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INSTRUCAO AOS AUTORES

A REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ (RIAL) tem por finalidade a
divulgagio de trabalhos relacionados com as atividades laboratoriais em Satide Publica.

1. Missao: esta revista tem como missdo divulgar resultados de investigagdes cientificas
tanto basicas como aplicadas inclusive tecnoldgicas, abrangendo as diversas areas de
interesse em saude puiblica, na forma de artigos originais, artigos de revisdo, comunicagdes
breves, notas cientificas, relatos de caso, resumos de teses e dissertagdes.

2. Normas para Publicagdo: o trabalho submetido a publicagdo deve ser inédito,
ndo sendo permitida a sua apresentagéo simultdnea em outro periédico, conforme
declaragdo a ser assinada pelos autores. Todas as opinides e declaragdes contidas no
trabalho sio de responsabilidade exclusiva dos autores, ndo sendo necessariamente
as mesmas do Corpo Editorial. Os trabalhos redigidos em lingua portuguesa ou inglesa
deverdo ser enviados para o Setor de Publicagdes do Instituto Adolfo Lutz, em trés
copias impressas, sendo uma completa e as outras duas omitindo os nomes dos autores
e respectivas institui¢des, tanto na pagina de rosto como nos resumos em portugués
e inglés. Apods aprovagio do trabalho, sera solicitado aos autores o envio do artigo
completo em copia eletronica acompanhado de uma copia impressa.

3. Processo de Julgamento dos Manuscritos: os trabalhos serdo aceitos para
publicagdo apds avaliagdo por dois pareceristas de unidades distintas daquela da origem
dos autores do mesmo indicados pelo Corpo Editorial. Caso haja divergéncia entre
seus pareceres, o artigo serd encaminhado a um terceiro parecerista para decisdo. A
publicagdo de artigos esta condicionada a aprovagdo do Corpo Editorial da Revista do
Instituto Adolfo Lutz, que podera sugerir ao autor alteragdes no original. Os manuscritos
revisados com as copias dos pareceres serdo devolvidos aos autores para as devidas
corregdes. Ha sigilo no decorrer deste processo. O novo texto devera retornar aos Editores
que notificardo a aceitagdo ou a recusa do artigo. A lista de pareceristas que colaboraram
em cada volume ¢ publicada no Gltimo fasciculo do ano.

4. Etica: os trabalhos de pesquisa envolvendo seres humanos deverdo atender
a Resolugdo n°196/96 do CNS/MS e aqueles envolvendo ensaios com animais
deverdo atender a Lei Federal 9605 contra crimes ambientais e a Lei Federal
6638/76. No item Material e Métodos devera constar o niimero do processo e
o nome do Comité que o aprovou. Os autores deverdo ter em seu poder todos
os documentos referentes a este procedimento, que poderdo ser solicitados em
qualquer momento pelos editores.

5. Conflito de Interesses: os autores ao submeterem um artigo cientifico a RIAL
serdo responsaveis por reconhecer e revelar conflitos financeiros, de interesse comercial,
associativo relacionados ao material do trabalho ou outros que possam influencia-lo,
apresentando uma declarag@o sobre a existéncia ou ndo de tais conflitos. O autor devera
explicitar todo o apoio financeiro direto ou indiretamente recebido. Os agradecimentos
as pessoas, por seu auxilio no trabalho, devem ter o seu consentimento documentado.
Os pareceristas, também devem revelar aos editores qualquer conflito que possa influir
ou impedir sua avaliagdo.

6. Ensaios Clinicos: este periddico apdia as politicas para registros de ensaios clinicos
da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e do International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE) em acesso aberto. Somente, serdo aceitos para publicagdo os
artigos de pesquisas clinicas que tenham recebido um niimero de identificagdo em um
dos Registros de Ensaios Clinicos validados pelos critérios estabelecidos pela OMS e
ICMIJE. O niimero de identificagdo devera ser colocado ao final do resumo.

7. Categorias: os seguintes tipos de trabalhos serdo aceitos para publicagéo na RIAL.
7.1. Artigo original: relato completo de pesquisa original ainda ndo publicada. Deve
apresentar no maximo vinte paginas impressas, incluindo figuras, tabelas e referéncias.
7.2. Comunicagdo breve: ¢ um artigo sucinto, com objetivo limitado ou cujos
resultados sejam provenientes de estudos com metodologia de baixa complexidade ou
rotineira, de relevancia para a rea de satde publica. Deve apresentar o mesmo formato
do artigo cientifico, contendo no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e
uma figura, até quinze referéncias e dez paginas impressas.

7.3. Nota cientifica: ¢ o relato de resultados parciais de um trabalho experimental dignos
de publicacéo, embora insuficientes para constituirem um artigo original. Deve ser relevante
e que merega rapida divulgagdo. Deve apresentar no maximo duas tabelas ou duas figuras
ou uma tabela e uma figura e até quinze referéncias e dez paginas impressas. O texto deve
conter todos os topicos de um artigo cientifico, porém na forma de texto tinico.

7.4. Relato de caso: contempla principalmente a area médica, em que o
resultado ¢ anterior ao interesse de sua divulga¢do ou a ocorréncia dos
resultados ndo é planejada. Inclui novas técnicas, terapias, diagndstico,
patologias, materiais e solu¢des inovadoras para problemas especiais,
fendmenos anatomicos e fisioldgicos. Deve conter os topicos: titulo e resumo

em portugués e inglés, introducdo, relato do caso, discussdo, conclusdes,
referéncias e apresentar no maximo trés paginas incluindo figuras e tabelas e até dez
referéncias.

7.5. Artigo de revisdo: elaborado por especialista convidado pelo Corpo Editorial.
Deve constituir uma avaliagdo da literatura sobre assunto cuja divulgagdo possa
contribuir para melhorar o conhecimento da area. O Corpo Editorial aceitara sugestdes
que sejam relevantes a revista, sendo que neste caso devera ser enviada uma sinopse
para apreciago. A revisdo devera ser subdividida em topicos, conter resumos em inglés
e portugués e apresentar no maximo 15 paginas.

7.6. Resumos de teses e dissertagdes: serdo aceitos para publicagdo os resumos de
teses e dissertagdes até um ano apds a defesa. Deverdo conter o nome do autor e seu
enderego eletronico, 0 nome do orientador, titulo da obra (em portugués e em inglés),
nome da instituigdo em que foi apresentada ¢ ano da defesa. O resumo podera ser
publicado em lingua portuguesa ou inglesa, sendo de total responsabilidade do autor o
seu contetido e também a revisdo ortografica e gramatical.

8. Preparacio do manuscrito ou artigo

Geral: os textos devem ser redigidos em processador de texto Word for Windows 6.0
ou compativel, no formato A4, espago duplo, fonte Times New Roman, tamanho 12.
Se usar versao superior, enviar o arquivo em Rich Text Format (.rtf). Devem ser evitados
arquivos compactados.

Estrutura

Pagina de rosto: a) titulo do artigo; b) nome do(s) autor(es): nome seguido do Gltimo
sobrenome por extenso ¢ em caixa alta (ex.: Ana Maria C. D. da SILVA); c) local de
trabalho indicado por niimero sobrescrito. O autor responséavel e o seu enderego deverdo
estar assinalados com asterisco (*) para encaminhamento da correspondéncia.
Resumo: deve ser redigido em portugués, ser claro e conciso num tnico paragrafo,
contendo objetivo, metodologias, resultados e conclusdes. Ndo deve exceder a 200
palavras.

Palavra-chave: podem ser utilizados até seis descritores que identifiquem o contetdo
do artigo, se possivel baseados no DECS (Descritores em Ciéncias da Saude), disponivel
no www.bireme.br terminologia em saude e consulta a0 DECS ou no Medical Subject
Headings (MeSH), do Index Medicus, disponivel no www.nlm.nih.gov/
meshhome.html.

Introducio: deve iniciar em pagina nova e deve conter os objetivos da pesquisa,
justificativa de sua importancia, apresentagdo das principais variaveis, defini¢des
necessarias e discussdo do problema de acordo com a literatura pertinente.

Material e Métodos: o método deve estar claramente descrito e validado, de modo a
possibilitar a sua reprodugéo. Qualquer modificagdo, em métodos ja publicados, deve
ser devidamente explicitada.

Resultados: devem ser claros e concisos e podem apresentar tabelas e figuras quando
necessarias, que devem ser auto explicativas. As figuras devem ser enviadas em arquivos
separados, legendas no texto original, suficientemente claras para permitir sua reproduggo
(minimo 300 dpi), fotos em arquivos (.tif).

Discussao: deve fornecer a interpretagdo dos resultados em fungio das informagdes
apresentadas. Este item pode ser incluido em resultados, ndo havendo necessidade de
repeti-lo em item a parte.

Conclusdo: deve ser clara, concisa podendo, em alguns casos, ser incluida no item
discussdo ndo havendo a necessidade de repeti-la em item a parte.

Agradecimentos: ¢ opcional e deve vir apds a discussdo/conclusdo.

Title, Abstract e Key words: devem ser redigidos em inglés e seguir as reco-mendagdes
apresentadas para a pagina de rosto, do resumo e das palavras-chave.

Referéncias: as referéncias devem ser citadas seguindo os “Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” produzidos pelo International Committee
of Medical Journal Editors, também conhecidos como Vancouver Style. Os autores
devem seguir as diretrizes da quinta edi¢do (Annals of Internal Medicine 1997; 126:
36-47 ou na pagina (website) http://acponline.org/journals/resource/unifreqr/htm.

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que foram
mencionadas a primeira vez no texto. Identifique as referéncias no texto, tabelas e
legendas de ilustragdes por numerais arabicos sobrescritos. As referéncias citadas em
tabelas ou em legendas devem ser numeradas de acordo com a seqiiéncia estabelecida
pela sua primeira identificagéio no texto.

Segundo o Sistema Vancouver, deve-se evitar a utilizagdo de resumos bem como as
“observagdes inéditas” e as “‘comunicag¢des pessoais” como referéncias, mas as
comunicagdes escritas (ndo verbais) podem ser inseridas entre parénteses no texto. Os
artigos aceitos para publicagdo, porém, ainda ndo publicados, podem ser incluidos na
relagdo das referéncias, bastando indicar a revista e citar entre paréntesis “no prelo”.



Informagoes extraidas de manuscritos submetidos, porém ainda nio aceitos,
devem ser citados no texto como “observagdes inéditas” (entre paréntesis).
Os titulos das revistas devem ser abreviados de acordo com o Index Medicus
seja pela List of Journals Indexed in Index Medicus ou no “website” http://
www.nlm.nih.gov ou pelo Chemical Abstracts , IST Science Citation Index,
World List of Periodicals (publicado por Butterworks, Londres). Exemplos:
Artigos em revistas

Periddicos. Liste os primeiros seis autores seguidos por et al.

Telles MAS, Mosca A. Avaliacdo da técnica de microdilui¢do em placa para
determinac@o de concentragdo inibitéria minima de isoniazida em cepas de
Mycobacterium tuberculosis. Rev Inst Adolfo Lutz 2000; 59 (1/2): 15-9.
Nuimero com suplemento

Payne DK, Sullivan MD, Massie MJ. Women’s psychological reactions to
breast cancer. Semin Oncol 1996; 23 (1 Suppl 2): 8§9-97.

Volume com suplemento

Maio FD. Determinagdo de chumbo sangiiineo: a importancia de programas
interlaboratoriais na avaliagdo da qualidade analitica laboratorial. Rev Inst
Adolfo Lutz 2002; 61 (Suppl 1): 3.

Instituicio como autor

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress
testing. Safety and performance guidelines. Med J Aust 1996; 164: 282-4.
No prelo (forthcoming)

Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl J Med. No
prelo 1996.

Livros e outras monografias

Individuo como autor

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2" ed.
Albany (NY): Delmar Publishers; 1996.

Editor(es), compilador(es) como autor(es)

Norman 1J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people. New
York: Churchill Livingstone; 1996.

Instituicio como autor e editor

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid program.
Washington (DC): The Institute; 1992.

Capitulo num livro

Franco DBGM, Landgraf M. Microorganismos patogénicos de importancia
em alimentos. In: Franco DBGM, Landgraf, M, editores. Microbiologia dos
Alimentos 2" ed. Sdo Paulo: Ed Atheneu; 1996. p. 55-60.
Resumo/Trabalho de congresso publicado

DuPont B. Bone marrow transplantation in severe combined
immunodeficiency with an unrelated MLC compatible donor. In: White HJ,
Smith R, editors. Proceedings of the 3" Annual Meeting of the International
Society for Experimental Hematology. Houston: International Society for
Experimental Hematology, 1974: 44-6.

Dissertacio/Tese

Cairns RB. Infrared spectroscopic studies of solid oxigen [Tese de doutorado].
Berkeley, California: University of California, 1965. 156pp.

Material legal

Quanto a legislagdo, a forma proposta por Vancouver néo se aplica a realidade
brasileira, para tanto recomenda-se adotar as normas a seguir:

Os elementos essenciais sdo: competéncia (pais, estado ou cidade ou nome
da entidade ou 6rgdo no caso de se tratar de normas), titulo (especificacdo da
legislagdo, niimero e data), ementa e titulo da publicagdo oficial, local da
publicagido oficial
(cidade), data (dia, més abreviado e ano), se¢do e paginagdo. Exemplos:
Brasil. Portaria n°® 695 de 1998 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil, Poder
Executivo, Brasilia, DF, 30 mar. 1998. Se¢do 1, n° 60-E, p. 5-6.

Brasil. Resolugdo n® 16, de 13 de dez. 1984 do Conselho Federal de Educagéo.
Dispde sobre reajustamento de taxas, e altera a redagdo do artigo 5 da
Resolugdo n.1 de 14/1/83. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil,
Brasilia, DF, 13 dez. 1984. Se¢do 1, p. 190-1.

Associagdo Brasileira de Normas Técnicas [ABNT]. NBR 7024, de 1989: veiculos
rodoviarios automotores leves: medi¢do do consumo de combustivel. Rio de
Janeiro; 1990. p.29.

Conselho Nacional do Meio Ambiente [CONAMA]. Resolugéo n.315, de 29 out
2002: dispde sobre as novas etapas do Programa de controle da polui¢do do ar

por veiculos automotores (Proconve). Brasilia (DF); Diario Oficial da Unifio; 15
mar 2002.

Material Eletrénico

Artigo de revista em formato eletronico:

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis
[serial online] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun 5]; 1(1):[24 screens]. Available
from: http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.

Monografia em formato eletronico:

CDI, Clinical Dermatology Illustrated [monograph on CD-ROM], Reeves JRT,
Maibach H. CME Multimedia Group, producers. 2nd ed. Version 2.0. San Diego:
CME; 1995.

Arquivo de computador:

Hemodynamics III: the ups and downs of hemodynamics [computer program].
Version 2.2. Orlando (FL): Computerized Educacional Systems; 1993.
Patente

Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors; Novoste Corporation, assignee.
Methods for procedures related to the electrophysiology of the heart. US
patent 5,529,067. 1995 Jun 25.

Abreviaturas: devem ser evitadas ou usadas apenas as oficiais.

Unidades de medida e seus simbolos: utilizar as legais do Sistema
Internacional de Metrologia.

Tabelas: as tabelas devem ser encaminhadas em folhas separadas e designadas
no texto como “Tabelas”. A sua localizac¢do aproximada deve ser indicada no
texto. Serdo numeradas consecutivamente, com ntmeros arabicos e
encabegadas pelos respectivos titulos, que devem ser breves e indicar
claramente o conteudo. Os dados apresentados em tabela ndo devem ser
repetidos em graficos.

Ilustracdes (fotografias, graficos etc.): as ilustracdes devem ser
encaminhadas em arquivos formato (jpg—CMYK ¢ ou tif) (minimo de 300
dpi) folhas separadas e designadas no texto como “Figuras”: terio numeragéo
unica e seqilencial, em algarismos ardbicos e devem apresentar na sua parte
inferior ¢ fora da area de reprodugdo, informagdes breves e claras que
esclaregcam o conteudo da mesma. As suas localizagdes aproximadas devem
ser indicadas no texto. Todas as ilustragdes devem ser tdo claras que permitam
sua reprodugdo com reducdo de 6,5 cm no sentido da largura, sem perda de
nitidez ou legibilidade. Os custos das ilustra¢des coloridas ficarfo a cargo
dos autores e estardo sujeitas a confirmagdo. Mencionar a fonte e a permissio
para reprodugio das ilustra¢des.

Da Publicacgédo

1. Os trabalhos destinados a publica¢io na RIAL deverdo ser encaminhados
a Biblioteca do Instituto Adolfo Lutz, Setor de Publicagdes, Av. Dr. Arnaldo,
355, Cerqueira César, Sdo Paulo/SP, 01246-902, ou rial@saude.sp.gov.br
a/c: Rocely Bueno.

2. Todo trabalho entregue para publicacdo deverd ser assinado pelo autor e
trazer enderego para correspondéncia ou endereco eletronico. No caso de
mais de um autor, devera ser expressamente indicado o responsavel pela
publicagdo. Deverdo ser enviados os nomes de todos os autores e afiliagdo
completa.

3. Os trabalhos serfo publicados em ordem cronoldgica de aprovagio, salvo
o caso especial de comunicagdo breve, nota cientifica e relato de caso que
terdo prioridade.

4. A data de recebimento e a de aprovagdo do artigo constardo
obrigatoriamente no mesmo.

5. As provas graficas dos trabalhos serdo enviadas aos autores para corre¢do
pelo correio eletronico em formato.pdf (portable document format). O Corpo
Editorial se reserva o direito de introduzir alteragdes nos originais, visando
a manutencdo da homogeneidade e a qualidade da publicacdo, respeitando,
porém, o estilo e as opinides dos autores.

6. E permitida a reprodugdo, no todo ou em parte, de artigos publicados na
RIAL, desde que sejam indicados a origem e o nome do autor, em
conformidade com a legislagéo sobre direitos autorais.

Da Distribuicio

A RIAL ¢é distribuida gratuitamente a entidades governamentais, culturais,
ou em permuta de periddicos nacionais ou estrangeiros.

INSTRUCTION FOR AUTHORS
available at http://revista.ial.sp.gov.br
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi de caracterizar acomposicao centessmal, o teor de colesterol, o perfil de &cidos
graxos e o valor calorico em filés de tainha (Mugil cephalus Linnaeus, 1758) e de camurim (Centropomus
undecimalis Bloch, 1792) da L agoa Mundal-AL . Foram analisadas 20 amostras de cada espécie. A tainha
apresentou maior percentual protéico, quando comparadacom outraespécie. O teor de colesterol foi igual
paraambas as espécies (188,00 mg/100g). O maior valor cal érico foi detectado natainha(105,91kcal/100g).
Quanto ao perfil de &cidos graxosforam identificados 15 &cidos em ambas as espécies, sendo os principais:
oléico (6,27%), linolé co (6,28%), o.-linolénico (5,61%), e cosapentaendi co (5,42%) e docosahexaendico
(5,05%). A somat6riado &cido e cosapentaendi co e do acido docosahexaendico foi maior natainha(10,47).
O estudo da composi¢ao desses peixes contribuird na orientag@o dos profissionais regionais da area de
salde para oferecer adequada orientacdo dietética, bem como na obtengdo de dados que possam ser
utilizados em tabel as de composicéo centesimal e de &cidos graxos nafracao lipidica.

