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APRESENTACAO

A colecao “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” é uma obra que tem como
foco principal a apresentagéo de trabalhos cientificos diversos que compde seus capitulos
relacionados aos microrganismos. O volume apresenta um compilado de 15 artigos
distribuidos em teméticas que abordam de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos,
pesquisas, relatos de casos e/ou revisdes que transitam nas diversas areas de aplicagéo
da Microbiologia.

O objetivo central desta coletanea é apresentar de forma categorizada e clara
estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos
esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a Bacteriologia, Micologia,
Parasitologia, Virologia, Imunologia Biotecnologia, Satude Publica e areas correlatas.

O avanco tecnolégico tem contribuido com inimeras pesquisas relacionadas a
biologia dos diversos microrganismos existentes, e consequentemente, esses estudos
podem auxiliar na prevengdo e no combate a patologias/doengcas que podem afetar a
saude humana e dos demais seres vivos.

Temas diversos e interessantes sdo deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres, doutores e todos aqueles
que de alguma forma se interessam pelas ciéncias bioldgicas e pelas ciéncias da saude
em seus aspectos microbioldgicos. Possuir um material que demonstre a aplicacdo dos
microrganismos em varias areas do conhecimento, de forma temporal e com dados
substanciais de regides especificas do pais tem sido relevante, bem como, abordar temas
atuais e de interesse direto da sociedade.

Este livro “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” apresenta uma teoria bem
fundamentada nos resultados praticos obtidos pelos diversos pesquisadores, professores
e académicos que arduamente desenvolveram seus estudos que aqui estdo apresentados
de maneira concisa e didatica. Sabemos o quéo importante é a divulgagao cientifica, por
isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora, que é capaz de oferecer uma
plataforma consolidada e confiavel, permitindo que esses pesquisadores exponham e
divulguem seus trabalhos.

Desejo a todos uma 6tima leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: A mandioca ocupa um lugar de
destaque na dieta alimentar da populacdo do
estado do Para, sendo consumida principalmente
na forma de farinha, mas também é utilizada
como matéria-prima para elaboragéo de diversos
pratos tipicos. O processo de fabricacdo do
tucupi varia de produtor para produtor, bem
como a variedade da mandioca utilizada no
processo de extracdo da manipueira. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo realizar
uma analise fisico-quimica e microbioldgica
deste produto que é inovador, ja que 0 mesmo
se caracteriza como molho para utilizacdo em
receitas culinarias e, assim comparar 0 mesmo
com um molho ja presente no mercado. Como
resultado, o que se refere ao sodio, € possivel
observar que para os dois molhos analisados
o molho shoyu apresentou 692,0 mg/100g,
estando assim, dentro do valor referéncia de
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tolerancia de + 20% de acordo com a Resolugéo
ANVISA RDC n° 360 de 23/12/2003, retificada
em 12/06/2013 pelo DOU n° 111, secéo 1, pg. 37
em relacdo ao valor declarado no roétulo sendo
de 818 mg de so6dio/1 colher de sopa. O tucupi
preto apresentou também, um resultado positivo
do valor contido em sua informacédo nutricional
que é de 154 mg de sodio/1 colher de sopa.
Assim, verifica-se que nédo ocorreu divergéncias,
porém deve ser mais pesquisada, em estudos
futuros para confirmagéo desses resultados.
A partir do exposto é possivel concluir que o
molho de tucupi preto e o molho shoyu tiveram
grande diferenca nas analises fisico-quimicas,
ressaltando o menor teor de sbédio do tucupi,
onde de se teve a maior discrepancia quando
comparados os molhos, porém com resultados
de analises microbiolégicas parecidos. Assim,
os dois apresentam boas caracteristicas e que
podem sim, ser utilizados como molho nas
preparacoes.
PALAVRAS-CHAVE:
Shoyu. Caracterizacao.

Tucupi  Preto. Molho

ABSTRACT: Cassava occupies a prominent
place in the diet of the population of the state
of Para, being consumed mainly in the form of
flour, but it is also used as a raw material for the
preparation of various typical dishes. The tucupi
manufacturing process varies from producer
to producer, as well as the variety of cassava
used in the manipueira extraction process. Thus,
the present work aimed to carry out a physical-
chemical and microbiological analysis of this
innovative product, since it is characterized as
a sauce for use in culinary recipes and, thus, to
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compare it with a sauce already present on the market. As a result, with regard to sodium, it
is possible to observe that for the two analyzed sauces the shoyu sauce presented 692.0 mg
/ 100g, thus being within the reference value of + 20% according to ANVISA RDC Resolution
360 of 12/23/2003, rectified on 06/12/2013 by DOU n° 111, section 1, pg. 37 in relation to
the declared value on the label being 818 mg of sodium / 1 tablespoon. The black tucupi
also presented a positive result of the value contained in its nutritional information, which
is 154 mg of sodium / 1 tablespoon. Thus, it appears that there were no divergences, but it
should be further researched in future studies to confirm these results. From the foregoing it
is possible to conclude that the black tucupi sauce and the soy sauce had a great difference
in the physical-chemical analysis, highlighting the lower sodium content of the tucupi, where
the greatest discrepancy was found when comparing the sauces, but with results similar
microbiological analyzes. Thus, both have good characteristics and can be used as a sauce
in the preparations.

KEYWORDS: Black Tucupi. Shoyu sauce. Description.

11 INTRODUGAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) pode ser utilizada diretamente para o
consumo ou destinada para a indUstria na fabricacéo de farinha e fécula. Ela apresenta um
lugar de destaque na dieta alimentar da popula¢do do Estado do Para, sendo consumida
como matéria-prima para elaboracao de diversos pratos tipicos (CASSONI, 2008). Assim,
uma empresa dentro do Estado do Para elaborou o tucupi preto que, através de uma
preparacgéo do tucupi normalmente conhecido no Para, conseguiu fazer uma elaboragéo
do mesmo para servir como molho para saladas e comidas, podendo substituindo, dessa
forma, outros tipos de molhos que contém um ndmero maior de conservantes e aditivos, ja
que o molho de tucupi preto é feito apenas de agua, tucupi e sbdio.

O processo de fabricag@o do tucupi varia de produtor para produtor, bem como a
variedade da mandioca utilizada no processo de extracao da manipueira. O tratamento
térmico aplicado para a eliminacdo dos compostos cianogénicos no tucupi, degrada os
carotendides existentes, ja que estes sdo susceptiveis a agéo da luz e do calor (RIBEIRO;
BARRETO; COELHO, 2011).

Informacdes contidas em literatura sobre tucupi, principalmente, sobre tucupi
preto sdo escassas, sendo assim necessario que faga uma caracterizagao fisico-quimica
completa deste produto, principalmente em relacdo ao teor de sddio, para poder fazer
relagédo dele com o shoyu. O molho de soja ou molho shoyu é originario da China e obtido
a partir do processamento do grédo de soja, € um molho fermentado e muito utilizado na
gastronomia como tempero (GOMES et al., 2017).

Dessa maneira, 0 objetivo deste trabalho foi caracterizar fisico-quimicamente e
microbiologicamente o molho de tucupi preto e o molho shoyu, observando diferencas e
semelhangas entre ambos, visto que tém utilizagcdo comercial parecidas.
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21 METODOS

2.1 Matéria prima

As amostras de molho de tucupi preto e molho shoyu foram obtidas no supermercado
de Belém no 6° bimestre de 2018. As analises foram realizadas no Laboratério de Quimica,
Microbiologia e de Alimentos da Universidade do Estado do Para (UEPA) — Campus V —
Centro de Ciéncias Naturais e Tecnologia (CCNT), Belém— PA.

2.2 Analises microbioldgicas

Foram levadas as amostras para o laboratério de microbiologia e realizadas as
andlises em triplicata de Coliformes Totais e Termotolerantes, Bacillus cereus, Salmonella
spp. e Staphylococcus aureus. As metodologias de analise adotadas seguiram o
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods, da American
Public Health Association (APHA 2001).

2.3 Analises fisico-quimicas

Em triplicata, utilizando-se as metodologias do Instituto Adolfo Lutz (2008) quanto
aos parametros: solidos solUveis por refratometria com o auxilio de um Refractometer (017/
IV), pH por leitura direta em pHmetro (017/1V), umidade (012/1V), cinzas (018/1V), proteina
(037/1V), Sodio — Método de Espectrometria de emisséo 6tica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OSE), Glicidios redutores e ndo redutores — pelo método titulométrico de
Lane-Eynon de acordo com Brasil (2013), Acidez total titulavel — por titulagdo com hidréxido
de sédio (NaOH) devidamente padronizado, de acordo com Adolf Lutz (2008).

31 RESULTADOS

Os resultados da caracterizagdo fisico-quimica da amostra de Tucupi e Shoyu
expostos na Tabela 1.

Analises Tucupi Preto Molho Shoyu

pH 4,15 4,54

Acidez 0,38* 0,26*

Umidade (%) 90,75 72,47

Saédio (mg/100g) 22 692,0

Glicidios redutores (%) 0,94 3,48

Glicidios nao redutores 0,69 1,52
Sélidos soluveis (BRIX®) 10 29

Proteinas (%) 2,04 1,94

*Acidez expressa em g de acido cianidrico/100g para o tucupi preto e g de acido latico/100g
para o molho shoyu.

Tabela 1. Caracterizacgao fisico-quimica da amostra de Tucupi e Shoyu.
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Analises microbiolégicas

Analises Resultados
Salmonella spp. Auséncia em 25g
Bacillus cereus <102 UFC/g

Coliformes totais <3 NMP/25¢g
Coliformes termotolerantes <3 NMP/25¢g
Staphylococcus Aureus Neg.

NMP: Numero mais provavel. Neg: Negativo

Tabela 2. Andlises microbiolégicas efetuadas nos molhos.

41 DISCUSSAO

A medida do pH é um parédmetro importante para a determina¢do de uma possivel
e rapida deterioracdo do produto, devido a presencga e ao crescimento de microrganismos
nocivos a saude. Nos valores obtidos para o tucupi, ha possibilidades do crescimento de
bolores e leveduras. Para molho de tucupi comum sd@o encontrados valores como pH,
variando entre 3,00 e 4,35, classificando-se como um alimento de alta acidez. Ja no
presente estudo do tucupi preto e molho shoyu obteve-se 4, 15 para o tucupi preto e 4,
54 para o shoyu, o que os classifica também como alimentos acidos podendo ocasionar
possiveis deterioracdes nos produtos se nao forem armazenados e produzidos de forma
correta.

Algumas anadlises foram comparadas em relagdo ao tucupi comum segundo as
amostras de CHISTE et al, 2007. A acidez total das amostras analisadas variou entre
3,92 e 10,66 meq NaOH.100 mL—1. No caso do tucupi preto apresentou uma acidez mais
elevada e o molho shoyu uma acidez reduzida. A umidade de um alimento esta relacionada
com sua estabilidade, qualidade e composicdo e pode afetar tanto seu processamento,
quanto sua embalagem e estocagem. Sendo o tucupi um alimento liquido, sua umidade
se apresentou na faixa de 94,64 a 97,46% e quando comparado aos molhos do estudo o
tucupi amarelo tem maior umidade.

No que se refere ao sodio, € possivel observar que para os dois molhos analisados
o molho shoyu apresentou 692,0 mg/100g, estando assim, dentro do valor referéncia de
tolerancia de + 20% de acordo com a Resolugdo ANVISA RDC n° 360 de 23/12/2003,
retificada em 12/06/2013 pelo DOU n° 111, secédo 1, pg. 37 em relagéo ao valor declarado
no rétulo sendo de 818 mg de sodio/1 colher de sopa. O tucupi preto apresentou também,
um resultado positivo do valor contido em sua informagéo nutricional que € de 154 mg de
sodio/1 colher de sopa. Assim, verifica-se que ndo ocorreu divergéncias, porém deve ser
mais pesquisada, em estudos futuros para confirmagéo desses resultados.
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O valor de glicidios redutores e néo redutores do tucupi preto foram menores que os
do molho shoyu, assim como o valor de sélidos solUveis medidos em °BRIX.

Com relagéo ao teor de proteinas, o tucupi normal apresentou valores baixos, entre
0,33 e 0,66%. J4 0 molho de tucupi preto e molho shoyu possuem valores de proteinas
superiores.

O tucupi deve seguir os limites maximos microbiolégicos inalterados de salmonella
spp sendo ausente, segundo Boletim IOB, Manual de procedimentos (2008), Bacillus cereus:
deve ser <102 UFC/g, ndo ultrapassando os valores indicados. Na tabela 2, os resultados de
microbiolégicos serdo comparados com o ADEPARA (2008), a qual estabelece no Padréo
de Identidade e Qualidade do Tucupi, os limites maximos microbiolégicos para coliformes
de <3 NMP. Pode-se perceber que os molhos se encontram de acordo com a legislagao.
Os indices de coliformes totais e termotolerantes sdo utilizados como indicadores das

condi¢bes higiénico-sanitarias do processamento.

51 CONCLUSAO

A partir do exposto € possivel concluir que o molho de tucupi preto e o molho shoyu
tiveram grande diferenca nas andlises fisico-quimicas, ressaltando o menor teor de sédio
do tucupi, onde de se teve a maior discrepancia quando comparados os molhos, porém
com resultados de anélises microbiologicas parecidos. Sendo importante pontuar que o
molho de tucupi preto ainda ndo possui uma caracteristica fisico quimica e microbiolégico

padrao, visto que € um produto novo no mercado.
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RESUMO: Durante o processo de fermentagéo
industrial tradicional, ocorre a producédo de
bioetanol pela levedura a partir de um mosto
acucarado, onde varios tipos de contaminacdes
podem ocorrer prejudicando a obtencéo
do produto, dentre essas, a contaminagédo
microbiana. O controle microbioldégico do
processo requer um tratamento diferencial, onde
€ necessario controlar os contaminantes, sem, no
entanto, afetaraacéodasleveduras selecionadas.
Atualmente, estdo sendo estudadas formas
naturais de controle que atendem aos requisitos
de producdo sem afetar adversamente o meio
ambiente ou impedir o comércio subsequente dos
subprodutos gerados. Diante dessa realidade,
0 presente trabalho buscou discutir esse tema
importante, abordando dados atuais da produgao
de bioetanol, perspectivas do setor e do controle
microbiolégico do processo, destacando as
formas naturais de controle, dentre elas, o uso
de extratos vegetais.

PALAVRAS-CHAVE: Extrato vegetal.
Antimicrobiano. Contaminantes. Fermentagao.
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BIOETHANOL PRODUCTION AND MICROBIOLOGICAL PROCESS CONTROL

ABSTRACT: During the traditional industrial fermentation process, yeast bioethanol is
produced from a must with sugar, where various types of contamination can occur, reducing
the production of the product, among which, microbial contamination. The microbiological
control of the process requires a differential treatment, where it is necessary to control the
contaminants, without, however, affect the action of the selected yeasts. Currently, natural
forms of control that meet production requirements are being studied without adversely
affecting the environment or preventing subsequent trade in the generated by-products. In
view of this reality, the present study aims to discuss this important topic, addressing current
data on bioethanol production, sector perspectives, and the microbiological control of the
process, highlighting the natural forms of control, including the use of plant extracts.
KEYWORDS: Vegetable extract. Antimicrobial. Contaminants. Fermentation.

11 INTRODUGAO

O processo fermentativo € a principal via de obten¢éo do etanol através da oxidag¢ao
dos monémeros de acglcar pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae (NIELSEN et al.,
2013; AZHAR et al., 2017). Para que este processo se realize é preparado o mosto, o qual
pode ser procedente do caldo de cana-de-aglcar e/ou melago gerando um ambiente com
teor de aglcar e pH ajustados para favorecer o processo fermentativo e inibir o processo
respiratorio nas leveduras (DELLA-BIANCA et al., 2013). Porém, essas mesmas condi¢des
também facilitam o desenvolvimento de uma série de micro-organismos contaminantes
como bactérias e leveduras selvagens (MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011; BECKNER;
IVEY; PHISTER, 2011), os quais sao facilmente assimilados durante todo o processo, desde
a colheita, armazenamento e processamento da matéria-prima (MUTHAIYAN; LIMAYEM,;
RICKE, 2011), até pela agua de diluicdo do mosto e pelos equipamentos e tubula¢des do
préprio processo (OLIVEIRA et al., 2013; BREXO; SANT'ANA, 2017).

A presenca de micro-organismos contaminantes resulta em queda no rendimento
fermentativo e o controle torna-se de fundamental importancia para o setor produtivo
(NAVES et al., 2010). O controle bacteriano no processo é feito pela adicdo de é&cido
sulfurico, porém para altos niveis de contaminacgéo é realizada a utilizagéo de antibidticos
(MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011), no entanto esse uso inviabiliza o comércio
posterior da levedura seca para alimentagao animal e outros fins, por deixarem residuos
nas células (FREITAS; ROMANO, 2013).

Além disso, o gasto com antibi6ticos torna-se um dos grandes desafios do processo
(BREXO; SANT’ANA, 2017) e a busca por formas alternativas de controle passa a despertar
muito interesse (CAETANO; MADALENO, 2011; MADALENO et al., 2016; RICH et al.,
2018).

Os produtos naturais derivados de vegetais possuem grande potencial ao
desenvolvimento de produtos de interesse por serem, atualmente, a principal fonte de
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novas moléculas quimicas bioativas (ANAND, et al, 2020).

21 PRODUTIVIDADE E PERSPECTIVA DO SETOR SUCROENERGETICO

No mundo moderno a necessidade do deslocamento da produgéo e das pessoas
faz com que os combustiveis sejam intensamente utilizados, porém o uso de combustiveis
fosseis tem sido questionado devido a sua finitude e efeitos adversos causados ao
ambiente, como aumento dos gases de efeito estufa gerando aquecimento global,
mudancgas climaticas com possiveis altera¢gdes do nivel do mar, da biodiversidade,
aumento da poluicdo urbana entre outros (ZABED et al., 2017). Neste sentido, ha uma
crescente demanda pelo uso de combustiveis alternativos que proporcionem seguranca
energética e ambiental, impulsionando os estudos recentes devido a serem oriundos de
fontes renovaveis ou até mesmo de residuos gerados pela acdo humana, degradacéao
natural de frutas e outros vegetais ou da producéo industrial (BHATIA; JOHRI; AHMAD,
2012; SARRIS; PAPANIKOLAOU, 2016).

Segundo a Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis, no Brasil
45% da energia e 18% dos combustiveis provém de fontes renovaveis, enquanto que, no
restante do mundo 86% da energia é obtida de fontes ndo renovaveis (ANP, 2020a).

Dentre as alternativas energéticas para a diminuicdo da dependéncia de
combustiveis fésseis surge o bioetanol, o qual pode ser obtido a partir de diversas fontes
que contenham quantidade apreciavel de carboidratos (ZABED et al., 2017). O Brasil foi
pioneiro nesta aplicagdo (ANP, 2020a), porém devido a facilidade de obtencao e ao baixo
custo de producéo, a utilizacado dessa alternativa energética tem aumentado em nivel global
(RFA, 2020), tanto para uso direto como combustivel ou adicionado a gasolina (SARRIS;
PAPANIKOLAQU, 2016).

O bioetanol produzido no Brasil, destina-se principalmente ao mercado interno e
a exportagcéo para os paises da Unido Européia, Estados Unidos e China (VIDAL, 2019).
Atualmente a obtencdo deste biocombustivel € realizada através de fontes primarias
contendo agucares simples (biomassa agucarada) e amido (biomassa amilacea),
gerando o bioetanol referido como de primeira geragéo e também de fontes de biomassa
lignocelulésica e algas, gerando, o bioetanol referido como de segunda e terceira geracéo,
respectivamente (ZABED et al., 2017).

Na Tabela 1 € possivel verificar a produ¢cdo mundial de bioetanol combustivel (RFA,
2020). O Estados Unidos € o maior produtor mundial de bioetanol, responsavel por 54% do
total produzido, sendo que sua maior producéo é de bioetanol de primeira geracéo atravées
do uso do milho (biomassa amilacea) como matéria-prima. O Brasil € o segundo maior
produtor em nivel mundial, responsavel por 30% do total, sendo que a maior producéo
nacional também é de bioetanol de primeira geragéo, porém utilizando fontes agucaradas
como o caldo de cana-de-agUcar ou o melago (residuo da producdo de agucar) para
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obtencédo do mosto, onde os agucares fermentesciveis que serdo convertidos em bioetanol,
estdo prontamente disponiveis para o processo fermentativo (SARRIS; PAPANIKOLAQOU,

2016).
. % da producao
Pais 2015 2016 2017 2018 2019 mundial

Estados o
Unidos 56.051 58.345 60.324 60.911 59.719 54%
Brasil 27.255 25.589 25.287 30.321 32.441 30%

Uniéo o
Européia 5.250 5.213 5.300 5.413 5.451 5%
China 3.078 3.199 3.255 3.975 3.407 3%
Canada 1.650 1.650 1.779 1.817 1.893 2%
India 738 1.041 795 1.514 2.006 2%
Tailandia 1.264 1.219 1.401 1.476 1.590 1%
Argentina 799 999 1.098 1.098 1.098 1%
Outros paises 1.480 1.855 1.567 2.078 2.271 2%

Total 97.565 99.110 100.806 108.603 109.875

Tabela 1. Produgéo anual mundial de bioetanol combustivel (Mil.m3)

Fonte: RFA, (2020). Tabela adaptada.

A utilizagdo da cana-de-agUcar para obtencéo da matéria-prima a ser fermentada
é atrativa, uma vez que proporcionam um alto rendimento de aglcar e durante a sua
utilizacdo industrial acaba gerando outros subprodutos de interesse para a manutencéo
da propria produgédo industrial ou mesmo para transa¢des comerciais, como no caso da
palha e do bagacgo, os quais podem ser utilizados na caldeira para gerar a energia que
mantera o processo industrial ativo ou podera ser utilizado como uma fonte de biomassa
para obtencao de etanol de segunda geracao; da vinhaga, a qual pode ser utilizada para
fertirrigacdo e para a obtencdo de biogas e da torta de filiro que pode ser utilizada na
adubacéo agricola. A cadeia produtiva de etanol a partir da cana-de-agucar gera como
perspectiva a transformagdo das unidades industriais em biofabricas, com a producgéo
integrada de varios produtos de interesse comercial.

Neste cenario mundial também aparece a mandioca e batata doce (biomassa
amilaceas) como potenciais matérias-primas para producdo de bioetanol, as quais
ndo necessitam de grande fertilidade do solo para o seu cultivo e o uso da biomassa
lignocelulésica resultante de culturas energéticas, plantas aquaticas, materiais florestais,
residuos agricolas, urbanos e industriais entre outros, os quais sdo abundante em todo
o mundo e permitem, na grande maioria, a obtencdo de etanol sem a necessidade da

utilizagcdo novas de areas de plantio e sem interferir na producao de alimentos e forragens
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(ZABED et al., 2017). O potencial do uso do sorgo sacarineo como fonte de biomassa
acucarada também tem sido avaliado (MASSON, et al., 2015)

O uso do bioetanol é um dos mais promissores devido a introducao de motorizagdo
hibrida no mercado, onde o motor a combustdo usa a tecnologia flex fuel, que utilizam
mistura de 0% a 100% de etanol e gasolina (BREXO; SANT’ANA, 2017).

A demanda por esse biocombustivel atualmente também é impulsionada pelo
desenvolvimento de politicas governamentais em diversos paises visando o estimulo da
producao e utilizacdo de fontes renovaveis de energia (VIDAL, 2019). A Unido Européia
através da diretiva 2009/28/CE, a qual trata da promocgéo da utilizagdo de energia de fontes
renovaveis conhecida como RED I, estabeleceu metas para a producao e utilizacado de
energias renovaveis em 2020, posteriormente com a Diretiva (UE) 2018/2001 (RED II), foi
estabelecido pelo menos, 32 % de energia renovavel no consumo final bruto de energia
até 2030 (EUROPEIA, 2019). Nos Estados Unidos, segundo a Low Carbon Fuel Standart
(LCFS) a meta é de reduzir as emissdes dos gases de efeito estufa em 20% até 2030 e
segundo Renewable Fuel Standard (RFS) a perspectiva seria a produ¢@o de um volume de
36 bilhdes de galdes (cerca de 136 bilhdes de litros) de combustiveis renovaveis em 2022
(ROITMAN, 2019).

No Brasil, no final do ano de 2017 foi criada, através da Lei 13.576, a Politica Nacional
de Biocombustiveis, conhecida como RenovaBio, a qual visa, entre outros objetivos,
estimular a reducéo das emissdes de gases de efeito estufa através do incremento no uso
de biocombustives na matriz energética nacional (BRASIL, 2017).

A producéo de etanol variava mais em funcdo dos prec¢os do agucar no mercado
externo do que em relagdo a produgdo de cana-de-agucar, pois 0 setor possuia uma
flexibilidade para a produgéo de aglcar ou etanol, que pode variar de 50% para qualquer
um dos produtos ou até para 65% de producgéo de etanol e 35% de aglcar conforme ilustra

o gréfico da Figura 1.
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Figura 1. Mix de produc&o de agucar e etanol — Safra 2008/09 até 2018/19
Fonte: EPE, 2019

A adocdo desta nova politica visa o desenvolvimento de mecanismos que
garantam a previsibilidade na produgdo necessaria para atrair investimentos, de forma
a conectar sustentabilidade ambiental, social e econdmica. Através desta Lei foram
estabelecidas metas a serem alcancadas até 2030 e também a criacdo do CBIO (Crédito
de Descarbonizacgédo), os quais sao titulos financeiros que deverdo ser adquiridos pelos
distribuidores de combustiveis para compensar suas emissdes e cumprir as metas de
descarbonizagédo estipuladas anualmente. Investidores também podem adquiri-los e a
expectativa € que se torne uma commodity mundial (GRASSI; PEREIRA, 2019). Assim,
esse programa visa retomar os incentivos para o aumento da produtividade nacional, uma
vez que propde uma certa seguranga econdmica para os produtores.

Na Figura 2 é possivel acompanhar a evolugdo mensal da produgdo nacional
anual de bioetanol e observar que ha um incremento na produgao brasileira nos meses de
abril & novembro, correspondentes aos meses de colheita da cultura da cana-de-acucar.
Considerando o més de abril, no ano corrente teve a maior produ¢ao dos Ultimos nove
anos.
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Figura 2. Evolugdo mensal da produgéo anual brasileira de bioetanol
Fonte: ANP, 2020b.

A Tabela 2 mostra os dados de moagem de cana-de-agucar e a Tabela 3 os dados
da producgéo de bioetanol durante o ano separado por safra (abril a margo) e por regiao
produtora. E possivel verificar o predominio da produg&o nacional na Regiéo Centro-Sul do
pais, a qual na safra anterior foi responsavel pela obten¢éo de 93,4% do total produzido.

Moagem de Cana-de-Acucar Safras — 2015/2016 até 2019/2020 (Mil toneladas)

Safra 2015/2016 2016/2017 2017/2018 2018/2019 2019/2020
Regido Centro-Sul 617.709 607.137 596.260 573.125 590.361
Regiao Norte-Nordeste 49.115 44.704 44.806 47.707 52.316
Brasil 666.824 651.841 641.066 620.832 642.677

Tabela 2. Moagem de Cana-de-Actcar no Brasil nas Ultimas Cinco Safras
Fonte: UNICA, (2020). Tabela adaptada

Etanol Total — 2015/2016 até 2019/2020 (Mil m?)

Safra 2015/2016 2016/2017 2017/2018 2018/2019 2019/2020
Regido Centro-Sul 28.225 25.651 26.088 30.953 33.258
Regiao Norte-Nordeste 2.008 1.603 1.771 2.150 2.337
Brasil 30.232 27.254 27.859 33.103 35.595

Tabela 3. Producgéo de biotanol no Brasil por safra
Fonte: UNICA, (2020). Tabela adaptada

Além da producgédo relatada, o pais tem adotado outras formas de obtencdo do
bioetanol na tentativa de aumentar essa producdo e corresponder as expectativas do
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RenovaBio, como a obtencao de etanol a partir do milho e o desenvolvimento e consolidacéo
das tecnologias de segunda geracdo, que permitirdo o aumento da produtividade, sem
aumentar a area destinada ao plantio, por meio de culturas de cana-de-agucar especializadas
em energia, como a Cana Energia e residuos agricolas (GRASSI; PEREIRA, 2019).

Aregiao Centro-Oeste brasileira, produtora de graos, tem apresentado um crescente
aumento producéo de etanol devido a disponibilidade da matéria-prima e a possibilidade
de aproveitamento do complexo produtor de etanol a partir da cana-de-aglcar também
na entressafra para producado a partir do milho (VIDAL, 2019). A produgé@o de etanol a
partir do milho no Brasil é destacada como um importante propulsor do desenvolvimento
energético, econdmico, social e ambiental na produg¢éo, minimizando perdas em logistica
e exportacdo de grdos (ECKERT, et al, 2018). Segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB) a estimativa nacional de plantio do milho, na temporada 2019/20,
deve apresentar uma producgéo recorde de 101 milhdes de toneladas (CONAB, 2020a),
sendo a regido Centro-Oeste responsavel por cerca de 95% da producgédo de etanol a base
de milho, considerando a estimativa de producgéo para a safra 2020/21 de 2,7 bilhbes de
litros no pais, dos quais 2,56 bilhdes nessa regido, distribuidos entre Mato Grosso e Goias
(CONAB, 2020b).

O aumento da produgéo de bioetanol impulsionado pelas politicas publicas contribui
para a transicao energética na qual o mundo deve se ajustar e em especial no Brasil, ja fez
parte, junto com a energia advinda de outras fontes renovaveis, 45% da matriz energética
brasileira em 2018 (EPE, 2019).

A Tabela 4 apresenta uma perspectiva da fonte de energia a ser utilizada no Brasil e
no mundo no ano de 2025. E possivel verificar o destaque do Brasil em relagdo ao cenario

mundial no que diz respeito ao uso de energias renovaveis.

Fonte de Energia Brasil Fonte de Energia Mundial
M= . o Energia Nao o
Energia Nao Renovavel 51,2% Renovavel 82,7%
Derivados da Cana-de- o Bioenergia o
aglcar 20,2% Moderna 6.9%
Hidraulica e Eletricidade 13,6% Hidraulica 3,0%
Lenha e Carvao Vegetal 7,4% Biomassa Soélida 2,8%
Outras Renovaveis 5,0% Outras Renovaveis 4,6%
Edlica 2,2%
Solar 0,5% Total 14,1 G
Total 333,8 M,

Tabela 4. Perspectiva de oferta interna de Energia — Brasil e Mundial no ano de 2025

Fonte: EPE, 2019. Tabela adaptada
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Com base na tabela acima, foi possivel calcular a participacdo dos derivados da
cana-de-agucar em Mrtep (Milhdes de toneladas de petréleo equivalente) com o incremento
projetado para 2025 de 57,4% conforme apresentado na Tabela 5.

Incremento na Substituicdo de M1ep por Derivados da Cana-de-acucar

Ano Total MTep De”"adfggg‘a?a”a'de' Substituicio de MTEP
2008 252,0 17,0% 42,8

2018 288,0 17,4% 50,1

2025 333,8 20,2% 67,4
Incremento na substituicdo de MTEP de 2008 a 2025 57,4%

Tabela 5. Substituicdo de MTEP por Derivados da Cana-de-agucar.

Fonte: Elaborado por Arlindo José Lima de Carvalho

O Brasil ocupa um espaco consideravel no perfil energético mundial, principalmente
pelo carater renovavel da sua matriz, advindo de seu potencial, e, em especial, das
politicas publicas que incentivam a seguranca energética nacional com o uso dos recursos
renovaveis. Assim, a matriz energética brasileira acaba sendo modelo e incentivo para

muitos paises na adocao de energias renovaveis, como o bioetanol.

31 PROCESSO FERMENTATIVO

Através do processo fermentativo tradicional &€ que ocorre a obtencéo da maior parte
(90-95%) do bioetanol mundial (SARRIS; PAPANIKOLAOU, 2016), por acdo da levedura
Saccharomyces cerevisiae, a qual metaboliza os aglcares (hexoses) sollveis disponiveis,
gerando neste processo, além do bioetanol, diéxido de carbono.

A levedura S. cerevisiae € um fungo unicelular (ascomiceto) anaerdbico facultativo,
podendo obter energia para sua sobrevivéncia através da respiracdo aerobica ou através
da fermentacdo. Na respiracao aerdbica ocorre a produgéo de 18 a 19 vezes mais energia
biologicamente utilizavel disponivel para a levedura do que na fermentagéo, sendo assim, a
respiracao um processo mais benéfico, em termos energéticos, do que a fermentagéo para
a levedura (SARRIS; PAPANIKOLAQOU, 2016).

Baixas concentragdes de glicose favorecem o processo respiratério e a produgéo de
biomassa, sendo essas condi¢des utilizadas para a producao industrial de leveduras secas
selecionadas. No entanto, mesmo na presenca de oxigénio, se a concentracao de agucar for
maior que um valor critico (por exemplo, 9 g.L") a respiragao torna-se impossivel e apenas
ocorre a metabolizagdo dos agucares pela via fermentativa (PRONK; YDE STEENSMA;
VAN DIJKEN, 1996).
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A hexose assimilada pela célula sofre o processo de glicolise gerando duas
moléculas de piruvato, duas moléculas de ATP e duas moléculas da coenzima reduzida
NADH. Na respiracao, a molécula de piruvato é direcionada para o ciclo de Krebs, onde sera
totalmente oxidada. Na fermentagéo etandlica, o piruvato é convertido, em acetaldeido, o
qual sofre rearranjo molecular para formar a molécula de etanol, com utilizacado de NADH
(TORTORA; CASE; FUNKE, 2016). A molécula de etanol pode ser utilizada como fonte de
energia, pois ainda concentra a maior parte da energia da molécula de glicose que néao foi
totalmente oxidada neste processo. A Figura 3 apresenta um esquema do processo de

fermentacéo etandlica.

Glicolise
Glicosa
2 NAD* 2 ADP
2 NADH COOHA_ 2 arp
=
CH,
2 Ackdo pininvico
ol A
) CHO
Respiracio él'h Fermentagio
2 Acotaldeido
l 2 [DHADH ) 2 H*
C’ 2 MAD*
I
CH,
2 Etanol

Figura 3. Processo bioguimico de fermentacgéao etandlica
Fonte: TORTORA; CASE; FUNKE, 2016. Figura adaptada.
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Durante a fermentagdo pode haver também a sintese de produtos secundarios,
como glicerol, succinato, alcoois superiores, acidos organicos e outros, 0s quais estdo
relacionados com a adaptacéo e sobrevivéncia da levedura (BREXO; SANT’ANA, 2017).
A levedura é um organismo resistente, mas sob stress, a cada 1°C de aumento na
temperatura acima de 35°C o processo metabdlico pode néo funcionar adequadamente
(NARENDRANATH, 20083).

41 PARAMETROS TECNOLOGICOS DO PROCESSO FERMENTATIVO

Nas usinas brasileiras o processo fermentativo chega a ter rendimentos teéricos de
92-93% enquanto os outros 7 a 8% sao direcionados para o metabolismo celular. O processo
ocorre em grandes tanques industriais (0,5 a 3 milhdes de litros) e com altas densidades
de células de levedura (10-15% p/v) e com o uso do mosto a partir do caldo de cana-de-
acucar ou do melaco (residuo da produgao de agucar) diluido em agua ou uma mistura de
ambos (AMORIM et al., 2011). A produtividade do processo esta relacionada a quantidade
de agucares disponiveis para serem fermentados, ou seja, acgUcares fermentesciveis,
presentes no mosto (BREXO; SANT’ANA, 2017).

Geralmente, o processo ocorre em um periodo de 6 a 12 horas a aproximadamente
30°C, sendo que ao final do processo a concentragdo de bioetanol atinge 7-11% (v/v), com
menos de 0,1% de agucar restantes sem fermentar. O vinho levedurado é centrifugado para
separacgdo de leveduras e do vinho, o qual é direcionado para o processo de destilagéo,
gerando ao final o bioetanol e a vinhaca. As leveduras concentradas (creme de levedura)
recebem um tratamento com &cido sulfurico (pH 2,0-2,5), e quando necessario também
antibioéticos, que visam reduzir a contaminacao bacteriana. Ap6s 2 a 3 horas, as leveduras
retornam aos tanques de fermentagéo para iniciar um novo ciclo. Durante todo o processo
sé@o realizadas analises para acompanhamento da contaminacao bacteriana e também
da viabilidade da levedura. O processo de reutilizacéo da levedura ocorre durante toda a
producao industrial, no periodo da safra e representa uma vantagem para a industria, pois
economiza aglcar e aumenta o rendimento da fermentagéo (AMORIM et al., 2011, BREXO:;
SANT’ANA, 2017).

Um esquema do processo industrial brasileiro de obtencdo de bioetanol acoplado a
producao de agucar pode ser verificado na Figura 4.
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Figura 4. Esquema da produgéo brasileira de bioetanol
Fonte: AMORIM et al., (2011). Figura adaptada.

Para que o processo seja atrativo industrialmente e executavel economicamente
deve apresentar expressiva taxa de fermentacdo e consequentemente, alto rendimento e
custo de producgéo por hectare relativamente baixo (BREXO; SANT’ANA, 2017).

51 CONTROLE MICROBIOLOGICO DURANTE A PRODUGCAO DE ETANOL

Durante a fermentagéo industrial pode ocorrer a contaminagdo do processo com
bactérias e leveduras selvagens. Dentre os contaminantes bacterianos comumente
sdo encontradas espécies Gram-positivas, como Lactobacillus, Leuconostoc e Bacillus
(LUCENA et al., 2010; BECKNER; IVEY; PHISTER, 2011; BREXO; SANT’ANA, 2017), as
quais podem adentrar o processo em todas as etapas (MADALENO et al., 2019).

A contaminacdo microbiana é um fator limitante para o processo, pois resulta em
queda de 2 a 22% de perda na producdo (BECKNER; IVEY; PHISTER, 2011), porém em
casos extremos, a redugéo no rendimento do processo pode chegar de 20 a 30% (BREXO;
SANT’ANA, 2017). Concentragéo bacteriana acima de 10’"UFC/mL, frequentemente alteram
a cinética do processo resultando em perdas de aproximadamente 20.000L de bioetanol por
dia (SEKOAI; MHLONGO; EZEOKOLI, 2019) e acima de 108UFC/mL, a perda pode chegar
a 30.000L de bioetanol por dia em uma destilaria capaz de produzir um milh&o de litros por
dia (CECCATOANTONINI, 2018). Essa reducgéo ocorre principalmente devido a competicéo
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pelo acgucar, floculacdo do fermento, formagédo de goma, inibicdo e morte das leveduras
(RAVANELI et al., 2011), além de poderem favorecer o processo respiratério da levedura, o
acumulo de glicerol (DONG; LIN; LI, 2015) e a formacgao de biofilmes recalcitrantes (RICH
et al., 2015).

O crescimento bacteriano acaba gerando custos adicionais no processo de
producado com a utilizacao de produtos quimicos para controlar os efeitos da contaminacéo,
como antiespumantes, antibiéticos, entre outros (NAGHSHBANDI et al., 2019). No controle
industrial da proliferacdo bacteriana é realizado o tratamento com &cido sulfurico e para
altos niveis de contaminacgéo é feita a utilizagdo de antibiéticos que causam a morte ou
inibem micro-organismos especificos de maneira seletiva (MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE,
2011; FREITAS; ROMANO, 2013).

Muitos antibi6ticos, como a penicilina G, virginiamicina, monensina entre outros, sao
empregados frequentemente na redugcé@o da contaminagéo (LEITE et al., 2013; WALTER,
et al., 2019). Entretanto, a utilizacao destes produtos resultam em residuos nas leveduras
descartadas do processo, as quais ap6s a secagem ndo podem mais ser utilizadas como
complemento na racéo animal (FREITAS; ROMANO, 2013), dificultando o comércio deste
subproduto, pois as leveduras secas, com residuos de antibiéticos devem ser incineradas.
Outro problema enfrentado pelo uso de antibidticos é a selegéo de bactérias resistentes
(WALTER, et al, 2019), gerando questionamentos quanto ao uso continuo destas
substéancias.

Além disso, o gasto com antibibticos torna-se um dos grandes desafios do processo
(BREXO; SANT’ANA, 2017), sendo o desenvolvimento de formas alternativas de controle
uma necessidade do setor.

O crescimento do uso de antibiéticos no mundo vem preocupando as agéncias de
salde mundial e local. O relatério da Organizacéo Mundial de Saude (OMS), avaliou o uso
de antibiéticos, apontando o Brasil como o décimo nono maior consumidor, dentre 0s em
65 paises participantes da pesquisa (WHO, 2018). KLEIN, et al., (2018), destacam um
aumento 65% no consumo de antibiéticos no mundo entre os anos 2000 e 2015, chegando
a 34,8 bilhdes de DDDs (Dose Diaria Definida por 1000 habitantes) em 2015, sendo 70% o
uso na agropecuaria. No Brasil o consumo foi de 22,75 DDDs (WHO, 2018), neste periodo.
Considerando o valor médio dos antibiéticos mais consumidos no pais, o preco atual ao
consumidor de R$/DDD 4,12 equivalente a US$/DDD 1,04, podemos estimar (Tabela 6) os
valores do consumo desse medicamento no Brasil e no Mundo, levando em conta os dados
da populacéo brasileira apontados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica como
210.286.630 de habitantes (IBGE, 2019) e os valores estimados para uso na agropecuaria
(Tabela 7). E possivel estimar que o Brasil gasta 4,23 Bi US$/ano com antibiéticos no setor
agropecuario.
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Estimativa do gasto anual com antibiéticos no mundo — Consumo humano
Ano DDDs (Bilh&o) US$/DDD Bi US$/ano
2015 34,8 1,04 36,19

Tabela 6. Célculo do valor estimado com consumo de antibiéticos no mundo

Fonte: Elaborado por Arlindo José Lima de Carvalho

Estimativa do gasto anual com antibiéticos no Brasil em 2016

(Consumo humano e Agropecuario)

Setor do Consumo Valor (Bi R$/ano) Valor (Bi US$/ano) Participagéo
Humano 7,19 1,81 30%
Agropecuaria 16,79 4,23 70%
Total 23,98 6,04 100%

Tabela 7. Calculo do valor estimado com consumo de antibiéticos no Brasil

Fonte: Elaborado por Arlindo José Lima de Carvalho

61 CONTROLE MICROBIOLOGICO NATURAL

A busca de formas alternativas de controle deve levar em consideracdo alguns
aspectos primordiais como: nao interferir na produgdo das leveduras, possuir amplo
espectro de agcdo contra a maioria dos contaminantes, desenvolvimento minimo de
resisténcia, facilidade de administracdo, ndo ser toxico para plantas, animais e seres
humanos e possuir viabilidade econdmica (MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011).

