhantes foram
encontrados por Ghadaksaz et al. (2015) em que 47,1 % dos isolados clinicos de P.
aeruginosa foram formadores de biofilme em poliestireno. A baixa adesdo de isolados
de Pseudomonas spp. observada no presente estudo em material de poliestireno ocorreu
por Pseudomonas spp. ser uma bactéria hidrofobica e, consequentemente, tender a se
aderir melhor a superficies hidrofébicas do que a superficies hidrofilicas (Freitas et al.,
2010).

Os resultados encontrados neste estudo denotam uma situagdo preocupante ja
que bactérias patogénicas como especies de Listeria e deteriorantes como Pseudomonas
spp. formadoras de biofilme representam sérios desafios para a inddstria da carne, uma
vez que estas podem levar acontaminagdo cruzada dos produtos, resultando em uma
reducdo da vida de prateleira do alimento e em transmissdo de doencas (Maia et al.,
2009; Giaouris et al., 2014).

Capacidade de formacao de biofilme em aco inoxidavel

No presente estudo, 100 % dos isolados de Listeria spp. e 72 % dos isolados de
Pseudomonas spp. formaram biofilme em corpos de prova de aco inoxidavel. Dos
isolados de Pseudomonas spp. provenientes de carnes de bubalino e de frango, 48 % e
96 %, respectivamente, mostraram-se formadores de biofilme em aco inoxidavel.
Considerando a concentracdo microbiana verificada, mesmo que o namero de células
bacterianas aderidas seja menor que 108 UFC/cm?, ja existe o risco de contaminagdo
microbioldgica (Wirtanen et al., 1996; Oliveira et al., 2010).

Assim como verificado no presente estudo, outros pesquisadores tém mostrado
que bactérias do género Listeria tém capacidade de aderir e formar biofilme em
superficies de aco inoxidavel, comprovando ser uma bactéria de potencial risco para a
industria de alimentos (Moltz et al., 2005; Silva et al., 2008; Berrang et al., 2010;
Oliveira et al., 2010; Bonsaglia et al., 2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1214021X14000702
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A formagéo de biofilme por Pseudomonas spp. também foi relatada em estudos
anteriores.Vanhaecke et al. (1990) demonstraram que isolados de P. aeruginosa tiveram
capacidade de aderir e formar biofilme em superficies de aco inoxidavel em 30 s de
contato. Hood et al. (1997) mostram a capacidade de formacdo de biofilme de P.
fluorescens em aco inoxidavel com diferentes meios de cultivo. Rossoni et al. (2000) e
Rosado et al. (2006) também demonstraram a capacidade de P. fluorescens em formar
biofilme em superficie de mesmo material. Considerando estas pesquisas citadas
anteriormente realizadas em diferentes ambientes, geograficamente distantes, e 0s
resultados encontrados neste estudo, podemos considerar que independente da origem,
Pseudomonas spp. tem a capacidade de formar biofilme em superficies de aco
inoxidavel. A adesdo de Pseudomanas spp. a superficie € explicada pela presenca de
flagelos, pois estas estruturas conferem mobilidade a bactéria, aproximando-a de seu
substrato na superficie e consequentemente levando a aderéncia (O’Toole et al., 1998).

A partir dos resultados obtidos, considerando a elevada utilizacdo do aco
inoxidavel em equipamentos e superficies de processamento de alimentos, podemos
denotar que, tanto Listeria spp. como Pseudomonas spp., podem representar riscos de
contaminacdo aos alimentos que entram em contato com essas superficies, caso nao
sejam utilizados meétodos adequados de higienizacdo, com escolhas de sanitizantes

adequados, dentro das plantas de processamento de alimentos.

Remocao de biofilme sob a acéo de sanitizante

Os 19 isolados de Listeria spp. e 36 isolados de Pseudomonas spp. formadores
de biofilme nos corpos de prova de aco inoxidavel, avaliados no presente estudo, foram
submetidos a avaliacdo da remocdo de biofilme pelo uso de dois sanitizantes
comumente utilizados na inddstria de alimentos, cloro organico e quaternario de aménio
(Tabela 3) (Ministério da Saude, 1988).

