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FORMACAO DE BIOFILME POR BACTERIAS
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RESUMO: Biofilmes sdo comunidades biolégicas
organizadas, onde as bactérias que os compdem
formam estruturas coordenadas e funcionais;
estes micro-organismos estdo submersos
em matrizes poliméricas produzidas por eles
proprios, para sua protecdo e desenvolvimento,
favorecendo relagbes simbioticas e permitindo a
sobrevivéncia em ambientes hostis. Sdo capazes
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de aderir a superficies inertes, e colonizar
material médico-hospitalar. Na formagéo inicial
do biofilme ocorre troca de substancias entre o
meio interno e o externo, através de gradiente
de concentracdo. Infecgbes relacionadas com
o biofilme normalmente representam enormes
desafios para a saude publica, devido a sua
capacidade de resisténcia a farmacos. No
hospedeiro, os biofiimes sdo fatores que
protegem os patégenos das defesas do sistema
imunologico, e oferecem prote¢cdo contra os
desafios mecanicos e quimicos, tornando-
os persistentes e resistentes a diferentes
tratamentos. Neste capitulo serdo vistos os
principais micro-organismos produtores de
biofilme e uma viséo geral de seus mecanismos
de atuacgéo.

PALAVRAS-CHAVE: Biofilmes; espécies
bacterianas; mecanismos de resisténcia em
biofilmes.

BIOFILM FORMATION BY BACTERIA

ABSTRACT: Biofiims are organized biological
communities, where the bacteria that compose
them, form coordinated and functional
structures; these microorganisms are submerged
in polymeric matrices produced for their
protection and development, favoring symbiotic
relationships, and allowing them to survive in
hostile environments. They can adhere to inert
surfaces and colonize medical and hospital
material. The initial formation of biofilm occurs
through an exchange of substances between
the internal and external environment, through a
concentration gradient. Biofilm-related infections
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typically pose enormous public health challenges due to their drug-resistance capacity. In
the host, biofilms are factors that protect pathogens from immune system defenses and offer
protection against mechanical and chemical challenges, making them persistent and resistant
to different treatments. In this chapter, the main biofilm-producing microorganisms and an
overview of their mechanisms of action will be seen.

KEYWORDS: Biofilms; bacterial species; resistance mechanisms in biofilms.

11 INTRODUGCAO

O biofilme é uma comunidade bioldégica com um elevado grau de organizagdo, onde
as bactérias formam estruturas coordenadas e funcionais, estando estas, embebidas em
matrizes poliméricas produzidas por elas préoprias. A associagdo dos micro-organismos em
biofilme constitui uma forma de protecéo ao seu desenvolvimento, favorecendo relacdes
simbibticas e permitindo a sobrevivéncia em ambientes hostis (NASCIMENTO et al., 2016).
Um dos principais fatores de viruléncia dos biofilmes é a capacidade dos micro-organismos
que o compdem aderirem a superficies inertes, e colonizarem material médico invasivo
como cateteres e préteses (SILVA et al., 2020).

A maioria dos micro-organismos vive dentro de um ecossistema estruturado por
biofiimes e ndo em vida livre. A formagéo de biofiime é um mecanismo de defesa que
assegura a sua sobrevivéncia em ambientes adversos - sdo amplamente definidos como
conjuntos de micro-organismos que se comunicam, empregando a detecgdo do qudérum
sessing e seus produtos extracelulares associados a uma interface ligados a superficie
bidtica ou abiética. A formacao de micro col6nias envolta por matriz de exopolissacarideo
(EPS) desenvolve-se promovendo uma agregacéo bacteriana, formando biofilmes com
formas reversiveis e irreversiveis (SILVA et al., 2020).

Sua formacdo tem inicio com ades&o primaria destas bactérias em sua forma
planctonica a uma determinada superficie; este processo é considerado complexo,
pois ocorre através da interagbes fisico-quimicas ndo especificas entre a bactéria e a
superficie abiotica (inanimada, como plastico e metais por exemplo). Esta interagédo ocorre
aleatoriamente, através de for¢a gravitacional, movimento browniano ou de forma ordenada,
através de mecanismos de cada patdégeno como quimiotaxia e motilidade através de
flagelos e pili. Este estado é reversivel, assim, realizado por interac¢des fisico-quimicas nao
especificas de longo alcance entre os micro-organismos, incluindo for¢as hidrodinamicas,
hidrofobicas, eletroestaticas, Forgcas de Van der Walls e for¢ca de atragcéo e repulsédo entre
esta interacéo, que sera o fator primordial para determinagéo desta fase de adeséo. Estes
mecanismos ainda estdo em fase de estudo e ndo sao totalmente elucidados (TRENTI;
GIORDANI, MACEDO, 2013).

Enquanto isso, a adesdo em superficies bibticas (células e tecidos animais e
vegetais por exemplo) é observada através de intera¢gdes moleculares mediadas por

ligacOes especificas (ligante-receptor). Depois de aderidos, ocorre a proliferacdo destes
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micro-organismos levando a um acumulo dos mesmos; sdo produzidas substancias que
tem a funcdo de atrair outros micro-organismos, e fazer com que as células bacterianas
produzam EPS, que se comporta como uma membrana protetora que recobre totalmente
a comunidade bacteriana, tornando o ambiente interno a ele diferenciado, assim, podendo
ocorrer alteracdes de pH, temperatura, umidade, producéo de toxinas, expressdo dos
fatores de viruléncia e até mesmo troca plasmidial (TASNEEM et al., 2018).

As substancias produzidas, fazem com que a densidade bacteriana aumente, através
da presenca de moléculas auto indutoras que ao se acumular induzem a transcricao de
genes especificos, regulando varias fun¢des bacterianas, como motilidade, viruléncia e a
capacidade de produgéo de EPS. Este processo de comunicag¢é@o pode ser encontrado em
diversos micro-organismos, muitas vezes associados a bactérias patogénicas e é referido
como Quorum sensing (sistema de comunicagao intra e interespécies de micro-organismos)
(SILVA et al., 2020).

A segunda etapa € a adesdo secundaria ou adeséo irreversivel. As bactérias que
se aderem a superficie (colonizadores primarios) passam a se multiplicar, formando macro
colénias, estas, comec¢am a sintetizar EPS e estabelecem o processo de ades&o. Durante
essa fase, os patdogenos sdo capazes de se ligar a células da mesma ou de diferentes
espécies (colonizadores secundarios), que podem utilizar o EPS como substrato, formando
agregados com os micro-organismos ja aderidos a superficie (STOODLEY et al., 2002,
MENOITA, 2012).

Apbs estruturado a formagéao inicial do biofilme, ocorre o processo de troca de
substancias entre 0 meio interno e o externo. Este transporte é possivel através do gradiente
de concentracéo, e pelos sinalizadores produzidos pelos micro-organismos, fazendo com
que o EPS seja mais seletivo, e as bactérias mais proximas a extremidades do mesmo
tenham o metabolismo mais ativo do que as que foram aderidas inicialmente (COSTA;
JUNIOR, 2017). O resumo de todo o processo de formagédo do biofilme se encontra na
Figura 1.
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Figura 1. Processo de formagao de biofiime.

Fonte: Os Autores, 2021.

Infecgbes relacionadas com o biofilme normalmente representam enormes desafios

para a saude publica, devido a sua capacidade de resisténcia a farmacos. No hospedeiro,

os biofilmes sé&o fatores que protegem os patdgenos das defesas do sistema imunolégico,

e oferecem protecéo contra os desafios mecéanicos e quimicos (MUHAMMAD et al., 2020).

21 PRINCIPAIS ESPECIES FORMADORAS DE BIOFILME

Diversas séo as bactérias formadoras de biofilmes de importancia clinica, sendo

muitas delas responsaveis pela cronicidade de um mesmo grupo de doencas. Os micro-

organismos comumente associados a infecgbes crénicas no ambiente hospitalar séo:

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella

pneumoniae, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis e Burkholdderia cepacia (ABDALLAH,
2014; MUHAMMAD et al., 2020) (Figura 2).

Microbiologia: Clinica, ambiental e alimentos 2

Capitulo 1



Figura 2. Principais bactérias formadoras de biofilme em material médico-hospitalar. A, Staphylococcus
sp; B, Pseudomonas aeruginosa; C, Klebsiella pneumoniae; D, Enterococcus faecalis; E, Proteus
mirabilis; e F, Burkholderia cepacia.

A, Fonte: https://pixnio.com/pt/fotos/ciencia/imagens-de-microscopia/staphylococcus-aureus; Autores:
Rodney M. Donlan, Ph.D., Janice Carr, USCDCP

B, Fonte DOI: 10.1371/journal.pone.0108478.g001
C, Fonte: https://arxiv.org/abs/1302.3663
D, Fonte: DOI: 10.5812 / jjm.30000
E, Fonte: DOI: 10.4161 / viru.2.5.17783
F, Fonte: https://genome.jgi.doe.gov/portal/bur94/bur94.home.html

Em seus biofilmes é possivel identificar polissacarideos em comum como manose,
galactose, glucose (mais abundantes) e N-acetil-glucosamina, &cido galacturénico,
arabinose, fucose, rhamnose e xilose. Algumas apresentam polissacarideos néo
especificos, mas que aumentam em resposta ao estresse, como o0 &cido colanico (antigeno
M) na Escherichia coli e o alginato na Pseudomonas aeruginosa (TASNEEM et al., 2018).

Em alguns casos, patdogenos responsaveis por quadros infecciosos agudos
recorrentes como o Haemophilus influenzae em infecgbes pulmonares, por exemplo,
acabam por danificar o 6rgdo possibilitando a colonizagdo por micro-organismos mais
agressivos, como a P. aeruginosa, levando a piora do prognéstico. Alguns trabalhos mais
recentes indicam que algumas cepas de H. influenzae também podem formar biofilme
(WALKER et al., 2017).

Em geral, as infecgbes relacionadas a biofilmes funcionam como agravantes de um
quadro clinico inicial que idealmente ndo pressupunha presencga bacteriana. Diante disso,
doencas de ordem genética ou doencas que ndo afetam 6rgédos ou tecidos especificos
(coragao, pulmao e rins, por exemplo) podem debilitar o paciente tornando-o susceptivel
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ao desenvolvimento de infecgbes, como é o caso da fibrose cistica. Outras enfermidades,
como infeccbes em proteses implantadas (PERCIVAL et. al., 2015), ferimentos cronicos
(SARHEED et al., 2016) e infec¢cbes em cateteres (SIMIONI et al., 2019) podem desenvolver-
se devido a caréncia de cuidados durante os procedimentos cirurgicos e ambulatoriais
envolvendo, inclusive, a microbiota do proprio paciente (COSTA; JUNIOR, 2017).

Independente do fator que tornou o individuo susceptivel a colonizagéo bacteriana,
torna-se importante conhecer as peculiaridades de cada espécie durante a formacéo de seu
biofilme, a fim de buscar as melhores estratégias para a sua erradicagcdo (MUHAMMAD et al.,
2020). No presente capitulo quatro patdgenos foram escolhidos para detalhamento estrutural
de seus biofilmes por impactarem negativamente no prognéstico de algumas doencgas

a. Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa compde o grupo dos bacilos Gram-negativos
ndo-fermentadores. Seu biofilme difere dos demais por sua matriz constituir-se
predominantemente de alginato (mondmeros de &cido manurdnico e acido gulurdnico),
polimero responsavel pela aparéncia mucoide das colénias quando cultivadas em meio
de cultura. Além disso, agucares como PEL-glicose e PSL-manose também podem ser
encontrados (FLEMMING et al., 2016).

O alginato aprimora a estrutura tridimensional do biofilme, previne a fagocitose
por células do hospedeiro e liga-se a antibidticos catibnicos como aminoglicosideos. A
regulacado da hidrélise do alginato mediante atividade enzimatica do biofilme ocorre através
de ativagao genética, e isso pode causar a liberagdo das células na superficie do biofilme,
contribuindo para a sua dispersao (OMAR et al., 2017).

Além do alginato, o segundo maior componente do biofilme de P. aeruginosa é
o DNA extracelular, que atua estabilizando a matriz do biofilme. E liberado através dos
mecanismos de sinalizagdo célula-célula e através de estruturas como pili e flagelo
(SHARMA et al., 2014).

Importante fator de viruléncia, o sistema quorum sensing de P. aeruginosa é regulado
a partir de dois tipos de moléculas sinalizadoras: N-acil-homoserina lactonas (do inglés
N-acylhomoserine lactones — AHL) e 4-quinolona (SHARMA et al., 2014). Quando em altas
concentragbes, essas moléculas indicam que a populagéo bacteriana esta aumentada e,
assim, ao ligarem-se a receptores especificos, estes sinalizam que deve ser restringida a
expressao de genes relacionados ao aumento da densidade celular. Além disso, o quorum
sensing é importante no controle da produg¢édo de pioverdina, piochelina e piocianina, os
quais sdo sideroforos (composto organico que atua na captagéo de ferro pelos organismos
como bactérias) (OMAR et al., 2017) e podem auxiliar na formagéo dos biofilmes; e na
prevencéao do acumulo de 6xido nitrico que € liberado durante respiragéo anaerébia sendo
toxico para esse patdbgeno quando em altas concentra¢cdes (SHARMA et al., 2014).

A P. aeruginosa cresce mais rapido quando em monocultura, formando um biofilme
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com estrutura semelhante ao formato de um cogumelo. A P. aeruginosa possui como um dos
mecanismos de defesa a baixa permeabilidade de membrana, pois o bacilo limita a entrada
de antibioticos ao alterar suas proteinas de transporte como as porinas, por exemplo. Isso
faz com que ocorra o efluxo de antibiéticos para fora da célula, ndo permitindo o acimulo

dos mesmos no citoplasma da célula bacteriana (FLEMMING et al., 2016).

b. Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis

Do género Staphylococcus, destacam-se duas espécies relacionadas a infec¢des
nosocomiais: S. aureus (coagulase positivo) e S. epidermidis (coagulase negativo). O
S. aureus pode ser encontrado colonizando adultos saudaveis e seu aparecimento em
infecgOes nosocomiais deve-se a contaminagéo advinda do proprio paciente ou da equipe
que lhe presta atendimento (SCHILCHER; HORSWILL, 2020).

Por outro lado o S. epidermidis, que compbe a microbiota epitelial humana, &
comumente encontrado em pacientes imunocomprometidos, embora também esteja
presente em pacientes sadios, causando infeccées devido ao contato com mucosas,
traumas ou implantes (OTTO, 2018). Ambos sdo patdgenos oportunistas que podem
apresentar fenétipo formador de biofilmes.

Em estudo publicado por Rohde e colaboradores (2007) com cepas isoladas de
proteses articulares de quadril e joelho, cerca de 69% das cepas pesquisadas de S.
epidermidis apresentaram fenétipo formador de biofilme; enquanto parao S. aureus, todas as
cepas expressaram esse fenoétipo. Em estudo com cateteres urinarios infectados por essas
mesmas bactérias formadoras de biofilmes foi observado que a utilizagao de vancomicina
eliminava apenas as bactérias plancténicas, incluindo as resistentes a meticilina (MRSA),
mas o biofilme se mantinha como uma espécie de reservatoério bacteriano. Os autores
concluiram que, visando a erradicagdo bacteriana, a infecgdo por S. aureus requereria
maiores cuidados que a infecgdo por S. epidermidis principalmente quando se trata de
cepas resistentes MRSA, causadoras das infecgdes mais graves (BATISTA et al., 2018).

As cepas do género Staphylococcus formam um biofilme multicamada envolto por
glicocalice ou por slimes, que sdo estruturas semelhantes a cpsulas que auxiliam na
aderéncia a superficies de células e de implantes sintéticos enquanto inibem a fagocitose pelas
células de defesa do hospedeiro. A parede da célula bacteriana é constituida principalmente
por peptideoglicano, além de acido ribitol teicoico (Polissacarideo A em S. aureus) e acido
glicerol teicéico (Polissacarideo B, fator de viruléncia em S. epidermidis) (OTTO, 2018).

Quando o &cido teicoico é ancorado a lipidios de membrana é conhecido como &cido
lipoteicoéico. O biofilme, portanto, é composto por esses polissacarideos e por proteinas
bacterianas e do hospedeiro. Ambas as espécies tém a capacidade de expressar diversas
adesinas que permitem sua fixagcdo em proteinas da matriz extracelular do hospedeiro,
favorecendo sua adeséo a superficies poliméricas ou metalicas presentes em implantes,
por exemplo (SCHILCHER; HORSWILL, 2020).
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Dentre a adesinas, a responsavel pela adeséo intercelular € conhecida como adesina
polissacaridica intercelular (polysaccharide intercellular adhesin, PIA) também chamada de
poli-N-acetil- glucosamina (PNAG). Considerada importante fator de viruléncia, essa adesina
é formada pelo polissacarideo poli-N-acetil-B (1,6)-glucosamina cuja produgéo pode ser
estimulada por condigdes de anaerobiose como, por exemplo, em biofilmes formados em
ferimentos profundos. Quando desacetilada, a PIA libera grupamentos que tornam o ambiente
positivamente carregado, o que facilita a adesao entre as células, pois essas possuem carga
negativa em sua superficie devido a presenca do acido teicoico (OTTO, 2018). Além da
proteina polissacaridica intercelular, o DNA extracelular (¢éDNA) exerce papel importante na
formacgéo de biofilmes desse género, pois a proximidade entre células proporcionada pelo
biofilme somada a presenca de eDNA fornecem as condi¢cGes necessérias para a troca de
material genético. O eDNA atua como componente estrutural da matriz polimérica, facilita a
agregacao intercelular e contribui como fator de viruléncia, entre outras fungées. Em biofilmes
de S. aureus é visto como uma importante adesina estrutural para a matriz do biofilme, se
comparado ao biofilme de S. epidermidis (DOROSHENKO et al., 2014).

A presenca de proteinas de superficie pode influenciar os micro-organismos de
maneiras diferentes. A formacdo de biofilme de S. aureus também estd associada com
a producéo de proteinas ancoradas a superficie e, quando estas sdo degradadas por
proteases, a formacdo de biofilme € inibida, contrariamente ao que acontece com S.
epidermidis em que a formacgéo é estimulada (ARCIOLA; CAMPOCCIA; MONTANARO,
2018).

Além de cepas PIA-dependentes, para uma mesma espécie € possivel encontrar
cepas conhecidas como PIA-independentes que utilizam adesinas diferentes durante a
adesdo primaria a superficie e, assim constituir o biofilme. Cepas de S. epidermidis e S.
aureus, por exemplo, utilizam respectivamente as proteinas Aap e Bap como adesinas
intercelulares, enquanto algumas cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)
utilizam proteinas ligantes de fibronectina (fibronectin-binding proteins, FnBPs) que atuam
no biofilme em maturagéo (SCHILCHER; HORSWILL, 2020).

As alteragdes genéticas como a delegdo de um dos genes relacionados a produgéo
de adesinas influéncia de maneira diferente cada uma dessas proteinas (PIA e FnBPs). A
delegé@o do gene atl, por exemplo, causa prejuizo na formagéo de biofilmes dependentes
de proteinas ligantes de fibronectina, mas ndo ha modificacdo na formacao de biofilmes
dependente de PIA. Outros genes que, quando bloqueados, interferem nessas duas
adesinas dificultando a formacgéao de biofilmes em superficies de poliestireno (OTTO, 2018).

Diferentemente do que ocorre com as bactérias Gram-negativas, a comunicagéo
célula-célula através do quorum sensing ocorre de outra forma em bactérias Gram-
positivas: a expressdo dos genes que regulam o quorum sensing diminui conforme o
biofilme vai sendo formado durante a infecgéo, facilitando o desprendimento das bactérias

e consequente dispersdo dessas a partir de uma redugéo na expressao de adesinas como
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a PIA (ARCIOLA; CAMPOCCIA; MONTANARO, 2018).
c. Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae € um patdgeno que costuma acometer o trato respiratorio
superior e inferior humano, associado a doengas como otites do ouvido médio, sinusites
e complicagdes de doencas pulmonares como bronquite cronica e fibrose cistica (FC).
Compode os bacilos Gram-negativos pleomoérficos (cocobacilos). Esta espécie é dividida
entre cepas tipaveis (qQue reagem com os sorotipos a-f) e ndo-tipaveis (que nédo reagem
com os mesmos sorotipos) (ROMANELI et al., 2018).

A cepa conhecida como néo-tipavel (Haemophilus influenzae Non-typeable - NTHi)
néo possui capsula e é tida como formadora de biofilmes, contribuindo para a persisténcia
bacteriana e patogénese de doencas. Além disso, apresenta-se como componente da
microbiota natural da nasofaringe, podendo atuar como patégeno oportunista na otite
média recorrente (VERMEE et al., 2019).

Para a formagdo de um biofilme a adesdo & essencial, permitindo que ele se
desenvolva e resista a resposta inflamatéria do hospedeiro, por exemplo. Nesse aspecto,
ao contrario de outras espécies bacterianas, o H. influenzae néo-tipavel possui as proteinas
HMW1 e HMW?2, a Hia e o pilus hemoaglutinante como fatores de aderéncia (VAN HOECKE
et al., 2016).

As proteinas HMW1 e HMW 2, ao serem expressas nas cepas de H. influenzae,
permitem a colonizagdo mais rapida da nasofaringe. Segundo Krasan e colaboradores
(1999) em estudo com isolados de nasofaringe e ouvido médio de criancas, essa bactéria
tem a fungé@o de promover também a adesé&o entre diversas células epiteliais humanas, mas
aparece em menor propor¢do que as duas adesinas anterioriormente citadas. A aderéncia
ao muco respiratério e a fibronectina deve-se a presenca de pili ou fimbria (ROMANELI et
al., 2018).

Além dessas adesinas, a proteina externa de membrana P2, que é basicamente uma
porina fortemente imunogénica contribui para o desenvolvimento de doengas crbnicas. Ela
protege o H. influenzae da acao de anticorpos, através da interagdo com a mucina presente
no muco, devido ao reconhecimento dos oligossacarideos ligados ao acido sialico que
compdem essa molécula. Essa prote¢éo ndo impacta em individuos com fungdo mucociliar
normal, mas é preocupante em individuos com fibrose cistica. Nesses casos, os pacientes
passam a ter dois fatores que contribuem para o surgimento de infec¢bes: a presenca
de muco viscoelastico nos pulmdes devido a FC, que predispde a adeséo e colonizagéo
bacteriana, e as adesinas inerentes ao patdgeno, que favorecem a sua liga¢do a superficie
de um epitélio pulmonar doente (VERMEE et al., 2019).

Em estudo de Lopes, Azevedo e Pereira (2015) avaliou-se in vivo a presenca de
estruturas (agrupamentos celulares envoltos por matriz polimérica) correspondentes a
formagéo de biofilmes de NTHi utilizando amostras de lavado broncoalveolar de pacientes
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fibrocisticos jovens, sendo a primeira evidéncia de que esses biofilmes estariam presentes
no pulméo, visto que diversos estudos na literatura mencionavam esses biofilmes na
otite do ouvido médio, mas ndo em doengas pulmonares como a fibrose cistica. Das dez
amostras analisadas, em duas foram encontradas evidéncias morfologicas (constituicdo de
microcoldnias) que sugeriam a presenca de biofilme.

Para comprovar esse resultado, testou-se in vitro a capacidade de formagéao de
biofiimes dessas cepas néao-tipaveis de H. influenzae. Dez isolados clinicos formaram
biofilmes em superficies plasticas. A fim de transpor os resultados para a perspectiva in
vivo, os isolados cujos biofilmes apresentaram- se robustos foram submetidos a culturas
de epitélio das vias aéreas e observou-se a formacgéo de biofilmes na superficie apical das
células, comprovado também por microscopia. Como o muco produzido pelas células durante
a cultura poderia ser confundido com o biofilme, devido a sua constituicdo semelhante
a matriz polissacaridica desse, os autores utilizaram cepas de H. influenzae contendo
mutacdes nos genes que expressam o &cido sidlico ligado ao esqueleto polissacaridico que
forma a matriz polimérica do biofilme para confirmar os achados com os isolados clinicos.

As cepas contendo a mutagdo ndo produziram biofilmes robustos como os
produzidos pelas cepas isoladas dos pacientes, com auséncia dessa mutagdo. Esses
resultados sdo relevantes, pois indicam que seria interessante tratar pacientes fibrocisticos
ainda assintomaticos, uma vez que o H. influenzae acaba por danificar o tecido pulmonar

facilitando ainda mais a colonizag&o por patbgenos mais agressivos, como a P. aeruginosa.

31 INFECCOES POLIMICROBIANAS

Evidéncias clinicas sugerem que infec¢cdes polimicrobianas sdo mais severas
em fungdo da atuagdo sinérgica dos micro-organismos. Por exemplo, em co-cultura,
0 H. influenzae produtor de B-lactamase aumenta a relagdo CIM/CBM (Concentracéo
Inibitéria Minima/Concentragéo Bactericida Minima) da amoxicilina para o Streptococcus
pneumoniae. A P. aeruginosa em co-cultura com S. aureus aumenta a infeccdo em ratos
(WOLCOTT et. al., 2013). Uma caracteristica importante das espécies de Pseudomonas,
segundo Ochoa e colaboradores (2015), € justamente a sua capacidade de adquirir e
trocar material genético com outras espécies causadoras de infecgdes nosocomiais, como
a Klebsiella pneumoniae e a Escherichia coli.

A presenca de biofilmes polimicrobianos pode influenciar positivamente na
perpetuacdo de espécies patogénicas. Na co-cultura de H. influenzae com Moraxella
catarrhalis, que é também um patdgeno oportunista das vias aéreas, a presenca de M.
catarrhalis aumentou a resisténcia das cepas de H. influenzae a ampicilina. Quando
testada a associagcdo de ampicilina e acido clavulanico sobre o biofilme polimicrobiano,
esse efeito foi anulado, permitindo a constatagéo de que a produgéo de B-lactamases por
parte da M. catarrhalis contribui para a diminui¢cdo da susceptibilidade do H. influenzae aos
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antimicrobianos. O mesmo aconteceu quando o biofilme foi exposto a sulfametoxazol e
trimetoprima (DUNNE et al., 2018).

Algumas substancias séo utilizadas pelo biofilme para aumentar a sua resisténcia.
No Mycobacterium smegmatis, o biofime aumenta o sequestro de ferro que induzem a
expressao de transportadores, como bomba de efluxo (MOTHIBA et al., 2015).

O biofilme em C. pseudotuberculosis forma uma matriz complexa de polissacarideos
e outros agregados que pode aderir em superficies orgénicas ou inorganicas, além de
manter a bactéria protegida, aumentando a sua resisténcia contra agentes externos. Para
entender melhor essa dindmica de agregados moleculares, as bactérias intracelulares,
como as micobactérias, além de possuir toda a estrutura de um biofilme comum, também
podem desenvolver outras estruturas na interface, j& que essas bactérias possuem
diferentes composi¢céo da matriz extracelular do biofilme, principalmente pela presenga de
niveis elevados de lipideos (SA et al., 2013).

Os mecanismos de resisténcia utilizados pelo biofilme s&o aqueles que compdem
0 seu agregado molecular, a saber, o glicocalice, uma estrutura flexivel que regula o
crescimento do biofilme usando a eletrostéatica unindo forgas de Van der Waals e ligagcbes
de hidrogénio, promovendo a adesdo e coesao do biofilme, auxiliando na maturagédo do
biofilme (DUNNE et al., 2018).

Enzimas que degradam substéncias toxicas como compostas fenolicos e metais
pesados também porporciona a defesa do biofilme. Alguns genes estédo relacionados a
essa resposta, o gene RpoS, uma subunidade dos fatores sigmas. Esse mesmo fator pode
controlar outros genes que determinam a tolerancia ao estresse, enquanto outras regulam
o rearranjo fisiolégico na bactéria em condi¢cbes de estresse. Essa resposta pode resultar
em aumento da resisténcia a agcdo de biocidas (MOTHIBA et al., 2015).

41 CONCLUSAO

Entender o dinamismo de como bactérias plancténicas formam o biofilme pode
elucidar o seu mecanismo molecular de patogenicidade e resisténcia. Identificar e inibir os
genes responsaveis pela formacao de biofilme € uma abordagem inovadora e efetiva para
minimizar a resisténcia de biofilmes bacterianos que provoca varias perdas econdmicas,
quer seja na saude humana, animal e na industria.

As bactérias formadoras de biofilmes como P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis
e H. influenzae apresentaram-se como as mais prevalentes e, ao entrarem em contato com
o hospedeiro, acabam por contribuir para o desenvolvimento de uma infecgéo cronica e de
dificil tratamento. Relatos na literatura indicam que, para a erradicagdo dos biofilmes, séo
necessarias concentragdes cerca de 100 a 1000 vezes superiores do que as utilizadas na
farmacoterapia para micro-organismos na forma planctonica, levando a persisténcia do
micro-organismo e até inviabilizando o tratamento das infecgbes por causadas por eles.
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RESUMO: O presente estudo teve como objetivo
avaliar a qualidade microbiolégica da agua de
pocos residenciais, consumida pelos moradores
no entorno do cemitério Santo Antbénio, na
cidade de Porto Velho — RO. Foram coletadas
100ml de agua de 8 casas, com intervalo de um
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més no periodo de margo a setembro de 2017.
Sendo realizadas andlises microbiolégicas no
laboratério de analise de 4gua da SEDAM. Os
resultados mostraram que houve contaminagdes
por coliformes totais e termotolerantes em
todas as amostras, acredita-se que a falta de
higienizagdo periddica dos pogos por parte dos
consumidores e a falta de tratamento correto
para tornar a agua potéavel pode ter influenciado
nos resultados presentes. Todos os resultados
foram baseados na Resolugdo CONAMA n° 396
de 2008.

PALAVRAS-CHAVE: Agua.
Contaminagéo. Coliformes.

Microbiologia.

EVALUATION OF THE
MICROBIOLOGICAL QUALITY OF WATER
FROM RESIDENTIAL WELLS IN THE
SURROUNDINGS OF SANTO ANT CENIO
CEMETERY, IN THE CITY OF PORTO
VELHO-RO/BRAZIL

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the
microbiological quality of water from residential
wells, consumed by residents around the Santo
Antbnio cemetery, in the city of Porto Velho - RO.
100ml of water were collected from 8 houses, with
an interval of one month from March to September
2017. Microbiological analyzes were carried out
in the water analysis laboratory of SEDAM. The
results showed that there were contaminations by
total and thermotolerant coliforms in all samples,
it is believed that the lack of periodical sanitation
of the wells by consumers and the lack of correct
treatment to make the water drinkable may have
influenced the present results. All results were
based on CONAMA Resolution No. 396 of 2008.
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INTRODUCAO

Sabe-se que a 4gua é um recurso natural, indispensavel para a vida humana, pois
0 ser humano possui 75% de seu organismo composto por agua. As aguas recobrem cerca
de 80% da superficie terrestre estdo concentradas principalmente em oceanos e mares.
Apenas uma quantidade inferior a 2,5% é encontrada nos continentes, em rios, lagos e no
subsolo ou em geleiras (MARTINS, BIGOTTO, VITIELLO, 2010).

Com o crescimento urbano desordenado, as aguas contaminadas s&o objetos de
preocupacéo e de estudos. Esse crescimento tem gerado concentragéo de poluentes mal
gerenciados criando um ambiente propicio a poluicdo das reservas hidricas subterraneas
(CAMPOS et al, 2011).

Segundo a ONU, atualmente, estima-se que 2,1 bilhbes de pessoas no mundo
vivam sem agua propria para o consumo humano. Organizacédo alerta que degradacéao
ambiental, crescimento populacional e mudancgas climaticas poderdo agravar desafios de
oferta e disponibilidade dos recursos hidricos (ONU, 2019).

Trinta e cinco milhdes de brasileiros ndo sdo abastecidos com agua potavel e quase
metade da populagao (48%) nao tém coleta de esgotos. (Instituto Brasil, 2018)

Em Porto Velho, segundo Pereira et al. (2009) o controle de qualidade de agua
destinada ao consumo humano, desde os sistemas produtores (mananciais, captacgao,
tratamento) aos sistemas de distribuicdo (reservatoério, redes), é realizado pelo Laboratério
Central de Controle e Qualidade da Companhia de Aguas e Esgotos de Rondénia (CAERD).
Este monitoramento é regulamentado pela Portaria n. 2.914/MS de 12 de dezembro de
2011 do Ministério da Saude que determina padrdo de qualidade da agua.

Segundo Castro et al. (2017), as doengas como diarreia infecciosa, colera, hepatite A,
esquistossomose, entre outras sao causadas principalmente pela auséncia de saneamento
bésico.

O presente estudo tem como objetivo analisar a agua de pogos residenciais, com
foco na avaliagdo da qualidade microbioldgica da 4gua consumida pelos moradores in loco
no entorno do cemitério Santo Anténio, na cidade de Porto Velho — RO.

MATERIAL E METODO

Foram analisadas agua do poco de 8 casas, no entorno do cemitério Santo Antdnio,
em Porto Velho — RO, nos meses de margo, maio, julho e setembro. Totalizando 4 amostras
por casa. Considerando a dificuldade de acesso direto aos pogos, as amostras foram
coletadas com auxilio da mangueira acoplada a bomba d’agua do pogo.

Conforme o Manual de orientacdo de coleta de agua e amostras ambientais do
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LACEN (2018), fez-se a higienizagdo da mangueira da bomba antes da coleta, utilizando
alcool 70°, deixando escoar a 4gua em vaz&o alta por cerca de 2 a 3 minutos, que tem por
objetivo eliminar os possiveis residuos retidos na mangueira. Coletou-se 100ml de agua
em recipiente estéril. As amostras foram armazenadas imediatamente em isopor sobre
refrigeracdo e levada ao laboratorio da SEDAM.

As amostras passaram por andlise microbioldgica no laboratorio de anélise de 4gua,
utilizando a técnica de membrana filtrante (MF) 24 hs, meio — Chomocult Coliform Agar,
aplicando-se como parametro a resolucdo CONAMA 396 de 03/04/2008 que estabelece

diretrizes para aguas subterraneas de consumo humano.

RESULTADOS

Os resultados microbiol6gicos das coletas realizadas nos meses de mar¢o, maio,
julho e setembro foram positivas, indicando a presenca de coliformes totais e termotolerantes
em todos os laudos (tabela 1).