Palavr as-chave. composi¢éo centesimal, &cidos graxos, peixes, valor cal érico, colesterol.

ABSTRACT

The objective of this study was to characterize the proximate composition, cholesterol contents, fatty
acids profile, and caloric value in fillets of tainha (Mugil cephalus Linnaeus, 1758) and of camurim
(Centropomus undecimalis Bloch, 1792) from the Mundaii Lagoon-AL, Brazil. Twenty samples of each
fish species have been analyzed. Tainha presented higher proteins percentile, when compared with other
fish species. The cholesterol contents was equal in both species (188.00 mg/100g). The highest caloric
valuewas detected intainha (105.91kcal/100g). Asfor thefatty acidsprofile, 15 acids have beenidentified
inboth species, mainly: oleic acid (6.27%), linoleic (6.28%), o-linolenic (5.61%), ei cosapentaenoic (5.42%)
and docosahexaenoic acid (5.05%). The sum of eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid was
highest in tainha (10.47). The observed datawill be useful in estimating the rate of nutrients consumption
in dietary investigations. The study on the composition of these fishes will also assist the regional health
professionals for advising an adequate dietary guidance, aswell asin obtaining datawhich can be used in
tablesfor proximate composition and for fatty acids profileinthelipid fraction.

K ey wor ds. proximate composition, fatty acids, fishes, caloric value, cholesteral.
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INTRODUCAO

Os peixes sdo um importante constituinte da dieta
humana de inlimeros grupos populacionais, ja que representam
uma fonte de diversos componentes com significativo valor
nutricional, como os protidios, além de serem amaior reservade
acidos graxos poliinsaturados, especialmente o
ei cosapentaendico (20:5n-3, EPA) e 0 docosahexaendico (22:6n-
3, DHA), dasérie 6mega-3, aos quais Sao atribuidos numerosos
beneficios cardioprotetorest.

Os é&cidos graxos poliinsaturados tém grande
importancia biol6gica, visto que participa da estrutura e
integridade das membranas e de processosvitais, como asintese
dos eicosandides (prostaglandinas e leucotrienos). Além disso,
esses acidos graxos contribuem para a reducédo do risco de
doencas coronarias, reumaticas, diabetes e cancer. Os acidos
linoléico (18:2n-6, LA) e a-linolénico (18:3n-3, LNA) sdo dois
representantes das séries n-6 e n-3, que sdo absolutamente
essencials na dieta humané?.

A natureza e proporcéo dos &cidos graxos na dieta
também influenciam naconcentrac&o do colesterol sérico, sendo
gue os &acidos graxos saturados tendem a elevé-lo, enquanto os
acidos graxos poliinsaturados promovem sua diminuicdo?®. As
pesquisas nutricionais e epidemioldgicas revelam que a
proporcao entre &cidos graxos poliinsaturados n-6 e n-3 nadieta
€ téo importante para as funcdes fisiolégicas e prevencéo de
doencas quanto a proporcdo entre acidos graxos saturados e
insaturados®.

Dois dos maisimportantes &cidos graxos poliinsaturados
O0mega 3 de cadeialonga (L C-PUFAS) (superior a18 carbonos),
natural mente presentes em produtos de origem marinha, S0 0
EPA e 0 DHAS3. No que diz respeito ao tipo e teor de &cidos
graxos presentes nos peixes, as diferencas sdo influenciadas
pelas caracteristicas genéticas, habitat, qualidade e quantidade
de alimentos disponiveis (fitoplancton e zooplancton)*.

Do complexo estuarino-lagunar Lagoa Mundal situada
no Estado de Alagoas, entre as coordenadas 9° 35’ 00" —9° 37’
00"Se35° 42" 30" —35° 37’ 30" W, banhando os municipiosde
Macei 6, SantaL uziado Norte, Coqueiro Seco, Pilar e Marechal
Deodoro, depende a sobrevivéncia de muitas comunidades
populacionais autdctones ribeirinhas e também a existéncia de
uma culinéria alagoana tipica®. Os pratos a base de peixe e
marisco ndo somentefazem parte dadietadapopul agdo litoranea
como também sdo muito apreciados pelos turistas.

O estudo detalhado da composicdo nutricional destes
peixes regionais através de técnicas analiticas disponiveis,
contribuira com os profissionais da area de salde para uma
adequada orientacao di etética, bem como na obtencdo de dados
gue possam ser utilizados em tabel as de composi¢ao centesimal
e de &cidos graxos de suas fracdes lipidicas. Tendo em vistaa
importanciaalimentar e acarénciadeinformacdes sobre o valor
nutritivo desses peixes regionais, procedeu-se o estudo da
composicdo centesimal, teor de colesterol, perfil de &cidosgraxos
e valor caldrico dos filés destas espécies de peixes estuarinos,
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dentre os mais comercializados no estado de Alagoas.

MATERIAL E METODOS

Material

Foram analisadas 40 amostras defilésde peixesin natura
de duas espécies de peixes mais comercializadas da Lagoa
Mundal-AL, segundo IBAMA® sendo: 20 amostras de tainha
(Mugil cephalus Linnaeus, 1758) e 20 amostras de camurim
(Centropomus undecimalis Bloch, 1792). Foram escolhidos
peixes de aproximadamente 500g procedentes da L agoaMundall-
AL e coletados nos seguintes periodos. a tainha em marco de
2004 e o camurim em junho de 2004. As amostras pesando
aproximadamente 250g de filé sem pele e sem espinha foram
trituradas em processador até aformacdo de massa homogénea.
Assim preparadas, foram acondicionadas em sacos plésticos
depolietilieno, identificadas e congeladasa- 17°C até o momento
da realizacdo das analises. As amostras foram conduzidas ao
Laboratério de Bromatologia da Faculdade de Nutricdo da
Universidade Federal de Alagoas, onde as analises foram
realizadas.

Deter minagdo da composicao centesimal

Ap6s homogeneizacdo, realizaram-se as seguintes
determinagdesem triplicata:

Umidade: determinada pela perda de peso em estufa
reguladaa105°C, segundo AOAC".

Cinzas. obtidas por incineracdo de uma quantidade
conhecida daamostra, em muflaa550°C, até obtencdo de peso
constante’.

Proteinas: determinadas pelo método Kjedhal, que
consiste na determinacdo do nitrogénio total. Para converter o
resultado em proteinabrutafoi utilizado o fator 6,257

Lipideostotais. extraidos afrio pelo método de Folch et
al 8, utilizando 2 extragdes com cloroférmio:metanol (2:1), lavagem
doresiduo (cloroférmio:metanol —2:1), adicdo deK Cl 0,88% em
H,O, separacdo das fases, adicdo de metanol: H,O (1:1),
evaporacdo de cloroférmio em rota-evaporador, fragdo lipidica
ressuspendida em cloroférmio. Aliquotas foram tomadas para
determinacdes gravimeétricas.

Os carboidratos (fracdo Nifext) foram determinados por
diferenca.

O valor caldrico total foi calculado a partir dos
coeficientes cal 6ricos correspondentes para proteinas e li pideos,
respectivamente, 4 e 9kcal/g °.

Colesteral

Uma aliquota de 5ml do extrato lipidico obtido pelo
método de Folch foi tomada para analise, segundo o
procedimento de Bohac et al.!° adaptado por Bragagnolo;
Rodriguez-Amaya'!, através de saponificacéo, extracdo da
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matéria insaponificavel, reacdo de cor, leitura da absorbancia
em espectrofotdmetro a 490nm, contra um branco. As
absorbancias obtidas foram comparadas as da curva padrao
utilizada'.

Perfil deAcidosGraxos

Oslipideostotaisforam esterificados segundo Hartman
e Lago®. Os metil ésteres foram analisados no Laboratério de
Produtos Naturais do Instituto de Quimica e Biotecnologia da
Universidade Federal deAlagoas, utilizando cromatografiaem
fase gasosa acoplada a espectroscopia de massa utilizando-se
um cromatograf o modelo GC-17 A (Shimadzu, Téquio, Japéo),
equipado com detector de ionizagdo de chama, injetor split na
razdo de 1:50 e colunacapilar D-1 (30m; 0,25mm; 0,25um). O
espectrémetro de massas utilizado foi Shimadzu com energia
dofeixe€eletronico de 70eV. Ascondicdes cromatograficasforam
as seguintes. gas de arraste — hélio com fluxo de ImL/min; a
temperatura inicial da coluna foi 150°C por 5 minutos, com
aguecimento até 240°C aumataxade 2°C/min; atemperaturado
injetor foi de 220°C e ado detector de 245°C. Asamostrasforam
injetadas manualmente em triplicata e o volume de injecéo foi
de 1uL. O tempo de andlise cromatogréficafoi de 70 minutos.
Paraaidentificacdo dos &cidos graxosforam utilizados padrées
de ésteres metilicos de &cidos graxos puros, comparando-se 0
tempo de retencdo dos ésteres metilicos das amostras e dos
padrdes. A quantificacdo dos acidos graxos foi feita por
normalizacéo de érea.

Andlises Estatisticas

Osresultadosforam analisados utilizando-se o programa
Epi-info, versdo 2002. Paratestar ahomogeneidade davariancia
foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA), sendo que para
variancias ndo homogéneas foram aplicados o teste x? de
Barlett's e o teste de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia
estabel ecido para todos os testes foi p=0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicdo centesmal

Na Tabela 1 encontram-se os dados relativos a
composi¢cdo centesimal dosfilésdos peixestainhaecamurim. A
segunda espécie foi a que apresentou maior teor de umidade
(79,62%). Segundo Hiane et a.** a piranha (P. nattereri) do
Pantanal do Mato Grosso do Sul apresentou teor de umidade
equivalente ao da tainha (78,4%), enquanto que a piraputanga
(B. orbigynanus), oriunda damesmaregiao, apresentou umidade
menor 72,9%. Va oresinferiores aos encontrados neste trabal ho
foram relatados por Freitas et al.'®* para o0 pacu (Piractus
mesopotamicus; 70,5%), curimbata (Prochilodus scrofa; 73,4%),
tilapia (Oreochromis nilaticus; 77,1%) e tambagui (Colossama
macropomun; 76,8%) encontrados nos rios do Ceara. Dados
semel hantes foram observados por Oliveiral® com o mandim
(Arius spixii) espécie damesmalagoa(70,1%).

O conteldo protéico da tainha foi maior que o do
camurim, em base imida. Teor protéico equivalentea18,2%, em
base imida, foi obtido para atildpia por Siqueira’, percentual
equivalente ao do camurim relatado no presente trabalho. Valor
inferior foi relatado por Oliveira® parao mandim (Arius spixii)
espécie do mesmo habitat dos peixes estudados neste trabalho
(15,30%).

Segundo Kirk e Sawyer®, quando o método de Kjeldhal
é empregado, a composicdo centesimal total pode ultrapassar
0s 100%, devido a multiplicacdo do nitrogénio por 6,25, o que
foi observado no presente trabalho.

No quediz respeito aoslipideostotais, tainhae camurim
apresentaram teores semelhantes (2,5% em base Umida). O
conteido de lipideos dos peixes de agua doce varia muito,
conforme foi evidenciado em inimeros estudos. Segundo
Henderson e Tocher'®, apds a andlise de 56 filés de peixes de
aguadocede climatemperado, relataram umavariacéo de 0,7%
a 25,8% de base umida. Oliveira®® encontrou teor de lipideo
elevado em mandim (Arius spixii) (8,67%). Baixo teor delipideos

Tabela 1. Composicao centesimal, valor cal érico e teor de colesterol de peixesdalagoaMundau, AL.

Composi¢ao Tainha Camurim
(Mugil cephalus) (Centropomus undecimalis)

Base imida’ Base seca** Base Umida’ Base seca**

Umidade (g/100g) 7840+ 1,65 - 79,62+ 1,07 -
Protefnas (g/100g) 20,85+ 1,61 97,03 +10,272 1829+1,16 88,94+ 7,64°
Lipideos (g/100g) 25+0 11,62+ 0,862 25+0 12,53+ 1,02°
Cinzas(g/100g) 1,06+0,13 4,94+0,552 1,09+0,15 5,40+ 0,75

Valor caldrico (kcal/100g) 10591 - 95,66 -

Colesterol (mg/100g) 188,00+ 3,98 876,42+ 26,562 187,52+ 3,85 922,37+ 17,72°

* Média + desvio padréo de 20 amostras analisadas em triplicata. ** Médias obtidas através de calculo. Numa mesma linha, os valores que
apresentarem letras minuscul as sobrescritas distintas sdo significativamente diferentes (p< 0,05).
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totais (1,4%) foi relatado para o tambagui, outro peixe de rios
brasileiros®. Assim, comparando-se com os dados disponiveis
para peixes de &gua doce, pode-se afirmar que a tainha e 0
camurim apresentaram quantidade relativamente baixa de
lipideos totais.

Com relacdo as cinzas, as espécies estudadas
apresentaram valores similares em base Umida, porém
significativamente diferentes (p<0,05) em base seca (Tabela l).
Oliveirat® estudando mandim (Arius spixii) encontrou valor
superior ao das espéci es estudadas (4,84%). Morais e Campos®
afirmaram que o teor de cinzasem peixes magrosestanafaixade
0,5%a1,5%.

A tainha apresentou maior valor calérico (105,91kcal/
100g) queo camurim (95,66kcal/100g), ambas as espéciestiveram
valores inferiores ao encontrado por Oliveiral® para o mandim
(Ariusspixii) (144,79%cal/100g). Em nenhumadas duas espécies
o célculo dafracdo Nifext indicou a presenca de carboidratos.

Segundo Stansby?os resultados obtidos permitiram
classificar o camurim nacategoriaA de peixes (gordura< 5,0%;
proteina= 15,0 a 20,0%), enquanto que atainhafoi classificada
nacategoriaD (gordura<5,0%; proteina>20,0%). Portanto, sob
0 ponto de vista nutricional, o valor dessas espécies é
excepcional, visto que podem ser utilizadas na elaboracéo de
dietas para pacientes obesos, diabéticos e que apresentem
doencas crbnicas, como cancer e problemas cardiovasculares.

Colesteral

Em termos de base Umida, os teores de colesterol
presentes natainhae no camurim foram semel hantes; no entanto,
em base secaverificam-se diferencas significativas (p<0,05) entre
as espécies, tendo atainhaapresentando menoresteores (Tabela
1). Em peixesde &guadoce (bagre, corvina, curimbatae pintado)
sd0 citados valores de colesterol inferiores aos encontrados
neste estudo, que variaram entre 40,0 € 121,0mg/100g de matéria
Umida???3, Estudos conduzidos com peixes daregido pantaneira
(dourado, piranha, pacu, piraputanga, piaucu e pintado) foram
relatados também teores de colesterol inferiores aos dos peixes
da Lagoa Mundal:: avariacdo foi de 51,5mg/100g (dourado) a
107,04mg/100g (pintado). Oliveira® estudando 0 mandim (Arius
spixii) também detectou teor inferior ao encontrado neste estudo
(82,66 mg/100g).

Um fato interessante que merece ser mencionado é a
variacdo discrepante entre os teores de colesterol datildpiae
do curimbata no verdo e no inverno®. A autora observou que
o colesterol da tilgpia aumentou de 66,79mg/100g no verdo
para 71,37mg/100g no inverno, enquanto que o do curimbata
diminuiu de 92,03mg/100g no verdo para 73,39mg/100g no
inverno.

Embora os filés dos peixes do habitat estuarino sgjam
maisricosem colesterol que osdemais, elesaindase enquadram
dentro do limite méximo recomendado pela Sociedade Brasileira
de Cardiologia®, que sugere uma ingestéo de colesterol total
abaixo de 300mg diérias, supondo ingestdo de 100g destes peixes
por dia.
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Acidosgraxos

A Tabela 2 apresenta a porcentagem relativa e as
proporgdes desses acidos graxos. Em ordem decrescente, 0s
acidos graxos saturados mais abundantes no camurim foram o
pentadecandico (20,33%), palmitico (14,38%) e estedrico
(11,93%), enquanto que na tainha foram os acidos graxos:
palmitico (12,97%), pentadecandico (9,14%) e margérico (9,13%).
Oliveira® também detectou teor de &cido graxo palmitico elevado
para 0 mandim (Arius spixii) (41,19%) dado este também
detectado neste estudo.

Essas quantidades sdo aproximadamente duas vezes
maiores que aquelas encontradas nas espécies da Lagoa
Mundal. Nova et al.% também relataram teor elevado de écido
pamitico natilapia (22,0%). Acredita-se que esse acido graxo
sejaum dos principais responsaveis pel o aumento do colesterol
sérico?, visto que a concentracao deste esterdide dobra quando
0 consumo de &cidos graxos saturados é maior que o de acidos
graxos poliinsaturados®. | sto evidencia, portanto, que os peixes
tainha e camurim apresentaram vantagens em rel acéo as espécies
de &gua doce mencionadas e também com relacdo a espécie de
peixe do mesmo habitat do estudo.

A concentracao do &cido estedrico foi aproximadamente
trésvezes maior no camurim (11,93%) que natainha(4,26%), o
que constitui um aspecto positivo, sob o ponto de vista
nutricional do camurim, poiseste &cido graxo é muito importante
para a sintese de &cidos graxos insaturados. Teores menores
que o do camurim foram detectados no curimbat, tilapia, pacu
e tambaqui, 0s quais variaram entre 5,2% e 9,8%%. Oliveira'®
encontrou teor superior no mandim (Arius spixii) (10,40%).

Com relagdo ao &cido miristico, as concentracdes foram
semel hantes para ambos os peixes da Lagoa Mundad, isto &,
7,09% no camurim e 7,66% natainha. Esse valor foi maior que
aquele encontrado em outros peixes de agua doce, como o pacu
(3,2%), curimbata (4,3%) e tildpia (4,1%)%. Assim como, o
detectado por Oliveira® paramandim (Arius spixii) (2,30%).

Os é&cidos graxos monoinsaturados foram mais
abundantes na tainha (20,01%) do que no camurim (17,45%),
particularmente o palmitoléico e oléico, sendo esse Ultimo
considerado importante sob o ponto de vista nutricional devido
a0s seus efeitos benéficos citados nareviso de Liraet a.?. Em
aguns peixes de agua doce, os teores de &cido oléico podem
chegar a 41,0%, como € o caso do pacu e 40,1%, citado no
tambaqui, enquanto que o teor de &cido palmitol éco pode superar
0s16,0%, como exemplificado pel o curimbaté?®. Osécidosgraxos
monoi nsaturadostém efeito hipocol esterolémico intermediario®.

