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RESUMO

A formacdo de biofilmes em equipamentos associada a crescente resisténcia a desinfetantes
comerciais e antibidticos sao eventos que prejudicam a qualidade dos alimentos produzidos nas
agroindustrias. Este trabalho objetivou verificar a capacidade de formacao de biofilme e o perfil
de resisténcia a desinfetantes comerciais e a antimicrobianos de duas cepas de Klebsiella sp. e
uma cepa de Staphylococcus coagulase negativo (SCN) isolados de equipamentos de
agroindustria de embutidos carneos. Para a avaliagdo de biofilme utilizou-se a técnica de
diluicao em microplacas e para a determinagdo do perfil de resisténcia foi realizada a técnica
de disco difusdo em agar gel. As bactérias Klebsiella sp. (2) e SCN apresentaram forte formacao
de biofilme, em contrapartida, a cepa Klebsiella sp. (1) demonstrou leve formagao de biofilme.
Ambas as cepas de Klebsiella sp. apresentaram resisténcia a ampicilina e clindamicina, e a cepa
de SCN foi resistente a tetraciclina. Todas as bactérias foram resistentes ao alcool em gel, e
somente o SCN demonstrou sensibilidade ao alcool liquido. Quanto ao iodo, a sensibilidade
das bactérias foi baixa para Klebsiella sp. (1) e SCN, e ausente para Klebsiella sp. (2).
Estatisticamente, o ciprofloxacino, clorexidine e hipoclorito de sédio apresentaram melhor
efetividade. As bactérias formadoras de biofilme resistentes a higienizagdo estio normalmente
presentes no setor agroindustrial, desse modo ¢ importante salientar a necessidade do
aprimoramento dos procedimentos corretos de higienizacdo pessoal e ambiental, a fim de
diminuir a contaminacdo cruzada e destacar para o uso consciente dos antibidticos e

desinfetantes disponiveis no mercado, com o objetivo de reduzir a resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: antibacteriano; espectrofotdmetro; sanitizantes.



ABSTRACT

The formation of biofilms on equipment associated with increasing resistance to commercial
disinfectants and antibiotics are events that disturb the quality of food produced in
agroindustries. This study aimed to verify the biofilm formation capacity and the resistance
profile to commercial disinfectants and antimicrobials of two strains of Klebsiella sp. and a
strain of coagulase-negative Staphylococcus (SCN) isolated from meat sausage agroindustries
equipment. For biofilm evaluation, was used the dilution technique in microplates and for the
determination of the resistance profile, the disk diffusion technique in agar gel was performed.
The bacteria Klebsiella sp. (2) and SCN showed strong biofilm formation, in contrast, the strain
Klebsiella sp. (1) demonstrated low biofilm formation. Both strains of Klebsiella sp. showed
resistance to ampicillin and clindamycin, and the SCN strain was resistant to tetracycline. All
bacteria were resistant to alcohol gel, and only the SCN showed sensitivity to liquid alcohol.
As for iodine, the sensitivity of bacteria was low for Klebsiella sp. (1) and SCN, and absent for
Klebsiella sp. (2). Statistically, ciprofloxacin, chlorhexidine and sodium hypochlorite showed
better effectiveness. Biofilm-forming bacteria resistant to hygiene are normally present in the
agro-industrial sector, so it is important to emphasize the need to improve correct procedures
for personal and environmental hygiene, in order to reduce cross-contamination and highlight
the conscious use of antibiotics and disinfectants available on the market, with the aim of

reducing bacterial resistance.

Keywords: antibacterial; spectrophotometer; sanitizers.
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1INTRODUCAO

A determinacao de Procedimentos Padronizados de Higienizacao Operacional (PPHO)
adequados sdo medidas essenciais para todas as agroindustrias de alimentos. Estes
procedimentos visam eliminar residuos organicos € microrganismos oriundos da linha de
producao, para que nao se depositem na superficie dos maquinarios e favoreca a formagao de
biofilmes, o que consequentemente, contribuiria para a contaminag¢do microbiologica dos
produtos, interferindo diretamente na qualidade e seguridade do que ¢ oferecido ao consumidor
(FABIANO; AGUERA; PRADO, 2020; SALES, 2020; SILVA et al, 2020; COELHO;
MOURA; ANDRADE, 2021).