Tabela 3: Eficiéncia dos sanitizantes, cloro organico e quaternario de aménio, na
remocao de biofilmes em corpos de prova de aco inoxidavel, formados por Listeria spp.

e Pseudomonas spp. provenientes de carnes de frango e bubalino do sul do Brasil.

Isolados de Células bacterianas aderidas em aco inoxidavel Cloro Quaternario de
Listeria (UFC/cm?) Organico Amonio
(UFC/cm?) (UFC/cm?)
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L. monocytogenes 2,7x10° 2,1x10° -
L. monocytogenes 5,7x10° - -
L. monocytogenes 1,2x10* 1x10? -
L. monocytogenes 1x10° - -
L. monocytogenes 5,1x10° 8,5x10* -
L. innocua 4,2x10? - -
L. rocourtiae 5,1x10° 2,3x10* -
L. grayi 6,4x10° 1,2x10° -
L. grayi 2,1x10° 1,9x10* -
L. grayi 3,8x10° 1,2x10* -
L. grayi 6,4x10* 5,9x10* -
L. grayi 1,9x10° - -
L. grayi 2,1x10° 1x10° -
L. grayi 8,1x10° 2,7x10* -
L. grayi 4,2x10° - -
L. grayi 3,8x10* - -
L. grayi 1,2x10° 5,1x10* -
L. grayi 2,3x10* 6,4x10° -
L. grayi 1,9x10* 8,5x10° -
Pseudomonas spp. 1,4x10° - -
Pseudomonas spp. 4,8x10° - -
Pseudomonas spp. 1,4x10° 6,4x102 -
Pseudomonas spp. 2,5x107 4,2x103 -
Pseudomonas spp. 2,1x10° - -
Pseudomonas spp. 2,1x10° - -
Pseudomonas spp. 1,6x10° - -
Pseudomonas spp. 2,3x10° 2,1x102 -
Pseudomonas spp. 3,8x10° - -
Pseudomonas spp. 1,4x10° 2x102 -
Pseudomonas spp. 1,2x107 - -
Pseudomonas spp. 3,8x108 - 2x1038
Pseudomonas spp. 6,4x10° - -
Pseudomonas spp. 4,5x10° 2,1x10? -
Pseudomonas spp. 6,4x10° - -
Pseudomonas spp. 1,2 x10° - -
Pseudomonas spp. 4,8 x10° - -
Pseudomonas spp. 2,3 x10° - -
Pseudomonas spp. 4,8x10° - -
Pseudomonas spp. 3,6x10* - -
Pseudomonas spp. 1,6 x10° - -
Pseudomonas spp. 2,1x10° - -
Pseudomonas spp. 2,9 x10° - -
Pseudomonas spp. 1,6 x10° - -
Pseudomonas spp. 1,6x10* - -
Pseudomonas spp. 8,3x10* - 8,5x103
Pseudomonas spp. 8,3x10° - -
Pseudomonas spp. 3,8x10° - -
Pseudomonas spp. 8,2x10* - -
Pseudomonas spp. 3,8x10° - -
Pseudomonas spp. 1,4x10* - -
Pseudomonas spp. 5,3x10* 2,1x10° -
Pseudomonas spp. 5,3 x10* - -
Pseudomonas spp. 3,4 x10* - -
Pseudomonas spp. 1,4x10° 2,1x10° -
Pseudomonas spp. 1,4x10° 3,8x108 1,7x103

-1 sem crescimento bacteriano.