A tainhaapresentou vantagens sobre o camurim também
no que diz respeito aos percentuais totais de acidos graxos
poliinsaturados. Os peixes da Lagoa Mundal apresentaram
teores mais elevados de écidos graxos poliinsaturados que o
curimbatd, pacu, tildpia e tambaqui, estudados por Maia?®, em
gue o contetido de poliinsaturados variou entre 2,5% e 13,4%.
Isso significa que a tainha e o camurim sdo fontes excelentes
desses acidos graxos, cuja deficiéncia acarreta problemas
dermatol 6gicos, no crescimento e nas fungdes reprodutivas®.
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No caso dos acidos da familia n-3 e n-6, os teores
encontrados na tainha foram superiores aos do camurim.
Segundo Moreiraet a.*! osécidosgraxoslinoléico e o-linolénico
s80 essenciais para fungdes celulares normais, e atuam como
precursores para a sintese de acidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa como os &cidos araquiddnico, el cosapentaendico
e docosahexaendico, que fazem parte de numerosas funcdes
celulares como aintegridade e fluidez das membranas, atividade
das enzimas de membrana, interacdes lipideo-proteina e sintese
de eicosandides. O teor de acido a-linolénico, por exemplo, foi
2,5 vezes maior natainhaque no camurim e 1,5 vezes maior do
gue aquele registrado por Maia®® para o curimbata (3,7%).
Oliveira® detectou teor inferior para mandim (Arius spixii)
(2,09%) em relacdo ao datainha. JAem relacdo ao acido graxo
linoléico da familia n-6, a tainha apresentou teor superior ao
camurim.

Osteores dos acidos graxos EPA e DHA também foram

superiores na tainha, sendo que no caso do DHA, a diferenca
foi cerca de 5 vezes maior. Os peixes curimbaté e tilapia
apresentaram teores de EPA (1,33%) e DHA (2,21%) inferiores
aosdos peixesda L agoa Mundal??, Oliveiral® encontrou teores
menores para os &cidos graxos EPA e DHA em mandim (Arius
spixii) 1,57% e 3,87% respectivamente. As espécies de agua
doce, particularmente de &guas tropicais, tém quantidade de
EPA e DHA significativamente menores do que as espécies
marinhas®%,

O somatério de EPA e DHA das espécies do habitat
estuarino foi de 10,47% para tainha. Oliveirat® estudando o
mandim (Arius spixii) encontrou 5,44% para 0 somatério de
EPA e DHA. Estes &cidos graxos poliinsaturados atuam como
reguladores da acdo do &cido araquidbnico, que pode causar
inflamacéo, quando seus metabdlitos sdo produzidos em
excesso. Esses acidos aumentam a remocéo das lipoproteinas
dedensidade muito baixa(VLDL) do plasma®®.

Tabela 2. Porcentagem dos &cidos graxos presentes nos peixes da Lagoa Mundau, AL.

Tipo de &cido graxo

(Mugil cephalus)%

Tainha* Camurim*
(Centropomus undecimalis)%

A. Saturados

Léurico (C12:0)

Mirigtico (C14:0)

Pentadecandico (C15:0)

Pamitico (C16:0)

Margérico (C17:0)

Estedrico (C18:0)

Total

B. Monoinsaturados

Pamitoléico (C16:1)

Heptadecendico (C17:1n-7)
Oléico(C18:1n-9)

Total

C. Pdliinsaturados
Linoléico(C18:2n-6)

o-Linolénico (C18:3n-3)
Araquiddnico (C20:4 n-6)

Ei cosapentaentico— EPA (C20:5n-3)
Docosapentaendico (C22:5 n-3)
Docosaexaendico—DHA (C22:6 n-3)
Total

D. RazBesesomatorios

Raz&o Insaturados/Saturados
Raz&o M onoinsaturados/Saturados
Propor¢do n-6:n-3

Somatorio EPA + DHA

Raz&o Hipercol eristémicos/Hipocol eristémicos**

6,61+1,382 2,11+035"
7,66+1,502 7,09+3,85°2
9,14+1,20° 20,33+£6,91°
12,97+4,282 14,38+ 1,06"°
9,13+3,12# 9,87+2,592
4,26+1,722 11,93+4,88"°
977 6571
7,60+1,692 4,79+1,83"
6,14+1,84# 7,78+1,06°
6,27+1,31% 4,88+197"°
20,01 1745
6,28+1,37# 4,08+0,26"
561+2,96° 2,20+0,84"
297+0,882 1,78 £0,79*
542+2,10 4,28+1,70°
4,79+1,552 4,61+1,05°
505+1,572 0,93+0,23"
3012 1788
100 053
040 0,26
12 12
1047 521
041 0,60

* Médiade 10 amostras analisadas em duplicata. ** A raz&o Hipercoleristémicos/Hipocol eristémicos foi cal culada dividindo-se 0 somatdrio dos
acidos C14:0 e C16:0 (hipercoleristémicos) pelo somatério dos &cidos monoinsaturados e poliinsaturados (hipocol eristémicos). Numa mesma
linha, os valores com letras minUscul as sobrescritas distintas sdo significativamente diferentes (p< 0,05).
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O &cido araquiddnico, um dos acidos da familia n-6
essenciais as funcdes fisioldgicas, foi detectado em
concentracBes mais elevadas na tainha (2,97%) do que no
camurim (1,78%), porém ndo significativamente diferentes
(p<0,05), assim como em outros peixes de &guadoce, comotilgpia
e curimbata 2,5% e 2,6%, respectivamente®. Teor de &cido
araquiddénico mais elevado que os relatados neste estudo sdo
citadospor Novaet a.?, emtilapia(3,21%).

A presenca dos acidos graxos poliinsaturados é
particularmenteimportante nadietadas mulheresgravidaseem
fase de amamentacao, pois os acidos araquidénico e DHA sdo
componentes estruturais predominantes da substancia cinzenta
do cérebro edaretinae, dessaforma, devem ser disponibilizados
ao feto (através do tecido placentario) e ao recém-nascido
(através do leite)*.

Entretanto, os efeitos benéficos dos acidos graxos
essenciais ndo dependem apenas das suas quantidades
absolutas e da proporcéo entre poliinsaturados/saturados, mas
também da proporcéo n-6:n-3 existentes nos fosfolipideos de
membranas. Alguns autores consideram que ha proporcao n-
6:n-30ided deveser 10:1 ou 11:1*, enquanto que aOrganizacdo
Mundial da Saide® recomenda propor¢des de 3:1 ou 4:1. No
presente trabalho, a raz8o n-6:n-3 nas espécies estuarinas
estudadas foram de 1:2. Oliveira'® em seu estudo com mandim
(Ariusspixii) detectou 0,71:1 paraarazdo n-6:n-3.

Os resultados obtidos neste trabal ho apontam vantagens
no consumo da tainha sob o ponto de vista nutriciona devido
a0 seu valor biolégico e por ser umafonte de EPA e DHA.

CONCLUSAO

Tendo como base os resultados obtidos, e nas condicdes
em que o trabalho foi realizado, pode-se concluir que:

A tainha apresentou teores mais elevados de proteinas,
cinzas, calorias e baixosteores de lipideos quando comparadaa
outras espécies.

Os teores de colesterol para ambas as espécies estéo
abaixo do limite recomendado de 300mg/diaparadietahumana.

Os principais &cidos graxos encontrados para a tainha
foram: saturados (palmitico e pentadecandico),
monoinsaturados (palmitoléico e oléico) e &cidos graxos
poliinsaturadosdafamilian-6 (linoléico) en-3 (a-linolénico, EPA
e DHA). A espécie apresenta-se como fonte de &cidos graxos
hi pocol esterol émicos e arazéo encontradaentre os &cidos graxos
n-6:n-3 estéo dentro dos padrdes recomendados. Parao camurim
0s acidos graxos de importancia foram: saturados
(pentadecandico, palmitico e estearico), monoinsaturados
(heptadecendico e ol éico) eos poliinsaturados foram detectados
em teoresinferiores ao datainha

Os dados contidos neste estudo sdo muito importantes
no ponto de vista nutricional e econdmico e poderéo contribuir
para difundir o consumo de tainha para adultos, gestantes e
criancas devido ao seu valor bioldgico e a presenca de EPA e
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DHA.. Esperamos que estes resultados contribuam para bancos
de dados que auxiliardo na melhor estimativa de consumo de
nutrientes em inquéritos dietéticos.
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ABSTRACT

TheBrazilian Official Methodology had established the employment of two culture mediafor determining
molds and yeastsin honey samples, being one containing 2% glucose and other 20%. From 2003 onward,
it has been established the use of 2% glucose-containing medium only for this purpose. Variation in
glucose concentration into culture media may induce interference on osmotic pressure, which may cause
difference on fungi identification and counting results. In this study, 30 samples of honey informally
traded in the city of Sao Paulo were analyzed for determining the occurrence of molds and yeasts through
spread plate on potato agar media containing 2% and 20% of glucose. No significant difference in fungi
counting (CFU.g ) was found when the culturesin both media were compared, although higher numbers
of molds (CFU.g ), mainly Penicillium spp, were observed in 2% medium. The 20% glucose-containing
medium showed the best performance in detecting yeasts (CFU.g ). In view of the honey be considered
as an adverse environment for mycotoxigenesis, although susceptible to yeast fermentation, the 20%
glucose medium should be chosen for performing the honey microbiological quality analyses.

K ey words. honey, osmotic pressure, culture medium, yeasts, molds, fungi.

RESUMO

Até o0 ano de 2003, a Metodologia Oficial Brasileira determinava o uso de dois meios de cultura para
executar a andlise de bolores e leveduras, um contendo 2% e outro com 20% de glicose; atualmente,
recomenda-se apenas 0 de 2%. ConcentracBes distintas de glicose implicam em pressdes osmaticas
diferentes, o que podeinfluenciar no resultado da quantificacdo e daidentificacgo dosfungos. No presente
trabalho, 30 amostras de mel comercializadas informamente na cidade de S&o Paulo foram analisadas
visando oisolamento de bolores eleveduras por meio de semeaduraem superficie em agar batata contendo
2% e 20% de glicose. N&o houve diferenca estatistica significante entre as contagens de fungos (CFU.g %)
nos dois tipos de meios, embora tenham sido observados nimeros maiores de bolores (CFU.g 1),
especiamente Penicillium spp nas amostras cultivados em meio contendo 2% de glicose. O meio com
20% de glicose apresentou melhor desempenho para detectar leveduras (CFU.g %). Considerando que o
mel € um ambiente muito adverso para a micotoxigénese, mas passivel de fermentacdo pelas leveduras,
pode-seinferir que o meio com 20% deglicose sgaamel hor dternativaparaavdiar aqualidade microbiol 6gica
desse produto.

Palavr as-chave. mel, pressdo osmatica, meio de cultura, leveduras, bolores, fungos.
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INTRODUCTION

Honey is a very hostile environment to microbial
metabolism due to its high acidity, low water activity and low
humidity. Brazilian Official Sandardsfor honey alowsamaximum
of 20% humidity, demands the absence of fermentation signs
and the pH between 3.3 and 4.6'2. The water activity in the
honey variesfrom 0.54 and 0.75%“. In such conditionsthe fungi
are the most viable microorganisms, especialy the xerophilic
yeasts and the osmophilic molds.

Both yeasts and molds can spoil the honey. Yeasts can
cause fermentation and molds grow on the surface causing a
repugnant aspect®. From the public hedth point of view, neither
yeasts nor molds represent hazards. Yeasts are not implicated in
food poisoning and the micotoxin production by molds in honey
can be considered unlikely due to the fact that products with low
water activity and poor in starch do not favour themicotoxigeness®.

Inthe past, two media (with 2% and 20% of glucose) were
required by Brazilian official methodology® for honey analysis
but currently just the medium with 2% of glucose is demanded’.
Despite this, a recent study suggested that the performance of
these media varies in detecting yeasts or molds from honey*.

Based on these facts, the purpose of this study was to
evauate the influence of the two glucose concentrations in
potato agar (2 and 20%) in detecting yeasts and moldsfrom non
inspected honey traded in the city of Sdo Paulo.

MATERIAL AND METHODS

Thirty honey samplesfrom the open-air market tradewere
analyzed between December 2005 and February 2006. Dilution
was carried out in 0.1% pepton water until 10 and 0.1mL of
each dilution was spread over the culture medium, in duplicate;
1ImL of 10t dilutionwasplatedin 5 dishes, in duplicate, to reduce
the detection limit. Potato agar with 2% and 20% of glucose
were used. Plates were incubated at 25°C for 5 days. After
registering the Colony Forming Units per milliliter (CFU), the
various colonies which were formed were identified and
evaluated. One of each colony was streaked along 2% glucose
potato agar slant. Yeasts were identified by their macroscopic
and microscopic characteristics. All colonieswere a so subjected
physiological tests, according to the literature®®°, Filamentous

fungi were identified by macroscpic and microscopic
characteristics based on literature®'2, The Wilcoxon Signed
Rank Test was used to compare the CFU counts from 2% and
20% glucose agar, for the groups: fungi, molds and yeasts.

RESULTS AND DISCUSSION

Therewasno statistical difference (p=0.399) in CFU.g !
of fungi between the 2% and 20% glucose potato agar. Results
can be observed in Table 1 (median, minimum and maximum
values). These results agree with those obtained by Denardi et
a.% The better performance of the 20% medium to detect low
contamination levels, characterized by fewer occurrencesof “<5
CFU.g!" (Table 2) also corroborates with Denardi’s et al.*
findings. Molds were the predominant group in both media.
Penicillium represented 97.7% and 81.3% of isolates from 2%
and 20% glucose potato agar, respectively (Table 3). Matuella
and Torres® also found more molds than yeasts in honey,
identifying Penicillium, Aspergillus and Mucor.

In addition, therewas adifference (p<0.001) when molds
from each agar were compared. The same difference applied to
yeasts. A larger number of CFU.g " of molds was observed in
2% of glucose agar while the counts of yeasts were higher in
20% agar. This result indicates that the media choice will be
determinant in the growth of molds or yeasts.

Except for Penicillium, all the other molds or yeastswere
more isolated in the 20% glucose medium, as shown in Table 4.

Considering that fermentation caused by yeast
deteriorates the product and that micotoxigenesis in honey is
unlikely, duetoitslimiting conditions as pointed out by Dragoni
et a.5, the 20% of glucose agar should be chosen for a more
accurate microbiological analysis of honey.

Some interesting results presented in Tables 3 and 4 are
the isolation of Epidermophyton (Harz) Langeron;
Milochevitch, Trichophyton schoenleinii (Lebert) Langeron;
Milochevitch and Sreptomyces. There is no evidence in the
literature of the presence of the two former microorganisms on
food. They are associated to dermatophytosis and are not
common in Brazil #1516, The latter is actually a bacteriawhich
resembles fungi in their branching filamentous structure and
can be isolated from media usually employed for fungi
detection'”. Sreptomyces strains that tolerate high sugar levels

Table 1. Minimum, median, and maximum values of fungi countsin 2% and 20% glucose agar. S&o Paul o, December 2005 — February

2006.

Values/ Culture Medium 2% glucose potato agar 20% glucose potato agar
Minimumvaue(CFU.g?) <5* 5

Median (CFU.g?) 250 3510
Maximumvaue(CFU.g ™) 11x10¢ 6.1x10°

* means the threshold of the technique; no colony was present.
CFU: colony forming units
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Table2. Distribution of samplesin fungi count interval, according to the medium employed. Sao Paulo, December 2005 - February
2006.

Medium / Fungi Count <5CFU.g1* 5—|100CFU.g* >100CFU.g?
2% glucose potato agar 7/30(23.33%) 12/30 (40%) 11/30(36.66%0)
20% glucose potato agar 5/30(16.66%0) 20/30(66.66%0) 5/30(16.66%)

* means the threshold of the technique; no colony was present.
CFU: colony forming units

Table 3. Identification of microorganismsisolated from 2% and 20% glucose potato agar, aswell asthe number and frequency of
coloniesfrom each medium. S&o Paulo, December 2005 - February 2006.

Microorganisms Agents CultureMedium
2% glucose 20% glucose
Molds Penicillium 848(97.7%) 308(81.3%)
Geotrichum 8(0.9%) 33(8.7%)
Sreptomyces* 0 6(1.6%)
Alternaria 0 2(0.5%)
Scopulariopsis 5(0.5%) 14(3.7%)
Aspergillus 3(0.3%) 8(2.1%)
Fusarium 1(0.1%) 3(0.8%)
Gliocladium 0 5(1.3%)
Semphylium 1(0.1%) 0
Epidermophyton 1(0.1%) 0
Trichophyton schoenleini 1(0.1%) 0
Total of molds 833 3M
Yeasts Trichosporon pullulans** 3(75%) 18(21.9%)
Rhodotorula 1(25%) 1(1.2%)
Candida krusei 0 63 (76.8%)
Total of yeasts 4 &
Total of fungi 872 461

* bacteria that forms mycelium similar in appearance to the mycelium of some fungi.
** Trichosporon pullulans (Lidner) Diddens & Lodder82°,

Table4. Microorganismsthat showed different CFU.g - in 2% and 20% glucose potato agar, and the medium that better recovered
the agent and the p value of the difference. S&o Paulo, December 2005 - February 2006.

Microorganisms Medium p value
Penicillium 2% p<0.001
Geotrichum 20% p<0.001
Streptomyces* 20% p=0.014
Aspergillus 20% p=0.020
Gliocladium 20% p=0.003
Scopulariopsis 20% p=0.003
Trichosporon pullulans** 20% p<0.001
Candida 20% p=0.004

* bacteria that forms mycelium similar in appearance to the mycelium of some fungi.
** Trichosporon pullulans (Lidner) Diddens & Lodder819.
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have also been isolated from honey in Zambia. Zambian honey
has also showed low levels of streptomycin. PCR analysis of
honey and environmental samples has shown the presence of
the str gene cluster which indicates that Streptomycetes are
producing streptomycin in the environment from which the
Zambian honey is harvested®.

CONCLUSION

The osmotic pressure of the agar, given by the glucose
concentration (2 or 20%), had no influence on fungi
guantification in honey, however had a significant effect on the
kind of fungi recovered. Potato agar with 2% of glucosefavours
Penicilliumspp. while the one with 20% of glucose gives better
support to yeasts and other molds than Peniclillium such as
Geotrichum spp., Scopulariopsis spp. and Aspergillus spp.
among others.

Finally, the 20% glucose agar should be used to
enumerate fungi in honey in order to evaluateits microbiological
quality instead of the 2% glucose agar.
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RESUMO

A qualidade dadgua consumida pelapopul acéo do Distrito do Sana—Macaé—RJfoi avaliadapor meio de
analises microbiol 6gicas para pesquisa de coliformes termotolerantes e totais e bactérias heterotréficas
baseando-se na Portaria n® 518/2004 — Ministério da Salde. A &gua consumida pela populagéo do arraia
do Sanaé proveniente da captacao namicrobaciado Palmital e namicrobaciada Gl 6ria, ambas armazenadas
em reservatorios distintos (reservatério do Palmital ereservatério daGléria) edistribuidas paraapopul agéo
sem qual quer tratamento prévio. A cadaestagdo do ano foram col etadas trés amostras de cadareservatorio.
Em funcdo da dificuldade em ter acesso as captaces, foi coletada uma amostra por estacdo. As andlises
microbiol 6gicas realizadas foram: pesquisade coliformestotais e termotol erantes pel o método do NUmero
Mais Provavel (NMP) por meio de técnica dos tubos mdiltiplos, e a contagem de bactérias heterotroficas
efetuada de acordo com a metodol ogia recomendada pela APHA. Foi observada elevada contaminacdo,
com niveis acimado estabelecido pela Portarian® 518/2004 - Ministério da Salide. A &guaproveniente da
Gl éria apresentou indices de contaminag&o maior do que a &gua proveniente do Palmital. Os resultados
verificados no presente estudo indicam a bai xa qual i dade microbi ol 6gica das amostras de &gua, em fungdo
da auséncia de prévio tratamento antes do fornecimento a populagao.