Um programa inadequado de higieniza¢do de equipamentos, o uso de concentracio
subletal de desinfetantes e o tipo do material dos maquinarios resultam em acimulo de residuos
organicos na maquinaria industrial. Os microrganismos que naturalmente estdo nos alimentos
processados podem aderir em superficies bidticas e abidticas formando microcoldnias
(BRASAO, 2017; KIM et al., 2018; ROY et al., 2018). Estas microcolonias produzem e
depositam polissacarideos, que associados a matéria organica, constituem uma matriz
extracelular de protegdo. Esta estrutura € mais resistente a higienizacao e ao uso dos sanitizantes
quando comparado ao microrganismo de forma isolada (BRASAQ, 2017; KIM et al., 2018;
ROY et al., 2018).

Bactérias como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella
Typhimurium e Listeria monocytogenes apresentam capacidade de formagao de biofilme, sendo
que a quantidade de biomassa que cada conjunto de microcoldnias produz depende diretamente
do material dos equipamentos (COSTA et al., 2016).

Ademais, sanitizantes que sdo utilizados comumente na rotina tém demonstrado baixa
eficiéncia biocida. Testes realizados com S. aureus demonstraram resisténcia a aplicacdo de
alcool liquido 70% em superficies contaminadas, e com relagdo a Escherichia coli, os élcoois
32° e 46° GL nao apresentaram nenhum efeito bactericida (VOLKART; SPAGIARI; BIZANI,
2017).
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Apesar da acao dos antibidticos e dos desinfetantes serem distintas, estudos indicam que
o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a ambos os principios ativos aumentou
consideravelmente, o que ¢ justificado em parte pela formagdo do biofilme que oferece aos
microrganismos uma resisténcia maior do que teriam isoladamente (DEL POZO, 2018; KIM et
al., 2018; ROY et al., 2018). Somado a isto, a resisténcia a antibidticos emerge ameagando
tanto a populagdo humana quanto animal, dificultando o tratamento da casuistica de doengas
infecciosas (SANCHEZ-GARCIA et al., 2019; GARCIA-BETANCUR et al., 2021; MOJICA
etal.,2022).

Deve se acrescentar também que, estudos apontam que alguns microrganismos que
desenvolvem mecanismos de resisténcia a desinfetantes demonstram serem menos susceptiveis
a determinados antibioticos, como a Salmonella spp. € Pseudomonas aeruginosa, fato
justificado pela utilizagdo de concentragdes de sanitizantes abaixo do indicado (KIM et al.,
2018; MACIEL; MACHADO; AVANCINI, 2019; BERGAMO et al., 2020).

Deste modo, considerando a importincia das medidas de higienizagdo dos
estabelecimentos e sua influéncia sobre a formagdo de biofilme, o crescente aumento da
resisténcia aos biocidas ambientais e antimicrobianos utilizados comumente, € a importancia
de conhecer as estirpes bacterianas e seu comportamento com relacdo a formagdo de
comunidades bioldgicas estruturadas, este trabalho teve por objetivo verificar a capacidade de
formagdo de biofilme e o perfil de resisténcia, a desinfetantes comerciais € a antimicrobianos,

de bactérias que foram isoladas em equipamentos de uma agroindustria de embutidos carneos.
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2 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado nos laboratérios de Microbiologia da Universidade Federal
da Fronteira Sul - Campus Realeza. As bactérias utilizadas foram isoladas de um equipamento
de corte de uma agroindustria de embutido carneo. Amostras coletadas por esfregaco de suabe
estéril umedecido em solucdo salina 0,9% (transportados em tubos de ensaio com 5 ml da
mesma solucdo) foram obtidas de um experimento anterior. Estas amostras foram semeadas em
agar Salmonella Shigella, Sal Manitol, Eosina azul de metileno (EMB) e MacConkey. Foram
avaliados os comportamentos da atividade bioquimica em agar Triplo Actcar Ferro (TSI), Indol
Sulfeto Motilidade (SIM), Lisina Ferro (LIA), citrato, caldo ureia além de coloracdo de Gram,

catalase e coagulase para a identificacdo das bactérias.

2.1 PREPARACAO DOS INOCULOS E PADRONIZACAO

Colonias de cada bactéria foram repassadas para tubos de ensaio com 10 ml de caldo
Brain Heart Infusion (BHI) e mantidas a 37°C/24 horas. Depois, em tubos de ensaio contendo
10 ml de caldo Triptona soja (TSB) estéril enriquecido com 1% de glicose foram adicionados
800 uL do indculo e submetidos a leitura no espectrofotdmetro, em comprimento de onda de
625 nanometros (nm). A concentracao foi ajustada até que se obtivesse uma turvagdo com 0,8
a 1,3 angstrons (densidade aproximada de 1 a 2.10% UFC/ml). Utilizou-se um tubo de TSB

estéril enriquecido com 1% de glicose como controle (branco).

