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RESUMO

Micro-organismos patogénicos podem contaminar mseaktos por meio da manipulacéo,
higienizacdo e controle ambiental insatisfatoridém da adocdo das Boas Préticas, o uso de
antimicrobianos em alimentos constituiu um passpontante para o controle de doencas
infecciosas. Nos sistemas em que ocorre migracamihposto ativo para o alimento devem
ser considerados apenas agueles que sao aprovadosaditivos alimentares. O objetivo
deste estudo foi avaliar a influéncia da conceédtrage sal na agdo da natamicina sobre
micro-organismos patogénicos visto que este coastvtem sido utilizado em banhos de
imersdo em diversos laticinios no pais. Cepa<Caadida albicans, Escherichia coli e
Saphylococcus aureus foram inoculadas em diferentes concentracdes saknam agua
peptonada e receberam tratamentos com natamicistas ESolugées foram mantidas a
temperatura de 12°C e o comportamento dos micrarismos avaliados com 0, 24 e 48
horas (TO, T1 e T2). Cada micro-organismo foi adaiisoladamente bem como a associacao
de C. albicans e E. coli. Nas condi¢des propostas pela pesquisa, foi ppssiwcluir que a
natamicina 0,025% ndo apresenta eficacia soBemdida albicans inoculada em
concentracdes salinas abaixo de 5%. Os resultddm®o® nas contagens &e coli sugerem
gue a natamicina pode interferir no seu desenverion mesmo em concentracbes que
podem ser consideradas baixas (0,1%) e em condd@esalinidade de 7,5% a 10%. A
associacdo da natamicina com cloreto de sodio gateza a sua acdo antimicrobiana

podendo representar economia e 0 seu uso ser dmpkdas industrias.

Palavras-chave: Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, salmoura,
conservantes.



ABSTRACT

Pathogenic microorganisms can contaminate foodutiromanipulation cleaning and
environmental control unsatisfactory. Besides tkhepdon of good practice, the use of
antimicrobials in food established an importanp gt the control of infectious diseases. In
systems which there are migration from the activgredient to the food they should be
regarded only those compounds that are approvémbdsadditives. The purpose of this study
was to evaluate the influence of the concentratbmsalt in the action of natamycin over
pathogenic micro-organisms since this preservatiae been used in immersion baths in
several dairy products in the country. StrainsGahdida albicans, Escherichia coli and
Staphylococcus aureus were inoculated in different salt concentrationd &npeptone water
and were treated with natamycin. These solution® weaintained at temperature of 12 ° C
and the behavior of micro-organisms assessed 24 @nd 48 hours (TO, T1 and T2). Each
microorganism was evaluated singly as well as tmelsnation ofC. albicans and E. coli. As
proposed by the survely was concluded that the 0.025 % natamycin haseffect on
Candida albicansinoculated in salt concentrations below 5 %. Tisailts obtained from the
E. coli counts suggests that natamycin can interfere whikir tdevelopment even at
concentrations that may be considered low ( 0.1af6) saline conditions of 7.5 % to 10 %.
The combination of natamycin with sodium chloriden@nces its antimicrobial activity may

represent the economy and its use be extendedlbgthres.

Keywords : Candida albicans, Escherichia coli, Saphylococcus aureus, brine, preservatives.

xi



CAPITULO |

ESTUDO DA INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE SAL NA ACAO DA
NATAMICINA SOBRE MICRO-ORGNISMOS PATOGENICOS.

INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTAs) sébudtlas a ingestdo de alimentos
ou agua contaminados por bactérias, virus, pasasdainas, prions, agrotoxicos, produtos
quimicos e metais pesados, além da contaminacacoptato do alimento com as maos do
manipulador (BRASIL, 2005; OLIVEIRA, 2010). No Brhsntre os anos de 1999 a 2008, as
bactérias foram identificadas como o agente etiotdbgesponsavel por 84% dos surtos
(OLIVEIRA, 2010). Segundo dados do Ministério dai&a o leite e seus derivados estédo
dentre os alimentos envolvidos nos surtos alimeatao pais de 2000 a outubro de 2015
(BRASIL, 2015).