Neste sentido, o uso de plantas tem se mostrado promissor, uma vez que os vegetais,
além dos metabdlitos primarios, relacionados a manutencdo da vida vegetal, também
produzem diversos compostos relacionados a sua adaptagcao ao ambiente, autodefesa e
interacdo com outros organismos, os metabdlitos secundarios (SALAM; QUAVE, 2018),
dentre os quais, os alcaldides e polifendis demonstraram eficacia antimicrobiana (ANAND,
et al, 2020).

As plantas contribuem de forma significativa na obtencéo de produtos com atividades
terapéuticas de interesse sendo os extratos vegetais bioativos amplamente utilizados na
saude, agricultura, pecuaria entre outras areas (PETROVSKA, 2012; ABU-DARWISH E
EFFERTH, 2018).

Diversos autores destacam a importancia do uso de produtos naturais como uma
fonte potencial de controle microbiano (GYAWALI; IBRAHIM, 2014; MOLONEY, 2016).
Varios derivados de plantas tem sido associados com propriedades antibacterianas
(MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011), e tém sido empregados extratos vegetais frente
as bactérias de interesse (GONCALVES et al., 2005; SALES et al., 2014; FURTADO et al.,
2015), sendo chamado por alguns autores de antimicrobianos de origem vegetal — PDAs,
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plant-derived antimicrobials (UPADHYAY et al., 2014).

Extratos vegetais apresentando acdo contra bactérias Gram-positivas, em estudos
clinicos ou mesmo na agricultura, pecuaria ou industria alimenticia podem ser uma fonte
potencial para estudos de ac¢@o nos contaminantes bacterianos normalmente encontrados
na producéo do bioetanol (MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011). Diversas especiarias
utilizadas em alimentos tem sido relatadas com grande potencial para o desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos (LIU et al 2017), sendo que algumas ja estdo em avaliacdo
na producéo de bioetanol (MADALENO et al., 2016).

ANAND, et al, (2020), revisando trabalhos sobre a familia Apocynaceae, destaca
que os vegetais podem ter um papel fundamental no desenvolvimento de drogas
antimicrobianas mais eficazes e menos tdxicas, que podem superar a resisténcia aos
antibi6ticos comumente utilizados.

O estudo do uso de extratos naturais como alternativa na produgao de bioetanol tem
sido considerado promissor com ampla possibilidade de exploragédo (SALAM; QUAVE, 2018)
e interesse quando considerado as questdes como de saude publica, aspectos ecologicos
e econdmicos, sendo mais vidvel economicamente para uso industrial quanto menos nivel
de pureza for necessario, ou seja, quanto mais bruto for o extrato (MUTHAIYAN; LIMAYEM;
RICKE, 2011).

Atualmente, o vegetal mais utilizado na industria de bioetanol é o lupulo (Humulus
lupulus), do qual derivam os a-acidos (humulonas) e B-acidos (lupulonas), eficazes
principalmente contra bactérias Gram-positivas e encontrados comercialmente com os
nomes de IsoStab®, LactoStab® e Betabio 45® (CECCATOANTONINI, 2018).

Os derivados vegetais apresentam-se como uma fonte valiosa de compostos
bioativos com atividades antimicrobiana, por estarem prontamente disponiveis, possuirem
baixo custo de obtencdo, quase ndo apresentarem efeitos colaterais, alguns deles
mostrando-se eficazes na eliminacdo de bactérias resistentes a antibidticos e outros,
embora ndo sejam eficaz por si s6, apresentaram-se promissores quando combinados
com antibi6ticos, sendo assim, ferramentas atraentes na pesquisa de produtos bioativos
nos proximos anos (KHAMENEH, 2019).

Diante da grande extensao do Brasil (8,5 milhdes km?), ocupando quase a metade
da América do Sul, ocorre a incidéncia de varias zonas climaticas no pais, possibilitando
grandes variagbes ecoldgicas, formando zonas biogeograficas distintas ou biomas, que
abrigam maior biodiversidade do planeta, possuindo mais de 20% do numero total de
espécies da Terra (MMA, 2020). O pais possui uma vasta flora rica em espécies vegetais
contendo varios compostos quimicos com propriedades biolégicas e potencial atividade
terapéutica, como a presenca de compostos fendlicos, provavelmente devido a propria
condicéo ambiental de algumas de suas regides (exposi¢ao ao estresse hidrico, alta radiagéo
ultravioleta, ataques de herbivoros e infec¢des por fungos), os quais sdo precursores de

compostos com atividades anti-inflamatérias e antimicrobianas, sendo assim interessantes
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alvos de bioprospecgédo (BAILAO et al., 2015)

Com a perspectiva do aumento da produgdo de etanol para cumprir as metas
governamentais estabelecidas, o setor sucroenergético busca minimizar as contaminagées
microbianas utilizando antibiéticos que geram preocupacdes ambientais e limitam o comércio
da levedura seca por deixar residuos. Neste sentido a utilizacdo de extratos vegetais
poderia ser uma forma alternativa e financeiramente atrativa de controle microbiolégico do

processo fermentativo.

71 CONSIDERAGOES FINAIS

A producgéo de bioetanol tende a se desenvolver bastante devido a alteragdes na
matriz energética mundial com a inser¢do dos biocombustiveis, sendo muito importante
que o processo de fermentagdo ocorra adequadamente com minimizacao das perdas.
Neste trabalho foi enfatizado a importancia do controle microbiologico do processo, onde
a otimizacdo da producéo pode ser alcancada pela inibicdo do processo respiratério nas
leveduras e minimizagéo dos contaminantes pelo uso de formas alternativas de controle
como os extratos vegetais, que possam viabilizar a obtencdo de antibacterianos naturais

para uso no setor sucroenergético.
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ABSTRACT: Intensive animal husbandry aims to
produce animal products in crowded conditions
of cattle, pigs, poultry or fish. Those farms have
in common a high population density, they
are large-scale and generate large volumes
of liquid and solid waste. These animal wastes
contain pathogenic microorganisms that can
be transmitted to man such as Escherichia
coli, Salmonella spp., Campylobacter jejuni,
and antibiotic resistant microorganisms. These
biohazards can remain in soil, water, or travel
to populated regions causing adverse health
effects. To reduce the environmental impact,
regulations require a solid waste and wastewater
management plan, but they are often not well
applied. Radiation technologies appear as an
emerging alternative for the treatment of these
wastes because they allow reducing or eliminating
the biological hazards while permitting the reuse
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IONIZING RADIATION

or recycling of the organic matter present.
KEYWORDS: Microorganisms, Animal waste,
Environmental contamination, lonizing radiation.

INATIVACAO DE MICRORGANISMOS
EM DEJETOS ANIMAIS COM RADIAGAO
IONIZANTE

RESUMO: A pecuaria intensiva visa a produgao
de produtos de origem animal em condi¢bes
de superlotacdo de bovinos, suinos, aves ou
peixes. Essas fazendas tém em comum uma alta
densidade populacional, sé&o de grande porte e
geram grandes volumes de residuos liquidos
e solidos. Esses residuos animais contém
microorganismos patogénicos que podem ser
transmitidos ao homem, como Escherichia
coli, Salmonella spp., Campylobacter jejuni e
microrganismos multirresistentes a antibioticos.
Esses riscos bioldgicos podem permanecer no
solo, na agua ou viajar para regibes povoadas
causando efeitos adversos a saude. Para reduzir
0 impacto ambiental, os regulamentos exigem
um plano de gestao de residuos s6lidos e aguas
residuais, mas geralmente ndo sdo bem aplicados.
As tecnologias de radiagdo aparecem como uma
alternativa emergente para o tratamento desses
residuos, pois permitem reduzir ou eliminar os
riscos biol6gicos ao mesmo tempo que permitem
0 reaproveitamento ou reciclagem da matéria
organica presente.

PALAVRAS-CHAVE: Microorganismos,
Residuos de animais, Contaminagdo ambiental,
Radiacéo ionizante
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11 INTRODUCTION

The impact of human activities on environmental resources is a problem of great
concern. These actions cause pollution, depletion or degradation of water, air, and
soil. Contamination can be chemical, physical, or biological. An example of biological
contamination are organisms such as bacteria and viruses that can cause disease in
man or animals and become a public health problem. This chapter discusses the need
to produce large quantities of food, some of the negative aspects that are generated with
the production of animals and some problems the man must deal with. The biological risks
present in waste, the treatments options, the use of ionizing radiation as a technological tool
to eliminate biohazards in human waste and the need for its use in the treatment of animal

waste is also discussed.

21 ANIMAL HUSBANDRY

Wolves are recognized as the first species to be domesticated by hunter-gatherers
from Europe and Asia during the Late Glacial Period (15,000-30,000 years BP). From 12,000
years BP the domestication of species became a practice in other parts of the world, which
continues to the present. Animals were a source of food for human consumption, providing
meat, milk, eggs, etc. This practice was part of the major changes in the way of life of human
societies around the world. This led to technological and economic changes that begin with
the production of food based on crops and the domestication of animals starting extensive
animal husbandry on farms (VIGNE, 2011).

In the last centuries, the growth in human population, together with the increase
in the standard of living in developed countries are some of the main reasons for the
growing demand for animal proteins worldwide. The need of farm animals in addition to the
lack of space, lead to the creation of modern livestock farming systems giving rise to the
intensive animal breeding system. This has been possible thanks to scientific discoveries
and technological advances. Currently, livestock is an important sector because its products
contribute 17 per cent to kilocalorie consumption and 33 per cent to protein consumption
globally. It employs at least 1.3 billion people globally and directly support the livelihoods of
600 million smallholder farmers. Livestock systems occupy about 30 per cent of the planet’s
ice-free terrestrial surface area and are a significant global asset with a value of at least $
1.4 trillion (THORNTON, 2010).

Animal husbandry systems have both positive and negative effects depending on how
they are analyzed. Currently, livestock is one of the fastest growing agricultural subsectors
in developing countries, but negative effects on the environment are aspects of growing
concern. One of them is that concentrated animal production generates a large amount of
waste made up of food, scraps and animal waste. The disposal of these solid and liquid
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waste represents a problem of great interest because, in addition to being large volumes,
they could be harmful to the environment if not well managed, have strong odor, attract
rodents and insects, have pathogenic microorganisms and contaminate the soil, vegetation,
rivers, groundwater, and other animals (OGBUEWU et al., 2012).

31 THE RISKS BEHIND ANIMAL WASTE

Animal waste is made up of water, food scraps, animal excrement, urine, and other
waste materials such as washing and cleaning water. Waste can be solid, liquid, or semi-
liquid with a mixture of the above. Many bacteria, viruses, fungi, and parasites that affect
the health of animals can be found in these residues. Also, some have the potential to cause
diseases in man. This is the reason why it must be properly controlled and managed to
avoid polluting the environment. This contamination can occur by direct contact with animal
feces, contamination of the soil or by fecal contamination of fomites, food, or water sources.
This converts animal waste into hazardous waste with the potential to cause harm to human
health if they are not sufficiently treated before disposal (SOYER & YILMAZ, 2020).

However, not all microorganisms that reach animal waste survive in it. Survival
depends on the particular characteristics of each organism and its ability to adapt to new
conditions in the waste of pH, moisture content, temperature, presence of substances such
as ammonia, oxygen content, carbon and energy source, and the competition with other
microorganisms (MANYI-LOH et al., 2016).

The most common issue that can arise from transmission of zoonotic
microorganisms from animal waste are gastrointestinal symptoms, however, children
and the immunocompromised people can be seriously affected. Among the pathogenic
microorganisms, the most important because of it effects on public health are:

Escherichia coli: is a commensal bacterium of the gastrointestinal tract of many
animal species. Some strains have been identified to be pathogenic. Among these strains
the Shiga toxin-producing E. coli can cause gastrointestinal diseases such as hemorrhagic
colitis (bloody diarrhea) and is responsible for hemolytic-uremic syndrome (GUY et al.,
2014).

Campylobacter jejuni and Campylobacter coli: both species of the Campylobacter
genus responsible for the highest percentage of cases of human. They are mainly related to
poultry reservoirs. Can cause gastroenteritis and more severe diseases, such as Guillain-
Barré syndrome, reactive arthritis, and irritable bowel disease, which strongly contribute to
the disease burden (MULDER et al., 2020).

Salmonella spp.: can cause salmonellosis infection with or without symptoms, if
present include diarrhea, fever, abdominal cramps, nausea, and vomiting. Additionally,
may result in complications such as sepsis, meningitis, reactive arthritis, and urinary tract
infections (CHRISTIDIS et al., 2020).

Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos Capitulo 3 m



Another matter of concern are bacterias with antibiotic resistance genes present in
manures of farms animals, and the elimination of these residues is the major dissemination
route of migration to the food chain (HAN et al., 2018).

41 ELIMINATION OF BIOHAZARDS IN ANIMAL WASTE

Animal husbandry farms can have different animal waste management systems.
In extensive farming the animals waste remains directly on the ground while they are
grazing. Whereas in dry lot storage, slurry storage or lagoon systems the waste in bedding
is concentrated in lagoon in solid, semi-liquid or liquid state. In this condition they remain
exposed to the environment and to the arrival of insects and rodents that can act as
transmission vectors of pathogenic microorganisms, or by seepage can contaminate the
soil or water sources.

However, animal wastes are of interest because they have high nutritional value as
biological soil amendments for plant cultivation in sustainable agriculture. The management
of animal waste has different strategies to reduce the impact of its generation, such as
reducing waste (this approach contributes to savings natural resources), reuse (waste is
collected and fed back into the production process), recycling (waste is collected, processed
and used in the production of new products) or energy recovery (waste is converted into
usable forms of energy such as heat, light, electricity, etc.) (MALOMO et al., 2018).

On the other hand, a safe waste facilitates its final disposal whether the system is
waste reduction, reuse, recycling, or energy recovery. To eliminate or reduce the biohazards
present, different methods are used or have been tested. Waste treatment can be chemically,
physically but also biological. However, in many cases these treatments are not easy to
apply, leave residues, are expensive, or do not meet the required sanitation standards.

Heat treatment has been evaluated as an inactivator of microorganisms in animal
waste on laboratory or pilot scale. It was found that both, the temperature to be applied and
the time heavily depend on the objective to be achieved. However, the process still requires
industrial validation because microbial inactivation can be affected by many factors, such as
the composition of animal waste, the species and physiological stage of the microorganism,
and the heat source used (CHEN & JIANG, 2017).

Composting is an alternative, especially for solid waste. This is a natural process
of aerobic and anaerobic decomposition by microorganisms. The product is rich in organic
matter and could improve soil fertility, water-holding capacity, bulk density and biological
properties. However, although it allows reducing the volume and density of the waste, it is
effective in killing only some pathogens and repopulation of certain bacteria is a serious
drawback (MALOMO et al., 2018).

MACAULEY et al. (2005) studied the disinfection of liquid residues of swine with
chlorine. They found that a concentration of 30 mg/L in lagoons water reduced the microbial
population by 2.2-3.4 log, but higher concentrations did not increase inactivation due to the
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presence of chlorine resistant species. Chlorine has the advantage of low cost, but it leaves
residues that are potentially mutagenic, so emphasis is placed on its replacement (WARD
& DEGRAEVE, 1980).

Ultraviolet radiation is an effective disinfection method especially for liquid waste. The
invisible light rays beyond the violet of spectrum can kill all types of bacteria and spores. But
the effective penetration of the rays in water is only for a depth of 30 cm and it unlikely to be
economically viable due to its high energy cost (WARD & DEGRAEVE, 1980.)

lonizing radiation is a method used for the treatment of human and industrial waste
but more attention should be paid as treatment of animal waste. Radiation has several
advantages over the traditional methods. The interaction of radiation with molecules in
an aqueous medium allows reducing pathogens concentration to a safe level, can oxidize
organic pollutants such as antibiotics, and convert nonbiodegradable substances into more
readily degradable ones and odors are reduced (WANG & WANG, 2007; MARUTHI et al.,
2011).

51 IONIZING RADIATION TO ELIMINATE BIOHAZARDS

The radiation technology allows processing the waste by 2 ways. One is the use of
a gamma ray source such as ®*’Cs or %°Co. Gamma rays have a good penetration, which
ensures that the radiation effect reaches a thick layer of the treated waste. The other option
of ionizing energy is electron accelerator, which accelerates charged particles in only one
direction. These machines do not include a radioactive source and are classified according
to the energy range of the electron beams, but since they are particles, the penetration
is lower, although the dose rate in high-energy accelerators is several orders higher than
gamma ray (WANG & WANG, 2007).

The interaction of radiation with living cells is well known. Although all components of
prokaryotic cells are affected by photons (gamma rays) or particles (electron accelerators),
the most sensitive is DNA (deoxyribonucleic acid). The damage is produced both by direct
effect of radiation and by the indirect effect generated by free radicals such as the hydroxyl
radical that are formed when radiation interacts with water, producing its lysis. In prokaryotic
cells radiation can cause breaks in one or both strands of DNA that cause non-lethal
(repairable), sublethal or lethal damage. The accumulation of damage within a cell leads
to cell death. The sensitivity of an organism to radiation is conveniently expressed as the
absorbed dose required to kill 90% of the present population and the result is expressed by
the D,, value. This decimal reduction dose is affected by irradiation conditions in which the
microorganisms exist: in dry or freezing, aerobic or anaerobic conditions (GINOZA, 1967).

lonizing radiation has widely shown its biocidal potency on different substrates. An
example is sewage sludge obtained from wastewater treatment plants. This waste is of
interest because of the organic matter that makes it a source of nutrients such as land
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fertilizer or soil conditioner. Also contains macronutrients such as nitrogen and phosphorus,
essential to plant and animal growth, and micronutrients such as zinc, iron, and copper.
However, since they are made up of human waste, they contain pathogenic microorganisms
capable of contaminating water and food sources, and they require decontamination prior to
their disposal in the environment (BORRELY et al., 1998).

The microbial inactivation in waste started in the 50’s when LOWE et al., (1956)
published results of microbial inactivation with gamma rays in water, sewage, and sewage
sludge. They exposed a solution of sewage in water (1:1) to a source of ¥°Co and observed
a reduction of 93% of the bacterial population with 0.5 kGy.

Later studies were carried out on different irradiation conditions and microorganism
tested to strengthen the original studies. ETZET et al. (1969) and PANDYA et al. (1987)
analyzed the elimination of native and suspended bacterial in sewage samples. They
described the survival characteristics of the microbial population obtained from aerobic
and anaerobic digesters. The results of ETZET et al. (1969) showed 2 kGy was enough
to eliminate 5 logs of fecal coliforms, while PANDYA et al., 1987, eliminated 6 logs of a
radioresistant Bacillus spp. with 10 kGy.

Time after, the use of electron accelerators for the inactivation of microorganisms
in sewage sludge was analyzed and well received for its advantages by not requiring a
radioactive source. PRAVEEN et al., 2013 studied the sensitivity of bacteria and aerobic,
anaerobic spores and viruses, both naturally present bacteria and spiked virus (rotavirus,
poliovirus, coliphagos) of sewage sludge obtained from aerobic and anaerobic digesters.
The inactivation was study with a high energy accelerator (10 MeV). All the microorganisms
were sensitive to radiation, but in different levels. The D,, values were of 0.23 - 4.96, being
the bacterial pathogens the most sensitive, while both, the anaerobic spores and the
coliphages the most resistant.

The ability to eliminate or significantly decrease the levels of microbial pathogens and
indicator organisms such as total or fecal coliforms in sewage sludge allows transforming
Class B sludge (with sanitary restrictions for its application on the ground due to its high
content of coliform bacteria) into Class A sludge, which does not have sanitary restrictions
for application on the ground. Regulations in many countries already include treatment with
10 kGy of ionizing radiation as an effective method to produce Class A biosolids.

Forinstance, India has 2 sewage sludge treatment plants for sanitation purposes. The
oldest is in Vadodara, Gujarat and has been operating with liquid sludge for more than 20
years. Recently a dry sewage sludge irradiation facility was officially opened in Ahmedabad.
This fully automatic plant will sanitize 100 tons of dry sludge every day. Subsequently, the
sludge will then be inoculated with useful bacteria to provide a value-added bio-fertilizer
(VARSHNEY, 2016).

Reducing the impact of human activities for environmental care is a matter of concern

that is not discussed. The treatment of wastewater and sludge from household effluents is
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a topic that is widely addressed and for which there are treatment plants. Animal waste
generated on farms by intensive animal husbandry requires special attention due to the
large volumes generated and the presence of pathogenic microorganisms. There are few
studies carried out on these substrates to reuse animal waste. As an example, FARAG &
MOHAMED (1999) studied the decontamination of broiler manure and cow manure with
gamma irradiation to improve the microbiological safety of the waste and used it to feed
chickens.

A comparative cost analysis for wastewater treatment between electron accelerators,
ozone and UV showed that for volumes greater than 50,000 m®day the treatment with
electron accelerators has a lower cost (0.041-0.073 US $/m?®) including costs of operation,
capacity and discharge (MARUTHI et al., 2011; HOSSAIN et al., 2018).

Finally, in the treatment of effluents the use of radiation for sanitation purposes is
environmentally friendly in comparison with chemical process that leaves toxic residues.
The application of these technologies in a safe way and with the physical protection of
radioactive material can ensure sustainable water resources.

61 CONCLUSIONS

The current intensive animal husbandry systems were created in response to the
growing needs of the human population for food. One of the negative aspects of this activity
is the risk of transmission of zoonotic pathogens to man and other animals. There are
multiple forms of treatment, however all have their advantages or disadvantages, for that
reason, taking into account all the scientific and technological background the use of ionizing
radiation plays an important role for sanitary purposes that allows to reduce microbial
contamination without leaving residues. Both gamma rays and electron accelerators are
recognized technology and have the disinfection potential for the treatment of sewage
sludge and wastewater. Also are presented as an alternative technology for animal waste
sanitization transforming hazardous waste into safe organic matter that can be used in other
processes such as composting.
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RESUMO: A charque é um produto carneo
salgado e desidratado da carne bovina. A
utilizagdo de matéria prima de qualidade
insatisfatéria e condicbes higiénicas precarias,
durante a producdo e comercializacdo, pode
resultar em produto com elevada carga de
microrganismos patogénicos e indicadores de
contaminagao, como a Salmonella spp, Shigella
spp, coliformes totais e termotolerantes e
bactérias halofilicas que indicam contaminagéao
por material fecal e contaminagédo do sal. O
objetivo do estudo foi avaliar a presenca de
indicadores de contaminagdo na carne de
charque de supermercados e feiras livres. Foram
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coletadas 36 amostras de carne de charque em 2
feiras e 6 supermercados localizados no municipio
de Caruaru-PE. As anadlises bacteriologicas
foram realizadas através das técnicas dos tubos
multiplos (coliformes totais e termotolerantes),
Spread Plate (Salmonella spp. e Shigella spp.)
e Pour Plate (Bactérias Halofilicas). As amostras
confirmaram a presenca de 94,4% coliformes
totais, 16,7% para coliformes termotolerantes,
30,5% foram positivas para Salmonella spp;
52,8% confirmaram para Shigella spp e todas
as amostras tiveram contagem de bactérias
halofilicas acima de 10* UFC/g. Diante dos
resultados, conclui-se que as condicoes
higiénicas destes alimentos oferecidos pelos
comerciantes estavam abaixo do padrdo exigido
pela RDC 331/2019 ANVISA.
PALAVRAS-CHAVE: Contaminantes.
Bactérias. Microbiologia de Alimentos.

Carne.

RESEARCH OF CONTAMINATION
INDICATORS IN BEEF JERKY SOLD IN
SUPERMARKET AND FAIRS

ABSTRACT: Beef jerky is a salted and
dehydrated meat product from beef. The use
of raw material of unsatisfactory quality and
poor hygienic conditions, during production and
commercialization, can result in a product with
a high load of pathogenic microorganisms and
contamination indicators, such as Salmonella
spp, Shigella spp, total and thermotolerant
coliforms and halophilic bacteria that indicate
contamination by faecal material and salt
contamination. The aim of the study was to
evaluate the presence of contamination indicators
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in beef jerky from supermarkets and open markets. 36 samples of beef jerky were collected at
2 fairs and 6 supermarkets located in the municipality of Caruaru-PE. Bacteriological analyzes
were performed using multiple tube techniques (total and thermotolerant coliforms), Spread
Plate (Salmonella spp. and Shigella spp.) and Pour Plate (Halophilic Bacteria). The samples
confirmed the presence of 94.4% total coliforms, 16.7% for thermotolerant coliforms, 30.5%
were positive for Salmonella spp; 52.8% confirmed it for Shigella spp and all samples had
a halophilic bacteria count above 10* CFU / g. In view of the results, it is concluded that the
hygienic conditions of these foods offered by traders were below the standard required by
RDC 331/2019 ANVISA.

KEYWORDS: Contaminants. Beef. Bacteria. Food Microbiology.

INTRODUCAO

A charque é um produto carneo tipico brasileiro, obtido por desidratacdo da carne
bovina, através da salga e exposigcédo ao sol, de longa preservagéo. A carne de charque
€ definida pela legislacao brasileira, como um produto de 40 a 50% de umidade, 10 a
20% de sal dentro da por¢cao muscular'. A charque tem como caracteristica uma cor mais
escurecida, sabor mais salgado e tende a ser mais rigido2.

O processo de elaboragao do charque consiste em remover agua do tecido animal,
inicialmente pela alteracdo da pressado osmotica provocada pela salga e, posteriormente,
pela secagem, geralmente ao sols.

O uso de matéria prima de qualidade microbioldgica inadequada, bem como
condigbes insatisfatorias de higiene durante e apds o processamento do charque, pode
resultar em produto com elevada carga microbiana*. Caso esses micro-organismos nao
sejam destruidos durante o processamento, podem multiplicar-se durante a producéo,
distribuicdo e comercializagcdo dos alimentos, reduzindo a qualidade e aumentando o risco
de provocar surtos5.

Os estabelecimentos de derivados carneos sejam eles comerciais ou de
beneficiamento devem possuir condi¢cdes higiénico-sanitarias para impedir os fatores
favoraveis a multiplicacdo de microrganismos ou outros efeitos danosos aos produtos.
Nas feiras livres os riscos de contaminagdo se elevam, pois os alimentos sdo expostos
em barracas sem refrigeracdo, sem protecao contra poeiras e insetos, tornando-se um
ambiente propicio para incorporar externamente materiais estranhos de origem biol6gica
ou naot.

Mesmo sendo um produto que utiliza de uma estratégia de preservagéo que retarda
0 crescimento microbiano, através do aumento da pressdo osmética gerado pela alta
concentragdo de sais, a carne de charque pode ter essa barreira de protecdo vencida
pelas baixas condicbes de higiene no armazenamento, transporte e comercializagdo. A
falsa sensaca@o de protecdo robusta podera fazer com que comerciantes e consumidores
se acomodem com outros fatores que poderiam vir a deixar a carne de charque susceptivel

a contaminagéo por microrganismos. Esse trabalho servird para avaliar se o aumento da
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pressao osmobtica é suficiente para manter esse produto carneo protegido.

REVISAO DE LITERATURA

Indicadores de Contaminacao

Microrganismos indicadores s&o grupos ou espécies de microrganismos que,
quando presentes em um alimento, podem fornecer informacdes sobre a ocorréncia
de contaminacéo de origem fecal, sobre a provavel presenca de patdbgenos ou sobre
a deterioracdo potencial do alimento, além de poderem indicar condicbes sanitarias
inadequadas durante o processamento, produ¢do ou armazenamento’.

Segundo a ICMSF (International Commission on Microbiological Specifications for
Foods), microrganismos indicadores podem ser agrupados em: (I) microrganismos que
ndo oferecem riscos a saude (mesofilos, psicrotroficos, termofilos, bolores e leveduras).
(1) microrganismos que oferecem um risco baixo ou indireto a saude (coliformes totais,
coliformes fecais enterococos, enterobactérias totais, Escherichia coli)?.

Os padrbes microbiol6gicos estabelecem os limites méximos toleraveis de
contaminagéo de um grupo ou espécie de microrganismo para cada tipo de alimento. Esses
limites sdo determinados por metodologias estipuladas, visando proteger a saude publica
e/ou o alimento. Os padrdes tém carater legal podendo ser federal, estadual ou municipal.

Coliformes Totais

Este grupo € composto por bactérias da familia Enterobacteriaceae, capazes de
fermentar a lactose com produgédo de gas, quando incubados a 35-37°C, por 48 horas.
Sao bacilos gram-negativos e nao formadores de esporos; fazem parte desse grupo
predominantemente bactérias pertencentes aos géneros Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter e Klebsiella. Destes, apenas a Escherichia coli tem como habitat primario o
trato intestinal do homem e animais homeotérmicos. Conseqlientemente, a presenca de
coliformes totais no alimento néo indica, necessariamente, contaminagéo fecal recente ou

ocorréncia de enteropatdégenos®.

Coliformes Termotolerantes

De acordo com Franco’, as bactérias pertencentes a este grupo correspondem aos
coliformes totais que apresentam a capacidade de continuar fermentando lactose com
producao de gas, quando incubadas a temperaturas de 44-45°C. O principal representante
deste grupo é a Escherichia coli. A pesquisa de coliformes termotolerantes ou E. coli nos
alimentos fornece, com maior segurancga, informacgdes sobre condi¢cdes higiénicas do

produto e melhor indicagéo da eventual presenca de enteropatogenos.
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Salmonella

As salmonelas pertencem a familia Enterobacteriaceae, sendo que,
morfologicamente, sdo bastonetes Gram negativos, geralmente moveis, capazes de
formar acido e, na maioria das vezes, gas a partir da glicose. A maioria das salmonelas
de interesse clinico ndo fermenta lactose, contudo, muitas cepas podem adquirir essa
caracteristica por meio de transferéncia plasmidial™.

As gastroenterites sdo frequentemente chamadas de intoxicacé&o alimentar, termo
que enfatiza a transmissao das salmonelas pelos alimentos. Clinicamente, caracteriza-se
por diarréia aguda geralmente acompanhada de nauseas, dor de cabeca €, as vezes, febre
e vOmito™".

Shigella

As bactérias do género Shigella sdo micro-organismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, assim como Salmonela. Sao bastonetes gram negativos, nao
formadores de esporos, imoOveis, aerdbios facultativos. Ao contrario da Salmonela e
Escherichia, a Shigella ndo apresenta reservatorios animais que ndo sejam os humanos'2.

A doenca causada por Shigella € denominada shigelose (disenteria bacilar), que
€ uma doenca inflamatéria do trato gastrointestinal. Os principais sintomas nas pessoas
infectadas sao colicas abdominais, febre e diarreia, sendo que um individuo doente pode
ter até 20 evacuagdes por dia. O quadro clinico é mais acentuado, prolongado e provoca
maiores complicagées que os demais micro-organismos. A shigelose é responséavel pela
morbidade e mortalidade em popula¢des de alto risco, como, crian¢gas menores de 5 anos,
idosos, dentre outras12.

Bactérias Halofilicas

Segundo o autor Jay'® as bactérias halofilicas sdo incapazes de se desenvolver em
meios sem cloreto de sédio e frequentemente exigem altos teores dessa substancia para
seu desenvolvimento. Sao geralmente bactérias e comumente mais tolerantes ao sal que
organismos nao halofilicos.

Os microrganismos ligeiramente halofilicas, que crescem em meio contendo de 2%
a 5% de sal, séo de origem marinha, principalmente dos géneros Pseudomonas, Moraxella,
Acinetobacter e Flavobacterium. Aqueles que crescem em meios contendo de 5% a 20%
de sal sdo chamados de moderadamente hal6filos tendo como exemplos as bactérias
das familias Bacillacceae e Micrococcaceae. Bactérias que crescem em meios contendo
concentragoes de 20% a 30% de sal sdo extremamente halofilicas como o Halobacterium
spp e Halococcus spp. O pH 6timo para crescimento situa-se entre 5,0 e 7,5. As bactérias
halofilicas provocam contaminagéo e deixam uma cor vermelha na carne, geralmente de
peixe ou carnes brancas'.
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MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 36 amostras de charque em 2 feiras e 6 supermercados na cidade
de Caruaru-PE, entre fevereiro de 2019 a fevereiro de 2020. Sendo incluidas pecas
comercializadas nos pontos objetivados, e excluidas aquelas que apresentaram alteragcbes
organolépticas nao indicadas ao consumo (alteragao de cor, odor e aspecto fisico).

As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas contendo baterias de gelo
a temperatura de 4°C para o Laboratério de Controle de Qualidade Microbiologico de
Alimentos do Centro Universitario Tabosa de Almeida - Asces/Unita.

A reducd@o da amostra bruta se deu por meio da trituracdo dos alimentos seguido
do seu quarteamento, sendo desprezados 2/4 do peso total, gerando com isso a amostra
de laborat6rio. Em seguida 100 g (50%) de cada amostra foram liquefeitas em 300 mL de
solugéo salina estéril com o uso de um liquidificador industrial (METVISA LOLG) previamente
esterilizado por meio de autoclavagem a 121°C/15min. Todos os procedimentos foram
feitos em condicbes estéreis dentro de uma capela de fluxo laminar. Do caldo obtido das
amostras foram retiradas aliquotas para a realizagdo das andlises bacteriolégicas.

Ainvestigacéo bacterioldgica se deu através da pesquisa da presenca de Coliformes
totais e termotolerantes, fazendo uso da técnica dos tubos multiplos, como recomendada
pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, sendo utilizados os
meios de cultura: Caldo Lactosado (etapa presuntiva), Caldo Verde Brilhante Bile a 2%
(etapa confirmatoria) e Caldo EC (coliformes termotolerantes) para este método.

Na determinacéo do género de Salmonella e Shigella, foi utilizada a técnica Spread
Plate com Agar SS. Transferindo 1mL de cada amostra diluida (102), os inéculos foram
espalhados pela placa contendo o meio com auxilio de uma alca de Drigalski. Apos
completa absor¢éo da amostra, as placas foram incubadas de forma invertida em estufa,
sob temperatura de 35°C durante 24 horas. Os resultados foram expressos em Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC)/g

Para contagem de bactérias halofilicas foi transferido 1 mL de cada diluicdo (10?)
para placas de Petri estéreis, utilizando-se a técnica de Pour Plate. Em seguida, 15 mL
de Plate Count Agar (PCA), com 2% de NaCl, foi vertido sobre o in6culo, homogenizado e
incubado a 37°C por 24 horas. Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras
de Coldnia (UFC)/g.

Os dados alcancados form armazenados em um banco de dados utilizando o
aplicativo Excel, sendo expressos por meio dos valores encontrados de Numero Mais
Provavel (NMP) do microrganismo de interesse por grama de alimento (NMP/g), obtidos
através da Tabela de Hoskins. Trata-se de um estudo com uso de estatistica descritiva.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos na pesquisa foram registrados e expresso pelos valores
encontrados de Numero Mais Provavel (NMP) dos microrganismos de interesse por grama
de alimentos (NMP/g) obtido através pela tabela de Hoskins. Foi desenvolvido um indice
(Tabela 1) para classificar o grau de contaminag@o das amostras analisadas, tendo como
base os valores de NMP/g, para que pudesse estabelecer o indice de contaminacédo pelo

grupo coliformes.

indice de Classificacao NMP/g
contaminacao
0 Negativo <18
1 Baixo 1,8a10
2 Intermediario 11a90
3 Alto 91 a 900
4 Muito Alto > 900

Tabela 1. indice de contaminag&o microbiana expresso em NMP/g.

Das 18 amostras analisadas procedente de estabelecimentos comerciais,
94,5% apresentaram presenca de coliformes totais e nenhuma apresentou coliformes
termotolerantes. Também foram analisadas um total de 18 amostras provenientes de Feiras
livres onde, 94,5% das amostras apresentaram presenca de coliformes totais e 16,7% a
presenca das termotolerantes.As Figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, a distribuicdo
dos resultados. A presenca de bactérias halofilicas, Salmonela e Shigella € descrita nas
Tabelas 2, 3 e 4.

Coliformes Totais e Coliformes Termotolerantes
B cColiformes Totais Coliformes Termotolerantes

100
75

50

39
22,2 22,2
25
1,1
5,5
. | -
CMA CA cMm

CB AUS

Figura 1. Resultados de amostras (%) provenientes de supermercados, com presenca de
coliformes totais e termotolerantes. Aus (Auséncia - Negativo); CB(Concentragao Baixa); CM
(Concentragéo Mediana - Intermediaria); CA (Concentragéo Alta); CMA (Concentragcdao Muito

Alta). Classificagédo de acordo com a Tabela 1.
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Coliformes Totais e Coliformes Termotolerantes
B Coliformes Totais [ Coliformes Termotolerantes

100
83,3
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50 39
33,3

25
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Figura 2. Resultados de amostras (%) provenientes de Feiras Livres, positivas para
coliformes totais e termotolerantes. Aus (Auséncia - Negativo); CB(Concentragao Baixa); CM
(Concentragéo Mediana - Intermediaria); CA (Concentragéo Alta); CMA (Concentragcdo Muito

Alta). Classificagdo de acordo com a Tabela 1.

Bactérias Halofilicas

% de amostras positivas Média+DP (UFC/g)
Supermercados 100 6,9 +3x10°
Feiras Livres 100 1,23 +1x10*

Tabela 2. Resultado de amostras (%) de Supermercados e Feiras Livres, positivas para
Bactérias Halofilicas

Salmonella spp.

% de amostras positivas Média+DP (UFC/g)
Supermercados 55,5 1,18+0,2 x 10°
Feiras Livres 55 1+0,1 x 10?

Tabela 3. Resultado de amostras (%) de supermercados e feiras livres, positivas para
Salmonella spp.

Shigella spp.
% de amostras positivas Média+DP (UFC/g)
Supermercados 22,2 1,4+0,8 x 10°
Feiras Livres 83,3 1,24+0,3 x 10*

Tabela 4. Resultado de amostras (%) de supermercados e feiras Livres, positivas para Shigella spp.
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DISCUSSAO
Segundo a RDC 331/2019 da ANVISA™, seriam reprovados apenas os produtos

carneos que tivessem a presenca de Salmonella spp. e E.colia uma concentracéo de > 100
UFC/g. O que reprovaria aproximadamente 55% das amostras de supermercado, 16,6%
de amostras de feiras livres e aprovaria todas as demais amostras, mesmo estas contendo
alta carga microbioldgica de outros microrganismos.

Além disso, na lei também n&o é mencionada a presenca de microrganismo que
indicam contaminacdo por condi¢cdes higiénicas precarias, como € o caso das bactérias
halofilicas que indicam contaminacgéo sal utilizado no preparo. Também podemos citar os
coliformes totais que fazem parte de um grupo de bactérias ndo-patogénicas, entretanto,
sua presenca indica que o produto esteve em contato com material fecal. E ainda a presenca
da Shigella spp. um microrganismo patogénico, responsavel pela Shiguelose.

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, a carne de charque analisada pode ser classificada
como uma fonte de risco a salude publica, visto que foram detectados microrganismos
patogénicos e oportunistas que comprovam desvios na qualidade microbiolégica das
amostras, sugestivas de mas condigOes higiénico-sanitarias, as quais o produto pode ter
sido exposto entre a etapa de processamento até a comercializacdo. Vale ressaltar que,
com a presenca de bactérias contaminantes do sal, fica evidente que a salga, que deveria
servir como protecao a possiveis contaminantes nao apresenta total eficacia. Fica evidente,
também, que a lei assim como a fiscalizacéo, deveriam passar por mudangas, agindo com
mais cautela e rigor. Ainda vale ressaltar a importéncia do controle de qualidade, assim
como embalagens que protejam o alimento de contato com possiveis contaminantes ap6s
a produg¢éo, objetivando a diminuicdo da contaminagé@o do produto final, fornecendo aos

consumidores produtos com melhores condicdes.
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RESUMO: Verduras sado alimentos presentes
nas refeicbes cotidianas devido a sua boa
qualidade nutricional. Entretanto, se manipuladas
e armazenadas inadequadamente se tornam
alvo de microrganismos patogénicos ou que
indicam contaminacdo, como é o caso de
coliformes totais e termotolerantes, bactérias
heterotroficas e Pseudomonas aeruginosa que
indicam contaminagcdo por materiais fecais e
organicos em decomposi¢ao, respectivamente.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar
a presenga de microrganismos indicadores de
contaminagédo em verduras comercializadas em
mercados e feiras livres. Trata-se de um estudo
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experimental laboratorial. Foram coletadas 42
amostras de alface. A coleta foi realizada nas
duas principais feiras e em 8 estabelecimentos
comerciais localizados no municipio de Caruaru-
PE. As analises bacteriologicas foram realizadas
através das técnicas dos tubos mdltiplos
(coliformes totais e termotolerantes), Spread
Plate (Pseudomonas aeruginosa) e Pour Plate
(Bactérias Heterotroficas). Foram obtidos os
seguintes resultados: 95,2% das amostras
positivaram para a presenca de coliformes totais,
23,8% para coliformes termotolerantes, todas
as amostras tiveram contagem de bactérias
heterotrofica acima de 10”7 UFC/g e 35,8%
foram positivas para P. aeruginosa. Diante
dos resultados encontrados, conclui-se que as
condigoes higiénicas destes alimentos oferecidos
pelos comerciantes apresentam fragilidades e
devem ser otimizadas.

PALAVRAS-CHAVE: Contaminantes. Verduras.
Microbiologia de alimentos. Bactérias.
Enterobacter.