2.2 FORMACAO DE BIOFILME

A avaliagdo da formagdo de biofilme foi baseada na metodologia utilizada por
Stepanovic et al. (2004) com pequenas modificacdes. Foi utilizado duas microplacas em fundo
U, sendo que para cada bactéria e controle negativo dedicou-se duas fileiras completas (24
micropogos).

As fileiras impares foram preenchidas com 200 pL de inéculo, e para o controle negativo
depositou-se 200 puL de caldo TSB enriquecido com glicose 1% estéril. As microplacas foram
envolvidas em plastico-filme e incubadas a 37° C/48h. Apos este periodo, cada micropogo foi

lavado 3 vezes com 200 pL de solucdo salina 0,9% e mantido em estufa até secar.
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Posteriormente foram depositados 200 uL. de metanol (REATEC) por 15 minutos em cada
micropogo. Apds este periodo o fixador foi removido e as placas retornaram para a estufa onde
permaneceram até secar. Em seguida, adicionou em cada micropogo 200 pL de violeta Giemsa
a 1% (Laborclin) por 10 minutos. Logo depois os micropocos foram lavados trés vezes com
solugdo salina 0,9%. Cada micropoco foi entdo ressuspenso utilizando 200 pL acido acético
glacial (Exodo cientifica) a 30%.

As microplacas foram submetidas a leitura espectrofotométrica (ELISA) em
absorbancia de 625 nm. Foram calculadas as médias de densidade optica dos doze micropogos
destinados a cada uma das bactérias.

Utilizou-se a metodologia descrita por Stepanovic et al. (2004) para classificar a
formagao de biofilme, com base nas categorias a seguir:

DOb < DOc = Auséncia da formagao de biofilme

DOc <DOb < (2x DOc) = Fraca formagao de biofilme

(2x DOc) < DOBb < (4x DOc) = Moderada formagao de biofilme

(4x DOc) < DOb = Forte formagao de biofilme

Sendo que, DOD refere-se a densidade Optica obtida para as bactérias e DOc a densidade

oOptica obtida pelo controle negativo.

2.3 SENSIBILIDADE A DESINFETANTES E A ANTIBIOTICOS

Para a avaliagdo da sensibilidade aos desinfetantes foram utilizadas as formulagdes
comerciais: Alcool liquido 70 INPM (Araucaria®), alcool em gel 65 INPM (Cocamar®),
hipoclorito de sddio puro na concentragdo de 2,0-2,5% p/p (YPE®), clorexidine 2% e iodo 1%
(Rodeine®).

Os antibidticos testados foram Clindamicina 2pg (Cod. 640104 Laborclin), Ampicilina
10pg (C6d.640606 Laborclin), Gentamicina 10ug (C6d.640613 Laborclin), Ciprofloxacin Spug
(Cod. 640100 Laborclin) Sulfazotrim 25ug (Cod. 640619 Laborclin) e Tetraciclina 30pg (Cod.
640621 Laborclin).

Os testes foram realizados em triplicata, ou seja, trés discos de papel filtro estéril para

cada desinfetante e trés discos de cada antibidtico.
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Com base nas normas metodolégicas estipuladas pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute manual (CLSI, 2003) e na metodologia de Bandeira et al. (2019),
realizaram-se os testes de disco difusdo (Kirby-bauer).

Para cada bactéria, foram preparadas 11 placas de petri preenchidas com 25 ml de agar
Mueller-Hinton, nas quais foram semeados os inoculos padronizados, com auxilio de suabe
estéril. Posteriormente foram depositados os discos de papel filtro estéreis, preenchidos com 20
uL de desinfetante comercial e os discos dos antibioticos. Em seguida as placas foram
incubadas a 37° C/24h. Apos este periodo, com a utilizagdo de lupa e régua simples, os halos
formados em cada placa foram mensurados.

Seguindo a metodologia descrita por Soares et al. (2016) foi realizada a avaliagdo da
sensibilidade para os desinfetantes comerciais baseada no diametro do halo inibitdrio seguindo
as seguintes categorias:

Sensibilidade ausente = para didmetros < 8 mm.

Baixa sensibilidade = didmetros entre 9 — 14 mm.

Moderadamente sensivel = diametros entre 15 — 19 mm.

Alta sensibilidade = didmetros > 20 mm.

Os halos inibitérios obtidos para os antibidticos foram analisados de acordo com o
proposto pela tabela de pontos de corte clinico do BrCAST (2021) para cada bactéria de acordo
com cada antimicrobiano testado. Foram utilizados como base de comparacao os valores
estipulados para a ordem Enterobacterales e género Staphylococcus spp. A classificagdo foi
realizada baseada em 3 categorias: alta sensibilidade, sensibilidade moderada (necessita de
aumento de dose) e auséncia de sensibilidade.

Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do método de Scott Knott em nivel
de seguranca de 5% através do software SISVAR. Este teste busca agrupar as médias, de modo
que fiquem livres de ambiguidade de resultados (BHERING et al., 2008). As bactérias foram
consideradas como “Fonte da variagdo” e os halos obtidos para os antibidticos e desinfetantes
como “varidveis”. A significancia estatistica foi considerada quando o p-valor (Pr > Fc)

apresentou-se menor que 0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise dos comportamentos e atividades bioquimicas permitiram identificar uma
cepa de Staphylococcus sp. coagulase negativo (SCN) e duas cepas de Klebsiella sp.

Para a classificacdo da capacidade de formacgdo de biofilme realizou-se a média das
densidades Opticas obtidas dos 24 micropogos destinados a cada bactéria.

O SCN apresentou forte formagao de biofilme quando comparadas a densidade Optica
do controle negativo. Este resultado coincide com os achados de Israel ez al. (2018), Leite et al.
(2019) e Chagas et al. (2020), que também verificaram a formacdo de biofilme de diferentes
espécies deste género.

As duas cepas de Klebsiella sp., demonstraram respectivamente, fraca e forte
capacidade de formagdo de biofilme, resultado que demonstra a diferenga entre ambas as cepas,
apesar de serem do mesmo género.

Freitas (2019) utilizando 40 isolados clinicos de K. pneumoniae buscou estudar a
capacidade de formacao de biofilme associado a identificacdo de genes de resisténcia de todos
os isolados, e concluiu que a presenga ou auséncia de determinados genes influenciam na
resposta de formacdo de biofilme apesar de serem da mesma espécie.

Silva (2019), também estudando isolados de K. pneumoniae e K. oxytoca obtidas das
maos de profissionais da saude, verificaram variagdes quanto a capacidade de formagdo de
biofilme deste género.

Sendo assim, torna-se provavel que a divergéncia entre a capacidade de formar biofilme
entre as cepas de Klebsiella sp. isoladas neste estudo esteja relacionada a espécie e/ou as
enzimas de resisténcia que as mesmas apresentam. Além disso, deve-se considerar que a
formagdo de biofilme ndo esta relacionada somente com a estrutura fenotipica celular, mas
também com a supressdo ou estimulo de fatores genéticos dependentes das condigdes
ambientais (BERGAMO et al., 2020).

A formacao de biofilmes em equipamentos agroindustriais permite que as bactérias
afetem os produtos alimenticios produzidos e promovam sua deterioragdo, o que contribui para
o desenvolvimento de intoxicagdes alimentares aos consumidores, além de favorecerem a
transmissdo de genes de resisténcia a antibidticos, isso porque estes aglomerados de
microrganismos apresentam maior resisténcia quando comparados a forma isolada dos
patogenos (DEL POZO, 2018; DUMARU; BARAL; SHRESTHA, 2019; ROY et al., 2018;
VERISSIMO; SOUZA; RISTOW, 2021).
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Os SCN, além de formadores de biofilme, sdo patdégenos que albergam uma variedade
de genes de resisténcia, incluindo os de resisténcia a meticilina, o que compromete o tratamento
de individuos infectados por estas bactérias (SANTOS, 2018; GARCIA et al., 2019). Ja com
relagdo ao género Klebsiella sp., estudos indicam que este patdogeno esta entre as principais
enterobactérias causadoras de infecc¢ao relacionadas a assisténcia a saude (ALVIM; COUTO;
GAZZINELLI, 2019).

Em relacdo a sensibilidade dos microrganismos de acordo com os antibioticos testados,
os resultados obtidos constam na Tabela 1. As duas cepas de Klebsiella sp. foram identificadas
separadamente como (1) e (2), isso porque os resultados obtidos para ambos os testes (biofilme
e sensibilidade a desinfetantes e antibidticos) indicaram diferengas significativas entre os

isolados.

Tabela 1- Médias e desvio padrao (D) dos halos inibitérios (mm) obtidos para os

antimicrobianos (ANTB) e classificacdo quanto a sensibilidade (SS).