Casas Colif_ormes Coliformes Termotolerantes/
Totais/100mL 100mL

1 Positivo positivo

2 Positivo positivo

3 Positivo positivo

4 Positivo positivo

5 Positivo positivo

6 Positivo positivo

7 Positivo positivo

8 Positivo positivo

Tabela 1 - Resultados microbiol6gicos da coleta realizada em margo, maio, julho e setembro.

No segundo més de analise (maio), 0 menor quantitativo de coletas se deu devido
a auséncia dos moradores em suas residéncias, impossibilitando assim a realizagdo da
coleta.

DISCUSSAO

Corroborando com Saraiva (2015) e Castro (2017), a média do PH da agua (4,64)
também se encontra fora do recomendado pela Portaria n° 2.914 de 12 de dezembro
de 2011, onde recomenda-se que o valor de pH seja mantido entre 6,0 e 9,5. O padrao
microbiolégico de potabilidade da agua para consumo humano analisado em 100 ml deve
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ser 0 para coliformes totais e termotolerantes.

Segundo Almeida (2017), as analises bacterioldégicas fornecem indicadores
consistentes de contaminagdo de origem humana ou animal, porém, os resultados obtidos
nos quatro pogos amostrais demonstraram auséncia para os pardmetros Coliformes totais
e Escherichia Coli. As analises bacteriologicas néo indicam influéncia do cemitério.

Conforme o trabalho de Sales e Lacerda (2017), foram observadas contamina¢des
bacteriolégicas nas amostras, sendo a contaminacdo mais elevada na regidao periférica
da cidade e a de menor indice nas proximidades do cemitério. Nas coletas realizadas nas
proximidades do cemitério Santo Antonio, também houve a presencga de coliformes, porém
a contaminacao sugere a interferéncia de diversos fatores.

Medidas que podem ser tomadas é adotar uma delimitacdo da area ao redor do
pogo, ou seja, estabelecer uma distancia entre as moradias, com o fim de minimizar uma
possivel contaminagdo microbiolégica e propagacédo de doencas de transmissao hidrica.
(CASTRO et al., 2017)

CONCLUSAO

ApO6s anélise da 4gua durante o periodo de pesquisa, foram emitidos pelo laboratério
de analise de aguas da SEDAM os laudos com os resultados para os moradores, junto
com os laudos foram entregues folheto demonstrativo com as formas de tratamento da
agua para consumo e 0s riscos que os agentes patogénicos (coliformes) geram, bem como
vidros de hipoclorito a 2,5%.

A contaminagdo da agua desencadeia doengcas como hepatite, colera,
esquistossomose entre outras, o que sugere que a fonte poluidora nédo se restringe apenas
ao potencial produzido pelo cemitério, mas também a auséncia de saneamento béasico no
local, bem como a proximidade da fossa ao poco.

Tendo a agua como pilar fundamental para a conservacao dos seres vivos, visto
que a sociedade vem enfrentando uma extensa crise na distribuicdo de agua potavel,
acarretado principalmente pelo crescimento populacional, € necessaria conscientizagédo
ambiental por parte da populagédo em geral, para que ndo chegue a escassez ou extingdo
dessa preciosidade essencial para a vida.

AGRADECIMENTOS

Centro Universitario Sdo Lucas e Secretaria de Estado do Desenvolvimento
Ambiental — SEDAM.

Microbiologia: Clinica, ambiental e alimentos 2 Capitulo 2



REFERENCIAS

ALMEIDA, Jéssica Nunes de; RAMOS, Matheus Lisboa; VIROLI, Sérgio Luis Melo. Avaliagéo dos
paréametros fisico-quimicos e microbiol6gicas das dguas subterraneas entorno do cemitério Bom Jesus
no municipio Paraiso do Tocantins. In: 82 Jornada de iniciacéo cientifica e extensdo do Instituto
Federal do Tocantins. 2017.

BUZANELLO, Elizandra Bruschi; MARTINHAGO, Makelly Wickert; ALMEIDA, Milene Miranda; PINTO,
Fabiana Gisele da Silva. Determinacéo de Coliformes Totais e Termotolerantes na Agua do Lago
Municipal de Cascavel, Parana. Revista Brasileira de Biociéncias, Porto Alegre, v. 6, supl. 1, p. 59-
60, set. 2008.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Coordenagéo Geral de Vigilancia
em Saude Ambiental. Portaria MS n°. 518, de 25 de margo de 2004. Estabelece os procedimentos e
responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu
padréo de potabilidade, e da outras providéncias. Brasilia, 2005. Disponivel em: <http:/bvsms.saude.
gov.br/bvs/publicacoes/portaria_518_2004.pdf> Acesso em: 28/05/2015.

BRASIL. Conselho Nacional do Meio Ambiente. Resolugdo no 396, de 03 de abril de 2008. Dispde
sobre a classificacdo e diretrizes ambientais para o enquadramento das aguas subterraneas

e d& outras providéncias. Disponivel em: <http://www.mma.gov.br/port/conama/legiabre.
cfm?codlegi=562> Acesso em: 27/05/2015.

CABRAL, Jo3o Victor Rodrigues; SANTOS, Gabriehla Diedsitsch Dos; MAZZA, Felipe Cury; SANTOS,
Vera Lucia Pereira dos. Investigacdo de passivos ambientais em pogos de agua proximos a um
cemitério situado na cidade de Curitiba-PR. Disponivel em: <http:/portaldeperiodicos.unibrasil.com.
br/index.php/anaisevinci/article/view/864/840> Acesso em: 28/05/2015.

CASTRO, Martrick Senna Cruz de; SOEIRO, Emmanuelle Tostes; SOUSA, Leonardo Fernandes

de Lima; GAIA, Luciana Abud Miranda Ayan; FERREIRA, Raphael de Abreu. Analise das aguas
subterréaneas em torno do cemitério parque das palmeiras no municipio de Marituba no ano de 2017.
In: VIIl Congresso Brasileiro de Gestao Ambiental Campo Grande/MS — 27 a 30/11/2017.

COSTA, Mayame Martins; AMORIM, Irenice Aleixo; EDUARDO, Laura Maria; LAUTHARTTE, Leidiane
Caroline; BASTOS, Wanderley Rodrigues. Diagnostico da qualidade de agua no entorno de cemitério
em Jaci-Parana (RO), amazénia ocidental. lll Congresso Brasileiro de Gestdao Ambiental Goidnia/
GO - 19 a 22/11/2012.

DOS SANTOS, Aline Gomes da Silva; MORAES, Luiz Roberto Santos; NASCIMENTO, Sérgio Augusto
de Morais. Qualidade da agua subterranea e necrochorume no entorno do cemitério do campo santo
em Salvador-BA. Revista Eletronica de Gestao e Tecnologias Ambientais (GESTA), v. 3, n. 1, p.
39-60, 2015.

DOS SANTOS, Raimundo Nonato do Espirito Santo; LEAL, Vanessa Mendonga Camargo. Avaliagao
fisico-quimica e microbiologica das aguas subterraneas no entorno do cemitério do bairro do Aeroporto,
nucleo Cidade Nova. Revista dguas subterraneas. 2011.

LACEN — Laboratério Central de Satde Publica. Manual de Orientacéo para Coleta de Agua e
Amostras ambientais. Disponivel em: <http:/lacen.saude.sc.gov.br/arquivos/MOCAAA.pdf> Acesso
em: 26/12/2017.

Microbiologia: Clinica, ambiental e alimentos 2 Capitulo 2 “



MARTINS, D.; BIGOTTO, F.; VITIELLO, M. Geografia: Sociedade e cotidiano. Sdo Paulo: Editora
Escala educacional. 1? edi¢do, Volume 1, 2010.

ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS: Em dia mundial, ONU pede acesso universal a servigos de
agua e saneamento. Disponivel em: <https:/nacoesunidas.org/em-dia-mundial-onu-pede-acesso-
universal-a-servicos-de-agua-e-saneamento/> Acesso em: 23/03/2019.

OECO: Trinta e cinco milhdes de brasileiros ndo tém acesso a agua potavel. Disponivel em <https:/
www.oeco.org.br/blogs/salada-verde/trinta-e-cinco-milhoes-de-brasileiros-nao-tem-acesso-a-
agua-potavel/> Acesso em 23/07/2019.

PEREIRA, Marcio; SILVA, Ana; GASTAO, Tais; CARVALHO, Tatiane; IMADA, Katiuscia; ARANHA, Luiz
Camargo. Estudo da Potabilidade de Agua para Consumo no Bairro Triangulo e Vila Candelaria, Porto
Velho — Rondénia — Brasil. Revista Saber Cientifico. Porto Velho, v.2, n.1, p. 28-36, jan./jun.,2009.

SARAIVA, Ives San Diego; LIMA, Aurizete; CASTRO, Shelley; LIMA, Marinete; Gomes Maura; COSTA,
Verdnica. Andlise fisico-quimica da agua do lencol freatico do cemitério nossa senhora Aparecida,
Manaus, AM. Anais do | Congresso de Ciéncia, Educacdo e Pesquisa Tecnoldgica. v.1, p. 103-1086,
2015.

SALES, Maria Edina Soares; LACERDA, Maria Conceicéo. Andlise de coliformes totais e
termotolerantes em agua de pogo de residéncias no municipio de Presidente Médici, Rondonia. Rev.
Saberes UNIJIPA, Ji-Parana, \ol. 6 n° 1 Jul/Dez 2017.

SOUSA, Natalia Cristina Figueira; GAZOLA, Helen Queite Guterres Barros; ALVES, Ester Rosalina
da Silva; SILVA, Olivia Bezerra. Analise fisico-quimica e bacterioldgica de coliformes totais e
termotolerantes da dgua de consumo distribuida aos alunos de 3 creches privadas do setor leste da
cidade de Porto Velho — Rondbnia. Revista Saber Cientifico, Porto Velho, v. 5, n. 1, p. 24-32, 2016.

XAVIER, Natiele Silva.; OLIVEIRA, Acir Braido.;SILVA, Ederly Santos.; PINHEIRO, Sérgio Alves.;
Alves, Everson Ribeiro. Anélise de impacto ambiental pelas potencialidades de contaminagao por
necrochorume em um cemitério na cidade de Ariguemes-RO. In: V Congresso Brasileiro de Gestao
Ambiental. Belo Horizonte/MG — 24 a 27/11/2014.

Microbiologia: Clinica, ambiental e alimentos 2 Capitulo 2 “


https://nacoesunidas.org/em-dia-mundial-onu-pede-acesso-universal-a-servicos-de-agua-e-saneamento/
https://nacoesunidas.org/em-dia-mundial-onu-pede-acesso-universal-a-servicos-de-agua-e-saneamento/

CAPITULO 3

ANALISE MICROBIOLOGICA DA FARINHA DE
MANDIOCA (Manihot esculenta, Crantz) DO TIPO
UARINI, COMERCIALIZADA NA FEIRA DA MANAUS
MODERNA NA CIDADE DE MANAUS-AM

Data de aceite: 01/09/2021
Data de submissao 04/06/2021

Hualef Sérgio da Silva Pereira

Académico do Centro Universitario do Norte-
UNINORTE, Curso de Biomedicina
Manaus-Amazonas

Raynara Inacio de Aratjo

Académico do Centro Universitario do Norte-
UNINORTE, Curso de Biomedicina
Manaus-Amazonas
http://lattes.cnpq.br/2797345648411416

Williene Coelho da Silva

Académico do Centro Universitario do Norte-
UNINORTE, Curso de Biomedicina
Manaus-Amazonas
http://lattes.cnpq.br/0026211449079832

Uziel Ferreira Suwa

Biomédico, Mestre em Saude Publica.
Fundagéo Oswaldo Cruz-FIOCRUZ. Instituto
Lebnidas e Maria Deane

Manaus-Amazonas
http://lattes.cnpq.br/0866157503928121

RESUMO: Na regidao Norte, dentre os alimentos
comercializados em feiras livres, destaca-se a
farinha de mandioca (Manihot esculenta Crantz),
um alimento rico em carboidratos e fibras, que faz
parte do cardapio dos nortistas e até mesmo de
outras regides do Brasil. A avaliacdo da qualidade
microbiolégica de um produto fornece dados
que permitem avalia-lo quanto as condigbes de
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processamento, armazenamento e distribuicéo
para o consumo, sua vida Util e o risco a saude.
Desta forma este estudo teve por objetivo
realizar analise microbiolégica em amostras de
farinha de mandioca comercializadas a granel
na feira da Manaus Moderna. As amostras foram
obtidas em 3 dias distintos e alternados, em
condi¢des de consumidor, 3 amostras de farinha
de mandioca de diferentes feirantes, totalizando
9 amostras de, no minimo, 100 gramas, sendo
preparadas e analisadas de acordo com as
técnicas  bacteriologicas especificas para
isolamento e identificagdo dos microrganismos.
De acordo com a Resolucdo RDC n° 12 de
02.01.2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 100% das amostras de farinhas de
mandioca comercializadas a granel na feira
neste estudo, se apresentam dentro dos padrdes
aceitaveis de contaminantes microbiologicos
analisados. O que configura seguranca alimentar
aos consumidores.

PALAVRAS-CHAVE: Microbiologia de alimentos;
farinha de mandioca; segurancga alimentar.

MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF
CASSAVA FLOUR (Manihot esculenta,
Crantz) OF THE UARINI TYPE, SOLD AT
THE MODERN MANAUS FAIR IN THE
CITY OF MANAUS-AM

ABSTRACT: In the North region, among the
foods sold at street markets, cassava flour
(Manihot esculenta Crantz) stands out, a food rich
in carbohydrates and fibers, which is part of the
menu of northerners and even from other regions
of Brazil. The assessment of the microbiological
quality of a product provides data to assess the
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conditions for processing, storage and distribution for consumption, its useful life and health
risk. In this way, the objective of this study was to carry out a microbiological analysis on
samples of cassava meal commercialized in bulk at the Manaus Moderna fair. As samples, 3
samples of cassava meal from different fairs were obtained in 3 distinct days and alternated, in
consumer conditions, totaling 9 samples of at least 100 grams, being prepared and analyzed
according to specific bacteriological techniques for isolation Identification of microorganisms.
According to Resolution RDC No. 12 of January 2, 2001 of the National Agency for Sanitary
Surveillance, 100% of the samples of cassava flour sold in bulk at the fair under study were
within acceptable microbiological contaminant standards. What constitutes food safety for
consumers.

KEYWORDS: Food Microbiology; cassava flour; Food security.

11 INTRODUGCAO

Na regido Norte, dentre os alimentos comercializados em feiras livres, destaca-se
a farinha de mandioca (Manihot esculenta Crantz), um alimento rico em carboidratos e
fibras, que faz parte do cardapio dos nortistas e até mesmo de outras regides do Brasil,
sendo considerado um dos principais produtos da agricultura familiar e um elemento que
compdem a identidade da cultura brasileira por estar associado a alimentacéo de indios e
negros escravizados durante a colonizacao do Brasil (ALMEIDA; SANTOS, 2011; SOUZA
et al., 2021).

Possuindo um dos papéis importantes dentro dos aspectos econémicos no cenario
nacional, a producéo da farinha de mandioca representa uma atividade de importancia
social para as populacgdes rurais que participam da mesma (CHISTE et al., 2010). Segundo
dados da Organizagcédo das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentagdo—FAO no ano
de 2017 o Brasil era o quarto maior produtor de mandioca do mundo com 24 milhbes
de toneladas (FAO, 2018). E de acordo com o Levantamento Sistematico da Producgéao
Agricola, a estimativa de produgéo brasileira de raiz de mandioca para o ano de 2021, de
acordo com a Ultima atualizagdo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica-IBGE
realizada em fevereiro de 2020, é de 18,81 milhGes de toneladas, colhidas em uma area de
1,23 milhao de hectares (IBGE, 2021).

Conforme a Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF, 2017-2018), a aquisi¢do
alimentar domiciliar per capita anual da farinha de mandioca no Brasil € igual a 23,54kg
na regido norte, 9,67kg na regido Nordeste, 1,17kg no Sudeste, 1,29kg no Centro-Oeste e
0,81kg no Sul (IBGE, 2021). Esses dados demonstram que a populagéo do Norte do Brasil
faz um alto consumo de farinha de mandioca.

Na cidade de Manaus-AM, no Norte do Brasil, a farinha de mandioca comercializada
nas feiras livres e Mercados é oriunda de municipios vizinhos que fazem sua produgéo
artesanal em pequenos estabelecimentos denominados de “Casas de Farinha” (SENA,
2019). Neste tipo de producéo artesanal podem ocorrer contaminag¢des microbiologicas
em todas as etapas pelas quais passam os produtos agricolas, desde a colheita até o
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processamento, embalagem, transporte, armazenamento e através de diversos meios:
solo, agua, ar e contato fisico, mecéanico ou manual (SOUZA et al., 2015; SOUZA et al.,
2020).

A farinha de mandioca comercializadas em Manaus ndo é submetida a analises
de padréao de controle de contaminacdes. Estes padrées determinam a qualidade de um
alimento, sendo 0 mais importante os que definem as suas caracteristicas microbiolégicas.
A avaliacdo da qualidade microbiol6gica de um produto fornece informagdes que permitem
avalid-lo quanto as condicdes de processamento, armazenamento e distribuicdo para o
consumo, sua vida util e o risco a saude (TORRES; FURTADO, 2015).

Desta forma, este estudo teve por objetivo realizar uma andlise microbiol6gica
em amostras de farinha de mandioca do tipo Uarini, comercializadas na feira da Manaus
Moderna na cidade de Manaus-Am.

2|1 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta das amostras e local de analise

Foram obtidas em 3 dias distintos e alternados, em condi¢cées de consumidor,
3 amostras de farinha de mandioca do tipo Uarini de diferentes feirantes, totalizando
9 amostras. As amostras comercializadas a granel na feira da Manaus Moderna, eram
oriundas de produtores de farinha de cidades do interior do Estado do Amazonas. O material
coletado foi acondicionado em sacos plasticos estéreis e encaminhado ao Laboratorio
Multiusuério do Instituto Lednidas e Maria Deane — ILMD/FIOCRUZ, para posterior analise,
sendo os resultados comparados com as diretrizes gerais da Resolucdo — RDC n° 12 de
02 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude
(BRASIL, 2001).

2.2 Preparo das amostras

No laboratério, foi pesado assepticamente, 25g do alimento e homogeneizado com
225mL peptona tamponada estéril 0,1% e incubada a 35-37°C. Apds isso, fez-se a diluicdo
seriada decimal até 10 para realizagdo das demais analises.

Para as demais analises microbiol6gicas foram utilizados os métodos de preparacao
dos meios de cultura, de acordo com as orientagdes do Manual de Métodos de Andlise
Microbiolégica de Alimentos (SILVA et al., 2010). As andlises consistem na avaliagdo da
presenca de coliformes termotolerantes, Samonella/ Shigella spp, bactérias heterotroficas e
contagem de bolores e leveduras.

Para garantir segurancga e confiabilidade dos resultados, todas as amostras foram
analisadas em triplicata, tirando-se a média quando positivas.
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2.3 Coliformes Termotolerantes

Utilizou-se a técnica de tubos multiplos, com trés séries de trés tubos em cada
diluicdo (10, 102 e 10%). Utilizou-se como meio presuntivo o caldo Lauril Sulfato Triptose,
com incubacdo a 35°C durante 48 horas. A contagem de coliformes termotolerantes foi
feita em Caldo Escherichia coli (EC, MERCK®) com incubacgao a 45,5°C por 24 horas. Foi
utilizada a tabela NMP para calcular o “Numero Mais Provavel” de coliformes fecais por
grama de alimento.

2.4 Salmonella/Shiguella spp.

Para determinacéo de Salmonella/Shiguella spp foi inoculado 0,1mL da diluicdo em
meio Agar Salmonella Shigella (SS), utilizando como técnica de Spread Plate, o método de
plagueamento em superficie. A incubacgéo foi realizada na temperatura de 36°C por 24h, e,

apos isso, avaliou-se a presenga e auséncia das bactérias no meio cultura.

2.5 Bactérias Heterotroficas

Para determinacéo de Bactérias Heterotréficas foi inoculado 0,1mL da diluicdo em
meio Agar Pseudo Aéreo, utilizando como técnica de Spread Plate. Posteriormente, foi
realizada a incubacgéo a 36°C/24h, avaliando-se a presenga e auséncia das bactérias no

meio de cultura.

2.6 Contagem de Bolores e Levedura

Para contagem de bolores e leveduras foi inoculado 0,1mL da diluicdo, em meio
Agar Batata (BDA), utilizando como técnica de Spread Plate o método de plaqueamento em
superficie. Em seguida, foi realizada a incubacgéo a 28°C por 5 dias. As coldnias de bolores
e leveduras foram contadas em contador de col6nias e os resultados foram expressos pelo
nuamero de Unidades Formadoras de Coldnia por grama de amostra (UFC/g).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises realizadas neste estudo, no intuito de avaliar a qualidade
microbiolégica de farinha de mandioca do tipo Uarini, comercializadas a granel na feira da
Manaus Moderna na cidade de Manaus - Am, encontram-se descritas na Tabela 1.

Parametros avaliados

Amostras Coliformes a Salmonella/ Shigella Bactérias Bolores e
45°C/g E. coli  spp. 25g UFC/g™ Heterotréficas Leveduras
NMP/g! UFC/g"’ UFC/g'
F1/1° dia 1,810 Auséncia Auséncia Auséncia
F2/1° dia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
F3/1° dia 0,510 Auséncia Auséncia Auséncia
F4/2° dia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
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F5/2° dia 2,1x 10" Auséncia Auséncia Auséncia

F6/2° dia 2,4x10" Auséncia Auséncia Auséncia
F7/3° dia 1,6x10-1 Auséncia Auséncia Auséncia
F8/3° dia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
F9/3° dia 1,4x10-1 Auséncia Auséncia Auséncia
Padrao RDC <3,0NMP/g"’ AUSENTE AUSENTE SEM

n°12 PADRAO

Tabela 1. Resultados de andlises microbiol6gicas de farinha de mandioca do tipo Uarini, comercializada
na feira da Manaus Moderna na cidade de Manaus- AM.

De acordo com os resultados obtidos para anélises de coliformes fecais e totais, as
amostras F1, F3, F5, F6, F7 e F9 apresentaram-se positivas. Este resultado obtido, ndo
significa contaminacéo direta com material fecal. Por mais que estes valores sejam positivos,
0s mesmos estao dentro do padrédo exigido pela Resolugdo RDC n°12 de 02.01.2001 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2010), que é de 10°NMP/g" para a
farinha de mandioca. No entanto, estes valores significam uma manipulagéo inadequada
na higiene, transporte e acondicionamento inadequados. E interessante ressaltar que os
compradores de farinha normalmente usam as maos para provar o grau de torrefacdo do
produto, desprezando o restante no saco de farinha (LIMA et al., 2010).

Lima et al. (2010) em trabalho realizado na Paraiba, analisaram a microbiologia
de farinha de mandioca e ndo encontram coliformes com valor acima do padréo tolerado
pela RDC, o mesmo resultado foi obtido no estudo de Torres e Furtado (2015) analisando
a qualidade da farinha de mandioca no estado do Acre. Souza et al. (2015) também
encontraram resultados semelhantes em estudo da farinha de mandioca comercializada na
regido sudoeste da Bahia. Ferreira Neto et al. (2004) avaliaram as condi¢des microbiolégicas
de farinha de mandioca armazenadas durante um periodo de 180 dias e os resultados
para coliformes resultaram todos em NMP g igual a zero. Désea et al. (2010) também
evidenciaram auséncia de coliformes termotolerantes caracterizando a microbiologia da
farinha e farinha e fécula de mandioca em unidades tradicionais e modelo.

De acordo com Tasca et al. (2014) coliformes termotolerantes tem a mesma definicao
que coliformes totais, restringindo-se 0s organismos capazes de fermentar a lactose com
producdo de gas, em 24 horas a 44,5 - 45,5°C. O grupo de coliformes totais inclui quatro
géneros, Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, dos quais os trés ultimos
ndo sédo de origem fecal obrigatéria. E. coli &€ a bactéria indicadora mais representativa
de contaminacao fecal, também presume contaminacdo causada por roedores durante a
estocagem dos alimentos (SILVA; CARVALHO; VALE, 2012).

Em relagdo a presencga ou auséncia das bactérias Salmonella spp. e Shiguella spp.,
os resultados obtidos neste estudo foram todos ausentes, sendo compativel com RDC
que tem como padrdo a auséncia dessas bactérias na anélise da farinha de mandioca.
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Estudo realizado por Santos et al. (2014) e Souza et al. (2020) evidenciaram auséncia de
Salmonella spp. em farinhas de mandioca comercializada em feira livre. As Salmonella spp
s@o amplamente distribuidas na natureza, sendo o trato intestinal do homem e de animais o
principal reservatério natural. Os animais domésticos, cées e gatos, principalmente, podem
ser portadores de Salmonella, representando grande risco de contaminacgéo da farinha de
mandioca desde a producéo até a sua comercializagdo (GHELARDI et al., 2002).

Os resultados obtidos para bactérias heterotréficas também foram ausentes para
todas as amostras. Apesar da maioria das bactérias heterotroficas néo ser patogénica, pode
representar riscos a satde, como também deteriorar a qualidade do alimento, provocando
0 aparecimento de odores e sabores desagradaveis (FANELON et al., 2020).

Para bolores e leveduras, os resultados também foram ausentes para todas as
amostras, estando de acordo com os padrdes da qualidade estabelecidos pela RDC.
Apesar das amostras de farinhas de mandioca analisadas por este trabalho estarem
sem contaminagdo fungica, de acordo com RODRIGUES et al.,, (2015), a presenca
desses microrganismos alude um perigo a saude publica, pois alguns géneros de fungos
filamentosos produzem aflatoxinas que sa@o altamente carcinogénicas mesmo em baixas

concentragdes.

41 CONCLUSAO

As amostras de farinhas de mandioca comercializadas a granel na feira da Manaus
Moderna, de acordo com a Resolugdo RDC n° 12 de 02.01.2001 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, apresentaram-se dentro dos padrdes aceitaveis de contaminantes
microbiolégicos. Todavia, considera-se ideal ndo encontrar microrganismos patogénicos e
indicadores de contaminagdo em alimentos consumidos de forma direta pelo consumidor,
pois, tais microrganismos podem transmitir doencas ou deteriorar o alimento. Logo, os
resultados demonstraram que a farinha de mandioca se apresenta dentro dos padrdes
aceitaveis de contaminantes microbiologicos, configurando seguranga alimentar aos
consumidores deste alimento.
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RESUMO: A Esporotricose € a micose de
implantagcdo (subcuténea) mais prevalente em
todo o mundo. A doenca pode ser transmitida
por via sapronética, por plantas e sub produtos
vegetais ou de origem zoonbtica, podendo
ser transmitida por varios tipos de animais,
principalmente o gato doméstico, afetando

Microbiologia: Clinica, ambiental e alimentos 2

humanos, felinos e cées. As manifestagdes
clinicas podem ser classificadas como cutaneas
e extracutaneas, sendo a forma linfocutanea a
mais frequente, caracterizadas pela presenca
de nodulos subcutaneos, que podem infeccionar
e gerar complicacdes. As espécies do género
Sporothrix sdo encontradas na natureza, com
potenciais patogénicos diferentes e ampla
distribuicdo geogréfica. A taxonomia do género
Sporothrix é classificada de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas, além do perfil
molecular. Sporothrix brasiliensis, encontrado
no Brasil, esta relacionado com a transmissao
zoonotica, € uma espécie mais virulenta e tém
sido descrita causando manifestagdes atipicas.
A espécie emergiu apds grandes surtos de
Esporotricose de Transmissdo Felina (ETF)
relatados, principalmente no estado do Rio de
Janeiro, e logo em outros estados do Brasil. O
agente é transmitido em fase leveduriforme do
animal para o humano, por mordidas, arranhdes
e/ou secregdes de lesdes em felinos infectados.
A transmiss@o zoonGtica vem recebendo
destaque, tendo os felinos domésticos um
importante papel epidemiol6gico na doenca.
A facil transmissdo entre os felinos, e entdo
para o humano, é responsavel por surtos,
que ressalta a importancia de estudos sobre a
doenca. Atualmente, a ETF é considerada uma
zoonose emergente e permanente no Brasil.
Pode ser diagnosticada a partir da combinacgéo
de manifestagdes clinicas, da epidemiologia e
de exames laboratoriais. Para o diagnéstico da
doenga séo utilizadas algumas técnicas, como:
microbiolégicas, histopatoldégicas e moleculares.
PALAVRAS-CHAVE: Esporotricose, transmissao
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felina, Sporothrix brasiliensis.

MICROBIOLOGICAL ASPECTS OF Sporothrix brasiliensis: ZOONOTIC
TRANSMISSION SPOROTRICHOSIS AGENT

ABSTRACT: Sporotrichosis is the most prevalent implantation (subcutaneous) mycosis
worldwide. The disease can be transmitted sapronotically, by plants and plant by-products
or of zoonotic origin, and it can be transmitted by various types of animals, especially the
domestic cat, affecting humans, felines and dogs. Clinical manifestations can be classified
as cutaneous and extracutaneous, the lymphocutaneous form being the most frequent,
characterized by the presence of subcutaneous nodules, which can become infected and
lead to complications. Species of the genus Sporothrix are found in nature, with different
pathogenic potentials and wide geographic distribution. The taxonomy of the genus Sporothrix
is classified according to its morphological characteristics, in addition to its molecular profile.
Sporothrix brasiliensis, found in Brazil, is related to zoonotic transmission, is a more virulent
species and has been described causing atypical manifestations. The species emerged after
large outbreaks of Feline Transmission Sporotrichosis (ETF) reported mainly in the state
of Rio de Janeiro, and soon in other states in Brazil. The agent is transmitted in the yeast
phase from animal to human, through bites, scratches and/or secretions from lesions in
infected felines. Zoonotic transmission has been highlighted, with domestic felines playing
an important epidemiological role in the disease. The easy transmission between felines, and
then to humans, is responsible for outbreaks, which highlights the importance of studies on
the disease. Currently, ETF is considered an emerging and permanent zoonosis in Brazil. It
can be diagnosed from a combination of clinical manifestations, epidemiology and laboratory
tests. For the diagnosis of the disease, some techniques are used, such as: microbiological,
histopathological and molecular.

KEYWORDS: Sporotrichosis, feline transmission, Sporothrix brasiliensis.

11 INTRODUGAO

A Esporotricose € uma infecgdo subaguda ou crénica, causada por um fungo
termodimérfico do género Sporothrix € a micose de implantagdo mais predominante em todo
0 mundo, sendo mais frequente na América Latina, Africa e Asia. Nos primeiros relatos da
doenca, acreditava-se que o agente etioldégico era um fungo dimérfico chamado Sporothrix
schenckii, mais tarde, métodos filogenéticos moleculares mostraram que esse fungo possui
varias espécies similares e uma grande biodiversidade. As espécies do género Sporothrix
sd@o encontradas na natureza, com potenciais patogénicos diferentes e ampla distribuicao
geografica (MARIMON et al., 2006, 2007). A taxonomia do género é classificada de acordo
com suas caracteristicas morfologicas, além do perfil molecular (QUEIROZ-TELLES;
BUCCHERI; BENARD, 2019).

A esporotricose € considerada uma micose endémica negligenciada e Sporothrix
brasiliensis esta intimamente relacionado a epidemias em varias regides, com destaque
para o Rio de Janeiro, onde é considerada hiperendémica, com casos alarmantes em todo

Microbiologia: Clinica, ambiental e alimentos 2 Capitulo 4 “



o estado (MARIMON et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011). A espécie emergiu apds grandes
surtos de Esporotricose de Transmissédo Felina (ETF) documentados em varios paises,
no entanto a transmissdo zoono6tica ganhou importancia a partir dos anos 80 (FREITAS,
2014). Na ETF, o agente é transmitido em fase leveduriforme do gato para o humano, por
maneiras traumaticas como mordidas, arranhdes e também por secrecdes das lesdes de
felinos infectados. A facil transmisséo entre os gatos, e entdo para o humano, é responsavel
por surtos zoon6ticos, 0 que ressalta a importancia de estudos sobre a doenga (ALMEIDA-
PAES et al., 2014; RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2016; QUEIROZ-TELLES;
BUCCHERI; BENARD, 2019).

O diagnéstico humano e animal é fundamental para o controle da esporotricose. Para
o diagnéstico morfolégico, sédo observadas caracteristicas macro e micromorfolégicas do
fungo apds crescimento em cultura. As espécies possuem diferentes caracteristicas, como
certa termotolerancia, tamanho e formato de col6énias (OROFINO-COSTA et al., 2017).
Atualmente, métodos moleculares tém sido cada vez mais utilizados para identificacao das
espécies de Sporothrix spp., inclusive o desenvolvimento de varios marcadores genéticos
para reconhecimento e identificacdo de amostras clinicas. Testes de diagndstico molecular,
como a PCR espécie especifica, utilizam iniciadores que amplificam seletivamente o
DNA, portanto, as sequéncias s@o mantidas em uma Unica espécie alvo. Essa técnica,
€ uma ferramenta molecular capaz de detectar e identificar pequenas partes de DNA de
patégenos, gerando mais possibilidades na pesquisa sobre o causador da esporotricose.
O sequenciamento de DNA, embora néo utilizado na rotina laboratorial, € muito importante
para o reconhecimento da diversidade genética e caracterizagdo da espécie, como S.
brasiliensis (OROFINO-COSTA et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2014).

21 HISTORICO

A primeira vez que um fungo desse género foi descrito se deu em 1898, por
Benjamin Schenck, em um individuo do sexo masculino, com lesbes em méo e brago
direitos, no Hospital Johns Hopkins em Baltimore (Estados Unidos). Schenck realizou o
primeiro isolamento desse fungo. Em 1900, ocorreu o segundo caso, também nos Estados
Unidos, mas na cidade de Chicago, descrito por Hektoen e Perkins. Utilizando o aspirado
de lesdo cutanea de um menino, realizaram o isolamento do fungo, e entédo os dois autores
classificaram pela primeira vez o agente etioldégico, denominando-o de Sporothrix schenckii,
em homenagem ao Benjamin Schenck (HEKTOEN; PERKINS, 1900; SCHENCK., 1898).
Beurmann e Gougerot, entre 1903 e 1912, descreveram pela primeira vez 0 acometimento
das mucosas, além das formas clinicas e a terapéutica da doenca. Posteriormente,
lancaram o trabalho “Les Sporotrichoses”, famoso na area da micologia (CARMICHAEL,
1962; DE BEURMANN; GOUGEROT, 1912).