A maioria das DTAs estdo ligadas as mas condic@ematéria prima, aos maus
habitos dos manipuladores e a higienizacdo e den&mmbiental insatisfatérios (NOLLA,
2005). Estudos indicam quEscherichia coli e Staphylococcus aureus estdo entre 0s
principais agentes etiologicos envolvidos neste®sFISHER, 2013; BRASIL, 2012).

Outros micro-organismos como a levedu@andida albicans, também podem
contaminar alimentos por meio da manipulagédo (MEIES, 2012) Este micro-organismo
faz parte da microbiota natural dos seres humatewglo como habitat as membranas
mucosas da boca, do trato intestinal e genituorgghdo um patégeno oportunista que pode
proliferar quando ha um desequilibrio da microbiata meio (ROSENBACH, 2010;
TORTORA, 2012). Estudos relatam também, a capaeidld fungos e leveduras em se
desenvolverem em ambientes com baixa atividadegda éTUDOR & BOARD, 1993;
SAMSON, 2002).

S aureus tem sido frequentemente envolvido em surtos de DFAsta associado a
manipulacdo inadequada dos alimentos sendo endontna pele e mucosas do trato
respiratorio superior em humanos (GIOLO,2014). Bstro-organismo possui a capacidade
de desenvolvimento em baixa atividade de agua semkiderado, de acordo com Garrity et
al (2003), como extremamente halofilico com capatedde tolerancia a concentracdes de até
15% de NacCl.

A busca de informacgdes sobre a epidemiologik.dm®li e seus reservatorios tem sido
o foco de atencéo, devido ao aumento de surtogialares causados em todo o mundo
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(MACHADO, 2014). Vérios estudos tem relatado a cajmde de desenvolvimento deste
patdgeno em ambientes com alta salinidade (HRENOKIG/ANKOVIC, 2009; DON,
2009; HOW et al., 2013).

Para controle das DTA’'s, além da adocdo das Boasic®, existem outros
mecanismos para diminuicdo da contaminacdo doseidos por micro-organismos
indesejaveis. Entre estes mecanismos o0 desenveliome uso de antimicrobianos
constituiram um passo importante para o controldancas infecciosas (PUTMAN et al.,
2000). Alguns destes, para uso em alimentos, edhasde qual sera utilizado envolve tanto
a atividade antimicrobiana em si quanto a posddinle deste entrar em contato com o
alimento (PIRES, 2014).

Alguns autores discordam do uso de antimicrobiaews alimentos relatando a
possibilidade de resisténcia bacteriana, porémydest confirmam que o antimicrobiano
guando utilizado de forma adequada e dosagem rectatda ndo causa resisténcia de micro-
organismos (BANDEIRA et al., 2014; MUCINHATO et,a2015; WELSCHER et al., 2007,
BRUSTOLIN, 2009).

Em sistemas em que ocorre migracdo do composto péika o0 alimento, devem ser
considerados apenas agueles compostos aprovadosacitimos alimentares (RESTUCCIA,
2010). Como a natamicina (Figura 1), que é um @mgito macrolideo polienico produzido
por cepas d&treptomyces, comoS. natalensis, S. chattanoogensis e S. lydicus (APARICIO et
al., 2003; ATTA et al., 2015). A natamicina estdreros derivados poliénicos amplamente
utilizados para tratamento de ceratite fangica eimais e, a sua utilizacdo tépica foi o
primeiro antifingico aceito pel&ood and Drug Administration (FDA) (CLODE,2010).
Também é utilizada em humanos para tratamento adgec ceratite bacteriana e fungica,
boca, pele e infecgbes vaginais e, na indUstrraegliicia como conservante para queijos,
salames, iogurtes, e em alguns paises, sucos @&sJRALECHA, 2004; DALHOFF, 2015).

Figura 1: Estrutura quimica da natamicina (C¢, 2009)



Esse antimicrobiano faz parte do grupo dos constesada lista de aditivos
alimentares autorizados na Unido Européia e estivaga pela FDA dos Estados Unidos da
Ameérica para aplicacdo em superficie de queijoESE& 2009). A natamicina apresenta
atividade antimicrobiana preferencialmente, colgvaduras e bolores, sendo que a sua acao
sobre o desenvolvimento de bactérias, protozoéridsus é considerada inexpressiva sendo,
portanto, pouco estudada (BRASIL, 1996; MYERS, 2@FSA, 2009; RESTUCCIA, 2010;
RAMOS et al, 2012; VENTURINI, 2012). Entretanto t#@\et al. (2015) demonstraram que a
natamicina produzida pd lydicus apresentou agao efetiva solte albicans, e diversas
bactérias comd. aureus, E. coli, Klebisiella pneumonia e Pseudomonas aeruginosa, e
bolores e leveduras. De acordo com dados do Miiustia Saude, estes micro-organismos
foram identificados entre os agentes etiolégicepanasaveis pelos surtos de DTA no Brasil
de 2000 a outubro de 2015 (BRASIL, 2015).