SEARCH FOR CONTAMINATION
INDICATORS IN VEGETABLES AT FREE
FAIRS AND SUPERMARKETS IN THE
CITY OF CARUARU-PE

ABSTRACT: Vegetables are foods present in
everyday meals dueto theirgood nutritional quality.
However, if handled and stored improperly, they
become the target of pathogenic microorganisms
or that indicate contamination, as is the case of
total and thermotolerant coliforms, heterotrophic
bacteria and Pseudomonas aeruginosa that
indicate contamination by decomposing fecal and
organic materials, respectively. This study aimed
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to evaluate the presence of microorganisms that indicate contamination in vegetables sold in
markets and open markets. This is an experimental laboratory study. 42 samples of lettuce
were collected. The collection was carried out in the two main fairs and in 8 commercial
establishments located in the municipality of Caruaru-PE. Bacteriological analyzes were
performed using multiple tube techniques (total and thermotolerant coliforms), Spread Plate
(Pseudomonas aeruginosa) and Pour Plate (Heterotrophic Bacteria). The following results
were obtained: 95.2% of the samples were positive for the presence of total coliforms, 23.8%
for thermotolerant coliforms, all samples had heterotrophic bacteria counts above 107 CFU /
g and 35.8% were positive for P aeruginosa. In view of the results found, it is concluded that
the hygienic conditions of these foods offered by traders have weaknesses and should be
optimized.

KEYWORDS: Pollutants.Vegetables. Food Microbiology. Bacterias. Enterobacter.

INTRODUCAO

Feiras livres e supermercados sdo grandes comércios de frutas, verduras e
hortalicas'. Sdo ambientes frequentados por grande parcela da populacdo, os quais,
oferecem aos seus consumidores a possibilidade de comparacdo entre os diversos
produtos ofertados?. Para tal, um produto exposto nas gondolas deve possuir adequadas
caracteristicas sensoriais e bom valor nutricional, bem como boas condi¢cdes de higiene
para que satisfacam as necessidades do clientes.

A qualidade higiénico-sanitaria destas feiras, bem como de supermercados, tem
sido discutida amplamente por ser um fator importante de seguranca alimentar de modo
a evitar contaminacgdes e toxicoinfeccbes'. Apesar disso, o controle sanitario destes locais
normalmente é inadequado em funcéo do numero reduzido de fiscais*. Faz-se necessario
uma constante vigilancia em torno da qualidade do ambiente e manipulagdo onde estédo
expostos os alimentos, estes, devem se adequar a diversas exigéncias até chegarem ao
consumidor final®.

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) configuram um termo aplicado
a uma sindrome geralmente constituida de anorexia, nauseas, vomitos e/ou diarreia,
acompanhada ou néo de febre, atribuida a ingestéo de alimentos ou agua contaminados*.
Tais doengas podem ser causadas por microrganismos como bactérias, virus, parasitas
e suas toxinas®. Os microrganismos indicadores, quando presentes em alimentos, nos
fornecem informacdes sobre a ocorréncia de contaminagcdes de origem fecal e sobre
DTA’s”. Os microrganismos indicadores mais comuns séo os coliformes totais e coliformes
fecais, atualmente conhecidos como coliformes termotolerantes®.

Neste sentido, este estudo objetivou pesquisar indicadores de contaminagéo fecal
(coliformes totais e termotolerantes) e por material organico (Pseudomonas aeruginosa)

em verduras comercializadas em feiras livres e supermercados da cidade de Caruaru-PE.
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METODOLOGIA

Delineamento do estudo

Este estudo possui carater descritivo e experimental, discriminando quantitativa
e qualitativamente os resultados obtidos, coletados a partir da analise bacteriolégica de
verduras do tipo alface (Lactuca sativa L.) coletadas nas principais feiras (Inocoop, Salgado,
Séo francisco, Parque 18 de maio e Cohab I) e supermercados localizados no municipio de
Caruaru-PE. Foram selecionadas verduras com aspecto saudavel e integro e excluidas as
que apresentassem suas folhas ou outras estruturas com alteracédo de cor, odor, aspecto e
que estivessem no inicio do estado de putrefacéo.

Processamento das amostras

As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas contendo baterias de
gelo a temperatura de 4°C para o Laboratério de Controle de Qualidade Microbiologico
de Alimentos do Centro Universitario Tabosa de Almeida-ASCES/UNITA. A reducdo da
amostra bruta se deu por meio da trituragdo dos alimentos seguido do seu quarteamento,
sendo desprezados 2/4 do peso total, gerando com isso a amostra de laboratério. Em
seguida 100 g (50%) de cada amostra foram liquefeitas em 300 mL de solugéo salina
estéril com o uso de um liquidificador industrial (METVISA LOLS6) previamente esterilizado
por meio de autoclavagem a 121°C/15min. Todos os procedimentos operacionais foram
feitos em condicOes estéreis dentro de uma capela de fluxo laminar. Do caldo obtido das

amostras, foram retiradas aliquotas para a realizagdo das andlises bacteriologicas.

Avaliacao bacteriolégica

As avaliagcbes bacteriolégicas seguiram os critérios descritos pela RDC n° 331/19 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)®. Realizou-se a pesquisa de coliformes
totais, termotolerantes e Pseudomonas aeruginosa, por meio do método de Tubos Multiplos
expresso em NMP (Numero Mais Provavel)/g e Spread Plate (UFC/g), respectivamente,
recomendado pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater'®. De
forma complementar, foi realizada a pesquisa e quantificacédo de bactérias heterotroficas
pelo método de Pour Plate (UFC/g) com o objetivo de avaliar o nivel de contaminagcéo

dessas amostras.

Pesquisa de Coliformes totais e Termotolerantes

Foi pesquisada a presenca de coliformes totais e termotolerantes, utilizando a técnica
dos tubos multiplos recomendada pelo Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater'®. Onde 100g de alface foram homogeneizados em solugéo salina (NaCl a 0,9
%). Depois, foi inoculado no caldo lactosado (CL) a 35°C de 24 a 48 horas. Os tubos que
apresentaram turbidez e formacéo de gas dentro dos tubos de Durham foram confirmados
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no Caldo Lactosado Verde Brilhantes Bile de Boi (CLVBB), e aliquotas retiradas destes e
inoculadas em tubos com caldo EC foram incubados em banho-maria a 44,5°C + 2°C por
24 + 2 horas. Apos esse periodo, 0s tubos que apresentaram turbidez e produgéo de gas
foram considerados positivos para coliformes termotolerantes. Foi avaliada a presenca de
Escherichia coli através da inoculagdo no meio Agar Teague e confirmacdo nos meios,
indol, citrato e ureia.

Pesquisa de Bactérias heterotroficas

Para contagem de bactérias heterotréficas foi utilizada a técnica de cultivo em
profundidade (Pour Plate Method) com o meio Plate Count Agar (PCA). Em cada uma de
trés placas foi distribuido 1,0 mL e 0,1 mL da amostra diluida em solucao alcalina (10°) e
adicionado ao meio PCA fundido, as placas foram homogeneizadas e, apos solidificagdo
do meio, incubadas em posicao invertida por 24+3 horas de 35 a 37°C, por fim, a leitura do
numero de colénias nas placas foi efetuada e calculada a média das unidades formadoras
de coldnias/mL (UFC/q).

Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa

A pesquisa foi realizada através da técnica “Spread Plate” com Agar Cetrimide
como meio de cultura. De modo que um in6culo de 1mL de cada amostra diluida (10%),
foi distribuido na superficie de trés placas previamente preparadas com Agar Cetrimide.
Os inbculos foram espalhados pela placa com auxilio de uma alca de Drigalski. Apds
completa absor¢éo da amostra, as placas foram incubadas de forma invertida em estufa,
sob temperatura de 35°C durante 48 horas.

Para identificagcdo da presenca de P. aeruginosa em agar cetrimide, as placas que
apresentaram crescimento de unidades formadoras de colénias (UFC), foram submetidas
a luz UV. A caracteristica que define o teste presuntivo como positivo, € a presenca de
pigmento esverdeado fluorescente das col6nias sob a luz UV. Para confirmacéo foi realizado
o teste de oxidase das col6nias que apresentaram fluorescéncia.

Analise dos dados

Os dados alcancados foram armazenados em um banco de dados utilizando o
aplicativo Excel, sendo expressos por meio dos valores encontrados de Numero Mais
Provavel (NMP) do microrganismo de interesse por grama de alimento (NMP/g), obtidos
através da Tabela de Hoskins. Trata-se de um estudo com uso de estatistica descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na pesquisa foram registrados e expresso pelos valores
encontrados de Numeros Mais Provavel (NMP) dos microrganismos de interesse por grama
de alimentos (NMP/g) obtido através pela tabela de Hoskins. Foi desenvolvido um indice
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(Tabela 1) para classificar o grau de contaminagéo das amostras analisadas, tendo base
dos valores de NMP/g, para que pudesse estabelecer o indice de contaminacao pelo grupo
Coliformes.

indice de Classificacao NMP/g
contaminacao
0 Negativo <18
1 Baixo 1,8a10
2 Intermediario 11a90
3 Alto 91 a 900
4 Muito Alto > 900

Tabela 1. indice de contaminag&o microbiana expresso em NMP/g.

Das 24 amostras analisadas provenientes de estabelecimentos comerciais,
91,7% apresentaram presenga de coliformes totais e 4,2% a presenca de coliformes
termotolerantes. Ja nas Feiras livres, foram analisados um total de 18 amostras onde,
100% das amostras apresentaram presenca de coliformes totais e 50% a presenga das
termotolerantes.

As Figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, a distribuicdo dos resultados:

B Coliformes Totais [ Colifomes Termotolerantes

95,8
100
70,8

75

50

25 16,7

42 2 83
0 L4
CMA CA CM CB AUS

Figura 1. Grafico em Colunas 3D. Resultados de amostras (%) provenientes de
Supermercados, com presenca de coliformes totais e termotolerantes. Aus (Auséncia -
Negativo); CB(Concentracéo Baixa); CM (Concentragdo Mediana - Intermediéaria); CA
(Concentragédo Alta); CMA (Concentragdo Muito Alta). Classificagdo de acordo com a Tabela 1.
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B Coliformes Totais [ Coliformes Termotolerantes

77,9

CMA CA CM CcB AUS

Figura 2. Grafico em Colunas 3D. Resultados de amostras (%) provenientes de Feiras
Livres, positivas para Coliformes totais e termotolerantes. Aus (Auséncia - Negativo);
CB(Concentragdo Baixa); CM (Concentragdo Mediana - Intermediaria); CA (Concentragéo Alta);
CMA (Concentragao Muito Alta). Classificagdo de acordo com a Tabela 1.

A presenca de bactérias heterotroficas, tanto em supermercados quanto em feiras
livres, deu-se em todas as amostras, ou seja, 100% das amostras. Como descrito na Tabela 2:

Bactérias Heterotroficas

% de amostras positivas Média em UFC/g
Supermercados 100% 2,82 +2,8x107
Feiras Livres 100% 28+1,2x107

Tabela 2. Resultado de amostras de supermercados e feiras livres, positivas para bactérias
heterotréficas.

A presencga da Pseudomonas aeruginosa esta exposto na Tabela 3:

Pseudomonas aeruginosa

% das amostras positivas Média em UFC/g
Supermercado 21,74 % 29+3,3x10°
Feiras Livres 55,55 % 1,23 +1,17 x 10°

Tabela 3. Resultados de amostras de supermercados e feiras livres com presenca de P.
aeruginosa.
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Diante da RDC- 331/19 da ANVISA, apenas os alimentos que contenham a presenca
de Salmonella spp. e Escherichia colia uma concentra¢do > 1000/ NMP/g seriam reprovadas
(Figura 3). Esse parametro reprovou, aproximadamente, 40% das amostras provenientes de
feiras livres e aprovou todas as demais amostras, tanto de feiras quanto de supermercados,
mesmo estas contendo altas cargas microbiologicas de outros microrganismos. Além disso,
na lei também n&o é mencionada a presenca de microrganismo que indicam contaminacao
por condi¢bes higiénicas precarias, como é o caso da Pseudomonas aeruginosa que
mesmo sendo patogénica, € oportunista e indica contaminagéo do produto por material
organico em decomposi¢céo. Também pode-se citar os coliformes totais cuja presenca pode

indicar que o produto esteve em contato com material fecal.

2. HORTALICAS, RAIZES
TUBERCULOS. FUNGOS
COMESTIVEIS E

DERIVADOS
: : Micro-
e organismo/ Toxina/Metabolito | " c|m M
a) "In natura’, inteiros Salmonella/25g 5 0| Aus
selecionados ou nao
Escherichia coli/g 5 2102 103

Figura 3. Parte da RDC331/19 e IN 60 que diz respeito a Hortalicas. FONTE: portal.anvisa.gov.br

CONCLUSOES

Com os resultados encontrados, conclui-se que parte dos alimentos que foram
analisados podem ser classificados como uma fonte de risco a saude publica, visto que
foram detectados microrganismos patogénicos e oportunistas que comprovam desvios na
qualidade dessas amostras, sugestivas de mas condi¢des higi€nico-sanitarias, as quais o
produto pode ter sido exposto entre a etapa de processamento até a comercializagéo. Fica
evidente, também, que a fiscalizagdo assim como a lei, deveriam passar por mudancas,
agindo com mais cautela e rigor. Ainda vale ressaltar a importéncia do controle de qualidade,
assim como embalagens que protejam o alimento de contato com possiveis contaminantes
apds a producao, objetivando a diminuicdo da contaminagéo do produto final, fornecendo

aos consumidores produtos com melhores condigcdes.

REFERENCIAS

1- Golin A, Coden MAS, Rolim RI, et al. Qualidade higiénico-sanitaria e o perfil de feirantes e usuérios
das feiras-livres de Santa Maria-RS. Disciplinarum Sciential Satde. 2016, 17(3):423-434.

2- Silveira VC, Oliveira ES, Mariani MA, et al. AVALIACAO DA IMPORTANCIA DAS FEIRAS LIVRES
E A FORMA DE COMERCIALIZACAO ADOTADA PELOS FEIRANTES NA CIDADE DE NOVA
ANDRADINA-MS. Gestao, Desenvolvimento e Inovagéo. 2017, 1(1):137-142.

Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos Capitulo 5 “



3- Araujo AM, Ribeiro EM. Feiras, feirantes e abastecimento: uma revisao da bibliografia brasileira
sobre comercializagao nas feiras livres. Estudos Sociedade e Agricultura. 2018, 26(3):561-583.

4- Sirtoli DB, Comarella L. O papel da vigilancia sanitaria na prevencéo das doencas transmitidas por
alimentos (DTA). Revista Satde e Desenvolvimento. 2018, 12(10):197-209.

5- Rosa ML, Andrade RM. ANALISE DE CONTROLE DE QUALIDADE DOS ALIMENTOS
OFERECIDOS EM UMA UNIDADE DE ALIMENTAGAO E NUTRICAO NO MUNICIPIO DE FEIRA DE
SANTANA. Revista de Inovagao, Tecnologia e Ciéncias. 2016, 2(2):159-164.

6- Magnoni D, Tardioli M, Zagato M, et al. Seguranca alimentar e informacao nutricional podem reduzir
a intoxicagao alimentar na alimentagao fora do lar. Rev Bras Nutr Clin. 2016, 31(2):91-96.

7- Teixeira BK, Nespolo CR, Pinheiro FC, et al. Microrganismos indicadores de condigoes higiénico-
sanitarias em couve folhosa na regiao da Fronteira Oeste, RS, Brasil. Saldao Internacional de Ensino,
Pesquisa e Extenséo. 2016, 7(2):159-164.

8- Ponath FS, Valiatti TB, Sobral FDOS, et al. Avaliagio da higienizagdo das méos de manipuladores
de alimentos do Municipio de Ji-Parana, Estado de Ronddnia, Brasil. Revista Pan-Amazonica de
Saude. 2016, 7(1):63-72.

9- Brasil. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria (Brasil). Resolugéo n° 331, de
23 de dezembro de 2019. Regulamento técnico sobre padrées microbiolégicos para alimentos. Diario
Oficial da Unido. 26 de Dez de 2019

10- AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (APHA); AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATON
(AWWA); WATER ENVIRONMENT ASSOCIATION (WEF). Standard methods for the examination of
water & wastewater. 21 ed. Washington, 2012.

Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos Capitulo 5 “



CAPITULO 6

EXPOSICAO OCUPACIONAL A AGENTES
BIOLOGICOS- CARACTERIZACAO DA EXPOSICAO
AMBIENTAL E FOMITES NA INDUSTRIA DE

Data de aceite: 19/01/2021
Data de submisséo: 15/12/2020

Marta Vasconcelos Pinto

Politécnico de Coimbra, ESTeSC, DCBL
Coimbra, Coimbra, Portugal

CISAS, Centro de Investigacao em Sistemas
Agroalimentares e Sustentabilidade, Instituto
Politécnico de Viana do Castelo

Viana do Castelo, Portugal

Manuela Vaz-Velho

CISAS, Centro de Investigacao em Sistemas
Agroalimentares e Sustentabilidade, Instituto
Politécnico de Viana do Castelo

Viana do Castelo, Portugal

Escola Superior de Tecnologia e Gestéo,
Instituto Politécnico de Viana do Castelo
Viana do Castelo, Portugal

Joana Santos

CISAS, Centro de Investigacao em Sistemas
Agroalimentares e Sustentabilidade, Instituto
Politécnico de Viana do Castelo

Viana do Castelo, Portugal

Escola Superior de Tecnologia e Gestéo,
Instituto Politécnico de Viana do Castelo
Viana do Castelo, Portugal

RESUMO: A dualidade trabalho e salde séo
conceitos intimamente relacionados com o ser
humano, tanto numa na perspetiva tradicional,
onde a prevencdo de doengas no local de
trabalho, salude ocupacional e o modelo
de salde preventiva assumem particular
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RESIDUOS

relevdncia como na vertente social, onde a
abordagem preventiva e as atitudes individuais
sobre saude ocupacional alcangam particular
destaque. Neste contexto, torna-se imperioso
0 prévio conhecimento dos riscos a que 0s
trabalhadores se encontram expostos, encetando
a acgdo preventiva na correta identificacédo e
quantificacdo desses riscos. Constituiu objetivo
deste trabalho conhecer o risco de exposicéo
ocupacional a agentes biologicos (bactérias e
fungos) na industria de triagem de residuos e
aterro sanitario. A componente experimental
do estudo compreendeu recolhas ambientais
e de superficie nas torneiras e macanetas das
instalacbes sanitarias, macanetas de cacifos,
macanetas dos servicos administrativos, interior
de mascaras de protecao respiratéria e maos dos
operadores. Como resultado das 56 amostras
de ar e 51 amostras de superficie e maos de
operadores, foram efetuadas 343 identificacbes
de bactérias e 273 identificacbes de fungos.
Os resultados decorrentes desta investigagao
reforcam a necessidade da existéncia de
planos de formacdo especificos relacionados
com a exposicdo ocupacional a agentes
biolégicos adotados paralelamente com medidas
organizacionais e de engenharia, bem como
medidas de protecdo coletiva reforcadas pela
implementacéo de medidas de indole individual.
PALAVRAS-CHAVE: Agentes biolégicos;
bioaerosséis, bactérias, fungos.
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OCCUPATIONAL EXPOSURE TO BIOLOGICAL AGENTS - CHARACTERIZATION
OF ENVIRONMENTAL EXPOSURE AND FOMITES IN THE WASTE INDUSTRY

ABSTRACT: Work and health are closely human-related concepts that form a duality both in a
traditional perspective, in which disease prevention in the workplace, occupational health and
the preventive health model take on particular relevance, and in the social aspect, in which
the preventive approach and individual attitudes on occupational health have been the focus
of special attention. In this context, the previous knowledge of the risks to which workers are
exposed is of crucial importance, and preventive actions for the accurate identification and
quantification of those risks should be initiated. This study aimed to assess the occupational
risk of exposure to biological agents (viable bacteria and fungi) in the waste industry. The
experimental component in this study comprised environmental and surface collections
(water tap’s and doorknob in the bathroom, lockers’ knobs, administrative services knobs,
inside of protective breathing masks and operator’s hands). As a result of the 56 air samples
and 51 surface samples, 343 bacterial and 273 mould identifications were performed. The
results from this study reinforce the need for the existence of specific training plans related
to occupational exposure to biological agents adopted with organizational, engineering and
collective protection measures strengthened by the implementation of individual protective
measures.

KEYWORDS: Biological agentes; bioaerosols; bactéria; fungi.

INTRODUCAO

O ar representa um papel crucial na disseminacdo de agentes biolégicos em
contexto ocupacional. O estudo dos agentes bioldgicos transmitidos por via aérea sofreu
uma significativa expanséao relacionando a transmissao de doencas por via respiratoria em
humanos (Stetzenbach, 2002).

Os principais responséaveis pela mobilidade dos microrganismos por via aérea sao
os apelidados bioaerossois. A American Conference of Government Industrial Hygienists
(ACGIH) define bioaerosso6is como particulas aéreas, grandes moléculas ou compostos
volateis que contém seres vivos ou que foram libertados por estes. Os bioaerossoéis sao
micro sistemas que possuem atividade bioldégica. Podem ser constituidos por poeiras,
pblen, agua e varios organismos vivos ou mortos, tais como fungos, esporos, metabolitos
fungicos, bactérias, endotoxinas, virus, protozoarios ou artropodes, como, por exemplo,
os acaros (Dutkiewicz, Cisak, Sroka, Wojcik-fatla, & Zajac, 2011; Walser et al., 2015).
Habitualmente, devido a sua reduzida dimensao, encontram-se suspensos no ar, tanto no
interior dos edificios, como no exterior. O didmetro das particulas varia entre os 0,02um e
os 100um (Maier, Pepper, & Gerba, 2009).

Apesar do interesse sob o ponto de vista da higiene industrial surgir associado
a exposicao a bioaerossois, a avaliagdo de outras formas de exposicdo e consequente
contaminagédo, nomeadamente o contacto com superficies e operadores tem vindo a ser
reforcada (Anupam, Kansal, Asthana, Pandey, & Madan, 2011; Boone & Gerba, 2005;
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Julian, Leckie, & Boehm, 2010; Kramer, Schwebke, & Kampf, 2006; D.-U. Park, Ryu, Kim,
& Yoon, 2011; Tacconelli, 2011; C Viegas, Malta-Vacas, Sabino, Viegas, & Verissimo, 2014;
Carla Viegas et al., 2014). Um dos mais importantes modos de transmissdo microbiana
com respeito a doenga é a transmissao através de superficies. Entre os tipos de superficies
que sdo mais frequentemente envolvidas na transmiss@o microbiana encontram-se a pele
humana e as superficies ou fomites. Fomites sdo superficies porosas e ndo porosas ou
objetos que podem ser contaminados com microrganismos patogénicos, servindo de
veiculos de transmissdo de doenca (Boone & Gerba, 2007).

As fomites sdo contaminadas por variados agentes biol6gicos por meio de contacto
direto com fontes de agentes infeciosos, por contacto com bioaerossoéis ou por deposicéo
destes. Uma vez contaminada a superficie, a transferéncia dos agentes infeciosos pode
facilmente ocorrer entre objetos inanimados e animados (e vice-versa) ou entre fomites
distintas que tenham contactado entre si (Boone & Gerba, 2007). Conceitualmente, o
processo de transferéncia de um agente patogénico através de fomites encontra-se
circunscrito em trés etapas: a contaminagdo da superficie (inoculagédo), a transferéncia
para as méaos e destas para as membranas mucosas (Wan, 2010).

Diversos estudos incidem sobre a tematica da contaminagéo ambiental por bactérias,
fungos e respetivos metabolitos, procurando estabelecer uma relacdo entre a exposicéo
ocupacional e o aparecimento de distintos sintomas entre os colaboradores (Douwes,
Eduard, & Thorne, 2008; Douwes, Thorne, Pearce, & Heederik, 2003; Dutkiewicz, 1997;
Porta, Milani, Lazzarino, Perucci, & Forastiere, 2009). A Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) reconhece 150 unidades formadoras de colénias (UFC) por metro clbico (m®) de ar
como o limiar a partir do qual se desenvolvem efeitos adversos na salde, especialmente
se forem encontradas espécies patogénicas, considerando inaceitavel a proliferacédo de
determinadas espécies em ambiente interior (Goyer, Lavoie, Lazure, & Marchand, 2001).

Novas atividades industriais emergiram nos Ultimos anos onde a exposicao a agentes
biolégicos € relevante. Tradicionalmente, os maiores riscos verificam-se nas atividades
agricolas, atividades ligadas a prestacéo de cuidados de saude e laboratérios, e atividades
relacionadas com o tratamento de residuos.

A protecao dos profissionais ligados a gestao de residuos depende do conhecimento
prévio dos riscos a que se encontram expostos e da identificagcdo e quantificacdo desses
riscos (Vasconcelos Pinto et al., 2015). Desta forma, a avaliagdo de riscos permite uma
correta formulagéo e aplicacao de medidas de prevencgao e protecao nos locais de trabalho,
alvitrando a existéncia de locais de trabalho mais seguros e saudaveis.

Este estudo, caracterizado por uma forte componente de trabalho de campo e
laboratorial, envolveu uma equipa multidisciplinar da qual fizeram parte elementos da
Escola Superior de Tecnologia da Saude de Coimbra — Instituto Politécnico de Coimbra e
da Escola Superior de Tecnologia e Gestao de Viana do Castelo — Instituto Politécnico de
Viana do Castelo.
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Este trabalho de investigagdo cientifica tem por objetivo estudar a exposicao
ocupacional a agentes bioldgicos (bactérias e fungos viaveis) na industria de triagem de
residuos e aterro sanitario.

METODOS

As recolhas ambientais e de superficie foram efetuadas num sistema multimunicipal
de triagem, recolha, valorizacéo e tratamento de residuos sélidos urbanos, prestando servico
a uma populagéo de cerca de 114.000 habitantes pertencentes a 10 municipios localizados
na regiao interior norte do Pais. Recebe anualmente cerca de 1800 toneladas de residuos
valorizaveis (embalagens e cartdo) e 36 000 toneladas de RU, contando com a colaboragéao
de 37 trabalhadores distribuidos pelo sector administrativo, transporte, triagem e deposicéo
final de residuos. Destes, 30 estdo potencialmente expostos a agentes bioldgicos. Em
matéria de organizagao dos servicos de seguranga e saude no trabalho, a empresa adotou
a modalidade de servigos externos com organizagdo em separado para todas as suas
atividades. Em termos de medidas de prevencgéo e protegdo dos colaboradores, face a
exposicdo a agentes bioldgicos, existe programa de vacinacdo especifico, tendo sido
igualmente implementada uma lavandaria interna e meios de desinfecdo das maos.

AMOSTRAGEM

Ar - Bioaerossois

Para a recolha de amostras ambientais foi utilizado o impactado de ar Samp/’air Lite,
AES Chemunex, Franca., As recolhas foram efetuadas a uma altura de 1 m e em duplicado
em meio de amostragem especifico para bactérias (Agar Nutritivo - AN) e fungos (Malte
Agar — MA, suplementado com cloranfenicol 0,05%). As amostras de ar foram recolhidas
em 3 zonas distintas:

+  Zona Critica (ZC), onde se processa a triagem de residuos valorizaveis (papel
e embalagens) e deposicao final de residuos (aterro sanitario). Os colaborado-
res desempenham fungdes em turnos de 8 horas diarias utilizando mascaras
de protecéo respiratoria. Neste ponto de colheita foram efetuadas 31 recolhas
ambientais (6 na triagem de papel, 11 na triagem de embalagens, 14 em aterro
sanitario).

+  Zona Néo Critica (ZNC) situada nos servigos administrativos, onde os colabora-
dores néao se encontram diretamente expostos ao processo de valorizagao e de-
posicéo final de residuos. As instalagbes encontram-se situadas a noroeste das
células de aterro, dispondo de sistemas de ventilagcéo natural e sistemas de cli-
matizacéo (aquecimento). Neste ponto foram recolhidas 13 recolhas ambientais.

+  Ponto de Controlo (PC) situado no exterior dos servigos administrativos. Neste
ponto foram recolhidas 14 recolhas ambientais, tendo sido consideradas 13
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para as contagens totais de fungos devido a invaséo dos meios de cultura.

Os volumes de ar recolhidos foram ajustados de acordo com estimativa da
contaminagéo biolégica existente em cada ponto de amostragem. Na ZC procedeu-se a
recolha de 50 L, enquanto que na ZNC e PC o volume de ar recolhido foi de 100 L, com
um caudal de 20 L / min. A calibragcdo do equipamento de amostragem foi realizada por
uma organizagdo credenciada externa, de acordo com a ISO 17025: 2005. O plano de
amostragem foi realizado de acordo com as recomendacgbes da American Conference of
Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) (Macher, J., 1999).

A concentracdo da microflora ambiental encontra-se expressa em UFC por volume
de ar recolhido (m3).

Superficie

Foram efetuadas recolhas de superficie através de esfregaco em varias superficies
de contacto regular e diario com os operadores de residuos: maganetas dos cacifos
(n=2); macanetas de instalacdes sanitarias/balnearios (maganetas IS) (n=7); macanetas
de servigos administrativos (maganetas SA) (n=10), torneiras das instalagbes sanitarias/
balneérios (Torneira IS) (n=12) e interior das mascaras de prote¢céo (n=8). Foram igualmente
efetuadas recolhas nas méaos dos operadores de residuos (n=12) ap6s lavagem e secagem
das maos de acordo com as respetivas praticas individuais.

A concentracéo de microrganismos obtidos encontra-se expressa em UFC por area
de superficie analisada (cm?).

Analise

A componente experimental e analitica foi integralmente desenvolvida na Unidade
de Microbiologia Aplicada da Escola Superior de Tecnologia e Gestao de Viana do Castelo,
laboratério acreditado pelo Instituto Portugués de Acreditacdo (IPAC), com o certificado de
acreditacéo n° L0359.

Para recolhas de superficie e contaminagcdo em maos dos operadores de residuos,
procedeu-se a inoculacdo de 1 ml do meio de transporte em placas com NA e MA
(suplementado com cloranfenicol 0,05%).

Todas as placas de Petri (ar, superficies e operadores) foram incubadas
aerobicamente a 37°C durante 48 h e a 25°C durante 3-5 dias para bactérias fungos,
respetivamente. Para as amostras ambientais e de acordo com a amostra recolhida e o
método selecionado, o limite de detecao (LD) (20 ufc / m3) e o limite maximo de quantificacao
(LQ) foram considerados (25180 ufc / m?).

Para a recolhas de superficie e maos de operadores procedeu-se a contagem de
microrganismos a 30°C (ISO 4833-1: 2013) e Enterobacteriaceae (1ISO 21528-2: 2004). Para
as recolhas das maos dos operadores, recorreu-se a pesquisa de Escherichia coli (NP-2308:
1986), coliformes a 30°C (NP-2164: 1983) e Staphylococcus aureus (NP -2260: 1986).

As identificacbes foram realizadas segundo os procedimentos internos do
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laboratério, elaborados de acordo com os critérios para classificagdo dos microrganismos.
Apoés a contagem indiferenciada de microrganismos, foi efetuada a contagem de cada tipo
de coldnia distinta observada na placa e repicada para os meios apropriados. As culturas
puras inoculadas foram sujeitas a identificacdo por observacdo morfologica e testes
bioquimicos, de acordo com o recomendado pelo manual Bergey ‘s ( Krieg, Bergey, Holt,
1984; Sneath PHA, Mair N, Sharpe ME, 1986; Williams ST, Sharpe ME, 1989). As coldnias
de bactérias isoladas foram identificadas utilizando as galerias de identificagdo API 50 CH
(Biomérieux, Marcy |'Etoile, France), APl 50CHB/E (Biomérieux, Marcy | Etoile, France),
API Coryne (Biomérieux, Marcy |'Etoile, France), APl 20 Strep (Biomérieux, Marcy |'Etoile,
France), BBL Crystal Enteric/Nonfermenter ID kit (BD Diagnostics Systems Europe, Sparks,
MD), e BBL Crystal Gram-Positive ID kit (BD Diagnostics Systems Europe, Sparks, MD). As
colénias de leveduras foram repicadas para uma placa com meio de cultura cromogénico
BBL CHROMagar Candida (254093, BD Diagnostics Sistems Europe), permitindo despistar
a existéncia de estirpes de Candida albicans e Candida tropicalis. Foram ainda utilizadas
galerias de identificagéo ID 32C (32200, Biomérieux) para a identificagéo final dos géneros
e espécies de leveduras. Apos o isolamento em MA, procedeu-se a identificacdo de fungos
filamentosos de acordo com a sua morfologia macroscopica e observagdo microscopica do
micélio.

Analise estatistica

Para a analise estatistica utilizou-se o IBM SPSS versao 19.0 para Windows. Tendo
em conta o tamanho das amostras e considerando a distribuicdo (ndo normal e variancias
ndo homogéneas) entre as diferentes zonas das varidveis em estudo, utilizou-se o teste
nédo-parameétrico de Kruskal-Wallis, seguido de comparagcbes mudltiplas aplicando uma
ANOVA one-way e usando o teste LSD de Fisher.

RESULTADOS

Das 56 amostras de ar recolhidas foram efetuadas 262 identifica¢cdes de bactérias e
188 identifica¢des de fungos.

As médias das contagens totais de fungos e bactérias nas operagdes de triagem de
papel, aterro sanitario e triagem de embalagens (ZC) sdo sempre superiores as contagens
obtidas no ponto de controlo (PC) e zona nao critica (ZNC) (Tabela 1). Os niveis de
exposicdo ocupacional a bactérias e fungos viaveis mais elevados foram verificados na
triagem de papel, com contagens médias de 595 ufc/m® e 19558 ufc/m?, respetivamente
(Tabela 1 e Tabela 2). AZNC apresenta contagens de bactérias e fungos viaveis superiores
as verificadas no PC.

O teste de Kruskal-Wallis demonstrou a existéncia de diferengas significativas
nos varios pontos de colheita (p-value <0,05), com exce¢do na ZC — Aterro (p-value
=0,104), para as contagens de fungos. As comparagbes multiplas entre os varios pontos
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de amostragem utilizando uma ANOVA one-way aos ranks do total de bactérias e fungos

seguido do teste de LSD de Fisher revelou a existéncia de diferencas significativas (p-value

<0,05), excetuando a ZNC e PC (Triagem de papel e embalagens — ZC).

Observa-se a predominancia de bactérias Gram (+), nomeadamente pertencentes

aos géneros Staphylococcus (coagulase negativa) e Bacillus, embora com ligeiras variagcoes

em termos de importancia em cada ponto de colheita. Analisando comparativamente as

espécies bacterianas identificadas nos diversos pontos de colheita, verifica-se a existéncia

de espécies distintas entre os quatro pontos de colheita e a amostra de referéncia (ponto de

controlo no exterior), sendo ainda possivel verificar a existéncia de bactérias incluidas no

grupo 2 da classificacao dos agentes biologicos (embora com expressao pouco significativa
-0,07% a 1,22% de espécies classificadas) (Portaria 405/98, 1998; Portaria 1036/98, 1998).

Total
Pontos de < P I
N Gram Género Espécie Classificacdao (UFC/
Colheita m)
(-) Acinetobacter spp. Acinetobacter Iwoffi NC 180
) Enterobacter spp. Enterobacter cloacae 2 20
+) Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase NC 291
negativa negativa
Bacillus spp. NC 65
Bacillus cereus NC 37
+ acillus spp. acillus pumilus 5
(+) Bacillus spp Bacillus pumill NC 0
Bacillus megaterium NC 40
. Bacillus mycoides NC 20
Zona Critica
(Aterro) +) Cellulomonas spp. / Cellulomonas spp. / NC 60
Microbacterium spp. Microbacterium spp.
Corynebacterium spp. 2 40
) Corynebacterium jeikeium 2 40
(+) Corynebacterium spp. . .
Corynebacterium aquaticum 2 20
Corynebacterium diphtheriae 2 20
(+) Micrococcus spp. Micrococcus spp. NC 50
+ revibacterium spp. revibacterium spp.
(+) Brevib 1 Brevib i NC 60
. Geobacillus
(+) Geobacillus spp- thermoglucosidasius NC 40
Contagem média do total de bactérias = 2.8 x 10? Min = 60 Max =2.8x 102
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Total

Pontos de < . I
Colheita Gram Género Espécie Classificacao $1l1]3|):C/
Enterobacter aerogenes 150
(-) Enterobacter spp.
Enterobacter spp. 20
(-) Stenotrophomonas spp. Stenotrophomonas maltophilia NC 50
(-) Pantoea spp. Pantoea agglomerans NC 50
-) Acinetobacter spp. Acinetobacter Iwoffi NC 40
Zona Critica (4 Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase NC 106
(Triagem de negativa negativa
papel) Bacillus spp. NC 45
Bacillus subtilis NC 340
(+) Bacillus spp.
Bacillus cereus NC 53
Bacillus sphaericus NC 20
(+) Micrococcus spp. Micrococcus spp. NC 75
(+) Rhodococcus spp. Rhodococcus spp. NC 20
Contagem média do total de bactérias = 5.9 x 10? Min =3 x 102 Max =1.2x 10°
(-) Pantoea spp. Pantoea agglomerans NC 220
(-) Acinetobacter spp. Acinetobacter Iwoffi NC 120
Enterobacter spp. 2 40
(-) Enterobacter spp.
Enterobacter cloacae 2 20
(-) Pseudomonas spp. Pseudomonas aeruginosa 2 20
) Klebsiella spp. Klebsiella oxytoca 2 40
Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase
(+) : : NC 119
negativa negativa
Bacillus spp. NC 61
Bacillus cereus NC 23
. Bacillus megaterium NC 80
(+) Bacillus spp. ) »
Zona Critica Bacillus subtilis NC 60
(Triagem de Bacillus circulans NC 40
Embalagens)
Brevibacillus non reactive NC 20
(+) Micrococcus spp. Micrococcus spp. NC 80
Corynebacterium afermentans 100
+) Corynebacterium spp. Corynebacterium propinquum 40
Corynebacterium
P 2 20
pseudogenitalium
+) Cellulomonas spp. / Cellulomonas spp. / NG 40
Microbacterium spp. Microbacterium spp.
Cellulosimicrobium cellulans NC 20
(+) Arthrobacter spp.
Arthrobacter spp. NC 20
(+) Leifsonia spp. Leifsonia aquaticum NC 40
(+) Kytococcus spp. Kytococcus sedentarius NC 20
Contagem média do total de bactérias = 4.9 x 10? Min =1.8 x 102 Méax =9.2x 10°
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Total

Pontos de < P I
N Gram Género Espécie Classificacao (UFC/
Colheita m)
(-) Pseudomonas spp. Brevundimonas vesiculares NC 60
+) Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase NC 23
negativa negativa
Ponto de ) Bacillus spp. NC 13
Controlo (+) Bacillus spp. .
Bacillus cereus NC 10
(+) Gardnerella spp. Gardnerella vaginalis 2 10
+) Cellulomonas spp. / Cellulomonas spp. / NC 10
Microbacterium spp. Microbacterium spp.
Contagem média do total de bactérias = 34 Min =0 Max =90
) Enterobacter spp. Enterobacter gergoviae 2 20
(-) Acinetobacter spp. Acinetobacter Iwoffi NC 20
Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase
(+) NC 35
negativa negativa
. Bacillus spp. NC 11
(+) Bacillus spp. )
Bacillus cereus NC 10
Staphylococcus aureus 2 40
Staphylococcus coagulase
(+) positiva Staphylococcus coagulase NG 110
~ positiva
Zona nao .
critica ) Micrococcus spp. NC 70
(+) Micrococcus spp. )
Micrococcus roseus NC 10
Lactococcus lactis spp.
(+) Lactococcus spp. Cremoris NC 40
(+) Aerococcus spp. Aerococcus urinae NC 40
Corynebacterium spp. 2 10
(+) Corynebacterium spp. Corynebacterium 5 10
pseudogenitalium
+) Cellulomonas spp. / Cellulomonas spp. / NC 10
Microbacterium spp. Microbacterium spp.
Contagem média do total de bactérias = 1.2 x 10? Min = 40 Méax =2.5x 102

Tabela 1 Média das Contagens Totais (ufc/m?) de cada espécie bacteriana identificada por
ponto de colheita e respetiva classificacéo

Relativamente a caracterizacdo da microflora fungica, nos trés pontos de colheita

referentes a ZC o género maioritario identificado foi Penicillium, representando entre 79,43

% e 99,69% da microflora fngica destes postos de trabalho (Tabela 2). A ZNC apresenta

igualmente o predominio de espécies pertencentes ao género Penicillium, seguido de

Cladosporium, com 24,55% dos fungos identificados. Verifica-se uma variedade significativa

de espécies fungicas no PC (19 espécies), seguido do aterro sanitario (15 espécies), sendo

as espécies identificadas pertencentes aos géneros Penicillium, Cladosporium e Aspergillus

niger comuns a todos os pontos de colheita. As operagdes dedicadas ao aterro sanitario e
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triagem de papel ndo apresentam contaminagéo por fungos pertencentes ao grupo 2.