O primeiro relato da esporotricose no Brasil foi feito 1907 por Lutz e Splendore que
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descreveram a infeccéo natural da doenga em humanos e em ratos, sendo observadas
as formas linfocutaneas e extracutaneas da doenca, além da patogenicidade da levedura
(cultivo in vitro), devido a um caso humano relatado no Brasil, no estado de Sao Paulo
(LUTZ; SPLENDORE, 1907). Em relagcdo a esporotricose naturalmente adquirida em
felinos, Singer & Muncie sugeriram pela primeira vez a possivel transmissé@o zoonética, em
1952 na cidade de Nova York (Estados Unidos). Somente em 1956 houve o primeiro caso
registrado de esporotricose felina no Brasil e foi relatado por Freitas e seus colaboradores
(FREITAS et al,. 1956; GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999).

No entanto, a ETF s6 recebeu a devida importancia em 1982, por Read e Sperling,
no estado de Washington (Estados Unidos), quando relataram a doenga em pacientes
que tiveram contato com um gato adoecido por Esporotricose. A partir deste momento,
foi documentada em varios locais, globalmente, a transmisséo desta zoonose via gatos
domésticos (FLEURY et al., 2001; LARSSON et al., 1989; MARQUES et al., 1993). Em
1998, houve o primeiro relato da ETF, por arranhadura, no estado do Rio de Janeiro (Brasil).
(MARIMON et al., 2007). Diversas espécies de Sporothrix spp. foram descritas, sendo
as de relevancia clinica associadas a esporotricose humana: Sporothrix schenckii sensu
stricto, Sporothrix brasiliensis, Sporothrix mexicana, Sporothrix globosa, Sporothrix luriei,
Sporothrix pallida e Sporothrix chilensis. Embora o Brasil esteja enfrentando o maior surto
de esporotricose da historia, sua notificagdo ndo é compulséria em todo territorio nacional.
No estado do Rio de Janeiro apenas em 2013 através da resolugdo n° 674 de 12 de julho
de 2013 a doenca passou a ser de notificagdo (CORTES, 2013; GREMIAO et al., 2017).

A figura 1 a seguir, demonstra, brevemente, uma linha do tempo dividida em
Sporothrix schenkii e Sporothrix brasiliensis:

Nemeado de Brimeiro relato de Motificagio
Sporothrix schankii ETF no Brasil compulsoria no RJ

. 1898 2013

- ® = =

Primeira descrigao Primeirorelate Primeirocasode S brasiliensis
do género no Brasil  Esporotricose Felina identificade come o
ne Brasil agente eticlogico da
ETF

FIGURA 1 — LINHA DO TEMPO DO S.schenkii E S.brasiliensis.
FONTE: Os autores (2021).
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31 O AGENTE - SPOROTHRIX BRASILIENSIS

Durante muito tempo acreditou-se que a esporotricose possuia apenas um agente
etiologico, Sporothrix schenckii, entretanto a partir do ano de 2006 estudos revelaram
variabilidade genética entre isolados morfologicamente semelhantes, garantindo a
descrigdo de novas espécies conforme suas regides geograficas: S. brasiliensis, S. globosa,
S. mexicana, S. luriei, S. pallida e S. chilensis (BOECHAT et al, 2018).

Para a identificacdo do Sporothrix brasiliensis, o diagnéstico laboratorial padréo-
ouro é o isolamento do fungo em meio de cultura, o qual pode ser obtido por aspirado
de leséo, swab, biopsia, entre outros (OLIVEIRA et al., 2014; RIPPON, 1988). Pode-se
também realizar o exame micol6gico direto para visualizagdo das células leveduriformes
na amostra, entretanto a sensibilidade é baixa em humanos (1-2%). Em contrapartida,
em felinos a sensibilidade é alta (79-87%) devido a grande carga fungica nas lesbes
(ROSSOW, 2020).

A realizacdo da cultura permite a identificagcdo do género do fungo (Sporothrix
spp.), mas para a caracterizagdo das espécies sdo utilizados métodos moleculares,
como sequenciamento de DNA, e mais recentemente tém sido estudadas técnicas por
espectrometria de massa (OLIVEIRA et al., 2011). Para o isolamento do fungo em cultura,
o0 material clinico € semeado em meio especificos e incubado entre 28 e 30°C. O tempo
de crescimento é variavel, de acordo com a carga fangica, em geral apés 7 a 10 dias ja é
possivel observar algumas caracteristicas do fungo, mas em torno de 20 dias a visualizagédo
apresenta estruturas especificas (BOECHAT, 2015; MARIMON et al., 2007; OLIVEIRA,
2009; OLIVEIRA et al.,, 2011; RODRIGUES, 2010). Macroscopicamente, as colbnias
possuem textura aveludada, séo inicialmente brancas e gradualmente tornam-se marrom
escuro ou até negras pela presencga de melanina. Microscopicamente, o S. brasiliensis pode
apresentar conidio melanizado, circulares e sésseis, dispostos simpodialmente lembrando
formato de “margarida” (CHANDLER; KAPLAN; AJELLO, 1980; MORRIS-JONES, 2002;
RAMOS-E-SILVA, VASCONCELOQOS, CARNEIRO, 2007).

Na fase parasitaria ou leveduriforme em meios de cultura apropriados (como o BHI)
a 35-37°C, macroscopicamente, as coldénias possuem cor esbranquigada/amarelada com
textura cremosa (DE LIMA BARROS; DE ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011; MADRID et
al., 2010; TRILLES et al., 2005). Microscopicamente, se apresentam em formas ovaladas,
redondas ou em forma de charuto (MARQUES-EVANGELISTA et al., 2010).

A figura 2 a seguir, mostra um exemplo da analise macro e micromorfolégica do

fungo.
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LEGENDA: A - EXAME MICOLOGICO DIRETO DE FELINO MOSTRANDO GRANDE QUANTIDADE
DE CELULAS LEVEDURIFORMES OVALADAS COM DIAMETRO ENTRE 2-6um, COLORACAQ DE
GIEMSA (AUMENTO 1000X); B - COLONIAS NA FASE FILAMENTOSA DE Sporothrix brasiliensis EM
AGAR SABOURAUD; C — MICROMORFOLOGIA DE Sporothrix brasiliensis MOSTRANDO CONIDIOS
EM FORMA DE MARGARIDA, COLORAGCAO DE LACTOFENOL AZUL (AUMENTO DE 400X).
FONTE: Os autores (2021).

FIGURA 2 — CARACTERISTICAS MACRO E MICROMORFOLOGICAS DE Sporothrix brasiliensis.

E caracteristico de S. brasiliensis um diametro menor que 50 mm, com um minimo
equivalente a 20 mm a 30°C em meio PDA. Ja a 37°C, o diametro de colbnias é em torno
de 2 mm o minimo, e 23 mm o maximo (BOECHAT, 2015; OLIVEIRA, 2009; OLIVEIRA et
al., 2011). Também, apresenta temperatura 6tima de crescimento a 30°C e termotolerante a
37°C. Com conversao, inicialmente parcial e posteriormente completa, da forma filamentosa
para forma leveduriforme (ALMEIDA-PAES et al., 2015; BOECHAT, 2015; OLIVEIRA, 2009;
OLIVEIRA et al., 2011; RODRIGUES, 2010).

Sandhu e colaboradores (1995) foram os pioneiros no desenvolvimento do método
de deteccdo do DNA para o diagnéstico fungico. Esses autores desenvolveram primers
especificos para diversos fungos alvos, incluindo o género Sporothrix. A identificagdo das
espécies de interesse clinico € possivel devido aos limites moleculares ja estabelecidos, o
que permite a geracdo de marcadores genéticos para a caracterizacdo de S. brasiliensis
(OROFINO-COSTA et al., 2017; RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2016).

Para a caracterizacdo das espécies, o que ndo é realizado rotineiramente pelos
laboratorios clinicos, devido ao alto custo € o sequenciamento de DNA do gene que codifica
a calmodulina (considerada padréo para identificagcdo a nivel de espécie) e a regido ITS
(nuclear ribosomal internal transcribed spacer) (MARIMON et al., 2006; RODRIGUES; DE
HOOG; DE CAMARGO, 2015; ZHANG et al., 2015).. O polimorfismo nas sequéncias de
nucleotideos no fragmento do gene CAL, é a base molecular responsavel pela diferenciagéo
das espécies do género Sporothrix (MARIMON et al., 2007).

Existem diferentes primers especificos para PCR (Reagado em Cadeia da Polimerase)
que amplificam o DNA seletivamente das espécies patogénicas, todavia esse método ainda

Microbiologia: Clinica, ambiental e alimentos 2 Capitulo 4 “



€ restrito aos laboratorios de pesquisa. As sequéncias de primers sdo preservadas dentro
da espécie alvo, como a S. brasiliensis. Esta ferramenta molecular possui alta sensibilidade
e especificidade, mesmo na presenca do DNA do hospedeiro (RODRIGUES; DE HOOG;
DE CAMARGO, 2015).

Os fungos, especificamente S. brasiliensis, desenvolvem mecanismos de viruléncia
por questao de sobrevivéncia e adaptacéo, o que pode ocasionar alteragcdes no diagnéstico.
Portanto, é fundamental a utilizacdo dessas técnicas combinadas, para a identificacéo e
maior conhecimento sobre o patdbgeno (MARIMON et al., 2007).

O que ndo se pode negar &€ que a esporotricose € uma doengca emergente,
onde o numero de casos tem levado pesquisadores de mdultiplas areas, como médicos,
microbiologistas, epidemiologistas, veterinarios, micologistas, cientistas ambientais, e
muitos outros para discussdes mais intensas sobre a doenga.

Nesse sentido o conceito de “One Health® (figura 3) que traz uma abordagem
colaborativa, multissetorial e transdisciplinar, adequa-se perfeitamente a esporotricose,
uma vez que nessa patologia a salde humana esta conectada a salde dos animais e
ao meio ambiente. Sendo assim, todos aqueles que de alguma forma trabalham ou
pesquisam sobre esporotricose devem formar uma espécie de rede de contato, informando,
comunicando, notificando e publicando, a fim de obter melhores resultados de saude para
pessoas, animais e todo ecossistema contribuindo para o controle da doenca.

FIGURA 3 — ILUSTRAGCAO DO CONCEITO “ONE HEALTH”.
FONTE: Os autores, (2021).
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Sabe-se que S.brasiliensis € um fungo altamente virulento e que tem envolvimento
com grandes surtos zoonoticos, portanto, € importante que outros estudos ocorram nessa
esfera, contribuindo para o entendimento e disseminagdo de informacgdo, tanto para

humanos quanto para animais.
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RESUMO: Bactérias do género Acinetobacter
sdo comumente encontradas no meio
ambiente, como o solo e a 4gua e compreende
cocobacilos gram-negativos ndo esporulados,
nao fermentadores de glicose, aerdbios estritos,
catalase positivo, oxidase negativo e com
motilidade negativa. Atualmente, o género
compreende 31 espécies, mas Acinetobacter
baumannii se destaca como a principal espécie
de importancia clinica. Ela é responsavel pela
maioria das infeccdes em seres humanos, sendo
mais comumente encontrada em ambientes
hospitalares, principalmente em Unidades de
Terapia Intensiva. Causa uma variedade de
infeccdes nosocomiais, endocardite, meningite,
infeccbes de pele, feridas e infec¢bes do trato
urinario. Sua incidéncia em hospitais pode ser
considerada um grande problema do ponto de
visto do controle de infecg¢des, pois esta espécie
€ capaz de sobreviver por longos periodos em
objetos inanimados, podendo ser transmitida
diretamente ou por meio dos profissionais de
salde ou passada de paciente para paciente,
por meio de goticulas, escarros, secre¢des ou
feridas. O diagnéstico de A. baumannii podem
ser realizado por meio de testes laboratoriais
tradicionais; a utilizagdo de espectrometria de
massa, realizada pelo procedimento MALDI-
TOF, que também facilita a identificacdo de
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mecanismos de resisténcia. Também ha outros métodos, baseados na inibicdo da atividade
enzimatica por inibidores especificos, o teste de sinergia de disco duplo e Etest MBL e o
ensaio de disco combinado KPC. Além disso, ainda existem os métodos moleculares para
a deteccdo de carbapenemases, considerados padrdo ouro por sua alta sensibilidade
e especificidade, baseados na rea¢do em cadeia da polimerase (PCR), a qual permite a
identificacao de diversos genes codificadores. O tratamento é realizado com carbapenémicos,
entretanto, atualmente muitos isolados desse patdgeno tém se tornado amplamente
resistentes a esses farmacos. Assim, tem-se usado as polimixinas e os aminoglicosideos
possuem utilizagcéo limitada devido a incapacidade de atingir devidamente os pulmdes e o
sistema nervoso central. Ja o sulbactam, geralmente prescrito em combinagéo a ampicilina
ou cefoperazona, deve ser usado com mais cautela devido a constatacdo da existéncia de
novas cepas resistentes. Por fim, o cefiderocol emergiu como uma nova alternativa para o
tratamento de infec¢des por A. baumannii resistentes aos carbapenémicos.

PALAVRAS-CHAVE: Acinetobacter baumanni; resisténcia microbiana; tratamento; controle.

Acinetobacter baumannii: ASSOCIATED INFECTIONS, ANTIMICROBIAL
RESISTANCE, TREATMENT, PREVENTION AND CONTROL

ABSTRACT: Bacteria of the genus Acinetobacter are commonly found in the environment,
such as soil and water, and comprise non-sporulated gram-negative coccobacilli, glucose
non-fermenters, strict aerobics, catalase-positive, oxidase negative, and negative motility.
Currently, the genus comprises 31 species, but Acinetobacter baumannii stands out as the
main species of clinical importance. It is responsible for most infections in humans, is most
commonly found in hospital environments, especially in Intensive Care Units. It causes a
variety of nosocomial infections, endocarditis, meningitis, skin infections, wounds, and urinary
tract infections. Its incidence in hospitals can be considered a major problem from the point
of view of infection control, as this species is able to survive for long periods in inanimate
objects, and can be transmitted directly or through health professionals or passed from patient
to patient, through droplets, sputum, secretions or wounds. Diagnosis of A. baumannii can
be made using traditional laboratory tests; the use of mass spectrometry, performed by the
MALDI-TOF procedure, which also facilitates the identification of resistance mechanisms.
There are also other methods, based on the inhibition of enzyme activity by specific inhibitors,
the double-disk synergy test and Etest MBL and the combined disk KPC assay. Furthermore,
there are still molecular methods for the detection of carbapenemases, considered the gold
standard for their high sensitivity and specificity, based on the polymerase chain reaction
(PCR), which allows the identification of several coding genes. Treatment is carried out
with carbapenems, however, currently, many isolates of this pathogen have become largely
resistant to these drugs. Thus, polymyxins and aminoglycosides have been used with limited
use due to their inability to properly reach the lungs and the central nervous system. Sulbactam,
on the other hand, usually prescribed in combination with ampicillin or cefoperazone, should
be used with more caution due to the confirmation of the existence of new resistant strains.
Finally, cefiderocol emerged as a new alternative for the treatment of carbapenem-resistant
A. baumannii infections.

KEYWORDS: Acinetobacter baumannii; microbial resistance; treatment; control.
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INTRODUCAO

Bactérias do género Acinetobacter sdo comumente encontradas no meio ambiente,
como o solo e a agua (CDC, 2019). Género esse que compreende cocobacilos gram-
negativos (cocoides na fase estacionéaria), ndo esporulados, que bioquimicamente, ndo
fermentam glicose, aerobios estritos, catalase positivo, oxidase negativo e com motilidade
negativa. Atualmente, o género compreende 31 espécies com nomes taxonomicamente
validados e 10 espécies gendmicas definidas por Hibridacdo de Southern. Dentro do
género, Acinetobacter baumannii se destaca como a principal espécie de importancia
clinica (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

Acinetobacter baumannii € responsavel pela maioria das infeccbes em seres
humanos, sendo mais comumente encontrada em ambientes hospitalares, principalmente
em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Causa uma variedade de infecc6es nosocomiais,
como: bacteremia, pneumonia, endocardite, meningite, infeccbes de pele, feridas e
infeccdes do trato urinario (SAIPRIYA et al., 2019). Além disso, esta bactéria pode colonizar
pacientes sem causar infecgdes ou sintomas, especialmente em secrecoes respiratorias ou
feridas abertas (CDC, 2019).

Aincidéncia de A. baumanniinos hospitais pode ser considerada um grande problema
do ponto de visto do controle de infecgbes, pois esta espécie é capaz de sobreviver por
longos periodos em objetos inanimados, superficies situadas nas imedia¢des proximas
ao paciente debilitado, podendo ser transmitida diretamente ou por meio das maos dos
profissionais de saude, ou, ainda, ser passada de paciente para paciente, por meio de
goticulas, escarros, secre¢des ou feridas (SCARCELLA; SCARCELLA; BERETTA, 2017).

Com o passar do tempo, essa bactéria tem se tornado menos suscetivel a muitos
antimicrobianos disponiveis, devido os seus varios mecanismos de resisténcia, com a
hidrélise por carbapenemases do tipo OXA e metalo-B-lactamases sendo considerados os
mecanismos mais prevalentes que conferem resisténcia a maioria dos antibiéticos beta-
lactamicos e reduzem as opg¢des terapéuticas (KURIHARA et al., 2020). Dessa forma,
a presente revisdo narrativa tem como objetivo discutir sobre a aspectos relacionados
a Acinetobacter baumannii como as infec¢gdes associadas, mecanismos de resisténcia

antimicrobiana, formas de tratamento e estratégias visado a prevencgéo e controle.
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Figura 1. Acinetobacter baumannii. A, microscopia de varredura; B, coloragdo de Gram; C, cultura
bacteriana de A. baumannii em meio Cromoéagar.

Fonte: (A) https://www.cdc.gov/hai/images/acinetobacter_369x285.png; (B) https://www.luciacangussu.
bio.br/atlas/acinetobacter-spp/; (C) http://www.chromagar.com/clinical-microbiology-chromagar-
acinetobacter-focus-on-acinetobacter-50.html#.YLwYEPIKhPY.

INFECCOES ASSOCIADAS

Conforme o Centro de Controle e Prevengcédo de Doengas (CDC) no ano de 2017
Acinetobacter resistente a carbapenem causou cerca de 8.500 infeccbes em pacientes
hospitalizados e 700 mortes estimadas nos Estados Unidos (CDC, 2019).

O local corporal mais passivel de infeccédo por A. baumannii é o trato respiratorio;
dessa forma, € comum a ocorréncia de casos de pneumonias associadas a essa bactéria
(LI et al., 2017). Atualmente, a Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecéanica (PAV)
€ considerada uma das infec¢cbes mais adquiridas nas UTls, causando taxa geral de
mortalidade hospitalar alta (63,3%). A mesma, tem como fatores de risco a gravidade da
doencga na admissao na UTI, com a maior permanéncia hospitalar antes da UTI e antes da
Ventilagcdo Mecanica (VM) estando associadas a maior resisténcia aos antimicrobianos.
Ressalta-se que o reconhecimento e tratamento tardio da PAV esta relacionado ao maior
nimero de mortes e de gastos com cuidados de satde (CIGINSKIENE et al., 2019).

A bacteremia, presenca de bactéria na corrente sanguinea, causada por A.
baumannii tornou-se uma infeccdo nosocomial comum em pacientes graves, podendo
evoluir para a morte em cerca de 68,60% dos acometidos. Posto isso, a utilizacdo de
cateter venoso central e o0 tempo de hospitalizagdo superior a duas semanas foram ambos
associados a mortalidade em pacientes infectados com bacteremia pelo patégeno em
questado, conforme descreve um estudo realizado com pacientes adultos atendidos em
um pronto-socorro localizado em Pequim, China (SUN et al., 2020). Também pode causar
bacteremia adquirida na comunidade, entretanto, a bacteremia adquirida no hospital esta
associada a um prognéstico desfavoravel (CHUSRI et al., 2019).

Aendocardite infecciosa causada por A. baumanniipossuiocorrénciarara. Entretanto,
€ grave e afeta principalmente pacientes criticos, hospitalizados e que foram submetidos a
procedimentos invasivos (LAHMIDI et al., 2020). Amesma, possui morbimortalidade notével,
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com a sua ocorréncia sendo problematica devido ao aumento da resisténcia antimicrobiana,
tendo a vélvula adrtica como o local de infec¢gdo mais comum, seguido pela valvula mitral.
Pode causar febre, sepse, insuficiéncia cardiaca e fenébmenos embdlicos, com o indice de
mortalidade chegando a cerca de 32,4% (IOANNOU; MAVRIKAKI; KOFTERIDIS, 2020).

A meningite é outro tipo de infec¢@o raramente causada por A. baumannii. Porém,
€ uma ameaga crescente em unidade de terapia intensiva neuroldgica, levando a cerca
de 70% dos casos a o6bito, principalmente nos pacientes com tubos de ventriculostomia
de demora ou fistulas cerebrais e recebendo terapia antimicrobiana poés-cirirgica. Além
disso, idade acima de 40 anos, presenca de dreno ventricular externo, contagem elevada
de leucécitos no liquido cefalorraquidiano e presenca de comorbidades (diabetes e
hipertensdo) também séo fatores de risco para mortalidade por A. baumannii nas UTls
neurocirurgicas. Na literatura, ja foi descrita prevaléncia de 33,64% em pacientes apés
cirurgias neurocirargicas (MOUBARECK; HALAT, 2020).

As infecches de pele e tecidos moles também sdo possiveis. principalmente em
pacientes com queimaduras, feridas ou traumas graves, tendo como exemplo, soldados
feridos durante operagdes militares ou vitimas de desastres naturais. A. baumannii ja foi
identificada em infecgbes de feridas de guerra e osteomielite, em fraturas expostas da tibia,
feridas ou tecidos moles, especialmente ap6s lesdo traumatica, aumentando o periodo
de internagéo e aumentando a mortalidade dos infectados (MOUBARECK; HALAT, 2020).
Com um estudo realizado na Arabia Saudita com pessoas saudaveis descrevendo maior
predisposicao de Acinetobacter baumannii de acometer mulheres e homens idosos (SHAMI
et al., 2019).

Por fim, as infec¢bes do trato urinario por A. baumannii sdo de extrema relevancia
clinica. Apesar disto, o seu papel como uropatégeno ainda € amplamente negligenciado,
com até um quinto dos isolados de A. baumannii sendo obtidos de fontes urinarias, de
acordo com um estudo retrospectivo local e uma revisdo sistematica da literatura dos
Ultimos 25 anos. Além disso, o mesmo estudo ainda descreveu que o embora apenas
aproximadamente 2% do total de Infecgbes do Trato Urinario (ITU) seja atribuido ao
Acinetobacter em estudos de vigilancia global, varios estudos de centro Unico relatam
que o presente patdgeno é uma das principais causas de infec¢des associadas a cateter,
especialmente em unidades de terapia intensiva (VENANZIO et al., 2019).
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Figura 2. Esquema mostrando as principais infec¢ées causadas por A. baumannii.

RESISTENCIA MICROBIANA

A resisténcia microbiana é a capacidade que um micro-organismo apresenta de
resistir aos efeitos do medicamento antimicrobiano previamente utilizado para destrui-lo
(RICAS; MARQUES; YAMAMOTO, 2013); A. baumannii tem se tornado uma das principais
causas de numerosos surtos globais e apresenta crescentes taxas de resisténcia ao longo
dos anos (FEITOSA et al.,, 2011). Este patbgeno pode adquirir resisténcia por meio de
processos como: conjugagéo, transformagéo, transposicao e transducdo. No processo de
conjugacéo ha a transferéncia de genes através do contato com outras células bacterianas;
na transformacado ocorre a doagédo de genes de uma célula para outra, sem que exista
contato entre elas, e posterior incorporacdo deles pela célula receptora; na transposicao
verifica-se a passagem de genes resistentes a partir de transposons; e no processo
de transducédo héa a transferéncia dos genes mediante a acdo de um virus, ou seja, um
bacteriéfago.

O aumento do uso indiscriminado de antimicrobianos tem por consequéncia o
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desenvolvimento de diversos mecanismos que irdo garantir a resisténcia a diversas drogas,
como a presenca de uma enzima que inativa o agente produtor de novas enzimas, a ndo
inibicdo de proteinas ligadoras de penicilinas, mutagéo do sitio alvo — reduzindo a afinidade
aos medicamentos — diminuicdo da permeabilidade, bomba de efluxo e outros mecanismos
desconhecidos (FEITOSA et al., 2011).

DIAGNOSTICO

Acinetobacter pode ser identificada por meio da realizacdo de testes laboratoriais
tradicionais. Os principais testes utilizados s&o: observacdo das caracteristicas
morfotintoriais com coloracdo pelo método de Gram; teste de oxidase; teste de catalase;
teste de crescimento em caldo a 44°C; e observagédo da producdo de hemélise em agar-
sangue (FIGUEIREDO et al., 2009).

A. baumannii € um bacilo ndo fermentador, Gram-negativo, oxidase-negativo e sem
motilidade. As espécies de origem humana crescem bem em meios sélidos, rotineiramente
utilizados em laboratérios de microbiologia clinica, como exemplo, agar-sangue a 37°C
(MADIGAN, 2016). As amostras de pacientes comumente triadas advém de sangue, urina
e escarro ou muco de origem respiratoria.

A caracterizagdo correta da espécie pertencente ao complexo Acinetobacter
calcoaceticus/Acinetobacter baumannii €, contudo, um pouco mais complexa (VANEGAS-
MUNERA; RONCANCIO-VILLAMIL; JIMENEZ-QUICENO, 2014). A utilizagdo de
espectrometria de massa, realizada pelo procedimento MALDI-TOF, pode proporcionar
0 reconhecimento das espécies de Acinetobacter, assim como facilita a identificacao de
mecanismos de resisténcia (BENNETT et al., 2019). O método bioquimico MALDI-TOF
(Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight) caracteriza-se como uma
ferramenta na qual a amostra é colocada em uma placa onde existe a matriz polimérica
sendo, em seguida, irradiada e vaporizada através da acéo de um laser. Com a ionizagéao
das particulas da amostra, as moléculas sédo aspiradas por um tubo de vacuo e direcionadas
até um detector; o tempo de chegada ao detector é diferenciado para cada espécie de
bactéria e, assim, é possivel distingui-las (PASTERNAK, 2012).

Outros procedimentos que merecem destaque para o diagnéstico de Acinetobacter
sdo os métodos fenotipicos baseados na inibicdo da atividade enzimatica por inibidores
especificos, o teste de sinergia de disco duplo e Etest MBL e 0 ensaio de disco combinado
com antibidticos. Além disso, ainda existem os métodos moleculares para a detecgcéo de
carbapenemases, considerados padrdo ouro por sua alta sensibilidade e especificidade,
baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR), a qual permite a identificagdo de
diversos genes codificadores (NOWAK; PALUCHOWSKA, 2016).
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TRATAMENTO

Para o devido tratamento, deve ser realizado primeiramente a identificacao precoce
da infec¢do para que sejam estabelecidas medidas de isolamento com a finalidade de
nao agravar o quadro do enfermo, com a internagéo devendo ser realizada em um quadro
privado ou em um ambiente com outras pessoas com o0 mesmo quadro de infecgcédo
(ANVISA, 2007). Nesse contexto, InfeccGes causadas por Acinetobacter baumannii sao
geralmente tratadas com o uso de carbapenémicos, entretanto, atualmente muitos isolados
desse patdgeno tém se tornado amplamente resistentes a esses farmacos (LEE et al.,
2017).

Assim, as polimixinas est&o entre as drogas usualmente utilizadas para o tratamento
de infecgbes por A. baumannii, tanto em sua forma isolada como em combinagdo com
outras, tendo como desvantagem, a auséncia de dosagem terapéutica definida e a
capacidade de causar graves reacOes adversas, como quadros de nefrotoxicidade e
neurotoxicidade (ISLER et al, 2019). Similarmente, a tigeciclina possui potencial para
combater a maioria das cepas resistentes aos carbapenémicos, todavia, apresenta risco,
como a capacidade de causar efeitos colaterais gastrointestinais, sendo necessaria a sua
prescricdo de forma combinada com outras drogas para diminuir as reacdes adversas que
podem ser provocadas pelo seu uso (DOI, 2019).

Os aminoglicosideos estao entre as alternativas para o tratamento de infec¢des por
A. baumannii, com algumas cepas sendo mais suscetiveis a eles, no entanto, possuem
utilizacdo limitada devido a incapacidade de atingir devidamente os pulmdes e o sistema
nervoso central (BENNETT et al., 2019). J4, o sulbactam, que € um medicamento inibidor
de B-lactamase geralmente prescrito em combinag¢do a ampicilina ou cefoperazona, deve
ser usado com mais cautela devido a constatacao da existéncia de novas cepas resistentes
aos seus mecanismos de atuagédo (YANG et al., 2018).

Por fim, o cefiderocol emergiu como uma nova alternativa para o tratamento de
infeccdes por Acinetobacter baumanniiresistentes aos carbapenémicos. Mais precisamente,
€ um medicamento B-lactamico, considerado como uma nova cefalosporina e que atua
através da ligacao aos ions de ferro livres, sendo transportado até a membrana externa da
bactéria que deseja combater (PIPERAKI et al., 2019).

PREVENCAO E CONTROLE

Levando em consideragao o que foi discutido, as infec¢gdes nosocomiais precisam ser
prevenidas e controladas. Para isso, faz-se necessaria: a criagao de politicas para garantir a
limpeza e o uso de agentes de limpeza, tanto em superficies como em dispositivos/aparelhos
utilizados durante a assisténcia; a manutencéo do ambiente ventilado e filtrado para evitar
o transporte de bactérias pelo ar; a higiene dos profissionais, utilizando desinfetantes
adequados para as maos ap0s o contato com pacientes; a utilizagdo de equipamentos
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esterilizados adequadamente; o uso de mascaras, luvas, protetores de cabega ou
uniformes para a prestagdo de cuidados de saude; assim como, o0 manuseio adequado
dos residuos hospitalares, como os residuos de saude infecciosos, sendo armazenados na
area com abordagem restrita e os residuos com alto teor de metais pesados e residuos de
cirurgias, individuos infectados, contaminados com sangue e escarro e de laboratérios de
diagnoéstico sendo descartados separadamente e a educacgéo e treinamento constante da
equipe de saude (KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017).
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi isolar
bactérias diazotroficas associadas a nodulos
radiculares das espécies forrageiras: Arachis
pintoi, Desmodium heterocarpon e Macrotyloma
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axillare. Plantas de A. pintoi e D. heterocarpon
foram coletadas em é&reas da Estacédo de
Zootecnia da Ceplac, em ltabela, BA. E plantas
de M. axillare foram coletadas em éareas do
Instituto de Zootecnia da UFFRJ em Seropédica,
RJ. As plantas foram acondicionadas em
sacos plasticos com solo e conduzidas ao
Laboratério de Ecologia Microbiana na Embrapa
Agrobiologia, em Seropédica, RJ. Os nédulos
foram destacados das raizes e desinfestados
superficialmente e em seguida os n6dulos foram
pressionados em placas de pétri contendo meio
YMA com vermelho congo com o objetivo de
separar rizébios de possiveis contaminantes.
As placas foram incubadas em BOD a 28° C
por 10 dias e as colénias que ndo absorveram o
indicador foram transferidas para placas de pétri
contendo meio YMA com Azul de Bromotimol
e incubadas em BOD a 28° C por até 10 dias.
As colbnias foram purificadas, caracterizadas
fenotipicamente e armazenadas em tubos
contendo meio YMA e 6leo mineral. Foram obtidos
um total de 20 isolados, sendo: 6 de A. pintoi, 8 de
D. heterocarpon e 6 de M. axillare. Em proximas
etapas, os isolados serdo caracterizados
geneticamente e serdo conduzidos ensaios com
vaso leonard para testar a eficiéncia simbio6tica
destes isolados.

PALAVRAS-CHAVE: Isolamento, bactérias
simbidticas, caracterizagdo morfocultural.
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NITROGEN FIXING BACTERIA IN TROPICAL FORAGE LEGUME: ISOLATING
PROCESS IN ROOT NODULES

ABSTRACT: This work aimed to isolate diazotrophic bacteria associated with root nodules of
forage species: Arachis pintoi, Desmodium heterocarpon and Macrotyloma axillare. Plants of
A. pintoi and D. heterocarpon were collected in areas of Ceplac in Itabela, BA. And M. axillare
plants were collected in areas of Zootechnics Institute in Seropédica, RJ. The plants were
placed in plastic bags with soil and taken to the Microbial Ecology Laboratory at Embrapa
Agrobiologia, in Seropédica, RJ. The nodules were detached from the roots and superficially
disinfected, and then the nodules were pressed in petri dishes containing YMA medium with
congo red in order to separate rhizobia from possible contaminants. The petri dishes were
incubated in BOD at 28 ° C for 10 days and colonies that did not absorb the indicator were
transferred to petri dishes containing Bromotimol Blue YMA medium and incubated in BOD at
28 ° C for 10 days. Colonies were purified, phenotypically characterized and stored in tubes
containing YMA medium and mineral oil. A total of 20 isolates were obtained: 6 from A. pintoi,
8 from D. heterocarpon and 6 from M. axillare. In next steps, the isolates will be genetically
characterized and Leonard pot assays will be conducted to test the symbiotic efficiency.
KEYWORDS: Isolation, symbiotic bacteria, morphocultural characterization.

11 INTRODUGAO

A pecuaria Brasileira caracteriza-se por ser quase que exclusivamente extensiva,
utilizando plantas forrageiras no pastejo direto ou fornecidas no cocho na forma de silagem,
feno ou ingredientes de ragdes (PAULINO & PAULINO, 2003; MONTEIRO et al. 2018).
Dos cerca de 173 milhdes de hectares de pastagens no Brasil, 117 milhdes de hectares
s@o de pastagens cultivadas, com uma lotacdo média de 0,9 cab ha' (USDA, 2021). A
grande area de pastagem recoberta, quase em monocultivo, em solos de baixa fertilidade
aliado ao manejo inapropriado causa grande risco a pecudria brasileira (BURAK et al.
2021). A degradacéo das pastagens ocasiona uma queda acentuada na produtividade das
pastagens e consequentemente a queda na produgéo de carne, além de ocasionar danos
ambientais, com efeitos nos recursos hidricos e agravamento dos gases de efeito estufa
(GEE) (MACEDO et al. 2013; BODDEY et al., 2020).