Palavras-chave. qualidade da &gua, &gua de consumo humano, coliformes termotol erantes, coliformes
totais, bactérias heterotréficas.

ABSTRACT

The quality of the water consumed by the population of the District of Sana- Macaé , RJwas assessed by
means of microbiological analyses for detecting thermotolerant and total coliforms and heterotrophic
bacteriabased on Ministry of Health Decree n° 518/2004. Thewater consumed by the population of Arraial
of Sanaissupplied from captation inwatershed of Palmital and in watershed of Gléria. Both watershedsare
stored in distinct reservoirs (reservoir of Palmital and reservoir of Gléria), and the water was distributed to
population without any treatment. At each season, three samples were collected from each reservoir. For
performing the captation, due to difficult of access to them, one sample was collected by season. The
following microbiological analyseswere carried out: detection of total coliform and thermotolerant coliform
by NMP method using multiple tubes technique, and of heterotrophic bacteria counting in accordance to

100 Rev. Inst. Adolfo L utz, 67(2):100-105, 2008



DiasMonteiro Ramos G et a. Qualidade microbiol 6gica da &gua consumida pela popul agéo do Distrito do Sana—Macaé — Rio de Janeiro. Rev

Inst Adolfo Lutz, 67(2): 100-105, 2008.

methodology recommended by APHA. High bacteria contamination was found, in rates above of those
acceptable limits established in Decree n° 518/2004, and the water from Gloria showed higher levels of
contamination than the sample from Palmital. The present study indicates thelow microbiological quality
of the water samples consumed in the District of Sana, Macaé-RJ, owing to the lack of previous treatment

before the water being distributed to population.

Key words. quality of the water, water for human consumption, thermotolerant coliform, total coliform,

heterotrophic bacteria.

INTRODUCAO

O Rio Sana é um dos maisimportantes afluentes do Rio
Macaé. Em 30 de novembro de 2001 o Distrito do Sanalocalizado
no municipio de Macaé foi transformado em Area de Protecio
Ambiental (APA), por meiodal e n°2.172, pelo poder municipal
em apelo aos diversos segmentos da sociedade do Distrito do
Sana. A regido da bacia do rio Sana apresenta importantes
fragmentos de MataAtlanticae umariquezade recursos hidricos
e de cachoeiras, os quais sdo a base da principal atividade
econdmica local, o ecoturismo. A agricultura e a pecudaria so
atividades econdmicas praticadas por uma parte dacomunidade
local.

A agua € uma necessidade vital paraqual quer ser vivo e
é utilizadaparainimerasfinalidades. Em funcéo do uso aque se
destina deve apresentar determinadas caracteristicas de
potabilidade. A potabilidade é definida através de um conjunto
de par@metros e padrdes estabel ecidos por normas e legislagbes
sanitérias. O Ministério da Saide (MS), por meio da Portaria
n°518 de 25 de marco de 2004, estabel ece os procedimentos e
responsabilidadesrel ativas ao controle e vigilanciadaqualidade
da &gua para consumo humano e seu padréo de potabilidade e
da outras providéncias.

A &gua contaminada € um importante veiculo na
transmissdo de uma grande variedade de doencas e sua
qualidade microbiol égicaéum fator indispensavel paraasalde
publica?®,

A contaminagdo da agua ocorre principalmente por
dejetos provenientes do homem e de animais, aém de solo e
vegetais, favorecendo a persisténcia e/ou o desenvolvimento
de microrgani smos patogéni cos que podem transmitir a0 homem
doencas cujos sintomas referem-se principalmente o trato
gastrintestinal®.

A necessidade de of erecer saneamento tanto paraaagua
de consumo humano como para higiene segue sendo hoje um
enorme desafio nos paises em desenvolvimento. Segundo a
Organizagdo Mundia daSalde (OMS), 1100 milhdes de pessoas
nao tém acesso a agua tratada e 2600 milhdes ndo tém acesso a
um saneamento correto. O resultado é que maisde 4500 criangas
menores de cinco anos morrem a cada dia de doengas que se
pode prevenir facilmente, como a diarréia. Muitos outros,
incluindo criangcas com mais de cinco anos e adultos,
especialmente mulheres, sofrem enfermidades, sdo menos

produtivos e tem menos oportunidade de educacao®.

Coliformes termotolerantes sdo bactérias do grupo dos
coliformes totais que podem fermentar lactose a 44—45°C. Na
maioria das aguas, 0 género predominante é Escherichia, mas
alguns tipos de Citrobacter, Klebsiella e Enterobacter também
sdo termatolerantes. Escherichia coli estd presente em fezes
humanas e de animais, raramente estaausente em poluigdo fecal,
embora haja alguma evidéncia para crescimento em terras
tropicais’.

Bactérias do grupo dos coliformes termotol erantes so
utilizadas mundial mente como parémetros para verificagdo de
qualidade da agua. A Portaria n®518/2004* estabel ece que agua
para consumo humano deva ser livre de Escherichia coli ou
coliformestermotol erantes e apresentar ausénciaem 100mL.

Escherichia, Citrobacter, Klebsiella e Enterobacter
foram considerados géneros que, tradicional mente, pertencem
a0 grupo dos coliformes, porém o grupo é mais heterogéneo
incluindo mais géneros, como Serratia e Hafnia. O grupo dos
coliformestotaisinclui os fecais e espécies ambientais®.

Escherichia coli sorotipo O157:H7 € uma bactéria
emergente, causadora de colite hemorragica, por meio da
producao detoxina, provocando severo dano amucosaintestinal .
Aproximadamente 15% das infecgdes por E. coli O157:H7,
especialmente em criangas menores de 5 anos e idosos, podem
apresentar uma complicacdo chamada Sindrome Hemolitica
Urémica (SHU). A partir da década de 80, infeccdes por E. coli
0157:H7, na América do Norte aumentaram, como também a
incidénciada SHU em varios paises. No Brasil, aprimeiracepa
deE. coli O157:H7 foi isoladaeidentificadaem Parelheiros, no
municipio de So Paulo, a partir de uma amostra de &gua de
pogo, em uma chécara, ndo tendo sido identificadaem material
humano. N&o h& dados sistematizados sobre a E. coli O157:H7
no Brasil e nem sobrea SHU”.

A contagem de bactérias heterotroficas, anteriormente
denominada contagem padrdo em placas € um procedimento
para calcular o nimero de bactérias heterotroficas viavels em
agua e medir mudancas durante tratamento e distribui¢ao®.

A comunidade do arraial do Sana é bem delimitada e
sofre visitagOes turisticas frequentemente. A &gua consumida
por essa populagéo é proveniente da captacdo do rio Pamital e
do rio Gloria, ambas armazenadas em reservatorios distintos
(reservatorio do Pamital ereservatorio daGléria) e distribuidas
para a populacdo sem sofrer qualquer tratamento. O
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monitoramento de sua qualidade pelos érgaos oficiais e a
tomada de agOes corretivas daqualidade da aguando vem sendo
realizados, podendo ocasionar surtos de toxinfecgdo alimentar
por veiculagdo hidrica.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
qualidade microbiol 6gica da &gua consumida pela comunidade
do Distrito do Sana— Macaé — RJ nas captacoes e reservatorios
de distribuicdo baseando-se na Portaria n°518/04 — M S, cujos
resultados poder&o orientar o estabel ecimento de metodol ogias
de controle e preservacdo que visem melhorar a qualidade da
agua, a serem implementadas pelos 6rgdos competentes,
contribuindo para a salide das pessoas.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado por um periodo de um ano,
compreendendo as quatro estacOes, iniciando em outubro de
2006 com término em outubro de 2007.

Foram estabel ecidos quatro pontos de coleta: captacBes
superficiais da microbacia do Palmital e da Gldria e seus
respectivos reservatorios de distribuicéo (Palmital e Gloria) que
abastecem a populacéo do Arraial do Sana. A cada estacéo do
ano foram coletadas trés amostras em cada reservatorio de
distribuicdo. Para as captacOes, devido a dificuldade de chegar
até elas, foi coletada uma amostra em cada reservatorio por
estaco.

Naregi&o dabaciahidrogréficado rio Sanasdo utilizadas
duas microbacias para captacao e para o abastecimento publico
de &gua. A primeira captacao superficial situada na microbacia
do Palmital é totalmente coberta por floresta de MataAtlantica
e uma segunda captagao, também superficial, situada na
microbaciada Gldriacujaarea é de uso agricolae urbano.

Na captagéo da dguanamicrobaciado rio do Pamital, a
aguapassa por umatelaobjetivando aremocéo defolhas, caindo
em um pequeno reservatorio (aproximadamente 1000 L) para
uma simples separacéo das particulas grosseiras. Esta &gua é
entdo canalizada utilizando-setubo de palicloreto devinila(PVC)
de 1 polegada, percorrendo 1500 m aproximadamente até uma
caixade passagem (1000 L), seguindo entéo através de tubulagdo
de PV C de 1¥2 polegadas por mais 1500 m aproximadamente até
desembocar no reservatorio de distribuicéo do Palmital (48000
L) de onde é canalizada e di stribuida para aproximadamente 90
casas.

O sistema de captacdo na microbaciado rio da Gléria é
similar ao do Palmital. A agua é canalizada, tubo de PVC de 3
polegadas, percorrendo 500 m aproximadamente até desembocar
no reservatorio de distribuicdo da Gloria (25000 L) onde é
canalizadae distribuidaparaoutras 90 casas, aproximadamente.

Todos os reservatérios tanto das captacGes quanto de
distribui¢do sfo de alvenariarevestidainternamente de cerémica.

Ambas as aguas dos reservatorios (Pamital e Gloria)
ndo sdo submetidas a nenhum tipo de tratamento antes da
distribuicéo.

102

Mapadeusodosolo

O mapade uso do solofoi gerado a partir de um mosaico
de imagens de satélite do sensor lkonos Il, as quais foram
tratadas e georeferenciadas utilizando-se aprojecdo cartografica
(UTM/SAD-69), escala 1:50.000. Apos tratamento e
georeferenciamento por mei o de softwar e especifico, cadaclasse
foi vetorizada e separada em camadas representadas por cores
diferentes. Foram vetorizadas as classes de uso do solo que
mai s contribuem para a qualidade ambiental das microbacias.

As classes de uso do solo selecionadas foram descritas
de forma detalhada e estéo apresentadas abaixo:

Uso antrdpico: areas urbanas ou construidas que congtituem
as casas, 0 quintal e o entorno de casas, incluindo ruas e acessos,
bem como as &reas de 0l 0 exposto e &reas degradadas. E importante
frisar que, no caso de &reas congtruidas, como o trabalho néo tinha
objetivo de cadastro, o entorno das construgdes foi determinado
como uma &ea aproximada ao redor das construgdes. Se haviaum
aglomerado de construgdes proximeas, estas foram colocadas dentro
de uma Unica unidade de érea congtruida.

Agricultura: pequenas éreas de solo preparado para a
implementag&o de culturas agricol as ou entdo areas com culturas
permanentes, como afruticultura.

Mata ou bosgue: areas de floresta natural e com niimero
significativo de arvores.

Macega ou regeneraco: areas em gue a vegetacdo tem um
padréo de rugosidade maior do que as pastagens devido a uma
maior exuberénciaedivers dade deespécies. Haumagrandepresenca
de arbustos e as arvores sao ausentes ou em nimero pequeno.

Pastagem: areas com plantas forrageiras plantadas ou
naturais utilizadas para o pastoreio.

Analisesmicrobioldgicas

Na coleta das amostras utilizou-se frascos de vidros
estéreis de 500mL.%° Apds a coleta, as amostras foram
acondicionadas em embalagens isotérmicas contendo gelo,
porém sem contato direto com o mesmo, e encaminhadas
imediatamente ao |aboratério.

As andlises realizadas foram: pesquisa de NMP de
coliformes totais e coliformes termotolerantes pela técnica da
fermentacdo em tubos multiplos - série de cinco tubos, teste
presuntivo utilizando caldo lauril triptose (35°C/24-48h) eteste
confirmativo paracoliformestotais e termotol erantes utilizando-
se caldo verde brilhante lactose bile 2% (35°C/24-48h) e caldo
EC (44,5°C/24h), respectivamente; e contagem em placas de
bactérias heterotréficas pela técnica “Pour Plate”, de acordo
com o “ Sandard Methods for the Examination of Water and
Wastewater” , daAPHAS,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Osmapas de uso e ocupagao das microbaciasdo Palmital
e da Gléria estdo representados nas Figuras 1 e 2,
respectivamente. A &reade influéncia da captacdo do Palmital &
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constituida por 100% de mata (Figura 1), com presenca de
animaissilvestres. Proximo acaptacao, existe areade pastagem
protegida por cercas de arame farpado, para dificultar que o
gado passe para a érea de influencia da captagéo. Esta area é
compreendidapor aproximadamente 14,35 ha.

A éreadeinfluénciadacaptacdo daGldria(Figura2) tem
22,9 ha, deste total, a area de pastagem representa 76,5%, de
mata 16,5% e de regeneracdo natural 6,7%. Mostrando que a
pastagem tem grande influéncia a essa captaco.

Os resultados da ocorréncia de coliformes totais e
termotol erantes, bactérias heterotroficas em relacao a
sazonalidade nas captaces e reservatorios estéo apresentados
nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Observou-se que a captacdo
eo reservatério daGlériatém contagens superiores ao do Palmital
para todos indicadores estudados, exceto no outono, onde se
observou valor superior para coliformes termotolerantes na
captacdo do Palmital. Esses resultados ja eram esperados, pois
como mostraaFigura2, acaptacdo daGlériatem grandeinfluéncia
de éreade pastagem, favorecendo acontaminacéo dorio através
dalixiviagdo, aém de dejetos de animais silvestres daquelamata.
Apesar da captacao e reservatério do Palmital apresentar
menores indices de contaminacéo, do ponto de vista de salide
as duas apresentaram risco, pois estdo contaminadas por
coliformestermotol erantes.

Observou-se também presenca de coliformes totais e
bactérias heterotrdficas na dgua nas diferentes estagBes do ano.
Porém, segundo Bastos et a® na avaliagdo da qualidade de
aguas naturais, os coliformestotaistém val or sanitério limitado.
Suaaplicacao restringe-se praticamente aavaliacdo daqualidade
da agua tratada, onde sua presenca pode indicar falha no
tratamento, umapossivel contaminagéo pdstratamento ou, ainda
a presenca de nutrientes em excesso, por exemplo, nos
reservatorios ou nas redes de distribuig&o.

A Portarian®518/04* estabel ece que aéguaparaconsumo
humano deva ser livre de Escherichia coli ou coliformes
termotol erantes e apresentar ausénciaem 100mL.

Observou-se ocorréncia de coliformes termotolerantes
na agua nas diferentes estacGes do ano, apenas no final do

verdo e meados do outono a agua referente ao reservatorio do
Palmital ndo apresentou contaminagéo (Tabelas 1 e 2). Em
relagdo a salde publica, estes resultados sdo importantes, pois
indicam que bactérias patogénicas possam estar presentes na
agua, podendo causar surtos diarréicos e levar ao 6bito
principal mente em criangas menores que 5 anos, podendo ainda
ocasionar infeccao das vias urinérias.

Almeidaet al.!* verificaram a qualidade microbiol 6gica
daéguado corrego “ Ribeirdo dos Porcos’, situado no municipio
de Espirito Santo do Pinhal (SP) encontrando na agua
proveniente da nascente uma contaminagcdo em relacdo aos
coliformestermotol erantesem médiade 7,0x<10?NMP/2100mL, fora
dos limites aceitaveis. Concluiram que esta contaminacgéo
pudesse ser proveniente de fezes de animais que habitavam
naturalmente aregido, poisno ponto onde ocorreram as col etas,
ndo havia contaminagdo por esgotos domésticos ou outras
fontes contaminantes.

Nogueiraet al.*2 avaliaram aqualidade microbiol 6gicade
amostras de agua tratada e ndo-tratada proveniente de
comunidades urbanas e rurais na regido de Maringa — PR,
mostrando que 0 maior nimero de amostras contaminadas por
coliformestotais (83%) e coliformes termotol erantes (48%) foi
observado em &gua ndo tratada. Observaram que mais de 17%
da &gua potavel tratada continham coliformes sugerindo
tratamento insuficiente ou recrescimento*?.

Soto et d. realizaram um diagndstico da qualidade daagua
de pocos rasos em 50 escolas da rede piblica do Municipio de
| biina-SP, eem rel aggo aos parametros mi crobi ol gico, encontraram
elevada contaminagdo com nivels acima de 100 UFC (unidades
formadoras de col6nias) para coliformes totais em 90%, e
termotol erantes em 82% das amostras analisadas. Verificaram que
os fatores de risco mais representativos foram manutencéo dos
pocos, informacéo sobre a qualidade da agua e seu tratamento®®,

Os resultados obtidos nessa pesquisa e 0s resultados
das pesquisas realizadas pelos autores acima citado, vém
corroborar aimportanciado tratamento da agua e amanutencéo
das redes de distribui¢des, bem como o controle da qualidade,
na qual os érgados publicos sdo responsavels.

[ Area de influéncia da

captagao (14,35 h
Drenagem

I Agricultura

[_] Antrépico

[ ] Mata

[[_] Pastagem

[] Regeneracéo

Solo Exposto

[ Area de influéncia da

captagéo (22,90 ha)
Drenagem

[ Agricultura

[ Antrépico

[ ] Mata

[] Pastagem

[ Regeneragéo

[ Solo Exposto

Figura 1. Uso e ocupagdo da microbacia do Palmital

Figura 2. Uso e ocupagd@o da microbacia da Gloria
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Como as andlises realizadas foram para grupos de
microrganismos indicadores, a existéncia de coliformes e
bactérias heterotréficas ndo representa a confirmagdo da
existéncia de microrganismos patogénicos, porém indicam que
estes possam estar presentes na agua, sendo o grupo dos
coliformes termotolerantes ou Escherichia coli os mais
utilizados para avaliaggo da qualidade da agua.

Baseando-se na Portaria n® 518/04%, a agua apresentou-
se imprépria para 0 consumo em todas as estagdes do ano por
coliformestermotol erantes. Contrariando o Art. 2° do Capitulo|
“Toda &gua destinada ao consumo humano deve obedecer ao
padrdo de potabilidade e esté sujeita a vigilancia da qualidade
da agua’.

A populagéo do Distrito do Sana, apesar de receber agua
canalizada, com sistema de distribui¢do construido pela
PrefeituraMunicipal de Macaé, ndo recebe nenhum tratamento
como preconizado pelaPortarian® 518/04—M St preconizado no
Art. 22° do Capitulo VI “Toda &gua fornecida coletivamente
deve ser submetida a processo de desinfeccéo, concebido e
operado de forma a garantir o atendimento ao padré&o
microbiol 6gico destaNorma’.

