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RESUMO

Este estudo avaliou a resisténcia de trés cepas de Salmonella frente aos desinfetantes dcido peracético,
quaternario de aménio e hipoclorito de so6dio. S. Enteritidis (SE86), responsavel por mais de 90% dos surtos
alimentares ocorridos no Rio Grande do Sul (RS), foi comparada com S. Typhimurium e S. Bredeney, ambas
ndo envolvidas na ocorréncia de salmonelose. A resisténcia aos desinfetantes foi avaliada por meio de teste
de suspensdo, conforme preconizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Todos os
desinfetantes avaliados, nas concentra¢oes indicadas pelos fabricantes, foram capazes de inativar as trés
cepas de Salmonella, entretanto, SE86 apresentou maior resisténcia ao hipoclorito de sédio a 400 ppm,
além de ser a Uinica cepa bacteriana capaz de sobreviver por até 15 minutos de exposi¢do a 200 ppm desse
desinfetante. Uma vez que o hipoclorito de sodio, nestas condigoes, ¢ empregado com frequéncia como agente
de desinfec¢ao em industrias de alimentos e servicos de alimentagao, as caracteristicas acima mencionadas
podem contribuir para que esse microrganismo seja responsavel pelos surtos de salmoneloses ocorridos no
RS. Em fungdo da importéncia desses micro-organismos como agentes patogénicos alimentares, cuidados
especiais devem ser tomados nos processos de desinfec¢do e contaminagéo cruzada por Salmonella.
Palavras-chave. Salmonella, dcido peracético, hipoclorito de sddio, quaternario de amonio.

ABSTRACT

The resistance of Salmonella strains to the biocides peracetic acid, quaternary ammonium and sodium
hypochlorite was assessed. S. Enteritidis (SE86), which is responsible for more than 90% of food-borne
outbreaks occurred in Rio Grande do Sul (RS) was compared to S. Typhimurium and S. Bredeney, both
not related to salmonellosis. The bacterial resistance to biocides was evaluated using the suspension test as
recommended by The Brazilian Agriculture Ministry. The three biocides were able to inactivate all of the
microorganisms tested, when the concentrations indicated by the manufacturers were used. However, SE86
was resistant to 400 ppm sodium hypochlorite, and survived for up to 15 minutes of exposure to 200 ppm
of this biocide, which was not demonstrated by the other bacteria strains. Since the sodium hypochlorite,
at such concentration and time of exposure, is frequently used at food industries and food services, and
owing to the above cited resistance characteristic, this condition could be contributing for the SE86 with
food-borne salmonellosis outbreak occurred in RS. In view of the importance of these microorganisms
as alimentary pathogens, special cares in the food disinfection processes and cross-contamination with
Salmonella must be taken.

Key words. Salmonella, peracetic acid, sodium hypochlorite, quaternary ammonium.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2010; 69(4):475-81 475



Machado TRM, Malheiros PS, Brandelli A, Tondo EC. Avalia¢do da resisténcia de Salmonella a a¢ao de desinfetantes acido peracético,
quaternario de amonio e hipoclorito de sédio. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2010; 69(4):475-81.

INTRODUCAO

Salmonella tem sido apontada como a principal
causa bacteriana de gastrenterites em diferentes partes
do mundo"* No Brasil, um significativo aumento na
incidéncia de salmoneloses causadas por S. Enteritidis
tem sido observado desde a década de 90°7. No Estado
do Rio Grande do Sul (RS), analises genotipicas de
isolados de Salmonella revelaram que apenas uma cepa
de S. Enteritidis (SE86) esteve envolvida em mais de
90% das salmoneloses investigadas entre 1999 e 2006%
°. Embora muitos sorovares de Salmonella tenham
sido isolados de diferentes alimentos no RS, as razdes
pelas quais SE86 vem causando a maioria dos surtos
alimentares sao desconhecidas.

Desinfetantes sdo substdncias ou preparagdes
quimicas capazes de destruir micro-organismos
patogénicos, em curto espago de tempo, quando aplicados
em objetos'’. Sua escolha deve ser precedida de uma
analise detalhada, levando-se em conta aspectos como uso
autorizado do produto pela legislacdo, grau de toxicidade,
poder corrosivo, efeito residual sobre os alimentos, efeito
sobre o meio ambiente e o custo'.