O uso de leguminosas forrageiras em consorcio pode ser uma alternativa aos
adubos sintéticos. Estas plantas sdo reconhecidas pela sua relagdo simbibtica com
bactérias fixadoras de N,. No entanto, mesmo com os resultados positivos comprovados em
pesquisa, a utilizagdo do consorcio de gramineas com leguminosas ainda é pouco utilizado.
Muitos fatores tem contribuido para este fato. Geralmente, estre fracasso na utilizagéo de
pastagens consorciadas € atribuido a falta de persisténcia das leguminosas nas pastagens,
a exigéncia de melhor manejo que pastagens de gramineas puras, a necessidade de solos
mais férteis, a susceptibilidade a doencgas provocadas por fungos e nematéides e, ainda,
pela adaptacdo das leguminosas as regides de estabelecimento (REIS JUNIOR et al. 2002).

A inoculagdo de estirpes nativas do solo, que s&o adaptadas as condicdes
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edafoclimaticas do local pode ser mais eficiente que os inoculantes recomendados
pelo MAPA para as leguminosas forrageiras do presente estudo e auxiliar no melhor
estabelecimento e fornecimento de nitrogénio em sistemas de consorcio com pastagens. O
objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar por meio de morfologia de colénia e determinar
a diversidade fenotipica de bactérias diazotroficas de nddulos radiculares de 3 espécies
forrageiras tropicais: Arachis pintoi, Desmodium heterocarpon e Macrotyloma axillare.

21 MATERIAL E METODOS

Plantas de Arachis pintoi e Desmodium heterocarpon foram coletadas em éareas da
Estacdo de Zootecnia da Ceplac, em lItabela, BA. E plantas de M. axillare foram coletadas
em areas do Instituto de Zootecnia da UFFRJ em Seropédica, RJ. As plantas foram
acondicionadas em sacos plasticos com solo e conduzidas ao Laboratorio de Ecologia
Microbiana na Embrapa Agrobiologia, em Seropédica, RJ. Os n6dulos foram destacados
das raizes e desinfestados superficialmente de acordo com metodologia proposta por
Vincent (1970) e em seguida 10 n6dulos por espécie vegetal foram selecionados de forma
aleatéria e cada um foi pressionado em placas de pétri contendo meio YMA com vermelho
congo (0,25%) com o objetivo de separar rizObios de possiveis contaminantes. As placas
foram incubadas em BOD a 28° C por 10 dias e as col6nias que ndo absorveram o indicador
foram transferidas para placas de pétri contendo meio YMA com Azul de Bromotimol (0,5%
em 0,2 N de KOH: 5 ml) e pH 6,8 incubadas em BOD a 28° C por até 10 dias.

Ap6s a purificagdo dos isolados, as caracteristicas das col6nias foram avaliadas
conforme a metodologia proposta por Yano et al. (1993): 1. Tamanho (mm); 2. Caracteristicas
opticas (translicida e opaca); 3. Cor (branca, amarela); 4. Forma da coldnia (circular ou
irregular); 5. Elevacé@o (plana, lente, convexa, pulvinada, umbonada ou umbilicada); 6.
Borda (ondulada, lobada, denteada, filamentosa ou inteira); 7. Superficie (lisa, rugosa ou
papilada); 8. Producéo de muco (escasso, pouco, moderado e abundante); 9. Tempo de
crescimento (rapido, até 3 dias ou lento, com 4 dias ou mais); alteragcdo do pH do meio
(acido, alcalino ou neutro).

Para o agrupamento das caracteristicas morfolégicas das col6nias bacterianas
foi construida uma matriz binaria dos dados originais, compreendendo as variacbes das
caracteristicas dos isolados. Para cada variacdo das caracteristicas foram atribuidos os
valores 1 ou 0, indicando presenc¢a ou auséncia de determinada caracteristica.

Os isolados foram comparados com base em suas semelhangas, estimadas
pelo coeficiente de Jaccard, sendo o agrupamento destes realizado pelo método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). Foi entdo construido
um dendrograma representando a similaridade intergrupos obtida pelo programa PAST
(PAleontological STatistics), versédo 2.17 c.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos um total de 20 isolados, sendo: 6 de A. pintoi, 8 de D. heterocarpon
e 6 de M. axillare. De acordo com uma similaridade dos isolados de 70% foram formados 4
grupos (Figura 1.). E como mais dissimilares os isolados 1D, 8D, 4D, 5D, 3A e 1A.

Houve um tendéncia de agrupamento para os isolados oriundos de plantas
de M.axillare, sendo observada mais de 80% de semelhanga entre as col6nias que
apresentaram coloragéo branca, com coldnias circulares ou irregulares e com elevagéo
convexa e bordas lisas (Figura 1 e 2.) e 100% dos isolados alteraram o pH do meio de
cultura YMA para alcalino.

Entre os isolados obtidos de plantas de Arachis pintoi, 67% dos apresentaram
semelhangca na morfologia das colbénias (2A, 6A, 4A e 5A) com colénias de coloragédo
branca ou amarela opacas, crescimento lento, com 2 a 4 mm de didmetro, elevagéo plana,
bordas lisas, sem a produc&o de muco e com a alteracdo do pH do meio para alcalino ou
sem alteragdo. Enquanto que o isolado 1A apresentou col6nias com coloragdo amarela e
transparente, com 4 mm de diametro, abundante produgéo de muco e crescimento rapido
da colbnia e alteragéo do pH do meio YMA para acido. O isolado 3A apresentou col6nias
brancas, circulares, com elevacdo planas, bordas onduladas e pontiformes (<1mm de
diametro), crescimento lento, alteragdo do pH do meio YMA para acido. Apenas metade dos
isolados das plantas de Desmodium heterocarpon agruparam-se em fun¢do da similaridade
morfocultural, o que indica uma heterogeneidade maior entre estes isolados, 0 que sera
confirmado apds a caracterizagdo genética dos isolados.

Os métodos fenotipicos de andlise de caracteristicas culturais de microrganismos
possuem a vantagem de serem rapidos e baratos, permitindo uma anélise prévia da
diversidade de microrganismos isolados que poderdo ser armazenados e usados
posteriormente (SANTOS et al. 2007).
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Figuras 1. Dendrograma de similaridade de 20 isolados oriundos de A.pintoi (A), D.heterocarpon (D),
e M.axillare (M) a partir da caracterizagdo morfocultural em meio de cultura YMA, utilizando anélise
de agrupamento por médias ndo ponderadas (UPGMA) e o indice de Jaccard como distancia pelo

programa estatistico PAST verséo 2.17 c.

Figura 2. Aspecto morfocultural dos isolados bacterianos oriundos de Arachis pintoi (A), Desmodium
heterocarpon (D) e Macrotiloma axillare (M).

Microbiologia: Clinica, ambiental e alimentos 2 Capitulo 6 “



41 CONCLUSOES

Foi obtido um total de 20 isolados que se agruparam dependentemente da espécie
de planta utilizada.

Nas proximas etapas, os isolados serdo caracterizados geneticamente e serdo
conduzidos ensaios com vaso Leonard para testar a eficiéncia simbibtica destes isolados
quando comparados com as estirpes comerciais recomendadas pelo Ministério de
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Espera-se, por meio destas atividades,
identificar potenciais estirpes bacterianas para o desenvolvimento de inoculantes para
Arachis pintoi, Desmodium heterocarpon e Macrotyloma axillare.
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RESUMO: Introducéo: o aumento de infec¢cdes
por micro-organismos multidrogas resistentes
é considerado um problema de saude
publica mundial. Diante das limitagbes dos
antimicrobianos disponiveis para tratamento,
observa-se uma busca crescente por compostos
naturais com potencial antimicrobiano. Nesse
sentido, a capsaicina, principal molécula de
pimentas do género Capsicum, vem sendo
cada vez mais explorada. Obijetivos: realizar
um levantamento bibliografico de trabalhos que
avaliaram a ag¢do antimicrobiana da capsaicina,
bem como discutir seu potencial como agente
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REVISAO DE LITERATURA

antimicrobiano. Metodologia: foi feita uma
reviséo integrativa da literatura nas plataformas
digitais Pub Med e SciELO de artigos avaliaram
a atividade antimicrobiana da capsaicina,
resultando em 24 manuscritos publicados entre
1999 e 2021. Resultados: a maioria dos estudos
avaliou a acdo antimicrobiana da capsaicina
frente a bactérias Gram negativas. Cerca de
83,3% das pesquisas foram desenvolvidas
com capsaicina de origem comercial e a
metodologia mais utilizada foi microdiluicdo em
caldo. As melhores atividades antimicrobianas
encontradas foram contra Verticillium dahliae,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Candida tropicalis. Conclusao: Foi demostrado
que capsaicina tem acdo antimicrobiana frente
a patdgenos importantes. Faz-se necessario
estudos que avaliem a agéo in vivo e toxicidade a
fim de considera-la como uma potencial molécula
contra patégenos importantes, a fim de minimizar
as taxas de mortalidade e os prejuizos para
saude, economia e agricultura.
PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobiano.
Capsaicina. Bactérias Gram positivas. Bactérias
Gram negativas. Fungos.

CAPSAICIN AS A PROMISING BIOACTIVE
MOLECULE AGAINST HUMAN AND
AGRICULTURAL PATHOGENS: A
LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: Introduction: the increase
in infections caused by multidrug resistant
microorganisms is a global public health problem.
There is a growing search for natural compounds
with antimicrobial potential due to limitations of
antimicrobials available. Therefore, capsaicin, the
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main molecule of peppers of the Capsicum genus, has been increasingly studied. Objectives:
to carry out a bibliographical survey of works that evaluated the antimicrobial action of
capsaicin, as well as to discuss its potential as an antimicrobial agent. Methodology: an
integrative literature review was carried out on the Pub Med and SciELO digital platforms of
articles evaluating the antimicrobial activity of capsaicin, resulting in 24 manuscripts published
from 1999 to 2021. Results: most studies evaluated the antimicrobial action of capsaicin
against Gram negative bacteria. About 83.3% of the researches were developed with capsaicin
of commercial origin and the most used methodology was microdilution in broth. The best
antimicrobial activities were against Verticillium dahliae, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Candida tropicalis. Conclusion: Capsaicin shown an antimicrobial action against
important pathogens. News studies that evaluate the in vivo action and toxicity are necessary
in order to consider it as a potential molecule against important pathogens, and consequently,
minimize mortality rates and damage to health, economy and agriculture.

KEYWORDS: Antimicrobial. Capsaicin. Gram positive bacteria. Gram negative bacteria.
Fungi.

11 INTRODUGAO

Aresisténcia antimicrobiana faz parte do processo evolutivo dos micro-organismos e
pode ser denominada como algo natural com o passar dos tempos (OLIVEIRA et al., 2019),
porém, o uso indiscriminado de antimicrobianos tem contribuido com o surgimento cada vez
mais rapido de isolados resistentes, bem como novos mecanismos de resisténcia. Como
consequéncia, a escassez de medicamentos eficazes para o tratamento de infeccoes ja é
uma realidade que merece atencao em todo o mundo (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES
2019). Diante disso, observa-se uma busca constante da medicina e industria farmacéutica
por novas opgdes terapéuticas eficazes para o tratamento de infecgbes (PRASCH et al.,
2018).

Nesse sentido, pesquisas que avaliam a agdo antimicrobiana de compostos naturais
tém ganhado destaque nos ultimos anos, por representarem uma promissora fonte de
moléculas ativas e com boa agdo contra micro-organismos importantes (LAWAL et al.,
2018). Isso, porque, esses compostos geralmente sdo menos tdxicos e apresentam boa
biodegradabilidade (NIKOLIC et al., 2017; WANG et al., 2020).

Muitas dessas pesquisas utilizam compostos com alguma a¢ao medicinal conhecida,
seja ela analgésica, anti-inflamatéria, antioxidante, calmante, dentre outras (BOUFRID;
QUINN, 2018). Nesse contexto, observa-se um nimero crescente de trabalhos que buscam
avaliar a acdo antimicrobiana de moléculas extraidas de diversos tipos de pimenta, com
destaque para capsaicina (AKYUZ et al., 2018; KOLLIA et al., 2019).

Acapsaicina é um alcaloide encontrado em maior quantidade nas pimentas do género
Capsicum, sendo este responsavel pela pungéncia marcante desses frutos (BAENAS et al.,
2018). Além disso, sabe-se que a capsaicina possui diversas propriedades medicinais, tais
como: analgésica, anti-inflamatéria, antitumoral, além de auxiliar no controle de sindromes
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metabdlicas importantes como o diabetes (UARROTA et al., 2020). Além desses beneficios,
estudos sugerem que a capsaicina também pode apresentar uma ag¢do antimicrobiana
interessante (FUCHTBAUER et al., 2021).

Diante do numero cada vez maior de infec¢gdes por micro-organismos resistentes,
do potencial antimicrobiano da capsaicina e visando reunir informagcbes que possam
nortear pesquisas que utilizem a capsaicina como uma molécula antimicrobiana, propomos
a realizagcéo desta revisdo integrativa da literatura com o objetivo elencar e reunir artigos
que avaliaram a acao antimicrobiana da capsaicina, bem como discutir seu potencial como

agente antimicrobiano e listar frente a quais isolados essa molécula foi mais efetiva.

21 METODOLOGIA

Este trabalho utilizou como método a reviséo integrativa de literatura para busca
e avaliagdo dos artigos sobre o tema proposto. A realizagdo deste estudo foi feita em
seis etapas: A) Estabelecimento da questao norteadora e dos objetivos; B) Definicdo dos
critérios de incluséo e exclusao das publicacdes; C) Busca ou amostragem na literatura; D)
Coleta de dados dos artigos; E) Avaliagcéo e categorizagdo dos estudos; F) discusséo dos
resultados e apresentacéo da revisdo integrativa (MENDES; SILVEIRA; GALVAO, 2008;
SOUZA; SILVA; CARVALHO, 2010).

O levantamento bibliografico de artigos que abordam a agdo antimicrobiana da
capsaicina foi feito entre junho de 2020 a abril de 2021, utilizando as bases de dados
PubMed e Scientific Eletronic Library Online (SciELO).

A pergunta norteadora deste estudo foi: a molécula capsaicina possui atividade
antimicrobiana contra micro-organismos potencialmente patogénicos ao homem, animais
e plantas?

Os descritores utilizados na pesquisa foram elencados a partir de uma busca nas
bases de dados Lilacs e Descritores em Ciéncias e Saude (Decs), sendo: capsaicin and
bacterial, capsaicin and yeast, capsaicin and fungal, capsaicin and antibacterial, capsaicin
and antifungal, capsaicin and Gram positive, capsaicin and Gram negative e capsaicin
antimicrobial activity.

Foram incluidos na avaliacao inicial artigos disponiveis na integra. Para identificacao
dos artigos elegiveis, os textos completos foram analisados e ordenados pelo titulo. Em
seguida, procedeu-se a leitura dos mesmos para excluséo dos duplicados. Para identificar
se os artigos possuiam relacédo direta com o tema estudado, foi realizada a analise dos titulos
e resumos. O mapeamento dos artigos elegiveis foi realizado por meio de uma planilha no
programa Microsoft Excel®, a qual abrangia informagdes referentes a caracterizagéo da
producgéo (ano de publicacéo, periddico e estruturacéo do estudo) e metodologia utilizada.

Foram selecionados para leitura completa manuscritos escritos em portugués
(Brasil), inglés ou espanhol, que avaliaram a ag¢é@o antimicrobiana da capsaicina através de
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ensaios in vitro e/ou in vivo, seguindo os protocolos estabelecidos pelo Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI) e European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST).

A busca resultou em 2.502 artigos publicados entre 1996 e 2021, dos quais 24
obedeceram aos critérios de elegibilidade (Figura 1).

Figura 1: Fluxograma da elegibilidade dos artigos obtidos das bases de dados Pub Med e SciELO
incluidos no estudo ap6s aplicagéo de todos os critérios de incluséo e exclusao.

31 RESULTADOS

Os artigos incluidos nesta revisdo foram publicados entre 1999 e 2021, em sua
maioria em revistas na area de tecnologia de alimentos (4), microbiologia (2), botanica (2),
doengas infecciosas (2) etino farmacologia (2), fito medicina (2), quimica (2). Um pequeno
numero de artigos foi publicado em periddicos sobre agricultura (1), antimicrobianos (1),
biomateriais (1), biomoléculas (1), farmacia (1), macromoléculas naturais (1), medicina
natural (1) e produtos naturais (1).

Pouco mais de 95% dos artigos foram publicados em inglés e uma pequena parcela
em espanhol (4.1%). A maioria dos estudos foi realizado no Brasil (5), seguido por México
(4), China (3), Turquia (2), Albania (1) Argélia (1), Austria (1), Espanha (1) Grécia (1),
india (1), Ird (1), Italia (1), Japdo (1) e Reino Unido (1). A Tabela 1 apresenta os dados de
publicac&o dos artigos incluidos nesta reviséao.
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Titulo Revista Idioma Pais Ano Referéncia
Antimicrobial properties of alkamides Journal of Inglés México 1999  Molina-Torres,
present in flavouring plants traditionally Ethnopharmacology Chavez e
used in Mesoamerica: affinin and Chavez.
capsaicina
Cytotoxicity, antiviral and antimicrobial Pharmaceutical Inglés Turquia 2011 Ozgelik, Kartal
activities of alkaloids, flavonoids, and Biology e Orhan
phenolic acids
Capsaicin, a novel inhibitor of the NorA Journal of Inglés india 2012 Kalia et al.
efflux pump, reduces the intracellular Antimicrobial
invasion of Staphylococcus aureus Chemoterapy
Antifungal effects of capsaicin and chile Polibotanica Espanhol México 2012 Limén et al.
piquin extracts (Capsicum annuum . var.
aviculare) in vitro on aspergillus flavus
growth
Antibacterial activity of Capsicum annuum  Journal of Natural Inglés Brasil 2012 Santos et al.
extract and synthetic capsaicinoid Medicines
derivatives against Streptococcus mutans
Properties of capsaicinoids for the control of Plant Biology Inglés Espanha 2013 Veloso et al.
fungi and oomycetes pathogenic to pepper
In vitro and in vivo antifungal activity Ciéncia e Inglés Brasil 2013 Fieiraetal.
of natural inhibitors against Penicillium Tecnologia de
expansum Alimentos
Capsaicin inhibits Porphyromonas European Inglés China 2014  Zhou et al.
gingivalis growth, biofilm formation, Journal of Clinical
gingivomucosal inflammatory cytokine Microbiology &
secretion, and in vitro osteoclastogenesis. Infectious Diseases
Quantification, Antioxidant and Antimicrobial Molecules Inglés Brasil 2014 Nascimento
Activity of Phenolics Isolated from Different etal
Extracts of Capsicum frutescens (Pimenta
Malagueta)
Antimicrobial and Anti-Virulence Activity of Frontiers in Inglés Italia 2015  Marini et al.
Capsaicin Against Erythromycin-Resistant, ~ Microbiology
Cell-Invasive Group A Streptococci
Antimicrobial Activity of Selected Current Inglés Algeria 2017  Mokhtar et al.
Polyphenols and Capsaicinoids Identified Microbiology
in Pepper (Capsicum annuum L.) and Their
Possible Mode of Interaction
Impact of capsaicin, an active component Journal of Infection  Inglés Japao 2017  Yamakawa et
of chili pepper, on pathogenic chlamydial and Chemotherapy al.3
growth (Chlamydia trachomatis and
Chlamydia pneumoniae) in immortal human
epithelial Hela cells
Supplementing capsaicin with chitosan- International Journal Inglés Turquia 2018  Akyuz et al.
based films enhanced the anti-quorum of Biologicals
sensing, antimicrobial, antioxidant, Macromolecules
transparency, elasticity and hydrophobicity
GC-EIMS analysis, antifungal and anti- Natural Product Inglés México 2018 Cantua et al.
aflatoxigenic activity of Capsicum chinense  Research
and Piper nigrum fruits and their bioactive
compounds capsaicin and piperine upon
Aspergillus parasiticus
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Resistance modulatory and efflux-inhibitory
activities of capsaicinoids and capsinoids

Capsaicin inhibitory effects on Vibrio
cholerae toxin genes expression

Capsaicin, an inhibitor of Ochratoxin A
production by Aspergillus section Nigri
strains in grapes (Vitis vinifera L.)

Capsaicin and gingerol analogues inhibit
the growth of efflux-multidrug resistant
bacteria and R-plasmids conjugal transfer

Effect of Capsicum Frutescens Extract,
Capsaicin, and Luteolin on Quorum
Sensing Regulated Phenotypes

Anti-Fouling and Anti-Bacterial Modification
of Poly (vinylidene fluoride) Membrane

by Blending with the Capsaicin-Based
Copolymer

Unravelling the effects of the food
components ascorbic acid and capsaicin
as a novel anti-biofilm agent against
Escherichia coli

Inhibitory effect of Capsicum chinense
and Piper nigrum fruits, capsaicin and
piperine on aflatoxins production in
Aspergillus parasiticus by downregulating
the expression of afD, afM, aflR, and aflS
genes of aflatoxins biosynthetic pathway

Capsaicin derivatives with nitrothiophene
substituents: Design, synthesis and
antibacterial activity against multidrug-
resistant S. aureus

Evaluation of In Vitro Capsaicin Release
and Antimicrobial Properties of Topical
Pharmaceutical Formulation

Bioorganic
Chemistry

Avicenna Journal of
Phytomedicine

Food Additives
& Contaminants:
Part A

Journal of
Ethnopharmacology

Journal of Food
Science

Polymers

Journal of Food
Science and
Technology

Journal of
Environmental
Science and Health,
Part B

European Journal of
Medicinal Chemistry

Biomolecules

Inglés

Inglés

Inglés

Inglés

Inglés

Inglés

Inglés

Inglés

Inglés

Inglés

Espanha

Ird

Grécia

Reino
Unido

Brasil

China

Brasil

México

China

Albania

2018

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2020

2020

2021

Prasch et al.

Erfanimanesh
etal.

Kollia et al.

Oyedemi,
Stapleton e
Gibbons.

Rivera et al.

Shen et al.

Silva et al.

Cantla et al.

Wang et al.

Goci et al.

Tabela 1: Informagdes sobre os artigos incluidos nesta revisao.

No total, a agédo antimicrobiana da capsaicina foi avaliada frente a 27 espécies de

micro-organismos, sendo a maioria bactérias Gram negativas (13), com destaque para

Escherichia coli, seguido por espécies fungicas (9), sendo Aspergillus 0 género mais

frequente nos estudos, e bactérias Gram positivas (7), sendo Sthaphylococcus aureus a

espécie mais frequente. A Tabela 2 apresenta 0os micro-organismos que foram incluidos em

cada estudo, bem como a origem dos isolados.

Do total de artigos incluidos nesta reviséo, 63% verificaram a agéo antimicrobiana da

capsaicina frente a cepas de referéncia de diferentes espécies, 23,8% utilizaram isolados

clinicos e 14,2% espécies fitopatogénicas. Os artigos que apresentaram resultados

promissores na avaliagdo da atividade antimicrobiana da capsaicina sdo apresentados na

Tabela 3.

Em relagéo a origem da capsaicina utilizada nos artigos incluidos nesta reviséo,
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verificamos que a maioria (83,3%) foi de origem comercial e apenas trés trabalhos (12,5%)

utilizaram a capsaicina isolada pelos préprios autores, sendo que dois artigos utilizaram a

capsaicina extraida da espécie Capsicum frutescens e um da espécie Capsicum annuum.

Somente um artigo (4,2%) néao relatou a origem do composto utilizado nos testes.

Sobre as metodologias utilizadas para avaliar a acdo antimicrobiana da capsaicina,

verificamos que 66,6% dos estudos trabalharam com a microdiluicdo, 25% com disco de

difusé@o, 4,2% com macrodiluicdo e 4,2% ensaios com células para micro-organismos

intracelulares.

Microrganismo

Escherichia coli, Pseudomonas.
solanacearum, Bacillus subtilis
Saccharomyces cerevisiae

E. coli, Pseudomonas. aeruginosa
Proteus. mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter. baumannii, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, B. subtilis,
Candida albicans, C. parapsilosis

S. aureus
Aspergillus flavus
Streptococcus mutans

Verticillium dahliae, V. tricorpus Botrytis
cinérea, Rhizoctonia solan

Penicillium expansum
Porphyromonas gingivalis

E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, E.
faecalis, B. subtilis, S. aureus, C. albicans

Streptococcus pyogenes

Listeria monocytogenes S. aureus, P.
aeruginosa, P. mirabilis, E. coli, Salmonella
typhimurium, B. subtilis, Bifidobacterium
animalis sbsp lactis Bb12, Lactobacillus
acidophilus, L. plantarum

Chlamydia trachomatis e K. pneumoniae

E. coli, S. aureus, P. microbilis, P. vulgaris,
P. aeruginosa, Enterobacter aerogenes,
B. thuringiensis, S. enterica typhmurium,
S.mutans

A. parasiticus

Mycobacterium smegmatis
Vibrio cholerae

A. carbonatrius, A. section Nigri

S. aureus, E. faecalis, E. coli, P, aeruginosa,
K. pneumoniae, B. subtilis, Proteus sp.

Isolamento
Cepa padrao (ATCC)

Cepa padréo (ATCC)

Cepa padréo (ATCC)
Isolado de campo
Cepa padrao (ATCC)
Isolado clinico

Isolado de campo
Cepa padrao (ATCC)
Cepa padrao (ATCC)

Isolado clinico

Cepa padrao ATCC e
isolado clinico

Cepa padrao ATCC e
isolado clinico

Cepa padrao e ATCC

Cepa padrao ATCC

Cepa padrao ATCC

Cepa padrao ATCC
Isolado de campo

Isolado clinico

Referéncia

Molina-Torres, Chavez e
Chavez 1998

Ozgelik, Kartal e Orhan, 2011

Kalia et al., 2012
Limén et al. 2012
Santos et al. 2011
Veloso et al. 2012

Fieira et al. 2013
Zhou et al. 2013

Nascimento et al. 2014

Marini et al. 2015
Mokhtar et al. 2017

Yamakawa et al. 2017

Akyuz et al. 2018

Cantula et al.2018
Prasch et al. 2018
Erfanimanesh et al. 2019
Kollia et al. 2019

Oyedemi, Stapleton e
Gibbons. 2019
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Chromobacterium violaceum, Serratia Cepa padrao Rivera et al. 2019
marcescens, P. aeruginosa

S. aureus Cepa padrao (ATCC) Shen et al. 2019
E. coli Cepa padro (ATCC) Silva et al. 2020
A. parasiticus Cepa padrao (ATCC) Cantua et al. 2020
S. aureus Cepa padrédo Wang et al. 2020
E. coli, B. cereus, S. typhi, S. aureus, C. Cepa padrao (ATCC) Goci et al. 2021

tropicalis, C. albicans, C. parapsilosis, C.
albicans. C. parapsilosis, C. krusei.

Tabela 2: Micro-organismos avaliados nos artigos incluidos nesta reviséo.

Tabela 3- artigos que apresentaram resultados promissores na avaliagdo da atividade antimicrobiana
da capsaicina.

41 DISCUSSAO

A resisténcia a antimicrobianos é um problema de saude publica mundial, pois
reduz consideravelmente as opgOes de antimicrobianos disponiveis para o tratamento de
infeccdes em humanos, animais e plantas, causando prejuizos a saude, ao agronegocio
e a economia (DODDS, 2016). Diante disso, tem-se observado um aumento significativo
de pesquisas buscando compostos naturais que apresentem acdo antimicrobiana,
especialmente na dltima década (OTUNOLA et al., 2016; ROMULO et al., 2018; LEJA et
al., 2020). Fato este confirmado por esta reviséo, cuja maioria dos artigos que avaliaram
acao da capsaicina foram publicados nos Gltimos 10 anos, sendo o ano de 2019 o que teve
a maior quantidade de publicagdes (25%).

Muitos desses compostos naturais ja possuem outras agbes farmacologicas
conhecidas como é o caso da capsaicina (ADASZEK et al., 2018). Esta revisao de literatura
apresenta artigos que indicam que a capsaicina pode ser uma aposta promissora no
combate a micro-organismos patogénicos.

Esta revisdo aponta algumas diferengas metodologicas e de resultados entre os
trabalhos que avaliaram acdo antimicrobiana da capsaicina ao longo dos anos. Molina-
Torres, Chavez e Chavez (1998) utilizaram a metodologia de macrodiluicdo e a versdo da
capsaicina utilizada foi a comercial. Os valores da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)
neste estudo variaram de 200 a 300 ug/mL para os micro-organismos como E. coli, P.
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solanacearum, B. subtilis e S. cerevisiae. Ja em trabalhos mais recentes, como o de Goci et
al. (2021), a metodologia utilizada foi a microdiluicdo em caldo e a capsaicina utilizada nos
testes foi isolada da pimenta Capsicum annuum. As CIM encontradas foram relativamente
baixas, ficando entre 0,312 e 10 ug/mL para isolados de E. coli, B. cereus, Salmonella typhi,
S. aureus, C. tropicalis, C. albicans, C. parapsilosis e C. krusei.

Essa diferenca de resultados entre os estudos pode ser justificada pela origem
e pureza da capsaicina utilizada. Isso, porque, Molina-Torres e colaboradores (1998)
utilizaram capsaicina comercial, cujo grau de pureza foi de 74,63%, ao passo que Goci e
colaboradores (2021) avaliaram acéo da capsaicina que eles extrairam do fruto. O fato de
Molina-Torres e colaboradores (1998) nao utilizarem uma capsaicina com pureza maior
pode ter influenciado nos valores de CIM maiores do que aqueles encontrados por Goci et
al. (2021).

Avaliando os resultados dos artigos por grupo de micro-organismos, verificamos
que a capsaicina se mostrou promissora contra bactérias Gram positivas, com destaque
para a espécie S. aureus, ja que a CIM encontrada no estudo de Nascimento et al., (2014)
foi de 1,2ug/mL. Espécies de bactérias Gram positivas sdo as principais responsaveis
pelas Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), estando relacionadas a
elevadas taxas de mortalidade (INAGAKI et al., 2019). Além disso, o aumento de infec¢cbes
por isolados resistentes, como S. aureus resistente a meticilina (MRSA), ja € uma
realidade em hospitais do mundo todo, dificultado o tratamento e aumentando as taxas
de morbimortalidade (HORVATH et al., 2020). Diante disso, moléculas de origem natural
com boa acgdo contra micro-organismos importantes no &mbito hospitalar trazem novas
perspectivas para o tratamento de infeccdes.

Ja Silva et al. (2019), através da técnica de microdiluicdo em caldo, verificaram
uma boa agdo antimicrobiana da capsaicina frente ao isolado clinico E. coli, cujo valor
da CIM foi 7mM. Bactérias Gram negativas como E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae,
séo conhecidas por apresentarem resisténcia a diversos farmacos como os betalactamicos
e carbapenémicos (KAYE; POGUE., 2015; MOKHTAR et al., 2017). Contudo, a acédo da
capsaicina contra a cepa de referéncia de E. coli apresentou um bom resultado, indicando
que essa molécula € um dos poucos compostos naturais (RIBEIRO et al., 2018) que
apresentaram agdo antimicrobiana frente a isolados de E. coli. Logo, faz-se necessarios
mais estudos com um numero maior de isolados, incluindo aqueles provenientes de
amostras clinicas, para confirmar o potencial antimicrobiano da capsaicina contra esse
micro-organismo e qual o seu provavel mecanismo de agéo.

Em relagéo aos estudos que avaliaram a ag¢do antimicrobiana da capsaicina frente
a patogenos agricolas, o trabalho de Veloso et. al (2014) encontrou o menor valor de
CIM para o fungo Verticillium dahliae, (0,25 mM). Essa espécie fungica pode acometer
e destruir plantagdes inteiras de milho ou algodao, levando a grandes perdas agricolas
e prejuizos econdmicos (ZHANG et al., 2020). E possivel dizer que os resultados deste
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estudo sdo promissores, pois a capsaicina além de se mostrar eficaz, € uma molécula
com boa biodegradabilidade, sendo popularmente conhecida na cozinha de todo o mundo.
Além disso, em comparacdo aos agrotoxicos convencionais, e baseado nos estudos ja
existentes, a capsaicina é benéfica a satde humana (ADASZEK et al., 2018), podendo
levar a diminui¢gdo do uso de aditivos quimicos para o combate de pragas agricolas.

Poucos sdo os estudos que avaliam agdo antimicrobiana de produtos naturais
frente a espécies de Candida (CORREIA et al., 2016; LAVAEE et al., 2018). Entretanto,
tem se observado o surgimento de isolados resistentes as poucas classes de antifungicos
disponiveis para o tratamento de infecgbes, a exemplo da C. auris (DU et al., 2020). Nesta
revisao, 25% dos artigos avaliaram a agcéo da capsaicina contra Candida spp., com destaque
para o estudo de Goci et al., (2021), que utilizando a capsaicina isolada da pimenta C.
annuum, encontrou um valor de CIM de 3968 pg/mL frente a isolados de Candida tropicalis.
C. tropicalis € a segunda espécie nao-albicans responsavel por candidiase invasiva e
acomete principalmente pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI)
com o sistema imunolégico comprometido, apresentando maior prevaléncia na Asia e na
América Latina (OLIVEIRA et al., 2020).

Por fim, apesar da confirmagcdo da ac&o antimicrobiana da capsaicina frente
a diferentes patogenos, nenhum dos artigos incluidos nesta revisdo determinaram o
mecanismo de agdo da molécula. Porém, acredita-se que a capsaicina provoque lise da
parede celular e consequente morte celular (DORANTES et al., 2000). Entretanto, estudos

s&80 necessarios para comprovar essa via de agdo ou outra mais efetiva.

51 CONCLUSAO

Os resultados desta revisdo mostram que a capsaicina se apresenta como uma
promissora molécula com ag¢do antimicrobiana contra micro-organismos importantes no
ambiente hospitalar e para producgéo agricola. Assim, faz-se necessario estudos que avaliem
a acéo in vivo, bem como sua toxicidade nas concentragdes que inibiram o crescimento
de micro-organismos, a fim de considera-la como um possivel farmaco para tratamento de
infeccoes em humanos, animais e em plantacdes, minimizando as taxas de mortalidade e
0s prejuizos econdmicos para o sistema de saude e agronegécio.
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RESUMO: O amido é um homopolissacarideo
passivel de ser hidrolisado por enzimas
estereoespecificas denominadas de amilases,
sendo que essas hidrolases podem ser
produzidas por células vegetais, animais e
microrganismos. Dentre esses, os fungos
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filamentosos destacam-se como 0s maiores
produtores desse biocatalisador. O estudo de
enzimas apresentam alternativas indubitiveis
para a resolugdo de problemas nos diversos
campos industriais e preservacionistas, como a
substituicdo de reagentes quimicos onerosos e
altamente poluentes para o meio ambiente por
um produto facilmente degradavel e biol6gico
que nao provoca danos severos ao meio
ambiente. Informagdes acerca da conversao de
amido em agucares fermentesciveis por enzimas
amiloliticas para fabricagéo de etanol a partir de
milho foram discutidas.