Klebsiella sp. (1) Klebsiella sp. (2) SCN
ANTB Média D SS Média D SS Média D SS

Ciprofloxacino 37,30 0,50 Alta 3440 0,62 Alta 30,70 2,39 Moderada
Gentamicina 23,47 0,29 Alta 19,40 043 Alta 22,80 0,54 Alta

Tetraciclina 29,63 0,69 Alta 25,07 0,54 Alta 8,77 0,09 Ausente
Sulfazotrim 26,17 1,15 Alta 15,33 1,18 Alta 24,40 1,07 Alta
Ampicilina 6,80 0,54 Ausente 0,00 0,00 Ausente 18,87 0,62 Alta

Clindamicina 0,00 0,00 Ausente 0,00 0,00 Ausente 23,77 0,33 Alta

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Nota-se que dentre os antibidticos testados, a clindamicina e a ampicilina nao
apresentaram sensibilidade para as duas cepas de Klebsiella sp. de acordo com os pontos de
corte estabelecidos para Enterobacteriales (BrCAST, 2021). Sousa et al. (2019), utilizando
isolados de K. Pneumoniae de animais silvestres e domésticos concluiram que 94%
apresentaram resisténcia a ampicilina, o que corrobora com os resultados encontrados neste
trabalho. Esta resisténcia ¢ justificada pela produgao de enzimas hidroliticas responsaveis pela
inativacao do principio ativo ao qual compde o grupo dos f-lactdmicos (ZHANG et al., 2018;
MOBASSERI et al., 2019; RARO et al., 2020).

Valores comparativos de perfis de resisténcia de Klebsiella sp. em relacdo a

clindamicina ndo foram encontrados. Provavelmente, esta escassez de informagdes ¢ justificada
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pelo fato de que o grupo das lincosamidas nao esta incluido no arsenal terapéutico utilizado
para o combate de gram negativos, o que também comprova a ineficacia deste antibidtico
(TAVARES, 2014; DUARTE et al., 2019).

A gentamicina, ciprofloxacino e sulfazotrim apresentaram eficiente efeito de
sensibilidade sobre as cepas de Klebsiella sp., o que esta em consonancia ao que foi
demonstrado por Gongalves et al. (2021), que encontraram para tais antibidticos valores de
sensibilidade de respectivamente de 56%, 56% e 33% em relagdo a isolados de Klebsiella
pneumoniae. Isto sugere que, a depender das caracteristicas genéticas e fenotipicas, estes
antibioticos podem ser eficazes.

Em relagdo a cepa de SCN, a sensibilidade para tetraciclina e ciprofloxacino foram
respectivamente ausente ¢ moderada. Santana ef al. (2022) determinaram o perfil de resisténcia
a antibioticos de SCN recuperados de jabutis, ao qual foi identificada para tetraciclina uma
frequéncia de 29,1% de resisténcia, e para ciprofloxacino 100% de sensibilidade frente as
estirpes.

Apesar da classificacdo quanto a sensibilidade ter sido moderada de acordo o BrCAST
(2021), o diametro do halo de inibigao para ciprofloxacino foi consideravelmente eficaz (Tabela
1), constituindo um panorama satisfatorio contra estas bactérias. Ja no que se refere aos efeitos
da tetraciclina, o estudo citado salienta a ineficacia deste antibidtico no tocante as bactérias
SCN.

Mutagdes especificas nos sitios de ligacdo alvo dos antibidticos impedem a unido do
principio ativo ao ribossomo, além disso ha a capacidade de extrusdo bacteriana através de
bomba de efluxo das drogas. Estes sdao alguns dos mecanismos que promovem a resisténcia ao
ciprofloxacino e a tetraciclina, além do fato de serem drogas amplamente utilizadas, o que
favorece diretamente mutagdes e resisténcia antimicrobiana (TAVARES, 2014; GASTELO
ACOSTA; MAGUINA VARGAS, 2020).

A estirpe de SCN estudada neste trabalho apresentou-se altamente sensivel a
lincosamidas e beta-lactamicos. Este achado se contrapde ao encontrado por Bolzan (2020),
que ao estudar os microrganismos relacionados a infeccdo sanguinea, definiu um perfil de
resisténcia solido para uma variedade de cepas de Staphylococcus spp. isoladas de
hemoculturas, quanto ao uso de ampicilina e clindamicina. Por sua vez, Pedroso (2018)

estudando os fatores de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos de SCN isolados de hospitais,
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verificou uma frequéncia de resisténcia de 100% e 61,5-91% para benzilpenicilina e
clindamicina respectivamente, instituindo um aumento do niimero de linhagens resistentes.

Os estudos de Pedroso (2018) e Bolzan (2020) sdo indicativos do potencial mutagénico
do SCN, e dessa forma, a somatoria de tais evidéncias acrescidas aos resultados demonstrados
na Tabela 1 podem indicar que a cepa de SCN isolada no setor agroindustrial de produtos
carneos apresenta potencial de multirresisténcia. Para confirmar isto, ¢ necessario ampliar o
espectro de antibidticos testados.

