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RESUMO - O hipoclorito de s6dio é um sanitizante empregado frrequentemente em inddstrias de
alimentos e servigos de alimentagdo. Acinetobacter sp., além de ser conhecido como importante
patégeno clinico, tém sido isolado de diversos alimentos, carreando muitas vezes resisténcia a
antibidticos. Este trabalho teve por objetivo avaliar a tolerancia ao hipoclorito de sédio por isolados de
Acinetobacter sp. oriundos de lacteos e de saladas prontas para consumo. Somente um dos 22 isolados
testados foi sensivel a concentragdo de hipoclorito recomendada pela legislacdo vigente para
sanitizacdo. Isolados oriundos de saladas foram mais tolerantes ao sanitizante do que aqueles isolados
de lacteos. A influéncia da matéria organica na acdo do hipoclorito variou de acordo com a origem dos
isolados. Os resultados sugerem gue o hipoclorito, nas concentragcdes recomendadas,pode ndo ser tdo
eficiente contra Acinetobacter sp., e que fatores como a producéo de biofilme, que contribuem para
esses altos niveis de tolerancia, necessitam ser estudados.

ABSTRACT - Sodium hypochlorite is a sanitizer used frequently in the food industries and food
service. Acinetobacter sp., in addition to being known as an important clinical pathogen, has been
isolated from several types of food, often carrying antibiotic resistance. This work aimed to evaluate
the tolerance to sodium hypochlorite by isolates of Acinetobacter sp. from dairy products and salads
ready for consumption. Only one of the 22 isolates tested was sensitive to the concentration of
hypochlorite recommended by current legislation for sanitation. Isolates from salads were more
tolerant to the sanitizer than those from dairy products. The influence of organic matter on the action
of the hypochlorite varied according to the origin of the isolates. The results suggest that hypochlorite,
at the recommended concentrations, may not be as efficient against Acinetobacter sp., and that factors
such as biofilm production, which contribute to these high levels of tolerance, need to be studied.

PALAVRAS-CHAVE: hipoclorito de sdédio, Acinetobacter sp., tolerancia, saladas prontas para
consumo, leite de cabra cru.

KEYWORDS: sodium hypochlorite, Acinetobacter sp., tolerance, salads ready for consumption, raw
goat milk.

1. INTRODUCAO

REALIZACAO ORGANIZACAO drm @

éCTA RS
S = www.officeeventos.com.br


janaina.nascimento@ifrj.edu.br
mailto:gustavoanciens@gmail.com

0» ON LINE

7° Simpésio de
27 A 29 bE OUTUBRO DE 2020 Seguranca Alimentar

Inovacéo com sustentabilidade

Acinetobacter spp. é comumente associado a infec¢des adquiridas em ambientes hospitalares,
e acometem principalmente, o trato intestinal, a pele e a corrente sanguinea (Gordon e Wareham,
2010). Em grande parte dessas infec¢bes, ha o envolvimento de A. baumannii, espécie que tem
representado uma grande preocupacdo ao longo dos anos devido a seus mecanismos de resisténcia a
diversos tipos de antibioticos, a sua patogenicidade e sua capacidade de sobrevivéncia em ambientes
secos e com pouca disponibilidade de nutrientes (Almasaudi, 2018).

Os alimentos sdo considerados grandes vetores de contaminagdo por bactérias Gram negativas
como Escherichia coli e Salmonella sp. Atualmente, vérios estudos tém relatado a incidéncia de
Acinetobacter sp. resistentes a antibidticos em alimentos como vegetais (macas, mel@es, alfaces) e
produtos de origem animal (leite e derivados, frango, carne bovina). Alimentos oferecidos em
hospitais a pacientes internados também podem ser potenciais fontes de contaminacdo por
Acinetobacter spp. (Dhougari et al., 2011; Aradjo et al., 2015; Carvalheira et al., 2017a; Carvalheira et
al., 2017b).