O cloro e suas varias formas, provavelmente,
sao os compostos mais comumente utilizados para a
desinfeccdo em industrias de alimentos e servicos de
alimentagao. Tais compostos podem incluir cloro liquido,
hipocloritos, compostos clorados organicos e inorganicos
e tem apresentado amplo espectro germicida, devido
sua a¢do sobre a membrana celular, inibi¢cdo de enzimas
envolvidas no metabolismo da glicose, danos no DNA e
oxidagdo de proteinas celulares'>. A quantidade de cloro
livre que estard presente na solu¢ao dependera do pH. Em
pH igual a 8,0, cerca de 22% do cloro estdo na forma ativa,
enquanto que, em pH igual a 6,0, cerca de 96% do cloro
estara na forma ativa'.

Os quaterndarios de amodnio (QUAT) sdo
surfactantes cationicos amplamente utilizados como
antissépticos e desinfetantes'®. Como sdo compostos
carregados positivamente, sabe-se que seu modo de agdo
se da pela atracdo por materiais carregados negativamente
ou estruturas como as proteinas bacterianas. Sdo ativos
em uma ampla faixa de temperatura e apresentam melhor
atividade em pH alcalino, ndo tendo efeito corrosivo
sobre superficies'?.

O acido peracético (PAA), por sua vez, tem sido
amplamente utilizado nas industrias de alimentos, sendo
apontado como um potencial substituto do hipoclorito
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de s6dio. Uma das vantagens desse desinfetante é a ndo
produgdo de residuos téxicos quando decomposto, nio
causando danos ambientais'. O PAA age desnaturando
proteinas e enzimas, gerando aumento da permeabilidade
da parede celular pela ruptura das pontes sulfricas e
sulfidrilas'. Para melhor eficdcia desse composto, o pH
deve variar entre 3 a 7,5'.

A ocorréncia delinhagens resistentes a desinfetantes
pode representar desafios econdmicos para a industria de
alimentos e trazer implica¢des para a saide publica, ainda
mais quando se trata de micro-organismos com resisténcia
cruzada a desinfetantes e a antibidticos. A resisténcia varia
de microrganismo para microrganismo e tipicamente
resulta de alteragoes celulares que implicam em acumulo
de biocidas, incluindo altera¢des do envelope celular que
limita a absor¢ao ou a expressdo de mecanismos de efluxo.
A expressdo de genes de efluxo é regulada via plasmideos
que podem sofrer mutacdes cruzadas. E de extrema
importancia salientar a adaptagdo aos desinfetantes que
seleciona micro-organismos intrinsecamente resistentes
ao composto desinfetante aplicado. A adaptagdo pode
ocorrer em superficies com enxague deficiente deixando
baixas concentragoes de desinfetantes nas superficies™'2.

A resisténcia de patégenos a desinfetantes
amplamente utilizados em empresas e industrias de
alimentos pode ser um dos fatores que contribuem com
o envolvimento de micro-organismos especificos em
surtos de origem alimentar. Em vista disso, esse trabalho
teve como objetivo avaliar a resisténcia de trés cepas de
Salmonella aos desinfetantes acido peracético, hipoclorito
de sddio e quaterndrio de amonio. Dentre estas cepas estdo
SE86 envolvidas em muitas salmoneloses ocorridas no
RS, e duas outras cepas nao envolvidas em salmoneloses.

MATERIAIS E METODOS

Culturas bacterianas

Foram utilizadas cepas de Salmonella enterica de
trés sorovares distintos. S. Enteritidis (SE86) foi isolada de
repolho envolvido em um surto de salmonelose ocorrido
no Rio Grande do Sul, em 1999, e foi caracterizada
primeiramente por Geimba et al®. Esta cepa apresentou
o mesmo perfil genotipico caracterizado por PCR-
Ribotipificagao, PFGE e confirmado pelo sequenciamento
da regiao ribossomal de mais de 90% das S. Enteritidis
isoladas de salmoneloses investigadas pela Vigilancia
Sanitaria do RS, entre 1999 a 2006>”. As duas outras cepas
estudadas nesse trabalho foram de S. Typhimurium e S.
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Bredeney, isoladas em 1999, a partir de fezes de suinos e de

um embutido, respectivamente. SE86 foi gentilmente cedida

pela Profa. Dra. Mercedes Passos Geimba, da Faculdade de

Biociéncias da PUC/RS, enquanto que S. Typhimuriume S.

Bredeney foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Marisa

Itapema Cardoso, do Departamento de Medicina Preventiva

da Faculdade de Veterinaria da UFRGS.

Durante os experimentos, 0os micro-organismos
foram armazenados em Agar Nutriente (NA) (Merck,
Darmstadt, Alemanha) a 4°C. Para a realiza¢do dos
indculos, as trés cepas foram cultivadas em Caldo
Nutriente (NB) (Synth, Sao Paulo, Brasil) a 37°C, por
aproximadamente 18 horas.