Os agentes sanitizantes devem eliminar as bactérias patogénicas e reduzir o

namero de micro-organismos deteriorantes em niveis aceitaveis, como por exemplo, 2

UFC/cm?2 de micro-organismos aerébios mesoéfilos para superficies de ago inoxidavel ao
fim do processo de higienizacdo (APHA, 1992). Considerando o padrdo da APHA, 36,8
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% dos isolados de Listeria spp. e 77,7 % dos isolados de Pseudomonas spp., aderidos
em aco inoxidavel, reduziram com a acdo do cloro organico. O quartenario de aménio
foi eficaz na reducdo de todos os isolados de Listeria spp. e de 91,6 % dos isolados de
Pseudomonas spp., aderidos nos corpos de prova de ago inoxidavel, mostrando ser mais
eficaz em comparacdo com o cloro organico. Sanitizantes compostos de quaternario de
amonio tem amplo espectro de acéo, pois quando em contato com membrana celular dos
micro-organismos, alteram sua permeabilidade estimulando a glicélise, provocando
assim o esgotamento celular (Andrade et al. 1996).

Estudos para avaliar a acdo de sanitizantes na eliminacdo de biofilmes de
Listeria spp. ja foram realizados anteriormente, porém em relacdo a isolados de cortes
carneos e de plantas de processamento de carnes do sul do Brasil, raros sdo os relatos.
Estudos como de Aarnisalo et al. (2007) e Somers et al. (2004) verificaram que
sanitizantes a base de cloro mostraram ser mais eficientes do que quaternario de aménio
na eliminacdo de L. monocytogenes aderidas a aco inoxidavel poréem, Pan et al. (2006),
também estudaram formacédo de biofilme em cupons de aco inoxidavel e verificaram
resisténcias dos isolados de L. monocytogenes aos dois sanitizantes cloro e quaternario
de amdnio. Parikh et al. (2009) avaliaram a eficacia de trés sanitizantes (a base acido
lactico, hipoclorito de sodio e a base de quaternario de aménio) em biofilmes compostos
por L. monocytogenes e constataram que todos os sanitizantes foram eficazes na
reducdo desse biofilme, sendo que o quaternario de aménio foi o mais eficaz contra os
biofilmes desenvolvidos.

Biofilmes de L. monocytogenes podem sobreviver por muito tempo contra
tratamento térmico e sanitizantes, dependendo da temperatura, concentracdo e tempo de
aplicacdo do sanitizantes, bem como o estado fisiologico das celulas (Naitali et al.,
2009).

A acdo de sanitizantes na remocdo de biofilmes de Pseudomonas spp. também
foi verificado em outros estudos. Taylor et al. (1999) mostram que o tratamento de
P.aeruginosa com sanitizante a base de cloro resultou em reducdo de biofilme em
periodo de 5 minutos. Wirtanen et al. (2001) constataram, em seu estudo, que
sanitizante a base de cloro ndo foi eficaz na eliminacdo de biofilme de Pseudomonas
spp. em superficies de aco inoxidavel no entanto, sanitizantes a base de tensoativos
foram eficientes na eliminacdo do biofilme. Pseudomonas spp. sdo bactérias

importantes na industria de alimentos, pois causam deterioragdo de produtos alimentares



70

e podem formar biofilmes em equipamentos de processamento de alimentos,

dificultando assim sua remocdo devido a sua resisténcia a sanitizantes (Zhu et al., 2014).

Susceptibilidade a antimicrobianos

Em 1988 foi isolada a primeira cepa de L. monocytogenes resistente a
antimicrobianos. A partir de entdo, cepas resistentes foram encontradas em alimentos,
em superficies de manipulacdo de alimentos e em amostras clinicas (Goméz et al.,
2014). No presente estudo, os isolados pertencentes ao género Listeria mostram elevada
resisténcia a penicilina (94,7 %), seguida de clindamicina (84,2 %), oxacilina (73,7 %) e
cefepime (57,9 %). Na Tabela 4 é possivel verificar o perfil de resisténcia de isolados de
Listeria spp. a 12 antimicrobianos que podem ser utilizados no tratamento de listeriose
(Jay 2005; Arsalan et al., 2011; Allen et al., 2014; Goméz et al., 2014).

Tabela 4: Resisténcia a antimicrobianos de isolados de Listeria spp. provenientes de

carne de frango e bubalino do sul do Brasil.

Isolados (n) Numero de isolados de espécies de Listeria spp.