Pontos de Colheita Género Espécie Classificacao Total
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 830
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 215
Candida famata NC 48
Candida spp. Candida spp. NC 20
Candida zeylanoides NC 40
Aspergillus flavus NC 40
Aspergillus spp.
Aspergillus niger NC 34
Zona Critica Cryptococcus albidus NC 40
(Aterro) Cryptococcus spp.
Cryptococcus laurentii NC 27
Ulocladium spp. Ulocladium spp. NC 20
Rhodotorula spp. Rhodotorula spp. NC 20
Alternaria spp. Alternaria spp. NC 20
Streptomyces spp. Streptomyces spp. NC 20
Saccharomyces spp. Saccharomyces spp. NC 20
Mucor spp. Mucor spp. NC 20
Contagem média do total de fungos = 8.2 x 10? Min=1.2x 102 Méx =1.1x 10*
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 18750
(Triiggre:l Cdgtli’cae:)el) Aspergillus spp. Aspergillus niger NC 45
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 80
Contagem média do total de fungos = 1.9 x 10* Min=7.7x 10° Max =2.6x 10*
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 17513
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 164
Aspergillus spp. Aspergillus niger NC 23
Candida boidinii NC 20
(Triagezn?':iae Eﬁtti)(:llagens) Candida spp. Candida famata NC 50
Candida spp. NC 40
Cryptococcus spp. Cryptococcus laurentii NC 40
Trichophyton spp. Trichophyton equinum 2 20
Rhodotorula spp. Rhodotorula spp. NC 20
Contagem média do total de fungos = 1.8 x 10* Min=1.1 x 10° Max =1.8x 10*
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Pontos de Colheita Género Espécie Classificacao Total
Cladosporium herbarum NC 10
Cladosporium spp. ,
Cladosporium spp. NC 253
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 68
Rhodotorula glutinis NC 10
Rhodotorula spp.
Rhodotorula spp. NC 25
) Aspergillus flavus NC 70
Aspergillus spp.
Aspergillus niger NC 20
Streptomyces spp. Streptomyces spp. NC 50
Cryptococcus spp. Cryptococcus laurentii NC 30
Ponto de Controlo Trichophyton spp. Trichophyton equinum 2 25
Saccharomyces spp. Saccharomyces spp. NC 20
Ulocladium spp. Ulocladium spp. NC 20
Candida famata NC 10
Candida spp. )
Candida spp. NC 10
Botrytis spp. Botrytis cinerea NC 20
) Microsporum equinum 10
Microsporum spp. .
Microsporum spp. 10
Curularia spp. Curularia spp. NC 10
Tricoderma spp. Tricoderma spp. NC 10
Contagem média do total de fungos = 4.2 x 10? Min =50 Max =1.3x 10°
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 265
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 103
Asperygillus flavus NC 20
Aspergillus spp. Aspergillus niger NC 43
B ’ Aspergillus terreus NC 120
Zona nao critica
Cryptococcus spp. Cryptococcus humicola NC 40
Trichophyton spp. Trichophyton spp. 2 20
Rhodotorula spp. Rhodotorula spp. NC 10
Ulocladium spp. Ulocladium spp. NC 10
Candida spp. Candida famata NC 10
Contagem média do total de fungos = 4.4 x 10? Min =50 Max =1.7x 10°

Tabela 2 - Média das Contagens Totais (ufc/m®) de cada espécie fungica identificada por ponto

de colheita e respetiva classificagéo

No que diz respeito as colheitas de superficie, foram identificadas as espécies

Enterobacter aerogenes, E. sakazakii e E. cloacae pertencentes ao grupo 2 nos

manipuladores e nas torneiras IS. No interior das mascaras foram ainda detetados os

géneros Corynebacterium e Streptococcus, géneros predominantes da flora nasal e oral e

também classificados no grupo 2.
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Pontos de

Colheita Gram Género Espécie Classificacao Total
(=) Rahnella spp. Rahnella aquatilis NC 1100
(-) Serratia spp. Serratia spp. NC 425
(-) Pseudomonas spp. Pseudomonas putida NC 400
Enterobacter sakazakii 380
(-) Enterobacter spp. Enterobacter spp. 250
Enterobacter aerogenes 130
() Acinetobacter spp. Acinetobacter baumannii NC 200
Manipulador +) Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase NC 6812
negativa negativa
(+)  Micrococcus spp. Micrococcus spp. NC 1300
(+)  Aerococcus spp. Aerococcus viridans NC 500
(+)  Leuconostoc spp. Leuconostoc spp. NC 375
) Bacillus spp. NC 267
(+)  Bacillus spp. )
Bacillus cereus NC 130
+) Staphylococcus coagulase Staphylococcus coagulase NC 200
positiva positiva

Contagem média do total de bactérias = 4.1 x 10° Min =100 Max =3.8x 10*

Cacifo (+)  Bacillus spp. Bacillus cereus NC 30000

Contagem média do total de bactérias = 3 x 10* Min =3 x 10* Max =3 x 104

(-) Escherichia spp. Escherichia vulneris NC 100
+) Staph_ylococcus coagulase Staph_ylococcus coagulase NC 5971
negativa negativa
(+)  Streptococcus spp. Streptococcus mitis 2 5600
) i Aerococcus spp. NC 1200
Interior Mascara (+)  Aerococcus spp. o

Aerococcus viridans 3 NC 800
(+) Corynebacterium spp. Corynebacterium spp. 2 200
(+)  Bacillus spp. Bacillus spp. NC 100
+) Cellulomonas spp. / Cellulomonas spp. / NC 100

Microbacterium spp. Microbacterium spp.

Contagem média do total de bactérias = 3.6x 10° Min =100 Max = 3x 104
Macaneta +) Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase NG 1340
Balneérios negativa negativa

Contagem média do total de bactérias = 1.3 x 10° Min =100 Max =2.5x 10°

. Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase
Maganeta Servigos ~ (*+) negativa negativa NC 2388
Administrativos
(+)  Bacillus spp. Bacillus cereus NC 300
Contagem média do total de bactérias = 1.9x 10° Min = 250 Méax =6x 103
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Pontos de

Colheita Gram Género Espécie Classificacao Total
(-) Enterobacter spp. Enterobacter cloacae 2 500
(-) Acinetobacter spp. Acinetobacter baumannii NC 400
Torneira _In,s?alagoes Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase
Sanitarias/ (+) neqativa neqativa NC 2892
Balneérios 9 9
) Bacillus spp. NC 188
(+)  Bacillus spp.
Bacillus subtilis NC 100
Contagem média do total de bactérias = 1.9x 10° Min =100 Méax =1.2 x 10*

Tabela 3 - Médias das contagens totais de cada espécie bacteriana identificada por ponto de
colheita e respetiva classificacao

Relativamente as espécies fungicas verifica-se a predominancia dos géneros

Penicillium em todas as superficies avaliadas, Candida spp. e Rhodotorula spp. igualmente

comuns.
Pontos de Colheita Género Espécie Classificacdo  Total
Candida famata NC 16077
Candida lambica NC 3100
Candida spp.
Candida zeylanoides NC 1000
Manipulador Candida spp. NC 600
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 1297
Rhodotorula spp. Rhodotorula glutinis NC 1000
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 360
Contagem média do total de fungos = 4.2x 10° Min =1 x 102 Méax = 4.8x 10*
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 400
Cacifo Rhodotorula spp. Rhodotorula spp. NC 100
Cryptococcus spp. Cryptococcus curvatus NC 100
Contagem média do total de fungos = 2 x 102 Min =1 x 102 Max =4x 10?
Candida spp. NC 1250
Candida spp.
Interior Mascara Candida lipolytica NC 100
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 680
Contagem média do total de fungos = 7.5x 10? Min =1 x 102 Max = 2.3x 10°
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Pontos de Colheita Género Espécie Classificacdo  Total
Rhodotorula spp. Rhodotorula spp. NC 3500
g‘;}ggﬁrfigfsus neoformans var 5 1800
Maganeta Cryptococeus spp. Cryptococcus albidus NC 550
Balnearios Cryptococcus laurentii NC 500
Candida spp. Candida famata NC 550
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 200
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 200
Contagem média do total de fungos = 8.3 x 10? Min =1 x 102 Max = 3.5x 10°
Rhodotorula spp. NC 13200
Rhodotorula spp.
Rhodotorula mucilaginosa NC 250
Cryptococcus laurentii NC 3000
Cryptococcus spp. ,?QC/,%?;Z?SUS neoformans var 2 2800
Maganeta Servicos Cryptococcus uniguttulatus NC 1000
Administrativos Trichosporum spp. Trichosporum mucoides NC 1300
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 200
Candida spp. Candida spp. NC 175
Botrytis spp. Botrytis spp. NC 100
Aspergillus spp. Asperygillus flavus NC 100
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 100
Contagem média do total de fungos = 6.4 x 10° Min =1 x 102 Max = 4x 10*
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 378
Cryptococcus spp. Cryptococcus curvatus NC 200
Candida sake NC 200
Torneira Candida spp. Candida famata NC 163
'g::ﬁ{gﬁg‘; Candida spp. NC 100
Balneérios Aspergillus spp. Asperqgillus flavus NC 100
Rhodotorula spp. Rhodotorula spp. NC 100
Botrytis spp. Botrytis spp. NC 100
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 100
Contagem média do total de fungos = 2.2 x 10? Min =1 x 102 Max =1.3x 10°

Tabela 4 - Médias das contagens totais de cada espécie fungica identificada por ponto de
colheita e respetiva classificacao

DISCUSSAO

A legislacao europeia, através da Diretiva 2000/54/CE, tem como objetivo principal

a reducgéo dos riscos resultantes da exposicao aos agentes bioldgicos no local de trabalho.

A Agéncia Europeia para a Promoc¢édo da Seguranca e Saude do Trabalho reforca a

necessidade crescente no desenvolvimento de ferramentas para de avaliagdo de riscos e
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prevencédo, acompanhadas de programas de vigilancia médica, vigilancia biologica e outros
dados de saude, com vista o desenvolvimento de estratégias para a prevencao da doenca
assentes na identificacdo dos agentes biolégicos a que trabalhadores estdo expostos,
(European Agency for Safety and Health at Work., 2013).

Varios estudos tém valorizado a exposicao a agentes bioldgicos nas operacdes de
triagem de residuos. No caso da triagem de residuos urbanos ndo separados na origem,
foram reportadas contaminagbes ambientais de 103-10° ufc/m?® para fungos e 103-10* ufc/
m? para bactérias (Kiviranta et al., 1999; Malmros, Sigsgaard, & Bach, 1992; Poulsen
et al.,, 1995). Em unidades de triagem de residuos provenientes da recolha seletiva é
espectavel que a carga microbiana existente no material a triar seja significativamente
inferior apresentando, a partida, menor risco de aerossolizagdo de agentes biolégicos
aquando o seu manuseamento. Os resultados revelam a existéncia de contaminagdo
ambiental expressiva na ZC, com contagens médias superiores nos postos dedicados a
triagem de residuos, sendo a microflora ambiental maioritariamente constituida por fungos.
As concentracdes de bactérias e fungos nas operacgdes de triagem (102 e 10* ufc / m3,
respetivamente) séo inferiores as reportadas por Kiviranta et al. (1999), que relataram
concentracbes médias de fungos 100 vezes superiores nas operacoes de triagem (1,1
x 105 ufc / m®), em comparagdo com a deposicéo final de residuos em aterro (Kiviranta
et al., 1999). Esta realidade, aliada a existéncia de espécies distintas as existentes na
amostra de referéncia reforcam a relevancia das condi¢des estruturais e funcionais da
indUstria dos residuos, aflorando a necessidade de estabelecimento de medidas de carater
coletivo nos espacos destinados a triagem manual de residuos. De acordo com Lacey e
Dutkiewicz, a medida mais eficaz para a prevencao de doengas ocupacionais resultantes
da exposicdo a agentes biolégicos centra-se na reducéo da exposicao a poeiras no local
de trabalho, através da implementacéo de sistemas de ventilacdo e exaustédo eficazes
(Dutkiewicz, 1997; Lacey & Dutkiewicz, 1994). Os postos de trabalho afetos a triagem
de residuos na empresa estudada resumem-se a triagem grosseira e compactagdo dos
residuos selecionados em espaco localizado na nave de triagem, préximo do local de
armazenagem de material a triar. Apesar de toda a envolvente ambiental verificada, foram
aferidas contaminagcbes ambientais por bactérias e fungos inferiores as verificadas por
Nersting et al. em varios postos de trabalho dedicados ao tratamento de residuos. (6,3x10*
ufc/m?® - microrganismos totais) (Nersting, Malmros, Sigsgaard, & Petersen, 1991). Park.
et al (2013) reportaram valores contaminag6es ambientais de 1.6 x 10* ufc/m® e 1.8 x 10*
ufc/m?® de bactérias e fungos viaveis, associando concentragdes superiores nas operagoes
especificas de triagem de residuos (3.1 x 10* ufc/m® e 4.3 x 10* ufc/m?®) (D. Park et al.,
2013).

A deposicéo final de residuos em aterro é igualmente processada em ambiente
fechado. O operador desenvolve operagdes de distribuicdo e compactagéo de residuos

nas células de aterro, manobrando uma pa carregadora e/ou compactador. Os referidos
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equipamentos possuem ventilagdo forcada associado a sistema de climatizagéao,
reforcando a importéncia do estabelecimento de rotinas de manutencédo e higieniza¢ao
a estes sistemas. A média da contagem total de bactérias e fungos viaveis (2.8 x 102 ufc/
m? e 8.2 x 102 ufc/m?3) é inferior a aferida por Hannu Kiviranta et al. numa investigacdo
desenvolvida em diferentes tipos de operagbes de tratamento e deposigéao final de residuos
(Kiviranta et al., 1999) no periodo de verao, realgando a importancia dos fatores ambientais
na viabilidade dos microrganismos. A industria estudada localiza-se no interior norte
do Pais, onde se verificam grandes amplitudes térmicas entre as estagbes estivais. No
periodo de colheitas verificou-se a existéncia de temperaturas baixas nas estacgoes frias e
temperaturas moderadas nas esta¢des de aquecimento (colheitas efetuadas até o més de
Junho).

A caracterizagdo microbiolégica das amostras ambientais da ZC revelou a
predominéncia dos géneros Staphylococcus (coagulase negativa) e Bacillus, tendéncia
igualmente verificada nas colheitas de superficie e méaos de operadores de residuos. A
predominancia dos referidos géneros em amostras ambientais foi estudada por Krajewski
et al. (Krajewski, Tarkowski, Cyprowski, Szarapinska-Kwaszewska, & Dudkiewicz, 2002),
embora com niveis de exposigcéo distintos. Os géneros fungicos mais comuns na ZC foram
Penicillium, Aspergillus e Cladosporium, igualmente avaliados nas superficies estudas,
embora nestes pontos se tenha verificado a predominancia espécies do género Candida
e Rhodoturula. Foram identificadas potenciais espécies produtoras de micotoxinas do
género Aspergillus (A. Flavus e A. Niger) nas amostras ambientais a semelhanca de outros
estudos (Kiviranta et al., 1999; Carla Viegas et al., 2014), realgando a sua relevancia clinica
associada ao risco para a saude humana.

O Institut de Recherche Robert-Sauvé en Santé et en Securité du Travail (2001)
reforca a relevancia da existéncia de outras fontes de exposicdo ocupacional a agentes
biol6gicos além da exposi¢édo respiratoria, referindo a ingestdo e o contato como formas
possiveis de exposicao (Goyer et al., 2001). De facto, a ingestéo de agentes bioldégicos em
contexto ocupacional resume-se a episddios acidentais, traduzidos pelo contato das maos
com a boca, resultando habitualmente em sintomas gastrointestinais no hospedeiro. Desta
forma, fontes de contaminagéo, no caso concreto em estudo, os residuos valoriziveis ou
para deposicao final, ndo devem se manipulados com as maos.

O termo fomite tem sido frequentemente associado a questdes relacionadas com
saude publica, mais concretamente infegcbes nosocomiais, ndo tendo sido estudado em
contexto de saude ocupacional. Contudo, ndo sera de dificil entendimento o facto dos
agentes bioldgicos, sendo eles bactérias, fungos ou mesmo virus poderem ser, em contexto
ocupacional, veiculados através de superficies de contato ou mesmo através de contato
direto (pele). O presente estudo revelou a existéncia de contaminagdo expressiva por
bactérias e fungos viaveis nas superficies avaliadas e méaos dos operadores de residuos.

Os agentes infeciosos podem perdurar nas superficies de contacto por assinalaveis

Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos Capitulo 6 “



periodos, podendo, em alguns casos, atingir meses (Scott & Bloomfield, 1990). De uma
forma geral, a potencialidade de uma fomite na disseminag¢do de um dado agente infecioso
encontra-se diretamente relacionada com a capacidade do agente em sobreviver sobre
essa superficie. Neste ambito, a lavagem das méos adequada e regular, bem como a
desinfecdo de superficies pode desempenhar um papel na minimizacdo a propagacgéo de
agentes biol6gicos (Ansari, Springthorpe, Sattar, Rivard, & Rahman, 1991), particularmente
em indUstrias caraterizadas pela exposicao ocupacional a agentes biologicos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo apontam para a existéncia de uma contaminacao
expressiva de bactérias e fungos viaveis na atmosfera de trabalho, superficie e maos dos
operadores da industria de residuos. Os niveis de contaminagdo ambiental mais elevados
foram verificados na triagem de residuos, demonstrando a importancia da avaliagdo
de riscos na fase de projeto dos locais reservados para o efeito, de forma a minimizar
a formacgéo e proliferacédo de agentes biol6gicos nos postos de trabalho. As méos dos
operadores encontram-se ricamente colonizadas por bactérias e fungos, podendo traduzir a
prevaléncia de praticas incorretas de higieniza¢do das méaos ou a inexisténcia de condi¢des
estruturais que permitam a concretizagéo de tal pratica.

Os resultados decorrentes desta investigacao reforcam a necessidade da existéncia
de planos de formacgéo especificos relacionados com a exposi¢do ocupacional a agentes
biologicos adotados paralelamente com medidas organizacionais e de engenharia, bem
como medidas de protecéo coletiva reforcadas pela implementacédo de medidas de indole

individual.
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RESUMO: A Brassica oleracea € uma hortalica
com atividade antioxidante utilizada como
ingrediente no preparo de sucos “detox”. Em
controverso aos beneficios do consumo de sucos
“detox” com couve-folha, as condutas de preparo,
sanitizacdo ou armazenamento quando n&o
realizadas de forma adequada podem interferir
na qualidade microbiolégica do alimento. Assim,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar
a qualidade bacteriologica de sucos “detox”/
verde comercializados no municipio de Caruaru-
PE. Foram analisadas 30 amostras, através da
técnica pour plate para contagem de bactérias
heterotroficas, por meio da técnica de tubos
multiplos foi investigada a presenca de coliformes
totais e termotolerantes, e spread plate para
identificacdo de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. Todas as amostras
analisadas apresentaram um alto numero na
contagem total de bactérias heterotroficas,
bem como a presenca de coliformes totais. De
acordo com a RDC 331/2019, 30% das amostras
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SUCOS DETOX/VERDES

analisadas apresentavam indice maior que
o0 permitido para coliformes termotolerantes.
Foi identificada a presenca de Pseudomonas
aeruginosa e de Staphylococcus aureus em
concentragbes suficientes para producao de
toxinas. Conclui-se que as amostras de alimento
analisadas podem ser classificadas como uma
fonte de risco a salde publica, visto que foram
detectados microrganismos indicadores de
contaminacédo por fezes e material orgénico
que comprovam desvios na qualidade higiénico
sanitaria das amostras analisadas.

PALAVRAS-CHAVE: Contaminantes. Dieta
saudavel. Microbiologia de alimentos.
Enterobacter.

EVALUATION OF THE
BACTERIOLOGICAL QUALITY OF DETOX
/ GREEN JUICES

ABSTRACT: Brassica oleracea is a vegetable
with antioxidant activity used as an ingredient in
the preparation of “detox” juices. Controversial
about the benefits of consuming “detox” juices
with kale, preparation, sanitization or storage
conducts when not carried out properly can
interfere with the microbiological quality of the
food. Thus, the present study aimed to assess
the bacteriological quality of “detox” / green
juices marketed in the municipality of Caruaru-
PE. Thirty samples were analyzed using the
pour plate technique for counting heterotrophic
bacteria, using the multi-tube technique, the
presence of total and thermotolerant coliforms,
and spread plate to identify Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa were
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investigated. All samples analyzed showed a high number in the total count of heterotrophic
bacteria, as well as the presence of total coliforms. According to RDC 331/2019, 30% of
the analyzed samples had an index higher than that allowed for thermotolerant coliforms.
The presence of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus in concentrations
sufficient to produce toxins was identified. It is concluded that the analyzed food samples can
be classified as a source of risk to public health, since microorganisms were detected that
indicate contamination by feces and organic material that prove deviations in the sanitary
hygienic quality of the analyzed samples.

KEYWORDS: Air pollutants. Healthy diet. Food Microbiology. Enterobacter.

11 INTRODUGAO

A busca por uma boa qualidade de vida vem tornando-se mais assidua, pois, isto
remete diretamente a sadde. Um fator fundamental que esta aliado a salide é a alimentacéo,
a qual, através de uma dieta saudavel, tem a capacidade de auxiliar positivamente no
metabolismo do organismo. Dentre estes alimentos, podemos citar as frutas e hortalicas,
que sao ricas fontes de compostos benéficos a saude, como as vitaminas e minerais. Dados
epidemiologicos mostram que existe uma grande e inversa correlagdo entre o consumo
regular de frutas e hortalicas e a prevaléncia de certas doencas degenerativas'.

A constatacdo de que nos vegetais sdo encontradas substéncias ativas
biologicamente e que estas sdo benéficas a satde ou desempenham efeitos fisioldégicos
desejaveis, tém estimulado a realizacdo de estudos sobre as suas propriedades
antioxidantes'. Uma hortalica com atividade antioxidante é a Brassica oleracea, conhecida
popularmente como a couve-folha. Devido a esta atividade, a Brassica oleracea tem sido
bastante utilizada como um dos principais ingredientes no preparo de sucos “detox”,
conhecidos também como sucos verdes ou funcionais.

Dentre os alimentos considerados funcionais, estdo enquadrados aqueles que
apresentam compostos com atividade antioxidante, que inibem ou diminuem as implicacoes
causadas pelos radicais livres. Além dos efeitos benéficos oriundos do consumo de sucos
“detox”/verdes e consequentemente da couve-folha, estes podem também interferir de
forma negativa sobre a saude, a depender de boas condutas de cultivo, preparo, sanitizacéo
ou armazenamento para ambos. Sendo estas etapas nédo realizadas de forma adequada, a
qualidade microbiolégica do alimento € diretamente afetada.

Ha mais de uma fonte de contaminacdo por microrganismos que interferem na
qualidade e seguranca microbiol6gica do suco, enquadrando também microrganismos
patogénicos. A primeira esté relacionada ao principal ingrediente do suco, a folha da couve,
a qual pode apresentar contaminag¢éo oriunda do seu cultivo, sendo possivel a presenca
de microrganismos patogénicos através da contaminacdo da agua utilizada durante o
desenvolvimento do vegetal, ou ainda por falta de condi¢bes higiénico-sanitéarias no que diz

respeito ao manejo até o armazenamento de forma inadequada, o que o torna um substrato
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propicio a degradag&o por microrganismos.

Além disso, durante o processamento do suco, a agua ou ingredientes coadjuvantes
utilizados na composicdo do mesmo, podem apresentar altos niveis de contaminagéo, o
que interfere diretamente na qualidade higiénico sanitaria do suco. A higienizagao incorreta
dos utensilios usados no processo de fabricagdo pode torna-lo um grande contaminante
do alimento.

Tendo em vista que o consumo de alimentos contaminados podera ocasionar
implicagbes a saude humana, o presente estudo teve como objetivo analisar a qualidade
bacteriolégica dos sucos “detox”/verdes comercializados no municipio de Caruaru-
PE, os quais possuiam a couve-folha (Brassica oleracea) como ingrediente no preparo.
A qualidade bacteriolégica do suco sera determinada através da contagem total de
bactérias heterotréficas, identificacdo de indicador de contaminagdo por manipulagcédo
(Staphylococcus aureus), contaminagdo por material organico (Pseudomonas aeruginosa),
presenca de coliformes totais e termotolerantes, sendo este um indicador de contaminacéo
de origem fecal. Logo essa pesquisa através de seus procedimentos analiticos, fornece
dados e informagdes para que a populagdo, comerciantes e autoridades sanitarias possam
exercer ou exigir um maior controle na qualidade higiénico sanitaria desses alimentos.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Tipo de estudo, coleta e amostragem

O presente estudo consistiu em uma pesquisa experimental laboratorial. A coleta
do suco “detox”/verde foi realizada nas principais academias e casas de suco localizadas
no municipio de Caruaru-PE. O calculo utilizado para se determinar o nimero de locais
que foram analisados e a quantidade de amostra a ser coletada em todos os locais de
comeércio foi feito de acordo com o plano de amostragem descrito no Codex Alimentarius. As
amostras foram coletadas no periodo de julho a agosto de 2019, em 10 estabelecimentos
diferentes, sendo um total de 30 amostras, ao qual de cada estabelecimento foram
coletadas 3 amostras com intervalo de 1 semana entre cada coleta, de modo a avaliar
possiveis variagdes. Como critério todas as amostras de suco coletadas tinham incluido a
couve como ingrediente no preparo.

Em cada estabelecimento, foram coletadas amostras do suco nas mesmas
embalagens em que estes eram vendidos. Posteriormente o alimento liquido foi transferido
para sacos plasticos estéreis previamente identificados com capacidade de 150mL. Em
seguida foi realizado o transporte das amostras sob refrigeracéo em caixa isotérmica, sob
condi¢cbes assépticas, para analise bacteriol6gica no laboratério de Controle de Qualidade
Microbiolégico de Alimentos do Centro Universitario Tabosa de Almeida (ASCES-UNITA).
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2.2 Analise bacteriolégica

As técnicas utilizadas foram as preconizadas pelo American Public Health Association
(APHA)?, 232 edicao de 2017.

2.2.1 Coliformes totais e termotolerantes

Para pesquisa de coliformes totais e termotolerantes, utilizou-se a técnica dos
tubos mudltiplos recomendada pelo Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater em triplicata®. Para o teste presuntivo o meio de cultura utilizado foi o caldo
lactosado, em séries de 5 tubos, incubados por 48 horas, em estufa a 32,5+2,5°C, na
etapa confirmatéria, para coliformes totais, o meio caldo verde brilhante bile a 2% nas
mesmas condi¢des de incubacgéo e caldo EC, para coliformes termotolerantes, incubados
a 42,5+2,5°C.

2.2.2 Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

As amostras foram submetidas a analise pelo método spread plate, de modo que
um inéculo de 1mL de cada amostra diluida, foi distribuido na superficie de trés placas
previamente preparadas de agar baird-parker (BP), para pesquisa de S. aureus, e agar
cetrimide, para P. aeruginosa. Os in6culos foram espalhados pela placa com auxilio de uma
alca de Drigalski. Ap6s completa absorgéo da amostra, as placas foram incubadas de forma
invertida em estufa, sob temperatura de 32,5+2,5°C durante 48 horas.

Nas placas de BP, foram contadas apenas as col6nias que apresentaram
caracteristicas tipicas de S. aureus. Estas col6nias foram submetidas aos testes
confirmatérios de catalase e coagulase. Para identificacdo da presenca de P. aeruginosa
em agar cetrimide, as placas que apresentaram crescimento de unidades formadoras de
colénias (UFC), foram submetidas a luz UV. A caracteristica que define o teste presuntivo
como positivo, € a presenca de pigmento esverdeado fluorescente das col6nias sob a luz
UV. Para confirmacgéo foi realizado o teste de oxidase das colénias que apresentaram
fluorescéncia.

2.2.3 Bactérias heterotroficas

A técnica pour plate foi utilizada para contagem total de bactérias heterotréficas,
sendo o meio para cultura o Plate Count Agar (PCA). Para cada amostra foi realizada seis
inoculacdes em placas de Petri, de duas diluicdes diferentes, sendo trés placas para cada
concentragcdo. Cada placa de Petri, vazia e estéril previamente identificada, recebeu um
in6culo de 1mL, em seguida foi vertido aproximadamente 15 mL de PCA fundido, por fim
foi realizada a homogeneizagédo. Apos solidificacdo do meio, as placas foram incubadas
invertidas a temperatura de 32,5 + 2,5°C. O periodo de incubacéo foi de 72 horas. A partir

da contagem do numero de col6nias crescidas em cada placa é calculada a média das
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Unidades Formadoras de Colénias por mL (UFC/mL) para cada diluicdo e amostra diferente.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

No Brasil ndo existe legislacéo vigente que determine como deve ser a manipulagao
de alimentos minimamente processados®. Porém, existem as Resolucdes de Diretoria
Colegiada (RDC), estabelecidas pela ANVISA, que foram desenvolvidas para estabelecer
boas praticas de manipulagdo e produgdo de alimentos, minimizando as doencgas
transmitidas pelos alimentos.

A RDC n° 331 de 23 de dezembro de 2019, que dispbe de principios gerais e

“wr

critérios para padrdes microbioldégicos de alimentos, estabelece que para sucos “in
natura”, sdo permitidas contagens de Escherichia coli de até 102/mL, a qual € um coliforme
termotolerante, ja a Salmonella sp a cada 25mL de amostra indicativa, deve estar ausente.
Tomando como base a RDC 331/2019, apenas 30% das amostras analisadas no estudo
apresentaram indices de contaminag¢do maior que o permitido para pesquisa de coliformes
termotolerantes.

De acordo com os resultados obtidos todas das amostras apresentaram elevada
contagem de bactérias heterotréficas. Foi encontrada uma variagéo de 3+1,1 x 10* UFC/mL
a >2 x 108 UFC/mL para essa andlise. Com isso, foi visto que todas as amostras tiveram
a contagem de bactérias heterotréficas maior que 104 UFC/mL. Na etapa confirmatéria do
teste de coliformes, 100% das amostras apresentaram a presenca de coliformes totais
(Tabela 1) e 50% tiveram resultado positivo para coliformes termotolerantes, poréem apenas
parte destas (30%) apresentaram indices fora da especificagcdo de acordo com os limites
estabelecidos pela ANVISA, visto que Escherichia coli é o microrganismo que representa o
grupo coliformes termotolerantes (Tabela 2).

Amostras Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3

Al >1600 NMP/100mL 220 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A2 7 NMP/100mL 500 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A3 >1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL 350 NMP/100mL
A4 >1600 NMP/100mL 1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A5 1600 NMP/100mL 1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A6 >1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A7 8 NMP/100mL >1600 NMP/100mL 2 NMP/100mL

A8 1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A9 >1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A10 17 NMP/100mL >1600 NMP/100mL 1600 NMP/100mL

Tabela 1- Resultado da analise do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais em suco
“detox”/verde.
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Amostras Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3

Al 4 NMP/100mL <2 NMP/100mL >1600 NMP/100mL
A2 <2 NMP/100mL <2 NMP/100mL <2 NMP/100mL

A3 <2 NMP/100mL 1600 NMP/100mL 6 NMP/100mL

A4 <2 NMP/100mL <2 NMP/100mL 350 NMP/100mL
A5 1600 NMP/100mL 2 NMP/100mL <2 NMP/100mL

A6 <2 NMP/100mL <2 NMP/100mL 350 NMP/100mL
A7 <2 NMP/100mL 170 NMP/100mL <2 NMP/100mL

A8 >1600 NMP/100mL ~ >1600 NMP/100mL <2 NMP/100mL

A9 <2 NMP/100mL 1600 NMP/100mL 1600 NMP/100mL
A10 <2 NMP/100mL 2 NMP/100mL 4 NMP/100mL

Tabela 2- Resultado da analise do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes fecais em suco
“detox”/verde.

Outros patégenos oportunistas e que também fazem parte da microbiota normal
humana foram identificados em parte das amostras. Entre estes alguns ja possuem muitos
estudos clinicos quanto a sua capacidade de resisténcia, principalmente em ambiente
hospitalar. Um exemplo é a Pseudomonas aeruginosa, a qual atualmente se posiciona
entre as principais bactérias causadoras de infeccbes hospitalares, além das espécies
Staphylococcus coagulase negativo e o Staphylococcus aureus *.

Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva, catalase-positiva, imovel,
ndo-esporulada e ndo-encapsulada, comumente encontrada na microbiota da pele de
pessoas saudaveis. No entanto, com a baixa da imunidade, a bactéria pode causar doengas
graves como pneumonia, meningite e endocardite. Devido a sua capacidade adaptativa,
sdo encontradas cepas resistentes aos antibiéticos de uso comum. O uso irracional de
medicamentos, principalmente de antimicrobianos, € o principal fator responséavel pelo
surgimento de cepas multirresistentes®. A mesma é produtora de toxinas e podem resultar
em danos a saude de quem a ingerir, calcula-se que a ingestdo de apenas 1 mg da toxina
produzida por Staphylococcus aureus seja suficiente para o desenvolvimento de sintomas
em seres humanos®. Diante disso 23,4% das amostras analisadas apresentaram potencial
de producgéo de toxinas pelo Staphylococcus aureus com capacidade de causar algum
sintoma ao seu consumidor.

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria gram-negativa, um dos principais
causadores de infecgdes hospitalares, em geral em pacientes imunodeprimidos. Trata-se
da principal bactéria em relagéo ao tema de resisténcias a antibibticos, sobretudo aqueles
de amplo-espectro e sua resisténcia é derivada especialmente da produgéo de enzimas
beta-lactamase. Um estudo realizado por Figueiredo’, revelou que 49,7% das cepas de
P. aeruginosa eram resistentes a trés ou mais antibidticos e revelou ainda que 28% eram
resistentes a seis antibiéticos ou mais, evidenciando a capacidade de adaptacéo da bactéria,
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necessitando ainda mais de novas formas para combater as cepas multirresistentes.

O patégeno indicador de contaminag&o por manipulagéo, S. aureus, estava presente
em 76,7% das amostras em quantidades variaveis. Porém 23,4% destas apresentaram
quantidade de UFC suficientes para producgéo de toxinas.

41 CONCLUSAO

O presente estudo explorou o alimento analisado, concluindo que todas as amostras
avaliadas apresentaram alguma n&o conformidade, incluindo um alto nimero na contagem
total de bactérias heterotréficas, bem como a presenca de coliformes totais. De acordo com
a RDC 331/2019, 30% das amostras analisadas apresentaram indice maior que o permitido
para coliformes termotolerantes. Foi identificada também a presenca de Pseudomonas
aeruginosa e de Staphylococcus aureus em concentragdes suficientes para produgéo de
toxinas.

Visto que foram detectados microrganismos patogénicos que comprovam desvios
na qualidade das amostras, sugestivas de mas condi¢gdes higiénico-sanitarias no
processamento do produto, o mesmo pode ser classificado como uma fonte de risco a
saude publica. Dessa forma é de suma importancia alertar os manipuladores de alimentos
sobre as Boas Praticas de Manipulagdo de Alimentos, assim como seu armazenamento
correto e seguir as recomendacdes necessarias para que os consumidores possam ter

acesso a alimentos seguros e de boa qualidade.
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RESUMO: O tratamento de aguas residuérias
realizado por processos de adsorcdo tem se
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apresentado como alternativa tecnologica de
baixo custo, eficiente e ainda sustentavel, por
meio da utilizacdo de biomassas. O objetivo do
presente estudo foi otimizar diferentes condicoes
experimentais (pH: 2 - 10; concentragcdo do
adsorvente: 0,5 - 2,5 g/L; concentragcdo de
corante: 10 — 50 mg/L e temperatura: 20 — 50 °C)
para a remocgdo do corante Rodamina B (RdB)
de solugdo aquosa, pelo biofilme produzido
por Bacillus sp. L26. Sendo assim, elaborou-
se um planejamento experimental baseado
no delineamento composto central rotacional
(DCCRY) e superficie de resposta, totalizando 28
ensaios, sendo 16 fatoriais, com 4 repeticoes
no ponto central e 8 axiais. A analise estatistica
realizada para o modelo demonstrou a nao
significancia para a temperatura. Os ensaios
de adsorcdo iniciais realizados se mostraram
promissores para a remog¢ao percentual de
corante, obtendo-se o valor maximo de 28,20%
para pH 4,0, concentragdo de corante de 20
mg/L e concentracdo de adsorvente de 2 g/L.
Observou-se elevada influéncia do pH sobre
a remogao percentual do corante Rodamina B.
Recomenda-se para estudos futuros, a validagao
experimental, utilizando-se valores reduzidos
para o pH e o aumento da concentracdo de
adsorvente na busca da maximizacdo da
remocéo percentual do corante estudado.
PALAVRAS-CHAVE: Biossorcdo, remogéo
de corantes, planejamento experimental,
metodologia de superficie de resposta.
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OPTIMIZATION OF RHODAMINE B DYE REMOVAL USING BIOFILM OF Bacillus
sp. L26 THROUGH A CENTRAL COMPOSITE ROTATIONAL DESIGN

ABSTRACT: The treatment of wastewater carried out by adsorption processes has been
presented as a low cost, efficient, and sustainable technological alternative through the use of
biomasses. The present study aimed to optimize different experimental conditions (pH: 2 - 10;
adsorbent concentration: 0.5 - 2.5 g / L; dye concentration: 10 - 50 mg / L and temperature:
20 - 50 ° C) for the removal of Rhodamine B (RdB) dye from aqueous solution, using the
biofilm produced by Bacillus sp. L26. Therefore, an experimental design based on the central
composite rotational design (CCRD) and response surface methodology was elaborated,
totaling 28 tests, of which 16 were factorial, with 4 repetitions at the central point and 8 axials.
The statistical analysis performed for the model showed no significance for temperature. The
initial adsorption tests performed were promising for the percentage removal of dye, obtaining
a maximum value of 28.20% for pH 4.0, dye concentration of 20 mg/L, and adsorbent
concentration of 2 g/L. There was a high influence of pH on the percentage removal of the
Rhodamine B. Experimental validation is recommended for future studies, using reduced
values for the pH and increasing the concentration of adsorbent to maximize the percentage
removal of the studied dye.

KEYWORDS: Biosorption, dyes removal, experimental design, response surface methodology.

11 INTRODUGAO

O tratamento de aguas residuarias é fundamental para o controle da poluicdo
ambiental. Dentre as diversas atividades industriais potencialmente poluidoras, aquelas
que usam corantes sintéticos, como as industrias téxteis, de papel, plastico e borracha,
contribuem para a degradagéo dos corpos d’aguas uma vez que suas aguas residuarias
contém metais pesados, sais, surfactantes, altas concentragdes de DBO e DQO e corantes
(WATHARKAR et al., 2015). O descarte desses efluentes sem tratamento ou com tratamento
insatisfatorio nos corpos hidricos traz diversos problemas estéticos, diminuicdo da
atividade fotossintética devido a redugéo da penetracao da luz solar e deplecao de oxigénio
(SHEHZADI et al., 2014). Além disso, muitos corantes sao considerados moléculas toxicas,
genotdxicas ou mesmo carcinogénicas o que refor¢a a necessidade de sua remogéao (GILL;
ARORA; CHANDER, 2002).

Diversas tecnologias fisicas, quimicas e biolégicas tém sido desenvolvidas e usadas
para o tratamento de aguas residuarias contendo corantes. Dentre elas, podem ser citadas a
nanofiltracao e osmose reversa (CINPERI et al., 2019), radiacdo gama (RAHMAN BHUIYAN
et al., 2016), eletrocoagulacdo e ozonizacdo (BILINSKA et al., 2019)e eletrocatalise (KAUR;
KUSHWAHA; SANGAL, 2018). Entretanto, a aplicagdo dessas tecnologias em escala
real geralmente & cara, requer tecnologia de ponta, mado de obra especializada e alto
consumo de energia (CASTRO; COSSOLIN; CRISTINA, 2017). Por outro lado, a remogéao
de poluentes de aguas residuérias pelo processo de adsor¢@o tem se apresentado como
tecnologia eficiente e de baixo custo. Essa tecnologia possui simplicidade de operagédo e
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capacidade de tratar aguas residuarias com altas concentracdes de poluentes. Diversos
materiais adsorventes tém sido utilizados, especialmente aqueles de origem biolégica
(biomassas). Palha de arroz (RIBEIRO et al., 2017), casca de banana (OYEKANMI et al.,
2019), residuos de levedura cervejeira (CASTRO; COSSOLIN; CRISTINA, 2017) e células
fungicas (SOUZA et al., 2020)sao alguns exemplos de biomassa usadas eficientemente
para a adsorg¢ao de corantes.

O uso de biomassa microbiana para a biossorcao de diferentes poluentes tem sido
amplamente estudado. Nath e Ray (NATH; RAY, 2015) aplicaram biomassa seca de Bacillus
cereus M',, (MTC 5521) na remogéo do corante verde Malaquita de agua residuaria téxtil
sintética. Biofilme formado por Bacillus amyloliquefaciens se mostrou eficiente na adsorcéo
de nitrito de solugéo aquosa (HUI et al., 2018). Sulfobacillus thermosulfdooxidans, uma
bactéria termo-acidofila, foi capaz de adsorver os metais Ni?*, Cd?*, Zn?*, Cu?* (HUANG et
al., 2020). O interesse pela biomassa microbiana é devido aos diferentes grupos funcionais
presentes na sua parede celular, como amina, carboxila, tidis, sulfidrilas e fosfatos, que
atuam como sitios eficientes de adsorgéo.

O processo de adsorgdo € influenciado por diversos parédmetros como pH,
temperatura, concentracéo do adsorbato, concentracdo do adsorvente, tempo de contato,
entre outros. O estudo da influéncia desses parametros de modo isolado pode ser
dispendioso em termos de tempo e custos. Sendo assim, metodologias de planejamento
experimental sdo aplicadas para avaliar a interacdo desses pardmetros e otimizar o
processo de adsor¢édo por meio de um numero reduzido de experimentos (ALl et al., 2018).

Consoante Abbasi et al. (2016), a metodologia da superficie de respostas (MSR)
constitui importante ferramenta para investigar o efeito da variagcao simultanea de diversas
variaveis sobre as respostas de um processo, considerando um nimero limitado de ensaios.
Baseia-se no ajuste de uma equacgéo polinomial com dados experimentais, sendo aplicada
quando uma resposta ou conjunto de respostas de interesse sao influenciadas por diversas
variaveis (ARCHIN et al., 2019).

Neste enfoque, o Delineamento Composto Central (DCC) é uma das abordagens
mais importantes e frequentes dentre os planejamentos usando MSR (MOUSAVI et al.,
2018; ARCHIN et al., 2019), sendo adequado tanto para o ajuste de superficies quadraticas
como para a otimizagéo de processos (OTHMAN, et al., 2017; ABBASI et al., 2016; KOUSHA
et al, 2015).

Ao Delineamento Composto Central (DCC) em que se adicionam pontos axiais
do tipo +a, em que a = (2¥)"4, denomina-se Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) (RODRIGUES e IEMMA, 2009). O numero total de ensaios (N) para o DCCR com
k fatores ou variaveis, envolvem 2% pontos fatoriais com centro na origem (vértices de um
cubo); 2k pontos axiais em uma distancia fixa (a) do centro, permitindo a estimativa dos
termos quadréticos e, repeticbes nos pontos centrais que possibilitarédo o calculo do erro

experimental.
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Deste modo, o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi selecionado
para avaliar o biofilme produzido por Bacillus sp. L26 como adsorvente na remog¢éo do
corante Rodamina B (RdB) de solugéo aquosa. Biofilmes consistem de células microbianas
emaranhadas em uma matriz de polimeros extracelulares e material particulado que
possuem sitios ativos para a adsorgdo (HUI et al.,, 2018). Rodamina B é um corante
pertencente a classe dos xantenos que tem aplica¢des no tingimento de tecidos e couros,
na industria de alimentos e em laboratérios biomédicos nos quais € utilizado como corante
biologico (BELLO et al., 2020; MOHAMMADI et al., 2010)solution pH (3 to 11. Apesar de
seus diversos usos, a Rodamina B é considerada tdxica e mutagénica com diversos efeitos
deletérios para os sistemas vivos (TRIPATHY et al., 1995; NESTMANN et al., 1979; TAN
et al., 2014).