Desinfetantes

Foram avaliados trés desinfetantes comerciais com
as seguintes caracteristicas:

e Produto a base de PAA composto de agua, peroxido
de hidrogénio, acido acético glacial e d4cido peracético
(acido peracético 14,5%);

e Produto a base de cloreto de alquil dimetil benzil
amoOnio, bicarbonato de sddio, carbonato de sddio,
EDTA e agua (20% de cloreto de alquil dimetil benzil
amonio);

e Produto a base de hipoclorito de sédio (4,0% de
cloro ativo).

Antes dos experimentos, o valor do pH dos
desinfetantes foi medido por meio de pHametro TM 125
(Schott) e as concentrac¢des utilizadas estio demonstradas
na Tabela 1.

Teste de susceptibilidade aos desinfetantes com as
células em suspensio

Os micro-organismos foram incubados em Caldo
Nutriente a 37°C, por aproximadamente 18 horas. Em
seguida, as culturas foram diluidas em agua peptonada
0,1% (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) até atingirem uma
concentragdo de aproximadamente 10° UFC/mL.

Os desinfetantes concentrados foram diluidos em
agua destilada estéril até a maior concentragao indicada pelo
fabricante, adicionado de 10%, conforme preconizado pela
Portaria 101/93, do Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento'’. Também foram avaliadas concentragdes
menores que as indicadas pelos fabricantes, como demonstrado
na Tabela 1. Em seguida, 9 mL de cada desinfetante foram
colocados assepticamente em tubos de ensaio estéreis, aos
quais foi adicionado 1 mL de solugao de albumina bovina
sérica a 1% (Oxoid, Hampshire, Inglaterra), totalizando 10
mL por tubo. Inéculos de 0,1 mL de cada cultura bacteriana
foram adicionados, separadamente, aos tubos contendo cada
desinfetante, sendo o tempo cronometrado, a partir desse
procedimento. Apds 5, 10, 15 e 20 minutos de €Xposi¢do, uma
aliquota de 10 pL das suspensoes foi retirada e transferida
para tubos contendo meio de cultura BHI (Merck, Darmstadt,
Alemanha). Para avaliar a resisténcia dos sorovares de
Salmonella frente aos desinfetantes, esses tubos foram
incubados por 96 horas, a 37°C, verificando-se a turvagao dos
mesmos a cada 24 horas. No caso de turvacdo dos tubos, os
micro-organismos foram considerados resistentes, conforme
preconizado pela Portaria 101/93/MAPA".

Tabela 1. Concentracio e pH dos desinfetantes acido peracético, hipoclorito de s6dio e quaterndrio de amonio utilizados neste estudo

Acido peracético pH Hipoclorito de sédio pH Quaternario de amoénio pH
0,1% (150ppm) 3,5 0,05% (20ppm) 6,0 0,1% (200ppm) 5,5
0,2% (300ppm) 3,5 0,1% (40ppm) 6,0 0,2% (400ppm) 5,5
0,3% (450ppm) 3,0 0,3% (120ppm) 6,0 0,3% (600ppm) 6,0
0,5% (750ppm) 3,0 0,5% (200ppm) 6,5 1% (2000ppm) 8,0

1,0% (1500ppm)* 3,0 1% (400ppm) 6,5 2% (4000ppm)* 9,0

- - 2% (800ppm)* 7,0 - -

*Concentragdes de uso recomendadas pelo fabricante

As concentragdes sdo apresentadas em porcentagens e seu equivalente em ppm encontra-se entre paréntesis
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RESULTADOS

Acido Peracético

Na concentragdo de uso indicada pelo fabricante
(1% ou 1500 ppm) e na metade dessa concentra¢ao (0,5%
ou 750 ppm), todos os micro-organismos demonstraram
sensibilidade nos tempos avaliados. S. Bredeney foi sensivel
a esse composto também nas concentragdes de 0,3% (450
ppm) e 0,2% (300 ppm) o que ndo ocorreu com as cepas de
S. Typhimurium e S. Enteritidis. Na menor concentragio
testada (0,1% ou 150 ppm), S. Bredeney apresentou
crescimento apenas até 5 minutos de exposi¢ao, enquanto
que as demais cepas demonstraram crescimento em todos
os tempos avaliados, sendo consideradas resistentes.