CPM RIF CLO VAN TET GEN OXA PEN ERI CLI CIP SUT
(RI) (RI) (RN (RMN) (RN (RN RN (RN (RN (RIN) (RN (RN

Frango

L. monocytogenes  1/2 - - - - 1/0 3/1 4/0 0/3 3/1 1/0 -

(5)

Bubalino

L. grayi (12) 8/3 0/1 - - 2/3 0/6 10/1 12/0 2/4 111 01 -

L. innocua (1) 1/0 0/1 - 1/0 1/0 - 0/1 1/0 0/1 1/0 - -

L. rocourtiae (1) 1/0 - - - 1/0 0/1 1/0 1/0 0/1 1/0 - -
Total 11/5  0/2 0 0 4/3 U7 1413 18 29  16/2 11 0

CPM: cepefime 10 pg; RFI: rifampicina 30 pg; CLO: cloranfenicol 30 pg; VAN: vancomicina 30 pg; TET:
tetraciclina 30 pg; GEN: gentamicina 10 pg; OXA: oxacilina 1 pg; PEN: penicilina 10 U; ERI: eritromicina 15 pg;
CLI: clindamicina 2 pg; CIP: ciproflaxacin 5 pg; SUT: sulfametoxazol-trimetoprim 25 ug; (R/I) em que R representa
Resisténcia e | representa Resisténcia Intermediéria.

Alguns pesquisadores também encontraram elevados niveis de resisténcia a
penicilina em cepas de L. monocytogenes (Harakeh et al., 2009; Fallah et al., 2012). A
preocupacao é ainda maior quando se observa que isolados de L. monocytogenes foram
resistentes a antimicrobianos importantes no tratamento de listeriose. A ampicilina ou
penicilina combinados com gentamicina € considerada a primeira escolha para o
tratamento da listeriose (Charpentier et al., 1999; Conter et al., 2009).

Como no presente estudo, resisténcia a clindamicina também foi encontrada por

Kovacevic et al. (2013) em que 33 % de Listeria spp. provenientes de peixes, carnes e
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plantas de processamento, foram resistentes a clindamicina. Goméz et al. (2014)
também encontraram isolados resistentes a clindamicina, sendo 35 % de L.
monocytogenes e 46,2 % de L. innocua, provenientes de produtos carneos e ambiente de
processamento. Segundo Harakeh et al. (2009) a resisténcia de L. monocytogenes a
penicilina e clindamicina pode ser causada pelo uso excessivo dessas drogas na
medicina veterinaria.

Todos os isolados testados no presente estudo, apresentaram sensibilidade a
cloranfenicol e apenas um foi resistente a gentamicina e ciprofloxacina. Resultados
semelhantes foram encontrados por Doménech et al. (2015) em que 100 % dos isolados
de L. monocytogenes de alimentos prontos para o consumo foram sensiveis a esses trés
antimicrobianos. Goméz et al. (2014) também encontrarm sensibilidade a cloranfenicol
em todas os isolados de L. monocytogenes e em 99,2 % de L. innocua. Kovacevic et al.
(2013) encontraram sensibilidade em todos os isolados de Listeria spp. a gentamicina.
A alta sensibilidade de isolados a gentamicina pode ser devido ao fato de que este ndo é
um antimicrobiano muito utilizado para fins terapéuticos em medicina veterinaria nem
como promotor de crescimentode animais de corte (Harakeh et al., 2009).

Sensibilidade a sulfametoxazol-trimetoprim e vancomicina ocorreram em 100 %
dos isolados no presente estudo. Yan et al. (2010) encotraram poucos isolados de L.
monocytogenes, provenientes de alimentos, resistentes a sulfametoxazol-trimetoprim
(Sulfazotrim) e a vancomicina. No entanto, Kovacevic et al. (2013) e Korsak et al.
(2012) encontraram todos os isolados sensiveis a vancomicina. Doménech et al. (2015)
encontraram todos isolados de L. monocytogenes provenientes de salsichas de porco
resistente a sulfametoxazol-trimetoprim. Estes resultados séo de grande relevancia, uma
vez que esse antimicrobiano é a segunda escolha para o tratamento da listeriose,
especialmente em pacientes alérgicos a penicilina (Pesavento et al., 2010). Segundo
Harakeh et al., (2009), a vancomicina é considerada a Gltima opcao de tratamento para
infeccdo por listeriose em humanos.