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes

O corante RdB (férmula molecular: C CIN,O, massa molecular: 479.01 g

H
28" 31
mol') foi adquirido de Sigma Aldich-Brasil. Uma solugdo estoque de RdB de 1,0 g L' em
agua destilada foi preparada e esta foi diluida para obtengcéo de solug¢des utilizadas nos

experimentos.

2.2 Preparacao do biofilme

Bacillus sp. L26 foi isolado de agua subterrdnea contaminada por derivados de
petréleo. Detalhes do isolamento e identificacéo desta bactéria foram descritos em nosso
trabalho prévio (LIMA et al., 2020)Brazil. Based on hydrocarbon (diesel, hexadecane,
benzene, toluene and xylene. Para a formacao do biofilme, a linhagem L26 foi inoculada
em 50 mL de caldo Nutriente (Himedia, constituido de, por litro: 5,0 g de peptona, 1,5 g
de extrato de carne, 1,5 g de extrato de levedura, 5,0 g de NaCl), e incubada a 35 °C por
72 h, em condicdes estaticas. Apds, o biofilme formado na interface ar/meio de cultura foi
assepticamente coletado, lavado por trés vez com agua destilada estéril e liofilizado. O
biofilme liofilizado foi armazenado em dessecador até 0 momento de uso.

2.3 Experimentos de biossorcao

Os experimentos de biossorcao foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 100
mL contendo 30 mL da solu¢do do corante RdB. A correcédo do pH das solug¢des de corante
foi efetuada por meio de solugées 0,1 N de NaOH ou HCI. Os fracos foram agitados em
shaker rotativo a 150 rpm durante 2 h. Apos, o biofilme bacteriano foi removido da solugéo
de corante por centrifugagdo (10000 rpm, 15 min) e a concentracdo residual da RdB foi

determinada por espectrofotometria UV-Vis (Hach DR6000, A = 554 nm). A eficiéncia de

X

remoc¢ao da RdB foi calculada de acordo com a equacéo (1):
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C;,—C

R(%) = -2 x 100 1

Ci

Em que: C,e C_representam a concentragéo inicial e no equilibrio da RdB na solugéo
(mg/L).

2.4 Planejamento experimental

O planejamento experimental baseou-se no Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) para otimizagéo do processo de adsor¢do do corante Rodamina B.

Os fatores ou variaveis independentes selecionadas para o presente estudo foram
pH, concentracéo de adsorvente (biofilme de Bacillus sp. L26), concentracdo do corante
(Rodamina B) e temperatura. A variavel dependente considerada como resposta foi a
remocéao percentual de Rodamina B.

A relacdo entre a varidvel dependente e as varidveis independentes pode ser
descrita por um modelo de segunda ordem, expressa pela Equagéao (2):

Y =By + f1X1 + PaXy + Baxs + Baxs + Brax1Xp + Bi3Xi X3 + Prax Xy + (2)
BaaXaXs + PaaXxoXy + BasXaxy + Br1Xi + Boox2 + Paaxi + Paaxi

Em que: Y é a resposta predita (remogéo percentual de Rodamina B, %); x,, X, X,
e x,, séo as variaveis independentes de entrada codificadas; B, € o intercepto; 8,, B,, B, e
B, séo os coeficientes lineares; B,,, B,, B, B, B,, € B,, S0 os coeficientes de interagéo e
B, B,,» B, € B,, s&o os coeficientes quadraticos.

As variaveis de entrada foram examinadas em cinco diferentes niveis (-a, -1, 0, 1,
a). Os intervalos e niveis utilizados nos experimentos sdo apresentados na Tabela 1. Todos
os experimentos foram delineados utilizando o software livre R (R Core Team, 2017), com a
utilizacéo de pacotes especificos para analise estatistica e planejamento de experimentos,
a saber: o qualityTools (ROTH, 2016) e o DoE.wrapper (GROMPING, 2017).

L -a Inferior Central Superior +a
Variaveis
(-2.0) (-1.0) (0) (1.0) (2.0)
X, pH 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
X,, Conc. Adsor (g/L) 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50
X5, Conc. Corante (mg/L) 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
x,, Temperatura (°C) 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Legenda: Conc. Adsor — concentracdo de adsorvente; Conc. Corante — concentracéo de
corante.

Tabela 1 — Valores utilizados no DCCR para avaliagéo da remo¢éo de Rodamina B.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados experimentais obtidos para a remoc¢éo percentual de Rodamina B

bem como os valores preditos e erros sdo apresentados na Tabela 2.

Ensaios pH Conc.Adsor. Cor.A  Temp. Remogéo de corante (%) Er_ro de r eIIE;:i?r o
X, X, X, X, Experimental Predito  aluste (%)

1 4.00 1.00 20.00 25 18.10 15.19 2.92 16.10
2 8.00 1.00 20.00 25 11.50 12.88 -1.38 -12.01
3 4.00 2.00 20.00 25 26.65 25.45 1.20 4.50
4 8.00 2.00 20.00 25 22.80 23.15 -0.35 -1.52
5 4.00 1.00 40.00 25 14.15 10.45 3.70 26.17
6 8.00 1.00 40.00 25 8.25 8.14 0.1 1.30
7 4.00 2.00 40.00 25 23.00 20.71 2.29 9.94
8 8.00 2.00 40.00 25 17.00 18.41 -1.41 -8.29
9 4.00 1.00 20.00 35 12.10 15.19 -3.08 -25.50
10 8.00 1.00 20.00 35 11.15 12.88 -1.73 -156.52
11 4.00 2.00 20.00 35 28.20 25.45 2.75 9.75
12 8.00 2.00 20.00 35 23.65 23.15 0.50 2.13
13 4.00 1.00 40.00 35 11.20 10.45 0.75 6.72
14 8.00 1.00 40.00 35 8.80 8.14 0.66 7.47
15 4.00 2.00 40.00 35 19.20 20.71 -1.51 -7.88
16 8.00 2.00 40.00 35 18.20 18.41 -0.21 -1.15
17 6.00 1.50 30.00 30 17.07 17.76 -0.69 -4.04
18 6.00 1.50 30.00 30 20.73 17.76 2.98 14.36
19 6.00 1.50 30.00 30 16.27 17.76 -1.49 -9.16
20 6.00 1.50 30.00 30 17.60 17.76 -0.16 -0.89
21 2.00 1.50 30.00 30 12.60 20.06 -7.46 -59.21
22 10.00 1.50 30.00 30 14.40 15.45 -1.05 -7.31
23 6.00 0.50 30.00 30 8.20 7.49 0.71 8.66
24 6.00 2.50 30.00 30 28.07 28.02 0.04 0.16
25 6.00 1.50 10.00 30 18.90 18.66 0.24 1.28
26 6.00 1.50 50.00 30 7.64 9.18 -1.54 -20.18
27 6.00 1.50 30.00 20 18.73 17.76 0.98 5.22
28 6.00 1.50 30.00 40 20.00 17.76 2.24 11.22

Tabela 2 — Matriz do delineamento composto central contendo os valores reais para as

variaveis, os resultados experimentais e preditos e os desvios para 0 DCCR.

Pode-se observar uma grande variagédo do erro relativo em fun¢do das combinagdes

das variaveis de entrada. Analisando-se o valor maximo de remogéo obtido de 28,20%,
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tem-se um erro relativo inferior a 10%. Tal comportamento do erro estara associado as
faixas de valores para as variaveis onde o processo de adsor¢éo seré facilitado ou néo;
como sera apresentado posteriormente.

Para a obtengcéo do modelo, consideraram-se apenas os parametros significativos,
que apresentaram p-valor igual ou inferior a 0,05, apresentados pela Tabela 3. Neste caso,
inseriu-se a o termo quadratico para a concentragdo de Rodamina B (333), no intuito de
avaliar sua significancia para o modelo, ja que apresentou um p-valor de 0.0520. Consoante
a Tabela 3; os pardmetros relacionados a interagdo entre as variaveis no processo de

remocao (B, B, B, B B, € B,,) foram néo significativos.

Coeficientes Estimativa do t-valor p-valor*
coeficiente

B, 17.917500 15.8576 0.000000***
B, -1.152083 -2.4976 0.026710 *
B, 5.132917 11.1276 0.000000 ***
B, -2.369583 -5.1370 0.000191 ***
B, -0.267083 -0.5790 0.572482
B, 0.028125 0.0498 0.961052
B., 0.040625 0.0719 0.943769
B., 0.840625 1.4880 0.160612
B, -0.840625 -1.4880 0.160612
B,, 0.534375 0.9459 0.361460
B., -0.065625 -0.1162 0.909300
B, -0.928646 -2.0132 0.065278
B,, 0.230104 0.4988 0.626227
B, -0.986146 -2.1378 0.052099
B.. 0.537604 1.1655 0.264771

*hk

Legenda: * - significativo; *** - altamente significativo.

Tabela 3 — Estimativa dos coeficientes e correspondentes estatisticas para remocéo percentual
do corante Rodamina B.

Baseando-se nessa analise, fez-se a reparametrizagdo do modelo considerando-se
apenas as variaveis independentes significativas (p-valor > 0,05), a saber: pH, concentragédo
do adsorvente e concentracdo de Rodamina B, com a exclusdo da temperatura (p-valor
= 0,572). Obteve-se, assim, uma relagdo entre a remogdo percentual do corante e as
variaveis independentes analisadas usando o ajuste de um modelo quadratico, expresso
pela Equacéo (3):

% remogédo = 17.756 — 1,152 pH + 5.133 Cadsor - 2.369 Ccor - 0.959 Ccor?  (3)

Em que: pH, Cadsor e Ccor sdo os valores codificados das variaveis pH, concentracéo
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de adsorvente e concentracéo de corante.

Valores negativos que antecedem os coeficientes indicam efeitos antagénicos
ao processo e valores positivos indicam efeitos de sinergia (ABBASI e HABIBI, 2016).
Tais valores podem ser confirmados pelos efeitos principais das variaveis consideradas
importantes no processo. Como observa-se na Figura 1, o pH e a concentracdo de corante
apresentam efeitos negativos para o processo de adsor¢éo, reduzindo a porcentagem de
remocéo com a elevacédo de seus valores.

22 4

20 4

18

16

14 |

12

A: pH ) B: Cadsor ' ) C: Ceor
Figura 1 — Grafico com efeitos principais.

Os valores 6timos para as variaveis de entrada utilizadas foram 4,0 para o pH, 2,0
g/L para a concentrag@o de adsorvente, 20 mg/L para a concentragdo de corante e 35°C
para a temperatura.

A andlise de variancia (ANOVA) apresentada pela Tabela 4 foi empregada para
validar o modelo. O valor calculado de F para o modelo (Fcalc) deve ser superior ao valor
tabulado de F, considerando-se o nimero de graus de liberdade o nivel de significancia, a
= 5%.

O valor de Fcalc para a remogéao percentual de corante obtido fora de 35,42, superior
ao tabelado de 2,80, indicando o modelo ser altamente significativo (p-valor inferior a
0,00001); confirmando assim a validagao do mesmo.

Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos Capitulo 8 m



Fonte de variacao Soma de Graus de Quadrados Fcalc
quadrados liberdade médios
Regressao 824.18 4 291.55 35,42
Residuos 133.79 23 5.82
Total 957.97 27

%remogao: F, ..o

= 2.80; R? = 0.86, ; R2ajustado = 0.84, p-valor < 0.00001

Tabela 4 — ANOVA para a remogao percentual de Rodamina B.

A analise de variancia (ANOVA) indicou uma porcentagem de variagao explicada de

86%. O valor de R? indica que esse modelo é adequado para avaliar a remocao percentual

de Rodamina B, considerando o pH, a concentracéo do referido corante e a concentracéo

de adsorvente. Tal resultado pode ser confirmado também pelo grafico que relaciona dados

experimentais e valores previstos (Figura 2).

25
2
2 20
i
D
f— -
a, 15
[7s]
ot
=
< 10
-

11

Valores observados

16

21

Figura 2 — Gréfico de valores observados por valores preditos.

3.1 Superficies de resposta e curvas de contorno para a remocéao percentual

de corante

As superficies de resposta e curvas de contorno referentes a remogéo percentual

do corante Rodamina B em funcdo das variaveis independentes, pH, concentragdo do

adsorvente (Cadsor) e concentracdo de corante (Ccor) sdo apresentadas nas Figuras 3 a 5.

Na Figura 3 apresenta-se a variacao percentual da remocédo de Rodamina B em
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funcao da variagdo do pH e da concentracao do adsorvente. Como esperado, quanto maior
a concentracdo do adsorvente maior sera a remocdo percentual de corante (regido em
vermelho); notando-se que para o pH a faixa de valores entre 4 e 6 ocasionara a maior
remogao.

Ja na Figura 4 apresenta-se a remocgéo percentual de Rodamina B em func¢ado do
pH e da concentragdo de corante. Quanto menores forem a concentragdo de corante e o
pH, maior sera a remogéo percentual. Aqui observa-se um ponto 6timo para a remogéo
percentual no valor de 20,9 %, quando o pH € igual a 5, e a concentragéo de corante é de
aproximadamente 20 mg/L.

Por fim, na Figura 5, observa-se o comportamento para a remog¢éo percentual em
funcdo das concentracdes de adsorvente e corante. Como esperado, quanto menor for a

concentracéo de corante e maior for a concentracao de adsorvente, maior sera a remogao
percentual.

Remocdo(%)

15 L2
1.0 Cadsor Cadsor

(a) (b)

Figura 3 — Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a remogéo percentual de
Rodamina B (Remocéao %) em fungdo do pH e da concentragédo de adsorvente (Cadsor).

Remocgdo(%)

(b)

Figura 4 — Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a remogao percentual de
Rodamina B (Remogéao %) em fungéo do pH e da concentragédo de corante (Ccor).
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Figura 5 — Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a remogéo percentual
de Rodamina B (Remogé&o %) em fungdo da concentragdo de adsorvente (Cadsor) e da
concentracdo de corante (Ccor).

41 CONCLUSOES

Os ensaios de adsorcao iniciais realizados se mostraram promissores para a
remocao percentual de corante, obtendo-se o valor maximo de remocéo igual a 28,20%
para pH no valor de 4,0, concentragdo de corante igual a 20 mg/L e concentracdo de
adsorvente igual a 2 g/L.

A analise estatistica empreendida demonstrou a ndo significancia para a temperatura
que fora excluida de modelo. Observou-se também a néo interacédo entre as variaveis
estudadas no processo de remogao.

Verificou-se a grande influéncia do pH sobre a remocédo percentual, sendo que
valores 6timos de remocao serdo obtidos para valores reduzidos de pH.

Para estudos futuros, recomenda-se, a validagdo experimental, utilizando-se faixas
reduzidas para o pH, tdo quanto o aumento da concentracdo de adsorvente na busca da

maximizacéo da remocéo percentual do corante estudado.
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RESUMO: Esta pesquisa investigou o custo
dos antimicrobianos utilizados no tratamento
de pacientes infectados e néo infectados por
Microrganismos  Multirresistentes ~ (MOMR)
na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de um
hospital publico. Trata-se de estudo transversal,
analitico, retrospectivo e prospectivo,
comparativo, de caso controle, que investigou
pacientes internados no periodo de janeiro a
dezembro de 2018, no Hospital Regional da Asa
Norte - Brasilia-DF, com infec¢éo e sem infecgéo
por microrganismos multiresistentes. O numero
total de pacientes internados na UTI foi 142, e
a amostra foi de 40,9% (n=58), estratificados
em 75,9% (n=44) de pacientes infectados por
MOMR em uso de antimicrobianos e 24,1%
(n=14) de pacientes em uso de antimicrobianos
e infectados por microrganismos ndo compativel
com multirresisténcia (N-MOMR). Nao foram
encontradas diferengas significativas entre
idade, sexo, tempo de internacédo e desfecho
clinico entre os grupos. Houve, entretanto,
uma maior incidéncia de 6bitos em pacientes
infectados por N-MOMR, quando comparado a
pacientes infectados por MOMR. O tratamento
antimicrobiano de todos os pacientes da
amostra resultou em US$ 93.372,5, sendo
que o grupo de pacientes infectados por
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MOMR tiveram um custo estatisticamente significante, comparado aos pacientes que nao
apresentaram multirresisténcia (p=0,015). As classes de medicamentos mais prescritos
foram carbapenémicos, aminoglicosideos, polimixinas, antifingicos e glicopeptideos. Entre
as prescricbes antibidticas encontradas, 63,7% (n=302) correspondiam aos antibidticos de
amplo espectro e foram responsaveis pelo gasto de US$ 85.775,61 o que representou 92%
do total de gastos com antimicrobianos. Os principais MOMR encontrados na UTI foram:
Klebsiella pneumoniae (55,17%), Acinetobacter baumannii (16,09%), Stenotrophomonas
maltophilia (6,90%) e Pseudomonas aeruginosa (5,75%). As classes antimicrobianas as quais
as bactérias apresentaram maior resisténcia foram os carbapenémicos, cefalosporinas de 3%
ou 4°geracéo e penicilinas inibidoras dos B-lactadmicos. Identificou-se, portanto, um custo
estatisticamente mais oneroso no tratamento de pacientes infectados por microrganismos
multirresistentes, quando comparado aos pacientes néo infectados por essas bactérias.
PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianos. Custos. Multirresisténcia.

COSTS OF ANTIMICROBIAL TREATMENT OF PATIENTS INFECTED AND NOT
INFECTED BY MULTI-RESISTANT MICRO-ORGANISMS

ABSTRACT: This research investigated the cost of antimicrobials used in the treatment
of infected and uninfected patients with Multidrug Resistant Microorganisms (MOMR)
in the Intensive Care Unit (ICU) of a public hospital. This is a cross-sectional, analytical,
retrospective and prospective, comparative, case-control study that investigated patients
hospitalized from January to December 2018, at Hospital Regional da Asa Norte - Brasilia-
DF, with infection and without infection by microorganisms multiresistant. The total number
of patients admitted to the ICU was 142, and the sample was 40.9% (n = 58), stratified by
75.9% (n = 44) of patients infected by MOMR using antimicrobials and 24.1 % (n = 14) of
patients using antimicrobials and infected with microorganisms not compatible with multidrug
resistance (N-MOMR). No significant differences were found between age, sex, length of
stay and clinical outcome between groups. However, there was a higher incidence of
deaths in patients infected with N-MOMR, when compared to patients infected with MOMR.
Antimicrobial treatment for all patients in the sample resulted in US $ 93,372.5, with the group
of patients infected by MOMR having a statistically significant cost, compared to patients
who did not have multidrug resistance (p = 0.015). The most prescribed classes of drugs
were carbapenems, aminoglycosides, polymyxins, antifungals and glycopeptides. Among the
antibiotic prescriptions found, 63.7% (n = 302) corresponded to broad-spectrum antibiotics
and were responsible for spending US $ 85,775.61, which represented 92% of the total
spending on antimicrobials. The main MOMR found in the ICU were: Klebsiella pneumoniae
(55.17%), Acinetobacter baumannii (16.09%), Stenotrophomonas maltophilia (6.90%) and
Pseudomonas aeruginosa (5.75%). The antimicrobial classes to which the bacteria showed
the greatest resistance were carbapenems, 3rd or 4th generation cephalosporins and
B-lactam-inhibiting penicillins. Therefore, a statistically more expensive cost was identified in
the treatment of patients infected with multidrug-resistant microorganisms, when compared to
patients not infected with these bacteria.

KEYWORDS: Antimicrobials. Costs. Multidrug resistance.
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11 INTRODUGAO

A situacdo critica da resisténcia bacteriana motivou a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) a divulgar uma lista de bactérias resistentes a antibiéticos, em 2018,
com intuito de evidenciar prioridade nas linhas de pesquisa, descoberta e urgéncia para
desenvolvimento de novos antibidticos principalmente para bactérias de prioridade critica.
Os microrganismos definidos como prioridade critica para a OMS foram: Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa, ambas resistentes a carbapenémicos.
Enterobacteriaceae resistente a carbapenémicos e a cefalosporinas de terceira geracéo
(TACCONELLI et al., 2018).

As Unidades de Terapia Intensiva (UTI) apresentam uma alta incidéncia de infeccdes
causadas por bactérias multirresistentes, principalmente pelo uso de procedimentos
invasivos, associado a alta carga de antibidticos nesses pacientes (SHARLAND; SAROEY,
2015). Dessa forma, a UTI gera custos elevados, uma vez que a presenga de microrganismos
multirresistentes eleva os gastos com antibioticos, preparacéo de medicamentos injetaveis e
carga horaria de trabalho dos funcionarios dos hospitais, além de aumento da permanéncia
hospitalar e da mortalidade (KAYE; POGUE, 2015; SALGADO et al., 2014). As maiores
despesas estéo relacionadas aos gastos farmacéuticos, seguidas do investimento com a
enfermagem e insumos médicos (PUCHTER et al., 2018).

Microrganismos multirresistentes sdo aqueles resistentes a diferentes classes de
antimicrobianos testados em exames microbiol6gicos; esses microrganismos receberam a
alcunha de superbactérias (DE QUEIROZ et al., 2012). Além disso, existem, também, os
microrganismos pan-resistentes, que apresentam resisténcia comprovada in vitro a todos
os antimicrobianos testados em exames microbiologicos (SHARLAND; SAROEY, 2015).

Quando se associa o ponto de vista farmacoecondémico a eficacia de um medicamento
pode-se determinar um tratamento diferente do que o de costume. Pesquisa realizada no
Hospital Clinico da Universidade de Campinas comparou o uso de colistina e polimixina
B. A administracdo da primeira resultou em uma menor taxa de mortalidade, menor
nefrotoxicidade, e menor custo no tratamento de uma mesma enfermidade (QUINTANILHA
et al., 2019).

Neste sentido torna-se preemente pesquisas que visem colaborar com as equipes e
diretrizes hospitalares para instituicéo de protocolos e programas de redugéo da incidéncia
de microrganismos multirresistentes nas UTIs, uma vez que os custos relacionados
sdo notérios e dilemas de gastos com a salde estdo sempre presentes em orgamentos
governamentais.

A presente pesquisa investigou o custo dos antimicrobianos utilizados no tratamento
de pacientes infectados e nao infectados por Microrganismos Multirresistentes em uma UTI
publica.
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21 METODOS

Trata-se de um estudo transversal, analitico, de carater retrospectivo e prospectivo,
comparativo, de caso controle, realizado na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do Hospital
Regional da Asa Norte (HRAN), da Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal.
Foram investigados o custo dos antimicrobianos utilizados no tratamento de pacientes
infectados e néo infectados por Microrganismos Multirresistentes internados no periodo de
janeiro a dezembro de 2018.

Os critérios de inclusdo foram pacientes internados na UTI, com prescricbes de
antimicrobianos no ano de 2018, que permaneceram internados por um periodo superior a
24 horas, e com idade = 18 anos, de ambos 0s sexos e independente da doencga de base
e/ou comorbidades presentes ao momento de ingresso ao estudo. Foram excluidos da
amostra pacientes que apresentaram todos os exames microbioldgicos negativos para a
presenca de microrganismo; pacientes com resultados positivos para bactérias, mas sem
teste de sensibilidade antibidtica (TSA) e, ainda, pacientes em que ndo foram administrados
antimicrobianos.

Os grupos da pesquisa foram estruturados da seguinte forma: Grupo 1 (MOMR) —
pacientes internados na UTI em uso de antibioticoterapia e com exames microbiologicos
positivos para a presenga de microrganismos e correspondente teste de sensibilidade
antibiética compativel com multirresisténcia. Grupo 2 (N-MOMR) - pacientes internados na
UTI em uso de antibioticoterapia e com exames microbiol6gicos positivos para a presenca
de microrganismos e correspondente teste de sensibilidade antibiética “ndo” compativel
com multirresisténcia.

As variaveis investigadas foram sexo, idade, periodo de internagéo, desfecho clinico,
antimicrobianos administrados, custo dos antimicrobianos administrados, microrganismos
e perfil de sensibilidade encontrados nos materiais biolégicos.

Os antimicrobianos foram registrados conforme a Denominagcao Comum Brasileira
— DCB e os custos foram avaliados utilizando-se os pregos praticados pela Secretaria
de Estado de Saude do Distrito Federal, com informagdes fornecidas pela farméacia do
referido hospital. Para o calculo do custo por antimicrobiano administrado foi utilizado o
custo da dose diaria em grama multiplicado pelo nUmero de dias em que o medicamento
foi administrado.

Os valores monetarios encontrados nesta pesquisa foram convertidos ao délar
americano, considerando o valor médio do dolar praticado no ano de 2020 a partir da
cotacdo apresentada pelo Banco Central do Brasil, a fim de facilitar a comparacéo de
custos com tratamento utilizados em outros paises.

A identificacdo dos microrganismos, bem como os dados correspondentes a
sensibilidade microbiana foram obtidos no laboratério de microbiologia do hospital a partir
do processamento das amostras no equipamento automatizado Walkway da MicroScan
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do fabricante Siemens e analisados conforme preconizado pelo “National Committee
for Clinical Laboratory Standards” ” (NCC, 2004), seguidos de testes de sensibilidade
antibi6tica (TSA) nos casos das bactérias.

Amultirresisténcia microbiana foi considerada como a cepa bacteriana que apresenta
resisténcia a duas ou mais classes de antibibticos, as quais intrinsecamente deveriam ser
suscetiveis (STRUELENS, 1998).

As variaveis de sexo, idade, desfecho clinico, tempo de internacédo, custo dos
antimicrobianos, niumero de microrganismo multirresistente foram apresentadas de forma
descritiva em percentual, frequéncia, média e desvio padréo.

Todas as anélises dos dados foram realizadas com programa Statistical Package
of Social Science (SPSS) 23.0. Apds analise exploratoria foram aplicados os testes de
skewness e de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, nas varidveis que ndo apresentaram
normalidade.

Para verificar diferencas significativas nas variaveis de sexo, idade, desfecho clinico,
e tempo de internacao e nas diferengas de custo de cada antimicrobiano entre o grupo que
apresentou multirresisténcia bacteriana e o grupo que néo apresentou multirresisténcia foi
utilizado o teste de Mann-Whitney. A significancia adotada foi de p<0,05 e o intervalo de
confianca de 95%.

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Fundacéo de
Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude/FEPECS/SES/DF e pelo CEP do UniCEUB sob
o numero de CAAE: 98459218.4.0000.0023.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero total de pacientes internados na UTI investigada no ano de 2018
foi 142, sendo que os pacientes que fizeram parte da amostra foi 40,9% (n=58), que
foram estratificados em 75,9% (n=44) de pacientes infectados por MOMR em uso de
antimicrobianos e 24,1% (n=14) de pacientes em uso de antimicrobianos e infectados por
N-MOMR. Em adicado, 59,1% (n=84) dos pacientes excluidos da amostra apresentaram
exames microbiol6gicos negativos, e/ou exames microbioldgicos positivos sem teste de
sensibilidade antibibtica.

O perfil epidemioloégico dos pacientes da pesquisa encontra-se demonstrado na
Tabela 1.

Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos Capitulo 9 “



Pacientes infectados Pacientes infectados com
Variaveis com MOMR N-MOMR P
(n=44) (n=14)
Feminino n=16 | 36,36% Feminino n=6 | 42,85%
Sexo 0,665
Masculino n=28 | 63,64% Masculino n=8 57,15%
Idade
médiasDP 53 (+17,98) 62 (£17,02) 0,120
Dias de
internacéo 25,02 (x23,72) 22 (£ 21,67) 0.507
(média+DP) 18 dias 13 dias ’
mediana
Alta n=23 | 52,27% Alta n=5 35,71%
Obito n=17 | 38,64% Obito n=7 50%
Desfecho 0,456
clinico
Transferéncia | n=4 9,09% | Transferéncia n=2 14,28%

Tabela 1 — Perfil de sexo, idade, tempo de internacéo e desfecho clinico dos pacientes
infectados por MOMR e pacientes infectados por microrganismos ndo multirresistentes
(N-MOMR)

N&o foi encontrado diferenca estatistica significante entre o primeiro e o segundo
grupo considerando as variaveis investigadas. No entanto o sexo masculino foi mais
prevalente na amostra conforme documenta a literatura, assim como o tempo de internagéo
prolongado, que igualmente encontra-se relatado, sobretudo quando associada a MOMR
(DOS ANJOS et al., 2015; RAKSHIT; OTTA; DEBATA, 2019; LEETHONG, 2019).

No entanto, quando observada as taxas de 6bito resultante das internacdes nesta
pesquisa, houve uma maior incidéncia de ébitos em pacientes infectados por N-MOMR,
quando comparado a pacientes infectados por MOMR. Esses resultados, podem
ser explicados devido a gravidade dos pacientes do grupo de N-MOMOR, onde 50%
apresentavam diagnostico de choque séptico no momento da internagéo e evoluiram a
6bito nas primeiras 72 horas ap6s a admisséo na UTI.

A investigacéo dos custos dos antimicrobianos prescritos aos pacientes do estudo,
bem como o numero de prescri¢cdes desses farmacos estdo expostos na Tabela 2, a qual
mostra que o tratamento antimicrobiano de todos os pacientes da amostra resultou no
custo de US$ 93.372,5 no decorrer de 2018, sendo que aqueles que apresentaram MOMR
tiveram um custo total estatisticamente mais significante, quando comparado aos pacientes
infectados por N-MOMR (p=0,015).
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Pacientes infectados por

Pacientes infectados por

_Classe MOMR (n=44) N-MOMR (n=14)
antimicrobiana/ P
Antimicrobianos n° custo n° custo
prescricoes (dolar) prescricoes (dolar)
Aminoglicosideos
Amicacina 43 452,17 8 65,42 0,271
Gentamicina 16 81,11 6 15,28 0,746
Inibidor de
B lactamase
Ampicilina/sulbactam 4 88,66 0 0.00 -
Piperacilina/
tazobactam 5 366,34 4 162,82 0,902
Cefalosporina
Cefazolina 2 1,56 0 0.00 -
Ceftazidima 1 8,37 0 0.00 -
Ceftriaxona 3 3,16 0 0.00 -
Cefepime 11 205,68 4 88,44 0,801
Quinolonas
Ciprofloxacino 5 201,83 1 14,41 0,766
Levofloxacino 2 9,72 0 0.00 -
Moxifloxacino 0 0.00 1 18,42 -
Lincosamida
Clindamicina 5 51,42 6 54,5 0,286
Cabapenémicos
Imipenem 3 257,95 0 0.00 -
Meropenem 72 16.247,42 16 2.088,77 0,052
Ertapenema sédico 8 5.646,40 0 0.00 -
Sulfonamidas
Trimetropina e
sulfametoxazol 9 414,35 1 414 012
Glicopeptideos
Vancomicina 41 1.780,61 5 129,71 0,253
Teicoplamina 1 68,55 0 0.00 -
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Oxazolidinona
Linezolida 8 1.424,84 1 1449 0,272
Antifangicos
Fluconazol 16 105,93 6 43,11 0,385
Acetato de 0 0.00 0 0.00 -
caspofungina
Anidulafungina 30 8.540,08 8 1.249,77 0,305
Anfotericina B
Complexo lipidico 4 699,42 0 0.00 )
Anfotericina B
Lipossomal 3 14.957,35 0 0.00 -
Voriconazol 0 0.00 0 0.00 -
Nistatina 0 0.00 1 8,15 -
Penicilinas
Ampicilina 0 0.00 1 24,68 -
Benzilpenicilina 1 1,66 0 0.00 -
Oxacilina 1 16,64 0 0.00 -
Glicilciclina
Tigecilcina 4 13.650,92 0 0.00 -
Lipopeptideo
Daptomicina 8 4.767,65 1 248,32 0,377
Macrolideo
Azitromicina 6 105,59 2 18,98 0,049
Outros
Polimixina B 57 16.731,02 15 2.023,88 0,151
Colestimetato sodico 0 0.00 0 0.00 -
Metronidazol 14 97,25 2 2.42 1,82
Total 382 US$86.967,00 92 US$6.405,50 | 0,015

Tabela 2. Custos das terapias antimicrobianos utilizadas em pacientes infectados por
microrganismos multirresistentes (MOMR) e pacientes infectados com microrganismos nao
multirresistentes (N-MOMR) internados na Unidade de Terapia Intensiva.

As classes de medicamentos mais prescritos foram os carbapenémicos,

aminoglicosideos, polimixinas, antifUngicos e glicopeptideos. Entre as prescricoes
antibiéticas encontradas, 63,7% (n=302) correspondiam aos antibi6ticos de amplo espectro
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e foram responsaveis pelo gasto de US$ 85.775,61 o que representou 92% do total de
gastos com antimicrobianos.

Em relacdo ao custo do tratamento com antimicrobianos dos pacientes que
receberam alta por melhora clinica, o grupo dos infectados por N-MOMR (n=5) foi de US$
1.518,81 enquanto o custo com os infectados por MOMR (n=23) foi de US$ 66.945,73.
Dos pacientes que foram a 6bito, no grupo dos infectados por N-MOMR (n=7) houve um
gasto total com os antimicrobianos de US$ 8.237,67 e os infectados por MOMR com este
mesmo desfecho (n=17) gastaram US$27.210,72. O valor de US$35.448,39, gastos com
antimicrobianos em pacientes que foram ao 6bito, representou 38% do total dos gastos.

A diferenga de custo entre os grupos de MOMR e os N-MOMR deve-se, também,
aos tipos de antimicrobianos utilizados. Exemplificando, o preco unitario da anfotericina B
lipossomal custa US$311,62; a daptomicina, US$49,66; e o ertapenem, US$58,82. Tanto o
ertapenem quanto as anfotericinas foram utilizadas somente no grupo infectado por MOMR.
Jé a daptomicina, embora administrada nos dois grupos, teve maior nimero de prescricbes
no grupo de MOMR. O que contribui para a diferencas de despesas entre os dois grupos.

Cabe ressaltar que ndo se levaram em conta os custos advindos do preparo das
doses de medicamentos injetaveis e demais materiais envolvidos no processo, que oneram
ainda mais os custos na administracdo desses medicamentos.

Apenas dois medicamentos (meropenem e azitromicina) apresentaram diferenca
significativa em relagéo aos custos quando analisados os dois grupos (MOMR e N-MOMR),
0 que sugere que o perfil dos demais antimicrobianos utilizados nos dois grupos foram
semelhantes.

A microbiota encontrada na UT] foi estratificada em MOMR (n=87) onde as seguintes
bactérias representaram 83,91% (n=73): Klebsiella pneumoniae (55,17%), Acinetobacter
baumannii (16,09%), Stenotrophomonas maltophilia (6,90%) e Pseudomonas aeruginosa
(5,75%). Ressaltamos que as bactérias Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii encontradas nesta pesquisa expressaram resisténcia aos carbapenémicos, e a
enterobactéria Klebsiella pneumoniae apresentou completa resisténcia aos B-lactamicos,
cefalosporinas de 3% ou 4°geracgédo, penicilinas com inibidores de beta lactamases e os
carbapenémicos. Estes achados confirmam a importancia do foco da OMS considerando a
Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumannii, como prioritarios na vigilancia hospitalar,
por apresentarem maior prevaléncia de cepas multirresistentes aos antimicrobianos
(FOUNOU et al., 2017; TACCONELLI et al., 2018).

Os recursos financeiros empregados no tratamento antimicrobiano em infectados
por MOMR vém sendo descritos como maiores, quando comparados ao tratamento de
pacientes infectados por microrganismos ndo multitresistentes, para espécies como a
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni e Pseudomonas aeruginosa, corroborando
com o que encontramos nesta pesquisa (PUCHTER et al., 2018).

A presente pesquisa revelou uma alta incidéncia de MOMR, haja vista a grande
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diferenca entre o numero de pacientes infectados por estes microrganismos quando

comparado ao grupo de pacientes com infec¢ao por microrganismos ndo multirresistentes.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Corroborando com a literatura ja apresentada, observou-se um elevado custo com
tratamentos antimicrobianos na UTI do hospital investigado, ressaltando os pacientes
infectados por microrganismos multirresistentes. Ademais, as espécies mais prevalentes e
que resultaram em recursos financeiros mais amplos para o tratamento das infec¢des por elas
provocadas foram a Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni, Stenotrophomonas
maltophilia e Pseudomonas aeruginosa.

As classes antimicrobianas as quais as bactérias apresentaram maior resisténcia
foram os carbapenémicos, cefalosporinas de 3% ou 4°geragao e penicilinas com inibidores
de B-lactamases. Em adicdo, as classes de antimicrobianos mais prescritos foram os
carbapenémicos, polimixinas, glicopeptideos, aminoglicosideos e antifungicos. Ressaltando
ainda o uso de antibiéticos de amplo espectro.

Sumarizando, os pesquisadores envolvidos neste estudo concluem que as
consequéncias provocadas pelos microrganismos multirresistentes recaem sobre os
pacientes, com a ameaca de faléncias terapéuticas cada vez mais frequentes, devido aos
inbcuos tratamentos anti-infecciosos, resultantes do aumento da resisténcia bacteriana.
Esse contexto repercute tanto na sadde individual quanto coletiva da populagéo, por
demandar recursos financeiros cada vez maiores, ameacgando um retorno a era pré-

antibiética, com consequente aumento do sofrimento humano.
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RESUMO: Fungos sé&o organismos pertencentes
ao Reino Fungi, heterotroficos, podendo ser
saprobios ou parasitas de plantas e animais, que
conseguem se distribuir por diversos tipos de
ambientes até mesmo com condic¢des restritas a
determinados seres vivos. Esses ambientes por
sua vez, podem ser favoraveis a determinadas
espécies sendo terrestres ou aquaticos como,
é o caso dos fungos zoospéricos (aquaticos),
fungos que sé@o frequentemente encontrados
em ambiente com bastante volume de agua ou
com grande umidade (Pereira, 2008). Quanto a
esses organismos ainda sao poucos os trabalhos
desenvolvidos quanto a sua distribuicdo, sendo
de fundamental importancia estudos acerca
de tais seres vivos. Portanto foi realizado
o levantamento da diversidade de fungos
zoosporicos através de coletas de amostras de
agua e solo de igarapés da “Reserva Particular
do Patriménio Natural RPPN- Sitio Bons Amigos”,
e processados conforme métodos de iscagem
multipla de MILANEZ & BENEKE (1968). Na
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pesquisa foram identificados 43 taxons, para
o Reino Fungi foram 27, distribuidos em 15
géneros, sendo Blastocladia e Catenophlyctis
do filo Blastocladiomycota, onde a espécie
Blastocladia globosa tem sua primeira citacao
para o Amazonas, ja tendo sido descrita em
outros estados como, por exemplo, S&o Paulo.
Para o Filo Chytridiomycota foram identificados:
Catenochytridium, Chytriomyces, Cladochytrium,
Diplophlyctis, Enthophlyctis, Gonapodia,
Karlingia,  Karlingiomices, = Nowakowskiella,
Podochytrium e Rhizophydium O género
que mais ocorreu foi Rhizophydium, sendo a
espécie Rhizophydium sphaerotheca, a mais
abundante aparecendo em todas as amostras
da primeira coleta. As espécies mais rara
foram: Catenochytridium kevorkiani e Karlingia
chitinophyla. No Reino Chromista, Filo Oomycota
foram identificados 15 taxons distribuidos por
6 géneros: Achlya, Aphanomyces, Brevilegnia,
Dictiuchus, Leptolegniella e Pythiogeton, sendo
0 género mais frequente Aphanomyces, sendo
a espécie Aphanomyces irregulare com seis
ocorréncias entre agua e solo. Entre as espécies
menos frequentes, destacam-se: Aphanomyces
helicoides, Dictiuchus pseudoachliodes,
Dictiuchus sterile e Leptolegniella keratinophyla.
Zoophagus insidians, representante do Filo
Zigomycota adaptado ao ambiente aquatico,
também foi identificado em duas amostras
da primeira coleta. Os resultados obtidos
possibilitam perceber a diversidade de fungos
aquaticos existentes na Reserva sendo um
acréscimo ao conhecimento na area, levado
em conta a quantidade recursos ainda a serem
estudados, aumentando assim a amplitude de
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conhecimento acerca do ecossistema na Regido Amazonica.
PALAVRAS-CHAVE: Zoospéricos, agua, solo e areas preservadas.

DIVERSITY OF ZOOSPORIC FUNGI IN PRESERVATION AREAS OF THE
METROPOLITAN REGION OF MANAUS-AM

ABSTRACT: Fungi are heterotrophic organisms belonging to the Fungi Kingdom, which may
be saprobes or parasites of plants and animals, which are able to distribute themselves in
different types of environments even with conditions restricted to certain living beings. These
environments, in turn, can be favorable to certain species, whether terrestrial or aquatic, as
is the case of zoosporic (aquatic) fungi, fungi that are often found in environments with a
high volume of water or with high humidity (Pereira, 2008). As for these organisms, there are
still few works developed regarding their distribution, and studies about such living beings
are of fundamental importance. Therefore, a survey of the diversity of zoosporic fungi was
carried out by collecting water and soil samples from streams of the “Reserva Particular do
Patriménio Natural RPPN- Sitio Bons Amigos”, and processed according to MILANEZ &
BENEKE (1968) multiple baiting methods. In the research 43 taxa were identified, for the
Fungi Kingdom there were 27 distributed in 15 genera, being Blastocladia and Catenophlyctis
from the phylum Blastocladiomycota, where the species Blastocladia globosa is its first
citation for Amazonas, having already been described in other states like Sdo Paulo. For the
Phylum Chytridiomycota were identified: Catenochytridium, Chytriomyces, Cladochytrium,
Diplophlyctis, Enthophlyctis, Gonapodia, Karlingia, Karlingiomices, Nowakowskiella,
Podochytrium and Rhizophydium. The genus that most occurred was Rhizophydium, with
Rhizophydium sphaerotheca being the most abundant species appearing in all samples
from the first collection. The rarest species were: Catenochytridium kevorkiani and Karlingia
chitinophyla. In the Chromist Kingdom, Filo Oomycota, 15 taxa were identified, distributed
in 6 genera: Achlya, Aphanomyces, Brevilegnia, Dictiuchus, Leptolegniella and Pythiogeton,
being the most frequent genus Aphanomyces, being the species Aphanomyces irregulare
with six occurrences between water and soil. Among the less frequent species, the following
stand out: Aphanomyces helicoides, Dictiuchus pseudoachliodes, Dictiuchus sterile and
Leptolegniella keratinophyla. Zoophagus insidians, representative of the Phylum Zigomycota
adapted to the aquatic environment was also identified in two samples from the first collection.
The results obtained make it possible to perceive the diversity of aquatic fungi that exist in the
Reserve, adding to the knowledge in the area, taking into account the amount of resources yet
to be studied, thus increasing the breadth of knowledge about the ecosystem in the Amazon
Region.