Quaternario de amonio
Na concentragao indicada pelo fabricante
(2% ou 4000 ppm), as trés cepas de Salmonella foram

sensiveis, bem como com a metade dessa concentracio
(1% ou 2000 ppm). Nas concentragdes de 0,1% (200
ppm), 0,2% (400 ppm) e 0,3% (600 ppm), os trés micro-
organismos foram resistentes, sobrevivendo ao longo
de 20 minutos de exposigdo.

Hipoclorito de s6dio

Na concentragdo de 2% (800 ppm), recomendada
pelo fabricante, todas as cepas de Salmonella foram
sensiveis ao hipoclorito de sédio. Ja na metade da
concentragdo indicada pelo fabricante (1% ou 400 ppm),
SE86 demonstrou resisténcianos 5 e 10 primeiros minutos,
0 que ndo ocorreu com as outras cepas. Na concentragao
de 0,5% (200 ppm), pode-se observar que todas as cepas
apresentaram resisténcia por algum tempo, porém SE86
permaneceu viavel por até 15 minutos de contato. Os
demais micro-organismos sobreviveram apenas nos
primeiros 5 minutos.

Tabela 2. Suscetibilidade dos trés sorovares de Salmonella frente aos componentes Acido Peracético, Hipoclorito de Sédio e Quaternério de Aménio

Concentra¢ao dos Compostos S. Enteritidis (SE86) S. Typhimurium S. Bredeney
Acido Peracético
1% (1500 ppm) S S S
0,5% (750 ppm) S S S
0,3% (450 ppm) R R S
0,2% (300 ppm) R R S
0,1% (150 ppm) R R R
Hipoclorito de sédio
2% (800 ppm) S S S
1% (400 ppm) R S S
0,5% (200 ppm) R R R
0,3% (120 ppm) R R R
0,1% (40 ppm) R R R
0,05% (20 ppm) R R R
Quaternario de amonio
2% (4000 ppm) S S S
1% (2000 ppm) S N N
0,3% (600 ppm) R R R
0,2% (400 ppm) R R R
0,1%(200 ppm) R R R

R: resistente; S: sensivel

As concentragdes sdo apresentadas em porcentagens e seu equivalente em ppm encontra-se entre paréntesis
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DISCUSSAO

Diferentes tipos de micro-organismos apresentam
respostas variadas a agdo de antissépticos e desinfetantes'’.
Patdgenos alimentares ao sobreviver aos processos de
desinfec¢do utilizados em uma industria de alimentos
ou servico de alimentagdo podem ocasionar diversos
problemas de satide publica.

O PAA tem sido amplamente utilizado como
um eficiente desinfetante hospitalar e no tratamento
da agua®, sendo que, em 1993, a Portaria N°122 da
ANVISA'® autorizou a utilizacdo desse desinfetante
também nas industrias de alimentos. Esse composto,
além de ser utilizado como desinfetante para superficies
que entram em contato com alimentos, também pode
ser utilizado na desinfeccdo do préprio alimento'. Os
resultados do presente trabalho demonstraram que, na
concentra¢ao recomendada pelo fabricante e na metade
dessa concentracdo, o PAA foi eficaz na inativacdo das
trés cepas de Salmonella avaliadas (Tabela 2). No entanto,
as concentracdes de 0,3%, 0,2% e 0,1% indicaram maior
resisténcia dos micro-organismos S. Typhimurium e S.
Enteritidis. Kich et al* obtiveram 4 log de reduc¢ao de S.
Typhimurium isoladas de suinos do RS, apds 15 minutos
de contato com o acido peracético (composto ativo: 15%,
diluigdo: 1:3000). Kunigk e Almeida'* avaliaram a agdo do
acido peracético sobre as bactérias E. coli e S. aureus em
suspensao. Uma solucdo de 60 ppm de acido peracético
foi capaz de inativar 8 log de E. coli, em 3,1 minutos, e 40
ppm reduziram a suspenséao bacteriana de S. aureus em 8
log, ap6s 4 minutos de contato.

Segundo Andrade e Macedo?, as concentragoes de
PAA utilizadas nas industrias de alimentos variam de 300 a
700 ppm. Nas concentragdes de 300 e 450 ppm, o presente
estudo demonstrou que apenas S. Bredeney foi sensivel a
esse desinfetante. Contudo, na concentragao de 750 ppm,
todos os micro-organismos avaliados foram inativados.