Em pardmetros gerais, apenas um dos isolados foi sensivel a todos os
antimicrobianos testados, sendo esse um isolado de L. monocytogenes proveniente de
cortes de carne de frango do comércio varejista. Vinte e um por cento dos isolados
testados foram resistentes a dois antimicrobianos e 73,7 % apresentaram resisténcia de
trés a cinco antimicrobianos. Isolados resistentes a dois ou mais antimicrobianos foram

classificados como multirresitentes e totalizaram 94,7 %. A multirresisténcia ndo é um



72

fato restrito a esses isolados do sul do Brasil, pois varios estudos encontraram isolados
de Listeria spp. multirresistentes a antimicrobianos, podendo ser considerado um
problema amplamente verificado em nivel mundial (Conter et al., 2009; Yan et al.,
2010; Pesavento et al., 2010; Fallah et al., 2012; Goméz et al., 2014). A existéncia de
isolados de Listeria spp. multirresistentes aos antimicrobianos utilizados rotineiramente
no tratamento de listeriose humana representa um sério problema para a satde publica
devido a aumento da dificuldade terapéutica, principalmente para os individuos que
fazem parte do grupo de risco, que incluem idosos, criancas, mulheres gravidas e
imunodeprimidos (Goméz et al., 2014).

A Tabela 5 mostra a susceptibilidade de isolados de Pseudomonas spp. aos 12
antimicrobianos testados, utilizados para tratar infec¢es provocadas principalmente por
P. aeruginosa (Tassios et al., 1998; Jeukens et al., 2014). A maior taxa de resisténcia foi
verificada para meropenen, ocorrendo em 100 % dos isolados provenientes de carnes de
frango e 96 % de bubalino. Entre as cepas de P. aeruginosas avaliadas por Maia et al.
(2009) (isoladas de frango e peixe) ndo foi observada resisténcia aos antimicrobianos
pertencentes a classe das carbapenemas (imipenem e meropenem), as quais Sao
empregados como op¢es para isolados multirresistentes. Os resultados encontrados no
presente estudo € bastante preocupante, pois meropenem € considerado um
antimicrobiano efetivo no tratamento de infec¢bes caudas por bactérias Gram negativas
(Gales et al., 2002).

Tabela 5: Resisténcia a antimicrobianos de isolados de Pseudomonas spp. provenientes

de carne de frango e bubalino do sul do Brasil.

Isolados (n) Numero de isolados de espécies de Pseudomonas spp.

GEM AMI SUT CIP MER AMP CFL CRX AMC CFO CPM CAZ
(RN (RI) (RN (RN RN (RN (RN (RN (RN (RI) (RI) (R

Frango
Pseudomonas 0/1 - - - 25/0 1/5 0/13 13/7 10/11 13/8 - -
spp. (50)
Bubalino
Pseudomonas - - 1/2 0/2 24/1 6/1 1/4 12/2  3/15 11/0 - -
spp. (50)
Total 0/1 0 1/2 0/2 49/1 716 1/13  25/9 13/26  24/8 0 0

GEM: gentamicina 10 pg; AMI: amicacina 30 pg; SUT: sulfazotrim 25 ug; CIP: cipofloxacina 5 pg; MER:
meropenen 10 pg; AMP: ampicilina 10 pg; CFL: cefalotina 30 pg; CRX: cefuroxima 30 pg; AMC:
amixilina+clavulanato 30 pg; CFO: cefoxitina 30 pug; CPM: cefepime 30 pg; CAZ: ceftazidima 30 pg; (R/1) em que
R representa Resisténcia e | representa Resisténcia Intermediéria.