Levando-se em conta que a populacéo local utiliza
diariamente essa agua para beber, tomar banho e preparar
alimentos, esta pesquisa torna-se um instrumento importante a
ser utilizado em agBes educativas visando conscientizar a
populacdo do perigo que pode ocorrer utilizando dgua sem

Tabela 1. Determinagéo de coliformes totais (CT), termotolerantes (CF) e contagem de bactérias heterotrdéficas relacionando as
quatro estacBes do ano nas captagdes da Gléria (CG) e do Pamita (CP).

EstacOes do ano Captacéo daGloria Captacao do Palmital
CTt CH Contagem de CT! CH Contagem de
bactérias bactérias
heterotréficas? heterotréficas?
Primavera >1600 >1600 >3,0x10° >1600 1600 >3,0x10°
Veréo >1600 2 >3,0x10° 300 4 2,7xX1%?
Outono 1600 2% 86x10%7 >1600 900 31
Inverno 1600 300 >3 0x10° 50 8 57x10

INUmero mais provavel em 100mL
2Unidades formadoras de col6niaem 1mL

Tabela 2. Determinagéo de coliformes totais (CT), termotolerantes (CF) e contagem de bactérias heterotroéficas relacionando as
quatro estacBes do ano nosreservatérios da Gloria (RG) e do Palmital (RP).

Estactes n° Reservatorio daGloria Reservatdrio do Pamital
(o CH Contagem de CTt CH Contagem de
do ano amostras bactérias bactérias
coletadas heterotréficas? heterotréficas?
Primavera 1° >1600 >1600 >3,0x10° >1600 >1600 >3,0x10°
2° >1600 130 15x10? 50 8 36x10
3 >1600 D >3 0x10° 500 3 >3,0x10°
Ver&o 1° 900 240 1,7x10° a0 50 20x1%
2° 900 240 20x10° 300 50 18x1C?
3° >1600 2 54x1C? 300 auséncia 38x10
Outono 1° 900 14 20x10° 500 2 56x10
2° 500 2 1,0x10° 220 auséncia 86x10
3 >1600 170 95x1? 280 A 75x10
Inverno 1° >1600 n >3,0x10° >1600 2 4210
2° 300 0 491 50 8 14x1?
3° >1600 500 >3 0x10° >1600 13 >30x10°

INUmero mais provavel em 100mL
2Unidades formadoras de col6niaem 1mL

104



DiasMonteiro Ramos G et a. Qualidade microbiol 6gica da &gua consumida pela popul agéo do Distrito do Sana—Macaé — Rio de Janeiro. Rev

Inst Adolfo Lutz, 67(2): 100-105, 2008.

tratamento e as autoridades paratomar as providénciascabivels.

Observando os hébitos da populagdo que consome a
aguaprovenientedaGléria, asuagrande maioriautilizafiltro de
barro com elemento filtrante de cerdmica. Essestipos de filtros
conseguem somente remover particulas em suspensdo, porém
nao removem bactérias. A &gua proveniente do Palmital é
consumida sem qual quer uso de filtragéo.

CONCLUSOES

Nas condi¢Bes que o trabalho foi realizado, podemos

concluir que:

e Ha ocorréncia de bactérias do grupo coliformes
termotolerantes na agua das duas captacOes e
respectivos reservatdrios, em todas as estages do ano;

o Essacontaminacdo pode estar rel acionadaaos dejetos
de animais silvestres ou domésticos, visto que,
existem areas de pastagens acima da captacéo da
Glériae ao lado da captacéo do Palmital; e

e aaguaconsumidapelapopulacdo do Sanaéimpropria
para consumo humano.

Considerando as condic8es microbioldgicas da agua

consumida pela populagéo do Sana, faz-se necessario:

e implantar sistema de tratamento alternativo para
comunidades como a do Sang;

e desenvolver agBes de conscientizagdo a populagdo
paraqueevitem achegadaeapermanénciadosanimais
domeésticos nas dreas adjacentes as captacles;

e implementar programas de educagdo sanitéria e
ambiental nacomunidade local;

e edimar aincidénciade doencasde veiculagdo hidricana
populagdo por meio de questionario epidemiolégico; e

e promover o reflorestamento das areas de influéncia
das captagles e das areas adjacentes.
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RESUMO

A influéncia do meio de cultura na recuperac@o da populacéo sobrevivente sobre os valores D para
L. monocytogenes foi avaliada em formulagdes de hamburguer bovino: 10% de gordura (F1), 20% de
gordura(F2), 10% de gordurae 1,5% de cloreto de sodio (F3) e 10% de gordurae 10,5% de proteinade soja
texturizada hidratada (F4), inocul adas com suspensdo mistade 5 cepasde L. monocytogenes. Empregando-
seégar triptosefosfato + 1% de piruvato de sodio (ATFP) osvaores D (min) variaram de 36,11 (F1) a62,76
(F3)ab5,0°C, de2,55(F2) a4,32 (F3) a60,0°Cede0,34 (F1eF2) a0,52 (F3) a65,0°C. OsvaloresD caculados
utilizando-se &gar cloreto delitio feniletanol moxalactam (LFM) variaram de 23,05 (F1) a38,54 (F3) a55,0°C;
1,81 (F2) a3,06 (F3) a60,0°C ede0,25 (F2) a0,37 (F3) a65,0°C. Osvaoresz(°C) variaram de 4,81 (F3) a
4,95 (F4) comATFPe5,08 (F2) a5,21 (F4) com LFM. Osautoresconcluiram quearesisténciatérmicadel.
monaocytogenes em formul agBes parahamburguer bovino foi subestimadaaté 1,6-1,7 vezes quando o meio
LFM foi utilizado.

Palavras-chave. Listeria monocytogenes, hamburguer, resisténciatérmica, meio de cultura.

ABSTRACT

The influence of the plating medium used for the recovery of survivors, on the D-values for
L. monocytogenes, in formulationsfor beef hamburger wasinvestigated: 10%fat (F1), 20% fat (F2), 10% fat
and 1.5% sodium chloride (F3) and 10% fat and 10.5% hydrated texturized soy protein (F4) were prepared
and inocul ated with amixture of five strainsof L. monocytogenes. Using tryptose phosphate agar containing
1% sodium pyruvate (TPAP) D-vaues (min) ranged from 36.11 (F1) to 62.76 (F3) a 55.0°C, from 2.55 (F2) to
4.32 (F3) at 60.0°C and from 0.34 (F1 e F2) to 0.52 (F3) at 65.0°C. The D-values, using lithium chloride
phenylethanol moxalactam medium (LPM) for enumeration, ranged from 23.05 (F1) to 38.54 (F3) at 55.0°C;
from 1.81 (F2) t0 3.06 (F3) at 60.0°C and from 0.25 (F2) t0 0.37 (F3) at 65.0°C. The zvalues (°C), using the
TPAP recovery data, ranged from 4.81 (F3) to 4.95 (F4) and from 4.95 (F3) to 5.21 (F4) using the LPM
recovery data. The authors concluded that the heat resistance of L. monocytogenes in formulations for
beef hamburger can be underestimated when LPM is used as the recovery medium.

K ey wor ds. Listeria monocytogenes, hamburger, heat resistance, culture medium.

INTRODUCAO

Osmeiosde culturanorma mente utili zados paradeteccdo
e contagem de Listeria spp. contém antimicrobianos e vérios
agentes seletivos que visam inibir o crescimento de outros
microrganismos presentes no alimento. Entretanto, tem-se
demonstrado que nenhum dos agentes seletivos possui
especificidade, podendo inibir o crescimento daprépriabactéria
que se desgja detectar. Esta inibicdo é mais evidente quando o

microrganismo é submetido a algum tipo de injdria, como a
promovidapelo calort.

Quando se submete Listeria monocytogenesacondicoes
adversas de natureza fisica ou quimica em niveis subletais, as
células podem ser injuriadas estrutural e fisiologicamente,
resultando, inclusive, em aumento da sensibilidade aos agentes
inibidores presentes no meio, 0 que impede sua recuperacdo e
subsequente crescimento. Entretanto, quando inoculadas em
mei0s nao sel etivos, nutricionalmentericos, ascélulasinjuriadas
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podem se recuperar e crescer, tornando possivel suadeteccdo e
quantificacao™22.

O é&gar cloreto de litio feniletanol moxalactam (LFM) é
um dosmei os de culturamais utilizados e é considerado bastante
eficiente para a deteccdo e contagem de L. monocytogenes em
alimentos, inclusive produtos carneos*® . Entretanto, sua
composicao ndo permite o crescimento de células injuriadas
pelo calor®.

Em trabalhos realizados para determinar a resisténcia
térmica de L. monocytogenes em meio de cultura, pode ser
observada a utilizacdo de meios ndo seletivos para contagem
dos sobreviventes®”®, Entretanto, tem sido demonstrado que
estabactériaémaisresistente ao calor em carne do queem meio
de cultura, o que é atribuido a diferencas na composicdo do
substrato de aguecimento®°. Além disso, 0 aquecimento em caldo
ndo reproduz a verdadeira condicdo existente no tratamento
térmico do alimento.

Em estudos de determinacdo da resisténcia térmica de
L. monocytogenes em carne bovina moida, pesquisadores tém
submetido acarneaum tratamento térmico preliminar parareduzir
amicrobiota contaminante, possibilitando, assim, arecuperacao
das células em meios solidos n&o seletivos® 101112,

Este trabalho objetivou avaiar ainfluéncia do meio de
cultura empregado na contagem da populacdo sobrevivente na
resisténcia térmica de L. monocytogenes em formulacfes para
hambUrguer bovino.

MATERIAL E METODOS

Preparodosingredientes: carne

Pecas de acém (corte dianteiro de bovino),
adquiridas no comércio de Campinas-SP, foram imersas em
aguafervente por 2 minutos. A camada externafoi removida
assepticamente e descartada. As porcfes de carne com
maior quantidade de tecido adiposo foram separadas das
porcBes magras e moidas separadamente, para serem
utilizadas no ajuste do teor de gordura das formulacdes. A
trituracdo da carne foi realizada com moedor (Electrolux)
provido de disco com furos de 4 mm de diametro. As partes
removiveis do moedor foram esterilizadas em autoclave a
121°C por 15 min. Apés a retirada de amostras para
determinacdo dos teores de umidade e gordura, contagem
de bactérias aerébias mesofilas e deteccéo e contagem de
L. monocytogenes, as porcdes de carne moida,
acondicionadas em sacos plasticos, foram armazenadas a
-18°C. O procedimento utilizado no preparo da carne foi
similar ao descrito por Schoeniet al .2,

Preparodosingredientes. proteinadesojatexturizada (PST)
A PST foi armazenada em recipiente estéril hermético,

apds remocao de amostra para contagem de bactérias aerébias

mesofilas e deteccdo e contagem de L. monocytogenes.

Prepar o dasfor mulagdesparahambur guer

Apbs descongelamento a 4°C/24h, as porcdes de carne
foram homogeneizadas em ambiente asséptico, preparando-se
quatro formulagdes: carne com 10% de gordura (F1), carnecom
20% degordura(F2), carne com 10% degordurae 1,5% deNaCl
(F3) e carne com 10% de gordura e 10,5% de proteina de soja
texturizada hidratada (F4). Antes de adicionada a carne, a PST
foi hidratada na proporcéo de 2:1 (&gua:PST), por imersdo em
aguaestéril a60°C/20 min.

Apoés mistura dos ingredientes e trituracéo das
formulaces, efetuou-se a remocdo de amostras para
determinacdo do pH, atividade de dgua (Aa), composicao
centesimal e contagem de bactérias aerébias mesdfilas. As
formulacBes de hambuarguer (100g) foram, entao,
acondicionadas em sacos plasticos estéreis e armazenadas
a-18°C.

Avaliacdo fisico-quimica e bacterioldgica dos ingredientes e
das formulagdes

Analisesfisico-quimicas

Paraadeterminacdo de umidade, proteinasecinzasforam
utilizados os métodos descritos, respectivamente, nas secdes
24.002, 24.027 e 24.009 da ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS (AOAC)*, e para a gordura
empregou-se 0o método de Bligh e Dyer'#. A determinacéo do pH
seguiu a metodologia descrita por Sebranek®® (1978 apud
Schoeni et. al., 1991)*2, empregando-se potenciémetro (B374,
Micronal) previamente calibrado. A Aafoi avaliada utilizando-
se higrémetro el étrico (Aqual ab, Decagon).

Analisesbacterioldgicas

Contagem de bactérias aerdbias mestfilas: foi realizada
utilizando se a técnica de inoculagdo em profundidade com o
meio &gar padrdo para contagem (APC, Oxoid), incubacdo a
35°C/48h, conforme recomendado por Morton?®.

Deteccao e contagem de L. monocytogenes: Asamostras
foram analisadas através de contagem diretaem placase através
de enriquecimento seletivo.

Porc¢ées de 25 g de amostra foram homogeneizadas
em homogeneizador de pistdes (mod.400, Stomacher), com
225 ml de caldo de enriquecimento para Listeria (LEB,
Oxoid), sem acriflavina, durante 2 min. Aliquotas de 1 ml
(subdivididasem 0,3 + 0,3 + 0,3 + 0,1 ml) foram inocul adas
superficialmente em placas contendo agar cloreto de litio
feniletanol moxalactam (LFM, Difco)*®, com incubacdo a
30°C/48h. A contagem de colbnias tipicas de Listeria
(coloracéo azulada com aparéncia de vidro moido) foi
realizada com o auxilio dailuminacdo a45°, empregando-se
iluminador (KL 1500, Schott), espelho concavo e microscépio
estereoscopico (4752, Karl Zeiss) conforme Ryser e
DonnellyY'.
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A presencade L. monocytogenesfoi avaliada através de
enriquecimento seletivo, apds adicdo de acriflavina (Sigma) e
homogeneizacdo durante 2min, seguiu-se a metodologia
recomendada por Warburton et al.*8, utilizando-se LFM (Difco)
eégar Oxford (Oxoid) modificado (MOX) para plagueamento.

Determinacdodotempo*Lag’ deaquecimento

O tempo “lag” de aguecimento foi determinado a 55,0;
60,0 e 65,0°C. Dois gramas de carne foram acondicionados em
tubos de destruicao térmica (TDT) (¢,,,,=8mm e
comprimento=105 mm) e inseriu-se um termopar de cobre-
constantan (tipo T) (TT T-36, OmegaEngineering, Inc.), deforma
que ajunta de medidaficasse no centro geométrico daamostra.
Em seguida, o tubo foi imerso em banho de gelo. Quando a
temperatura da carne atingiu 5-6°C, o tubo foi transferido para
um banho termostético (H-12105-10, Cole Parmer, precisdo de
+0,25°C) contendo agua e gjustado a temperatura desejada,
acionando-se no mesmo instante o crondmetro. Quando acarne
atingiu a temperatura do banho, registrou-se o tempo marcado
pelo cronémetro (tempo “lag” de aguecimento). A temperatura
da amostra durante o aquecimento foi monitorada através do
termopar conectado aum registrador detemperatura (H-92800-
10, Cole Parmer), previamente programado para registrar a
temperatura a cada intervalo de 5 s. Este procedimento foi
repetido 10 vezes para cadatemperatura, por tipo deformulagéo.
Osinstrumentos de medida de temperatura foram aferidos com
termdmetros de bulbo de mercurio (ASTM-USA), calibrados
com padrdes “National Institute of Standards and Technology”
(NIST).

Preparodoindculo

Foi utilizada como in6culo uma mistura de cinco cepas
deL. monocytogenes (L.m.): Scott A (sorovar 4b) e quatro cepas
isoladas de carne bovinamoidaL.m. 259 (4b), L.m. 357 (1/2a),
L.m.374 (1/24) e L.m. 410 (1/2a). Todas as cepas, avaliadas
conforme recomendado por Lovett e Hitchins'®, apresentaram
patogenicidade positiva em testes com camundongos. As
culturas-estoque, mantidas a 4°C em tubos com agar tripticase
soja (Oxoid) inclinado contendo 0,6% de extrato de levedura
(Difco) (ATS-EL), foram repicadas mensalmente afim demanter
aviabilidade das células.

As culturas foram ativadas mediante trés transferéncias
consecutivas para caldo tripticase soja (Oxoid) adicionado de
0,6% de extrato delevedura(Difco) (ATS-EL), afim de seobter
células na fase estacionaria de crescimento. Apoés incubacéo a
35°C durante 15 horas, as suspensdes foram centrifugadas (J2-
21, Beckman) a5.500 x g a4°C durante 15 min e lavadas duas
vezes com tampao Butterfield. Em seguida, o sedimentofinal foi
suspenso no mesmo diluente, de forma a se obter uma
concentracdo de cercade 10" UFC/ml, conforme determinado
em experimentos preliminares. Volumes iguais de cada cultura
foram entdo misturados, efetuando-se a contagem através de
inoculacdo superficial em placas contendo agar triptose fosfato
(ATF) (caldo triptona fosfato, Difco; 2% de agar, Merck) e
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incubacdo a 35°C/48h. A mistura assim preparada foi
imediatamente inoculada nas formul agdes.

I noculacéo eacondicionamento dasfor mulagBesnostubosTDT

Ap6s descongelamento a4°C/24h, as por¢des de 100 g de
carneforaminocul adas com amisturade culturas numaproporcao
de 1% (v/p), seguindo-se umahomogenei zacdo manual e, depais,
em homogeneizador de pistdes, durante 1 min. Em ambiente
asséptico, ecom acarneinoculadamantidaem banho degelo, foi
efetuado o acondicionamento de 2 g nostubos TDT procedendo-
se, no final, aumalimpeza cuidadosa da parede interna dos tubos
com “swab” estéril. Em seguida, os tubos foram fechados com
tampade borracha e armazenadosa4°C/18 h.

Resultados obtidos em testes preliminares demonstraram
gue o tempo de armazenamento das amostras até o tratamento
térmico, ndo teve influéncia naresisténcia térmicadabactéria

Tratamento térmico econtagem de L. monocytogenes

Ostubosforamimersos em banho termostético (H-12105-
10, Cole Parmer, precisdo de+0,25°C) gjustado atemperaturade
55,0; 60,0 ou 65,0°C, de formaque o nivel daaguaficasse2 cm
acimado nivel dacarne.

Quando a amostra atingiu a temperatura do banho (ao
final do tempo “lag” de aguecimento), dois tubos foram
imediatamente removidoseresfriadosem banho de gelo. A partir
desse ponto, dois tubos foram removidos a cada um dos
seguintes interval os de tempo:

55,0°C: 20,40, 60,80e100min
60,0°C: 2,4,6,8e10min
65,0°C: 0,25;0,50;0,75€1,0min

No ensaio a55,0°C, paraaformulacéo F3, também foram
removidos doistubos apds 120 min. Nos experimentosa65,0°C,
adicionalmente, foram retiradas amostras durante o tempo “lag”
de aquecimento (doistubosapds 1,0 e 1,5 min, contados apartir
daimersdo no banho).

Os experimentos foram replicados duas vezes para cada
temperatura, por tipo de formulagao.