KEYWORDS: Zoosporic, water, soil, preserved area.

11 INTRODUGAO

No decorrer dos Ultimos anos se registrou uma ampliacéo de atividades realizadas
com o intuito principal de conhecer melhor os organismos existentes em nossos
ecossistemas. A busca por melhorias na satde ou em fatores econémicos tem sido o foco

principal de diversos cientistas. Além disso, a preocupagdo com areas de preservagao
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ambiental e seus recursos biologicos também tem sido o foco de estudos realizados nos
Ultimos anos, mesmo que em um numero pouco significativo. Atrelado a isso, estudos com
a diversidade de microrganismos tém recebido maior atencéo nos ultimos tempos. Dentre
outros, um dos mais estudados séo os fungos, organismos pertencentes ao Reino Fungi
e Reino Chromista, que podem habitar diversos ambientes, este que, por sua vez, pode
ser terrestre, aéreo (Anemdfilos) ou até mesmo aquético (zoospdricos) segundo (Pereira,
2008).

Quando se tratando de fungos pertencentes ao ambiente aquatico, ha a concentragédo
de estudos por parte de profissionais em Engenharia da Pesca ou piscicultores, ja que em
dados momentos, podem acabar se deparando com problemas causados por este tipo
de fungo, que sdo um dos principais geradores de prejuizos na piscicultura, por meio do
parasitismo em peixes (Stempniewski, 1970).

Os fungos aquaticos se diferem dos demais fungos, principalmente, por conta do
ambiente em que estdo, em grande parte, inseridos. Podem ser encontrados em ambientes
totalmente aquaticos ou terrestres, desde que, extremamente ou parcialmente Umidos,
portanto suas condi¢des morfolégicas exigem certas especia¢des em relacdo as presentes
nos demais fungos (Alexopolus et all., 1996).

Amicota aquatica € em sua maioria zoosporica (Chytridiomycota), ou seja, € um grupo
de fungos aquaticos, seus principais representantes pertencem aos filos Oomycota (reino
Chromista antigo (Stramenopila) e Chytridiomycota ao (reino Fungi) que foi atualmente
dividido em mais um filo, o Blastocladiomycota (Milanez et al. 2007; Nascimento et al. 2011),
(Pires-Zottarelli, 2012). Oomycota difere de Chytridiomycota por apresentar zobésporos
dotados de dois flagelos, sendo um penado e um liso, enquanto que Chytridiomycota
apresenta um flagelo liso (Costa, 2010). Essa caracteristica esta intimamente ligada com
a locomocéao dos esporos desses seres, que por se encontrarem em ambientes aquaticos
precisam nadar para garantir maior otimizagdo em sua reproducéo (Kirk et al. 2008).

Existem também representantes dos outros grupos/filos (Zygomycota,
Deuteromycota, Ascomycota e Basidiomycota). (Pires - Zottarelli, 1990, Dudka, 1994).
Fungos (zoosporicos) apresentam, assim como os demais, reproducdo assexuada e
sexuada gerando esporos em pelo menos uma fase do seu ciclo reprodutivo, segundo
afirma (Moreira & Schoenlein-Crusius, 2010).

Os fungos aquéaticos necessitam de certas atribuicbes que possam conferir uma
maior locomogédo e consequentemente reproducdo eficiente nesse tipo de ambiente,
desta forma uma caracteristica morfolégica bastante importante é o flagelo, que constitui
a principal diferenca dos demais fungos. Nesses fungos, os esporos produzidos séo
flagelados conferindo uma especializagdo essencial para vida aquética desses organismos
(Pires Zotarelli, 2012).

Os fungos zoosporicos podem ser encontrados em diversos tipos de ambientes

aquaticos, diante da grande quantidade de recursos hidricos do pais, principalmente na
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regido amazonica, trabalhos foram realizados e se conseguiu encontrar diversas espécies
de fungos aquaticos, facilitando a compreenséao acerca do desenvolvimento e a reproducéo
desses seres vivos. Esses por sua vez apresentam em sua estrutura flagelos moveis,
reproducdo sexuada (gametangios) ou assexuada (zoosporangios), sua parede celular é
composta basicamente por quitina, porém, alguns podem apresentar celulose (Pereira,
2008). Seu habito é bastante diversificado podendo ser saprdbios em plantas e insetos,
parasitas de algas marinhas e marrons, de agua doce e fungos aquaticos (Alexopoulos et
al, 1996).

Quando se tratando da importancia dos fungos aquéticos, em tal ambiente eles
podem estar inseridos em uma ampla lista, sédo de fundamental importancia, por exemplo,
para decomposicdo de matéria organica, podem ser indicadores de qualidade da &agua,
e terem influéncia também em ciclos de vida de organismos grandes e pequenos como,
crustaceos, insetos aquaticos e ou peixes. Como as bactérias, os fungos aparecem
frequentemente em peixes causando infec¢des secundarias como é possivel confirmar em
(Stempniewski, 1970).

Mesmo que trabalhos ja tenham sido realizados por todo o Brasil (Pires - Zottarelli,
1990, Cavalcanti, 2000, Rocha, 2001, Silva, 2002) muito ainda se tem a estudar, a fim de,
reforcar ainda mais o conhecimento da biodiversidade de organismos aquaticos brasileiros,
de modo também que posteriormente possa ser realizado um levantamento dos efeitos
que podem estar levando a diminuicdo ou aumento de certas espécies fungicas em dadas
regides. Na Amazoénia brasileira alguns estudos ja foram iniciados na década de 40,
porém com a intencdo de aprofundar os conhecimentos acerca de qual seria a variedade
de espécies de organismos zoosporicos existentes na regido, ainda é bastante escasso.
Entretanto s&o poucos ainda os trabalhos que apontam como foco principal essa situacao
em areas de preservagédo se comparados com a extensao de recursos hidricos existentes
na Amazénia. (Silva, 2002; Pinto e Silva, 2009; Utumi, 2010; Porto e Silva, 2011, Ferreira,
2013, Paiva, 2013, Neto, 2020; Barthelemy e Silva 2020).

Desse modo, esse trabalho teve como objetivo realizar um levantamento da
diversidade de organismos zoospéricos existentes em igarapés em area preservadas
(RPPN) do municipio de Manaus-AM.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo/ local de coleta

As coletas da pesquisa foram realizadas na (Reserva Particular do Patrimdnio
Natural- RPPN)- Sitio Bons Amigos (“02° 50 33", 06° 04’ 04”) w BR-174, também conhecida
por Manaus—Boa Vista.
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Figura 1. Local das coletas, (Reserva Particular do Patriménio Natural- RPPN- Sitio Bons
Amigos)-(A-B). Dois dos pontos que foram utilizados para as coletas (C-D). Manaus-AM

As mesmas foram realizadas em diversos pontos dos igarapés selecionados (8), em
diferentes ambientes, no més de setembro de 2019 (1%. coleta), quanto a (2°. coleta) no
més de margo 2020, nos mesmo pontos da primeira. Em cada ponto selecionado foram
recolhidas aliquotas de agua (em torno de 100 mL em vidros previamente esterilizados e
etiquetados) e solo (+300g) das margens em sacos plasticos novos e etiquetados. Apos
coleta do material a temperatura e o pH foram mensurados e as amostras encaminhadas
para o Laboratério de Fungos Aquaticos/ICB/UFAM onde foram processadas.

2.2 Técnicas para isolamento dos fungos zoospéricos de agua e solo

As amostras coletadas de agua e solo receberam preparacédo conforme métodos
preconizados por SPARROW (1960) e SCOTT (1961) in MILANEZ & BENEKE (1968)
que consiste na iscagem multipla com substratos citados a seguir: sementes previamente
esterilizadas de sorgo (Sorghum sp.), ecdise de cobra, exoesqueleto de camaréo, palha
de milho, celofane, epiderme de cebola, além de fragmentos de cabelo loiro e também
gréaos de poélen. As amostras distribuidas em placas de Petri foram incubadas a temperatura
ambiente por aproximadamente 7 a 15 dias sendo reidratadas com &gua destilada
periodicamente. Apds desenvolvimento das col6nias, em torno dos substratos (iscas), estas
foram analisadas sobre microscopia éptica, e verificadas suas caracteristicas morfologicas,
para identificacdo dos organismos desenvolvidos e em seguida re-inoculadas com novos
substratos.

Os fungos que produziram micélio cenocitico foram isolados em meio de cultura
(MP5 (maltose-peptona-Agar) ou CMA +p.p.e. (Corn-meal—Agar acrescido dos antibioticos
penicilina e estreptomicina), e em seguida ao seu crescimento, reinoculados em placa
estéril contendo iscas apropriadas e dgua destilada estéril.

2.3 Identificacao dos fungos isolados

As identificacbes dos fungos zoospéricos observados, foram realizadas através
de exames de caracteristica microscopicas dos fragmentos do substrato desenvolvidos,
montados sobre lAmina e laminula, utilizando-se agua destilada.

Para o estudo e identificag@o dos fungos zoospoéricos, foram utilizados entre outros,
os seguintes trabalhos: SPARROW (1960), KARLING (1977), ALEXOPOULOS et al. (1996),
DICK (1976) e JOHNSON et al. (1956), COSTA (2010), PEREIRA (2008), KIRK (2008),
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HIROHARU (1940) e BARTHELEMY e SILVA (2020).

2.4 Preservacao dos fungos

Apos identificagéo, os fungos nos fragmentos de iscas foram preservados em agua
destilada estéril ou montados em lamina com corante e armazenados em caixas para
posterior realizagdo de fotografias e para futuros estudos.

31 FATORES AMBIENTAIS

1 Temperatura- Para determinacdo da temperatura do solo e da agua foram utilizados
termdmetros, no momento da coleta.
2. pH - O pH das amostras de 4gua foi determinado no momento da coleta por meio

de pHmetro manual.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s o desenvolvimento dos organismos nas amostras de agua e solo dentro das
placas de Petri os resultados finais obtidos foram: 30 espécies distribuidas por 21 géneros.
Destas, 20 distribuidas em 14 géneros pertencentes ao Reino Fungi, Filos Chytridiomycota
e Blastocladiomycota e 9 em 6 géneros pertencentes ao Reino Chromista, Filo Oomycota.
Um representante pouco comum do Filo Zygomycota adaptado no ambiente aquatico
também foi encontrado (Zoophagus insidians), (Tab.1).

Fungi

Blastocladiomycota

Em um contexto mais amplo Blastocladiales sdo fungos que possuem talo
eucarpico, cenocitico, diferenciado em rizoides para fixacao, célula basal geralmente bem
diferenciada que pode possuir, na sua extremidade distal, tubulos e/ou segmentos hifalicos
e/ou estruturas de reproducdo sexuada e assexuada.

Blastocladia
Blastocladia globosa (Kanouse, 1927). Kanouse, Am. J. Bot. 14:298.1927

Possui registro de ocorréncia em S&o Paulo entre outros.

Descricdo: Quanto a espécies Blastocladia globosa essa pode apresentar: Talo
ovoide e conspicuo. Célula basal globosa até 210 pm didmetro. Zoosporangio cilindricos,
longo-clavados, 60-200x20-65 um, por vezes deciduos, deixando cicatrizes na célula
basal. Zoosporos esféricos. Esporangio de resisténcia ovoide, apice arredondado e base
truncada, parede espessa, conteldo marrom-escuro, 20-45 x 18-35 um. Sistema rizoide
pouco desenvolvido.

Material examinado: Amostras de agua, isca de semente de sorgo.
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Catenophlyctis variabilis (Karling) Karling, Am. J. Bot. 52: 134. 1965.

Basidnimo: Phlyctorhiza variabilis Karling, Am. J. Bot. 34: 27. 1947.

Descricao: Nascimento & Pires-Zottarelli (2010).

Material examinado: Amostra de 4gua e solo, isca de ecdise de cobra.

Possui registro de ocorréncia no Amazonas, Piaui, Pernambuco, Minas Gerais, Sao
Paulo.

Essa espécie caracteriza-se pela presenca de zoosporangios inoperculados de
tamanhos e formas muito variaveis, organizados radialmente em um rizomicélio muito
ramificado, o que foi confirmado nos espécimes dessa pesquisa, concordando com a
descricao original de Karling (1965). Foi possivel constatar que o crescimento dessa espécie
foi, saprofitico, restrito ao substrato queratinoso, isca de ecdise de cobra, corroborando as
citagdes de Karling (1946, 1947a), Milanez (1984) e Pires-Zottarelli & Rocha (2007).

Chytridiomycota

Chytriomyces hyalinus Karling, Am. J. Bot. 32: 363. 1945.

Descricao: Nascimento & Pires-Zottarelli (2009).

Material examinado: Amostras de agua e solo iscas de ecdise de cobra e
exoesqueleto de camardo. Possui registro de ocorréncia no Amazonas, Piaui, Minas
Gerais, Sao Paulo.

Podendo apresentar zoosporangios operculados, apofisados ou néo, e zo6sporos
com uma goticula lipidica hialina caracterizam esta espécie. Foi isolada em substrato
quitinoso, exoesqueleto de camarao, concordando com Karling (1945a) e Pires-Zottarelli &
Rocha (2007), além de substrato queratinoso e ecdise de cobra.

Chytriomyces spinosus Fay, Mycologia 39: 152. 1947.

Descricao: Nascimento & Pires-Zottarelli (2009).

Material examinado: Amostra de 4gua e solo, iscas de milho e celofane.

Possui registro de ocorréncia no Amazonas, Piaui, Sdo Paulo.

Aprincipal caracteristica da espécie € a presenca de zoosporangios operculados, ndo
apofisados, apresentando ornamentagdes em forma de espinhos agudos e néo bifurcados,
que foi nitidamente observado nos espécimes analisados. Apresentou crescimento apenas
em substrato celulésico, celofane e palha de milho, concordando com a descri¢ao original
de Fay (1947). Chytriomyces spinosus foi isolada pela primeira vez no Brasil por M.I.L.
Silva, em amostras de agua e solo coletadas em Manaus (AM) (Milanez et al. 2007).

Cladochytrium hialinus Karling. Amer. J Bot. 32.36.3.1945

Material examinado: Amostra de solo, isca de cebola.

Possui registro no Amazonas em S&o Paulo entre outros. Pode apresentar
talo eucérpico, monocéntrico, extra e/ou intramatrical. Zoosporangios operculados,\
hialinos, esféricos, parede lisa. Apofise sub-esporangial presente ou ausente. Liberacao
dos zoosporangios é por meio de opérculo localizado apical ou subapicalmente nos
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zoosporangios. Zoosporos encistados, com uma goticula lipidica (Berdan, 1941).

Cladochytrium replicatum Karling, Amer. J. Bot. 18: 538. 1931.

Descricao: Nascimento & Pires-Zottarelli (2009).

Material examinado: Amostras de agua e solo, iscas de palha de milho, epiderme
de cebola ecdise de cobra e celofane.

Possui registro de ocorréncia no Amazonas, Piaui, Ceara, Séo Paulo, entre outros.

Diplophlyctis sarcoptoides (H. E. Petersen) Dogma Jr., Nova Hedwigia 25: 122.
1974.

Basi6nimo: Asterophlyctis sarcoptoides H. E. Petersen, J. Bot. 17: 218. 1903.

Descricao: Nascimento & Pires-Zottarelli (2009).

Material examinado: Amostras de agua e solo, iscas de ecdise de cobra e
exoesqueleto de camardo. Possui registro de ocorréncia no Amazonas, Rond6nia, Minas
Gerais, Sao Paulo.

Esta espécie se caracteriza pela formagdo de zoosporangios inoperculados e
apofisados, com ornamentacdes tuberculadas, espinhosas ou papiladas, e esporos de
resisténcia apofisados, apresentando ornamentacdes semelhantes as do zoosporéangio,
facilmente visualizadas nos espécimes isolados, que foram observados crescendo em
substrato quitinoso, exoesqueleto de camaréo, o que concorda com Dogma Jr. (1974) e
Rocha & Pires-Zottarelli (2002), entretanto nessa pesquisa existiu diferencial por apresentar
crescimento em substrato queratinoso, de ecdise de cobra.

Gonapodya prolifera (Cornu) A. Fisch. Rabenhorst, Kryptogamen

Basiénimo: Monoblepharis prolifera Cornu, Ann. Sci. Nat., Bot. 15: 16. 1877.

Descricao: Taylor & Francis (1993)

Material examinado: Amostras de agua, isca de semente.

Possui registro de ocorréncia no Amazonas, Piaui, Minas Gerais, Sao Paulo.

Apresentando micélio com hifas regulares, formando pseudo-septos que as divide em
segmentos clavados, e zoosporangios abundantes eliptico-alongados e com proliferagéo
interna s&o caracteristicas tipicas desta espécie que foram visualizadas nos espécimes
isolados neste estudo, concordando com a descrigédo de Karling (1977).

Gonapodya polimorpha Thaxter, Bot. Gaz. 20: 481. 1895

Descricao: Pires-Zottarelli & Gomes (2007).

Material examinado: Amostras de agua e solo, isca de exoesqueleto de camaréao.

Possui registro de ocorréncia no Amazonas, Piaui, Sdo Paulo entre outros.

Suas caracteristicas principais sé@o talo eucarpico, endobiotico, hifas dicotémicas,
irregulares, ramificadas. Zoosporangios terminais, variaveis na forma, ovais, proliferacao
interna 12-30 um diam essas caracteristicas concordam (Sousa, 2014).

Karlingiomyces granulatus (Karling) Sparrow Jr., Aquatic Phycomycetes, p. 563.
1960.

Basi6nimo: Karlingia granulata Karling, Mycologia 39: 57.1947.
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Descricao: Nascimento & Pires-Zottarelli (2010), como Karlingia granulata Karling.

Material examinado: Amostras de 4gua e solo, iscas de celofane camaréo e milho.

Possui registro de ocorréncia no Amazonas, Rond6nia, Minas Gerais, Sao Paulo.

Zoosporangios exo e/ou endoperculados, parede lisa, mas tornando-se enrugada
na maturidade, com coloracéo de hialina a acinzentada, rizéides extensivos e geralmente
constritos, sdo caracteristicas marcantes desta espécie. A espécie apresentou crescimento
em substratos celulésicos, palha de milho, celofane concordando com Karling (1947),
Dogma Jr. (1974a) e Rocha & Pires- Zottarelli (2002).

Karlingia rosea (de Bary & Woronin) Johanson, Am. J Bot. 31: 399. 1944,

Material examinado: Amostra de solo, isca de palha de milho, celofane e epiderme
de cebola. Possui registro de ocorréncia no Amazonas, Bahia entre outros.

Essa espécie apresenta por caracteristicas talo eucarpico, monocéntrico,
extraintramatrical. Rizéides partindo de varios pontos da superficie do zoosporangio.
Zoosporangios endoperculados esféricos, parede espessa e lisa conteudo roseo-
alaranjado. Zoospéros esféricos. (Pires- Zottarelli & Gomes, 2007).

Essa espécie se caracteriza pela presenca de um rizomicélio delicado, ramificado,
com células turbinadas e septadas, zoosporangios inoperculados, onde sdo formados
zoOsporos com uma tipica goticula lipidica dourada, e esporos de resisténcia com um
glébulo lipidico de coloragé@o dourada, o que foi observado nos espécimes isolados, estando
de acordo com a descricao original de Karling (1931). (Karling 1945).

Nowakowskiella elegans (Nowak.) Schroeter, Engler and Prantl, Naturlichen
Pflanzenfam. 1: 82. 1892/1893.

Basi6nimo: Cladochytrium elegans Nowak., pro parte, in Cohn, Beitr. Biol. Pflanzen
2:95. 1876.

Descricao: Nascimento & Pires-Zottarelli (2009).

Material examinado: Amostras de agua e solo, iscas de ecdise de cobra, palha de
milho, celofane, epiderme de cebola, exoesqueleto de camarao.

Possui registro no Amazonas, Goias, entre outros.

A espécie se caracteriza pela presenga de um rizomicélio extensivo e ramificado,
com zoosporangios operculados, apofisados ou néo, facilmente verificados nos espécimes
examinados, concordando com Sparrow Jr. (1960) e Karling (1977).

Nowakowskiella elongata Karling, Bulletin of the torrey Botanical Club 71:375.1944

Material examinado: Amostra de agua, isca de exoesqueleto de camarédo. Possui
registro no Amazonas, Acre entre outros.

Essa espécie vai apresentar talo eucarpico, policéntrico, extramatrical, Zoosporangio
operculados, hialinos, raramente hipofisados, clavados alongados ou cilindricos,
ocasionalmente ovais, piriformes ou irregulares, as vezes com contetudo separados em
segmentos basais estéreis por pseudoseptos ou falsa rede, parede lisa delgada, Zo6sporos
globosos, emergindo por tubo de liberagdo com globulo lipidico conspicuo (Silva, 2002).
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Polychytrium aggregatum Ajello, Mycologia 34: 442. 1942.

Descricao: Pires-Zottarelli & Gomes (2007).

Material examinado: Amostras de agua e solo, iscas de exoesqueleto de camarao
palha de milho, semente e ecdise de cobra.

Possui registro de ocorréncia no Amazonas, Piaui, Sdo Paulo.

Com zoosporangios inoperculados e proliferos, terminais ou intercalares, formando
agregados em um rizomicélio ramificado, parede lisa ou com ornamentagées tuberculadas
e/ou papiladas, sao caracteristicas da espécie, tendo sido observadas nos isolados deste
estudo, concordando com a descrigdo original de Ajello (1942).

Rhizophydium elyensis Sparrow Jr., Trans. Brit. Mycol. Soc. 40: 525. 1957.

Descricao: Nascimento & Pires-Zottarelli (2009).

Material examinado: Amostras de agua e solo, iscas de ecdise de cobra e
exoesqueleto de camaréo.

Possui registro de ocorréncia no Amazonas, Piaui, Sdo Paulo.

Essa espécie apresenta como caracteristica marcante o aspecto angular do
zoosporangio na maturidade, resultado da formacado de vérias papilas, e a presencga de
rizbides delicados e ramificados, saindo de um eixo principal, as quais foram observadas
nos espécimes examinados, concordando com a descri¢cao original de Sparrow Jr. (1957).
Foi relatada pela primeira vez no Brasil por Pires-Zottarelli & Milanez (1993).

Rhizophydium sphaerotheca Zopf, Abhandlungen. Naturforsch. Gesell. Halle,
17:92. 1887

Material examinado: Amostra de 4gua e solo, iscas de graos de pélen.

Possui registro no Amazonas, Sdo Paulo entre outros.

Talo eucérpico, monocéntrico, epi-endobibtico. Zoosporangio hialinos, esféricos,
parede lisa fina, com dois poros para liberacdo dos zodsporos; sistema rizoidal delicado,
constituido por um unico eixo rizoidal, ndo prolongado. Zodsporos com uma goticula lipidica
conspicua sao caracteristicas marcantes dessa espécie (Utumi, 2010)

Rhizophydium stipitatum Sparrow Jr., Trans. Brit. Mycol. Soc. 40: 528. 1957.

Descricao: Nascimento & Pires-Zottarelli (2009).

Material examinado: Amostras de agua e solo, iscas de gréos de pélen.

Possui registro de ocorréncia no Amazonas, Piaui, Sdo Paulo.

A formacéo de zoosporangios com um longo pedunculo extramatrical no substrato
€ caracteristica tipica desta espécie, algo que se observou nos espécimes isolados (Silva,
2002).
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Figura 3.(A) Chytriomyces hyalinus- Zoosporangio. (B) Chytriomyces spinosus-Zoosporangio
ornamentado. (C)Karlingiomyces granulatus- Zoosporangios com seus rizoides extensivos.
(D)Karlingia rosea— Zoosporangio com rizéides partindo de varios pontos. (E) Cladochytrium
replicatum-Zoosporangios com zoosporos. (F) Polychytrium aggregatum- Zoosporangios
agregados.(G)Rhizophydium elyensis-Zoosporangio. (H)Rhizophydium sphaerotheca-
Zoosporangio. () Nowakowskiella elegans-Zoosporangio. (J)Enthophlyctis lobata -
Zoosporangio com. rizoides e apresentando varios tubos de descarga. (K) Diplophlyctis
sarcoptoides- Esporo de resisténcia. (L) Catenophlyctis variabilis- Zoosporangios. (N)
Blastocladia globosa-Zoosporangio, isca de sorgo. Foto: Eliane

Reino chromista (straminipila pro part)

Oomycota

Achlya prolifera Nees, Nova Acta Acad. Leop. Carol., 11: 514. 18283.

Material examinado: Amostra de agua e solo, isca de semente de sorgo. Possui
registro de ocorréncia na Alemanha, Asia, Brasil, China, Egito, Estados Unidos, entre
outros.

As caracteristicas principais da espécie sao os odsporos excéntricos preenchendo
todo oogénio e anteridios diclinos envolvendo peddnculo e oogdnio. As caracteristicas do
espécime estdo de acordo com a descricdo de Johnson (1956), Johnson et al. (2002),
Pires-Zottarelli (1990, 1999).

Achlya proliferoides Coker, Saprolegniaceae with notes on other water molds, p.
115. 1923.

Descricao: Gomes et al. (2003).

Material examinado: Amostra de agua iscas de semente. Possui registro de
ocorréncia no Amazonas, Piaui, Pernambuco, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana.

Suas principais caracteristicas sdo: o0sporos excéntricos, ramos anteridiais diclinos
e mondclinos, os quais se enrolam nas hifas, pedinculos oogéniais e oogbnios, o que foi
observado nos espécimes isolados nessa pesquisa, e em concordancia com Johnson Jr.
et al. (2002).

Aphanomyces helicoides Von Minden, Kryptogamenfl. Mark Brandenbug 5: 559.
1915

Material examinado: Amostra de solo, isca de semente de sorgo. Possui registro de
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ocorréncia no Amazonas, Sdo Paulo Piaui entre outros.

Zoosporangios cilindricos, longos. Zodsporos dispostos em uma unica fileira dentro
dos zoosporangios. Descarga dos zodsporos aclioides. Oogobnios castanhos- amarelados,
parede lisa (Utumi, 2010).

Aphanomyces irregulare Scott, Virginia Agricultural Experiment Station, Technical
Bulletin. monograph of the genus Aphanomyces 151: 47-48. 1961.

Material examinado: Amostras de agua e solo, iscas de semente de sorgo, ecdise
de cobra e exoesqueleto de camardo. Possui registro no Amazonas, Sdo Paulo, Piaui entre
outros.

A espécie possui como caracteristica principal parede interna e externa do oog6nio
irregular, foi colocada em sinonimia de A. scaber de Bary por Howard et al. (1970) e Johnson
et al. (2002), ja que esta ultima pode apresentar variagbes em suas ornamentagdes, desde
parede irregular a densamente ornamentada.

Dictyuchus sterile

Material examinado: Amostra de agua, isca de semente de sorgo.

Zoosporangios cilindricos a clavados; renovacdo simpodial ou infreqientemente
basipetalar, desarticulando da hifa. Zo6sporos monomorficos, encistando dentro do
zoosporangio, e subseqientemente emergindo individualmente dos cistos reniforme, rede
verdadeira, ou falsa; parede do zoosporangio permanecendo intacta ou deliqliescendo.
Gemas raras (Johnson et al. 2002)

Leptolegniella keratinophila. Huneycutt, J. Elisha Mitchell Sci. Soc. 68: 110. 1952.

Descricao: Gomes & Pires-Zottarelli (2008).

Material examinado: Amostra de solo do ponto 5 em isca de ecdise de cobra.

Possui registro de ocorréncia Amazonas, Piaui, Pernambuco, Sao Paulo.

Suas principais caracteristicas s@o: formagao dos esporos de resisténcia dentro
de hifas que apresentam irregularidades formando um micélio extensivo e ramificado,
em substrato queratinoso, sem delimitacdo de zoosporangios, o que foi observado nos
espécimes isolados nessa pesquisa, concordando com a descri¢do original de Huneycutt
(1952), Milanez (1970).

Pythiogeton dichotomum Tokun, Trans. Sappooro Nat. Hist. Soc. 14 (1): 12 (1935)

Material examinado: Amostra de solo, isca de semente de sorgo. Possui registro
No Amazonas e no Piaui.

Possui como caracteristicas micélio com hifas finas, moderadamente ramificadas.
Zoosporangios terminais nas hifas principais ou em ramos laterais, podendo ou néo ser
ramificadas dicotomicamente uma ou duas vezes, esféricos 20-30 um; parede interna
delgada. Esses dados concordam com (Negreiros, 2008), (Sousa, 2014).

Pythiogeton ramosum Minden, Falck, Mykol. Unters. Berichte 1: 243. 1916.

Descricao: Gomes & Pires-Zottarelli (2008).

Material examinado: Amostra de agua e solo iscas de semente. Possui registro de
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ocorréncia no Amazonas, Piaui, Pernambuco, Rio de Janeiro, Sdo Paulo.

Tem por caracteristica principal a presenca de zoosporangios terminais,
frequentemente irregulares, ou raramente ovais, formando angulo reto com a hifa de
insercdo e a auséncia de reproducdo sexuada, concordando com o descrito por Sparrow
Jr. (1960).

Figura 4. (A) Pythiogeton sp- Zoosporangio. (B) Aphanomyces irregulare- Zoosporangio. (C)
Aphanomyces sp- Oogbnios com o6sporos e anteridios. Zoosporangio. (D) Leptolegniella
keratinophila-Zoosporangio.

Fonte: Ludger.

Em relagdo aos fungos zoosporicos € comum que esses sejam encontrados nao
apenas em ambientes aquaticos como também terrestre com grande umidade no caso
de algumas espécies, entretanto outras podem ser exclusivas apenas de um dos dois
ambientes, optando por viver apenas no solo, ou na agua (Willoughby, 1961) (Shearer et
al. 2007) (Porto, 2015) (Jerébnimo, 2015).

Os trabalhos sobre fungos zoospéricos na Amazonia foram iniciados por Karling de
(1944 a 1947) que identificou cinquenta e quatro espécies e destas, vinte e cinco foram
no Amazonas, algumas das espécies isoladas por ele também foram encontradas nesta

pesquisa.
Organismos Pontos de Coleta
CHYTRIDIOMYCOTA 1 2 3 4 5 6 7 8 TOTAL
A|/S| A|S|A|S|A|S|A|[S|A|S|A|S|A|S

Catenochytridium kevorkiani X 1
Catenochytridium sp. X X | X 3
Chytriomyces hialinus X X | X X | X X | X 7
Chytriomyces spinosus X X | X X X X X 7
Chytriomyces sp. X 1
Cladochytrium hialinus X 1
Cladochytrium replicatum X | X XX | X|X|X[X[X|X]|X 1
Diplophlyctis sarcoptoides X | X X X| X | X X|X|X 9
Enthophlyctis lobata X 1
Gonapodya prolifera X X X X| X |X|X X 8
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Gonapodya polimorpha

Karlingia chitinophyla

Karlingia résea

Karlingia sp

Karlingiomyces granulata

N2 |w|aw

Nowakowskiella elegans

x

x

-
w

Nowakowskiella elongata

Nowakowskiella sp.

Podochytrium sp.

N(w|N

Polychytrium aggregatum

Y
N

Rhizophydium elyensis

x

(3]

Rhizophydium sphaerotheca

X | X | X[ X

—
(<]

Rhizophydium stipitatum

XX [ X | X|[X

XX [ X | X | X

Rhizophydium sp.

XX | X | X|X

N o

BLASTOCLADIOMYCOTA

Blastocladia globosa

S

Bastocladia sp

Catenophlyctis variabilis

OOMYCOTA

Achlya prolifera

Achlya proliferoides

x

Achya sp.

Y
N

Aphanomyces helicoides

Aphanomyeces irregulare

Aphanomyces sp.

Brevilegnia sp.

Dictiuchus pseudoachlyoides

Dictiuchus sterile

Dictiuchus sp

Leptolegniella keratinophyla

Pythiogeton dichotomum

Pythiogeton ramosum

Pythiogeton sp 1

Pythiogeton sp 2

Saprolegniaceae

W W | (N | = |01 === O O|=

ZYGOMYCOTA

Zoophagus insidians

| x|

| x

A= Agua S=Solo X= Presenca do fungo no ponto

Tabela 1. Ocorréncia dos organismos pertencentes aos filos Chytridiomycota, Blastocladiomycota,
Oomycota e Zygomycota coletados em agua e solo de igarapés de areas preservadas da Reserva
Particular do patriménio Nacional ‘Sitio Bons Amigos’, em setembro de 2019 e margo de 2020-AM.
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Séao alguns dos representantes do Reino Fungi, Filo Chytridiomycota: Cladochytrium
replicatum, Chytriomyces hialinus, Rhizophidium sphaerotheca. (Tabela 1). Ja Silva
(2002) em sua Tese de Doutorado identificou vinte e quatro taxons distribuidos em quinze
géneros pertencentes ao Filo Chytridiomycota, sendo as espécies mais frequentes:
Catenophlyctis variabilis, Chytriomyces spinosus, Diplophlyctis sarcoptoides, Karlingia
rosea, Karlingiomyces granulata, Rhizophidium elyenses, Rhizophidium sphaerotheca,
Nowakskiella elongata e Polychytrium aggregatum, que também se mostraram frequentes
nessa pesquisa. Entretanto Rhizophidium sphaerotheca foi mais frequente nessa pesquisa
que Catenophlyctis variabilis. As caracteristicas das espécies encontradas neste trabalho
sdo semelhantes com a descricdo apresentada por Pires-Zottarelli & Milanez, (1993),
Sparrow, (1960), Karling, (1977) e Ferreira (2014) assim também como os trabalhos mais
recentes de Barthelemy e Silva, (2020). E relevante ressaltar ainda a ocorréncia de um
outro representante do Filo Blastocladiomycota, a Blastocladia globosa, que foi identificada
pela primeira vez no Amazonas, sendo essa ja descrita em S&o Paulo e outros estados
do Brasil.

No Filo Oomycota foram observadas ocorréncia exclusiva de solo para os seguintes
representantes: Aphanomyces helicoides, Leptolegniella keratinophyla e Pythiogeton
dichotomum, ja para exclusivos de agua foram: Achya prolifera, Achlya proliferoides e
Dictiuchus sterile. Os demais tiveram ocorréncias na agua e também no solo (Tabela 1).
Dentro do Filo Oomycota Silva (2002) identificou vinte e um taxons distribuidos por oito
géneros. Onde Aphanomyces helicoides foi a espécie mais frequente tanto para agua
quanto para solo. Ja nesse trabalho os resultados foram diferentes.

Das iscas utilizadas o maior registro foi em palha de milho. A maior frequéncia, tanto
para agua quanto para solo foi de representantes pertencentes ao filo Chytridiomycota
(Tabela 1).

Durante a coleta foi mensurado temperatura e pH de 4gua e solo, porém os valores
demonstraram pouca variagdo entre os pontos.

Os resultados obtidos possibilitam a ampliagdo do conhecimento de fungos

zoosporicos existentes em algumas areas preservadas ao longo da regiao amazébnica.

51 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho possibilitam a ampliagdo de dados em relacéao
a diversidade de organismos zoosporicos no Amazonas.

Existe uma real necessidade de mais estudos sobre fungos zoospéricos em areas
preservadas, ampliando desse modo o conhecimento desse ecossistema.

E importante ressaltar que uma primeira citagéo para espécie Blastocladia globosa
no Amazonas, foi obtida nessa pesquisa.

Entre os representantes do Filo Chytridiomycota, a espécies mais frequente foi
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Rhyzophydium sphaerotheca, observada em todas as placas de agua e solo da primeira
coleta.

No Filo Oomycota, a espécie com maior ocorréncia foi Aphanomyces irregulare.
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RESUMO: Atividade antifingica dos extratos
vegetais de babosa (Aloe vera), capim liméao
(Cymbopogon citratus) e gengibre (Zingiber
officinalle) contra o Colletotrichum sp. foi
realizada usando a técnica de microdiluicdo. A
concentragao inibitéria minima (CIM) e fungicida
minima (CFM) para uma solucdo hidroalcodlica
contendo 10% do vegetal foi determinada
usando a concentragdo de 10° esporos.mL™ de
Colletotrichum sp.. Os resultados obtidos foram:
babosa (CIM = 16 mg.mL" e CFM > 16 mg.mL""),
capim limé&o (CIM = 16 mg.mL' e CFM > 16
mg.mL") e gengibre (CIM = 8 mg.mL" e CFM =
8 mg.mL"). O solvente utilizado na diluicdo dos
extratos (50% DMSO e 50% etanol 70%) néo
apresentou atividade. Todos os extratos vegetais
foram capazes de inibir a proliferacédo do fungo e
apenas o extrato de gengibre apresentou acéo
fungicida nas concentracoes testadas.
PALAVRAS-CHAVE: Extratos vegetais.
Atividade antifungica. Concentragdo inibitoria
minima. Concentragéo fungicida minima.

ANTIFUNGAL EFFECT OF
HYDROALCOHOLICS EXTRACTS
AGAINST Colletotrichum sp

ABSTRACT: Antifungal activity of plant extracts of
“babosa” (Aloe vera), lemongrass (Cymbopogon
citratus) and ginger (Zingiber officinalle) against
Colletotrichum sp. was performed using a
microdilution technique. The Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Fungicide
Concentration (MFC) were determined for a
hydroalcoholic solution containing 10% of the
vegetable supplied using a concentration of 10°
spores.mL' of Colletotrichum sp.. The results
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were: “babosa” (MIC = 16 mg. mL' and MFC > 16 mg.mL""), lemongrass (MIC = 16 mg.mL"
and MFC > 16 mg.mL") and ginger (MIC = 8 mg.mL"' and MFC = 8 mg.mL""). The solvent
used in the dilution of the extracts (50% DMSO and 50% 70% ethanol) has no active. All plant
extracts were to inhibit the proliferation of the fungus and only the ginger extract showed
fungicidal action in the tested concentrations.

KEYWORDS: Plants extracts. Antifungal activity. Minimum inhibitory concentration. Minimum
fungicidal concentration.

11 INTRODUGAO

O morango é um pseudofruto altamente perecivel, de curta vida de prateleira e
que possui preco elevado (CALEGARO; PEZZI; BENDER, 2002). Pertencente ao grupo de
frutos ndo climatéricos, no qual ndo ocorre amadurecimento ap6s a colheita, ndo possui
camada superficial protetora contra a perda de agua, desidrata facilimente e perde massa
fresca (CHITARRA; CHITARRA, 2005; CANTILLANO, 20086).

A deterioracédo fungica € um dos principais problemas que afetam a qualidade do
morango (CALEGARO; PEZZI; BENDER, 2002). Neste caso, os fungos dos géneros Botrytis,
Colletotrichum, Penicillium, Phomopsis e Rhizopus s@o 0s principais responsaveis pela
deterioragdo microbioldgica de morangos. O Colletotrichum é o causador da antracnose,
doenca que causa podriddo seca e de coloracdo escura, sendo uma das doengas mais
relevantes do morangueiro (REIS; COSTA, 2011).

Dentre os potenciais antimicrobianos naturais que atualmente estdo sendo
pesquisados, destaca-se a babosa (Aloe vera), capim limdo (Cymbopogon citratus) e
gengibre (Zingiber officinalle).

A Aloe vera, além de suas aplicacbes farmacéuticas e funcionais, apresenta
empregos como aditivo em alimentos. Possui perspectiva promissora na utilizagdo como
inibidor da proliferagcdo microbiana de alimentos de origem vegetal, estendendo a vida util
do alimento e enriquecendo sua qualidade nutricional (SILVA, 2010).

As plantas do género Zingiber possuem diversas propriedades medicinais e grandes
aplicag¢des na culinaria, além de apresentarem atividade antioxidante elevada (DABAGUE et
al., 2011). Outro aspecto de interesse € sua capacidade antifungica, estudos apresentaram
consideravel reducdo de micélios de Botrytis cinerea em morangos, indicando efeito
fungitoxico (ZANCAN et al., 2002; ANDREO; JORGE, 2007).

O Cymbopogon citratus possui origem oriental e é largamente empregado em
produtos farmacos e na produgdo de aromatizantes. Sua afividade antifungica esta ligada
com a presencga do citral em seu extrato, composto eficaz na inibicdo de 22 espécies
microbianas. Contra o Botrytis cinerea, foi relatada inibicdo de 100% de seus esporos
através de componentes volateis do extrato de capim limdo (ALMEIDA et al, 2013;
DUARTE; ZANETI, 2004; LORENZZETI et al., 2011).

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo determinar a concentracgéo inibitéria
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e fungicida minima dos extratos hidroalcodlicos de Aloe vera, Cymbopogon citratus e
Zingiber officinalle contra o fungo Colletotrichum sp..

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

O carvacrol (Sigma-Aldrich, USA) foi diluido em etanol 70% e sua concentra¢do
variou de 0,68 - 300 mM. O Colletotrichum sp. CCT 7530 utilizou o meio de cultivo Extrato
de Malte, sua manutencéo foi executada regularmente com armazenamento a 4 °C na
auséncia de luz. As andlises microbioldgicas realizadas utilizaram a concentragéo de 1x10°
esporos.mL', padronizadas com o auxilio da cAmara de Neubauer.

Os controles utilizados para a analise foram o carvacrol, devido a sua atividade
antifingica comprovada na literatura para este microrganismo, e a solugdo de 50% de
DMSO e 50% de etanol 70%, para avaliar a atividade antifingica do solvente dos extratos
vegetais.