Quanto a ocorréncia de multirresisténcia, 92 % dos isolados provenientes de

carne frango e 76 % dos provenientes de carne bubalina foram resistentes a mais de dois
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antimicrobianos testados. O aumento da multirresisténcia aos antimicrobianos em bac-
térias Gram negativas e particularmente em P. aeruginosa aponta reduzida
disponibilidade de agentes efetivos para o tratamento de infeccOes causadas por essa
bactéria. O aumento da resisténcia a antimicrobianos e a potencial propagacao global de
genes de resiséncia a a bactérias patogénicas tem se tornado um problema mundial,
tanto para a medicina humana como veterinaria (Arslan et al., 2011; Sharma et al.,
2014). O uso excessivo de antimicrobianos na medicina veterindria, pode estar
relacionado a patdgenos provenientes da cadeia alimentar, resistentes a antimicrobianos
de uso em humanos (Wang et al., 2007). Sendo assim, para controlar esta resisténcia e a
multirresisténcia a antimicrobianos, é de fundamental importancia que tenhaum controle
e uma fiscalizagdo em relagdo ao uso correto destes antimicrobianos no tratamento
humano e na medicina veterinaria, a fim de diminuir a transmissdo da resisténcia na

cadeia alimentar.

CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, fica evidente a importancia do controle de biofilmes
microbianos na industria de carnes, uma vez que no presente estudo pode-se constatar
que isolados de Listeria spp. e Pseudomonas spp., provenientes de carne de frango e
bufalo, apresentaram capacidade de formacéo de biofilme nos materias de poliestireno e
aco inoxidavel.

Pode-se concluir também que a acdo dos dois sanitizantes testados, cloro
organico e quaternario de amdnio, foram eficazes na eliminacdo do biofilmes de
Listeria spp. e Pseudomonas spp. em corpos de prova de aco inoxidavel, sendo o
segundo mais eficiente. A fim de minimizar o risco de biofilme, é fundamental que a
industria utilize estratégias de controle, como um processo de higienizacao eficiente,
que abranja corretamente as etapas de limpeza e sanitizacdo, utilizando produtos
recomendados e em concentragdes ideais para a eliminacdo dos micro-organismos.

A resisténcia a antimicrobianos foi identificada em varios isolados, tanto de
Listeria spp. quanto Pseudomonas spp., além de a multirresisténcia. Para isso, é de
fundamental importancia que se tenha um uso correto destes antimicrobianos no
tratamento humano e na medicina veterindria, para diminuir essa transmissdo da

resisténcia na cadeia alimentar.
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5 Conclusodes

Com os resultados obtidos, fica evidente a importancia do controle de
biofilmes microbianos na industria de carnes, uma vez que no presente estudo
pode-se constatar que todos os isolados de Listeria spp. tiveram capacidade de
fromar biofilme em supercicie de poliestireno e aco inoxidavel.Alguns isolados
de Pseudomonas spp. também formaram biofime nas duas superficies

testadas.

Pode-se concluir também que a acdo dos dois sanitizantes testados,
cloro orgénico e quaternario de amoénio, foram eficazes na eliminacdo do
biofiimes de Listeria spp. e Pseudomonas spp. em corpos de prova de aco
inoxidavel sendo o gauternario de amonio mais eficaz. A fim deminimizar o
risco de biofilme, é fundamental que a industria utilize estratégias de controle,
como um processo de higienizacdo eficiente, que abranja corretamente as
etapas de limpeza e sanitizacdo, utilizando produtos recomendados e em
concentracgOes ideais para a eliminacdo dos micro-organismos.

A resisténcia a antimicrobianos foi identificada em varios isolados, tanto
de Listeria spp. quanto Pseudomonas spp., além de ter um um numero elevado
de isolados multirresistentes. Para isso, € de fundamental importancia que se
tenha uma controle e uma fiscalizacdo em relacdo ao uso controlado e correto
destes antimicrobianos no tratamento humano e na medicina veterinaria, para

diminuir essa transimissao da resisténcia na cadeia alimentar.
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