PALAVRAS-CHAVE: Enzimas. Amilases. Amido.
Hidrélise. Milho.

HYDROLYSIS OF CORN STARCH BY
FILAMENTOUS FUNGI ENZYMES

ABSTRACT: Starch is a homopolysaccharide
that can be hydrolyzed by stereospecific
enzymes called amylases, and these hydrolases
can be produced by plant cells, animals and
microorganisms, among which, filamentous
fungi stand out as the principal producers of
this biocatalyst. The study of enzymes presents
undoubted alternatives for solving problems in
various industrial and preservationist fields, such
as the replacement of costly chemical reagents
that are highly polluting with an easily degradable
and biological product that does not cause severe
damage to the environment. Information regarding
the conversion of starch into fermentable sugars
by amylolytic enzymes for the manufacture of
ethanol from corn is reviewed.
KEYWORDS: Enzymes. Amylases.
Hydrolysis. Corn.

Starch.
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INTRODUCAO

Em relagdo ao volume de produgdo de grdos no mundo, o milho é o de mais
elevada importancia (Soares et al., 2017), podendo destacar entre as provaveis aplicagbes
dos gréos de milho a produgéo do etanol de primeira geracdo (Rosseto et al., 2017). O
principal constituinte dos gréaos de milho € o amido, uma macromolécula constituida de dois
homopolissacarideos, sendo esses a amilopectina e a amilose (Tappiban et al., 2019). O
amido possui um alto peso molecular e, devido a isto, essa macromolécula necessita sofrer
a acao de enzimas especificas para auxiliar na liberacéo dos acgucares, acdo desempenhada
pelas hidrolases do sistema amilolitico (Coelho et al., 2018).

As amilases s@o consideradas ser entre as enzimas de maior aplica¢é@o industrial,
correspondendo a 33% do total de enzimas utilizadas no mundo (Elumalai et al., 2019). Elas
estdo entre as biomoléculas que podem ser produzidas por bactérias, leveduras, fungos
filamentosos, células vegetais e animais; entretanto, os fungos filamentosos destacam-se
devido a alta producgéo amilolitica, além da facilidade de cultivo (Lima et al., 2015).

Esses biocatalisadores sdo esséncias no processamento de matérias-primas
amilaceas, hidrolisando ligagcdes O-glicosidicas do polissacarideo em monémeros de
glicose e maltooligossacarideos de cadeia curta. Sdo aplicadas nas indistrias téxteis,
alimenticia, de deterogente, farmacéutica, biocombustiveis e outras (Yaras et al., 2015).

Levando-se em conta a possibilidade de produzir etanol por meio dos polimeros
constituintes do milho, utiliza-se amilases de fungos filamentosos com elevado potencial
de conversédo do polissacarideo em aglcares fermentesciveis. Além disso, o estudo de
enzimas apresenta alternativas indubitaveis para a resolugdo de problemas nos diversos
campos industriais e preservacionistas, como a substituicdo de reagentes quimicos caros
e altamente poluentes para o meio ambiente por um produto facilmente degradavel e
biologico, que ndo provoca danos a natureza. O objetivo deste trabalho é realizar um estudo
teorico acerca das informagdes da conversdo de amido em agUcares fermentesciveis por
enzimas amiloliticas de origem fungica para a producéo de etanol a partir de milho.

REVISAO DA LITERATURA

O milho como matéria-prima para fabricacao de etanol no Brasil e no mundo

O milho é cultivado em todo o mundo, possuindo 150 espécies diferentes. E uma
cultura antiga que, de acordo com a literatura, foi domesticado a 4300 anos atras em
Honduras (Kennett et al., 2017; Abimilho, 2021). Esse cereal caracteriza-se por ser um
produto agricola de grande patamar no mundo, ultrapassando a quantidade de 1 bilhdo de
toneladas de gréos produzidos. A unido da produgéo do cereal pelos Estados Unidos, China,
Brasil e Unido Europeia correspondeu a mais de 72% do total produzido mundialmente
(USDA, 2018a, 2018b).
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No Brasil, o cultivo do vegetal esta distribuido por diferentes regies e € condicionado
a época 6tima de cultivo, levando-se em conta o clima de cada regido. Dentre os estados
brasileiros, o0 Mato Grosso € o maior produtor (Conab, 2019) e, o estado de Minas Gerais
esta entre os estados que compde a maior fragdo da producdo nacional (Gasques et al.,
2018). Vale citar que o lado positivo do seu cultivo no Brasil € a disponibilidade do cereal, a
facil estocagem, excelentes condi¢des climaticas e a utilizagcao de todas as partes do gréo
(Cargill Agricola S.A., 2015).

A comercializagdo dos grdos de milho, embora em meio a pandemia, se mostra
bem promissora, levando-se em conta a proje¢cdo do aumento de producdo. Na safra de
2020/21, houve uma retomada na demanda do etanol proveniente dos graos de milho, o
que contribui para esse mercado (Conab, 2020).

Os graos de milho séo constituidos de 6leo, fibra, proteina e amido, sendo este de
elevado teor no cereal. Entre as suas aplicagdes, destaca-se a produgéo de polimeros,
bebidas e combustiveis (Miranda, 2018). Da biomassa do milho, também s&o identificados
a palha e a espiga, as quais podem ser empregadas na rota de producéo de etanol de
segunda geracéo (Bortoletto e Alcarde, 2015).

Em alguns paises, os grédos sé@o convertidos a etanol, e essa tecnologia vem se
intensificando cada vez mais ao longo dos anos, triplicando desde o ano 2000. De forma
geral, o etanol € um biocombustivel que pode advir da fermentagédo da cana-de-aglcar ou
do milho (O Statista, 2021).

O processo de obtengédo do etanol de milho inicia com a moagem dos graos, seguido
pela liquefagéo, cozimento, fermentacéo, e destilagéo para produzir o etanol e a vinhacga. A
vinhaca pode passar por diferentes etapas, como a centrifugacéo, evaporagédo e secagem
até se obter os grdos de destilaria (Pedersen et al., 2015). Em termos de eficiéncia de
conversao, séo obtidos cerca de 400 litros de etanol para cada tonelada de gréo utilizado
nesse processo, enquanto que sao obtidos apenas 85 L por tonelada de cana-de-agucar
(lea, 2018; Manochio et al., 2017).

A producéo de etanol tradicional a partir dos gréaos de milho requer diferentes etapas
de pré-tratamento, dependendo do tipo de processamento a ser utilizado. Na via amido,
caracterizada por submeter os graos de milho a solugdo de &cido sulfurico e agua antes
da moagem, diferentes fra¢gdes de composicédo do grdo podem ser recuperadas. Por outro
lado, a via a seco consiste basicamente em moer os gréos e depois adicionar 4gua ao pd
moido (Manochio et al., 2017).

Em termos de balango energético, a produgéo industrial do etanol de milho n&o é tao
favoravel, pois etapas adicionais envolvendo gasto energético médio de 4 MJ por litro de
alcool produzido séo exigidas no processo (Manochio et al., 2017). No entanto, ha trabalhos
que indicam melhorias provaveis no processo para a reducdo dos custos de producédo
utilizando amido granular e processoxs de sacarificacdo e fermentacao simultaneas (Strak-
Craczyk et al., 2019).

Microbiologia: Clinica, ambiental e alimentos 2 Capitulo 8



Estrutura e composicao do amido

Carboidratos sé@o as biomoléculas mais encontradas na natureza. Por defini¢céo, sdo
polihidroxialdeidos ou polihidroxicetonas, ou compostos que formam esses ap6s a sua
hidrélise, sendo constituidas basicamente por oxigénio, hidrogénio e carbono. Entretanto,
alguns podem apresentar outros elementos quimicos, como nitrogénio, fésforo e enxofre
(Nelson e Cox, 2018; Teng et al., 2021; Hornink e Galembeck, 2019).

O amido é um homopolissacarideo presente em células vegetais, possuindo uma
ampla aplicagdo nos mais diversos processos industrias (Bertoft, 2017), como nas industrias
farmacéutica, construgéo civil, alimenticia, quimica e petrolifera (Cargill Agricola S.A.,
2015). O seu destaque perante as aplicagdes industriais € devido a sua alta disponibilidade,
facilidade de extragao, baixo custo, carater renovavel, entre outras caracteristicas (Sarka
e Dvoracek, 2017).

O amido é insoluvel em agua a temperatura ambiente e é formado por um conjunto
de monémeros de D-glicose unidos por ligagdes O-glicosidicas. E composto de dois
distintos polimeros: amilose e amilopectina (Chen et al., 2020).

A amilose € um homopolissacarideo linear composto por unidades de D-glicoses
unidas por ligagbes glicosidicas do tipo (a-1—4), enquanto que a amilopectina € um
homopolissacarideo ramificado constituido de monémeros de D-glicoses unidas por ligagdes
do tipo (a-1—4) e por ligagdes do tipo (a-1—6) nos pontos de ramificagdo (Figura 1). O
granulo de amido é composto de cerca de 20 a 30% de amilose e 70 a 80% de amilopectina,
a qual tem o maior peso molecular. A concentragdo de cada polimero varia dependendo da
fonte amilacea (Cargill Agricola S.A., 2015; Masina et al., 2017).
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Figura 1 - Estrutura dos polimeros constituintes do homopolissacarideo amido. (A) amilose e (B)
amilopectina.

Nas cadeias de amilose e amilopectina interagindo com lipideos e proteinas, existe
uma alternancia entre regides cristalinas e regides amorfas (Bertoft, 2017; Liu et al., 2017).
Devido a existéncia desses dois tipos de regibes, o amido apresenta-se estruturalmente
sob forma semi-cristalina (Song et al., 2017).

O amido, apés ser extraido dos cereais, precisa de tratamento, pois € insolUvel em
agua em temperatura ambiente. Todavia, se ele for submetido ao aquecimento, ocorre
facilmente a sua gelatinizagédo, processo em que o amido se torna mais viscoso e turgente
(Zhang et al., 2015). A quantidade de energia ou a temperatura incidente para que ocorra
a gelatinizagéo do amido é dependente da origem desse carboidrato, estando na faixa de
60 a 100 °C (Xu et al., 2020).

Amilases e a hidrolise do amido

Os processos industriais podem ser otimizados empregando diversas enzimas. A
utilizagdo dessas biomoléculas esta associada aos beneficios como alta seletividade, melhor
rendimento na geragdo de produtos, ndo toxicidade e auséncia de produtos indesejaveis
(Chapman et al., 2018). Entretanto, para que uma enzima tenha exceléncia no setor industrial,
ela necessita ser de facil manuseio e ter estabilidade operacional (Velasco-Lozano et al., 2015).
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Exemplos de catalisadores biol6gicos sdo as lipases, pectinases, celulases, proteases
e as amilases (Griebeler et al., 2015). As amilases est&o inclusas no grupo das hidrolases e
possuem func¢éo de hidrolisar a molécula de amido a dextrinas, maltoses e glicoses (Li et al.,
2016; Simair et al., 2017). As enzimas amiloliticas possuem uma consideravel importancia
para o setor industrial, pois sdo essenciais em processos que envolvam a fabricagcéo de
paes, cervejas, papeis, e detergentes, a retirada de umidade de tecidos, a produgéo de
xaropes, liquefagéo do amido, entre outros (Simair et al., 2017; Benassi, 2018). Existem
diferentes tipos de enzimas amiloliticas e elas podem ser classificadas de acordo ao tipo
de hidrélise que sdo capazes de realizar na molécula de amido e aos produtos de hidrélise
formados (Griebeler et al., 2015; Li et al., 2016).

Amilases pertencem, em sua maioria, a familia 13 de glicosil transferases, isto é,
hidrolisam ligagbes a-glicosidicas para produzir mono- ou oligossacarideos a-anomeéricos.
Catalisem a hidrolise de ligagbes glicosidicas a-1,4 ou a-1,6, ou uma combinacdo de
ambas as atividades. As amilases presentam estrutura em barril (/)8 ou barril TIM, que
foi primeiramente descrito para triose isomerase. Todas tém quatro regibes altamente
conservadas em sua seqUiéncia primaria contendo o sitio catalitico e os mais importantes
sitios de ligagdo ao substrato. Todas possuem residuos como Asp (acido aspartico) e Glu
(acido glutamico) no sitio catalitico, correspondendo a Asp-206, Glu-230 e Asp-270 da taka-
amilase A (HENRISSAT, 1991 e MORAES, 2004).

Basicamente, existem quatro enzimas conversoras de amido: endoamilases,
exoamilases, enzimas desramificadoras e transferases (GUPTA, 2003; ROY & GUPTA,
2004; MORAES, 2004; NOROUZIAN et al., 2006; BONILHA et al., 2006). Endoamilases
s80 enzimas capazes de hidrolisar as ligagdes glicosidicas o-1,4 no interior da cadeia
amilolitica. As exoamilases, que agem sobre os residuos externos de glicose da amilose e
da amilopectina, produzem somente D-glucose ou maltose e $-dextrinas limites. As enzimas
desramificadoras caracterizam-se por hidrolisar exclusivamente ligagdes a-1,6, tal como
a isoamilase e pululanase tipo |. As amilases transferases representem o quarto grupo
de enzimas conversoras de amido; séo transferases que quebram ligagbes O-glicosidicas
a-1,4 da molécula doadora e transferem parte do doador para um aceptor glicosidico com a
formacgdo de uma nova ligacao glicosidica (TACHIBANA, 1999, FERNANDES et al., 2007).

Na literatura sdo descritos alguns tipos de amilase:

* a-Amilase ou 1,4-a-D-glucano glucanohidrolase (EC 3.2.1.1) trata-se de uma
endoamilase que promove a hidrélise de ligagées a-1,4 no interior da cadeia

de amilose e de amilopectina, liberando véarias cadeias de oligossacarideos de
diversos tamanhos que apresentam configuracdo o no C1 (Kikani et al., 2020);

*  B-Amilase ou 1,4-a-D-glucano maltohidrolase (EC 3.2.1.2) é uma exohidrolase
que hidrolisa a penultima ligagcdo a-1,4 da extremidade néo redutora da cadeia
de substrato, causando inversao da configuragdo anomérica da maltose, que é
liberada na forma S (Bott et al., 2018; Sigma-Aldrich, 2021);
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* a-Glucosidase, a-D-glucosidase glucohidrolase ou maltase (EC 3.2.1.20), trata-
-se de uma exohidrolase que hidrolisa ligagées glicosidicas do tipo a-1,4, a-1,6
ou ambos de sacarideos curtos, formados pela acdo de outras enzimas ami-
loliticas. a-Glucosidase é capaz de liberar unidades de a-D-glicose a partir da
extremidade nao redutora (AVCI et al., 2020);

+  Glucoamilase, 4-a-D-glucan glucohidrolase ou amiloglicosidase (EC 3.2.1.3) é
uma exoamilase capaz de hidrolisar ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4 por meio
da remocao de sucessivas unidades de glucose a partir da extremidade néo
redutora da cadeia, liberando moléculas de D-glucose na conformacgéo (. Es-
sas enzimas também hidrolisam, mas com uma velocidade menor, as ligagdes
a-1,6 e algumas ligagdes do tipo a-1,3 e a-1,2. (Silano et al., 2020b);

»  Pululanase do tipo | ou a-dextrina-6-glucanohidrolase (EC 3.2.1.41) € uma en-
doamilase que hidrolisa ligagbes a-1,6 do polissacarideo pululano converten-
do-o quase completamente a maltodextrina, podendo também, dar origem a
produtos de reacdo sem pontos de ramificagdo quando atua sobre liga¢des
a-1,6 das moléculas de amido, amilopectina e dextrinas limite. Essa enzima néao
exerce nenhum efeito sobre as liga¢des o-1,4 (Nisha e Satyanarayana, 2016;
Kahar et al., 2017; Sigma-Aldrich, 2021).

Além destas, existe a isoamilase ou glicogénio a-1,6-glucanohidrolase (EC
3.2.1.68) (Silano et al., 2020c); 1,4-a-D-maltotetrahidrolase (EC 3.2.1.60), também
conhecida por 1,4-a-D-glucano maltotetrahidrolase (Silano et al., 2019); ciclomaltodextrina
glucotransferase; transferase (EC 2.4.1.19) (Silano et al., 2020a); oligo-a-1,6-glucosidase
(EC 3.2.1.10) (Dong et al., 2020), e amilases maltogénicas (EC 3.2.1.133) (Bott et al., 2018;
Mohanan e Satyanarayana, 2019), entre outros tipos.

O uso de amilases na obtengéo de xarope de maltose ou glicose por meio da hidrolise
do amido ocorre pelos processos da liquefacéo e sacarificagdo. A primeira das etapas do
processo é a liquefagdo. Essa etapa é conduzida em temperaturas acima de 95°C, e ela
consiste em reduzir a viscosidade do amido por meio da a-amilases termicamente estaveis
(Bott et al., 2018). Posteriormente, o hidrolisado de amido ou o produto liquefeito passa
pela sacarificagéo, onde a enzima glucoamilase produz um xarope que contém um elevado
teor de glicose. O xarope pode ser submetido a processos fermentativos conduzidos por
leveduras para a producdo do etanol. Essas enzimas biolégicas podem ser obtidas de
diferentes tipos de fontes; entretanto, os fungos filamentosos possuem o maior potenci al de
producao de amilases com maior atividade enzimatica, estabilidade ao pH e a temperatura
(Coelho et al., 2018; Sindhu et al., 2017).

CONCLUSOES

Nesse contexto, percebe-se que a hidrélise de milho pela agdo de amilases
apresenta alternativas indubitaveis para a resolugdo de problemas nos diversos campos
industriais e preservacionistas, em especial na sintese de etanol.
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RESUMO: A sepse é uma disfuncdo orgéanica
causada por uma resposta desregulada do
organismo devido a infecgcdo. Analisando sinais
e sintomas, pode-se observar anormalidade
celular, circulatéria, metabdlica, assim como
também alteragbes laboratoriais. No Brasil, as
UTl's sdo tidas como infecgbes bacterianas
mais comuns, que podem desencadear a uma
sepse, sendo responsaveis por 80 em cada
1.000 consultas clinicas. O presente estudo tera
como objetivo avaliar os parametros laboratoriais
e clinicos de paciente com sepse em hospital
privado de Minas Gerais. O estudo sera realizado
a partir de resultados levantados no banco de
dados do laboratério co-participante situado em
Ouro Branco, MG.

PALAVRAS-CHAVE: Sepse; Proteus sp;
Clostridium difficile; Klebsiela sp; Serratia sp.
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CASE STUDY: ANALYSIS OF THE
LABORATORY AND CLINICAL
PARAMETERS OF A PATIENT WITH
SEPSIS IN A PRIVATE HOSPITAL OF
MINAS GERAIS

ABSTRACT: Sepsis is an organ dysfunction
caused by a dysregulated response of the body
due to infection. Analyzing signs and symptoms,
one can observe cellular, circulatory, metabolic
abnormalities, as well as laboratory changes. In
Brazil, UTI's are considered the most common
bacterial infections that can trigger sepsis, being
responsible for 80 out of every 1,000 clinical
consultations. The present study will aim to
evaluate the laboratory and clinical parameters of
patients with sepsis in a private hospital in Minas
Gerais. The study will be performed from results
collected in the database of the co-participating
laboratory located in Ouro Branco, MG.
KEYWORDS: Sepsis; Proteus sp; Clostridium
difficile; Klebsiela sp; Serratia sp.

INTRODUCAO

A sepse € estabelecida pelo Instituto
(ILAS),
uma ampla alteragdo celular, causada por

Latino-Americano de Sepse como

uma infeccdo desregulada, acometendo

principalmente pacientes imunossuprimidos.
Pode ser definida como, a resposta sistémica
a uma doencga infecciosa, que pode ser
desencadeada pelos microrganismos: bactérias,
virus, fungos ou protozoarios (ILAS, 2015).
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Intensiva (SCCM), como espectros da doenca, a mesma pode ser classificada em:
sepse ndo complicada, sepse grave e choque séptico, que é resultante de uma resposta
inflamatéria sistémica do hospedeiro proveniente de uma infeccdo (BARROS; MAIA;
MONTEIRO, 2016).

Para uma provavel infec¢@o, sdo analisados pelo menos dois sinais ou sintomas
recentes e presentes no momento do diagndstico inicial. Dentre estes sintomas, se
caracterizam a temperatura maior que 38,3°C (hipertermia); temperatura menor que 36°C
(hipotermia); frequéncia cardiaca superior a 90 bpm (batimentos por minuto), (taquicardia);
frequéncia respiratoria maior que 20 irpm (taquipnéia), pressao arterial sistdlica menor
que 90 mmhg ou pressao arterial média menor que 65 mmhg, alteragdo aguda do estado
mental, calafrios ou tremores, leucocitos totais maiores que 12000/mm3 e leucocitos totais
menores que 4000/mm3(ZOPPI1,2017).

O choque séptico ocorre principalmente por bactérias gram-positivas e bactérias
gram-negativas, levando a um subconjunto de causas patolégicas nos pacientes. O choque
séptico aumenta gradualmente a cada ano (TORTORA, G.J.; FUNKE, B.R.; CASE, CL.,
2012).

E incontestavel o fato de que a sepse constitui problema de satde publica e, por
isso, 0 seu controle e prevencado devem ser priorizados, uma vez que, € responsavel por
importante causa de mortes em todo o mundo. De acordo com o Instituto ILAS, a sepse
constitui a segunda principal causa de mortalidade em Unidades de terapia intensiva (UTI),
tendo a sua incidéncia acrescida de 82,7 casos para cada 100.000 habitantes em 1979,
para 240,4 habitantes para cada 100.000 habitantes em 2000 (GARRIDO, 2017).

Um estudo de prevaléncia em cerca de 230 UTls em hospitais, aleatoriamente
selecionados, assinala que aproximadamente 30% dos leitos de UTI no Brasil estao
ocupados por pacientes acometidos por sepse grave ou choque séptico. Nesse mesmo
estudo, conduzido pelo ILAS, apresenta resultados iniciais alarmantes, com letalidade em
cerca de 50% dos acometidos (ILAS, 2015).

Acometendo pessoas imunossuprimidas e sensibilizadas, ou em UTI, a sepse
é considerada um grande problema de salde publica, pois causa sérios prejuizos ao
organismo. Esse trabalho possui o objetivo de ressaltar a importédncia dos exames
laboratoriais e os fatores clinicos envolvidos através de um estudo de caso Unico de paciente
com o diagnéstico de sepse em Hospital Privado de Minas Gerais. Além de, conhecer
as consequéncias dessa disfuncéo, um fator extremamente preocupante, uma vez que
acarreta diversos prejuizos em seu desenvolvimento. E assim, buscar o auxilio e a unido a
profissionais de saude, dessa patologia que acomete muitos individuos imunossuprimidos.
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METODOLOGIA

Coleta de dados por meio de software do hospital

O presente trabalho consiste em um estudo de caso Unico. O estudo se baseou
em uma pesquisa de um paciente apresentando sepse, com suas evolugdes clinicas e
laboratoriais, em um determinado hospital privado de Minas Gerais. Foram analisadas
as evolucbes médicas e os exames laboratoriais, como hemograma, hemocultura,
antibiograma, exames bioquimicos e imunolégicos.

Anteriormente a coleta de dados, sera direcionado ao responsavel legal do laboratério
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), solicitando-o autorizagédo para
realizagdo da pesquisa, no qual estardo explicitados os objetivos e técnicas para coleta de
dados, bem como os aspectos éticos da pesquisa, além da garantia do sigilo e o anonimato
para com o paciente participante da pesquisa. Sera entéo solicitada a assinatura do TCLE
em duas vias, autorizando a execugao da pesquisa pelo responsavel legal do laborat6rio.

Realizou-se uma andlise de dados diretos e indiretos, onde eles foram obtidos de
um software (Tasy) usado pela empresa para controle de dados e resultados de exames
dos pacientes. O presente estudo analisou as principais amostras e resultados de sangue
do paciente, realizada no periodo de janeiro a marco do ano de 2020, e as evolugbes
clinicas respectivas também a esse periodo. Referente aos dados coletados no software
foi realizada a analise com duplo observador.

Apbs obter os resultados laboratoriais, foi separado o numero de prescricdo e
prontuario de cada cadastro do respectivo dia do paciente, e separado em arquivo Word
com seus resultados laboratoriais e manifestagoes clinicas do dia.

Os resultados obtidos iréo revelar se ha uma correlagdo nos exames relacionando
com o quadro clinico de sepse do paciente.

Coleta de sangue e analise clinica da amostra

A coleta de sangue do paciente foi realizada por enfermeiros ou técnicos de
enfermagem, e levadas para o laboratério imediatamente. Juntos com as amostras de
sangue, é direcionado um pedido médico com os exames para serem realizados. As coletas
de sangue foram coletadas por via pungéo venosa ou arterial, em tubos a vacuo no periodo
estipulado pelo médico (manh3, tarde ou noite).

Apbs a centrifugagéo do sangue para amostra bioguimica, o soro foi inserido no
aparelho ADVIA® de bioquimica para a realizagdo das analises do resultado. Assim
hemograma e dos respectivos exames de microbiologia, gasometria e exames de

coagulacéo.
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TESTES LABORATORIAIS

Perfil bioquimico
As dosagens de &cido latico, creatinina, ureia, eletrolitos, PCR e glicose, foram
realizadas no aparelho automatizado de bioquimica ADVIA®.

Perfil hematoldgico

As amostras de sangue do paciente também foram coletadas por via venosa em
tubo de EDTA. Apos o cadastro dos exames no software do hospital, foram passados no
aparelho de hematologia Coulter LH 750 Hematology Analyzer®

Exames de coagulacao

Os exames de coagulagcdo como TAP e TTPA, também foram coletados em tubos
especificos de citrato de sbdio, para a realizacdo da analise da amostra. Estes foram
analisados no aparelho Huma Clot Junior.

Exames microbiolégicos

Para analise das hemoculturas, foi utilizado o aparelho BD BACTEC™, com o
sistema automatizado, com a finalidade de detecgéo do crescimento de microrganismos em
amostras de sangue. Os demais exames de cultura foram estabelecidos meio de cultura

apropriado para este fim.

Exames de gasometria

Para os resultados de gasometria arterial e venosa foi utilizado o sistema de
Gasometria RAPID Point® 500, liberando os resultados com 60 segundos, para uma
andlise médica mais flexivel e rapida.

Controle interno

Todas as amostras de sangue foram passadas nos aparelhos ap6s o controle interno
do laboratério, passado durante a manha, tarde e noite. Exames alterados foram repetidos
e confirmados para a liberacao do resultado.

RESULTADOS E DISCUSOES

Evolucao clinica do paciente

Paciente 80 anos, sexo masculino, hipertenso, coronariopata, tabagista, e ha seis
meses em tratamento de TEP (Tromboembolismo pulmonar). Deu entrada em janeiro de
2020 no pronto atendimento apresentando quadro confusional em evolugdo ha trés dias.
Em uma analise resumida, de janeiro a margo de 2020, o paciente apresentou agitacdo
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psicomotora, crises convulsivas de longa e curta duragdo e rebaixamento do senso6rio,
pioras neurologicas decorrentes, picos febris, quadro de dor abdominal aguda intensa,
miccdo com dificuldade e polaciuria, quadros decorrentes de constipacdo intestinal e
diarreia, vOmitos, hemorragia subconjuntival no olho direito, sem lesées na mucosa oral,

pequena hemorragia em regido temporal mesial a esquerda com edema adjacente.

Resultados laboratoriais

Esse estudo analisou os principais resultados laboratoriais do paciente (sexo
masculino,80 anos) durante o periodo compreendido entre janeiro a margo de 2020. Em
uma analise do gréafico 1- Temperatura (c°) de janeiro a margo, é possivel observar as

oscilacbes de temperatura do paciente.
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Grafico 1. Temperatura (c°) de janeiro a margo.

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Em uma analise do grafico 2- Exames realizados de janeiro a mar¢o, mostra durante
esse periodo, as analises, sendo: 6 (seis) hemogramas, 11 (onze) exames de coagulagéo,
2 (dois)exames parasitoldgicos, e 3 (trés) resultados microbioldgicos, incluindo gram da
gota de exame de urina rotina. No setor de bioquimica, foram realizados 53 (cinquenta e
trés) exames.
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Total de Exames Realizados do més de Janeiro a Marco de 2020
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Grafico 2- Exames realizados de janeiro a margo de 2020.

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Em uma andlise hematol6gica, foi observado um comprometimento dos eritrocitos,
variando de 2,4 a 4,27 (valor de referéncia: 4,5 a 6,7 milhdes/mm3), alterac¢des significativas
nas dosagens de hemoglobina, variando de 8,5 a 14,0(valor de referéncia: 14 a 18 g/
dl), assim como também, comprometimento do hematocrito do paciente, podendo afetar
seu desenvolvimento eritropoiético, variando de 24,8 a 43,4(valor de referéncia: 41,5 a
54,7%). Em uma andlise abaixo do grafico 3- Alteracdes nos Eritrécitos de Janeiro a Marco
é possivel observar essas alteragdes.

Alteracdo nos Eritrocitos
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Grafico 3- Alteracoes nos Eritrocitos de Janeiro a Marco.

Fonte: Dados da pesquisa (2020).
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Além dos eritrocitos, também foram observadas alteracdes significativas nas
dosagens de hemoglobina (Gréfico 4).

Alteragdes da Hemoglobina
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Gréfico 4. Alteragcdes da Hemoglobina de janeiro a margo.

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Assim como também, houve comprometimento do hematécrito do paciente.
Essa disfuncdo pode ocasionar modificacdes fisiologicas, dentre elas, alteragdes
cardiovasculares, como aumento do débito cardiaco, hipertrofia ventricular, insuficiéncia
cardiaca, disfuncao cognitiva, e disfungdo neuromuscular por exemplo (Gréfico 5).

Alteragdo do Hematdcrito

43,3 434
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> 28,4 28,7 i
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Dia01/03 Dia24/02 Dia21/02 Dia04/02 Dia31/01 Dia17/01
Dia/Mes

W \aor de Referénda: 41,5 254, 7%

Gréfico 5. Alteracdo do Hematocrito de Janeiro a Margo.

Fonte: Dados da pesquisa (2020).
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Em uma analise do grafico 6- Alteracdo da Global de Leucécitos de Janeiro a
Marcgo, o paciente apresentou oscilagdo da global de leucécitos, ora apresentando uma
leucopenia, ora apresentado uma leucocitose, variando de 2.100 /mm? a 14.400/mm3(valor
de referéncia: 3.500 a 11.000/mm3). Em uma relacdo de neutréfilos, linfécitos e bastonetes,
foi analisado uma neutrofilia e linfopenia durante os meses.

Alterac@o da Global de Leucdcitos

16.000 14.400 r
12000 13.500 |
w1200 -
T 100 9.700
g 100 8300
8.000 -
6.000 -
4 000 -
B 2.400 2100
H = [
Dia01/03  Dia24/02  Dia21/02  Dia04/0 Dia31/0l  Dial7/01
Dia/Més

m\'gor de Referénda: 3.500 a 11000/ mm3

Gréfico 6- Alteragéo da Gilobal de Leucécitos de Janeiro a Margo.

Fonte: Dados da pesquisa (2020).
Em uma anélise do gréfico 7- Alteracdo das plaquetas de janeiro a margo é possivel

observar uma oscilagéo constante entre os meses, observado uma trombocitopenia e plaquetas
normais, variando de 88.000 a 154.000(valor de referéncia: 130.000 a 450.000/mms3).

AlteragZo nasPlaquetas

: 161.000 154.000
133.000

1 121.000
g 106.000
| I ] I

Dia01/03 Dia24/02 Dia21/02 Di=04/02 Dia 31/01 Dia17/01

Dia/Més
W Valor de Referénda Plaguetas: 130.000 2450.000/mm3

Gréfico 7- Alteragao das plaquetas de janeiro a margo.

Fonte: Dados da pesquisa (2020).
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Em uma analise bioquimica houve pequenas alteracdes nos eletrolitos (cloreto,
potéssio e sodio, magnésio e fosforo), e elevagdes no resultado de PCR (proteina C
reativa). Assim como uma alteragédo das escorias nitrogenadas. Na gasometria apresentou
acidose mista. Em uma analise da tabela 1- Resultado de bactérias positivas de janeiro a

marco de 2020, mostra a confirmacéo de resultados microbiolégicos do paciente.

Dia/Més Matenal Bacténa Caracteristica (Gram)
31/01 unna Eroteus o Gram negativo
21/02 fezesz Clostridium difficile Gram positivo
28/02 Sonda vesical Elebsiela ap Gram negativa
04/03 Secregdo traqueal Serratiasy Gram negativa

Tabela 1- Resultado de bactérias positivas de janeiro a margo de 2020.

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

CONCLUSAO

A sepse é um problema de saude publica mundial e o Brasil faz parte desse cenério.
Varios estudos realizados demonstram que a sepse acarreta diversos prejuizos ao paciente.
Diante do estudo de caso Unico desenvolvido, espera-se que este trabalho promova o
auxilio para diversos profissionais de saude para o diagnostico mais rapido possivel da
sepse, proporcionando para a equipe hospitalar uma melhor elaboracéo e execucgéo para
o atendimento em conjunto de um paciente ja debilitado com as possiveis caracteristicas
e sintomas da doenca.

Nessa pesquisa, pode-se analisar através da observagdo do paciente estudado e
através de artigos cientificos, o0 quanto a sepse pode se tornar agravante. Tanto por problemas
de falta de utensilios laboratoriais como reagentes ou auséncia de meios de cultura, assim
como também a precariedade da UTI, e materiais de meios de trabalho da enfermagem.
Outro fator que também afeta o paciente € a demora para o diagnéstico de sepse.

Contanto, sabe-se o quanto é necessario o dominio do auxilio imediato pelos
profissionais de saude, tanto da parte médica, triagem e laboratorial, sendo necessario
da parte clinica a implantacdo de protocolos unicos de sepse, podendo assim favorecer
fatores amenizantes para uma possivel sepse mais agravante.