A Resolugdo da Diretoria Colegiada RDC N° 14, de
28 de fevereiro de 2007, da ANVISA?, autoriza os QUAT
para o uso nas industrias de alimentos. Segundo Andrade
e Macedo?! as concentra¢des comumente utilizadas
nessas industrias variam de 300 a 400 ppm. Entretanto,
em ambientes hospitalares, a concentracdo de uso dos
QUAT pode ser de 2000 ppm?*. No presente estudo, na
concentragao indicada pelo fabricante (2% ou 4000 ppm)
e na metade dessa concentracio, todos os sorovares foram
sensiveis. Borowsky et al** avaliaram a sensibilidade e
resisténcia de 96 cepas de S. Typhimurium isoladas de

suinos no RS, frente ao quaterndario de amonio. O teste
foi realizado em suspensao e as concentragdes utilizadas
foram de 0,3 € 0,6 mg/L (15 g/100 mL de composto ativo).
No trabalho destes autores foi demonstrado que os isolados
de S. Typhimurium apresentaram resisténcia nas duas
concentragdes, em cinco minutos de exposi¢ao. Em 15
minutos de contato, nenhuma amostra foi resistente. E
importante salientar que tais resultados foram obtidos
sem a adi¢do de matéria orgénica aos tubos avaliados. Por
outro lado, Kich et al®® avaliaram a atividade do QUAT
frente a amostras de S. Typhimurium isoladas de suinos,
na presenca e auséncia de matéria orgénica. Os autores
concluiram que na presen¢a de matéria organica o QUAT
teve prejuizo de sua atividade, uma vez que, na auséncia
de matéria organica esse composto demonstrou ser capaz
de inativar Salmonella.

O Food and Drug Administration'® recomenda
o uso do hipoclorito de sédio como agente desinfetante
para superficies que entram em contato com alimentos em
concentragdes acima de 200 ppm. Concentragdes entre
100 e 200 ppm tém sido recomendadas para desinfec¢do
de utensilios e equipamentos no Brasil*' e outros paises.
No presente estudo, os resultados indicaram que o
hipoclorito de sédio foi capaz de inativar as trés cepas de
Salmonella quando concentragdes bem maiores foram
utilizadas. Entretanto, na concentragao de 400 ppm, SE86
foi a Uinica cepa a apresentar resisténcia. Na concentragdo
de 200 ppm, todos os micro-organismos demonstraram
resisténcia por 5 minutos, sendo que SE86 sobreviveu
por até 15 minutos de exposi¢ao. A ampla utilizagdo do
hipoclorito de sédio pode ser atribuida, dentre varias
razdes, devido ao seu baixo custo e amplo espectro de
acao. Segundo a Portaria 78/2009, que entrou em vigor
recentemente no Estado do Rio Grande do Sul®, para
desinfec¢do de alimentos hortifrutigranjeiros, deve-se
utilizar solu¢do clorada entre 100 e 250 ppm, por 15
minutos. Concentragdes de aproximadamente 200 ppm,
por 15 minutos, tém sido recomendadas e utilizadas
na desinfeccdo de panos de limpeza®, equipamentos
e utensilios, desde que enxaguadas com dgua potavel,
apos aplicagdo do desinfetante. Sendo assim, patdgenos
alimentares, como SES86, resistentes a tais processos de
desinfeccao assumem grande importancia. Além da
maior resisténcia ao hipoclorito de sédio demonstrado
pela SE86 neste trabalho, demais estudos tém ressaltado
caracteristicas importantes dessa cepa. Por exemplo,
Malheiros et al'> demonstraram que SE86 apresentou maior
resisténcia térmica e maior capacidade de adaptagao dcida
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apos exposicdo a pH subletais. Malheiros et al*® estudaram
o crescimento dessa mesma cepa em salada de batata
com maionese caseira, alimento considerado como o
principal veiculo de salmoneloses no RS, e comprovaram
crescimento mais rapido nas seis primeiras horas de
cultivo do que cepas de S. Bredeney e S. Typhimurium.
Tais caracteristicas podem estar contribuindo com a
permanéncia de S. Enteritidis como patégeno causador
de diversos surtos alimentares no RS.

CONCLUSAO

Os desinfetantes PAA, QUAT e hipoclorito de
sodio, nas concentragdes indicadas pelos fabricantes,
foram capazes de inativar as trés cepas de Salmonella,
embora concentragdes menores tenham possibilitado
a sobrevivéncia dos micro-organismos testados. S.
Enteritidis (SE86) apresentou maior resisténcia ao
hipoclorito de sddio que as demais cepas avaliadas. Uma
vez que esse desinfetante tem sido amplamente utilizado
no RS, essa resisténcia pode estar associada ao frequente
envolvimento de S. Enteritidis em surtos de salmoneloses
ocorridos neste Estado.
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