A utilizagdo abusiva destes diferentes antimicrobianos para o tratamento de humanos e
animais associado ao descarte inadequado no meio ambiente sdo fatores que desafiam a
sobrevivéncia bacteriana e influenciam no desenvolvimento da resisténcia em diferentes graus
(SANCHEZ-GARCIA et al., 2019; SOUSA et al., 2019; GARCIA-BETANCUR et al., 2021).

Bactérias do género Klebsiella spp. sdo patdgenos oportunistas € comensais do trato
respiratdrio e gastrointestinal, que principalmente em imunocomprometidos pode ocasionar um
quadro de infec¢do e bacteremia (WANG et al., 2020; WYRES; LAM; HOLT, 2020). Os SCN
sdo microrganismos comensais de pele e responsaveis por infecgdes de dificultoso combate na
rotina clinica (GARCIA et al., 2019).

Um ponto em comum entre estes dois tipos de bactérias é que ambas desenvolveram
mecanismos de resisténcia a um ou mais antibioticos, como por exemplo, o grupo de bactérias
denominado K. pneumoniae multirresistentes. Desse modo, salienta-se que a presenga destas
cepas na linha de producao de produtos carneos, remete a importancia da sanidade e controle
de qualidade alimenticia para que seja evitado danos a saude publica.

Em relagdo a sensibilidade dos microrganismos de acordo com os desinfetantes testados,

os resultados obtidos constam na Tabela 2.

Tabela 2 - Médias e desvio padrao (D) dos halos inibitérios (mm) obtidos para os desinfetantes e

classificagdo quanto a sensibilidade (SS).

Klebsiella sp. (1) Klebsiella sp. (2) SCN

Desinfetante Média DP SS Média DP SS Média DP SS

Alcool liquido 240 3,39 Ausente 7,93 0,46  Ausente 9,33 0,82 Baixa
Alcool em gel 0,00 0,00 Ausente 0,00 0,00  Ausente 0,00 0,00 Ausente
Todo 9,46 1,48 Baixa 7,90 0,14  Ausente 11,03 0,12 Baixa
Clorexidine 18,43 0,34 Moderada 17,03 0,34 Moderada 25,20 2,60 Alta
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Hipoclorito 27,30 1,69 Alta 31,20 0,09 Alta 22,30 0,12 Alta

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

No que diz respeito aos desinfetantes comerciais, percebe-se que para o dlcool em gel
houve total ineficiéncia para com as trés cepas de bactérias testadas. A forma fisica de
apresentacao do alcool em gel teoricamente retardaria a evaporagao, € somado a sua hidratagao
(°INPM) elevaria o tempo de exposi¢ao dos microrganismos ao principio ativo e facilitaria a
entrada celular (VOLKART; SPAGIARI; BIZANI, 2017; TOIGO et al., 2020).

No entanto, Toigo et al. (2020) determinaram baixa efetividade do dlcool em gel
hidratado frente as enterobactérias. A constatacdo desta auséncia de sensibilidade das
enterobactérias pode ser justificada pela parede celular reduzida, o que diminui a taxa de
absor¢ao do alcool. Além disso, a formulac¢do de 65 °INPM utilizada neste trabalho, contribui
para reduzir a permeabilidade do principio ativo através da membrana, devido a formulacao
desidratada (VOLKART; SPAGIARI; BIZANI, 2017; TOIGO et al., 2020).

Faria (2020) buscou avaliar a presenca de bactérias nas maos de profissionais de saude
apods higienizagdo com alcool em gel, e como resultado obteve que a maioria dos isolados
bacterianos apresentava SCN seguido por Klebsiella pneumoniae. Estes achados, apesar de
também dependerem das técnicas de higienizagdo pessoal, demonstram a possibilidade de
resisténcia bacteriana, fato em concordancia ao demonstrado por este estudo.

Por fim, considerando a apresentagdo fisica do dlcool em gel, ¢ importante também nao
descartar falhas analiticas intrinsecas como o coeficiente de solubilidade no meio de cultura e
no disco de papel que poderiam diminuir o alcance de concentragdes letais do principio ativo
sobre 0s microrganismos.