2.2 Obtencao dos extratos vegetais

Para obtencao dos extratos de Aloe vera, Cymbopogon citratus e Zingiber officinalle
foi utilizada uma solugéo hidroalcodlica 80% (p/p, alcool etilico/agua) contendo 10% (p/p)
do vegetal em relagéo ao liquido extrator. As plantas foram cortadas em pequenas fracbes
e secas durante 8 dias em temperatura ambiente. Ap6s a secagem, foram adicionadas
a solucdo hidroalcoodlica 80% e submetidas a trés turbo extragcdes de 5 minutos, com
intervalos de repouso de 5 minutos cada. Cada extrato foi submetido a filtracdo a vacuo e
acondicionado sob-refrigeracdo a 8 °C. O solvente dos extratos foi removido em evaporador
rotativo e posteriormente liofilizado.

Para obtencdo das concentragdes de 160 mg.mL' a 0,31 mg.mL" dos extratos
vegetais, foi utilizada uma solucéo de 50% de dimetilsulféxido (DMSO) e 50% de etanol
70%.

2.3 Atividade antifungica

A determinagéo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) do carvacrol foi realizada
em microplaca de ELISA, a borracha seladora de silicone (Axygen) foi utilizada devido a
volatilizagdo do carvacrol. O protocolo seguiu 0 método descrito por Fieira et al. (2013). A
CIM representa a menor concentragéo que o carvacrol foi capaz de inibir a proliferacao do
microrganismo.

Para determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM), foi retirado o
contetdo total do poco que nédo apresentou proliferacdo fungica, inoculando-o em meio
de cultivo solido. As placas foram incubadas nas condigbes ideais de proliferacdo do
microrganismo, 28 °C durante 7 dias. Apds a incubacédo foi realizada a contagem de
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colénias totais caracteristicas do bolor (ESPINEL-INGROFF, 2001). A CFM foi determinada
como a minima concentra¢do em que o carvacrol foi capaz de inibir o crescimento do fungo.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados das anadlises antifungicas in vitro para os trés extratos vegetais
utilizados contra o Colletotrichum sp. sdo apresentados na Tabela 1. Todos os extratos
foram capazes de inibir a proliferacao do fungo teste, entretanto, em quantidade superior
ao controle positivo (carvacrol).

O processo de obtencédo dos extratos a partir do tecido vegetal extrai, além das
moléculas responsaveis pela atividade antifngica, outras substéncias de afinidade com
o liquido extrator. Isto ocasiona na redugé&o da concentracao das moléculas de interesse
antimicrobiano e, consequentemente, na diminuicéo desta atividade (LOPES et al., 2008).
Como encontrado por Uda et al. (2008) onde o controle utilizado (Mancozed, composto
puro) apresentou atividade antifingica de até 76 vezes maior que o extrato de Aloe vera.

Capim 50% DMSO
Babosa Gengibre Li piI Carvacrol  +50% etanol
imao
70%
CIM (mg.mL") 16 8 16 0,282 ND
CFM (mg.mL") >16 8 >16 0,282 ND

ND: Nao detectada.

Tabela 1 — CIM e CFM dos extratos vegetais e controles (carvacrol e solugdo de 50% DMSO e
50% etanol 70%).

O extrato de babosa apresentou CIM semelhante a da inibicdo contra Aspergillus
flavus e niger (CIM = 9 mg.mL"). Em outro estudo o Colletotrichum capsici teve inibicao
micelial de 1,31 - 7,2% utilizando o extrato de Aloe vera de 1-5 mg.mL" (UDA et al., 2018;
PAGI; PATEL, 2017).

O gengibre foi 0 Unico extrato a apresentar CFM, analisando a literatura, o extrato
de Zingiber officinalle é relatado por Taechowisan e Lumyong (2003) como inibidor do
Colletotrichum musae e Fusarium oxysporum na concentracao de 10 mg.mL".

Para o extrato de capim lim&o, resultado semelhante foi encontrado para o
Colletotrichum gloeosporioides onde ocorreu a inibicdo micelial de 97,7% de deste
microrganismo em uma concentracdo de 10 mg.mL™" do extrato. (CORDERO et al., 2017).

Conforme o apresentado € possivel identificar a atividade antimicrobiana dos
estratos vegetais de babosa, capim limao e gengibre contra diversos géneros fangicos em
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concentracdo semelhante ao obtido deste trabalho.

41 CONCLUSAO

Diante dos resultados antifungicos para os extratos hidroalcodlicos de babosa,
capim liméo e gengibre, foi possivel identificar que todos os extratos vegetais apresentaram
concentracdo inibitéria minima. Contudo, apenas o extrato de gengibre apresentou acéo
fungicida nas concentragdes testadas. O solvente utilizado na diluicdo dos extratos néao
contribuiu para a inibicdo do fungo teste, atribuindo a atividade antifingica apenas aos
extratos vegetais.
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RESUMO: A esporotricose caracteriza-se como
uma micose subcutdnea causada por fungos
dimérficos do género Sporothrix, capazes de
acometer o homem e uma grande variedade
de animais, dentre eles os felinos. A principio,
Sporothrix schenckii era a Unica espécie
conhecida como responsavel pela esporotricose.
Apds estudos genotipicos e fenotipicos de
isolados clinicos humanos e animais, verificou-se
alta variabilidade entre os isolados e estabeleceu-
se a existéncia de um Complexo Sporothrix.
Dentro deste, a maior causadora de surtos
epidémicos, justificada por uma maior viruléncia
e capacidade de evasao da resposta imune, € a
espécie Sporothrix brasiliensis. Nesse sentido
destaca-se a importancia de receptores Toll like-
2 (TLR-2) e Toll like-4 (TLR-4) na infecgéo por S.
brasiliensis. A investigacao da resposta imune in
vitro mostra a dependéncia dos receptores TLR-
2 e TLR-4 no desencadeamento da resposta
imune. Os ensaios in vivo mostram importancia
desses receptores no controle da infeccao e
dependéncia dos mesmos na produgdo de
citocinas, principalmente nos primeiros 14 dias
de infecgéo. Estudos que investiguem a utilizagéo
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de outras vias de sinalizagdo como mecanismos
compensatoérios, bem como, o sinergismo
desses receptores no contexto da infecgéo por S.
brasiliensis sdo fundamentais na compreenséo
da fisiopatologia dessa doenca.
PALAVRAS-CHAVE: Sporothrix brasiliensis,
imunologia, microbiologia.

IMMUNOLOGICAL ASPECTS OF
SPOROTHRICOSIS

ABSTRACT: Sporotrichosis is characterized as
a subcutaneous mycosis caused by dimorphic
fungi of the genus Sporothrix, capable of affecting
humans and a wide variety of animals, including
felines. At first, Sporothrix schenckii was the only
species known to be responsible for sporotrichosis.
After genotypic and phenotypic studies of human
and animal clinical isolates, there was high
variability between the isolates, and the existence
of a Sporothrix Complex was established. Within
this, the main cause of epidemic outbreaks,
justified by a greater virulence and ability to evade
the immune response, is the species Sporothrix
brasiliensis. In this sense, the importance of Toll
like-2 (TLR-2) and Toll like-4 (TLR-4) receptors
in S. brasiliensis infection is highlighted. The
investigation of the immune response in vitro
shows the dependence of TLR-2 and TLR-4
receptors in triggering the immune response. In
vivo tests show the importance of these receptors
in the control of infection and their dependence on
the production of cytokines, especially in the first
14 days of infection. Studies that investigate the
use of other signaling pathways as compensatory
mechanisms, as well as the synergism of these
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receptors in the context of infection by S. brasiliensis are fundamental in understanding the
pathophysiology of this disease
KEYWORDS: Sporothrix brasiliensis, immunology, microbiology.

11 INTRODUGAO

A esporotricose foi primeiramente descrita por Benjamin Schenck, em 1898, nos
Estados Unidos (EUA), por meio do isolamento do agente etiologico de lesbes da méao
direita de um paciente de 36 anos. Alguns anos atras, o género Sporothrix era tratado como
uma unica espécie patogénica, S. schenckii, (LACAZ, 1998). No entanto, hoje devemos
considerar a antiga espécie, até entdo conhecida como Sporothrix schenckii, como um
complexo de seis espécies cripticas, isto é, seis espécies com caracteristicas morfologicas
parecidas, mas distintas ao ponto de vista genotipico (GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999).

Além de identificar novas espécies, tais estudos também permitiram agrupa-
las segundo sua distribuicdo geografica (MARIMON et al., 2006). O grupo 1 refere-se
a Sporothrix brasiliensis, principal causador da epidemia zoonética no Rio de Janeiro,
Brasil; o grupo 2 inclui S. schenckii stricto sensu, isolado principalmente nos Estados
Unidos e na América do Sul; o grupo 3 contem S. globosa, de distribuicdo mundial; o
grupo 4, com S. mexicana, é restrito ao México; e o grupo 5 é constituido por S. albicans,
relacionado a Europa, e S. luriei, considerada rara, com poucos relatos de infeccdo em
humanos (MARIMON et al., 2006). Analises filogenéticas de DNAr e B-tubulina sugerem
que S. albicans, S. pallida e S. nivea, dada a similaridade, deveriam ser considerados uma
espécie Unica, S. pallida (MEYER et al., 2008). Tornou-se evidente que as novas espécies
do complexo Sporothrix descritas— S. albicans, S. luriei, S. brasiliensis, S. globosa, S.
mexicana e S. schenckii stricto sensu - possuem caracteristicas fenotipicas e genotipicas
distintas e séo de interesse clinico (MARIMON et al., 2006; MARIMON et al., 2007).

A esporotricose geralmente € uma doencga adquirida pela implantagédo trauméatica do
fungo no tecido subcuténeo pelo contato com um material contaminado, como espinhos,
farpas de madeiras e outros materiais de origem vegetal. Porém outras formas incomuns
de inoculagdo também ja foram descritas, como picada de inseto e outras formas de
transmissao por animais como roedores, caes, tatus, cavalos e aves (KWON-CHUNG &
BENNET, 1992).

No entanto, o panorama da esporotricose no Brasil mudou ao longo dos anos
e diversos pesquisadores fizeram referéncia ao papel dos gatos na transmissdo da
esporotricose para humanos e a associacdo dessa epidemia a espécie S. brasiliensis
(MIRANDA et al., 2016). Essa forma de transmissdo conta com um agravante: o
comportamento felino. Animais adultos saem durante a noite em busca de caga ou em
funcé@o dos rituais reprodutivos, quando a fémea em cio, costuma atrair os machos que
irdo disputa-la em brigas. Nestas ocasides, animais portadores de lesdes ulceradas,
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com grande quantidade de células leveduriformes, poderdo transmitir a esporotricose
pelo contato direto com essas lesdes ou pelos ferimentos produzidos por mordeduras ou
arranhaduras de gatos doentes (MONTENEGRO et al., 2014). Outro comportamento felino
que facilita a disseminagéo da esporotricose é que diferentemente dos caes, que se fixam
nos locais onde vivem, o gato sai de casa, caminhando pela rua, cagando passaros, ratos e
outros pequenos animais, se relaciona com outros gatos e eventualmente, volta para casa.
Somado ao fato de que em algumas regides a populacéo de gatos nas ruas e pragas tem
aumentado consideravelmente, e algumas pessoas tém o habito de recolherem animais
(sadios ou doentes) das ruas, abrigando-os em casas ou apartamentos, formando colénias
numerosas, sem qualquer controle sanitario. Quando o proprietario toma conhecimento
dos riscos de contagio para ele e seus familiares, abandona esses animais, ou até mesmo
quando esses animais morrem, sao enterrados em locais inapropriados, contribuindo
para a disseminacéo dessa doenca (BARROS; DE ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011).
Estudos mostraram que 70% dos pacientes com suspeita de esporotricose que procuram
a Fiocruz para um primeiro atendimento, ja haviam dado um destino inadequado ao seu
animal, perpetuando o ciclo de transmisséo da doenca (GALHARDO, 2011).

No que diz respeito aos casos de esporotricose tanto em humanos quanto animais,
os dados sdo alarmantes. Entre 1998-2004, 1503 casos de esporotricose felina foram
notificados em diferentes municipios do estado do Rio de Janeiro e, no periodo de 1998-
2009, foram reportados cerca de 2.200 casos humanos na mesma regido (BARROS;
DE ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011). Ja no periodo de 2005 a 2011, 2301 casos de
esporotricose felina por S. brasiliensis foram diagnosticados no Laboratério de Pesquisa
Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos (Lapclin-Dermzoo)/Instituto Nacional
de Infectologia/Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (PEREIRA et al., 2014). Dados da
Vigilancia Sanitaria do Rio de Janeiro mostram um aumento de 400% no numero de felinos
diagnosticados com esporotricose em 2016, quando comparados a 2015, revelando a
magnitude e a expansao dessa doencga. No ano de 2016 foram feitos 13.536 atendimentos,
10.283 a mais do que o ano anterior (Vigilancia Sanitaria-RJ). Esses dados enfatizam a
importancia desta micose como um problema de saude publica.

21 DESVENDANDO A RESPOSTA IMUNE FRENTE A S. BRASILIENSIS

Pouco se sabe sobre a resposta imune frente a Sporothrix spp., bem como os
receptores envolvidos no seu reconhecimento e fagocitose. O que se sabe é que os
macrofagos desempenham papel importante no inicio, manutencédo e resolugcdo das
respostas inflamatorias no hospedeiro. Primeiramente para que ocorra o estabelecimento
da esporotricose, € requerida a transicdo dimorfica, onde os conidios transformam-se em
leveduras (GUZMAN-BELTRAN et al., 2012). Quando os conidios entram em contato com
o0s macrofagos, hd uma baixa indugéo de resposta pré-inflamatéria e morte celular induzida
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por espécies reativas de oxigénio (ROS), quando comparada as leveduras. Assim, o fungo
sobrevive e ocorre a transi¢do dimoérfica (GUZMAN-BELTRAN et al., 2012).

Em seguida temos a fagocitose, que € um importante mecanismo da imunidade
inata na esporotricose. O processo inicial da fagocitose ocorre por meio do reconhecimento
direto de componentes como a manose, mananas, 3-glucanas e lipopolissacarideo (LPS),
ou componentes do soro que opsonizam o0s patdogenos antes da sua internalizacéo
(DUNDERHILL & GANTNER, 2004). Os fagocitos agem como células regulatérias e
efetoras do sistema imune, sendo que o aumento da funcao fagocitica pode ser aplicado
como terapia contra infeccdes microbianas (POPOV et al., 1999). Se uma falha nesse
sistema ocorrer, ha maior facilidade do microrganismo em se desenvolver no hospedeiro
e intensificar o processo infeccioso. Ensaios de fagocitose mostraram que os macréfagos
foram capazes de internalizar conidios opsonizados e nao opsonizados e leveduras de
S. schenckii. No reconhecimento de conidios, houve a participacdo de receptores de
manose e o0 desenvolvimento de uma resposta Th1, ja no reconhecimento de leveduras,
houve a participacdo de receptores de complemento (GUZMAN-BELTRAN et al., 2012).
O receptor de manose esta principalmente relacionado a uma resposta Th1 e Th17 em
fungos (ROMANI, 2011). Interessantemente, embora os conidios de S. schenckii sejam
reconhecidos por receptores de manose, a resposta inflamatéria induzida é fraca, no
qual pode favorecer a transicdo dimoérfica de conidios para leveduras. Ap6s a ativacéo
dos macréfagos, os mesmos fagocitam os patdgenos invasores e promovem a producao
de citocinas pro-inflamatorias, tais como, IL-6, TNF-a e IL-18. Isto estimula as respostas
fagociticas e promove a liberacao de agentes toxicos, tais como, compostos intermediarios
reativos de nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO), que é um potente mediador da resposta
imune e inflamatéria. O NO é produzido nos momentos iniciais da infecgdo, bem como
no seu término, para a resolugéo total (CARLOS et al., 1994). Além dos macrofagos, a
resposta imune inflamatéria gerada por S. schenckiitambém foi estudada em outras células
caracteristicas da resposta inata, como os mastocitos (ROMO-LOZANO; HERNANDEZ-
HERNANDEZ; SALINAS, 2014) e queratindcitos (LI et al., 2012). A interacdo de mastocitos
com conidios e leveduras de S. schenckiiconduziu a producdo de TNF-a e IL-6, sendo que a
via ERK foi ativada quando mastécitos foram desafiados com leveduras (ROMO-LOZANO;
HERNANDEZ-HERNANDEZ; SALINAS, 2014). De forma semelhante, queratindcitos
tratados com conidios e leveduras de S. schenckii proporcionaram aumento da expressao
de RNAm de TLR-2 e TLR-4, e aumentaram os niveis de IL-6 e IL-8 por meio da sinalizagéo
por NF-kB (LI et al., 2012).

Estudos de resposta imune frente a fungos revelam diferencas associadas as
espécies, bem como, ao estado imunolégico do hospedeiro (CARLOS et al., 1994;
FERNANDES et al.,, 2013), havendo a participacdo de varios mecanismos de defesa.
Sabe-se que leveduras e conidios expressam em sua superficie estruturas microbianas
conservadas, denominadas padrdes moleculares associados aos patogenos (PAMPs)
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(AKIRA et al., 2001). Estas estruturas sdo reconhecidas por diferentes receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), presentes nos macréfagos, neutrofilos e células
dendriticas (AKIRA et al., 2001). A seguir, temos um panorama dos principais estudos de
resposta imune frente a Sporothrix, no entanto, a maioria deles relaciona-se a espécie
S. schenckii. Esses estudos fornecem informagdes importantes para o direcionamento e
conducgao do trabalho frente a espécie S. brasiliensis.

Para a compreensdo do desencadeamento da resposta imune inata, é preciso
conhecer a principal fonte e a natureza dos PAMPs em fungos de importancia médica, bem
como, os principais receptores envolvidos no seu reconhecimento. Os PAMPs podem variar
quanto a sua natureza molecular, podendo ser lipidios, proteinas, carboidratos e acidos
nucléicos. Especificamente em fungos, a parede celular € a principal fonte de PAMPs,
sendo que, os principais componentes sdo B-glucanas, quitina e mananas (ROMANI et
al., 2011). Especificamente em leveduras de S. schenckii, a peptido-rhamnomanana
€ uma fracdo de glicoproteina composta de 33,5% de ramnomanose, 57% de manose
e 14,2% galactose (LLOYD & BITTON, 1971). Os PAMPs podem ser reconhecidos por
diferentes PRRs, tais como: receptores do tipo Toll (TLRs) (AKIRA et al., 2001). Células do
exudato peritoneal de camundongos infectados com leveduras de S. schenckii cultivadas
na presenca de extrato lipidico proveniente do fungo promoveram um aumento de IL-18
e IL-1B, por meio da ativagdo da caspase-1, sugerindo a participagdo do inflamassoma
e de receptores de dominio citosélico ologomerizado (NOD). Além disso, recentemente,
verificou-se que a dectina-1 reconhece 3-1,3-glucana e outros componentes flngicos de
S. schenckii, aumentando a liberacé@o de citocinas durante a infeccao (JELLMAYER et al.,
2017). Os TLRs séo encontrados nas células do sistema imunoldgico e o seu papel tem
sido amplamente estudado no reconhecimento de fungos. Eles fazem parte de uma familia
de receptores transmembranicos evolutivamente conservados que contém um dominio
externo a membrana com sequéncias ricas em leucina particulares para cada TLR (PANDEY
et al., 2015). Até o presente momento, 10 e 12 membros dessa familia foram identificados
em humanos e camundongos, respectivamente (PANDEY et al., 2015). A proteina Toll foi
inicialmente descrita na mosca das frutas, Drosophilla melanogaster, como um receptor
transmembrana tipo I, composto de repeticdes ricas em leucina e com um papel importante
no desenvolvimento dorso-ventral dos embrides dessas moscas. Lemaitre et al. (1996),
descreveram primeiramente a relagdo do Toll com a defesa em Drosophila sp. A auséncia
do receptor Toll nas moscas promoveu a rapida morte das mesmas, ap0s o contato
com agulhas contaminadas com uma suspensao de conidios de Aspergillus fumigatus
(LEMAITRE et al., 1996). Em seguida, um homologo deste receptor (conhecido como Toll-
like receptor 4-TLR-4) foi encontrado em mamiferos, estando relacionado a inducdo da
expressao de genes envolvidos nas respostas inflamatérias (MEDZHITOV et al., 1997).

Apbs o reconhecimento de estruturas microbianas pelos TLRs, estes receptores

sofrem mudangas conformacionais permitindo o recrutamento de moléculas adaptadoras.
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Séo elas: Fator 88 de diferenciacéo mieldide (MyD88), proteina adaptadora de MyD88
(MAL/TIRAP), dominio TIR (TRIF/ TICAM-1) e a molécula adaptadora de TRIF (TRAM)
(TAKEUCHI & AKIRA, 2010). O tipo de sinalizagdo depende de diferentes combinagdes
de moléculas adaptadoras. A sinalizagéo intracelular est4 dividida em 2 vias e depende
primariamente do adaptador utilizado: Via dependente de MyD88 ou Via dependente de
TRIF. Com excecao de TLR-3, todos os membros usam a via MyD88 para ativagéo do fator
de transcricdo NF-kB (fator nuclear kB) e das MAPKs (proteinas quinases ativadas por
mitogénese) para a indugcédo de genes pro-inflamatérios (PANDEY et al., 2015).

A ativacdo dependente da molécula MyD88 é iniciada com a facilitacdo da
associacdo da MyD88 com a IRAK4. Isso favorece a fosforilagdo de IRAK1, que permite a
ligacdo da molécula TRAF6 ao complexo que por sua vez, ativa TAK1 que faz um complexo
com TAB1 e TAB2. Apés a formacdo do complexo, TAK1 ativa o complexo IKK que leva a
ativacdo de NF-kB. Simultaneamente, TAK1 ativa dois membros das MAP quinases que
subsequentemente ativam JUN N-terminal quinase (JNK) e p38, induzindo a producéo
de citocinas inflamatorias. Os receptores TLR-2 e TLR-4 necessitam, além da MyD88, da
molécula adaptadora TIRAP (PANDEY et al., 2015).

Em modelos de doencgas infecciosas, quando ha perturbagéo na sinalizacao por
MyD88, ha uma diminuicdo da indug¢é@o da resposta imune inata e adaptativa, aumentando
a sensibilidade do hospedeiro a infecgéo. Por exemplo, em modelos de infec¢do de fungos
como C. albicans e A. fumigatus, a deficiéncia de MyD88 provoca bloqueio na produgéo
precoce de citocinas proé-inflamatérias, diminuicdo do recrutamento de neutrofilos e
diminuicdo da ativagdo de células T (BELLOCCHIO et al., 2004). Bellochio et al., (2004),
mostraram que as vias dependentes de MyD88 s&o fundamentais para a imunidade contra
fungos. Uma vez que diferentes TLRs podem ser simultaneamente recrutados dependendo
da espécie fungica, morfologia e sitio de infeccao envolvidos, a sinalizagdo por MyD88
participa extensivamente na resposta inata contra diferentes patdégenos. Além disso, estas
vias também s&o necessarias para o desenvolvimento de respostas adaptativas do tipo
Th1, que sé@o protetoras em diversas micoses.

A auséncia do receptor TLR-2 esta relacionada a uma maior susceptibilidade a
candidiase disseminada em modelos murinos devido a uma diminuicdo na secre¢do de
TNF-a e MIP-2 e recrutamento de neutréfilos (BELLOCCHIO et al., 2004). Em contraste,
outros estudos mostraram que camundongos TLR-2-/- sdo mais resistentes a candidiase
sistémica, exibindo um aumento na quimiotaxia e secrecdo de IFN-y, diminuicdo na
secrec¢do de IL-10, bem como, no nimero de células Treg CD4+ CD25+. Interessantemente,
o recrutamento de monécitos aumentou em camundongos TLR-2-/-, sugerindo um aumento
da atividade anti-Candida nesses animais (NETEA et al., 2004). A imunossupressédo em
camundongos TLR-2-/- resultou em maior susceptibilidade a infecgdes por Aspergillus
(BALLOY et al., 2005); no entanto, o polimorfismo de TLR-2 ndo resultou em aspergilose
invasiva (CUNHA et al., 2013). Além de estar envolvido no reconhecimento de células
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fungicas, TLR-2 também esta presente nos mecanismos de resposta do hospedeiro a outros
microrganismos como Staphylococcus, Mycobacterium e Pneumococcus (KOEDEL et al.,
2003). Na avaliagéo de seu papel na infeccao por leveduras de S. schenckii, observou-se
que, na auséncia desse receptor, houve uma menor taxa de fagocitose e menor producéo
de citocinas como TNF-a, IL-1B3, IL-12 e IL-10 frente a antigenos lipidicos. Isso revela o
papel desse receptor no desenvolvimento da protecdo em resposta a esse microrganismo,
induzindo a producdo de mediadores em resposta ao fungo S. schenckii (NEGRINI et al.,
2013).

TLR-4 é o receptor que esta envolvido no reconhecimento de LPS, um componente
da parede celular de bactérias gram-negativas causadoras de choque séptico (KAWAI
et al., 2010). Alguns estudos mostram seu envolvimento no reconhecimento de fungos.
Camundongos nocautes para TLR-4 sdo mais suscetiveis a candidiase sistémica devido
a deficiéncia na secrec¢éo de citocinas e diminuicdo do recrutamento de neutréfilos, o que
resulta no aumento da carga fungica nos rins (NETEA et al., 2002). TLR-4 nocautes sdo
mais suscetiveis a infecgdes por Aspergillus, sendo que polimorfismos nesse receptor estao
associados a desenvolvimento de aspergilose invasiva (BOCHUD et al., 2008). No caso da
esporotricose, resultados similares aos obtidos na auséncia de TLR-2, foram observados
na auséncia de TLR-4. O TLR-4 é ativado em resposta a componentes lipidicos de S.
schenckii, promovendo uma resposta imune mais eficiente. Por outro lado, macrofagos
provenientes de animais nocautes em TLR-4 foram incapazes de produzir altos niveis de
citocinas, tais como, IL-1B3, IL-12 e TNF-a. Esses dados evidenciam a importancia desse
receptor na imunidade frente a S. schenckii (SASSA et al., 2012).

No que se refere ao desenvolvimento da resposta imune adaptativa, a predominéncia
de subpopulacgdes de células T (Th1, Th2 ou Th17) durante uma infeccéo é extremamente
importante, uma vez que cada eixo € mais eficiente no combate a determinadas classes
de patdgenos (PANDEY et al., 2015). As respostas do tipo Thl promovem a liberagéo de
IFN-y, um forte ativador de macréfagos (PANDEY et al., 2015), de fundamental importancia
na patogénese da esporotricose sendo que sua ativacao diferencial é responséavel por
manifestagdes clinicas variadas (PANDEY et al., 2015). Em algumas doencas crénicas,
entretanto, a resposta celular de linfocitos T CD4+* é inapropriada e pode exacerbar a
doencga, impedindo a erradicacdo do microrganismo. Infecgdes fungicas em humanos
e em modelos animais indicam que a imunidade celular é crucial para a defesa do
hospedeiro, potencializando respostas fungistaticas e fungicidas, como a producgdo de
reativos de oxigénio (ROS), em especial o0 anion superéxido e seus metabdlitos reativos.
Consequentemente, a auséncia de uma resposta adaptativa adequada esta relacionada
a uma maior letalidade, comprovada em modelos murinos de infeccdo (KAJIWARA et al.,
2004). A ativagcéo das células Th1 parece ser determinada em parte pela resposta de células
dendriticas (DCs) frente a antigenos fungicos especificos, provenientes de isolados de
lesBes cutaneas ou viscerais de esporotricose causada por S. schenckii. Tratando DCs com
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conidios de S. schenckii ou com leveduras provenientes de les@o cutanea, houve indugcéo
da producéo de IFN-y por células T, com ativacdo da via ERK, sugerindo uma resposta Th1.
No entanto, antigenos provenientes de leséo visceral aumentaram a produgéo de IL-4, uma
citocina da imunidade humoral (PANDEY et al., 2015).

As células Th17 tém ganhado destaque dado ao papel chave na defesa contra
bactérias e fungos extracelulares, apresentando efeitos tanto protetores quanto deletérios
(HERNANDEZ-SANTOS & GAFFEN, 2012). A resposta Th17, com a secregéo de IL-17,
promove atividades pro-inflamatérias, incluindo o recrutamento de neutrofilos e produgéo de
citocinas proé-inflamatérias pelas células epiteliais. Utilizando modelo experimental murino
verificou-se que a auséncia dessas respostas estad relacionada a uma maior letalidade
(KAJIWARA et al., 2004). O papel de células Th17 é conhecido para a eliminagdo do S.
schenckii em camundongos com infeccéo sistémica, uma vez que a deplecéo de IL-23
conduz a um aumento da carga fungica (FERREIRA et al., 2015). Estudos in vitro mostram
que as DCs reconhecem antigenos de S. schenckii e conduzem ao desenvolvimento de um
padréo misto Th1/Th17 (VERDAN et al., 2012). Sabe-se que o exoantigeno de S. schenckii
€ capaz de aumentar niveis de citocinas inflamatérias produzidos por macréfagos e DCs.
Consequentemente, a co-incubagdo de células T com DCs ativadas por exoantigeno
provocam um padrao de citocinas Th1/Th17 (IFN-y/Th17, IL-23 e TGF-, respectivamente)
(VERDAN et al., 2012).

Ha uma série de evidéncias que indicam que os anticorpos protetores e as células
CD4+ Th1 e Th17 sdo elementos fundamentais na resposta imune frente a S. schenckii
(FERREIRA et al., 2015; VERDAN et al., 2012; LIU et al., 2016). Estudos mostram que
ndo s6 o IFN-y é secretado durante a imunizacdo passiva, mas que IL-10 e IL-4 também
aumentaram durante o periodo de infec¢é@o, sugerindo um padréo misto de resposta Th1 /
Th2 (ALMEIDA et al., 2015).

Além do exoantigeno, peptideo-polissacarideo extraido da parede celular de
leveduras de S. schenckii € capaz de induzir um padrdo misto de resposta (Th1/Th2),
havendo ativacéo de macrofagos por meio da via classica (M1), com secrecédo de IL-12 e
resposta Th1, bem como, macréfagos da via alternativa (M2), com altos niveis de IL-10,
estando associados a uma resposta Th2 (ALEGRANCI et al., 2013). Analisando a literatura
acima descrita, verifica-se que um padrdo misto de respostas (Th1, Th2, Th17) pode ser
observado na resposta frente a S. schenckii. O que se sabe é que as respostas Th1 e Th17,
séo fatores-chave no controle da infecgéo por fungos, especialmente na patogénese da
esporotricose causada por S. schenckii. No entanto, pouco se sabe a respeito da espécie
S. brasiliensis.

As respostas imunes celulares e humorais estdo ligadas ao perfil de citocinas
gerado. Os sinais de ativagdo mais fortes que direcionam a diferenciacao de células T para
a linhagem Th2 sdo desencadeados por IL-4 e IL-13, com uma diminui¢gdo concomitante na

resposta Th1. Uma caracteristica da resposta Th2 é a secre¢éo de anticorpos. Dependendo
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da forma clinica da esporotricose verifica-se um perfil diferente de anticorpos. Isso foi
sugerido pela observacéo de que 15 a 20 antigenos na faixa de 22 a 70 kDa presentes
em uma solugéo solluvel de extrato peptidico do fungo foram reconhecidos pelos soros de
pacientes com esporotricose extracutanea, enquanto soro de pacientes com esporotricose
cuténea reconheceram apenas 8-10 antigenos (PANDEY et al, 2015). Sabe-se que
além das diferentes formas clinicas, existem outros determinantes para a especificidade
ou intensidade de anticorpos contra antigenos de Sporothrix spp, tal como, diferencas
relacionadas as espécies.

Almeida-Paes et al. (2012), mostraram que isolados de S. brasiliensis provenientes
de diferentes formas clinicas apresentaram o mesmo padréo antigénico. No entanto, quando
comparada a resposta de anticorpos induzida por S. brasiliensis isolado de um paciente
com a forma linfocutanea, com a resposta induzida por S. schenckiiisolado da mesma forma
clinica, o perfil era diferente, sugerindo que as diferentes espécies do complexo Sporothrix
s@0 responsaveis por respostas especificas. Duas moléculas antigénicas glicoproteicas,
nomeadas gp70 e gp 60, foram descritas em S. schenckii (RUIZ-BACA et al., 2014). A gp60
encontra-se principalmente na parede celular de leveduras de trés diferentes espécies do
complexo Sporothrix: S. schenckii strictu sensu, S. brasiliensis e S. globosa. Ela mostrou
ser imunodominante ja que foi reconhecida pelo soro de camundongos infectados com
cepas do complexo S. schenckii (FERNANDES et al.,, 2013). Rodrigues et al. (2015)
mostraram que a gp70 sofre modificagcdes poOs-traducionais, provavelmente glicosilagao
e substituicdo de aminoacidos, uma vez que pelo menos seis proteinas variando de 60 a
70 kDa compartilharam o mesmo peptideo, assim, apds analises por espectrometria de
massa, conclui-se que gp60 e gp70 eram 0 mesmo antigeno.

Apesar da observagcéo de que gp60 e gp70 compartiiham o mesmo peptideo, o
padrao de glicosilacdo pode influenciar significativamente o tipo de resposta inicial
desencadeada ap6s o reconhecimento pelos receptores das células de resposta imune.
Soros de camundongos infectados com S. schenckii apresentaram anticorpos especificos
contra a proteina de 70 kDa, principalmente isotipos IgG1 e 1IgG3, sugerindo que gp70 induz
uma forte resposta humoral (NASCIMENTO et al., 2008). Além disso, a imunizagéo passiva
com anticorpo monoclonal especifico anti-gp70, modificou o curso da infeccdo causada
por S. schenckii em camundongos BALB/c, diminuindo a carga fungica e aumentando a
producao de IFN-y, um efeito observado até mesmo em camundongos deficiente em células
T (NASCIMENTO et al., 2008). Mesmo que o maior interesse esteja focado nas isoformas
gp60-gp70, recentemente Portuondo-Fuentes et al. (2016) mostraram que a transferéncia
passiva de soro de camundongos imunizados contendo anticorpos contra duas proteinas
de S. schenckiide 44 e 47 kDa tem um papel protetor durante a esporotricose experimental.

Os receptores TLR-2 e TLR-4 s&do importantes no desencadeamento da resposta
imune por macrofagos in vitro frente a S. brasiliensis. A anélise in vivo demonstra que a

ausénciade TLR-2e TLR-4, prejudica o desenvolvimento de umaresposta Th1 principalmente

Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos Capitulo 12 m



nos primeiros 14 dias de infecgdo. Apos 28 dias de infecgcao, especificamente para TLR-2-/-
, ocorre o desencadeamento de uma resposta padrdo Th17 e quando observada a auséncia
de TLR-4, o aumento da citocina IL-6, sugerindo mecanismos de controle da esporotricose.
Um dado interessante a ser notado é que a auséncia de um receptor provavelmente faz
com que o sistema imune venha utilizar outras vias de sinaliza¢do na tentativa de combater
0 patdégeno, o que nao exclui a possibilidade de outros receptores estarem envolvidos na
resposta induzida pelo fungo S. brasiliensis. Uma vez que grande parte dos fungos que séao
reconhecidos TLR-2 e também sao reconhecidos pelo TLR-4, seria significativo avaliar o
sinergismo entre esses dois TLRs no contexto da infeccéo fungica por S. brasiliensis.
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Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos

RESUMO: INTRODUGAO: Ha muitos anos as
hortalicas frescas, especialmente os tomates
(Solanum lycopersicum) estao presentes na
dieta de muitas pessoas devido seus valores
nutricionais, preparo simples e baixo custo de
producgéo. Apesar de todo o beneficio nutricional
das hortalicas, estas podem veicular diversos
tipos de parasitos capazes de provocar doencas
em seres humanos. OBJETIVO: Este estudo tem
como objetivo verificar, identificar e quantificar
a presencga de parasitas em tomates (Solanum
lycopersicum) produzidos e comercializados
em feiras livres do municipio de Santarém,
localizado no interior do Para. METODOLOGIA:
Foram coletadas dez amostras de quatro feiras
livres localizada na area urbana do municipio,
totalizando quarenta amostras. As amostras
foram lavadas individualmente e o liquido obtido
foi analisado por sedimentacdo e flutuacao.
RESULTADOS E DISCUSSAO: Niao houve
nenhum tipo de contaminagdo parasitologica
nas amostras. Os resultados alcangados neste
estudo revelam que os agricultores e vendedores
estdo agindo corretamente no cultivo e manejo
dos tomates, apesar de ser possivel encontrar
déficits na infraestrutura e saneamento basico
nas feiras livres do municipio. CONCLUSAO:
Mais estudos com este mesmo objetivo devem
ser realizados, ndo somente com tomates, mas,
envolvendo outras olericolas, para assim ser
alcangado, de fato, resultados concretos.
PALAVRAS-CHAVE: Tomates. Infecgdo. Feira
Livre.
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PRESENCE OF PARASITOSES IN TOMATOES (SOLANUM LYCOPERSICUM)
MARKED FREE FEIRS IN THE SANTAREM — PA

ABSTRACT: INTRODUCTION: For many years’ fresh vegetables, especially tomatoes
(Solanum lycopersicum) have been present in many people’s diet due to their nutritional
values, simple preparation and low production cost. Despite all the nutritional benefit of
vegetables, they can carry several types of parasites capable of causing disease in humans.
OBJECTIVE: This study aims to verify, identify and quantify the presence of parasites in
tomatoes (Solanum lycopersicum) produced and sold in free markets in the municipality of
Santarém, located in the interior of Para. METHODOLOGY: Ten samples were collected from
four fairs located in the urban area of the municipality, totaling forty samples. The samples
were washed individually, and the liquid obtained was analyzed by sedimentation and
flotation. RESULTS AND DISCUSSION: There was no type of parasitological contamination
in the samples. The results achieved in this study reveal that farmers and vendors are acting
correctly in the cultivation and management of tomatoes, although it is possible to find deficits
in infrastructure and basic sanitation in free markets in the municipality. CONCLUSION: More
studies with this same objective must be carried out, not only with tomatoes, but, involving
other olericolas, to achieve concrete results.

KEYWORDS: Tomatoes. Infection. Free Trade Fair.

INTRODUCAO

Devido ao aumento de surgimento de doencgas crénicas e a preocupagao das pessoas
em uma melhor qualidade de vida a busca constante por uma alimentagédo saudavel tem
crescido nas Ultimas décadas. Com isso, a inser¢@o de alimentos de origem vegetal nas
mesas dos brasileiros torna-se imprescindivel para uma boa qualidade de vida (COELHO,
ROSA, LIMA, 2007).

Ha muitos anos as hortalicas frescas, especialmente os tomates (Solanum
lycopersicum) estao presentes na dieta de muitas pessoas devido seus valores nutricionais,
preparo simples e baixo custo de producdo. Apesar de todo o beneficio nutricional das
hortalicas, estas podem veicular diversos tipos de parasitos capazes de provocar doencgas
em seres humanos. Atualmente, doencgas transmitidas por alimentos (DTA) representa
um dos problemas de saude publica mais frequentes mundialmente, especialmente em
populagdes de baixa renda, desprovidas de infraestrutura de saneamento basico (AYERS
et al., 2009; TURBINO, 2014).

As DTA’s podem ser resultantes das mas condigbes sanitarias na producéo,
armazenamento, transporte, manipulacdo e venda das hortalicas. Além disso, em muitas
situacdes as hortalicas s@o frequentemente adubadas com dejetos animais ou irrigados
com 4guas contaminadas com material fecal de origem humana e/ou animal, fatores que
aumentam a incidéncia de doencas por parasitas intestinais (BENTO et al, 2012; DIAS e
GAZZINELLI, 2014).

Segundo Neves (2005), os agentes mais comuns de entoparasitoses sdo 0s
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protozoarios Entamoeba histolytica e Giardia lamblia, os helmintos Ascaris lumbricoides,
Taeniasolium, Taenia saginata, ancilostomideos, Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis,
Enterobius vermicularis e Schistosoma mansoni. Esses, parasitas causam, principalmente
em criangas, ma-absor¢cdo dos alimentos, diarreia crdnica, anemia, desnutricdo, dores
abdominais e depauperamento fisico e mental, resultando em baixo rendimento escolar,
retardamento no crescimento e na mentalidade dos individuos acometidos (BENTO et al,
2012).

O rastreamento das possiveis fontes de contaminagéo destes alimentos permite
difundir informagbes para a prevencgéo da contaminacgdo entre manipuladores de alimentos
e produtores, promovendo a seguranca alimentar. No entanto, este cenario compreende um
grande desafio para os sanitaristas dos paises em subdesenvolvidos (SOARES, CANTOS,
2005).

Acredita-se que, em Santarém-PA, uma grande parte da populacédo sofra com a falta
de rede de esgoto, 4gua tratada e controle sanitario dos alimentos comercializados em
feiras livres, com isso, torna-se propicio a disseminacéo de infeccoes parasitarias. Nesse
sentido, surge o seguinte problema: existe a possibilidade de parasitas estarem presentes
nos tomates comercializados nas feiras livres de Santarém? Para isso, a presente pesquisa
tem como objetivo verificar, identificar e quantificar a presenca de parasitas em tomates
produzidos no municipio de Santarém, localizado no interior do Para e, comercializados em
feiras livres do municipio.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo de metodologia quantitativa, explicativa e de delineamento
transversal, onde os dados coletados foram analisados quantitativamente, a partir de uma
abordagem laboratorial para obtencéo de resultados.

Para levantamento desses dados foram coletadas um total de quarenta (40) amostras
de tomates (Solanum lycopersicum), sendo dez (10) amostra de cada local, de quatro (4)
feiras livres do municipio de Santarém — Pa, no periodo de setembro a outubro de 2019.

As amostras foram acondicionadas, individualmente, em sacolas plasticas
descartaveis e, logo em seguida, foram levadas para andlise no Laboratério de
Microbiologia do Centro Universitario da Amazénia (UNAMA). No laboratério as anélises
foram realizadas no mesmo dia, com os resultados obtidos em até 24 horas apos a sua
chegada ao laboratério.

As analises foram baseadas nos protocolos de sedimentacdo (Hoffmann, Pons e
Janer), indicado para procura de ovos e larvas de helmintos e cistos de protozoarios; e no
método de flutuacao (Willis), apropriado para pesquisas de ovos leves (ancilostomideos),
adaptado (ROCHA, MENDES, BARBOSA, 2008).