Na Resolugdo Mercosul/GMC n° 79/94 e no Regulam@éimnico de Identidade e
Qualidade dos Queijos, instituido pela Portaria/1986 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento consta a natamicina nelatalAditivos e Coadjuvantes e
Tecnologia ou Elaborag&o”, para uso em superfimmeocconservador com limite méximo de
1mg/dnt ndo detectavel a 2 mm de profundidade, sendo ausenmassa (BRASIL,1996).
Brustolin (2009) relata que a natamicina € utilezg@dra o controle de bolores e leveduras na
superficie de queijos. Segundo Furtado (2005),tammiaina tem sido utilizada em banhos
apos a salmoura na forma de solucéo aquosa (@0)226) em inuUmeros laticinios do pais.

Dentre as varias formas de se proceder a salgai@ps destaca-se a imersdo do
produto em salmoura, cujo periodo de tempo variduspdo do tipo de queijo (BEHMER,
1991). As salmouras sdo um ponto critico de camtnol fluxograma de producéo de queijos,
pois representam uma importante fonte de contad@ingd®&MARAL et al, 1991). Estes
mesmos autores em pesquisa realizada, observaemades indices de contaminagdo por
coliformes totais,S. aureus e leveduras com contagens de 7,8 ¥* UFC/mL; 2,3 x 16
UFC/mL e 7,4 x 1D UFC/mL, respectivamente. Segundo Furtado (1991)pse que a
contagem global da salmoura excederUBC/mL é necessaria a sua correcdo e recuperacgio
que envolve: reajuste do teor de sal; correcacciea titulavel 0,2% (m/v) de acido latico;
reducdo da carga microbiana por tratamento téroucpor meio de produtos quimicos como
o peroxido de hidrogénio ou hipoclorito de sédio.

A legislacdo € muito pouco especifica ao tratasalmouras, ndo mencionando, por
exemplo, quais produtos podem ser utilizados paemdizacdo ou para correcao do pH. A

reducdo da carga microbiologica de salmoura é tigithcionalmente, por tratamento térmico
3



ou por meio da adicdo de produtos quimicos comoéxpdy de hidrogénio, hipoclorito de
sodio e dioxido de cloro (FONSECA, 1996; de LIMA ISFOS et al, 2008; BORTOLON,
2013).

Apesar da recomendacdo do uso da natamicina nagéodie queijo estar limitada a
aplicacao por aspersao ou por imersdo em solugfiesas, com concentragdes variando em
torno de 0,1% a 0,4% (OLIVEIRA et al., 2006), natfma profissional é possivel constatar o
seu uso como coadjuvante no tratamento de salmdumée as justificativas destaca-se a de
facilitar o fluxograma de producéo de queijos, @oaplicacdo por banhos de imerséo torna o
processo mais lento havendo ainda, a necessidactEr@edo constante das concentragcdes do
antimicrobiano. Essa utilizagdo tem se difundida epncentragao utilizada nos tanques de
salmoura, geralmente é de natamicina a 0,025%.

Em julho de 2015 na 38?2 sessdo da Comissdo do Gildegntarius realizada em
Genebra, foi definida a necessidade de revisaopdoametros dos conservantes a base de
sorbatos, propionatos, nisina e natamicina, qualragnte sao permitidos no queijo do tipo
mussarela, pelos padrbes definidos pelo Codex (COBEAN 262-2006). Na ocasiao, foi
solicitado que cada pais se manifeste sobre digasitia tecnologica do uso da natamicina
nesse queijo (CAC, 2015), demonstrando o grandereisge na avaliacdo desse
antimicrobiano na industria de lacteos.

O objetivo dessa pesquisa foi verificar a agaoatamicina (Delvocid Plus®) sobre o
desenvolvimento dE. coli, S aureus e C. albicans em diferentes concentragdes salinas, bem
como seu efeito na associacadGlalbicans comE. coli, a fim de verificar a sua efetividade

nessas condicoes.