Conclui-se assim, que a sepse € uma disfungdo de alto risco ndo s6 para os
pacientes imunossuprimidos, mas como também para outras classes de pessoas no qual
podem desenvolver a sepse. A prior, a sepse possui uma maior prevaléncia em paises
em desenvolvimento, sendo cerca de mais de 80%, segundo estudos desenvolvidos pela
revista americana, onde o autor Fleischam faz uma avaliagdo de sepse no mundo.

Os exames laboratoriais sdo de extrema importancia para o auxilio de diagnostico
da sepse, sendo estes de grande valia para indicio de alguma disfungdo nos 6rgéos e
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sistemas, e até mesmo para identificagdo bacteriana, assim como a liberagdo dos devidos
antibiéticos especificos para o tratamento da sepse.

A prevencao e cuidados rotineiros com a saude é a melhor forma de evitar essa
patologia, sendo estes por meio de avaliagdes e consultas clinicas, e realiza¢des de Check-
up de exames laboratoriais. Dessa forma, reduzem-se as chances para o surgimento
da sepse, sendo esta, podendo ocorrer até mesmo através de uma pequena infec¢éo
bacteriana no trato urinario por exemplo. Em razéo da relevancia do tema, torna-se
imprescindivel a importancia que este estudo seja aprofundado ou seja dado um continuo
no referido assunto, como também, a reavaliacdo dos protocolos hospitalares iniciais e
posteriores das atividades desenvolvidas pela equipe desde a recepgao, até mesmo pelos
servigos dos profissionais de salde.

APOIO FINANCEIRO

Apoio realizado pela instituicdo de origem do laboratério hospitalar FOB- Hospital
Fundagéo Ouro Branco, onde obteve a colaboracao de coleta de dados para o estudo de
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RESUMO: A bioprospecgdo de bactérias
caracteriza-se por ser promissora para a
producdo de metabdlitos biotecnologicamente
importantes, como destaque para as areas de
salde, e para a biorremediacdo de poluicdo
terrestre e aquatica. Assim, 120 microrganismos
isolados do manguezal com Complexo Estuarino
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de Paranagua foram avaliados quanto a capacidade degradativa de hidrocarbonetos por teste
com indicadores como redox 2,6- diclorofenol indofenol (DCPIP) e redox 2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazolio (TTC), bem como para a produgéo de biossurfactantes. Os microrganismos
estudados apresentaram atividade positiva para DCPIP (72,73% gram positivos e 27,27%
negativos), blue agar plate (29 isolados), colapso da gota (P189, P271, P3108, P3115 e
P96 com atividade cati6nica e A58 com anifnica), indice de emulsdo (10) e escorrimento
da gota (P100, P143, P278, P3 146, P3 347 e P350). A partir deste estudo foi possivel
evidenciar a importancia da bioprospeccdo em bactérias isoladas de manguezais por
apresentarem capacidade para produzir biossurfactantes e potencial para serem utilizados na
biorremediacgao de locais contaminados com hidrocarbonetos de petroleo ou petroderivados.
PALAVRAS-CHAVE: Biossurfactante. Ramnolipideos. Petroleo.

11 INTRODUGCAO

A bioprospeccdo busca encontrar microrganismos com atividade promissora na
producdo de metabdlitos biotecnologicamente importantes nas areas da salde e ambiental
(MA et al., 2015). Sendo os microrganismos nativos fortes candidatos para a bioprospec¢ao
pois, em seus habitats de origem produzem compostos com diferentes atividades biologicas
em resposta a estresses bibticos e abidticos, competicdo por recursos, variagcbes nas
condig0es fisico-quimicas de seus ecossistemas (OVERMANN et al., 2017; SARAVANAN,
RADHAKRISHAN, BALAGURUNTHAN, 2015).

Os manguezais sdo ambientes extremamente ricos, com grande importéncia para
processos biol6gicos e paraamanutengao do equilibrio de ecossistemas (TIRALERDPANICH
et al., 2018; GIRI et al., 2011). Entretanto, sdo ecossistemas que vém sofrendo ao longo
dos anos com a poluicdo, com as atividades antrépicas do seu entorno e o acumulo de
hidrocarbonetos de petroleo que resultam em contamina¢des ameagando a biodiversidade
(SANTOS et al., 2011).

A contaminacgéo do solo e de regides costeiras pelos hidrocarbonetos de petroleo
tem afetado diversos ambientes que abrigam uma vasta variedade de organismos
(JUNIOR et al., 2014). Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) apresentam
propriedades toxicas, cancerigenas, teratogénicas, mutagénicas e de toxicidade persistente
(BALACHANDRAN et al., 2012). Em contrapartida, os hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos conhecidos como BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) apresentam
alta toxidade mesmo em baixas concentragdes e alto nivel de solubilidade em agua, os
tornando poluentes com grande potencial para poluir o lencol freatico (TRUSKEWYCZ et
al., 2019). Estes compostos podem acarretar o desenvolvimento de problemas de saude,
podendo variar desde irritacdo nos olhos, mucosas e pele, passando por enfraguecimento
do sistema nervoso central, depressao da medula éssea, com propriedades mutagénicas e
carcinogénicas (TRUSKEWYCZ et al., 2019).

O tratamento de solos contaminados por petrdleo e seus derivados pode ocorrer
pela remediagdo quimica, fisica ou biorremediacao (CHANDRA et al., 2013). Entre tanto,
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0S processos convencionais baseados em métodos quimico-fisico apresentam alto custo
para serem implantados em grande escala, eficiéncia limitada e muitas vezes resultam em
outro tipo de poluicdo (VARJANI, 2017). Na biorremediagdo os microrganismos mitigam,
degradam ou reduzem os poluentes orgénicos perigosos sem afetar adversamente o meio
ambiente sendo a biodegradagao um dos principais mecanismos (SINGH et al., 2010).

Os biossurfactantes produzidos por microrganismos como metabdtilitos bioativos
secundarios podem apresentar grande potencial biotecnolégico pois podem ser utilizados
na despoluicdo de oceanos e praias em virtude de derramamento de 6leo e na remediacao
do solo ou dos poluentes ambientais advindos de produtos de refinaria (querosene,
gasolina, 6leo diesel, benzeno, tolueno), pesticidas e metais pesados como o cadmio
(SHARMA et al., 2019).

Dentre os microrganismos empregados para processos de biorremediagao,
destacam-se as bactérias pois as mesmas dispdem grande potencial industrial devido
aos seus beneficios no crescimento bacteriano e facil manipulacdo dos parametros de
crescimento em experimentos laboratoriais (MORAIS et al., 2012). As bactérias podem ser
utilizadas tanto na producéo de biossurfactantes (MENDEZ et al., 2017) como depuradores
de poluentes de hidrocarbonetos (MA et al., 2015) destacando-se os géneros Bacillus,
Arthrobacter, Halononas, Pseudomonas, Klebsiella, Proteus entre outros.

Este estudo teve como objetivo a bioprospeccdo de bactérias isoladas de
manguezais do litoral do Parana quanto a capacidade degradativa de hidrocarbonetos por
teste com indicadores redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) e redox 2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazélio (TTC) além da triagem para a producédo de biossurfactantes.

2|1 MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismos

A bioprospeccao das bactérias seguiu etapas distintas representadas na figura 1.
As 120 coldnias de bactérias utilizadas foram isoladas de manguezais do litoral do Parana
e pertencem a Colegé@o de Cultura do Laboratério de Genética Molecular e Microbiologia
(LAGEM) da UNESPAR - Campus de Paranaguéa. O processo de purificagdo dos isolados
foi realizado por meio da técnica de esgotamento por estrias em placas de Petri contendo
meio Agar nutriente e posterior observagdo microscopica por meio da coloracdo de Gram
a fim de separa-las em grandes grupos. Os ensaios foram randomizados sob a condi¢cédo
cega (blinded) realizados em triplicata para avaliagdo visual na mudanca de coloragédo de
cada placa nos intervalos de 24 e 48 horas.

Para a determinacado da capacidade de degradacao de petroleo e derivados foram
utilizadas microplacas de 96 cavidades. A fonte de carbono utilizada no experimento foi
petréleo bruto cedido pela Petrobras (BR). Cuja composicdo apresentava 26% Petroleo

Microbiologia: Clinica, ambiental e alimentos 2 Capitulo 10 “



Nigeriano, 21% Petr6leo do Pré-Sal e 53% Petroleo da Bacia de Campos. Para a realizagao
dos testes de DCPIP e TCC foram utilizadas 110 col6nias bacterianas.

Uma vez realizado o screening para o potencial de degradacdo e capacidade
de producédo de biossurfactantes, os microrganismos bacterianos que apresentarem
potencial foram selecionados para a realizagdo de testes bioquimicos seguindo a chave de
identificacdo descrita por Carter (1994), Barrow e Feltham (1993) e Holt e Bergey (1994),
adaptada.

Figura 1: Etapas de bioprospecgéo de bactérias

2.2 Determinacao em placa da capacidade de degradacao de hidrocarbonetos
de petréleo

a) Indicador Redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP)

O teste foi realizado com usando meio mineral num volume reacional final de
200 uL (adaptado de HANSON et al., 1993; BIDOIA et al., 2010). Nos pocos de 1 a 8,
como substrato, foi adicionado 10 uL petréleo e nos pocos de 9 a 12 foram adicionados
10 pL da solugédo de glicose. Em seguida foram adicionados 20 pL de meio contendo os
microrganismos, com excec¢éo dos pogos 1, 5 e 9, usados como controle. Posteriormente,
foi adicionado 12 pL de DCPIP em todos os pocos. A placa foi recoberta com papel aluminio
para evitar a foto-oxidagao do indicador, em seguida submetidas a agitagcédo de 120 rpm, a
32 °C, durante 72h.
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b) Indicador redox 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio (TTC)

A avaliacdo foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Braddock e
Catteral (1999) para os isolados que apresentaram resultados positivos no teste com
indicador DCPIP. Em cada po¢o da placa foram adicionados 150 pyL de meio mineral
(adaptado de HANSON et al,, 1993; BIDOIA et al., 2010) acrescido de 20% de TTC.
Foi adicionado petréleo a 5% (pogos 1 a 4), 10 % (pogos 5 a 8), e 15% (pogos 9 a 12),
respectivamente. Uma aliquota de 50 yL com suspenséo bacteriana (1,5x108 UFC.mL")
foi adicionada em cada poco, exceto em 1, 5 e 9, que foram utilizados como controle. As
placas foram cobertas para evitar a foto-oxidacéo do indicador e resultados falso positivos
e submetidas a agitacdo continua a 120 rpm, a 32 °C para avaliagdo visual na mudanca de
coloracdo de cada amostra nos intervalos de 24, 48 e 72 horas.

2.3 Avaliacao da capacidade de producao de biossurfactante:

Atriagem foi avaliada qualitativamente usando diferentes métodos, nomeadamente:
a) teste blue agar Plate (SIEGMUND E WAGNER, 1991); b) Colapso da Gota (BORDOUR
E MILLER-MAIR, 1998); c) indice de Emulsdo (FRANCY et al., 1991); d) Espalhamento
da Gota (MORKAWA et al., 2000) e €) Escorrimento da Gota (PEERSON e MOLIN 1987).

31 RESULTADOS

3.1 Determinacao em placa da capacidade de degradacao de hidrocarbonetos
de petréleo

Entre os 110 isolados testados na triagem primaria utilizando DCPIP, destes
33 aprontaram um maior destaque com resultados positivos indicando potencial para
degradacgéo, destes 72,73% foram identificados como gram positivos e 27,27% como
negativos. Os 33 isolados que obtiveram resultado positivo com relagédo ao teste do DCPIP
foram testados com TTC, devido ao fato de apresentarem maior probabilidade de serem
promissores. Entre tanto, apresentaram resultados negativos para o teste do TTC.

3.2 Avaliacao da capacidade de producao de biossurfactante:

a) Blue agar plate

No teste 29 isolados indicam a atividade positiva de produgéo de biossurfactante
aniénico mediante observagdo da presenca da formagédo do halo azul escuro ao redor
da col6nia, destes 62,07% séo gram positivos e os demais (37,93%) gram negativos,
respectivamente. Os isolados P100, P180, P194, P205, P256, P278, P3102 e P91
apresentaram resultados positivos também para o teste DCPIP.
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b) Colapso da Gota

As solugbes com meio de cultura com crescimento bacteriano (solugdo A) e o
sobrenadante (solugdo B) quando colocados nas superficies solidas revestida de 6leo
mineral e 6leo diesel formaram gotas que se espalham ou mesmo colapsaram porque a
forca ou tensao interfacial entre a gota de liquido e a superficie hidrofébica é reduzida,
indicando a presenga de surfactante (Tabela 1). Foram obtidos resultados com forte
atividade catiénica e anibnica, destacando-se os isolados P189, P271, P3 108, P3 115 e
P96 com atividade catidnica e A58 com anidnica para todos os testes de colapso da gota
em ambas as solugdes. Além destes terem apresentado positivo também para o teste agar

blue.
CTAB SDS

Atividade Oleo Mineral Oleo Diesel Oleo Mineral Oleo Diesel
Sol A Sol B Sol A Sol B Sol A Sol B Sol A Sol B
Nenhuma 65,00 52,50 0,00 0,00 68,33 67,50 1,67 0,00
Fraca 5,83 13,33 0,00 0,00 417 12,50 1,67 2,50
Moderada 3,33 2,50 0,00 2,50 3,33 3,33 0,00 1,67
Forte 21,67 27,50 100,00 97,50 20,00 10,00 96,67 95,83
NA 4,17 417 0,00 0,00 417 6,67 0,00 0,00

OBS: Resultados expressos em %. NA. Nao avaliados

Tabela 1: Avaliagdo do colapso da gota para atividade surfactante catiénico e anidnica.

d) indice de Emulsio (IE)

A emulsificacdo em querosene de cada cepa néo foi igual para todos os isolados
bacterianos. Dos 120 avaliados, apenas 10 destacaram-se com atividade superior a
50% determinado ap6s 24 horas. Com tudo, foi possivel averiguar que 6 apresentaram
estabilidade de emulséo apos 72 horas (Figura 2). O isolado P278, apesar de apresentar
indice de emulsdo de 50% mantivesse estavel depois de 72 horas e apresentou também
atividade forte no teste do blue agar plate.
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Figura 2: indice de Emulséo (IE24) e Estabilidade da Emulsao (EE72).

e) Espalhamento e escorrimento da Gota

Os isolados que apresentaram indice de emulsdo superior a 50% foram avaliados
pelo teste de espalhamento da gota. Entretanto em nenhum deles foi possivel observar
a abertura halo apés 60 segundos. Quando comparado ao controle positivo (Tween 80)
o halo foi aberto ap6s 40 segundos. Em contra partida, no teste do escorrimento da gota
em lamina de vidro os isolados P100, P143, P278, P3 146, P3 347 e P350 apresentaram
resultados positivos.

41 DISCUSSAO

A biodegradacgéo é um procedimento que utiliza microrganismos a fim de degradar a
matéria contaminada, a transformando em compostos que possuem baixo peso molecular
e de baixa periculosidade, tornando-se uma das melhores solu¢des para redugédo da
poluicdo ambiental que é causada por grande parte vinda de recursos de hidrocarbonetos
de petréleo (SINGH et al., 2010).

A utilizagdo do indicador DCPIP pode detectar com sensibilidade e de forma
qualitativa, a oxidagdo priméaria de hidrocarbonetos, sendo considerada uma técnica
adequada para investigar isolados com potencial degradacao de petroleo (SELVAKUMAR
et al., 2014). Com a incorporagdo de um aceptor de elétrons como o DCPIP é possivel
determinar se o microrganismo utiliza o hidrocarboneto como substrato observando a
mudancga da cor azulada deste indicador, no estado oxidado, para incolor, seu estado
reduzido (INIOBONG et al., 2018; BALOGUN et al., 2015; BIDOIA et al., 2010).
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Bacillus substilis, Serratia odorifera, Pseudomonas aeruginosa, Micrococccus
agilis, Flavobacterium aquatile e Micrococcus luteus foram avaliadas como eficientes na
hidrocarbonetos de petréleo utilizando o teste colorimétrico do DCPIP (INIOBONG et al.,
2018). Assim como, espécies de Bacillus e Pseudomonas reportadas por Selvakumar et al.
(2014) utilizando o mesmo teste.

O TTC pode ser utilizado como um método colorimétrico da atividade de muitas
enzimas desidrogenase (DHA). A reacdo de reducdo, pela desidrogenase, a trifenil
formazan (TPF) apresenta uma cor avermelhada caracteristica. Estudos indicam que a
atividade das desidrogenases nos processos oxidativos das células microbianas reflete
a bioatividade geral de uma grande parte da populagdo microbiana, o que permite seu
emprego como medida de atividade biol6gica (ABBONDANZI et al., 2003). Dos 33 isolados
que apresentaram resultados positivos no teste DCPIP foram negativos para o TTC.
Entretanto, conforme sugerem Ljesevic et al. (2019) a atividade da desidrogenase pode ser
usada como teste complementar para verificar se 0s microrganismos examinados toleram
apenas HPAs ou usam metabolicamente como Unicas fontes de carbono.

Os biossurfactantes sdo capazes de reduzir a tensdo superficial e atuar
diretamente como emulsificantes, ganhando maior atencéo nas Ultimas décadas, devido
as suas propriedades exclusivas, como alta biodegradabilidade, menor toxicidade e
melhor estabilidade (MARTINHO et al., 2019; SHARMA et al., 2019). Neste contexto, a
bioprospeccéo de bactérias para producédo de biossurfactantes vem sendo utilizada na
reparacdo dos danos ambientais, como processos de biorremediacéo, lavagem do solo,
dentre outros (PENG et al., 2012; MULLER et al., 2012; SATPUTE et al., 2020)

O teste Blue Agar Plate é um método qualitativo, rapido e especifico que pode
ser utilizado na bioprospeccgao de biossurfactantes do tipo glicolipideos. O mesmo baseia-
se na formagdo de um par de ions insoluveis de surfactantes anidnicos secretados pelos
microrganismos em placa com o surfactante catidbnico CTAB presente na placa, que na
presenca do corante azul de metileno forma um precipitado azul escuro ao redor das
colénias produtoras do tensoativa (SIEGMUND e WAGNER, 1991). Os isolados que
mostraram atividade positiva indicam presenca de biossurfactante aniénico extracelular.

Os testes de colapso de gota (BORDOUR e MILLER-MAIR, 1998), espalhamento
da gota (MORKAWA et al., 2000) e escorrimento da gota (PEERSON e MOLIN, 1987)
avaliam a atividade tensoativa do biossurfactante. No teste de colapso de gotas, uma gota
de suspensédo de células ou de sobrenadante de cultura é colocada em uma superficie
solida revestida de 6leo. Se o liquido ndo contiver surfactantes, as moléculas de agua polar
sdo repelidas da superficie hidrofobica e as gotas permanecem estaveis. Ao contrario,
se o liquido contiver surfactantes, as gotas se espalham ou mesmo colapsam porque a
for¢ca ou tensdo interfacial entre a gota do liquido e a superficie hidrofébica é reduzida
(WALTER et al., 2010). A estabilidade das gotas depende da concentragdo do surfactante
e se correlaciona com a tenséo superficial e interfacial (VARJANI, 2017).
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Para o teste de colapso da gota foram utilizados o 6leo diesel e 0 mineral, isso
porque o Oleo diesel tém sido o combustivel mais consumido no Brasil, devido a sua
grande utilizagdo no transporte rodoviario e na comercializagdo de combustiveis para
grandes embarcacbes maritimas. Em contra partida, o 6leo mineral engloba uma mistura
de petréleo composta principalmente por hidrocarbonetos saturados contendo entre 15 a
50 4tomos de carbono que apresenta toxicidade e baixa biodegradabilidade (EFSA, 2012).
Além disso, a utilizagdo de duas solugdes diferentes (A e B) contribui para a verificagéo
resultados diferentes de degradacdo para 6leos com cadeias carbdnicas distintas.
Conforme destacam Safary et al. (2010), os isolados que liberam biossurfactantes no meio
de cultura s&o interessantes do ponto de vista industrial, pois o processo de recuperacéao
do produto pode ser simplificado.

Para o teste de espalhamento da gota (MORIKAWA et al., 2000) procura verificar a
atividade tensoativa do biossurfactante pelo halo formado no espelhamento da gota sobre
0 Oleo diesel na qual a medida do didmetro da zona de abertura do halo em cm esta
relacionada com a concentracdo de biossurfactante presente no meio (WALTER et al.,
2010). Entretanto conforme destacam Nitschke e Pastore (2002), isolados que apresentam
coalescéncia, um mecanismo de destruicdo de emulsbes, ndo pode ser caracterizado
como resultado negativo pois alguns biossurfactantes apesar de ndo manterem a sua
estabilidade suportam concentracbes salinas mais elevadas, uma propriedade importante
quando se considera a biorremediagcédo de ambientes salinos.

O teste do escorrimento da gota em lamina de vidro é complementar ao de colapso
e espalhamento da gota para verificar a atividade tensoativa do biossurfactante podendo
ser considerada como uma modificagdo destas pois apresentam-se como pouco sensiveis
para biossurfactantes que possuem baixa atividade tensoativa (SATPUTE et al., 2020;
VARJANI, 2017).

A emulsificagdo é um processo que forma um liquido, conhecido como emulsao,
contendo goticulas muito pequenas de gordura ou 6leo suspensas em um fluido, geralmente
agua (VARJANI, 2017). O indice de emulsao (IE24) é um método de triagem simples que
avalia a capacidade de producdo de biossurfactante correlacionando com a concentragcédo
utilizado para a triagem inicial de muitos microrganismos (WALTER et al., 2010).

Espécies de P. aeroginosa tem se destacado na literatura por excretar compostos
ibnicos que emulsificam hidrocarbonentos que podem ser usadas para recuperacao
microbiolégica avancada de petroleo — do inglés MEOR (Microbial enhanced oil recovery)
(BROWN, 2010; SHARMA et al., 2015). A MEOR baseia-se na versatilidade metabdlica
dos microrganismos para sintetizar gases, acidos ou biossurfactantes que sao Uteis para
melhorar a recuperacao de 6leo (NIU et al., 2020; KHIRE, 2010).

Os biossurfactantes de alto peso molecular sdo emulsionantes eficientes e
frequentemente aplicados como um aditivo para estimular a biorremediacdo e a remocgéao
de substancias oleosas dos ambientes (SAPTUTE et al., 2020). Porém, os resultados
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na diminuicdo da tensdo superficial e a capacidade de emulsificagdo nem sempre se
correlacionam e consequentemente, esse método da apenas uma indicagdo sobre a
presenca de biossurfactantes (SANTOS et al., 2011).

Além da avaliagéo do IE,,, a estabilidade da emulsdo (EE,,) avaliada apé6s 72

24’
horas também foi considerada neste estudo pois a estabilidade da emulsdo tem sido
usada como um critério importante para as aplica¢des industriais (SHARMA et al., 2015).
Cepas bacterianas de Lactobacilos acidophilus e Enterococcus faecium foram isoladas
e rastreadas para agentes tensoativos usando ensaio de colapso de gota e avaliagdo do
indice e estabilidade da emulséo (SHARMA et al., 2015).

E importante considerar que a atividade emulsificante do biossurfactante depende
da cepa produtora e das condicdes de cultura, tais como a natureza da fonte de carbono,
as limitagdes nutricionais e os parametros quimicos e fisicos, como temperatura, aeracéo,
cations divalentes e pH. Tais fatores influenciam néo apenas a quantidade do biossurfactante
produzido, mas também o tipo de polimero que sera produzido (KHIRE, 2010).

Comparando os testes de emulsificagdo e de tenséo pode-se ter uma ideia de que o
biossurfactante proveniente do isolado P300 (Figura 2) apresenta alto peso molecular, com
principal propriedade a emulsdo, justificando os resultados praticamente inalterados de
tensao superficial. Bem como os isolados P100 e P278 que ndo apresentaram resultados
expressivos para teste de emulséo, no entanto evidenciou serem positivos no teste DCPIl e
blue 4gar plate simultaneamente.

Além das propriedades fisico-quimicas avaliadas, os biossurfactantes
comercialmente viadveis devem ser economicamente competitivos (SAPTUPE et al.,
2020). Portanto, etapas subsequentes de triagem para avaliagdo de eficacia e técnicas
de purificagdo aprimoradas desempenham um papel vital para obter a qualidade e a
quantidade desejadas de boas cepas com altos rendimentos.

Adicionalmente, ferramentas moleculares também podem ser utilizadas para
identificar genes produtores de biossurfactantes e/ou envolvidos na sintese da degradagéo
de hidrocarbonetos do petréleo (LIMA et al., 2020).

51 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam a importancia da bioprospecgao
em bactérias isoladas de manguezais provenientes do Complexo Estuarino de Paranagua
PR pois as mesmas apresentam capacidade para produzir biossurfactantes e potencial
para serem utilizados na biorremediacé@o de locais contaminados com hidrocarbonetos de
petr6leo ou derivados. Com tudo, faz-se necessario realizar estudos de caracterizagédo
desses microrganismos promissores para possiveis aplicagbes na biorremediagédo e
producéo de biossurfactantes.
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INFORMAGCOES SUPLEMENTARES

Blue Colapso da Gota Emulsso | ESPalhamento | Escorrimento
Isolados | DCPIP | TTC | Agar Mineral Diesel da Gota da Gota
P143 + - - + + - - -
A108 + - - + - - - -
P247 + - - + + - - -
P323 + - - - + - - -
P329 + - - - + - - -
P88 + - - - - - - -
P237 + - - + + - - -
P293 + - - + + - - -
P257 + - - - + - - -
P309 + - - - + - - -
P2 188 + - - - + - - -
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P194

P180

P91

P300

A38

P205

P147

P100

A76

P3 146

P278

P295

P90

P256

P3 102

A65

P96

P247

P3 108

P3 355

P302

A62
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Tabela 1: Resultados dos 33 isolados que apresentaram resultados positivos no teste do DCPIP e
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seguiram para avaliagdo da capacidade de produgéo de biossurfactante.
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RESUMO: Este estudo tem por objetivo realizar
a identificagdo de enterobactérias patogénicas
nas aguas do Corrego Alvarenga pertencente
ao brago do Alvarenga do Reservatério Billings.
Como resultados, foram identificados trés tipos
de enterobactérias: Shigella sp., Salmonella sp.
e Escherichia coli. Essas enterobactérias, ao
entrarem em contato com o organismo humano,
podem causar gastroenterites e dermatites.
A hipétese foi corroborada através de testes
microbiologicos feitos em fevereiro de 2020
com amostras de agua da Represa Billings que
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foram coletadas em trés locais nomeados como
BS (Billings Silvaplana), BJDL (Billings Jardim
Laura) e BPI (Bilings Parque Ideal). Os meios
de cultura utilizados foram Caldo Lauril Sulfato
(LST), Plate Count Agar (PCA), Caldo Lactosado
Verde Brilhante e Bile (VBB) e Agar Eosina Azul
de Metileno (EMB). Também foram analisados
os parametros fisico-quimicos, pH e turbidez,
que mostraram ndmeros acima do permitido. Os
resultados foram comparados ao que estabelece
a RESOLUCAO CONAMA 357/2005. Com todos
os resultados obtidos, pode-se compreender, que
especificamente nesses trés pontos de coleta,
ndo ha adequagédo com os limites de Classe Il
PALAVRAS-CHAVE: Billings; Enterobactérias;
Reservatdrio.

ABSTRACT: This study aims to identify
pathogenic enterobacteria in the waters of
Corrego Alvarenga belonging to the Alvarenga
branch of the Billings Reservoir. As a result, three
types of enterobacteria were identified: Shigella
sp., Salmonella sp. and Escherichia coli. The
hypothesis was supported by microbiological
tests carried out in February 2020 with water
samples from the Billings Dam that were
collected at three sites named as BS (Billings
Silvaplana), BJDL (Billings Jardim Laura) and
BPI (Billings Parque Ideal). The culture media
used were Lauryl Sulfate Broth (LST), Plate
Count Agar (PCA), Brilliant Green Lactose Broth
and Bile (VBB) and Eosin Methylene Blue Agar
(EMB). The physical-chemical parameters, pH
and turbidity were also analyzed, which showed
numbers above the permitted levels. The results
were compared to the standards of Class Il of
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CONAMA RESOLUTION 357/2005 and were not suitable.
KEYWORDS: Billings; Enterobacteria; Reservoir.

11 INTRODUGAO

A Represa Billings possui 127km? de espelho d’agua com compartimentos que ao
todo reservam nove milhdes de litros de agua. O conjunto de rios e nascentes que direcionam
agua para o reservatorio estende-se por mais de 580km? e abrange os municipios de Séo
Bernardo do Campo, Diadema, Ribeirdo Pires, Santo André, Rio Grande da Serra e Séao
Paulo. A represa faz limite a oeste com a bacia hidrografica da Guarapiranga e ao sul com
a Serra do mar. Seus principais rios e corregos formadores sdo: Rio Grande, Ribeirdo
Pires, Rio Pequeno, Rio Pedra Branca, Rio Taquacetuba, Ribeirao Bororé, Ribeirdo Cocaia,
Ribeirdo Guacuri, Cérrego Grota Funda e Corrego Alvarenga (EMAE, 2021).

O reservatorio, que foi projetado para armazenar agua para a Usina Henry Borden,
passou a ser usado também para o abastecimento dos municipios citados. Na Figura 1,
observa-se o Mapa de Compartimentos da Represa Billings.
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Figura 1. Mapa de Compartimentos da Represa Billings.

Fonte: Pompéo & Moschini-Carlos (Org.) Reservatorios que abastecem S&o Paulo: problemas e
perspectivas.

Desde sua criagcdo, em alguns pontos, como € o caso dos pontos coletados neste
estudo, o reservatédrio tem recebido esgotos devido a falta de tratamento, criacdo de
politicas publicas habitacionais e da articulagdo da sociedade civil, que em muitos casos,
foi impelida a ir morar nas regides do entorno.

Verifica-se constancia do despejo de esgotos néo tratados diretamente nas aguas
do reservatério Billings, principalmente nas areas adensadas que correspondem ao Corpo
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Central e ao compartimento do Alvarenga.

O presente estudo tem como objetivo verificar a existéncia de grupos de
enterobactérias nas aguas de trés pontos do Brago do Alvarenga do Reservatorio Billings
no Municipio de S&o Bernardo do Campo: Billings Silvaplana, Billings Jardim Laura e
Billings Parque Ideal, e analisar a qualidade da agua baseado nos parametros de Classe
Il - Resolugdo CONAMA 357/2005.

21 MATERIAIS E METODOS

Cada ponto teve como critério de escolha a proximidade com os bairros, o despejo
de esgoto em direcdo ao reservatério e a pesca constante. Em toda extensdo ha um
grande acumulo de dejetos, moOveis, pequenas navegacbes e mais uma série de lixos
descartados de forma inconsequente. Para as andlises microbioldgicas e coletas, utilizou-
se a metodologia descrita no Guia Nacional de Coleta e Preservacao de Amostras. (ANA,
2011).

A Figura 2 apresenta os trés pontos de coleta e a Tabela 1 suas coordenadas
geograficas.

Figura 2. Mapa dos pontos de coleta na Represa Billings.

Fonte: Google Earth (2021) — elaborado pelos autores.
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2.1 Pontos de Coleta

Pontos Coordenadas Geograficas (WGS-84)
BS - Billings Silvaplana 23°45'30” S/ 46°37'54” W
BJDL - Billings Jardim Laura 23°44’'37” S / 46°36’32” W
BPI - Billings Parque Ideal 23°45'4" S /46°37'19" W

Tabela 1. Coordenadas geograficas dos trés pontos de coleta.

2.1.1 Caracteristicas Locais e Organolépticas

Billings Silvaplana — BS: Localizado na Estrada dos Alvarengas com diversas
chacaras construidas em volta. Nessa extenséo € encontrada uma parte mais limpa com
uma grande diversidade de peixes, 0 que atrai muitos pescadores, e aves. Nao apresenta
lixo e nem mau cheiro, segundo a percepg¢ao durante as coletas.

Billings Jardim Laura — BJDL: Corrego cujo suas aguas sao canalizadas oriundas
dos esgotos das moradias do Bairro Jardim Laura e despejadas diretamente na Represa.
Por conterem muito sedimento, e pela auséncia de correnteza, a agua é escura, além de
apresentar mau cheiro.

Billings Parque Ideal — BPI: Ha presenca de aves como garg¢as e urubus, uma area
de lazer com campo de futebol society, quadra de basquete e pista de skate. Nao tem boa
preservacao, apresenta lixos, embarcag¢des abandonadas, frequentemente sdo homiziados
corpos, além do odor ruim.

Figura 3. A - Vista da Represa de dentro da chacara Silvaplana. B - Esgoto a céu aberto do Jardim
Laura. C - Extensao da Represa no bairro Parque Ideal.

Fonte: fotos da autora (18/02/2020).

Microbiologia: Clinica, ambiental e alimentos 2 Capitulo 11 m



2.2 Coletas

Para a analise das 4guas da represa Billings, foram coletadas amostras no dia 18
de fevereiro de 2020 em trés locais situados na cidade de Sdo Bernardo do Campo, brago
Corrego Alvarenga. Em cada ponto foram coletados 45 mL de 4gua e armazenados em trés
tubos Falcon esterilizados. As amostras foram transportadas em caixa térmica e mantidas
em gelo. Na Tabela 2, verifica-se os horarios e condicdes ambientais das coletas.

Ponto Horario Temp. Atmosférica Temp Agua
BS 06h58 21°C.

BJDL 08h10 24°C 25°C
BPI 08h53 26°C

Tabela 2 — Horérios de coletas e condigcbes ambientais.

2.3 Analises Microbiol6gicas

Apobs as amostras serem coletadas, foram levadas e analisadas no Laboratério
de Analise Ambiental do Projeto IPH — indice de Poluentes Hidricos da Universidade de
Sao Caetano do Sul — USCS. No local foram realizadas as analises microbiol6gicas e de
parametros fisico-quimicos, pH e turbidez. (BRASIL, 2013).