Referente a resposta de sensibilidade dos microrganismos ao alcool liquido, esta
demonstrado que ambas as cepas de Klebsiella sp. foram 100% resistentes ao efeito do
desinfetante, e que o SCN apresentou baixa sensibilidade ao mesmo. Em consonéncia a estes
resultados, Soares (2018) avaliando a contamina¢ao microbiologica de superficies hospitalares
apos higienizagdo com alcool liquido 70 °INPM, identificou a presenga de bactérias do género
Klebsiella sp. e Staphylococcus sp. E possivel que a auséncia de sensibilidade seja justificada
pela acelerada capacidade de evaporagao que o alcool liquido possui em detrimento da sua
forma em gel (ARAUJO; MELO; FORTUNA, 2019). No entanto, para ambas apresentacdes
fisicas ndo houve efeitos significativos, o que possivelmente indica o desenvolvimento de

mecanismos de resisténcia por parte dos microrganismos.
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De acordo com este estudo, o clorexidine 2% apresentou efeitos moderados quanto a
sensibilidade para as bactérias do género Klebsiella sp., em contrapartida, para SCN, este
mesmo desinfetante apresentou alta sensibilidade. Além disso, o hipoclorito de sodio
manifestou melhor performance de sensibilidade para as trés cepas estudadas.

Bleriot et al. (2020), analisando cepas de Klebsiella pneumoniae ¢ seu perfil de
sensibilidade ao clorexidine, determinaram niveis de adaptacao molecular destes patdogenos
frente a este desinfetante, além de associarem este evento ao desenvolvimento de resisténcia a
antibioticos como a colistina.

Desse modo, ¢ possivel que em um futuro préximo, as cepas de Klebsiella sp. que foram
isoladas da agroindustria em questdo, passem a se adaptar e serem mais resistentes a utilizagao
de clorexidine como ferramenta de higienizagao.

Por sua vez, Santos et al. (2018) avaliando a efic4cia de desinfetantes utilizados no pré-
dipping contra Staphylococcus spp. em tempos especificos, chegaram a conclusdo de que o
clorexidine 2% e o hipoclorito de s6dio 2% sao os desinfetantes de eleicdo em relagdo a este
género de bactérias, desfecho também encontrado no presente trabalho.

Em relacdo ao iodo 1%, este apresentou efeitos inferiores ao clorexidine, sendo
classificado como efeito de sensibilidade baixo a ausente para as trés bactérias. Silva et al.
(2021) apresentaram resultados divergentes ao estudar a sensibilidade de SCN isolados do leite
de vacas a variadas concentragdes de iodo. O autor conclui que a concentracao de 1% ¢ efetiva
para o combate destes microrganismos. Estes resultados conflitantes podem ser justificados
pela diferenga da espécie de SCN estudada, o ambiente em que foram obtidas, os métodos de
aplicacdo dos desinfetantes nos locais onde foram resgatadas tais bactérias, diferengas
intrinsecas dos testes analiticos realizados em cada trabalho, ou ainda o surgimento de um
processo de resisténcia espontaneo.

Chen et al. (2020), estudando o perfil genético e de resisténcia de enterobactérias
resistentes a carbapenem contra desinfetantes de uso clinico comum, identificaram que a
presenca de genes de resisténcia em determinadas estirpes de Klebsiella pneumoniae
estreitaram a susceptibilidade ao iodo 0,1%. Estes achados refor¢am os resultados encontrados
para as cepas de Klebsiella sp. em relagao ao iodo 1%, que apesar de uma concentragdo maior
do que a utilizada por Chen et al. (2020) ainda foi insuficiente para haver sensibilidade.

E importante salientar que, a resisténcia a desinfetantes e a consequente adaptagdo dos

microrganismos a estes tem sido associada a diminui¢do da susceptibilidade aos antibidticos
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(MACIEL; MACHADO; AVANCINI, 2019; BLERIOT et al., 2020). Desse modo, ha a
possibilidade de que o uso inadequado de desinfetantes comerciais nas agroindustrias fomente
mutagdes genéticas responsdveis pela resisténcia a antimicrobianos, favorecendo o
desenvolvimento de bactérias multirresistentes que perturbam a satide publica.

Com relacdo a andlise estatistica, para cada varidvel houve significancia estatistica
referente as fontes de variagdo (Pr > FC menor que 0,05%), o que permitiu o agrupamento dos
microrganismos de acordo com a efetividade do tratamento (Figuras 1 e 2), que por sua vez

determina os melhores e piores tratamentos para cada bactéria de acordo a relevancia estatistica.

Figura 1- Agrupamento de tratamentos com antibioticos de acordo com a significancia

estatistica conforme o teste analitico de Scott Knott.