MATERIAIS E METODOS

Local da pesquisa
O trabalho foi realizado no Laboratério de Anélided_eite e Derivados localizado na
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria davéisidade de Brasilia no periodo de

janeiro de 2015 a janeiro de 2016.

Preparo dos inéculos e tratamentos
Para preparo dos inoculos utilizou-se as cepastaghylococcus aureus ATCC
12600, deEscherichia coli ATCC 25922 e deCandida albicans SC5314, que  foram



inoculadas em solucéo salina 0,85% de forma a & oln grau de turvacdo correspondente
ao tubo 1 da escala de McFarland (Nefelobac®, Rrama Brasil), que representa uma
concentracio de aproximadamente 3,03UFC/mL; apds, procedeu-se diluicdes sucessivas,
a fim de se atingir a concentracéo aproximada @ex 3,0 UFC/mL dos micro-organismos
testados. A natamicina utilizada foi o produto Deld Plu§ (Delvocid, DSM Food
Specialties), e os tratamentos avaliados foranongdos no Quadro 1.

Foram realizados tratamentos em agua peptonad&palfasicans, E. coli, S. aureus e
para associagdo dgalbicans e E. coli. Nos tratamentos cof. albicans e associagao de.
albicans eE. coli foi avaliada a concentracdo de 0,025% de natamifnaos tratamentos
com E. coli e S aureus foram avaliadas as concentracbes e 0,025%, 0,05%d4% de
natamicina além do controle sem adi¢cao de nataan{Ci¥6).

Quadro 1. Tratamentos para avaliacdo da acdo da natansicbra contagens d&andida
albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

C. albicans | Al (*Natamicina 0,025% adicionada em SS 0,85%; SSS3%%; SS 7,5%; SS 10%)
A0 (SS 0,85%; SS 2%; SS 5%; SS 7,5%; SS 10%)
Al (*Natamicina 0,025% adicionada em SS 0,85%; SS2%d%; SS 7,5%; SS 10%)
S aureus
A2 (*Natamicina 0,05% adicionada em SS 0,85%; SS 28%%; SS 7,5%; SS 10%)
A3 (*Natamicina 0,1% adicionada em SS 0,85%; SS 29§%SSS 7,5%; SS 10%)
A0 (SS 0,85%; SS 2%; SS 5%; SS 7,5%; SS 10%)
_ Al (*Natamicina 0,025% adicionada em SS 0,85%; SS2%%%; SS 7,5%; SS 10%)
= ool A2 (*Natamicina 0,05% adicionada em SS 0,85%; SS Z8%%; SS 7,5%; SS 10%)
A3 (*Natamicina 0,1% adicionada em SS 0,85%; SS 2%§%SSS 7,5%; SS 10%)
C. albicans
+ Al (*Natamicina 0,025% adicionada em SS 0,85%; SS2%d%%; SS 7,5%; SS 10%)
E. coli

Al: tratamento 1; A2: tratamento 2; A3: tratameBit&S: Solucao Salina
* Delvocid Plu

Para as contagens 8eaureus, E. coli e C. albicans utilizou-se o sistema Rida®Count
Staph. Aureus, Rida®Count E.coli/Coliform e Rida®@b Yest & Mold Rapid (R-
Biopharm AG, Darmstadt, Germany) respectivamentenfaame recomendacdes do

fabricante.



Todos os micro-organismos testados foram avaliadediatamente apds a inoculacéo
(TO), em 24h (T1) e em 48h (T2) sendo mantidos emperatura médias de 22, e
avaliados em triplicata. Os resultados das contages micro-organismos pesquisados foram
convertidos em log.

Adotou-se o Delineamento Inteiramente Casualizadotreplicata. Na avaliacdo do
efeito da natamicina sob&aureus e E. coli, adotou-se esquema fatorial 4x5x3, sendo quatro
concentracdes de natamicina (0, 0,025%, 0,05%%)0¢cinco concentracdes da solugéo
salina 0,85%; 2%; 5%; 7,5%; 10%) e trés periodos de aga@dig0, 24 e 48h).