A metodologia aplicada neste trabalho é descrita como Metodologia dos Tubos
Multiplos, para coliformes totais ou termotolerantes, em que a quantificacdo das Unidades
Formadoras de Colénias — UFC (medida para verificagdo da proliferacdo de bactérias) é
realizada e comparada para obtengdo de um Nimero Mais Provavel — NMP, utilizando
tabelas de probabilidade. (CETESB, 2018)

Segundo Guerra (2016) em uma placa de Petri, € possivel contar até aproximadamente
300 UFC. O calculo é obtido pela seguinte equacéo:

Média = Média aritmética dos resultados da contagem de UFC das amostras em
triplicata

Nivel diluicdo = 10"

Volume aliquota = 103

Os meios de cultivo estdo identificados segundo os dados contidos na Tabela 3.
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ltem Fabricante/Modelo Lote
Lauryl Tryotise Broth (LST) Kasvi K25-610085 082417504
Brilliant Green Broth (VBB) Kasvi - K25-610010 102717501
EMB - Levine Agar Kasvi - K25-61001 071216504
PCA - Plate Count Agar Kasvi - K25-610040 082317507

Tabela 3 — Descri¢gao dos meios de cultivo bacteriologico.

O processo de identificagdo e contagem bacteriolégica desenvolvido encontra-se

disposto conforme fluxograma da Figura 4.

COLETA

INOCULACAO

DILUICOES

Positivo?
]

Megativa?

Positive?

IDENTIFICACAO

PCA

CONTAGEM

Figura 4. Fluxograma de todo o processo de analise microbiologico. Fonte: criado pela autora

2.4 Analise Fisico-quimica

(14/04/2021).

Na analise, foram utilizados os equipamentos, referéncias e pardmetros descritos

na Tabela 4.
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Parametro Eqmpﬁ::ﬁg(t;:]zllarca: Padrao limite Unidade
(Class Il)
Colorimetro
Turbidez Multiparametro 100 NTU
MD 600
Oxigénio
Dissolvido >5 mg/L
Multiparéametros
pH SensoDirect 150 6a9 X
Temperatura o
Agua/Ar x ¢

Tabela 4 - Equipamentos, parametros e referéncias para andlise.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Analise Microbioldgica

Ap6s andlise, foram identificados 0s seguintes quantitativos bacterioldgicos,
conforme os resultados nas Tabela 5 e 6:

AMOSTRA NMP/ UFCs Limite Classe Il (UFC)
BS 2100
1000
BJDL 240000
BPI 46000

Tabela 5. Resultados obtidos do célculo do NMP para as UFCs de cada ponto.

AMOSTRA TOTAL Limite Classe Il (UFC)
BS 1800
, 1000
BJDL INCONTAVEIS
BPI 31000

Tabela 6. Resultados da contagem das UFCs das aplicagcbes em Placas de Petri com PCA.

Os resultados obtidos demostram que nos trés pontos estudados esse paréametro,
ou seja, as Unidades Formadoras de Coldénias — UFCs, se encontram acima do que
preconiza a legislagdo, sendo que o limite & de apenas 1000 UFCs. Desse modo, os
valores apresentados no ponto BS estdo 2,1 vezes acima do permitido, no ponto BJDL os
valores estéao 240 vezes e no ponto BPI estdo, em média, 40 vezes acima do que preconiza
a legislagéo.

A confirmagéo do despejo de esgoto domeéstico nao tratado diretamente nas aguas
dos pontos estudados se deu a partir da identificacdo dos grupos de enterobactérias que

Microbiologia: Clinica, ambiental e alimentos 2 Capitulo 11 m



se proliferaram durante esta pesquisa: Escherichia coli (Figura 5A), Shigella (Figura 5B) e
Salmonella (Figura 5C).

Figura 5. Crescimento bacteriano em EMB. A — Placa com proliferagdo de E.coli. Remetem reflexos
verde neon e alguns pontilhados. B - Placa com proliferagdo de Salmonella. Aparéncia pontilhada e
incolor. C - Placa com proliferacdo de Shigella. Apresenta textura leitosa e incolor.

Fonte: foto da autora (02/03/2020).

As amostras descritas como positivas obtidas dos tubos em VBB no momento das
andlises, das que foram inoculadas em placas em EMB, obteve-se os seguintes resultados
nos trés pontos de coleta (Tabela 7, 8 e 9). A quantidade de X esta de acordo com a
quantidade encontrada.

AMOSTRA SALMONELLA E.CcOLI SHIGELLA
107 Nao identificado
102 X XX
102 X XX

Tabela 7. Resultados do primeiro ponto de coleta nas placas de EMB — BPI.

AMOSTRA SALMONELLA E.CcOLI SHIGELLA
107 X XXX XXX
102 XX X XXX
10 N&o identificado

Tabela 8. Resultados do segundo ponto de coleta nas placas de EMB — BJDJ.

AMOSTRA SALMONELLA E.CcOLI SHIGELLA
107 X XX
102 X XX XX
10 Nao identificado X

Tabela 9. Resultados do terceiro ponto de coleta nas placas de EMB — BS.

3.2 Resultados fisico-quimicos

Os dois parametros analisados, pH e turbidez, sédo indicadores de qualidade da
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agua sob aspectos fisicos e quimicos que reconhecem nameros permitidos para consumo
humano. Foram medidos em aparelhos especificos descritos na metodologia e os resultados
obtidos estdo na Tabela 10.

AMOSTRA pH TURBIDEZ (NTU)
BS 6.82 40.6
BJDL 6.47 14.9
BPI 6.61 13.9

Tabela 10. pH e turbidez medidos por aparelhos especificos.

Os resultados néo ultrapassaram a média, alternando apenas um pouco 0s niumeros,
sendo 0 numero mais alto no ponto BS, com 6.82, 6.61 no ponto BPI e 6.47 no ponto BJDL.
Pode-se compreender que todos os resultados estdo em nimeros aceitaveis e apresentam
neutralidade, diferente dos resultados obtidos sobre a turbidez. O valor maximo permitido
€ de 1,0 (NTU) para agua subterranea desinfetada e agua filtrada, 5,0 (NTU) como padréao
para consumo humano e 2,0 (NTU) para filtragédo lenta. (BRASIL, 2005)

Nos trés pontos de coleta, todos os resultados foram extremamente altos para o
permitido. O primeiro ponto, BS, obteve 40.6 NTU, o ponto BJDL, 14.9 NTU e por ultimo,
BPI com 13.9 NTU. Assim verificamos que em nenhum dos pontos coletados a turbidez
estava de acordo com os valores permitidos citados.

Compreende-se com esses resultados que a agua esta impropria para alguns tipos
de uso, entre eles banho livre e ingestdo. Com exce¢édo do ponto BJDL, que é esgoto a
céu aberto, parte da populagéo usufrui dos outros dois pontos para lazer. Em comparacéo,
o ponto BS apresenta menor contaminagéo. E, de fato, uma area conservada pelos
moradores e com proliferagdo de diversas espécies de peixes. O ponto BPI é também
utilizado para pesca, banhos e passeios de barcos e lanchas, praticas que deveriam ser
reconsideradas pelos moradores, ja que além dos parametros de qualidade ultrapassarem
os limites permitidos para consumo, a degradacgédo da area € bem visivel.

41 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas analises microbiolégicas realizadas na perspectiva de
comprovar a existéncia de enterobactérias patbgenas em quantidades maiores do que as
aceitaveis nos trés pontos de coleta - Silvaplana, Bairro Jardim Laura e Parque Ideal - do
compartimento Corrego Alvarenga, corroboram com a hip6tese inicial, confirmando que os
indices encontrados sé@o preocupantes para a populagdo moradora do entorno desses trés
pontos, além de compreender que o uso livre dessas aguas para banhos, lazer e ingestao,
nao sao recomendaveis, conforme estabelecidos pardmetros para a Classe Il - Resolugdo
Conama 357/2005.
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RESUMO: Os biocombustiveis vém se tornando
uma excelente fonte de energia alternativa.
A producéo de biogds € uma tecnologia bem
estabelecida principalmente para a geragéo de
energia renovavel e também para a valorizagéo
e tratamento de residuos organicos. O biogas
€ obtido de um processo biolégico, chamado
digestdo anaerébica, na qual diferentes
microrganismos decompdem a matéria organica.
O biogéas obtido pela digestdo anaerébica dos
recursos renovaveis pode ser utilizado para a
producéo de calor, eletricidade ou combustivel
de ftransporte. Este estudo apresenta uma
revisdo bibliografica do processo de digestao
anaerobica.

PALAVRAS-CHAVE: Biodigestdo anaerbbica;
Metano; Bioenergia.

ABSTRACT: Biofuels are becoming an excellent
source of alternative energy. Biogas production
is a well-established technology primarily for
the generation of renewable energy and also
for the recovery and treatment of organic waste.
Biogas is obtained from a biological process,
called anaerobic digestion, in which different
microorganisms break down organic matter.
Biogas obtained from the anaerobic digestion
of renewable resources can be used to produce
heat, electricity or transport fuel. This study
presents a literature review of the anaerobic
digestion process.

KEYWORDS: Biodigestion; Metano; Bioenergy.
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Em funcdo da crescente demanda de
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combustiveis e do aumento da emisséo de gases do efeito estufa, faz-se necessario cada
vez mais 0 uso de combustiveis limpos e renovaveis (ALVIM; ALVIM; SALES; SALES et al.,
2014). O biogéas tem sido reconhecido como uma fonte de energia renovavel disponivel para
acelerar consideravelmente o desenvolvimento socioecondmico. Esse pode ser valorizado
direta ou indiretamente para diversas aplicagdes, como a produgédo de produtos quimicos
de valor agregado ou como substituicdo do gas natural (KAPOOR; GHOSH; TYAGI; VIJAY
et al., 2020).

Dessa forma, a producgéo do biogas vem aumentando a cada ano, e tem se mostrado
como uma alternativa viavel, principalmente para o setor agropecuario, por reduzir a
quantidade de efluentes, a emissdo de gases na atmosfera e a contaminagéo do solo. Uma
das principais vantagens deste biocombustivel é a proximidade entre a produgéo e a fonte
de consumo, diminuindo as perdas na transmisséo e distribuicdo de energia.

O biogas pode ser convertido em energia térmica ou elétrica e a sua aplicacdo
pode ser adaptada & demanda local, além de ser convertido em biometano para utilizagdo
em automoéveis, caminhdes e maquinas agricolas. Apesar de ter uma participagdo muito
baixa na matriz energética brasileira, cerca de 1%, a capacidade instalada de biogas para
geracgao elétrica cresceu mais de 100% entre 2013 e 2018 (FERNANDES; MARIANI, 2019).

Além dos beneficios decorrentes do tratamento adequado dos residuos de biogés, o
efluente digerido, incluindo a matéria orgénica tratada, pode ser aplicado como fertilizante,
reduzindo o uso de fertilizantes artificiais e, consequentemente, diminuindo os custos
(BRAMLEY; SHIH; FOBI; AXUM et al., 2011).

A tecnologia de digestdo anaerébia € um processo com ampla aplicabilidade para a
conversao de residuos e efluentes organicos em biogas, associando o tratamento adequado
a uma fonte perpétua de energia renovavel. O processo de biodigestao se desenvolve sobre
residuos rurais (esterco), agroindustriais (vinhaca, efluentes das industrias de laticinios e
dos matadouros), domésticos ou comunitarios (lama de esgotos) e, também, sobre plantas
(aguapé) (MALAJOVICH, 2012; TUNES, 2017).

Apesar de ser considerada uma estratégia promissora, o processo de digestdo
anaerobia deve ser cuidadosamente avaliado antes de ser implementado em larga escala,
especialmente em relagéo as caracteristicas dos substratos, como matéria organica e valor
nutricional, macro nutrientes, elementos tragos e produgédo especifica de biogas. Esses
parametros influenciam diretamente alguns outros parametros importantes do processo
tais como o pH, a acumulacgéo de inibidores potenciais, macro nutrientes, deficiéncias de
elementos tragos e também as taxas de degradacdo (JANKE; LEITE; BATISTA; SILVA
et al.,, 2016). Nesse contexto, tendo em vista o crescimento e importancia do setor dos
biocombustiveis, o presente estudo busca referenciar a produgdo de biogas a partir da
tecnologia de biodigestao anaerdbia.
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21 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biogas

O biogas é composto principalmente por metano e gas carbénico, e pode ser utilizado
na geracgao de energia elétrica, mecanica e no aquecimento (CALZA; DE LIMA; NOGUEIRA;
SIQUEIRA et al., 2016). A geracdo de energia elétrica pode ser feita pela queima do
biogas em turbinas e em motores do ciclo de Otto e diesel, devidamente adaptados, sendo
considerada uma fonte de energia limpa e prdpria para uso em propriedades rurais. O
biofertilizante por outro lado trata-se de um adubo natural rico em nitrogénio (MARCUCCI,
2018).

De acordo com Granato et al. (2002). o biogas proveniente da biodigestao anaerbbia
da vinhaga pode ser explorada das seguintes maneiras: (i) queima-lo completamente na
caldeira, gerando vapor para operar todo o mecanismo para esmagar a cana-de-agucar.
Neste caso, os estudos mostram que existe um excedente de 25-28% de todo o bagacgo
que é geralmente queimado em caldeiras e poderia ser utilizado para outros fins; (ii)
um terco do biogas poderia ser purificado, produzindo metano para substituir todos os
combustiveis utilizados na indUstria agricola durante a colheita, e os restantes dois tergos
seriam queimados em caldeiras que fornecem um excedente de 18% do bagaco; (iii) utilizar
a totalidade do biogas para acionar uma turbina a gas, conjugada a um gerador elétrico.

O aumento do gas metano € considerado um dos componentes do aquecimento
global. Portanto, é essencial reduzir a auto decomposi¢éo da biomassa e utilizar o biometano
gerado por biomassa para fins uteis sem libera-lo na atmosfera (DE BHOWMICK; SARMAH;
SEN, 2018).

O poder calorifico do biogas é variavel estando na faixa de 22.500 a 25.000 kJ/
m?, admitindo o metano com cerca de 35.800 kJ/m?®. Isto significa um aproveitamento de
6,25 a 10 kWh/m3. Sua potencialidade é demonstrada quando tratado, pois o seu poder
calorifico pode chegar a 60% do poder calorifico do gas natural (JORDAO; PESSOA; VON
SPERLING, 2006; SALOMON; LORA, 2009).

Ha um alto potencial na producdo de biogas globalmente. Moreda (2016) avaliou
um potencial elétrico minimo de 0,162 TWh/ano no Uruguai, considerando a digestdo
anaerobia de residuos agricolas, esterco animal, vinhaca, lodo de tratamento de efluentes
e residuos sélidos urbanos.

Lamo (1991) demonstrou o potencial energético de uma tonelada de cana podendo
gerar 909,90 x 10° kcal de energia (alcool e biogas). Entretanto, caso ndo se aproveite
o biogas resultante da biodigestdo da vinhacga, deixa-se de recuperar 7,5% do total de
energia disponivel em uma tonelada de cana.
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2.2 Biodigestao anaerdbica

A biodigestédo anaerdbia pode ser definida como um processo bioldgico natural
no qual um consorcio de diferentes tipos de microrganismos interagem promovendo a
transformacédo de compostos orgénicos complexos em compostos simples, resultando
principalmente, na producdo de metano e didéxido de carbono. Como resultado desta
fermentagéo ocorre a liberagdo de biogas e a producao de biofertilizante (MORAES; ZAIAT;
BONOMI, 2015).

Para Fuess (2017), a (bio)digestdo anaerbébia compreende um processo biolégico
natural que ocorre na auséncia de oxigénio livre, no qual a matéria orgénica & convertida
em uma mistura gasosa a partir da atividade sintréfica de diversas populagbes de
microrganismos. Esta mistura gasosa, conhecida como biogas, é formada principalmente
por metano e dioxido de carbono, além de menores fragbes de hidrogénio nitrogénio e
sulfeto de hidrogénio, apresentando grande potencial energético devido a presenca do CH
edeH,

Esta tecnologia permite o tratamento de residuos com alta carga organica de

4

forma a reduzir seu volume produzindo um biofertilizante rico em nutrientes, e ainda obter
um aproveitamento energético através da recuperagdo dos gases gerados no processo
(NEVES, 2016).

Segundo Morais et al (2015), a digestdo anaerobbica oferece vantagens ambientais e
energéticas. Do ponto de vista ambiental, ela reduz a contetdo de matéria organica presente
nos residuos tornando-os menos poluentes quando descartados no meio ambiente. Em
relacdo ao aspecto energético, o processo anaerébio possibilita a geracdo de um biogéas
que pode ser utilizado como fonte alternativa de energia.

O tratamento anaerdébico fornece um método de redugao da poluicdo das operagdes
agricolas e industriais e, ao mesmo tempo, compensa o uso de combustiveis fosseis
pelas operacdes. Como uma das mais eficientes tecnologias de tratamento de residuos
e efluentes, a digestdo anaerobica tem sido amplamente utilizada para o tratamento da
lodo municipal e da aplicagéo limitada no tratamento de residuos industriais orgéanicos,
incluindo residuos de processamento de frutas e hortalicas, residuos de embalagem e
residuos agricolas (CHEN; CHENG; CREAMER, 2008; PARKIN, 1983).

2.3 Etapas do processo de digestdao anaerébica

A conversdo anaerdbia da matéria organica pode ser dividida em quatro etapas
principais, de acordo com as transformagdes bioquimicas as quais os compostos organicos
sé@o submetidos: hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese, de modo que pelo
menos cinco grupos de microrganismos participam do processo (FUESS, 2017).

Nesse processo € um consorcio de microrganismos (bactérias acidogénicas,

bactérias acetogénicas e arqueas metanogénicas) que sao responsaveis por cada fase do
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processo e que devem estar em perfeito equilibrio dentro do sistema para a produgédo de
biogés a partir de materiais organicos (KOTHARI, R.; PANDEY, A.; KUMAR, S.; TYAGI, V.
et al., 2014). Os microrganismos fermentativos sdo os primeiros a atuar nesse complexo
processo de degradacdo de substratos e sdo aqueles que obtém o maior beneficio
energético (MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015).

2.3.1 Hidrolise

A primeira etapa na digestao anaerdbia € a hidrélise dos polimeros de cadeia longa,
realizada pelas bactérias fermentativas hidroliticas. Devido a incapacidade de bactérias
em assimilar a matéria organica particulada, ocorre a hidrélise de materiais particulados
complexos (polimeros) em materiais dissolvidos mais simples (moléculas menores). Os
principais compostos a serem hidrolisados séo a celulose, as proteinas e os lipidios. A
hidrélise destes polimeros complexos, alguns dos quais sdo insollveis, é catalisada
por enzimas sintetisadas pelas bactérias fermentativas, tais como proteases e lipases
(CASTRO E SILVA, 2014).

Os pré-tratamentos biolégicos, quimicos, mecénicos ou uma combinagédo destes
podem ser utilizados para acelerar a etapa da hidrolise, pois eles podem causar a lise ou
desintegracéo das células de lodo e permitir a liberagcdo de matéria intracelular permitindo
maior acessibilidade dos microrganismos anaeroébios, reduzindo assim o tempo de retencao
no digestor (FERRER; PONSA; VAZQUEZ; FONT, 2008).

Multiplos fatores influenciam na taxa de hidrolise do substrato, como temperatura
operacional do reator, tempo de residéncia e composicdo do substrato, tamanho das
particulas, pH do meio e, at¢é mesmo, a concentracdo de acidos organicos volateis
provenientes da hidrélise. As bactérias fermentativas hidroliticas se constituem numa
grande mistura de espécies, muitas sdo anaerodbias estritas, como as do género Clostridium,
e algumas séo facultativas, como as do género Citrobacter, Enterobacter e Escherichia
(CASTRO E SILVA, 2014).

2.3.2 Acidogénese

Nesta fase, a maioria das bactérias acidogénicas converte os produtos de hidrélise
da matéria organica complexa em acidos organicos volateis (principalmente acético,
propidnico e butirico), alcoois (principalmente etanol), corpos cetdnicos (principalmente
acetona), diéxido de carbono e hidrogénio. Tais reacdes bioldgicas sao termodinamicamente
favoraveis, e assim, os microrganismos acidogénicos apresentam o menor tempo de geragao
minimo e as maiores taxas de crescimento. Portanto, a acidogénese limitara o processo
apenas se o substrato a ser degradado néo for prontamente hidrolisado (MORAES; ZAIAT;
BONOMI, 2015).

Os principais géneros de bactérias fermentativas acidogénicas séo: Clostridium,
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Bacteroides, Ruminococcus, Butyribacterium, Propionibacterium, Eubacterium,
Lactobacillus, Streptococcus, Pseudomonas, Bacillus, Escherichia, Desulfobacter e
Micrococcus (CASTRO E SILVA, 2014).

2.3.3 Acetogénese

Na acetogénese, bactérias acetogénicas transformam &cidos orgénicos e alcoois
em é&cido aceético, H, e CO, (FUESS, 2017). As bactérias acetogénicas responséaveis por
essa fase séo: Syntrophobacter wolinii e Sytrophomonos wolfei. Outras bactérias sao:
Clostridium spp., Peptococcus anerobus, Lactobacillus e Actinomyces (MOLINO; NANNA;
DING; BIKSON et al., 2013; TUNES, 2017).

2.3.4 Metanogénese

Nesta etapa, o acetato, o hidrogénio e o diéxido de carbono sdo convertidos em
gas metano e diéxido de carbono através da acdo de microrganismos metanogénicos, que
também séo classificados como arqueas metanogénicas, responsaveis pela fase limitante
do processo (TUNES, 2017).

As arqueas metanogénicas sao anaeroébias estritas que incluem: Methanobacterium,
Methanobacillus, Methanococcus e Methanosarcina (MOLINO; NANNA; DING; BIKSON
et al., 2013). Os principais géneros do grupo das metanogénicas acetoclasticas sdo:
Methanosarcinas e as Methanosaetas. Os géneros mais comuns de metanogénicas
hidrogenotréficas em reatores anaerdbios sdo: Methanobacterium, Methanospirillum,
Methanobrevibacter, Methanoculleus e Methanocorpusculum (CASTRO E SILVA, 2014).

2.4 Fatores que interferem na biodigestao anaerébica

O processo de digestdo anaerdbica pode ser afetado por condi¢cbes operacionais
e ambientais, o que consequentemente influenciara na formagéo do metano. Logo, €
necessario assegurar uma melhor condicdo ambiental aos microrganismos estabelecendo
os melhores parametros operacionais para assegurar que o processo autorregulador ocorra
de maneira estavel (RAJESHWARI; BALAKRISHNAN; KANSAL; LATA et al., 2000).

Os fatores ambientais que influenciam a digestdo anaerdbia envolvem,
principalmente, temperatura, pH, alcalinidade, macro nutrientes adequados (N, P, SO,?) e
micronutrientes (tracos de metais), tempo metabdlico adequado e uma fonte de carbono
(para sintese e energia) (MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015).

2.4.1 Temperatura

Atemperatura causa efeitos significativos nas comunidades microbianas, interferindo
na estabilidade do processo e na producao do biogas (KWIETNIEWSKA; TYS, 2014). De
acordo Pinto (1999), as varias experiéncias ja realizadas indicam uma correlagédo entre a
produtividade do processo de digestdo anaerObia e a faixa de temperatura de operacéo.
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Os microrganismos devem ser adaptados a faixa de temperatura de trabalho, o que permite
classifica-los também com relacéo a este parametro.

Em relacdo a temperatura, a biodigestdo anaerébia € geralmente classificada
em processos psicréfilos (10 a 20 °C), mesofilicos (20 a 40 °C) e termdfilos (45 a 65 °C)
(KWIETNIEWSKA; TYS, 2014). Abaixo de 10 °C o processo é, em geral, interrompido,
sendo que a produgdo de gas aumenta com a elevagdo da temperatura (PINTO, 1999).
Devido aos gastos com energia e estabilidade do processo a digestéo anaerébia mesofilica
€ mais utilizada. No entanto, a digestdo anaer6bia termofilica € mais eficiente em termos
da remocgado da matéria organica e produgdo de metano (FERRER,; PONSA; VAZQUEZ;
FONT, 2008).

242 pH

O pH mede a concentragéo de &cidos em sistemas aquosos, ou seja, a concentragao
de ions de hidrogénio livre em solugdo (KOTHARI, R.; PANDEY, A. K.; KUMAR, S.; TYAGI,
V. V. et al., 2014). Cada microrganismo cresce a uma faixa de pH caracteristica e 0 maximo
crescimento microbiano ocorre em um valor de pH étimo. A faixa de pH ideal para a digestao
anaerbbia é bem estreita, sendo esta de 6,8 a 7,2 (WARD; HOBBS; HOLLIMAN; JONES,
2008).

Quandossetratade valoresde pH, as bactérias acetogénicas e arqueas metanogénicas
s&o as mais exigentes e com maiores dificuldades de se adaptar as mudancas de alteracbes
ambientais. Isso porque, as bactérias acetogénicas produzem acidos organicos volateis
que sdo convertidos em &cido acético, hidrogénio e didxido de carbono, o que resulta em
uma acidificacdo do meio que influencia negativamente a atividade dos microrganismos
metanogénicos (MONTANES; PEREZ; SOLERA, 2014).

A taxa de crescimento de arqueas metanogénicas é reduzida em ambientes com
pH inferiores a 6,6, ao passo que um pH muito alcalino pode levar a desintegracdo dos
granulos microbianos e subsequente fracasso do processo, portanto o pH ideal para a fase
metanogénica esta em torno de 7,0 (WARD; HOBBS; HOLLIMAN; JONES, 2008).

2.4.3 Tempo de retengao hidraulica

O tempo de retengao hidraulica (TRH) pode ser definido como o tempo necessario
para a completa degradagcdo da matéria organica ou o tempo que a matéria organica
permanece no digestor, sendo diretamente proporcional a sua taxa de degradacédo e
ocorre quando a produgao de gas € maxima, definindo a melhor qualidade digestora. Varia
conforme a temperatura e a composicao do residuo. Vale citar que, o TRH depende do
substrato, tipo de digestor, além de outros fatores. Kothari et al. (2014) relatam um TRH
de 10 a 40 dias para biodigestdo em condigbes mesofilicas e que residuos compostos
por celulose e hemicelulose exigem maior TRH, podendo variar de até 50 dias em alguns
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tipos de digestores rurais, e em apenas algumas horas em certos digestores industriais
(SALOMON, 2007).

2.4.4 Inéculo

Como a biodigestdo compreende num processo complexo que exige a presenca
de diferentes espécies microbianas, faz-se necessario utilizar um in6culo apropriado,
que contenha os microrganismos necessarios para que o processo de degradagéo possa
ser estabelecido. O inéculo ndo sé proporciona um consércio microbiano variado, como
também macro e micro nutrientes e capacidade de neutralizagéo (YANG; XU; GE; LI, 2015).

A concentragéo de in6culo é importante para o processo e varia de acordo com o
material utilizado para ativar a populagdo microbiana. De fato, o tipo de inoculo afeta a
populag@o microbiana no processo, bem como a diferenga na composicgéao fisico-quimica e
na capacidade de producao de biogas (DE VRIEZE; RAPORT; WILLEMS; VERBRUGGE et
al., 2015; SILVA; ABUD, 2016).

O in6culo deve possuir uma ampla composicao trofica de modo a garantir a
biodegradacéo de qualquertipode substrato. Frequentemente, aslamas digeridas constituem
o tipo de in6culo mais usados em processos de biodigestdo. No entanto, a utilizagdo do
material digerido (produto final resultante do processo) é preferivel relativamente a outras
fontes de in6culo, como lamas ativadas (suspensas ou granulares), esterco de gado e fluidos
de ruminantes, pois possuem popula¢gdes microbianas metanogénicas ja perfeitamente
desenvolvidas e adaptadas ao ambiente anaerébio, reduzindo assim o risco de inibigéo.
In6culos provenientes de reatores com composi¢cdes de alimentagé@o especificas deverdo
ser misturados com diferentes tipos de indculo, inclusivamente inéculos mesofilicos e
termofilicos (ANGELIDAKI; ALVES; BOLZONELLA; BORZACCONI et al., 2009; YANG; XU;
GE; LI, 2015).

Os estercos bovinos, de aves e suinos podem ser utilizados como in6culo, pois
contém uma grande massa microbiana de microrganismos acidogénicos e metanogénicos
fundamentais na digestdo anaerdbia. Estes podem acelerar a partida do processo,
principalmente quando os residuos sdo materiais dificeis de serem digeridos em decorréncia
dos elevados teores de celulose e lignina. Pandey et al (2011) ressaltam que o esterco
bovino € um inéculo em potencial, uma vez que as Arqueas metanogénicas representam
cerca de 40% de sua microfauna.

Barcelos (2009) investigou o potencial de aplica¢ao do esterco bovino, suino e rumen
bovino como in6culo da digestdo anaerdbia de residuos sélidos urbanos (RSU). Comparou-
se 0 desempenho desses diferentes inéculos e também com biorreator testemunha, na
qual o meio de reagao consistia apenas de FORSUP (frag@o organica de residuos s6lidos
urbanos preparada), agua e tampao. E observou que a maior producéo total de biogas
aconteceu no biodigestor inoculado com ramen bovino (144 L), seguido da testemunha
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(137 L), esterco suino (122 L) e, por ultimo, esterco bovino (117 L). Concluiu que, apesar
da partida da digestao anaerodbia néo ter sido acelerada, os in6culos podem ser utilizados,
pois auxiliaram na manutencao do pH e umidade e favoreceram a elevada produgéo de
biogés.

Bueno (2010) comparou dois biodigestores em batelada para a produgéo de biogas
utilizando esterco bovino em duas concentragbes 1:2 e 1:1 (esterco: agua). E, para a
aclimatacéo, os substratos foram colocados em biodigestores vedados e, para a remocéao
de tragos de O,, permaneceram em repouso por 24 horas, a temperatura de 20 °C. O autor
concluiu que o volume produzido de biogéas foi maior para a diluicdo 1:2, evidenciando que
a diluicdo tem papel fundamental na produgéo de biogés.

Syaichurrozi (2018). utilizou fluido ruminal como in6culo na co-digestédo do Salvinia
molesta e palha de arroz. Neste estudo, o liquido do rimen em condi¢des frescas foi obtido
do matadouro de vacas na Serang City, provincia de Banten, na Indonésia. O liquido
ruminal continha Clostridium sp., Clostridium sporogenes, Clostridium butyricum e Arqueas
metanogénicas ricas.

Barros e colaboradores (2016) utilizaram residuos de suinocultura para arranque
de reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket), em experimento com processo de
digestao anaerdbia com posterior alimentacdo dos reatores utilizando-se vinhaga natural,
proveniente de plantio de cana em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo. O volume de lodo de residuos
da suinocultura atingiu 30% do volume de cada reator, com o restante sendo preenchido
pela vinhaca natural. A média da eficiéncia de remocao de DQO foi de aproximadamente
70 a 80%, tendo atingido até 82% de eficiéncia maxima pelos reatores UASB. Este estudo,
que também analisou a conversdo anaerdbia da vinhaga em biometano com aumento
gradual da carga orgénica em dois reatores UASB, com volumes de 40,5 e 21,5 litros e
com operagao em temperatura mesofila, verificou produgées maximas de metano na ordem
de 0,19 L (g DQO total removido), alcancadas ap6s 140 dias de operagé@o dos reatores.
(BARROS; DUDA; OLIVEIRA, 2016)

2.4.5 |Inibidores da biodigestao anaerdbica

Substéancias inibitérias sdo frequentemente encontradas como a principal causa de
perturbacéo e falha do reator anaerdbico, uma vez que estédo presentes em concentragoes
substanciais em &aguas residuais e lodo. Uma grande variedade de substancias tem sido
relatada como inibidora aos processos de digestdo anaerébica. Um material pode ser
julgado inibidor quando causa uma mudanca adversa na populagdo microbiana ou inibi¢cao
do crescimento bacteriano. A inibicdo é geralmente indicada por uma diminuigcéo da taxa de
estado estavel de producéo e acumulo de acidos orgéanicos (Kroeker et al., 1979).

Os inibidores frequentemente presentes em digestores anaerdbicos incluem aménia,
sulfeto, ions de metal leve, metais pesados e orgéanicos. O acimulo dessas substancias
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pode causar instabilidade e perturbacdes no sistema, como indicado pela reducdo da
producdo de biogas e/ou teor de metano de biogés, e possivel falha do reator. (CHEN;
CHENG; CREAMER, 2008).

Varias estratégias com o intuito de minimizar a interferéncia desses inibidores, vem
sendo empregadas. Como por exemplo, a codigestdo com outros residuos, controle de pH,
a adaptagédo dos microrganismos as substancias inibitérias e a incorporagédo de métodos
para remover ou neutralizar toxicantes antes da digestdo anaerdbica podem melhorar

significativamente a eficiéncia do tratamento de residuos.

31 CONSIDERAGOES FINAIS

As crescentes preocupagdes globais com o meio ambiente sobre o aumento da
quantidade de residuos, o aquecimento global e a dependéncia de combustiveis fésseis
como principal fonte de energia vem incitando pesquisas sobre o processo de digestao
anaerobica.

Por meio deste estudo, se nota que a conjetura e a metodologia da producgéo de
biogas através da biodigestdo anaerdbica sdo maduras e bem desenvolvidas. A biodigestdo
anaerdbica dos compostos e residuos orgénicos para a produgcédo de biogas é descrita
como uma tecnologia que pode auxiliar a diminuir a dependéncia de combustiveis fésseis
e, consequentemente, fornece energia com menores impactos ambientais. Entretanto,
essa tecnologia ainda carece de novas pesquisas de investigacdo de melhores substratos
e otimizag&o do processo.

Umas das grandes vantagens da producdo de biogas através da biodigestao
anaerdbica, além da geragao de energia renovavel, baixo consumo de energia, valorizagdo
e tratamento de residuos organicos e produgdo de um biofertilizante, é a possibilidade de
obtengcé@o de um biocombustivel que pode ser produzido de forma descentralizada e local,
isso contribui para a diversificagdo da matriz energética. Ou seja, ocorre a proximidade
entre a producgéo e a fonte de consumo, diminuindo as perdas na transmissao e distribuicao
de energia, ocasionando a redugdo de custos energéticos.