K(1) K(2)
A6: CIPRO A1: CLI A5: CIPRO
A2:AMP A4.TTC

1

Ad: SULFA A3:GEN A3GEN A2: SULFA

SCN

A4: CIPRO A1:TTC

A2:AMP

A3:GEN + SULFA + CLIN

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Nota: Os agrupamentos de tratamentos variam de Al a A6, sendo do menos ao mais efetivo respectivamente.
Legenda: CIPRO= Ciprofloxacino; AMP= Ampicilina; GEN= Gentamicina; SULFA= Sulfazotrim; TTC=
Tetraciclina; CLI= Clindamicina; SCN= Staphylococcus coagulase negativo; K (1) = Klebsiella sp. (1); K (2) =
Klebsiella sp. (2).

Os graficos acima ilustram os agrupamentos de tratamentos, sendo que os grupos
variaram de Al a A6. Grupos com valores maiores, como A6, representam o tratamento de
melhor efetividade, em contrapartida, conforme essa numeragdao decresce, tem-se 0s

agrupamentos de tratamentos que foram estatisticamente menos efetivos.
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Para Klebsiella sp. (1) todos os antibidticos apresentaram efeitos de sensibilidade
distintos quanto ao halo inibitdrio. Ja com relagdo a Klebsiella sp. (2) os tratamentos com
ampicilina e clindamicina ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas e ambos
foram classificados no agrupamento de menor taxa de sensibilidade (A1l).

Por fim, para a cepa de SCN os valores de halos inibitorios obtidos para gentamicina,
sulfazotrim e clindamicina também ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, todavia
todos foram relativamente eficientes por estarem inclusos no agrupamento A3 (sensibilidade
moderada), além disso, a tetraciclina foi classificada estatisticamente no agrupamento Al,
caracterizando sua ineficacia contra este microrganismo. Estatisticamente, o antibidtico com

maior eficacia para as trés cepas de bactéria, foi o ciprofloxacino.

Figura 2- Agrupamento de tratamentos com desinfetantes de acordo com a significancia

estatistica conforme o teste analitico de Scott Knott.

K(1) K(2)

A4: HCT A1: AG

Al: AL+ AG

A2:10DO + AL

A2:10D0
SCN

Al: AG
20,0%

A2:10DO + AL
40,0%

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Nota: Os agrupamentos de tratamentos variam de Al a A4, do menos ao mais efetivo respectivamente.
Legenda: AL= Alcool liquido; AG= Alcool gel; CLX= Clorexidine; HCT= Hipoclorito; SCN= Staphylococcus
coagulase negativo; K (1) = Klebsiella sp. (1); K (2) = Klebsiella sp. (2).

Para os desinfetantes foi possivel realizar quatro agrupamentos (Al, A2, A3 e A4) de
acordo a Figura 2. Para Klebsiella sp. (1) o alcool em gel e liquido foram ineficazes, e dessa

forma, ambos compdem o agrupamento Al que se refere aos tratamentos com menor eficacia.
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Para Klebsiella sp. (2) e SCN, o iodo e o alcool liquido estatisticamente apresentam
efeitos semelhantes para estes microrganismos, e deste modo, compdem o grupo A2
(sensibilidade baixa a ausente).

Para as duas cepas de Klebsiella sp., estatisticamente, o hipoclorito de s6dio foi o mais
eficiente, seguido do clorexidine. Em contrapartida, para SCN o desinfetante mais eficaz

estatisticamente foi o clorexidine seguido do hipoclorito de sddio.
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CONCLUSAO

Com este estudo foi possivel estabelecer que o ciprofloxacino foi o antibidtico que
apresentou maior efetividade, e que o clorexidine e o hipoclorito de sdédio sao as melhores
escolhas para higienizagdo de equipamento nesta industria de produtos carneos.

Desinfetantes de uso comum como alcool em gel, dlcool liquido e iodo comumente
utilizados em diferentes ambientes, inclusive na industria de alimentos, apresentaram
ineficiéncia perante bactérias pesquisadas. Adicionado a isto, tais microrganismos apresentam
resisténcia variada a antibidticos utilizados comumente em tratamentos clinicos.

O conhecimento da capacidade de formagdo de biofilme pelas bactérias comumente
presentes na linha de producao permite que seja definido pela agroindustria medidas que evitem
este problema, o que ¢ mais vantajoso, j& que o combate a estas microcolonias torna-se
dificultoso a medida que se estabelecem. Além disso, combater preventivamente a formacao de
biofilme também evita mutagdes genéticas que favorecem o desenvolvimento da resisténcia a
antibidticos e desinfetantes.

Sendo assim, para uma melhor performance industrial, recomenda-se que seja
implementado e/ou aprimorado os procedimentos padrao de higiene operacional (PPHO), com
énfase na higiene pessoal dos colaboradores através de cursos profissionalizantes, € que seja
reavaliado a metodologia de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e seus

respectivos métodos de monitoramento, com base no que foi evidenciado por este estudo.
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