Na avaliacdo do efeito da natamicina sobrelbicans e sobreC. albicans e E. coli
associados, adotou-se esquema fatorial 5x3, seindo concentragdes da solugédo salina
(0,85%; 2%; 5%; 7,5%; 10%) e trés periodos de ayé@dia0, 24 e 48h). Realizou-se andlise de
regressao, sendo os graficos plotados com soft@igraaPlot 10.0. Utilizou-se estatistica descritiva
na andlise defeito da natamicina sobf& aureus, E. coli e C. albicans inoculados em agua

peptonada

RESULTADOS E DISCUSSAO

C. albicans foi submetida a tratamentos em solucfes salinadmtdis e em agua
peptonada adicionados de natamicina 0,025%, quandegobservacdes em industrias
corresponde a concentragdo utilizada nas salmdonagtanto, apenas a partir da inoculagéo
em solucao salina a 5% e, em 48 horas néo se olbsgegenvolvimento da levedura (Figura
2). Quando a levedura foi inoculada em agua pedtnado se observou eliminacdo em
nenhum dos tempos avaliados, apenas tendénciaugaredndicando que a presenca de
matéria organica na salmoura de queijos, podefentena acdo do antimicrobiano (Tabela
5).
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Figura 2. Contagens d& albicans apos adi¢cao de natamicina (0,025%), em 0, 24 ¢ d8 h
diferentes concentracdes salinas.



Tabela 1. Equagbes de regressao ajustadas e respecteficientes de determinacao
referentes a contagem @ealbicans apos adicdo de natamicina (0,025%), por 0, 24tg 48
por 0, 24 e 48 h, em diferentes concentracdemsa

Periodo

de exposicao (h) Equagéo de regressdo ajustada R?
0 =358 ]
24 ¥=3,82 - 0,12°X 0.90
48 = 499¢~0FK 0.85

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

De acordo com pesquisas de Welscher et al. (20@B8neson (2002) a maioria dos
fungos possui capacidade de desenvolvimento emiggande baixa atividade de agua, que
pode ser alcancada por adigdo de cloreto de sédio cealizado nesta pesquisa. Porém, na
avaliacao do efeito da natamicina 0,025% sobresac&s;do de€. albicans com E. coli, ndo
se observou desenvolvimento da levedura apos 26 hianto quando inoculada em solucao
salina ou em agua peptonada (Figura 3 A) .

Segundo Tortora (2012;. albicans € um patégeno oportunista que pode proliferar
guando a microbiota bacteriana do meio é suprinNdaensaio contendo aperasalbicans,
observou-se desenvolvimento que foi inibido peklamécina a partir de 48 horas quando em
solucdo salina maior que 5%. Ja na associaca0. @gtbicans com E.coli, a presenca da
bactéria no meio inviabilizou o crescimento da tewa. Este resultado corrobora com o
estudo de Peleg et al (2010), no qual foram redatateracdes ent@. albicans e bactérias.
Segundo os autores, estas interacdes tém siddaa®ocom reducao da viabilidade fangica,
que pode ser atribuida a secrecdo de moléculdarajitias por bactérias, pela transferéncia
direta de toxinas das bactérias para as célulgsciimou pela deplecdo de nutrientes.

Estas interacdes somadas a agdo da natamicinaGodli@cans e E. coli acarretam
em reducdo na contagem final destes micro-orgamsisB® acordo com Myers (2006) e Cong
et al. (2007), a natamicina possui acdo antimiagior sua preferéncia pelo ergosterol, um
esterol presente especialmente na membrana cealaldungos e pouco encontrado em
bactérias.

As contagens dE. coli nessa associacao apresentaram reducdes maioresqueo
log somente nas avaliacdes ap0s 48 horas, quaodaada em solugdes salinas de 2%, 5% e
7,5% e n&o se observou crescimento da leveduralguean solucao salina 10% (Figura 3 B).
Quando a associacéo foi realizada em agua peptam@olacorreu reducdo nas contagens de
E. coli (Tabela 5).
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Figura 3. Contagem de. albicans (A) e E. coli (B) quando em associacao e apos a adicédo de
natamicina (0,025%), por 0, 24 e 48 h, em difeientscentracdes salinas.

Tabela 2. Equacgbes de regressédo ajustadas e respecbeficientes de determinacéo
referentes as contagens @e albicans (A) e E. coli (B) quando associadas e expostas a
natamicina (0,025%), por 0, 24 e 48 h, em difeientscentracdes salinas.