No método de sedimentagéo, as amostras foram processadas individualmente em
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cubas de plastico. Cada amostra foi lavada com volume de 350 ml de agua destilada. O
liquido obtido foi colocado em calice de sedimentacao, e ap6s repouso de 24 horas, parte
do sedimento foi corado com Lugol.

As andlises foram em triplicata e as observacdes em microscépio dptico. No método
de flutuagéo as amostras foram lavadas com solucédo saturada de cloreto de sodio (NaCl),

e apos repouso de 30 minutos foram coradas com Lugol para analise microscépica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O consumo de olericolas, atualmente, esta associado a uma gama de beneficios
a salde, com resultados diretos na melhoria da qualidade de vida de seus consumidores.
Por esta razdo, existe um incentivo para que estes alimentos sejam consumidos,
principalmente na forma in natura, o que causa a exposicdo de seus consumidores as
formas transmissiveis de parasitas, uma vez que ao serem consumidos crus podem servir
como via de transmissao, caso a higienizacdo ndo tenha sido adequada. Esses parasitas
sdo prejudiciais a saude, podendo prejudicar no equilibrio nutricional, além de causar
algumas complicagdes sistémicas como diarreias, anemias, hemorragias, obstrucéo
intestinal, prolapso retal, entre outros (CANTOS et al, 2004; MONTANHER, CORANDIN,
SILVA, 2007).

Nesta pesquisa ndao houve nenhuma contaminacédo parasitolégica nos tomates
analisados. Este fato pode ser justificado pelas caracteristicas anatémicas a nivel de
textura da fruta, que nado favorecem a retencao de microrganismos, fato que nédo acontece
facilmente com outras frutas e olericolas. Este fato pode estar relacionado, também, a
ocorréncia de higienizagdo prévia destes, conforme relato dos feirantes. Esses dados
reforcam com os achados de Resende et al (2014), que também mostraram auséncia de
formas infectantes de parasitas em tomates comercializados na regido de Araxa (MG).

Na regidao metropolitana de Curitiba (PR) foi avaliada a qualidade sanitaria de
hortalicas organicas comercializadas na regido. Dentre as amostras de olericolas, ndo
foram detectadas parasitas em nenhuma amostra de tomate analisado (ARBOS et al, 2010).

Contrariamente, em Minas Gerais pesquisou-se a presenga de parasitas em
olericolas produzidas no norte do estado. Foram analisadas 05 amostras e todos os tomates
analisados continham algum tipo de estrutura parasitaria. Observou-se a presenca de cistos
de Entamoeba coli e Giardia lamblia, ovos de Ancilostomideos, larvas de Strongyloides
stercoralis, Ancilostomideos e protozoarios ciliados semelhantes a Balantidium col. 1sso
reforca o baixo padrdo higiénico em algumas das etapas do manejo das olericolas de
agricultores da regiao norte de Minas Gerais (BENTO et al, 2012).

Achados de contaminacédo s@o encontrados em outros estudos realizados pelo
Brasil, levando a considerar que os cuidados praticados no cultivo e manuseio desses
olericolas podem influenciar no controle sanitario desses alimentos, no entanto a literatura
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relata poucos dados sobre contaminagéo parasitologica de tomates, ha mais estudos que
mostram relatos de contaminagéo em outros tipos de hortalicas, sendo o alface (Lactuca
Sativa) o mais citado, como nos mostra Montanher, Corandin e Silva (2007), onde em seu
estudo buscou a presenca de enteroparasitos em alfaces prontas para o consumo servidas
em restaurantes de Curitiba (PR). Em seu estudo, foram analisadas 50 amostras e de todas
as alfaces analisadas, 10% (5 amostras) apresentaram-se contaminadas por estruturas
parasitarias.

Apesar de nesse estudo nédo terem sidos encontrados nenhuma estrutura
parasitolégica, reforca-se os cuidados que devem ser tomados no cultivo e manuseio
dessas hortalicas, em especial, os tomates que séo fonte deste estudo.

Segundo Almeida-Filho (2008), a presenca de protozoarios ciliados nas hortalicas
€ indicativa de contaminacgao fecal de origem humana, e ou, animal, decorrente da agua
utilizada para a irrigagcdo ou do manejo improprio no cultivo e venda dessas hortaligcas,
especificamente nas feiras livres do pais. Além disso, a presenca desses organismos
em hortalicas sugere um alto risco de infecgdo uma vez que eles coexistem com outras
estruturas parasitarias para o homem.

A falta de infraestrutura adequada e auséncia de saneamento basico nas feiras
livres atrelado a auséncia de agua potavel e praticas de higienizagdo na manipulacdo
humana aumentam o risco de contaminacao humana. Silva et al (2010), relata a viabilidade
e a quantidade de cistos e ovos de parasitos e/ou comensais intestinais, que podem ser
eliminados no meio e veiculados pelas méos, sdo as principais preocupacdes em relacao
a transmisséo.

As divergéncias relacionadas as contaminagcbes de tomates em comparagédo as
outras olericolas estdo provavelmente relacionadas as caracteristicas anatémicas da fruta,
aos locais de estudo. Segundo Bento et al (2012), o controle parasitario é mais efetivo
quando o produtor e/ou vendedor conta com certa infraestrutura, melhorando as condi¢cbes
de saneamento basico e, consequentemente, a higienizacdo das hortalicas cultivadas e

vendidas.

[...] acbes diretas como educacédo sanitaria, diagnostico parasitolégico
periddico e tecnologia sustentavel na producdo de olericolas possibilitaria
melhoria das condi¢des higiénico-sanitarias de produ¢ao e manipulagdo de
alimentos (BENTO et al, 2012, p. 68).

Os resultados alcancados neste estudo revelam que os agricultores e vendedores
estdo agindo corretamente no cultivo e manejo dos tomates, apesar de ser possivel
encontrar déficits na infraestrutura e saneamento basico nas feiras livres do municipio.
Entretanto, mais estudos com este mesmo objetivo devem ser realizados, ndo somente
com tomates, mas, envolvendo outras olericolas, para assim ser alcangado, de fato,
resultados concretos.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados evidenciou-se que os tomates cultivados
e vendidos em algumas feiras livres do municipio de Santarém n&o apresentarem
contaminagé@o por nenhuma estrutura parasitaria. Entretanto, mais pesquisas envolvendo
outros tipos de olericolas cultivadas e vendidas nas feiras livres devem ser realizados.

A avaliacdo da presenca de estruturas parasitarias com potencial infectante em
olericolas é de suma importancia para a saude publica, visto que esta situacéo atinge
diretamente a populacéo. Cabe ao poder publico fomentar a implantacdo de programas
educativos voltados para a populagéo, enfatizando a importancia da higienizagcdo adequada
das hortalicas antes do seu consumo e orientacdo aos agricultores e vendedores finais
promovendo uma melhoria na qualidade da produgéo, especialmente quanto a irrigacao,
adubacéo e manejo destes, diminuindo assim o grau de contaminacdo desses alimentos.

REFERENCIAS

ALMEIDA FILHO, P.C. Avaliacao das condi¢gdes ambientais e higiénico-sanitarias na producao de
hortali¢as folhosas no nucleo horticola suburbano de Vargem Bonita, Distrito Federal. Dissertagao
(Mestrado em Planejamento e Gestdo Ambiental). Universidade Catolica de Brasilia, Brasilia. 103 p.,
2008.

ARBOS, K. A,; et al. Seguranga alimentar de hortalicas organicas: aspectos sanitarios e nutricionais.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Campinas, v.30, n.1, p.215-220, 2010.

AYERS, L. T.; et al. Centers for Disease Control and Prevention. Surveillance for foodborne disease
outbreaks - United States, 2006. Morbidity and Mortality Weekly Report, Atlanta, v.58, n.22, p. 609-
615, 2009.

BENTO, R. R. L.; et al. Analises parasitologicas de olericolas produzidas no Norte de Minas Gerais.
UNIMONTES CIENTIFICA, 2012,

CANTOS, G.A. et al. Estruturas parasitarias encontradas em hortalicas comercializadas em
Florianopolis. Revista News Lab, v.66, p.154-63, 2004.

COELHO, E. M.; ROSA, O. O.; LIMA, M. G. Avaliacédo da qualidade microbiolégica de alface (Lactuca
sativa L.) em plantio direto e hidropénico. Rev. Hig. Aliment, v.21, n.149, p.94-98, 2007.

DIAS, B. C. O; GAZZINELLLI, S. E. P. Verificagdo e identificacdo de formas parasitarias em culturas
de alface (Lactuca sativa) na Estancia Turistica de Sdo Roque. Rev. eletronica académica. IFSP —
Campus Séo Roque, v.1, n.3, 2014.

MONTANHER, C. C.; CORADIN, D. C.; SILVA, S. E. F. Avaliagéo parasitologica em alfaces (Lactuca
sativa) comercializados em restaurantes self-service por quilo, da cidade de Curitiba, Parana, Brasil.
Estudos de Biologia, v.29, n.66, p.63-71, 2007.

NEVES, David Pereira. Parasitologia Humana. 11. Ed. Sdo Paulo: editora Atheneu, 2005.

Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos Capitulo 13 m



RESENDE, N. M. S. R. A.; PESSOA, R. S.; FRANCA-BOTELHO, A. C. Interferéncias sazonais na
contaminagao parasitolégica de alfaces em Araxa (MG), Brasil. Rev. Satde e Pesquisa, v.7, n.3,
p.389-394, 2014.

ROCHA, A.; MENDES, R. A.; BARBOSA, C. S. Strongyloides spp e outros parasitos encontrados em
alfaces (Lactuca sativa). Rev. de Patologia Tropical, v.37, n.2, p.151-160, 2008.

SILVA, L. P. et al. Diagnostico parasitologico de horticultures no monitoramento da contaminagao
parasitaria em ambientes rurais. Bioscience Journal, v.26, n.4, p.648-652, 2010.

SOARES, B.; CANTOS, G.A. Qualidade parasitologica e condi¢des higiénico-sanitarias de hortalicas
comercializadas na cidade de Florian6polis, Santa Catarina, Brasil. Rev. Brasileira de Epidemiologia,
v.8, n.4, p.377-384, 2005.

TURBINO, R. A. Perfil endoparasitario de estudantes do ensino fundamental de escola publica em
Ceilandia-DF: relagcbes com o consumo de hortalicas e pescado. Ensaios e Ciéncia: Ciéncias
Biologicas, Agrarias e da Saude. v.17, n.5, p.99-107, 2013.

Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos Capitulo 13 m



CAPITULO 14

PROFILE OF CONTACT LENS WEARERS
AND ASSOCIATED RISK FACTORS FOR

Data de aceite: 19/01/2021
Data de submisséo: 14/12/2020

Denise Leal dos Santos

Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia, Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude, Setor de Parasitologia

Porto Alegre, Rio Grande do Sul

ORCID: 0000-0001-5761-1302

Veridiana Gomes Virginio

Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia, Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude, Setor de Parasitologia

Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil
ORCID: 0000-0003-1530-7841

Sergio Kwitko

Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rio
Grande do Sul, Departamento da Cornea,
Servico de Oftalmologia

Porto Alegre, Rio Grande do Sul

ORCID: 0000-0002-0604-2776

Diane Ruschel Marinho

Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rio
Grande do Sul, Departamento da Cornea,
Servico de Oftalmologia

Porto Alegre, Rio Grande do Sul

ORCID: 0000-0002-0050-5039

Bruno Schneider de Araujo

Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rio
Grande do Sul, Departamento da Cornea,
Servico de Oftalmologia

Porto Alegre, Rio Grande do Sul

ORCID: 0000-0001-5876-4204

Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos

ACANTHAMOEBA SPP

Claudete Inés Locatelli

Hospital de Clinicas de Porto Alegre Rio
Grande do Sul, Departamento da Cornea,
Servigo de Oftalmologia

Porto Alegre, Rio Grande do Sul

ORCID: 0000-0002-8793-8194

Marilise Brittes Rott

Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia, Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Setor de Parasitologia

Porto Alegre, Rio Grande do Sul

ORCID: 0000-0002-5227-4594

ABSTRACT: The aim of this study was to assess
the risk factors for contracting Acanthamoeba
keratitis by relating them to habits of contact lens
wearers. In this study, 196 contact lens wearers
from private clinics and a public hospital in Porto
Alegre, Brazil, were interviewed between May
2015 and October 2016 for information about the
type of contact lenses and cleaning solutions they
used in order to evaluate the risks of developing
Acanthamoeba keratitis. Most respondents
(73.0%) were unaware of the existence of these
amoebae, and almost half of the respondents
(48.9%) reported wearing contact lenses while
swimming in the sea or swimming pools, which
increases the risks of contracting Kkeratitis.
Soft contact lenses, which were used by
49.0% of respondents, are more associated
with Acanthamoeba keratitis than other types
of lenses. Most of the lenses (78.5%) were
purchased at ophthalmic clinics. A total of 66.8%
of the respondents used a multipurpose solution
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for cleaning, while 66.2% used rubbed their lenses during cleaning, both of which decrease
the risk of contracting Acanthamoeba keratitis. Many respondents (42.6%) cleaned their
contact lenses cases, and 40.8% replaced their cases annually. The majority of respondents
were women (59.2%) with higher education (46.4%). It is extremely important for contact
lens wearers to be aware of the risks involved in improper cleaning and maintenance of their
lenses to avoid serious eye infections such as Acanthamoeba keratitis.

KEYWORDS: Contact lenses, Acanthamoeba, keratitis, profile, risk factors.

PERFIL DE USUARIOS DE LENTES DE CONTATO E FATORES DE RISCO
ASSOCIADOS A ACANTHAMOEBA SPP

RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar os fatores de risco de contrair ceratite por
Acanthamoeba relacionando-os aos habitos dos usuarios de lentes de contato. Neste
trabalho, 196 usuarios de lentes de contato de clinicas privadas e um hospital publico de
Porto Alegre, no Brasil, foram entrevistados entre maio de 2015 e outubro de 2016 para
obter informagdes sobre o tipo de lentes e solugdes de limpeza que usavam avaliando assim
os riscos de desenvolver ceratite por Acanthamoeba. A maioria dos entrevistados (73,0%)
desconhecia a existéncia dessas amebas e quase metade desses (48,9%) relatou usar
lentes de contato ao nadar no mar ou piscina, 0 que aumenta os riscos de contrair ceratite. As
lentes de contato gelatinosas, usadas por 49,0% dos entrevistados, estdo mais associadas
a ceratite por Acanthamoeba do que outros tipos de lentes. A maioria das lentes (78,5%) foi
adquirida em clinicas oftalmolégicas. Um total de 66,8% dos pacientes usou solugao multiuso
para limpeza, enquanto 66,2% realizaram friccdo digital nas lentes durante a limpeza,
diminuindo assim o risco de contrair ceratite por Acanthamoeba. Muitos usuarios (42,6%)
limpavam seus estojos de lentes de contato e 40,8% os substituiram anualmente. A maioria
dos entrevistados eram mulheres (59,2%) com ensino superior (46,4%). E extremamente
importante que os usuarios de lentes de contato estejam cientes dos riscos envolvidos na
limpeza e manutencgdo inadequadas de suas lentes para evitar infec¢gdes graves nos olhos,
como a ceratite por Acanthamoeba.

PALAVRAS-CHAVE: Lentes de contato, Acanthamoeba, ceratite, perfil, fatores de risco.

11 INTRODUCTION

Contact lenses (CL) are a popular, convenient and effective method of correcting
refractive errors (myopia, hyperopia and astigmatism) (BOOST et al., 2017). Globally, the
CL market is very lucrative and a variety of lens types are available. Rigid gas-permeable
(RGP) lenses are made of a combination of fluoropolymers and silicone acrylate, whereas
the soft lenses are made of hydrogels, which are flexible polymers and with a high-water-
content (MUSGRAVE & FANG, 2019).

In addition to aesthetics, comfort is a fundamental factor for CL, hence the preference
for soft lenses (PRITCHARD et al., 1999). However, due to keratoconus, a corneal ectasia,
only RGP lenses can achieve satisfactory visual correction for many users (LECA et al.,
1995; SCHIRMBECK et al., 2005).
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It is estimated that there are approximately 140 million CL wearers worldwide
(TABUSHI et al., 2016). According to the Sociedade Brasileira de Lentes de Contato, there
are at least 2 million CL users in Brazil (RIBEIRO, 2017).

Increased CL use is associated with the development of ocular diseases. Incorrect
use of CL can lead to poor adaptation and contamination. Environmental factors may
increase the number of corneal infections through of the proliferation of microorganisms
such as protozoa, bacteria, fungi, and viruses (ROBERTSON et al., 2007).

A protozoan of the genus Acanthamoeba is the etiologic agent of amoebic keratitis
(AK), an eye infection whose symptoms include pain, abnormal biomicroscopic findings,
photophobia and vision loss (SCHUSTER & VISVESVARA, 2004; LORENZO-MORALES
et al., 2006). There are two distinct life forms in the biological cycle of this protozoan: the
trophozoite, its vegetative form, and the cyst, its resistance form. Infection occurs when
trophozoites contact a previously damaged cornea, which can occur through the use of
CL. Trophozoites adhere to surface receptors in corneal epithelial cells through mannose-
protein binding. Thereafter, an infection cascade occurs that involves deeper stromal
invasion, degradation of extracellular matrix components and induction of cell death in the
host (PANJWANI, 2010; SANT'ANA et al., 2015; CARRIJO-CARVALHO et al., 2017).

Acanthamoeba spp. can be found in a wide range of environments, such as air, sail,
water (CAUMO et al., 2009; SIDDIQUI & KHAN, 2012). CL and/or cases also may contain
Acanthamoeba spp. However, RGP lenses are less associated with this microorganism
than soft lenses (ANJOS et al., 2013; PAGE & MATHERS, 2013). Our group retrospectively
reviewed 28 cases of AK in Porto Alegre (southern Brazil), all of whom wear CL, in addition
to identifying possible risk factors and clinical outcomes. The main reported risk factors
for AK in CL users include biofilm formation through poor hygiene of CL and cases, lens
deposits through a lack of rubbing while cleaning, corneal damage during CL placement and
exposure to water (DEJACO-RUHSWURM et al., 2001; WU et al., 2010; ZHU et al., 2011;
SANTOS etal., 2018; PADZIK et al., 2019). Tap water may contain pathogenic Acanthamoeba
spp. and it is not recommended for rinsing CL (STAPLETON et al., 1991; WALOCHNIK et
al., 2015). Multipurpose solutions consisting of polyhexamethylene biguanide or polyquad
(polyquaternium-1) are recommended for cleaning, rinsing, disinfecting and storing CL
(ROSENTHAL et al., 1999; WU et al., 2010). However these solutions are not completely
effective against Acanthamoeba spp., especially in their dormant cyst stage (MOON et al.,
2016).

AK is frequently misdiagnosed as herpes, which could delay treatment (KHAN, 2006)
Many clinical signs look like other types of keratitis, so it is important to suspect AK if the
patient is a CL wearer (SZENTMARY et al., 2019).

The objective of this study was to determine the profile of CL wearers in a large city
and assess their CL care and maintenance habits to decrease the risk of contracting AK. An

issue for concern is that majority of the respondents (73.0%) were unaware of the existence
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of an amoeba that causes AK in CL wearers through misuse and poor maintenance.

21 MATERIAL AND METHODS

This study was conducted in the southern Brazilian city of Porto Alegre, capital of the
state of Rio Grande do Sul, between May 2015 and October 2016. A 23-item questionnaire
was designed to elicit responses about the handling, use, cleaning, and maintenance of CL
and cases. The questionnaire was applied to 196 CL users when they came in for a medical
appointment. The sample size was calculated based on the following: 85 to 88% of people
who contracted Acanthamoeba keratitis in the United States and the United Kingdom whose
prevalence is 5%, were contact lenses wearers (DART et al., 2009). These foreign data
have been used since they are not available in Brazil.

The interviews were conducted with 112 CL wearers from the ophthalmology service
of a public hospital and 84 CL wearers from three private ophthalmology clinics. Patients
aged 14 to 80 years were eligible for the study, and those under 18 years of age were only
allowed to participate with parental authorization.

The study involved no potential risk and adhered to Declaration of Helsinki guidelines
for research involving human subjects. It was approved by the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre Research Ethics Committee (registration number: 1.405.611/approval number:
CAEE 47915215.2.0000.5327). Participants who took part in the survey provided written
informed consent prior to inclusion and questionnaire administration. After the purpose of
the study was explained, the participants’ anonymity and confidentiality were assured, as
well as their right to ask questions.

31 RESULTS

3.1 Contactlens wearer habits and knowledge of Acanthamoeba spp. Infection

A total of 73.0% of the participants were unaware of the existence of an amoeba
that caused AK due to inadequate CL maintenance and cleaning. Ninety-two (48.9%)
respondents reported wearing their CL while swimming in the sea or a swimming pool, while
96 (51.1%) reported that they do not.

3.2 Contact lens and case maintenance

The data on CL and case cleaning habits and use of disinfection solutions are shown
in Table 1. Most of the CL users (66.8%) washed their lenses with multipurpose solutions.
Most interviewees (66.2%) rubbed their lenses during cleaning, cleaned their CL cases
weekly (42.6%) and replaced them annually (40.8%).
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Contact lens and Total sample
case maintenance N (%)

Cleaning products

Multipurpose solution 131 (66.8)
Water 2(1.0)
Saline solution 7 (3.6)
Liquid soap and water 3(1.5)
More than one product 53 (27.1)

Cleaning method

Rinsing with cleaning solution
Rubbing 66 (33.8)
129 (66.2)

Case cleaning

Daily 73 (37.4)
Weekly 83 (42.6)
Monthly 19 (9.7)
Rarely 16 (8.2)
Never 4(2.1)

Case replacement

Monthly 30 (15.3)
Quarterly 38 (19.4)
Half-yearly 45 (23.0)
Yearly 80 (40.8)
Never 3(1.5)

Note: The number of individuals with missing values was 1 for case cleaning

Table 1: Contact lens and case maintenance reported by interviewees between May 2015 and
October 2016 (N=196).

3.3 General characteristics of the interviewed contact lens wearers

The participants were generally young and female, with some higher education
(Table 2). The sample included 116 females (59.2%) and 80 males (40.8%). The majority
of the interviewees (29.1%) were between 20 and 29 years of age. A total of 91 (46.4%)
participants had some higher education.
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Age in years Male (%) Female (%) Total (%)

14-19 7 (3.6) 10 (5.1) 17(8.7)
20-29 7 (13.8) 0 (15.3) 57 (29.1)
30-39 4 (12.2) 9 (14.8) 53 (27.0)
40-49 0(5.1) 18 (9.2) 28 (14.3)
50-59 8 (4.1) 24 (12.2) 32 (16.3)
60-69 3(1.5) 5 (2.6) 8 (4.1)
>70 1(0.5) 0(0.0) 1(0.5)

Education level

Elementary/

middle school 10 (5.1) 19 (9.7) 29 (14.8)
High school 36 (18.4) 40 (20.4) 76 (38.8)
Higher education 33 (16.8) 58 (29.6) 91 (46.4)

Table 2: General characteristics of contact lens wearers interviewed between May 2015 and
October 2016 (N=196)

3.4 Types of lenses used by the participants

Of the 112 public hospital patients, 68 (60.7%) used RGP lenses, while of the 84
private clinic patients, 66 (78.6%) reported using soft CL (Table 3).

Public hospital patients Private clinic patients

Type of CL N=112 N=84

RGP 68 (60.7%) 15 (17.8%)
Soft lenses 30 (26.8%) 66 (78.6%)
Other type 14 (12.5%) 3 (3.6%)

Table 3: Types of lenses worn by the participants

3.5 Contact lens type and purpose

Table 4 shows participant responses for why they used CL, the type of lenses
they use, and where they purchased them. Of the 196 respondents, 95 (48.7%) reported
purchasing their CL after referral from their ophthalmologist, and 96 (49.0%) reported using
soft CL. Most of patients (153; 78.5%) purchased their CL at their ophthalmologist’s clinic.
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Response

Total sample

N (%)
Why did you decide to use contact lenses?
Glasses bother me
64 (32.8)
Suggestion of friends
4(2.1)
Medical indication
95 (48.7)
Media
0 (0.0)
Other 22 (11.3)
More than one answer 10 (5.1)
What type of contact lens do you use?
RGP 83 (42.3)
Soft 96 (49.0)
Scleral 2(1.1)
Piggyback (soft + RGP) 13 (6.6)
RGP/scleral 1(0.5)
Unknown 1(0.5)
Where did you buy your contact lenses?
Ophthalmic clinic 153 (78.5)
Optical shop 38 (19.5)
Internet 1(0.5)
More than one place 3(1.5)

Note: One respondent selected two answers for the question: Why have you decided to wear
contact lenses? One respondent did not answer the question “Why did you decide to wear
contact lenses?” and another did not answer the question “Where did you buy your contact

lenses?

RGP-= rigid gas permeable.

Table 4: Motivation, type and purchase location reported by contact lens wearers interviewed

between May 2015 and October 2016 (N=196).

41 DISCUSSION

Due to the growing number of CL users in Brazil, is extremely important to understand

their profile and educate them about the importance of good hygiene and maintenance of

their lenses and cases to avoid the eye infections such as AK. A previous study conducted

by our group in Porto Alegre showed that CL wearers who developed AK did not consider

certain essential precautions, such as not swimming while wearing the lenses (SANTOS et
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al., 2018).

Although most of the participants in the present study reported that they do not wear
their CL while swimming in the sea or swimming pools, many did. Acanthamoeba spp. have
been detected in swimming pools and spas, which confirms that these protozoans have a
wide distribution in the environment and underscores the importance of not wearing CL in
aquatic environments (CAUMO et al., 2009; FABRES et al., 2016; STAGGEMEIR et al.,
2016; FABRES et al., 2018).

Multipurpose solutions were the most commonly used cleaning solutions, followed
by water, saline, and liquid soap. Although no current cleaning solution is effective against
Acanthamoeba spp., using multipurpose solutions is a positive factor, since they help
disinfect the CL and extend their useful life. Multipurpose solutions help remove protein
deposits and have lubricating properties that simplify the cleaning process (LUl et al., 2009).
However, multipurpose solutions alone are not enough to ensure proper CL maintenance.

Many CL wearers do not properly clean or replace their CL cases. By not doing so, a
stagnant environment is created that provides ideal conditions for biofilm formation, which
facilitates microorganism adhesion (PENS et al., 2008; SWEENEY et al., 2009; BELJAN et
al., 2013), including Acanthamoeba spp., a parasite unknown to most of the interviewees.

Since AK is considered a rare (JOSLIN et al., 2007) and poorly known disease
(PATEL et al., 2010), it is essential that CL wearers be provided with more information in
order to prevent it. Late diagnosis of AK is difficult to treat, often leading to corneal transplant
(ALVES et al., 2018; SANTOS et al., 2018).

Most respondents reported rubbing their CL to clean them. Rubbing is an extremely
important step that is often overlooked by CL wearers since, when combined with a
multipurpose solution, it removes the biofilm that can adhere to CL, thus preventing AK
(LIPENER & RAY, 2008).

Most of the interviewees reported purchasing their CL directly from their
ophthalmologists; only a few purchased them from optical shops, over the Internet, or in
more than one of these places. This is probably because patients rely strongly on their care
practitioners to choose the best lenses for them.

It is important that ophthalmologists provide patients with evidence-based advice
during medical appointments to prevent eye problems such as AK, which could lead to
vision loss and corneal transplant. Since the Brazilian medical system’s capacity for corneal
transplantation cannot keep up with the growing demand, it is necessary to implement
more effective public policies to adequately meet this demand and reduce time on corneal
transplant waiting lists (ALMEIDA et al., 2018).

Care practitioners reduce risk factors associated with CL through careful screening
of potential users, guiding patients about proper hygiene and maintenance (VIDOTTI et al.,
2006; BELJAN et al., 2013) and educating patients about alternative ways to correct their
vision.
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Many of the participants used soft lenses. Currently, several types of CL are made of
third-generation materials and provide better vision and greater comfort to those who wear
them. Soft lenses are clearly preferable due to their softness, oxygen permeability, comfort
and good tolerability by most users (OCANSEY et al., 2019). However, despite the fact that
all types of CL have been associated with AK, the greatest risk is associated with prolonged
daily use of soft CL rather than RGP lenses (ALVARENGA et al., 2000).

Most respondents from the public hospital used RGP lenses due to their type of visual
impairment. RGP lenses are used primarily for certain eye diseases, such as keratoconus or
high astigmatism, since it is one of the few options for achieving good visual acuity.

The majority of respondents in this study were young and female. This could be
related to the fact that women are more concerned about their appearance, and CL have
both optical and aesthetic advantages (e.g. colored lenses), as well as occupational, sports
and cosmetic advantages (CUKIERMAN & BOLDRIM, 2004). Another relevant finding was
the educational level of the interviewees, most of whom had some higher education, which
may be attributed to their age and socioeconomic class (OCANSEY et al., 2019).

Nevertheless, a considerable portion of the participants reported that they do not
follow medical instructions and are unaware of diseases that can affect them as a result of
poor CL hygiene and maintenance. Compliance with instructions about the proper care and
maintenance of CL and cases is a priority to avoid sight-threatening diseases.

51 CONCLUSION

The results of this questionnaire underscored the fact that constant vigilance
is required to properly maintain lenses and storage cases to avoid keratitis caused by
Acanthamoeba spp. and other eye diseases. Many patients do not follow medical guidelines,
unaware that poor hygiene habits can affect them. It is very important that these patients
receive proper orientation while adapting to CL to avoid health problems, such as AK, which
can lead to vision loss and the need for corneal transplantation.
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RESUMO: O Mayaro € um arbovirus, com RNAfita
Unica de polaridade positiva, pertencente a familia
Togaviridae e ao genéro Alfavirus. Circulante no
continente americano desde a década de 1950,
0 Mayaro apresenta-se através surtos em areas
rurais, ocasionados por variantes pertencentes
aos genétipos D, L, N e pelo recombinante
D/L. Mantido na natureza por ciclos enzoo6ticos,
acredita-se que o Mayaro tenha como principais
atores, primatas ndo-humanos e mosquitos
acrodendrofilicos dos géneros Haemagogous e
Sabethes. Clinicamente, a infec¢cdo por Mayaro
€ caracterizada por quadros febris, acrescidos
de artralgia com possivel progressdo para a
fase cronica. No Brasil, o Mayaro circula desde
a década de 1950, e vem ocasionando iniUmeros
surtos ao longo dos dUltimos anos. Embora
ocorra na Amazébnia e Cerrado, o Mayaro é uma
arbovirose negligenciada no Brasil. No entanto,
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esta arbovirose ameacga cada vez mais o pais,
especialmente devido ao seu impacto para
saude humana, sua dindmica epidemioldgica e
deficiéncias encontradas para o seu diagnostico,
prevencéo e controle. Desta forma, este trabalho
descreve as principais caracteristicas do Mayaro,
e aponta a necessidade de um olhar integral,
como a do tipo One Health, para um melhor
manejo desta ameaca no pais.
PALAVRAS-CHAVE: Mayaro;
Epidemiologia; Arboviroses;

Alfavirus;

MAYARO: A THREAT TO BRASIL

ABSTRACT: Mayaro is an arbovirus, with single-
stranded RNA with positive polarity, belonging to
the Togaviridae family and to the genus Alfavirus.
Mayaro virus circulates in the American continent
since the 1950s, and causes outbreaks in rural
areas, by variants belonging to the genotypes
D, L, N and by the recombinant D / L. Supported
in nature by enzootic cycles, it is believed that
Mayaro has the main actors, non-human primates
and acrodendrophilic mosquitoes of the genus
Haemagogous and Sabethes. Clinically, a Mayaro
infection is characterized by febrile conditions,
associated to arthralgia with possible progression
to the chronic phase. In Brazil, Mayaro has been
occurs since the 1950s, and has been causing
many outbreaks over the past few years. Although
it occurs in the Amazon and the Cerrado, Mayaro
is a neglected arbovirus in Brazil. However, this
arbovirus is increasingly threatening the country,
especially due to its impact on human health, its
epidemiological dynamics and deficiencies found
in its diagnosis, prevention and control. In this
way, this work describes the main characteristics
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of Mayaro, and highlight the need for a comprehensive look, such as the One Health vision,
for a better management of this threat in the country.
KEYWORDS: Mayaro; Alphavirus, Epidemiology; Arboviruses;

CARACTERISTICAS VIRAIS

O virus Mayaro (MAYV) & um arbovirus pertencente ao género Alphavirus e a
familia Togaviridae, e € tipicamente agrupado como um alfavirus do velho mundo. Assim
como outros Alfavirus, o MAYV apresenta um RNA de fita simples e polaridade positiva.
Este arbovirus possui um genoma de aproximadamente 11.5kb, que codifica 4 proteinas
nao estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) e cinco proteinas estruturais (C-E3-E2-6k-E1)
(ESPOSITO, D. L. A.; DAFONSECA, B. A. L., 2017).

5§ = nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 =c By ® Ef - K

GENOMA VIRAL

Figura 1: Genoma do MAYV. Genes que codificam as proteinas estruturais e nao estruturais
estéo posicionados da esquerda para a direita, respectivamente. Adaptado de Esposito & Da
Fonseca, 2017.

O gene codificante da proteina ndo estrutural 1 (nsP1), é uma regido do genoma
bem conservada entre os Alfavirus, e por esta razdo tem sido alvo de estudos para o
diagnostico de alfaviroses, bem como a identificagdo de Alfavirus ainda desconhecidos
(ROMEIRO, M. F. et al., 2016).

No que tange a diversidade genética do MAYYV, acredita-se que este ndo possua
variantes antigenicamente distintas, como ocorre no caso da dengue (DENV). No entanto,
estudos filogenéticos identificaram a ocorréncia de variantes de MAYV com certa homologia
entre si, e estes foram agrupados nos gen6tipos D, L, N e no recombinante D/L (AUGUSTE,
A. J. et al.,, 2015; MAVIAN, C. et al., 2017; revisto por LORENZ, C. et al., 2019).

CICLO ENZOOTICO

Em decorréncia de seu ciclo de transmisséo vetorial, 0 Mayaro é considerado um
arbovirus, ou seja, um agente viral transmitido por artropodes. No caso do Mayaro, o ciclo
transmissdo possui carater enzo6tico, mantido na natureza por primatas ndo-humanos
(PNH) e espécies de mosquitos acrodendrofilicos (figura 2), especialmente do género
Haemagogous e Sabethes (MOTA, M. T. O. et al., 2015; MACKAY, I. M. & ARDEN, K. E.
2016; KUNO, G. et al., 2017).
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ESQUEMA DO CICLO ENZOOTICO DE MAYARO.
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Figura 2: llustragdo de um ciclo enzoo6tico de Mayaro. *acredita-se que o MAYV também seja
transmitido a prole de culicideos infectados, através da via transovariana.

Evidéncias sorologicas de anticorpos anti-MAYV reforcam a manutencéo do ciclo
silvestre através de vertebrados como preguigas, marsupiais, roedores, quatis, artiodatilos,
primatas ndo-humanos e aves (VASCONCELOS, P. F. C. et al., 2001; DE THOISY, B. et al.,
2003). Neste sentido, Long e colaboradores (2011) demonstraram que a infectividade de
Aedes aegyptipor MAYV aumentava em até 5X, quando fémeas de mosquitos alimentavam-
se em roedores infectados por MAYV (LONG, K. C. et al., 2011).

No Brasil, ha relatos de ocorréncia de MAYV em populacdes de Aedes aegypti,
Culex quinquefasciatus, Mansonia venezuelensis, Sabethini spp. e Psorophora spp. Tendo
em vista a capacidade de o MAYV infectar Aedes, este fato salienta a possibilidade de
expansao deste arbovirus para areas mais urbanas e populosas do pais, em consideracéo
ao comportamento do Aedes aegypti (LONG, K. C. et al., 2011; SERRA, O. P. et al., 2016).
Dentre os anos de 2009-2010, Pauvolid-Corréa relata evidéncias sorologicas de MAYV em
Equideos na regido do Pantanal (PAUVOLID-CORREA, A. etal., 2015).
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ASPECTOS CLINICOS DE UMA INFECCAO POR MAYARO

Embora ainda se conhega pouco sobre o Mayaro, acredita-se que ap6s ser inoculado
no hospedeiro, o MAYV passa por um periodo de incubacdo que dura cerca de 03-11
dias, e provoca uma baixa viremia que geralmente cursa com quadros febris seguidos
de mialgia, cefaleia, dor retro-orbitéria, rash cutaneo, sangramentos, fotofobia, ictericia e
artralgias (MOURAO, M. P. G. et al., 2012).

Embora também esteja presente na fase aguda da doenga, a artralgia aliada
a cronicidade da ao MAYV o status de arbovirus artritogénico, assim como é para o
Chikungunya (CHIKV). Por este motivo, individuos infectados por MAYV podem desenvolver
poliartralgias de longa duracéo, resultantes de inflamacgdes crénicas em articulagbes (LEVI,
L. L. & VIGNUZZI, M., 2019).

Além dessas manifestagbes clinicas, casos de trombocitopenia e leucopenia
também s&o reportadas para a infecgdo provocada pelo MAYV (MACKAY, I. M. & ARDEN,
K. E. 2016).

HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA

De acordo com os registros, relata-se que O MAYYV tenha sido isolado primariamente
em 1954 nas ilhas de Trinad e Tobago, através de amostras sanguineas de 4 trabalhadores
de areas silvestres e uma moradora de zona urbana (ANDERSON, C. R. et al., 1957).
Desse periodo em diante, o MAYV tem circulado endemicamente nas Américas, vide Figura
3. (GANJIAN, N. & RIVIERE-CINNAMOND, A., 2020).

Como observado na figura abaixo, o Brasil se destaca como o pais que mais reporta
casos de MAYV nas Américas (figura 3), sendo responsavel por mais da metade dos
casos registrados (GANJIAN, N. & RIVIERE-CINNAMOND, A., 2020). Embora tenha sido
isolado em 1957 no Pard, grande parte do que se sabe sobre a epidemiologia do Mayaro
foi conhecida durante uma epidemia em 1978 na cidade paraense de Belterra, com cerca
de 55 casos confirmados laboratorialmente (PINHEIRO, J. et al., 1981).

Apos este periodo, registros no Brasil de circulagdo do MAYV sao reportados
especialmente na regido amazdnica e do planalto central (VASCONCELQOS, P. F. C. et al.,
2001, TAVARES-NETO, J. et al., 2004, DA SILVA-NUNES, M. et al., 2006, COIMBRA, T. L.
M. et al., 2007, FIGUEIREDO, L. T. M., 2007).
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CUMULATIVO DE CASOS REPORTADOS DE MAYV NO MUNDO (1954-2019).
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Figura 3: Mapa do cumulativo de casos de MAYV no mundo, evidenciando circulagdo exclusiva
nas Américas.

Embora a circulacdo de MAYV se dé majoritariamente em ambientes silvestres,
Goias, Paréa, Tocantins, Roraima, Mato Grosso, Amazonas, Amapa, Bahia, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul e Distrito Federal registraram surtos da doenga durante os anos de
2014 e 2016 (Brasil, 2016). Vieira e colaboradores (2015) detectaram o genoma de MAYV
em pacientes com suspeita de dengue na cidade de Sinop/MT durante os anos de 2011
e 2012, evidenciando a circulagdo do gendtipo L na regido onde ja havia sido detectada a
circulacao do gen6tipo D. Mais recentemente, Romeiro e colaboradores (2020) analisaram
cerca de 5.608 bolsas de sangue de doadores da cidade de Sdo Carlos/SP e reportaram a
presenca de anticorpos de anti-MAYYV classe IgM e IgG, o que sugere a dispersao do virus
para areas ndo endémicas (ROMEIRO, M. F. et al., 2020).

ALERTAS, DESAFIOS E DEMANDAS PARA O BRASIL

Através de um estudo de distribuicdo de casos de Mayaro na América do Sul, bem
como a analise de variaveis socioambientais, Lorenz e colaboradores (2019) apontaram
a regido do Cerrado brasileiro como o bioma mais relacionado com casos de Mayaro
na América do Sul. Além disso, os autores ainda relataram uma mudancga no padrdo de
distribuicdo da dos casos, que ao longo dos Ultimos anos vem ocorrendo nas areas mais
urbanizadas, aumentando o risco de novos surtos (LORENZ, C. et al., 2019).

Outro ponto importante e que merece atencdo das autoridades de vigilancia em
saude do pais, é a disperséo do virus da febre amarela (YFV) de regides endémicas para
o leste do pais (DELATORRE, E. et al., 2019). A importancia disso se da em razédo do
compartilhamento de vetores e hospedeiros nos ciclos enzodticos de YFV e MAYYV, ou seja,
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existe uma real possibilidade do entédo endémico MAYYV tracar a mesma rota de disperséao
do YFV para a regiao mais populosa do pais, e que inclusive é infestada por Aedes aegypti.

A GloPID-R, uma rede de organizagbes que financiam a pesquisa de doencas
infecciosas, ressaltou a necessidade de: a) vigilancia entomoldgica; b) de testes sorolégicos
que superem as reacdes cruzadas entre Alfavirus artritogénicos; c) o estabelecimento de
critérios clinicos para definicdo de casos suspeitos e confirmados de Mayaro; d) testes
moleculares multiplex para diagnostico diferencial em areas de co-circulagéo de alfavirus;
e) estudo de infeccdes sequenciais por Alfavirus; f) determinar a existéncia de sindrome
p6s-MAYV; e g) critérios para classificagdo genotipica das cepas de Mayaro (PEZZI, L. et
al., 2019).

CONCLUSAO

Como observado no decorrer deste capitulo, o Mayaro constitui uma grande ameaca
para o Brasil. Especialmente, por seu quadro clinico, que embora pouco conhecido, causa
uma doenca febril, artritogénica e com potencial de cronicidade dos casos; e pela sua
dindmica epidemiolégica, que além de casos humanos, envolve uma dezena de animais
hospedeiros e vetores. Atrelado a isto, bem como as possibilidades de surtos e disperséao,
e deficiéncias apontadas, este trabalho salienta a necessidade de intensa vigilancia,
especialmente abordagens do tipo One Health, para prevengéao e controle do MAYV no
Brasil.
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