ApoOs resfriamento em banho de gelo, a carne foi
transferida para saco plastico estéril, procedendo-se alavagem
do tubo duasvezescom 1,5 ml detampéo Butterfield. O volume
de diluente foi entdo completado para 18 ml, efetuando-se a
homogeneizacdo daamostradurante 2 min em homogenei zador
de pistbes. Em seguida, foram preparadas diluicdes sucessivas
no mesmo diluente, com inoculacdo superficial em placas
contendo agar triptose fosfato adicionado de 1% de piruvato de
sodio (ATFP) (CTF, Difco; 2% de agar, Merck, piruvato de sodio,
Merck) e em LFM (Difco), seguido de incubacdo a 35 e 30°C
durante 72 h, respectivamente. Todas as colbnias tipicas,
observadas através de iluminacdo a 45°, foram consideradas
unidades de L. monocytogenes. O mesmo método foi utilizado
paraavaliacdo da carne contidaem dois tubos que ndo sofreram
tratamento térmico.
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DeterminacdodosvaloresD ez

A duracdo do tratamento térmico empregado foi corrigida
paraconsiderar o efeito do tempo “lag”, calculando-se o tempo
de aquecimento equivalente a temperatura de referéncia
(temperaturado banho). Nos experimentos realizadosa65,0°C,
os intervalos de tempo decorrentes da remocéo de amostras
duranteotempo “lag” também foram consideradosparao caculo
do tempo de aquecimento a temperatura de referéncia.

Utilizando-se os dados de temperatura registrados
durante o tempo “lag” de aguecimento foi possivel calcular as
taxasletais, empregando-se aférmula do método geral®:

L:lO(T—TR)/z

ondelL éataxaletal, T éatemperaturadaamostradurante
o aguecimento (C), T, éatemperaturadereferéncia(temperatura
do banho) (°C) eosvaloresziniciais consideradosforam 5,25°C
e 5,72°C, para os dados obtidos, respectivamente, em ATFP e
LFM [médias dos valores obtidos através de regressdo linear
das curvas “fantasma’ de destruicédo térmica (log,, D x
temperatura), considerando-se a contagem obtida no tempo
“lag” como contagem no tempo “zero” de aquecimento]. O tempo
de aguecimento a temperatura do banho foi entdo calculado
empregando-se 0 método de Patashnik?.

Esses tempos corrigidos foram usados na determinacéo
dos valores D, obtidos por regresséo linear das curvas de
sobrevivéncia (log,, do nimero de sobreviventes x tempo de
aguecimento). As curvas “fantasma’ de destruicdo térmica
(log,, D x temperatura) foram entéo tragadas, obtendo-se os
valores zatravés de regressdo linear. Como ataxaletal éfuncéo
do valor z, todo o célculo foi repetido até que os valores z
calculados e os valores ziniciais fossem rigorosamente iguais.

Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia(ANOVA), complementando-se a analise com o teste
de Duncan para comparacéo de médias. Em todos os testes foi

considerado um nivel de5% designificancia. A andlise estatistica
foi redlizadacom o auxiliodo programaSTATISTICA 5.0 (StatSoft,
Inc.).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao bacterioldgicadosingredientes

A contagem obtida para bactérias aerébias mestfilasfoi
de3,00x10° €6,10x10* UFC/g paraas porcoes de carne com baixo
e alto teor de gordura, respectivamente. Para a PST, obteve-se
uma contagem de 2,58 x 10 UFC/g. Naanalise paradeteccdo e
contagem de L. monocytogenes nos ingredientes ndo foi
observada nenhuma colnia tipica.

Avaliacao fisico-quimica ebacteriol égica dasfor mulacdes

Na Tabela 1, pode-se observar que a adicdo de PST a
carne (F4) resultou em pequeno aumento do valor de pH,
enquanto aadicdo de NaCl (F3) promoveu redugdo daA . Além
disso, pode ser verificado que os teores de lipideos estao
préximos aos teores pré-definidos.

A contagem de bactérias aerébias mesofilas nas
formulagdesfoi de 1,05x10% 9,50x10%; 3,40x10* e 1,90x10*UFC/g
para F1, F2, F3 e F4, respectivamente, indicando que a
manipulacdo e 0 processo de trituracdo das formulacdes ndo
contribuiu para 0 aumento da contaminacéo, considerando-se
as contagens iniciais do principal ingrediente, a carne.

DeterminacdodosvaloresD ez

A técnica utilizada para reducdo da contaminacdo da
carne fresca permitiu que a populacdo de L. monocytogenes
inoculada superasse a populacdo dos contaminantes em pelo
menos trés ciclos logaritmicos, e possibilitou a contagem da
bactériaem ATFP, mei 0 ndo seletivo que promove arecuperacao
decéulasinjuriadas pelo calor, sem comprometer osresultados.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas das formulagdes de hamburguer?.

Parametros Formulactes®
F1 F2 F3 H

pH 5,72 5,72 569 589
A, 0990 0990 0981 0990
Umidade (%) 70,71 62,13 6890 6954
Proteinas (%) 1850 16,96 19,08 1933
Lipideos (%) 10,338 20,46 1049 9,77
Cinzas (%) 089 084 222 104

2 valor médio de 3 amostras
b: F1: carne com 10% de gordura
F2: carne com 20% de gordura
F3: carne com 10% de gordurae 1,5% de sa

F4. carne com 10% de gordura e 10,5% de proteina de soja texturizada hidratada
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Observa-se, na Tabela 2, que os valores das contagens
obtidas para L. monocytogenes nas amostras que nao sofreram
tratamento térmico ndo apresentaram diferenca significativa
(P>0,05) entre os dois meios de cultura (ATFP e LFM) na
contagem doinéculoinicial.

No trabaho de Fain et a.?? também foi observado que
ndo havia diferenca significativa na contagem de
L. monocytogenes nas amostras de carne que ndo sofreram
aguecimento, quando comparou-se LFM e &gar Columbia
contendo 1% de piruvato de sodio.

Buchanan et al.* demonstraram que o LFM, assim como
outros meios seletivos utilizados para Listeria, promove uma
recuperacdo quantitativa equivalente a do ATFP, quando
consideradas células ndo injuriadas pelo calor.

Na Tabela 3 observa-se que os valores D obtidos para
L. monocytogenes a partir da contagem dos sobreviventes em
ATFPforam maiores do que em LFM em todas astemperaturas
testadas, independente da formulacdo. A andlise de regressio
linear empregada para avaliacdo das curvas de sobrevivéncia
resultaram em val ores R?superioresa0,94 € 0,92, quando foram

Tabela 2. Contagem de L. monocytogenes nas formulagcdes de hamburguer que ndo sofreram tratamento térmico.

Log,, UFC/g°
Temperatura? Repl.? F1¢ F2 F3 H
(°0) ATFP® LFMe ATFP LRV ATFP LRV ATFP LRV
55,0 1 7,74 7,75 7,74 734 785 781 738 795
2 7,70 7,71 765 763 734 785 7,9 793
60,0 1 749 759 759 763 753 755 738 787
2 7,77 734 767 769 7,74 7,66 807 812
65,0 1 7,71 7,75 7,77 7,75 7,75 781 800 798
2 739 7,86 7,72 7,75 7,78 734 802 797
& temperatura do tratamento térmico subsequente
b replicatas 1 e 2

¢ valor médio de 2 amostras. Para cada formulacao, ndo existe diferenca significativa (P>0,05) entre os val ores médios namesmalinha

d: F1: carne com 10% de gordura
F2: carne com 20% de gordura
F3: carne com 10% de gordurae 1,5% de s

F4. carne com 10% de gordura e 10,5% de proteina de soja texturizada hidratada

e ATFP: agar triptose fosfato adicionado de 1% de piruvato de sodio
LFM: &gar cloreto delitio feniletanol moxalactam

Tabela 3. Valores D e z para L. monocytogenes, inoculada em formulacBes de hamburguer, obtidos a partir da contagem dos

sobreviventesem ATFP e LFM.

Temperatura(°C) Meios? Vdor D (min)®
F1° F2 F3 H
55,0 ATFP 36,11 (0,74)%* 39,93(0,56)# 62,76 (1,46)" 37,97 (1,33)4
LAV 23,05(0,15)® 23,46(0,74)® 38,54(0,52) & 2393(0,32)®
60,0 ATFP 2,86(0,13)* 2,55(0,19) A 4,32(0,08)A 3,24(0,05) A
LAV 2,09(0,23)* 1,81(0,12)» 3,06(0,01)® 2,02(0,04)8
65,0 ATFP 0,34(0,01)A 0,34(0,01) A 0,52(0,01)A 0,36(0,01)A
LAV 0,27(0,00) A 0,25(0,00) A 0,37(0,01)A 0,29(0,01)A
valor z ATFP 493°C 483°C 481°C 495°C
LAV 518°C 508°C 495°C 521°C

& ATFP: &gar triptose fosfato adicionado de 1% de piruvato de sodio
LFM: &gar cloreto delitio feniletanol moxalactam

b valor médio de 2 repeticdes

¢ F1: carne com 10% de gordura
F2: carne com 20% de gordura
F3: carne com 10% de gordurae 1,5% de sa

F4. carne com 10% de gordura e 10,5% de proteina de soja texturizada hidratada

d: desvio padréo entre parénteses

A, B: para cada temperatura de aguecimento, valores na mesma col una seguidos de letras diferentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)
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considerados os dados obtidos, respectivamente, em ATFP e
LFM.

Smith eArcher 2(1988, apud Buchanan et a.#) eBush e
Donnelly* demonstraram que a adicdo de piruvato de sédio ao
meio de cultura ndo seletivo aumentava a recuperacao de
L. monocytogenes injuriada pelo calor. No entanto, para outros
autores®*, a presenca de substancias inibidoras no LFM, assim
como em outros meios utilizados para deteccéo e contagem de
Listeria sp., impede a recuperacéo e subseqiiente formacao de
col6nias por células submetidas a este tipo de estresse.

Assim sendo, os valores D mais elevados obtidos neste
trabalho sfo atribuidos a auséncia de agentes seletivos no meio
ATFP, e asua capacidade de aumentar arecuperacéo dascélulas
injuriadas pelo calor, o que resultou na quantificacdo de um
maior nimero de célulasviavels.

Schoeni et a.*? e Fain et d.%, avaliando a resisténcia
térmica de L. monocytogenes em carne bovina moida, também
verificaram queadutilizac8o de meios ndo seletivos, adicionados
ou ndo de piruvato de sodio, resultou na obtencéo de valores D
superiores aos encontrados com LFM. Resultado similar foi
obtido por Harrison e Huang® em carne de caranguejo,
comparando 0s meios agar tripticase soja e Vogel-Johnson
modificado.

Outros autores’82627.28 também mostraram a influéncia
do meio utilizado para contagem dos sobreviventes no valor D
para L. monocytogenes, Salmonella sp., Escherichia coli
0157:H7 e Yersinia enterocoalitica submetidas a aquecimento
em meio de culturae carne bovinamoida.

Analisando-se os dados na Tabela 3, pode ser observado
queo efeito do meio de plaqueamento foi maisevidenteas5,0°C,
quando os valores D encontrados com ATFP foram 1,6 a 1,7
vezes superiores aqueles obtidos com LFM, e diminuiu com o
aumento da temperatura. A 60,0°C os valores D determinados
comATFPforam 1,4 a 1,6 vezes mais elevados, enquanto que a
65,0C ndo foi observada diferenca significativa entre os dois
meios(P<0,05).

Fain et a .22 também observaram um maior efeito do meio
de cultura nos valores D determinados a 51,7 do que a62,8°C.
Os valores D ... obtidos com &gar Columbia adicionado de
piruvato foram quase duas vezes maiores que 0s valores
encontrados com LFM, enquanto que a 62,8°C este aumento
variou entre 1,1 e 1,2 vezes. Resultado similar foi obtido por
Clavero et al ¢ ao submeter E. coli O157:H7 aaguecimento entre
54,4e68,3°C.

Segundo Golden et a.® e El-Shenawy et a.° (1989 apud
Ollinger-Snyder et al., 1995)*, umamaior parceladapopul acdo
de L. monocytogenesencontra-se em condicdo deinjuriasubletal
atemperaturas de aguecimento maishaixasdo que atemperaturas
mais elevadas. Assim, o efeito mais intenso do meio de
plagqueamento a 55,0°C observado neste trabalho, pode estar
relacionado com o fato de existir umamaior populacdo injuriada
aestatemperatura, 0 que evidenciou a diferenca entre os meios
quanto a capacidade de recuperacdo dos sobreviventes.

NaTabela 3, observa-se que emboraos valores z obtidos

com LFM sejam maiores do que com ATFP, adiferenca (0,14 a
0,26°C) ndo é significativa. Nos trabalhos citados na literatura,
podem ser observadas diferencas entre valores z variando de 0
a1,41°C, quando comparados meios seletivos e ndo seletivos.

CONCLUSOES

O procedimento utilizado parareducdo dacontaminacéo
inicial dacarne mostrou ser eficiente, e possibilitou a contagem
de L. monocytogenes em ATFP, meio de cultura ndo seletivo
que permite arecuperacao de célulasinjuriadas pelo calor, sem
interferéncia significativa damicrobiota contaminante.

O meio de culturaempregado na contagem da popul agdo
sobrevivente teve influéncia nos valores D obtidos para
L. monocytogenes submetida a agquecimento em formul acbes
parahamburguer, principalmentea55°C. A estatemperatura, 0s
valores D obtidos através da contagem em ATFP foram 1,6-1,7
vezes maiores que os encontrados com LFM, o que demonstra
gue aresi sténciatérmicadabactéria é subestimadaquando LFM
é utilizado para contagem dos sobreviventes.

Na prética, o tratamento térmico a 55,0°C, temperatura
geralmente utilizada no processo “sous vide”, se forem
considerados os valores D obtidos através da contagem em
LFM, o tempo de processo definido como seguro pode vir aser
estabelecido em valores até 1,6-1,7 vezes menores do que seria
necessario para garantir que o produto final seja seguro ao
consumidor.

Osautoresevidenciaram, através dos resultados obtidos,
a grande importancia da escolha do meio de cultura para os
estudos de resisténcia térmica de L. monocytogenes e,
possivelmente, de outra microbiota bacteriana presente no
produto analisado.
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RESUMO

Foi realizado o estudo retrospectivo de nove meses no periodo de maio de 2005 ajaneiro de 2006, sobre a
qualidade microbiol 6gica de pescado beneficiado pelas indUstrias paraenses. A investigacdo foi efetuada
com base nos resultados de andlises microbioldgicas de deteccdo de Salmonella spp, contagem de
Saphylococcus aureus, contagem de coliformes fecais e nimero mais provavel (NMP) de Vibrio
parahaemolyticus, em 133 amostras (51 peixes eviscerados congelados, 54 filés de peixe congelados,
nove peixes em posta congelados, dois peixesinteiros congelados, quatro peixes eviscerados frescos, trés
caudas de lagosta congeladas e dez camardes sem cabeca congelados). As andlises foram processadas
conforme os métodos, procedimentos e recomendacfes oficiais. Foi observada auséncia de
Salmonella spp e NMP de Mibrio parahaemolyticus em concordancia com o padrao oficial estabelecido.
Nas técnicas de contagem de Saphylococus aureus e de coliformes fecais foram determinados baixos
percentuais de amostras discordantes dos padrées microbiol dgicos. O pescado beneficiado por indlstrias
paraenses apresentou qualidade adequada para consumo, em decorréncia de elevados percentuais de
amostras que apresentaram dados concordantes com os padrdes microbiol égicos oficiais.
Palavras-chave. pescado, beneficiamento de pescado, controle microbioldgico de pescado, vigilancia
sanitaria de pescado.

ABSTRACT

A retrospective study on the microbiologic quality of fish processed, under federal inspection, inindustries
of Northern region of Brazil was performed for nine months from May 2005 to January 2006. This
investigation was based on the resultsfrom the mi crobiol ogic analyses of 133 samples (51 frozen eviscerated
fishes, 54 frozen filleted fishes, nine frozen pieced fishes, two frozen whole fishes, four fresh eviscerated
fishes, three frozen lobster tails, and ten of frozen shrimp without head). The analyses were performed in
accordance with officially established methods, procedures and recommendations. The absence of
Salmonella spp and MPN of \Vibrio parahaemolyticus in accordance with official criterias were observed.
Low percentages of samples presented disagreement with official standard criteria in relation to
Saphylococcus aureus and faecal coliformes counts. The fishes processed in industries located in
Northern area of Brazil showed an adequate quality suitable for consumption, as the high percentages of
samples were in accordance with official sanitary standards.

K ey words. fish, fish processing, microbiologic quality of fish, sanitary surveillance of fish, Brazil.
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INTRODUCAO

Peixes, moluscos e crustaceos sdo alimentos de elevado
valor biolégico que acanca até 100,0% e fécil digestibilidade;
como matérias-primas de origem animal destinadas ao
beneficiamento, necessitam de adequados procedimentos
tecnol 6gicos, para manutencao da estabilidade fisico-quimica,
sensorial e microbiol 6gicat?3,

Apbsacapturao pescado deterioragradua mente, devido
afatores enddgenos e exdgenos, entre esses 0s microrgani smos
que penetram na musculatura através das branquias, pele e
cavidade abdominal 34,

O pescado pode albergar agentes microbianos e ser
contaminado ou ter multiplicado afloramicrobianainicial, em
qualquer um dos segmentos da cadeia produtiva. Por isso, a
legislacdo sanitéariaimpde limites apresencade microrgani smos,
patogénicos ou deterioradores, para garantir a seguranca
alimentar e a qualidade desse tipo de alimento>5710.11,

A qualidade higiénicados produtos da pescano Brasil é
muito variavel e influenciada por fatores ambientais, acéo
eutréficahumana, localizacdo geogréfica, diversidade microbiana
e 0s segmentos da cadeia produtival>3"°.

O estado do Paraé, naatualidade, um importante produtor
de pescado, cuja producdo é dirigida para 0 consumo interno e
externo e necessitaapresentar qualidade sanitéria, como matéria-
prima destinada ao beneficiamento industrial e alimento
humano®®°.

O objetivo do presente estudo foi levantar a qualidade
microbiol gicado pescado beneficiado por indUstrias paraenses.

MATERIAL E METODOS

Material

Dados de analise microbioldgica de 133 amostras de
pescado beneficiado em 20 indUstrias | ocalizadas no estado do
Pard, fiscalizadas pelo Servico de Inspecdo Federal do Ministério
daAgricultura, PecuériaeAbastecimento, constituiram o objeto
do presente estudo.

Asamostras analisadasincluiram 51 de peixe eviscerado
congelado, 54 de filé de peixe congelado, nove de peixe
congelado em postas, duas de peixe inteiro congelado, quatro
de peixe eviscerado fresco, trés de cauda de lagosta congelada
edez de camardo sem cabegacongelado, colhidas nasindlstrias
de beneficiamento, transportadas segundo normas de
acondicionamento e enviadas ao laboratorio oficial regional da
rede LANARA locdlizado em Belém, Par&.

Méodos

Foi realizado um levantamento abrangendo nove meses
no periodo de Maio de 2005 a Janeiro de 2006. Os dados
referentes as amostras analisadas e os métodos empregados
foram levantados nos laudos do laboratério regional oficial,
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disponibilizados pelas indUstrias nas quais os produtos foram
beneficiados.