Uma das atividades mais desafiadoras na produgdo, processamento ou distribuicdo de
qualquer alimento é a garantia das condic¢des sanitarias, uma vez que boa parte dos alimentos possui
alta disponibilidade de nutrientes, o que favorece o crescimento microbiano (Cleto et al., 2012). A
auséncia ou a ineficacia da sanitizacdo das superficies de preparo e até dos proprios alimentos, como
no caso de saladas, pode levar a disseminacdo de bactérias que quando ingeridas podem acarretar em
doencas, especialmente, em pacientes imunocomprometidos.

Vale ressaltar que mesmo 0 emprego correto de sanitizantes conforme preoconizado pelas
legislacGes vigentes ndo garante a eliminagdo completa de bactérias patogénicas. Atualmente, muitas
estirpes apresentam grande tolerdncia a diferentes agentes sanitizantes, da mesma forma que
apresentam resisténcia a antibidticos (Capita et al., 2019).

Este trabalho visa investigar a tolerancia ao hipoclorito de sédio, um dos agentes sanitizantes
mais utilizados, por isolados de Acinetobacter sp., resistentes e ndo-resistentes a antibiéticos, oriundos
de produtos lacteos (leite de cabra cru e queijos) e de saladas prontas para consumo, de modo a
determinar sua eficacia contra esse patdgeno.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados Bacterianos

Os isolados de Acinetobacter sp. utilizados neste trabalho sdo exibidos na Tabela 1 e foram
identificados por espectrometria de massas (MALDI-TOF). Os isolados sdo oriundos de produtos
lacteos e de saladas prontas para consumo, provenientes de estudos anteriores realizados no Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ) e na Universidade Federal
Fluminense (UFF).

Os isolados foram ativados a partir do estoque a -20 °C em caldo triptona de soja com glicerol
a 40% por meio de inoculagdo em placas de &gar triptona de soja, que foram incubadas, entéo, a 37°C
por 18 a 24h.

Tabela 1: Isolados de Acinetobacter sp. utilizados para avaliagdo de tolerancia a hipoclorito de sédio
Caracteristicas

Isolados Identificacéo Origem/ Fonte

relevantes
405 Acinetobacter bereziniae KPC+, ESBL+
1701 Acinetobacter guillauiae KPC+, ESBL+ Leite de cabra cru (Ramos e
1708 Acinetobacter guillauiae KPC+, ESBL+ Nascimento, 2019)
1715 Acinetobacter guillauiae KPC+, ESBL+ '
1716 Acinetobacter guillauiae KPC+, ESBL+
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1717 Acinetobacter guillauiae KPC+, ESBL+
1718 Acinetobacter guillauiae KPC+, ESBL+
2008 Acinetobacter ursingii ESBL+

2017 Acinetobacter ursingii KPC+, ESBL+

FAR11/4 Acinetobacter haemolyticus

F3R14/6 Acinetobacter bereziniae R

F4R15/7 Acinetobacter nosocomialis -

F4R15/6 Acinetobacter nosocomialis R

F4R15/3 Acinetobacter nosocomialis MDR

F3R18/7 Acinetobacter baumannii - cgr?;i?r?; ?é%?ttfésopzrgl%)
F2R13/7 Acinetobacter baumannii - '
F3R7/7 Acinetobacter baumannii -

F2R5/4 Acinetobacter haemolyticus -

F1R5/5 Acinetobacter baumannii -

F3R5/3 Acinetobacter baumannii -

Q2C(b1) Acinetobacter MDR Queijos artesanais (Dados
Q2c(b3) Acinetobacter spp. R ainda ndo publicados)

ESBL": isolado produtor de beta-lactamases de espectro estendido. KPC*: isolado produtor de carbapenemases.
R: resistente a antibiéticos. MDR (multidrug resistant): multirresistente a antibi6ticos.