Na producéo de biogas, se comparado com outros biocombustiveis, pode ser
utilizado uma gama de substratos, desde que sejam biodegradaveis. Além disso, o biogas
pode ser convertido em energia térmica ou elétrica. Também pode ser convertido em
biometano para utilizagdo em automéveis, caminhdes e maquinas agricolas. Contudo, o
desenvolvimento desse setor € fundamental para atingir altos niveis de amadurecimento
tecnoldgico, possibilitando a ampliacédo do processo de biodigestéo.
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RESUMO:Os piolhos s&o ectoparasitos de
animais homeotérmicos, domésticos e silvestres,
podem ser vetores importantes de varios
patdégenos, sendo alguns desses de carater
zoonético. Objetivou-se relatar a infestagéo por
Gliricola porcelli em Cavia porcellus, na rotina
clinica veterinaria, em municipio da zona da
mata de Rondoénia, Brasil. Recebeu-se para
atendimento em uma clinica veterinaria um
porquinho-da-india (Cavia porcellus) cujo o
tutor tinha como queixa principal a inquietacéo
e um prurido intenso no animal. As infestacbes
por ectoparasitos frequentemente apresentam
0s sinais anteriormente descritos, podendo ser
leves e até assintomaticas. Para o diagnéstico
foram realizados exames fisicos e coleta dos
espécimes ectoparasitos para identificagdo
utilizando chaves dicotémicas. Os espécimes
coletados foram identificados como I|éndeas,
machos e fémeas de Gliricola porcelli. Este
parasito ndo apresenta ameacga direta a vida
do hospedeiro, no entanto, coloca em risco o
bem-estar do animal e, por consequéncia, pode
favorecer infeccbes secundarias, e também a
estética devido a provocar alopecias. Foi entao
realizado o tratamento medicamentoso com
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ivermectina por via subcutanea a cada sete dias, perfazer trés tratamentos. Foi recomendada
a limpeza e desinfecgédo do ambiente onde o animal fica alojado.
PALAVRAS-CHAVE: Pediculoses, pets ndo convencionais, piolhos, ivermectina

REPORT OF LICE INFESTATION Giliricola porcelli IN GUINEA PIGS (Cavia
porcellus) IN RONDONIA, BRAZIL

ABSTRACT: Lice are ectoparasites of homeothermic animals, domestic and wild, and
can be important vectors of several pathogens, some of which are zoonotic potential. The
objective of this study was to report the infestation by Gliricola porcelliin Cavia porcellus, in
the veterinary clinical routine, in the municipality of Rolim de Moura Rondénia, Brazil. A guinea
pig (Cavia porcellus) was received for care at a veterinary clinic, whose main complaint the
guardian had was restlessness and intense itching in the animal. Infestations by ectoparasites
often present the signs described above, and may be mild and even asymptomatic. For
diagnosis, physical examinations and collection of ectoparasite specimens were performed
for identification using dichotomous keys. The specimens collected were identified as nits,
males and females of Gliricola porcelli. This parasite does not pose a direct threat to the host’s
life, however, it puts the animal’s well-being at risk and, consequently, can favor secondary
infections, as well as aesthetics due to causing alopecia. The drug treatment was then carried
out with subcutaneous ivermectin every seven days, making three treatments. Cleaning and
disinfection of the environment where the animal is housed was recommended.
KEYWORDS: Pediculosis, unconventional pets, lice, ivermectin.

11 INTRODUGAO

Cavia porcellus é popularmente chamado de porquinho-da-india ou cobaio doméstico.
E um roedor que pertence & familia Caviidae, que é criado como animal de laboratério ou
como animal de estimacéo. Esta cada vez mais comum a busca por porquinho-da-india
como animal de companhia, como consequéncia, também se torna frequente o atendimento
desse animal em clinicas veterinarias. Esse animal pode ser hospedeiro de uma variedade
de agentes patogénicos, como bactérias, fungos, piolhos e acaros (SINGH et al., 2013;
BONVICINO et al., 2008).

Os piolhos séo ectoparasitos de animais homeotérmicos, domésticos e silvestres,
podem ser vetores importantes de varios patdgenos, sendo alguns desses de carater
zoon6tico. Sdo pertencentes a classe Insecta, ordem Phthiraptera, tendo como
caracteristica desenvolver-se sobre o hospedeiro, durante todo seu ciclo de vida. Seus
habitos alimentares variam de piolhos mastigadores (subordem Amblycera e Ischnocera),
que se nutrem de detritos celulares, pelos e plumas, e 0s que séo sugadores de sangue
(subordem Anoplura), que sdo mais graves por causar anemia (VALIM et al., 2004). Entre
as espécies de piolhos mais comuns que infestam o porquinho-da-india destacam-se
Gliricola porcelli, Gyropus ovalis e Trimenopon hispidum (PRINCE et al., 1997).

Gliricola porcelli parasito espécie-especifica, ou seja, s6 parasita esse grupo animal,
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ndo sendo um causador de zoonose. (VALIM et al., 2004). As infestagdes geralmente sédo
leves ou assintomaticas, mas, em grandes infestagcbes podem causar um intenso prurido,
obrigando o animal a se cocgar frequentemente, podendo ferir a pele, permitindo uma porta
de entrada para infec¢des secundarias, também podem ocasionar formagdes crostosas na
pele e alopecia (PADILLA, 2012; RIGBY, 1976).

O presente trabalho objetivou descrever um caso de infestacéo de piolhos Gliricola
porcelli em porquinho-da-india criado como pet ndo convencionais na rotina clinica
veterinaria no municipio de Rolim de Moura, Rondénia, Brasil.

21 RELATO

Um Porquinho-da-india (Cavia porcellus), macho, de dois anos de idade, criado
como animal de companhia, deu entrada na clinica veterinaria, em abril de 2021, sob
a queixa principal de prurido e inquietacdo ha mais ou menos uma semana. No exame
fisico inspecionou-se toda sua superficie corporal, na qual foi observado a presenca de
ectoparasitos. Entao, coletou-se uma amostra de pelo, usando um pente de dentes finos,
da superficie corporal do animal.

A amostra de pelo do animal foi observada sob estereomicroscépio e foram
encontrados piolhos (machos e fémeas) e Iéndeas identificados como Gliricola porcelli
(Figura 1). Foram identificados através das caracteristicas morfoldégicas, nos quais
apresentaram: dimensdes aproximadas de 1 a 2 mm de comprimento, e 0,3 a 0,4 mm de
largura, podendo as fémeas ser cerca de 20% superiores aos machos. Sendo um piolho de
cor clara, longo e achatado dorsoventralmente, com a cabeca posicionada horizontalmente,
0 que o permite maior contato possivel entre eles e os pelos do hospedeiro, aumentando a
sua aderéncia (JOHNSON; CLAYTON, 2003; COLE et al, 2013).

o

Figura 1. Gliricola porcelli sob estereomicroscopia.
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31 DISCUSSAO

Das amostras obtidas no estudo foram encontrados Iéndeas, machos e fémeas, o0s
dois ultimos sdo semelhantes, exceto pelos machos ndo apresentarem um par de cerdas
compridas do ultimo pleurito, como as fémeas (WERNECK, 1936).

A espécie Gliricola porcelli possui palpos maxilares, partes bucais méveis em plano
vertical, perpendicular a superficie ventral da cabeca. Possuem antenas, porém estas se
encontram ocultas em depressdes laterais tornando-se dificil sua visualizagdo. Apresentam
trés pares de patas bem desenvolvidas no térax, que terminam numa garra tarsal. E as
asas estao ausentes (JOHNSON; CLAYTON, 2003; COLE et al, 2013).

Infestacdo em porquinho-da-india por G. porcelli ja foi relatado em diversas regides
do Peru, na Espanha, e também no Brasil, nos estados de Rio Grande do Norte e Rio de
Janeiro (MARTORELL et al., 2011; VALIM et al., 2004).

A transmissédo de piolhos ocorre por contato direto entre animais. A espécie
Gliricola porcelli ndo apresenta ameaca a vida do hospedeiro, por ser piolho mastigador
e se alimentar dos detritos da pele e pelo, fazendo com que esses animais apresentem-
se esteticamente inadequados como pets por ficarem com alopecia, no entanto, podem
causar quadros clinicos caracterizados por prurido, eritema, inapeténcia, emagrecimento,
além do estresse que influencia no bem-estar e no sistema imunolégico, predispondo a
infeccGes secundérias. A maior suscetibilidade dos animais a infestagéo grave é em idade
mais jovem, idosos e com doencas pré-existentes, sem sinais clinicos evidentes além de
anemia em alguns casos (VALIM et al., 2004; COLE et al., 2013).

O tratamento desta pediculose deve ser realizado administrando-se dosagens de
ivermectina e outros medicamentos, visando assim diminuir as infestagbes (HOPPMAN;
BARRON, 2007),

E importante ressaltar que a discussdo desse relato de caso foi dificil devido a
escassa literatura existente e auséncia de estudos atuais sobre o tema.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Diante do exposto, registra-se a ocorréncia do piolho Gliricola porcelli em diferentes
estadios de vida, parasitando um porquinho-da-india (Cavia porcellus), e evidencia-se a
importancia de relatos de infestagbes em pets ndo convencionais na clinica veterinaria.

Esses pets ndo convencionais vém ganhando destaque como animais de estimacéo,
visto que, sdo pequenos e ndo tem muitos custos, no entanto, sua saude deve ser
monitorada, pois as relagbes com outros animais e com os humano proporcionam trocas
de patégenos e podem ocorrer doencgas causadas por ecto e endoparasitos, sendo alguns
importantes como zoonoses.
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RESUMO: O Cerrado, também conhecido como
Savana Tropical, & o segundo maior bioma do
Brasil. Entre as espécies do Cerrado, varias
apresentam propriedades medicinais. Nesse
contexto, o barbatimao (Stryphnodendron sp.) é
conhecido por ser antiinflamatério, cicatrizante,
antiviral, antimicrobiano e por apresentar acéo
antiprotozoéaria, sendo amplamente utilizada
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em tratamentos dermatolégicos bem como
no couro, na indastria e na fabricacdo de
tintas para escrever. Além disso, os tecidos
vegetais representam uma fonte importante de
produtos naturais de interesse biotecnolégico,
e a maioria desses compostos é produzida por
microorganismos vivem em interagdo intima com
a planta hospedeira sem causar qualquer sintoma
de doenga. Esses microrganismos séo chamados
de endofiticos. Este estudo visaisolar as bactérias
endofiticas associadas a Stryphnodendron
sp. e investigar o potencial antimicrobiano e
propriedades de extratos de produtos naturais
produzidos por esses microrganismos contra
bactérias e fungos fitopatogénicos. Coleta e
processamento: o isolamento de endéfitos
associado a Stryphnodendron sp. foi feito a
partir das estruturas e solo rizosférico, com
base em Araujo et al., 2014 e Andreote et al,,
2008. Triagem antimicrobiana: O teste de
sobrecamada foi realizado contra S. aureus
ATCC 29213, E. coli ATCC 11775 e C. albicans
ATCC 10231. Bioatividade dos extratos: Apos
a produgéo dos extratos, 500 ug dos extratos,
oxacilina e DMSO estéril foram depositados
em discos estéreis e colocados na placa
contendo os patbgenos previamente inoculados.
Resultados: Isolamos 28 bactérias, das quais
4 exibiram antagonismo para patdbgenos
na triagem priméaria. Conclusdes parciais:
Nossos estudos preliminares mostraram que
as bactérias endofiticas de Stryphnodendron
sp. teve resultados positivos contra patogenos
e, portanto, pode influenciar positivamente nas
propriedades medicinais da planta estudada.

PALAVRAS-CHAVE: Barbatimdo; Cerrado;
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patbgenos; Stryphnodendron.

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL POTENTIAL OF ENDOPHYTIC BACTERIA
ASSOCIATED WITH BARBATIMAO (STRYPHNODENDRON SP.) NATIVE OF
THE CERRADO

ABSTRACT: The Cerrado is also known as Tropical Savanna is the second largest biome
in Brazil. Among the species of Cerrado, there are several with medicinal properties. In this
context, the barbatiméo (Stryphnodendron sp.) is recognized for anti-inflammatory, healing,
antiviral, antimicrobial and antiprotozoal action, being widely used in dermatological treatments
as well as in the leather industry and in the manufacture of paints to write. Moreover, plant
tissues represent a major source of natural products for biotechnological interest, and
most of these compounds is produced by microorganisms lives in intimate interaction with
the host plant without causing any apparent disease symptoms. These microorganisms
are call endophytics. This study aims to isolate the endophytic bacteria associated with
Stryphnodendron sp. and investigate the antimicrobial properties of natural products extracts
produced by these microorganisms toward pathogenic bacteria and phytopathogenic fungi.
Collecting and processing: The isolation of endophytes associated with Stryphnodendron
sp. structures and rhizospheric soil were carried out based on Aradjo et al., 2014 and Andreote
et al., 2008. Antimicrobial screening: The Overlay test was carried out by testing the isolates
against S. aureus ATCC 29213, E. coliATCC 11775 and C. albicans ATCC 10231. Bioactivity
of extracts: After obtaining the extracts, 500 pg of the extracts, oxacillin and sterile DMSO
were deposited in sterile discs and placed onto the plate containing the pathogens previously
inoculated. Results: We isolated 28 bacteria which 4 exhibited antagonism toward pathogens
in primary screening. Partial conclusions: Our preliminary studies showed that the endophytic
bacteria of Stryphnodendron sp. had positive results against pathogens and, therefore, can
positively influence the medicinal properties of the plant studied.

KEYWORDS: Barbatimao; Cerrado; pathogens; Stryphnodendron.

11 INTRODUGAO

Microrganismos endofiticos séo bactérias e fungos protocooperadores que vivem no
interior das plantas, aparentemente sem causar danos aos hospedeiros e podem produzir
metabdlitos secundarios (CHALLIS e HOPWOOD, 2003; AZEVEDO .2013; SOUSA et al.,
2017; ASSIS, 2018). Estes microrganismos foram descritos pela primeira vez no século XIX,
por Bary, 1866. De acordo com NETO et al., 2003, eles recebem nutrientes e protecéo da
planta hospedeira, fornecendo em troca compostos quimicos que podem proteger e auxiliar
a planta. Esta associacéo entre microrganismos e plantas gera diversas possibilidades para
estudos cientificos que buscam aplicagdes biotecnolégicas na area da satde publica, para
a promocgéo do crescimento vegetal, e no controle de pragas e fitopatdgenos, utilizando os
metabdlitos secundarios produzidos devido a esta interagdo (CERIGIOLI, 2005 ; ASSIS,
2018).

Tendo os endofiticos como uma nova fonte de biometabdlitos, cresce a busca
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por tratamentos alternativos, seja para agentes que ja desenvolveram resisténcia a
medicamentos ja existentes ou contra aqueles que ndo possuem um bom método de
tratamento (ASSIS, 2018). Como exemplo do ultimo caso, ha a leishmaniose, uma Doenca
Tropical Negligenciada (DTN), transmitida por vetores. A leishmaniose visceral (LV) afeta
principalmente o figado, o bagco e a medula éssea. Afeta principalmente a populagéo
marginalizada e o numero de casos vém crescendo pois ndo existem vacinas eficientes,
o controle dos vetores é dificil e devido ao fato de que algumas espécias de Leishmania
estdo se tornando resistentes as drogas utilizadas para tratamento. A Leishmania infantum
€ um dos principais vetores da doenca, que pode ser fatal se nao tratada. Atualmente os
tratamentos administrados sdo com medicamentos antigos ou formulagbes de antimoniais
ou anfotericina B, que ndo séo o ideal, devido a toxicidade, alto custo e a resisténcia
do parasita. Desta forma, a busca por novos tratamentos contra Leishmania a partir de
fontes naturais tem crescido a cada dia. Sabe-se que compostos a base de plantas sédo
alternativas viaveis a tratamentos com compostos quimicos, mas & necessario encontrar
concentragbes seguras e padronizadas para serem administradas em tratamento clinico
(MOHAMMAD et al., 2019).

O Cerrado é um mosaico de biomas (BATALHA, 2011), segundo maior bioma
brasileiro, ocupando cerca de 23% do territério do Brasil (em torno de 2 milhdes de
km?), ocorrendo desde as imediacbGes da floresta Amazdnica até o Parana. Sua grande
extensao favorece a ocorréncia de uma das mais ricas diversidades de fauna e flora, sendo
ultrapassado apenas pela Floresta Amazénica (RATTER, et al., 1997). Segundo Castro,
et al. (1999), o Cerrado abriga cerca de 5.250 espécies herbaceas e arbustivas, e 2.000
espécies arboreas, demonstrando sua importancia ecologica.

E um hotspot que vem sofrendo com a degradagdo devido a queimadas e agédo
antrépica (RIBEIRO e WALTER, 1998), visto que teve sua cobertura original reduzida
em cerca de 37% (FELFILI, et al,, 2002). Conta com a presenca de diversas espécies
endémicas, sendo de suma importancia sua conservacgao. Dentre as espécies abrigadas no
Cerrado, encontram-se varias arvores e arbustos com propriedades medicinais (RATTER,
etal.,, 1997).

O Barbatimdo, do género Stryphnodendron é uma planta nativa do Cerrado, e
suas espécies sdo conhecidas por sua agdo anti-inflamatoéria, cicatrizante, antiviral,
antimicrobiana e antiprotozoaria (MELO et al., 2007), sendo amplamente utilizadas em
tratamentos dermatolégicos, e também na industria do couro e na fabricagéo de tintas para
escrita (CARVALHO et al., 2009; FAVORETTO, 2010; TORRES, 2018).

Sendo assim, o presente trabalho busca compreender se ha relacdo entre as
propriedades medicinais do Barbatimdo e a atividade de microrganismos endofiticos
presentes nesta planta.
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21 METODOLOGIA

A coleta de material foi feita na reserva do Cerrado dentro da Universidade Federal
de Sao Carlos — UFSCar, Campus Sao Carlos (21° 58’ S, 47° 52’ W, 850m acima do nivel
do mar). A regido apresenta clima tropical, periodos secos no inverno e umidos no verao.

Foram coletados ramos, e solo rizosférico, que foram armazenados em sacos
plasticos esterilizados e transportados para o LaMiB.

O isolamento ocorreu de acordo com as seguintes etapas: Primeiro foi feita a
lavagem com agua corrente para remog¢ao de substancias que poderiam eventualmente
estar aderidas a superficie. Para eliminar os microrganismos epifiticos, e também realizar
desinfeccéo, foram realizadas imersdes seguidas em alcool 70% por 1 min, solugdo de
hipoclorito de sodio 3% por 1 min, alcool 70% novamente por 30 s, e 3 lavagens com agua
destilada (ARAUJO et al., 2002). (O tempo de imersao pode sofrer variagdes de acordo com
a planta estudada, para que ndo sejam eliminados também os microrganismos endofiticos).
ApOs a desinfecgdo, 25g das amostras foram trituradas e homogeneizadas em 225ml de
solugéo salina (PBS) 0,85%. Amostras do solo rizésférico também foram pesadas, e 25g
foram homgeneizadas em solugéo salina. Ambas as solug¢des foram incubadas a 28°C, a
180 rpm, por 2 horas. Apés esse processo, a solugao obtida foi filtrada e diluida em diluicdo
decimais seriadas, de 1 até 103. Aliquotas de cada diluicdo foram inoculadas em ftriplicata
em Placas de Petri com meios TSA (Tryptic Soy Agar) e AACK (Agar-Amido-Caseina KNO3).
Depois as col6nias foram isoladas, e analisadas a partir de caracteristicas macroscépicas,
fisiolbgicas, bioquimicas e morfologicas (Araujo et al, 2014; Andreote et al., 2008).

2.1 Teste de bioatividade

A avaliagéo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de sobrecamada
(Piza et al., 2015). Os endofiticos isolados foram inoculados em placas de ISP2 por picada,
e incubados a 28°C por 2 dias. Cepas padréo de Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 11775 e Candida albicans ATCC 10231 foram reativadas em tubos
BHI (Brain-Heart-Infusion) caldo, e incubadas a 37°C por 24h. Apés a incubacéo, as culturas
reativadas foram transferidas para um tubo contendo BHI semissolido na concentragdo
1:10. A solugéo foi entdo homogeneizada e vertida sobre os endofiticos. As placas foram
incubadas a 37°C por 24h para observacgéo de halos de inibicdo.

2.2 Cinética de Crescimento

Aliquotas de 200 pL do isolado 14 conservado em glicerol 20% em criotubo,
ultrafreezer, foram transferidos para placas de Petri contendo o meio sélido de crescimento
ISP2 a 28°C durante 12 horas. Posteriormente, uma algada de colénia foi transferida para
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio de cultura ISP2 e incubado a 28
°C, 120 RPM durante 12 horas. A segunda etapa consistiu na transferéncia de 1 mL do
pré-indculo em 200 mL do meio ISP2 e incubados sob as mesmas condi¢des. A avaliagdo
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da concentragéo celular ocorreu do seguinte modo: aliquotas de 1 mL das amostras
foram coletadas a cada hora e centrifugadas a 10600 rpm durante 10 minutos, onde a
parte celular foi utilizada para a avaliagdo da concentracdo celular seca. A concentragédo
celular foi determinada pela medi¢do da densidade 6tica em espectrofotobmetro a 600 nm e
pesagem da massa celular seca. Os testes foram realizados em ftriplicata.

2.3 Obtencao do extrato bruto

Para a producgéo do extrato de produtos naturais, esporos dos isolados que estavam
estocados em glicerol 20% a -80° C foram transferidos para tubos de fundo céncavo com
capacidade de 12 mL contendo 3 mL de ISP2 e incubados em agitacdo de 180 rpm/ 28
°C durante 3 dias, para a obtencao de pré-inéculos. Posteriormente, 5mL do pré-indculo
foi adicionado em 95 mL de ISP2 em Erlenmeyers com capacidade de 250 mL. O cultivo
foi mantido sob as mesmas condi¢des durante 7 dias. ApOs esse periodo, a cultura foi
centrifugada a 4.500 rpm durante 10 min. Posteriormente, foram confeccionados pacotes
de malha de polipropileno contendo 1,5 g de resina Amberlite® XAD16 (Sigma-Aldrich™) e,
em seguida adicionou-se ao extrato bruto e incubagéo overnight em agitador rotativo. Apos
esse periodo, os pacotes de resina foram removidos e acondicionados em tubos de vidro
contendo 20 ml de MeOH: EtOAc (1: 1) (PARK et al., 2016).

2.3.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto

A avaliagdo da bioatividade do extrato bruto fresco foi realizada pelo método de
difuséo em disco. Os extratos utilizados estavam na concentragdo de 50mg/ml, e para o
teste contra bactérias foi utilizado a concentragcao de 200ug/disco, portanto, foi inoculado
4uL do extrato em cada disco. Filtros de papel com 5 mm de didmetro serdo depositados,
com auxilio de uma pinga esterilizada, sobre placa contendo agar BHI e previamente
semeadas com E. coli ATCC, C. albicans ATCC, e S. aureus ATCC e, posteriormente,
aliquotas do extrato bruto foram pipetadas no disco. As placas foram incubadas a 37°C por
24 horas para verificar a formacgéo de halos de inibicdo. Os bioensaios foram realizados
em triplicata e, para controle, foram utilizados os antibi6ticos de uso comercial Oxacilina, e
Amoxilina, e agua destilada como controle negativo.

2.4 Co - Cultivo e avaliacao do extrato bruto

O isolado 14 foi submetido ao cultivo misto com a bactéria endofitica 21 segundo
o protocolo adaptado de Caraballo-Rodriguez et al., Trés Erlenmeyers com capacidade
de 250 mL contendo 95 mL de meio ISP2, foram inoculados com 10% (v/v) do in6culo de
um microrganismo endofitico (14) e 0,1% (v/v) de outro endofitico (21). Os frascos foram
incubados a 28°C e 180 rpm por 7 dias em shaker orbital. Apds 7 dias de crescimento, as
culturas foram coletadas por centrifugacdo. O caldo livre de células resultante foi submetido
a extracdo em fase sélida usando 15 g de Amberlite XAD-16. A resina foi entédo separada
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por filtracdo e sujeita a extracdo organica utilizando MeOH: EtOAc (1: 1). Foi avaliada a

bioatividade das amostras dos extratos contra microrganismos potencialmente patogénicos.

2.5 Acao antiparasitaria contra Leishmania chagasi

Culturas de L. infantum chagasi (cepa MHOM/BR/1972/LD, cedidas pelo Dr. José
A. Lindoso do Instituto de Medicina Tropical - Sdo Paulo, Brasil) foram mantidas em meio
Schneider (Sigma-Aldrich, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
(Vitrocell-Embriolife, BRA), 10% de urina de individuos masculinos (com faixa etaria entre
25 e 35 anos) e 1% de penicilina e estreptomicina. As culturas foram mantidas a 26°C em
atmosfera com 5% de CO,,.

Para os ensaios leishmanicidas, em cada pog¢o de placas de 96 pocos foram
adicionados 50 uL da diluigdo de promastigotas de L. infantum em fase estacionaria (1x10°
promastigotas/poco) e 50 pL de cada diluicdo dos extratos a ser testada (750, 500, 250, 100,
50, 10 e 1ug/mL). As placas foram incubadas por 24 e 48 horas a 26°C em uma atmosfera
com 5% de CO,. Para avaliagéo da viabilidade celular ap6s o tratamento, foi utilizado o
teste colorimétrico do MTT (MTT- [3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il) 2, 5-difeniltetrazolium bromide],
Sigma-Aldrich, EUA), onde a redug¢do do MTT a formazan é proporcional a viabilidade
celular (MOSMANN, 1983). A cada pocgo foram adicionados 10 ul de solugdo de MTT a 5
mg/mL e as placas incubadas por 4 horas a 25 °C com 5% de CO,. Apés a incubagéo, foram
adicionados 50 pl por pogo de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich) para solubilizar os
cristais de formazan e, em seguida, foi realizada a leitura.

Os experimentos foram realizados em triplicata biol6gica e duplicata experimental. A
Anfotericina B (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizada como controle positivo na concentragéo de
100 pM; como controle negativo foram utilizadas células em meio de cultura sem tratamento
e com 1% de DMSO. A leitura das absorbéancias foi realizada em espectrofotdmetro (Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO Spectrophotometer) com comprimento de onda de 550 nm.

A porcentagem de viabilidade celular foi calculada com a absorbancia do controle
negativo representando 100% da viabilidade celular (% de células vivas = Absorbéancia do
teste x 100/Absorbancia do controle negativo). Os resultados obtidos foram analisados
através do programa PRISMA, verséo 5 - Graph Pad (2005) (San Diego, Califérnia, USA).
Foi aplicado o teste One-way ANOVA (One-way Analysis of Variance) e o pés-teste foi
realizado pelo método de Tukey (Tukey’s Multiple Comparison Test). A significancia
estatistica foi estabelecida em valores de p < 0,05.

Os resultados de EC,; (Tabela 2) obtidos foram analisados utilizando o programa
PRISMA, verséo 5 - Graph Pad (2005) (San Diego, Califérnia, USA). Foi aplicado o teste
One-way ANOVA (One-way Analysis of Variance) e o pOs-teste foi realizado pelo método
de Tukey (Tukey’s Multiple Comparison Test). A significancia estatistica foi estabelecida em
valores de p < 0,05. A porcentagem de viabilidade celular foi calculada com a absorbéancia
do controle negativo representando 100% da viabilidade celular (% de células vivas =
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Absorbéncia do teste x 100/Absorbancia do controle negativo).

O valor de EC,, corresponde ao indice de citotoxicidade, ou seja a concentragéo
do extrato testado que induz a 50% de lise ou morte celular, neste caso, de Leishmania
(ROGERQO, et al, 2003).

O intervalo de confianga (IC) de uma média informa com precisao a determinacao da
média. Um intervalo de confiang¢a de 95% é um intervalo de valores que vocé pode ter 95%
de certeza e contém a verdadeira média da populacdo (Motulsky, 2019).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da metodologia descrita a analisedo processamento de ramos e solo
rizosférico de Stryphnodendron sp., foi isolado um total de 28 bactérias, sendo 23 do solo
rizosférico e 5 da folha apresentadas na Figura 1 Ae B.)

Nestas figuras, vé-se exemplos dos isolados 21 (A) e 14 (B).

3.1 Teste de bioatividade

A partir do teste de bioatividade pelo método de sobrecamada, foi constatado o
potencial antimicrobiano dos endofiticos contra bactérias potencialmente patogénicas
(Figuras 5, e 6). A Tabela 1 contém os dados que mostram a biotavidade dos endofiticos.
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Figuras 5 : (A) Formacgao de halo de inibicdo do isolado 10 contra S. aureus; (B) Formacgéo de halo de
inibicao do isolado 14 contra C. albicans;

Figura 6 (C) Formacéao de halo de inibicdo do isolado 21 contra E. coli.

Isolado E.coli S.aureus C.albicans
10 (solo) Positivo Positivo
14 (solo) Positivo Positivo Positivo
17 (solo) Positivo
21 (folha) Positivo

Tabela 1: Relagéo dos resultados positivos obtidos a partir do teste de bioatividade pelo método de
sobrecamada.

Sabe-se que os endofiticos sdo microrganismos que coexistem nos tecidos da
planta hospedeira, sem causar danos aparentes, e que podem produzir metabdlitos
secundarios que auxiliam no desenvolvimento da planta, agindo como promotores de
crescimento, controlando a contaminagéo por patdgenos ou ataque de insetos, podendo
também aumentar a tolerancia da planta ao estresse ambiental (White et al., 2019).
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Sendo assim, o potencial antimicrobiano que o endofitico apresenta contra fitopatogenos
também inibe outras bactérias, inclusive as de interesse de saude publica, abrindo um novo
campo de pesquisa na biotecnologia a partir de estudos baseados em controle biologico
(LUNARDELLI, et al., 2016).

Na literatura, os dados a respeito da acdo de bactérias endofiticas do Barbatimao
contra microrganismos potencialmente patogénicos é escassa, apresentando dados da
acao de fungos endofiticos desta planta contra esses agentes. No entanto, endofiticos
de outras plantas ja foram reportados como ativos contra os patdgenos. Assis, 2019, por
exemplo, isolou endofiticos de C. brasiliense que tiveram atividade satisfatéria contra S.
aureus e C. albicans, mas nenhum inibiu o crescimento de E. coli.

3.2 Cinética de crescimento

A figura 7 representa a curva de crescimento do isolado 14 em caldo ISP2 a 28°C,
por 12 horas a 180 rpm. O ensaio foi realizado em triplicata.

Figura 7. Curva de crescimento do isolado 14.

O gréfico indica que a partir da terceira coleta (13h) o crescimento € constante,
indicando assim que a bactéria encontra-se em sua fase estacionéria de crescimento Nesta
fase, o numero de individuos que morre é equivalente ao de células nova, e desta forma, a
populagéo torna-se estavel (TORTORA et al., 2000).

3.3 Atividade biolégica dos extratos

O extrato bruto fresco obtido a partir das 4 bactérias que apresentaram bioatividade
contra 0s microrganismos potencialmente patogénicos ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra cepas padréo de S. aureus ATCC, E. coli ATCC e C. albicans ATCC.
Sabe-se que a producdo de metabdlitos secundarios ocorre a partir de interagbes entre
0s microrganismos, o hospedeiro e o ambiente externo. Desta forma, em condigbes
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experimentais, interacbes como competicdo, antagonismo e simbiose sdo prejudicadas,
podendo assim impedir a producéo destes metabdlitos (ASSIS, 2019).

A técnica de co-cultivo surgiu como uma alternativa para tentar reproduzir as
condicbes de competicdo no interior da planta hospedeira, pois os resultados obtidos por
Park et al. (2017) mostram que a cultura mista pode ter influéncia direta na producao de
metabdlitos bioativos. RUTLEDGE e CHALLIS, (2015), a partir de anéalises gendmicas, foi
descobriram que 0s genes responsaveis pela produgdo dos metabdlitos secundarios néo
sé@o expressos em condi¢des experimentais. Desta forma, a cultura mista € uma forma de
tentar promover a ativacao destes genes e estimular a produg¢é@o de metabdlitos secundarios
(ASSIS, 2019).

Os extratos obtidos a partir do co-cultivo de (10-14; 21-14;10-21) ndo apresentou
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli
ATCC 11775 e Candida albicans ATCC 10231.

Em testes com Polygala sp., de Paula (2018) obteve extratos bioativos a partir de
microrganismos endofiticos que apresentaram atividade contra A. baumannii. E. coli., L.
monocytogenes., MRSA, S. entérica, S. flexneri e B. anthracis. Assis (2019) obteve extratos
bioativos com S aureus a partir do co-cultivo de Streptomyces spp. e S. aureus.

3.4 Acao antiparasitaria contra Leishmania chagasi

Foram produzidos trés extratos a partir de co-cultivo, com os trés isolados com
melhor atividade antibacteriana: 10, 14 e 21. O co-cultivo com os isolados 10-14 e 21-
10 ndo apresentaram acao antiparasitaria, enquanto o extrato 3, com os isolados 14-21
apresentou atividade leishmanicida (Tabela 2).

24 horas 48 horas

L. infantum chagasi 586,7 (528,6 — 651,2) 240,1 (187,0 — 308,3)

Tabela 2 - Valores de EC,, em pg/mL para os periodos de 24 e 48 horas de tratamento de
promastigotas de L. infantum chagasi com o extrato 3, com intervalos de confianca de 95%.
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Figura 6 - Atividade do extrato 3 contra promastigotas de L. infantum chagasi ap6s 24 e 48 horas
de exposicado a diferentes concentragdes do tratamento. Os sinais ***, ** e * indicam significancia
estatistica com valores de p < 0,001, p< 0,01 e p<0,05, respectivamente. Os valores representam um
experimento realizado em sextuplicata.

Na literatura, o efeito antiparasitario contra Leishmania &€ mais comum a partir da
acao de fungos, como por exemplo, no trabalho de Campos et al, 2008, no qual foi contatado
a presenca de metabolitos leishmanicidas no extrato do fungo endofitico Cochliobolus sp.,
isolado de Piptadenia adiantoides. De acordo com da Silva et al, 2017, os extratos do
fungo endofitico Aspergillus terreus—F7, isolado de Hyptis suaveolens, foram bioativos
contra Leishmania. Brissow et al, 2017, também encontrou um composto antiparasitario
no fungo endofitico Diaporthe phaseolorum-92C, isolado de Combretum lanceolatum,
que foram ativos contra Leishmania. Em sua pesquisa, Cota et al, 2018, constatou que o
fungo endofitico isolado da planta Caesalpinia echinata, Nectria pseudotrichia, apresenta
compostos com acao leishmanicida. Em 2015, de Nascimento encontrou fungos endofiticos
da planta medicinal Vernonia polyanthes que produzem compostos antiparasitarios contra
Leishmania.

Como no presente trabalho foram isoladas apenas bactérias, os testes realizados
constataram acéo leishmanicida do extrato 3 obtido a partir de duas bactérias endofiticas
(isolados 14 e 21).
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