No Laboratério oficial regional as amostras foram
submetidas a métodos analiticos de contagem de coliformes
fecais, pesquisa de Salmonella spp, contagem de
Saphylococcusaureus e niimero maisprovavel (NMP) deMbrio
parahaemolyticus, conformetécnicas e procedimentos adotados
pelo érgéo federal de fiscalizacdo do setor; os resultados foram
comparados aos padrdes oficiais (Brasil, 1992, 2001)01,

PreparodeDiluicdes

Para cada amostra e as analises de pesquisa de
Salmonella spp, contagem de coliformes fecais e contagem de
Staphylococcus aureus pesou-se, assepticamente, em sacos
plésticos de “stomacher”, 259 de amostra colhida de varios
pontos, superficie e profundidade e adicionou-se a 225 mL de
solucdo salina peptonada a 0,1%; para a analise do NMP de
\ibrio parahaemolyticus pesou-se 50g e adicionou-se 450mL
de caldo peptonado sal 3%. Homogeneizou-se por
aproximadamente 60 segundo no “stomacher”, preparando-se,
assim, adiluicdo 10?,a partir da qual preparam-se as diluicdes
102 e 103, conforme procedimentos técnicos rotineiros.

Semeio, I ncubacéo e Expressio de Resultados

Empregando-se asdiluicdes preparadasforam reali zadas
asandlises microbiol égicas, conforme os procedi mentos a seguir
descritos.

Contagem de ColiformesFecais

Inicialmente, procedeu-se acontagem de coliformes, com
0 semeio de 1mL de indculo (diluicdo) em placas de Petri por
profundidade; em seguida, adicionou-se agar cristal violeta
vermelho neutro bile, homogeneizando-se e uma segunda
camada do mesmo meio, homogeneizando-se; as placas
permaneceram em repouso e foram levadas a incubacéo a
36°C+1°C por 18-24 horas, procedendo-se a observacdo das
caracteristicas das col6nias nas placas com 15 a 150 colénias.
Trés a cinco colbnias foram semeadas em tubos de verde
brilhante bile 2% lactose contendo tubinho de Duhram,
incubando-se a 36°C+1°C por 24-48 horas, para confirmacéo,
leitura e expressdo de resultado.

A seguir, semeiou-se col 6nias presuntivas de coliformes
(andlise anterior) em tubos de caldo EC, incubando-se a
45°C+0,2°C por 24-48 horas, em banho-maria com agitacéo,
observando-se a formagdo de gés nos tubinhos de Duhram.

Contagem de Saphylococcusaureus

Semeio de 1ImL deinoculo (diluicdo) em trés placas de
agar Baird Parker, respectivamente, 0,4mL, 0,3mL €0,3mL, pela
técnica “spread plate”, repouso dos indculos e incubacéo a
36°C+1°C por 30-48 horas, com observacao de colbniastipicase
atipicas, semeando-se trés a cinco colbnias de cada tipo em
tubos de infusdo de cérebro coracdo e incubacdo a 36°C+1°C
por 24 horas, para obtencdo de cultura pura, a partir da qual
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foram realizados os testes complementares da prova de
coagulase, bacterioscopiaao Gram, pesquisa de termonuclease
eprovadacatalase, conforme procedimentostécnicosrotineiros.

NM P de Vibrio parahaemolyticus

Semeio de 1mL de indculo (diluicdo) em trés séries de
trés tubos de caldo glicose teepol, incubacdo a 36°C+1°C por
18-24 horas, com observacéo de turvacdo ou ndo do meio, a
partir do qual procedeu-se a0 isolamento em agar tiossulfato
citrato sais biliares com incubacéo a 36°C+1°C por 24 horas e
observacdo de colbnias tipicas.

Pesquisa de Salmonella

A partir da suspensao inicial, diluicdo 10!, que
permaneceu durante 1 hora em repouso, procedeu-se as
seguintes etapas com semei o em meiosliquidos (caldos): 1.Pré-
enriquecimento dasuspensdo inicial, comincubacéo a36°C+1°C
por 16-20 horas; 2.Enriquecimento Seletivo, com inoculagdo a
partir da etapa anterior em meios liquidos seletivos caldo
Rappaport Vassiliadis, incubacdo a41°C+0,5°C em banho-maria
com agitacdo por 24-30 horas; caldo selenito cistina com
incubacdo a41°C+0,5°C em banho-mariacom agitacao por 24-30
horas; caldo tetrationato com incubacdo a41°C+0,5°C em banho-
mariacom agitacao por 24-30 horas. 3.1solamento em meio sdlido,
a partir do enriquecimento seletivo em caldo Rappaport
Vassiliadis e caldo selenito cisting, incubacéo a 36°C+1°C por
18-24 horas.4.Provas Bioguimicas de producdo de urease,
reacOes em agar trésacucaresferro (TSl) ou agar Kliger (KIA),
descarboxilacdo dalisina, motilidade e prova da oxidase; todas
de conformidade com técnicas, recomendacfes e meios
especificos.

RESULTADOS

Na pesquisa de Salmonella spp e NMP de Vibrio
parahaemolyticus 100,0% das amostras estavam em
concordanciacom os padrdes oficiais, ausénciaem 25g e 10°/g,
respectivamente. Na contagem de Staphylococcus aureus e
contagem de coliformesfecaisforam determinados 98,5% e 1,5%
€ 93,9% e 6,1% de amostras concordantes e discordantes dos
padrdes oficiai's, respectivamente (Tabela 1).

Em relacéo a contagem de Saphylococcus aureus, 50
(98,0%) euma (2,0%) amostras de peixeeviscerado congelado e
53 (98,1%) amostras e uma (1,9%) amostra de filé de peixe
congelado atenderam e ndo atenderam, respectivamente, ao
padréo estabel ecido pelalegidacdo federal, maximo de 10° UFC/
g; os demais produtos atenderam integralmente ao referido
padréo. Nenhuma cepa de Saphylococcus aureus era coagul ase
positiva.

Todas as amostras analisadas segundo o NMP de Vibrio
parahaemolyticus apresentaram resultados que atenderam em
100,0% ao referido padréo oficial, 10 NMP/g.

A contagem de coliformes fecais demonstrou que 48

(94,1%) amostras etrés (5,9%) amostras de peixe eviscerado, 50
(92,6%) amostras e quatro (7,4%) amostras de filé de peixe
congelado e uma (50,0%) amostra e uma (50,0%) amostra de
peixe inteiro congelado, respectivamente, atenderam e ndo
atenderam ao padré&o oficial, maximo 5,0 x 10?UFC/g; osdemais
produtos atenderam integralmente ao referido padréo. Néo foi
confirmada a presenca de E. coli entre os coliformes
termotolerantes.

DISCUSSAO

Na pesquisade Salmonella spp o resultado determinado,
auséncia em 25¢g, (Tabela 1), foi superado pelos resultados
observados em produtos semelhantes (peixe congelado, peixe
inteiro congelado, peixe fresco e peixe congelado em postas) e
peixe defumado, nos quais esse microrganismo estava presente,
em niveisvariados, em até 80,0% das amostras’>*®. No entanto,
superou o também alto percentual de auséncia desse patégeno,
63,6%, em pecasdediversos peixescomerciaizadosno municipio
de Sdo0 José do Rio Preto-SP® e mostrou-se semelhante ao
resultado de auséncia desse patégeno em camardes de agua
doce (Macrobrachiumamazonicum, M. jelskii) comercializados
em Penapolis-SP e Mendonca-SPY.

De modo contrario ao determinado nos produtos
analisados, Salmonella spp foi observadaem amostras de cortes
de tilapia (Orochromus niloticus) congelados comercializados
em Alfenas-MG®. Salmonella spp foi também identificada em
amostras de caranguejo (Ucides cordatus) comercializado em
Fortaleza-CE™.

A ocorrénciade Salmonella spp em alimentosde origem
animal revela, além da discordanciacom o padréo oficial, risco
sanitario para 0 consumidor. A auséncia desse microrganismo
nos produtos beneficiados pelas indUstrias paraenses,
qualificou-os como alimentos propios para 0 consumo em
relacdo a esse importante agente de infeccéo alimentar.

Na contagem de S. aureus, o resultado discordante do
padrdo oficid, médiade 1,5% (Tabelal), foi muitoinferior aqueles
determinados em peixe beneficiado em S&o José do Rio Preto-
SP, pescado beneficiado por empresas do estado do Ceara,
amostras de pescado analisadas em Floriandpolis-SC, pescado
de &gua doce comercializado no municipio de AlfenassMG e
camardes de &gua doce (Macrobrachium amazonicum, M.
jelskii) colhidos em Pendpolis-SPeMendonca-SP, quevariaram
de 44,3% até 100,0%°131417,

Contagens de S. aureus acima de 102 UFC/g podem
indicar, a0 mesmo tempo, provavel contaminacdo oriunda de
manipulacdo e inadequada sanitizacdo de utensilios e risco
sanitario potencial, o que torna evidente a importancia do
controle higiénico-sanitério nos estabelecimentos industriais e
comerciais, quanto a méao-de-obra, equipamentos e superficies
que entram em contato com o pescado?®,

O NMP de V. parahaemolyticus demonstrou que esse
microrganismo estava presente em cinco tipos dos produtos
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analisados no nivel de 10 NMP/g, portanto com 100,0% de
concordanciacom o padrado oficial. No entanto, o NMPde Mbrio
spp determinado em amostras de caranguejo (Ucides cordatus)
comerciaizado em Fortaleza-CE variou de 110 a110.000/g, edas
cepasidentificadas 80,00% eram de V. parahaemolyticus'®. Mas,
emboraPereiraet a’ tenhamidentificado esse patdgeno em 13,5%
das amostras de mexilh&o (Perna perna) e 86,4% das amostras
de ostra (Crassostrea rizophorae), procedentes de bancos
naturais erestaurantesno Rio de Janeiro-RJ, o NM P determinado
atendeu também ao padréo fixado pelalegislacdo brasileira.

V. parahaemolyticus foi detectado em cinco tipos de
pescado beneficiado por indlstrias paraenses (Tabela 1), porém
em todos eles 0 NMP estava de conformidade com alegislacéo
vigente. De modo semelhante, esse patégeno foi também
identificado em umaamostrade ostra (Crassostrea rizophorae)
coletada em estuério na cidade de Fortaleza-CE e em 8,0% das
amostras cruas e 11,5% das amostras pré-cozidas de mexilhdo
(Perna pernas) procedentes de cultivo na cidade do Rio de
Janeiro-RJ*%,

Diferentemente da metodol ogia empregada na presente
pesquisa, V. parahaemolyticus foi também detectado através
datécnicade contagem em diversas espécies de peixe comercial
exposto ao consumo no municipio de Sao José do Rio Preto-SP,
cujo resultado nas condicdes da pesquisa realizada atendeu ao
padréo fixado pelalegislacéo brasileiravigente, maximo 5,0x10°
UFC/g®.

Na contagem de coliformes fecais apenas um baixo
nimero de oito (6,1%) amostras estava em desacordo com o
padréo oficial. Esse resultado foi superado, em termos
comparativos, por aqueles determinados através do NMP em
pecas congeladas de tilapia (Orochromus niloticus), camardes
de agua doce e pescado comercial fresco®*2, Foi, no entanto,

comparativamente semelhante, 98,5% para 100,0% de
concordanciacom osrespectivos padrdes, ao resultado do NMP
determinado em diferentes espécies de peixe comercial exposto
ao consumo em S&o José do Rio Preto-SP, que estava de
conformidade com o padréo oficial®®.

Né&o foi confirmada a presenca de E. coli entre os
coliformes termotol erantes, em nenhum dos tipos de pescado
analisados. No entanto, a presenca de E. coli foi confirmada
em duas (18,2%) das espécies de peixe comercial exposto ao
consumo em S&o José do Rio Preto-SP®; apresencadeE. coli
foi também confirmadaem oito (66,7%) dasamostrasde camaréo
dulcicola(Machrobrachiumamazonicume M. jelskii) integral
e descabecado, colhidos em Pendpolis-SP e Mendonca-SP*.
Muratori et al?* apenas referiram-se ao isolamento de E. coli
em 14 (41,2%) das amostras de carpa capim (Curimatus
ciliatus) comercializadaem Terezina-PI? e Vieiraet al (2004),
do mesmo modo, apenasinformaram aidentificacéo deE. coli
no decorrer de pesquisa de Vibrio spp e Salmonella spp em
amostras de caranguejo (Ucides cordatus) comercializado em
Fortdeza-CE.

Os resultados precedentes que indicaram discordancia
com o padréo oficial para coliformes fecais, 5 x 10° UFC/g,
inclusive o da presente pesquisa e aqueles que confirmaram a
presenca de E. coli nos respectivos produtos sao preocupantes,
poisrepresentam alimentosimproprios parao consumo do ponto-
de-vista sanitério erisco potencial paraasalide do consumidor.

A ocorrénciadesse grupo de microrganismos em pescado
podeindicar capturarealizadaem ambientes com poluicdofecal.
Falhas ocorridas durante a captura, manipulacao,
armazenamento, transporte e beneficiamento, podem ser também
responsabilizados pela ocorréncia de coliformes fecais
termotolerantes e E. coli em pescado.

Tabela 1. L evantamento daqualidade microbiol 6gi ca de pescado beneficiado por indUstrias paraenses, no periodo de Maio de 2005
aJaneiro de 2006, segundo o tipo de produto, as andlises realizadas e a comparacdo dos resultados com padrdes oficiais. Belém,

2008,
Tipo de produto Andliseredizada
Pesquisa de Contagem de Contagemde NMP de Vibrio
Salmonella Saphylococcus aureus coliformesfecais parahaemolyticus
Dentro Fora Dentro Fora Dentro Fora Dentro Fora
padréo padréo padréo padrao padréo padréo padréo padréo
n % n % n % n % n % n % n % n %
Peixe?. 51 1000 O 00 50 980 1 20 48 941 3 59 20 1000 O 0,0
Filépeixe. 54 1000 O 00 53 981 1 19 50 926 4 74 13 1000 O 0,0
Peixe” posta 9 1000 O 0,0 9 1000 O 0,0 9 1000 O 0,0 - - - -
Peixeinteiro®. 2 1000 O 0,0 2 1000 O 0,0 1 500 1 500 - - - -
Peixe? fresco 4 1000 O 00 4 1000 O 00 4 1000 O 0,0 4 1000 O 0,0
Camardo s/cabeca? 10 1000 O 00 10 1000 O 00 10 1000 O 00 10 1000 O 0,0
Caudalagoste? 3 1000 O 0,0 3 1000 O 00 3 1000 O 0,0 3 1000 O 0,0
Total 133 1000 O 00 131 985 2 15 125 939 8 61 50 1000 O 0,0

Nota: a=eviscerado; b= congelado; dentro do padréo= de conformidade com o padrédo oficial, proprio para consumo; fora do padréo= sem conformidade

com o padr&o oficial, impréprio para o consumo.
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CONCLUSOES

Os resultados do levantamento realizado permitiram
concluir:

1.Todos os produtos de pescado analisados estavam de
conformidade com o padréo microbiol égico oficia de Salmonella
spp, auséncia em 25g de produto.

2.A quase totalidade das amostras de produtos de
pescado beneficiados por industrias paraenses estava de
conformidade com os respectivos padrfes oficiais dos demais
microrganismos analisados.

3.0s percentuais abaixo de 10% de amostras néo
concordantes com os padrdes de contagem de coliformesfecais
e contagem de Staphylococcus aureus, respectivamente, em
peixe eviscerado congelado, filé de peixe congelado e peixe
inteiro congelado e em peixe eviscerado congelado e filé de
peixe congelado, podem indicar provavel contaminacdo fecal
da &gua no ambiente de captura ou nas industrias e provavel
contaminacdo cruzada no processamento dos produtos.
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RESUMO

Os perfis de resisténcia de Saphylococcus aureus isolados a partir do leite de vacas com mastite, éstios
papilares dos tetos e das teteiras foram estudados. As amostras de leite e dos éstios foram obtidas antes
da ordenha dos animais e as das teteiras antes e durante a ordenha. Os testes de sensibilidade in vitro
foram realizados de acordo com a técnica de Kirby e Bauer, utilizando-se 12 principios ativos, com
confirmacdo préviadetodasasamostrasde S. aureus por técnicas moleculares. O perfil deresisténciamais
comum de S. aureus isolados no leite, éstios e insufladores foi a penicilina (48,3%, 36,8% e 25,9%,
respectivamente). Além disso, em todas as fontes estudadas encontrou-se S. aureus com resisténcia a
oxacilina, com caracteristicas de multiresisténciaaoutros antimicrobianos. O tratamento damastite bovina
deve ser realizado somente apds 0 conhecimento da sensibilidade dos microrganismos responsaveis pela
etiologia da doenca aos diversos antimicrobianos. O isolamento de estirpes resistentes a oxacilinailustra
0s riscos de transmissdo destes patdgenos pelo leite.

Palavras-chave. mastite, S aureus, leite, resisténciaaantimicrobianos.

ABSTRACT

The resistance patterns of Saphylococcus aureus isolated from milk of dairy cows with mastitis, teat
orifices and mouthpieces of the liners were studied. The samples from the milk and teat orifices were
obtained before milking and samples from mouthpi eces were obtained before and in the course of milking.
TheKirby and Bauer standardized disc diffusion test was performed with previous confirmation of isolates
by molecular method. Theresistanceto penicillin was predominant to theisolates from milk, teat orifices
and mouthpieces (48.3%, 36.8% and 25.9%, respectively). The resistance to oxacillin was found in all
sources studied, with characteristics of multidrug resistance. The bovine mastitistreatment isrecommended
after sensitivity tests to the different antimicrobials of microorganisms responsible by aetiology. The
identification of strains oxacillin-resistant explains the care with the possibility of transmission of S
aureusby milk.

K ey words. mastitis, S aureus, milk, antimicrobial resistance.
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INTRODUCAO

Saphylococcusaureus € umaimportante causade mastite
(inflamac&o daglandulamaméria) em vacas|eiteiraseasglandulas
mamarias S0 0s principais reservatorios a partir dos quais as
bactérias sdo transmitidas para as outras vacas. Apesar de
medidas preventivas evitarem a transmissao do patdgeno de um
animal aoutro e reduzirem aincidéncia da doenca, as infecctes
originadas de outras fontes como a ordenhadeira, o ar, apele do
animal e humanos, contribuem para a manutencdo da doencano
rebanho!. A bactéria também é conhecida como causadora de
vérias doencas purulentas no homem eanimais, com possibilidade
de transmisso entre ambos. Existem relatos sobre a ocorréncia
de cepas de S aureusisoladas de leite bovino associadas a casos
de infeccdo humana e resistentes a varios antibiéticos. O
acompanhamento dos perfis de resisténcia aos antimicrobianos
de S aureus éamplamente utilizado como ferramentaem estudos
epidemiol égicos de casos de infeccéo hospitalar em humanos’.