2.2 Avaliacao da Tolerancia ao Hipoclorito de Sodio

A tolerancia dos isolados de Acinetobacter sp. ao hipoclorito de sodio foi verificada a partir da
adaptacdo do método proposto por Machado et al. (2010). Os isolados de Acinetobacter sp. foram
crescidos em &gar triptona de soja a 37 °C por 18 h. As culturas foram suspensas em solucéo salina até
a obtencdo da turvacdo 0,5 na escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/ml). Em
seguida, foram realizadas mais duas diluices, de modo a obter a concentracdo aproximada de 10°
UFC/mL. A partir de solugdo de hipoclorito de sédio a 5% (50.000 ppm de cloro ativo), foram feitas
solucdes diluidas, de 100 a 20.000 ppm, em agua destilada estéril.

Foram adicionados 180uL de cada concentracdo em duplicata nos pogos das placas de
microtitulacdo, e posteriormente dois microlitros da suspensdo de células de Acinetobacter spp foram
adicionados em cada poco. Apds exposi¢cdes de 5, 10 e 15 minutos, 10ul. das suspensdes foram
transferidas para tubos de ensaio contendo caldo triptona de soja. Os tubos foram incubados a 37°C
por 24 horas e a leitura visual foi realizada por, pelo menos, dois observadores. A turvagdo nos tubos
apos o periodo de incubacdo é indicativo da presenca de micro-organismos tolerantes aquela
concentracdo de sanitizante, segundo a Portaria 101 de 1993 do MAPA (Brasil, 1993).

Para se verificar a influéncia de matéria organica na a¢do do hipoclorito de sédio, foi realizado
um experimento em paralelo, sob as mesmas condic¢Ges anteriores, porém adicionando-se aos pogos
com o sanitizante 20uL de uma solucdo de gelatina a 5%. Para cada duplicata de cada experimento,
foram utilizados controles negativos (sem a adi¢do de bactérias) e controles positivos (sem a adigdo de
sanitizante). Os controles positivos tiveram uma aliquota removida no tempo zero de incubacéo, que
foi submetida a quantificagdo, para confirmacdo da concentracdo bacteriana adicionada a cada poco.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A contaminagdo dos alimentos por agentes microbianos tem levado a indlstria e
estabelecimentos comerciais a utilizar cada vez mais agentes sanitizantes em sua rotina. Estes agentes
sd0 essenciais para o controle sanitario do ambiente, desde que sua utilizacdo esteja ocorrendo de
maneira adequada, principalmente no que concerne a concentracdo e ao tempo correto de acdo do

ORGANIZACAO df’ @
ACTARS Ly
S = www.officeeventos.com.br

REALIZACAO



@S’ ON LINE

. . & .
" - 7° Simpésio de
27 A 29 DE OUTUBRO DE 2020 - Seguranca Alimentar

Inovacéo com sustentabilidade

produto (Kawamura-Sato et al, 2008). Segundo Chapman (2003), a utilizacdo de uma concentracdo
acima da minima letal é proposital, pois, teoricamente, 0s micro-organismos nado resistiriam a esta
concentracdo. Entretanto, é observado que, quando expostas a estes niveis elevados, algumas bactérias
sdo capazes de adquirir ou alterar algumas caracteristicas fenotipicas e genotipicas relacionadas a
tolerancia.

O hipoclorito de s6dio é um dos agentes sanitizantes mais utilizados. E um composto oxidante
gue retne duas importantes caracteristicas: o seu amplo espectro de acdo e seu baixo custo. Seu
principal modo de ag&o consiste em danificar a membrana celular bacteriana, produzindo uma perda
do controle da permeabilidade e eventual lise da célula (Mgretrg e Langsrud, 2017; Capita et al.,
2019).