Espécie Periodo Equacéo de regresséao >
de exposigao (h) ajustada R
0 y=14,10 -
C. albicans 24 y=0 -
48 =0 -
0 y=14,65 -
E. coli 24 j= 4,40 — 0,10"X 0,90
48 j= 4,50 — 0,39"X 0,86

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Nos ensaios realizados cof aureus ndo se observou reducdo em nenhum dos
tratamentos avaliados (Figura 4), sendo que nasiliagdes em agua peptonada, as contagens
aumentaram expressivamente (Tabela 5). Ramos ef2@l2), em estudo com filmes
comestiveis, afirmaram que a natamicina ndo passo contra bactériaS. aureus é uma
bactéria Gram positiva e sua parede celular estétitmida por muitas camadas de
peptideoglicano que formam uma estrutura espessgida que pode impedir a acdo de
alguns antimicrobianos sobre o microrganismo (JRY05; SILVA, 2010; TORTORA,
2012). Além de serem tolerantes a concentracfesaldde 10% a 20% e a nitratos, com
capacidade de multiplicacdo em condicfes de atieidde agua (Aa) inferiores a 0,86
(FRANCO & LANDGRAF, 2003).
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Figura 4. Contagem d& aureus apos adicdo de natamicina em 0 (A), 24 (B) e 48)he(
diferentes concentracdes salinas.

Tabela 3. EquacOes de regressdo ajustadas e respecbeficientes de determinacdo
referentes a contagem 8eaureus apos a adicdo de natamicina (0; 0,025; 0,05; e)0,4860
(A), 24 (B) e 48 h (C), em diferentes concentraggaisas.

Periodo Concentragédo de Equacao de regressao R
de exposicao (h) natamicina (%) ajustada
Controle — 0 ¥=4,08 -
0 0,025 y=4,27 -
0,050 y=14,19 -
0,100 y=14,06 -
Controle -0 ¥=4,20 -
0,025 y=14,26 -
24 g
0,050 y=4,01 -
0,100 y=3,97 -
Controle - 0 ¥=4,10 -
0,025 y=4,17 -
48 -
0,050 j=3,84 -
0,100 j=3,88 -

Entretanto, Atta et al.

(2015) demonstrargue um composto antimicrobiano
produzida po&reptomyces lydicus e classificado como natamicina, apresentou atiedad

contra bactérias Gram positivas coBi@aureus, Micrococcus luteus e Bacillus subtilis.



Na acédo sobrk. coli observou-se reductes de até um ciclo log nas cemtaapos 24
horas nos tratamentos com adi¢do de natamicin®,00025 e 0,1% a partir da solugao salina
7,5% (Figura 5 B). Nestes mesmos tratamentos apobodas, observaram-se reducdes
maiores que um ciclo log a partir dos tratamentosselucao salina 7,5% (Figura 5 C).
Quando a bactéria foi inoculada em &agua peptonaduma das concentracdes de
natamicina avaliadas, foi capaz de promover reddedacontagens, observando-se inclusive,
aumentos> 1,5 ciclos log nas contagens finais (Tabela 59esndo que a disponibilidade de
substrato pode acelerar o metabolismo bacteriamadabilizar a acdo do antimicrobiano.
Segundo informacgdes obtidas junto ao fabricanecémendado adicionar 5-10% de sal para
o banho de imersao para limitar o desenvolvimeattdriano na casca do queijo. Porém, os
resultados demonstraram que na concentracdo redanen(0,025%), a natamicina
apresentou efeito sobre a bactéria apenas quandsokiwéo salina 7,5% apdés 24 horas
indicando que apenas a imersao talvez, ndo sejeergd para limitar o desenvolvimento
bacteriano referido. De acordo com Atta et al. B4 natamicina produzida p8r lydicus
apresenta acado antimicrobiana efetiva cohtraoli, Klebsiella pneumonia e Pseudomonas
aeruginosa.
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Figura 5. Contagem d&coli apos adicdo de natamicina 0, 0,025, 0,050 e 0,10684 (A),
24 (B) e 48 h (C), em diferentes concentracOeaasli

10



Tabela 4. Equacgbes de regressao ajustadas e respecteficientes de determinacéo
referentes a contagem Hecoli exposta a natamicina 0, 0,025, 0,050 e 0,100%) pay, 24
(B) e 48 h (C), em diferentes concentracdes salinas

Periodo Concentragao de Equagao de regressao R
de exposicdo (h) natamicina (%) ajustada
Controle -0 ¥=4,60 -
0,025 y=4,36 -
° 0,050 y= 4,49 -
0,100 y=4,57 -
Controle -0 y=4,98 -
04 0,025 y=4,75—0,10"X 0,82
0,050 y=4,75—0,08"X 0,43
0,100 y=4,74—0,11'X 0,88
Controle -0 y=5,12 -
48 0,025 y=4,77—0,16 x X 0,82
0,050 y=4,72—-0.21%X 0,82
0,100 y=4,49—0,20 x X 0,81

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Diferente deS. aureus, o efeito da natamicina sobke coli pode ser devido ao fato
dessa bactéria ser Gram negativa e apresentaranedepcelular formada por uma ou poucas
camadas de peptideoglicano e uma membrana extema&p fornece uma barreira para
todas as substancias no ambiente, sendo mais paintevido a presenca de porinas que
formam canais que permitem a passagem de detemsimadléculas, sendo inclusive, mais
suscetiveis ao rompimento mecanico (TORTORA, 2012)

E. coli ndo é uma bactéria considerada halotolerante tentoediversas pesquisas tém
demonstrado a sua capacidade de desenvolver tokerarconcentracdes salinas extremas.
Hrenovic e Ivankovic (2009) realizaram pesquisa aprbjetivo de verificar a resisténcia
dessa bactéria em ambientes marinhos, quando peotesm de esgoto doméstico ou de
efluentes de estacdes de tratamentos, constatamela gliminacdo da bactéria somente
ocorreu em concentracfes de 20% de sal em 72 bodes30% em 48 horas, mantendo
atividade de multiplicacdo em concentragfes salm@ma de 5%. How et al. (2013)
demonstraram a capacidadeHlecoli se adaptar a diferentes concentracdes de sal (d@ 0%
10%) e apds 60 passagens ser capaz de aumentateséacia em 1%, se multiplicando em
ambientes com concentracao salina de 11%. Don J2088quisou o0 comportamento da cepa
K-12 de E. coli quando submetida a diversas condigcbes de estresseionadas a
temperatura, pH e concentracdo de sal, entre geti@sservou que a bactéria ndo foi inibida

por nenhuma das concentracdes salinas avaliadasagaram de 0% a 10%.
11



Tabela 5- Resultados médios obtidas na avaliacédo do efeitmtianicina sobre as contagens
(log UFC/mL) deStaphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans inoculados em
agua peptonada.

Agua peptonada
Tratamentos/ Tempo Oh 24h 48h
C. albicans Natamicina 0,025% 3,6 3,5 3,0
Controle 4,2 4,8 Incontavel
S aureus Natamicina 0,025% 4,2 4,8 Incontavel
Natamicina 0,05% 4,4 4,9 Incontavel
Natamicina 0,1% 40 42 4.6
Controle 4,5 59 6,7
E. coli Natamicina 0,025% 4,5 59 6,3
Natamicina 0,05% 4,5 5,8 6,0
Natamicina 0,1% 45 5,8 6,0
C. albicans/ E.coli  Natamicina 0,025% 4,0/4)9 0/4,7 0/4,5
CONCLUSOES

Nas condi¢cOes propostas pela pesquisa, foi possiveluir que a natamicina 0,025%
ndo apresenta eficacia sol@@andida albicans inoculada em concentra¢ges salinas abaixo de
5%. As reducdes nas contagens da levedura ocorsyarante, apos incubagdo por até 24
horas e em concentracdes elevadas de sal.

Os resultados obtidos nas contagen&deoli demonstraram que a natamicina pode
interferir no seu desenvolvimento, mesmo em comaedés que podem ser consideradas
baixas (0,1%) e em condi¢des de salinidade de @,%96%.

C. albicans quando em associagcao cdtscherichia coli apresentou susceptibilidade
aos tratamentos propostos, porém a reducao naagemstpode ser devida a baixa capacidade
da levedura em se desenvolver quando em assocagéoutros micro-organismos.

A associacdo da natamicina com cloreto de sodienp@liza a sua acao

antimicrobiana podendo representar economia e aseger ampliado pelas industrias.

12
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