Segundo Babaei et al. (2015), ha muitos estudos que buscam demonstrar a susceptibilidade do
A. baumannii a antibioticos, porém a literatura é escassa com relacéo a publicagdes que demonstrem a
susceptibilidade do A. baumannii a desinfetantes e antissépticos. Dos 22 isolados testados, apenas um
deles (F3R18/7), oriundo de salada pronta pra consumo, foi sensivel & concentracdo de 100 ppm de
cloro ativo recomendada pela legislacdo vigente (Brasil, 1993). Foi observado que, em geral, 0s
isolados provenientes de saladas prontas para 0 consumo mostraram-se mais tolerantes ao hipoclorito
do que aqueles provenientes de amostras de leite, como indicado na Figuras 1A e 1C. Embora néo seja
possivel afirmar, sugere-se que esse fato possa ter alguma relacdo ao contato prévio dos isolados ao
sanitizante, durante a higienizacao dos vegetais. Na area clinica, fatos como esse ja foram verificados.
Suwantarat et al. (2014) identificaram isolados de A. baumanni tolerantes a um sanitizante em
pacientes de um hospital que tomavam banhos todos os dias com a solugdo asséptica alvo do estudo,
sugerindo que as bactérias adquiriram a tolerancia ap6s a exposicao continuada.

Figura 1: Tolerancia dos isolados de Acinetobacter sp. as diferentes concentracdes de hipoclorito de sddio
utilizadas apds exposicéo por 5, 10 e 15 minutos. A: isolados oriundos de leite de cabra e queijo na auséncia de
matéria organica. B: isolados oriundos de saladas na auséncia de matéria organica. C: isolados oriundos de leite
de cabra e queijo na presenca de matéria organica. D: isolados oriundos de saladas na presenca de matéria
organica.
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Alguns isolados de Acinetobacter sp. foram tolerantes a concentragbes muito altas (entre
10.000 e 20.000 ppm) de hipoclorito de sédio. Este fendbmeno é descrito na literatura, em especial,
para estirpes formadoras de biofilme. Ja& foi relatada a tolerancia a concentragdes de até 20.000 ppm de
hipoclorito por estirpes de Staphylococcus aureus (Almatroudi et al., 2016) e de até 50.000 ppm por
estirpes de Salmonella sp. (Capita et al., 2019) presentes em biofilme.

A influéncia de matéria organica sobre a eficacia do hipoclorito de sddio contra os isolados de
Acinetobacter sp. também foi investigada. Os resultados deste trabalho sugerem que a presenca de
matéria organica pode interferir significativamente na eficacia do hipoclorito de sodio. Entretanto, essa
interferéncia variou conforme a origem dos isolados testados. No caso dos isolados provenientes de
saladas, verificou-se que, de maneira geral, a presenca da matéria organica aumentou a eficicia do
agente (Figura 1D), enquanto que para nove dos 11 isolados de lacteos, houve reducdo da eficiéncia
antimicrobiana (aumento da tolerancia), conforme esperado (Figura 1B).

Esse tipo de interferéncia também foi observado por Camilotti et al. (2015), que relatam que a
matéria organica utilizada (albumina sérica bovina) influenciou na atividade do cloreto de benzalconio
contra estirpes de Salmonella isoladas de carcaca de frango. Os autores observaram que quanto maior
a concentracdo de matéria organica, maior a interferéncia. No entanto, verificaram que quanto maior a
concentracdo do desinfetante, menor a interferéncia. Adikesavalu et al. (2015), utilizando caldo
triptona de soja como matéria organica, tambem verificaram que a eficacia de diferentes sanitizantes
contra estirpes de Edwardsiella tarda foi menor na presenca desse meio de cultura.

4. CONCLUSOES

Somente um dos 22 isolados testados foi sensivel a concentracéo de hipoclorito recomendada
pela legislacdo vigente para sanitizacdo. Isolados oriundos de saladas foram mais tolerantes ao
sanitizante do que aqueles isolados de produtos lacteos. Os resultados sugerem que o hipoclorito, na
concentracdo recomendada (100 ppm), pode ndo ser tdo eficiente contra Acinetobacter sp., e que
fatores como a producéo de biofilme, que contribuem para esses altos niveis de tolerancia, necessitam
ser estudados.
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