A sensibilidade de S aureus aos diferentes antibidticos
empregados no tratamento das doencas animais é de grande
importanciaparao médico veterinario, poisvisafornecer subsidios
paraaterapiado animal acometido, bem como paratodososanimais
do rebanho submetidosasmesmas condicBesde manegjo g, portanto,
sob 0s mesmos riscos de infecgdo. Por todo o mundo, 0 aumento
deprevaénciade S aureusmulti-resistentes causadores de mastite
bovina é grave, com areducdo daefetividade de antimicrobianose
0 aumento da morbidade e dos custos para combater a doenca.
Existe heterogeneidade genética consideravel em populacdes
naturais de S aureus. Além disso, este € um importante patégeno
responsavel por casosde doencasdeorigem alimentar, por meioda
ingestdo de toxinas, constituindo um problema de salide puiblica®“.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como
objetivo estudar os perfis de resisténcia de S. aureus isolados
dos 6Ostios dos tetos e do leite de vacas em lactacdo, além das
teteiras dos conjuntos de ordenha, a fim de caracterizé-los e
analisar o antibiogramacomo um teste discriminatério paraestes.

MATERIAL E METODOS

Aprovado pelo Comité de Etica da Embrapa Pecuéria
Sudeste em 14/04/2008

Caracteristicasdapropriedaderural edorebanho

As vacas lactantes do Centro de Bovinos de Leite do
Instituto de Zootecnia de Nova Odessa, Sao Paulo, foram
estudadas. A ordenha era mecanica em sistema de circuito
fechado e realizada duas vezes ao dia. A populacdo bovina
constituiu-se de vacas PO., holandesas e pardo-suicas.

Selecdodosanimais
Entre agosto de 2005 e dezembro de 2006, todas asvacas
lactantes e sadias foram submetidas mensalmente a prova do

California Mastitis Test (CMT) para o diagnéstico de mastite
subclinica ou inaparente, na qual reacdes positivas eram
verificadas por meio da formacdo de viscosidade a leitura da
mistura entre leite e reagente. Investigou-se, também, animais
com o quadro clinico de mastite, com alteragdes macroscépicas
doleite ou daglandulamaméria. Durante 0 estudo, amedianade
vacas em lactacdo na propriedade foi de 52 animais, com um
ndmero minimo de 40 e maximo de 66 animaisem lactacdo.

Amostragem deleitedosquartosmamarios

Asamostras de | eite que apresentaram qual quer grau de
reacdo ao CMT e as de quartos mamarios com mastite clinica
foram colhidas de acordo com os procedi mentos recomendados
pelo National Mastitis Council °. Apdsalimpezado 6stio papilar
com @cool etilico 70% (v/v), utilizou-se tubos de ensaio
esterilizados e coletou-sede 2 a5 mL deleite, em duplicatas, de
cadaquarto mamario, antesdoinicio daordenha. Estasamostras
foram acondicionadas em recipientes com gelo e levadas ao
laborat6rio paraisolamento e identificac8o bacterianos.

Amaostrasobtidasapartir doséstiospapilares

Imediatamente apés a anti-sepsia efetuada pelo
ordenhador, coletou-se amostras dos Gstios papilares de animais
positivos ao CMT, independentemente se todos os quartos foram
reagentes, com o auxilio de suabe estéril, por meio da realizacdo
demovimentoscircularessobreo éstic®. O transportefoi redizado
em tubos de vidro individuais com &gua peptonada estéril.

Amostrasobtidasdasteteiras

Suabes estéreis foram friccionados em movimentos
circulares na porcéo final de cada um dos insufladores (quatro
por cada conjunto de ordenha), em todos os conjuntos da
ordenhadeira’. Os suabesforam transportados em tubosdevidro
individuais com agua peptonada estéril. As colheitas foram
realizadas durante e ap0s as ordenhas.

| solamento eidentificacdo de Saphylococcusaureus

O leite oriundo dos quartos maméarios foi semeado
diretamente em placas de Petri com &gar sangue de ovino a5%,
com auxilio de al¢a de platina, enquanto as amostras oriundas
dos 6stios e dos insufladores foram semeadas com os suabes
utilizados nas colheitas. Todas as placas foram incubadas por
18 a24 horas, a37°C. Ascolbniasforam submetidas acoloracéo
de Gram, com posterior realizacdo das provas de catalase e
coagulaselentacom plasmade coelhc®. Oscocos Gram-positivos
com reagdes positivas nas provas dacatal ase e coagul ase foram,
entdo, submetidos a prova para verificacdo da producdo de
acetoina e utilizacdo da maltose e da trealose. As amostras
positivas a estas provas foram classificadas como S aureus °.

Testedesensibilidadeaantimicrobianos

Os isolados foram submetidos aos testes de
sensibilidade in vitro a partir da técnica de difusdo em disco™®
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em placasde agar M Ueller-Hinton, frente a 12 antimicrobianos
representados pela gentamicina (10 ug), penicilina (10 Ul),
oxacilina (1 ug), tetraciclina (30 ug), cefepime (30 ug),
cloranfenicol (30 ug), eritromicina (15 ug), sulfazotrim (25 ug),
vancomicina (30 ug), clindamicina(2 ug) , ciprofloxacina (5 ug)
erifampicina (5 ug). A afericao dos halosdeinibicao formados
emtorno dosrespectivos principiosativosfoi realizada segundo
0 preconizado pelo National Committee for Clinical
Laboratory Sandards (NCCLS)™.

Anélisesmolecularesdasamostras

Previamente aos testes de sensibilidade in vitro,
confirmou-se a participacdo de S. aureus naetiologiadadoenca
pelaextracdo eamplificagdo do DNA cromossomal especifico'.
Para a extracdo do DNA bacteriano, foi utilizado o Kit GFX
Genomic Blood® (GE Healthcare, Amersham Biosciences, Sao
Paulo, Brasil), que contém o protocol o de extracéo de DNA para
bactérias Gram positivas, as solugdes de lise, de extracdo e de
lavagem e colunas GFX de purificacdo. Foi realizado, também,
um pré-tratamento com lisozimaparaauxiliar nalise bacteriana.

A amplificacdo de fragmentos de DNA cromossdmico
especificodo S aureusfoi realizada de acordo com o protocolo
descrito por Martineau et al.®. As reacBes compreenderam
volume final de 20 uL contendo 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50
mM KCl, 25mM MgCl2, 0,2mM decadadNTP, 0,4 uM decada
oligonucleotideo iniciador Sad42-1 (5'- AAT CTT TGT CGG
TACACGATATTCTTCACG- 3) e Sad42-2 (5'- CGT AAT
GAGATT TCA GTA GATAATACAACA-3),e05UdeTaq
polimerase em amplificacdo do tipo host-start. As misturas de
PCR foram submetidas a desnaturacdo, por 3 min, a94 °C g,
posteriormente, a30ciclosde 1 s, a95 °C, paradesnaturacéo e
30s, a55 °C, parapareamento e extensdo dos oligonucl eotideos
iniciadores. Dez microlitros do produto amplificado foram
visualizados apés eletroforese em gel de agarose em
concentracdo de 2% corado com brometo de etidio. Marcador

detamanho molecular 100 pb foi utilizado como padréo de peso
molecular.

Avaliacao dacapacidadediscriminatériadoantibiograma

A capacidadediscriminatériafoi determinadasegundo
Hunter e Gaston*, pelo célculo do index numérico de
discriminacdo “D”, baseado na probabilidade de duas amostras
nao rel acionadas e tomadas de uma mesma popul agéo, estarem

classificadas em diferentes grupos detipagem. O index foi dado
pela seguinte equacao:

S
D=1-UNNN-1)Z nj(nj-1)

J=1

Onde “N” é o nimero total de amostras na populacéo,
“S’ é o nlUmero total de tipos descritos e “ n’ € 0 nimero de
amostras pertencente a cada tipo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na mastite bovina, os programas de controle de S aureus
estao focados no combate a disseminacéo dos microrganismos de
anima para anima e o monitoramento do estado infeccioso do
rebanho é aspecto importante para o controle da doencga'®. O
conhecimento dos padrdes de resisténcia antimicrobiana do
microrganismo énecessario efundamental parao desenvolvimento
de métodos preventivos que sgjam efetivas, assim como para a
construcdo de estratégias de tratamento, quando necessarias®.

NaTabelal encontra-se aclassificacéo de sensibilidade/
resisténcia aos principios ativos testados, de acordo com a
origem dos isolados de S. aureus.

Os principios ativos aos quais 0S microrganismos
originados do | eite e stios apresentaram amaior suscetibilidade

Tabela 1. Resultados do antibiograma (em %) de principios ativostestados contraS. aureus oriundos deleite, 6stios einsufladores.

Sensibilidade Perfil intermediario Resisténcia

Principios ativos L? o [4 L @) I L @) I

Sulfazotrim (147; 56; 27)* 973 91,1 889 00 18 37 27 71 74
Cloranfenicol (145; 56; 27) 95,2 28 889 41 18 74 07 54 37
Oxacilina(145; 56; 27) 9%6,6 67,9 556 00 00 37 34 321 40,7
Gentamicina(146; 56; 27) 918 839 852 20 36 37 62 125 11
Tetraciclina(146; 55; 27) 918 800 815 68 18 00 14 182 185
Rifampicina(146; 55; 27) 849 67,3 593 123 127 148 27 200 259
Cefepime(145; 56; 27) 772 60,7 630 16,6 16,1 37 62 232 333
Clindamicina(147; 56; 27) 694 536 334 258 214 259 48 250 40,7
Ciprofloxacina(145; 56; 27) 655 714 704 283 232 296 6,2 54 00
Eritromicina(147; 55; 27) 3838 364 333 605 52,7 55,6 07 109 111
Penicilina(147; 56; 27) 36,7 179 74 00 00 00 633 81 R6

1 Numero de amostras testadas para leite, Ostios e insufladores, respectivamente; 2 Amostras oriundas do leite; * Amostras oriundas de ostios; *

Amostras oriundas de insufladores.
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foram o sulfazotrim e o cloranfenicol, respectivamente. Os
isolados dosinsufladores também apresentaram suscetibilidade
superior a estes principios ativos, 88,9% para ambos. Por outro
lado, apenicilinafoi o principio ativo ao qual osmicrorganismos
originados de leite, stios e insufladores apresentaram maior
resisténcia (63,3%, 82,1% e 92,6%, respectivamente). Ao
considerar as sensibilidades médias de S. aureus isolados em
leite, Gstios e insufladores aos diferentes antimicrobianos, os
percentuais mai s elevados foram encontrados para o sulfazotrim
(92,4%), cloranfenicol (92,3%), gentamicina(87,0%) etetraciclina
(84,4%) (dados néo tabelados). Considerando-se as médias da
resisténcia aos antimicrobianos das trés fontes estudadas, os
principios aos quais 0S microrganismos apresentaram as
percentuais mais elevadosforam apenicilina (79,3%), oxacilina
(25,4%), clindamicina (23,5%) e cefepime (20,9%) (dados ndo
tabelados). Nivels superiores de resisténcia a oxacilina foram
verificados para as amostras originadas de 0stios e insufladores
(32,1% e 40,7%, respectivamente), enquanto nos isolados
originados do leite dos quartos mamarios foi encontrado um
percentual deresisténciaaoxacilinaigual a3,4%.

Na Tabela 2 encontram-se os diferentes padrdes de
resisténcia aos antimicrobianos para as estirpes de S aureus
isoladas no leite.

No leite dos quartos mamarios com mastite houve uma
maior preval énciade estirpes com resisténcianicaapenicilina
(48,3%), seguidas por aquel as que ndo apresentaram resisténcia

a quaisquer dos antimicrobianos testados (33,8%). A
sensibilidade atodos os principios ativos testados foi inferior a
encontradapor Ferreiraet al.*2, cujosresultadosrevelaram 75,3%
de estirpes de S aureus isoladas de casos de mastite bovina
sensiveis a todos os antimicrobianos testados. Lange et a.®
relataram 48,5% de isolados de S. aureus sensiveis a todos os
antimicrobianos testados e 43,9% resistentes a penicilina e a
ampicilina. O amplo uso de penicilinas na medicinaveterinaria
pode favorecer o desenvolvimento de resisténcia e explicar a
maior preval énciade amostras resi stentes aeste principio ativo.

Codtaet a.* também referiram-seaumamaior resisténcia
de Staphylococcus isolados de casos de mastite clinica e
subclinica aos antimicrobianos do grupo dos betalactamicos-
penicilina. Estes microrganismos produzem betal actamases com
capacidade de cindir o anel betalactdmico da estrutura do
antimicrobiano, constituindo-se no principal mecanismo de
resisténcia. Em humanos, o aumento da resisténcia bacteriana
em amostras isoladas de processos infecciosos parece nao ser
somente pel o mau eintensivo uso, mastambém pelatransmissdo
via alimentos de origem animal ou pelo contato direto com
animais de producao.

Duzentos e doze isolados de S aureus obtidos de 58
propriedades leiteiras foram examinados quanto a resisténcia a
antimicrobianoseumtotal de 24,5% foram resistentesapel o menos
um antimicrobiano dentre ostestados. A resisténciaapenicilinae
a sulfadimetoxina foram as mais comuns (9,9% e 7,5%,

Tabela 2. Padrdes de resisténcia aos antimicrobianos de estirpes de S aureus isoladas no |eite em casos de mastite bovina.

Fendtipos de resisténcia aos antimimcrobianost N° de estirpes %?
Pen 0 483
Sensibilidade a todos os antimicrobianos testados viel 338
Pen, Cip 5 34
Pen, Gen 3 20
Pen, Cpm 2 14
Pen, Oxa, Cpm, Cli, Rif, Sut, Gen 1 07
Pen, Oxa, Cpm, Cli, Rif, Gen 1 0,7
Pen, Oxa, Cpm, Sut, Cli, Gen 1 07
Pen, Oxa, Cpm, Cli, Cip, Gen 1 07
Pen, Oxa, Cpm, Sut, Cli, Rif 1 07
Pen, Cpm, Clo 1 07
Pen, Cpm, Cip 1 07
Pen, Eri 1 07
Pen, Sut 1 07
Pen, Rif 1 07
Pen, Tet 1 07
Pen, Cli 1 07
Cpm,Cip 1 0,7
Gen 1 07
ci 1 07
Cip 1 0,7
Tota 145 1000

1Pen: penicilina; Gen: gentamicina; Oxa: oxaciling; Cpm: cefepime; Eri: eritromicina; Cli: clindamicina; Tet: tetracicling; Rif: rifampicina; Sut:
sulfazotrim; Clo: Cloranfenicol; Cip: ciprofloxacina. 2 (porcentagens relacionadas ao total de amostras).
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respectivamente)®. Dentre 815 amostras isoladas de casos de
mastite bovinat®, todasforam sensiveisaoxacilina, ciprofloxacing,
tiamulina, vancomicina, virgiamicina, ceftiofur, florfenicol,
quinupristina/dalfopristina e trimetoprim+sulfametoxazole,
enquanto 32,4% dasamostrasforam resistentesapenicilina. André
et al*® verificaram que, dentre S. aureus obtidos a partir de
manipuladores, amostras de leite cru e queijo, todos foram
suscetivels a ciprofloxacina e a gentamicing, enquanto 65,4%
apresentaram resisténcia a penicilina e 3,8% a oxaciling; 15,4%
foram suscetiveis a todos os antimicrobianos testados
(eritromicina, ciprofloxacing, tetraciclina, gentamicina, vancomicina,
oxacilina e penicilina) e 25% foram resistentes a mais de um
antimicrobiano. Pacheco et al.?® encontraram percentual de
resisténecia de S aureus a penicilina de 75,1% e verificaram
sensibilidade das amostras a associacdo entre trimetoprim e
sulfonamidas, que reduziu-se conforme o andamento do estudo.

Condtitui-se em um motivo de preocupacdo aocorrénciade
S aureus resistentes a mais de um principio ativo, o que traz
dificuldades ao tratamento de animais com madtite. Porém, o vaor
aqui encontrado (15,9%) foi inferior ao citado por Nader Filhoetd 2,
igud a100,0%. O isolamento de S aureus resistentes a diferentes
grupos de antibidticos usados no combate da mastite pode estar

condicionado, entre outros fatores, a mau uso de produtos com a
gplicacdo em subdosagens ou um periodoinsuficiente de tratamento
dosanimais. Associados asnormas higiénicas de mang o deordenha
mal conduzidas, estes fatores favorecem a existéncia de portadores
de S aureus resstentes e facilitam a tranamissio dessas bactérias
entre animais de um mesmo ambiente, inclusive pelas méos do
ordenhador e de utensilios destinados & ordenhée’.

A tipagem epidemi ol 6gica de amostras bacterianas pode
ser feita por uma ampla variedade de técnicas. O poder
discriminatério de um método de tipagem, por sua vez, é a
habilidade do método em distinguir entre amostras néo
relacionadas e é determinado pelo nimero de tipos definidos
pelo teste e as freqiiéncias relativas destes tipos*. Vinte e um
padrdes foram identificados para as estirpes de S. aureus
isoladas no leite de quartos com mastite. Assim, a capacidade
da técnica do antibiograma em distinguir as amostras de S
aureus oriundas do leite de vacas com mastite foi de 65,5%.
Estevalor foi superior ao encontrado por Ferreiraet al.?, igua a
42%, poréminferior ao de Lange et a6, querelataram 85%.

Na Tabela 3 estdo contidos os diferentes fendtipos de
resisténcia aos antimicrobianos de S. aureus isolados a partir
dos ostios.

Tabela 3. Padrdes de resisténcia aos antimicrobianos de estirpes de S. aureus isoladas em 6stios de tetos oriundos de quartos

mamarios sadios.

Fendtipos de resisténcia aos antimicrobianost N° de estirpes %?

Pen 2l 3634
Sensibilidade a todos os antimicrobianos 8 1404
Pen, Oxa, Cpm 4 702
Pen, Oxa, Cpm, Eri, Cli, Rif 2 351
Pen, Tet 2 351
Pen, Cip 2 351
Pen, Oxa, Cpm, Rif 1 175
Pen, Oxa, Cpm, Cli, Rif 1 175
Pen, Cli 1 1,75
Pen, Oxa, Cpm, Eri, Sut, Cli, Tet, Rif, Gen 1 175
Pen, Oxa, Cpm, Eri, Cli, Tet, Rif, Gen 1 175
Pen, Oxa, Cpm, Eri, Cli, Tet, Rif, Clo 1 175
Pen, Oxa, Cpm, Eri, Cli, Clo, Gen 1 175
Pen, Oxa, Cpm, Sut, Tet, Clo, Gen 1 175
Pen, Oxa, Cpm, Cli, Tet, Rif, Gen 1 175
Pen, Oxa, Cpm, Cli, Tet, Rif 1 175
Pen, Oxa, Cpm, Cli, Tet 1 175
Pen, Oxa, Cpm, Cli, Sut 1 175
Pen, Cli, Tet, Rif, Gen 1 1,75
Pen, Oxa, Cpm, Sut 1 175
Pen, Cpm, Rif 1 175
Pen, Cip, Gen 1 175
Cpm, Cli 1 1,75
Cpm 1 175
Total 57 1000

1Pen: penicilina; Gen: gentamicina; Oxa: oxaciling; Cpm: cefepime; Eri: eritromicina; Cli: clindamicina; Tet: tetracicling; Rif: rifampicina; Sut:
sulfazotrim; Clo: Cloranfenicol; Cip: ciprofloxacina. 2 (porcentagens relacionadas ao total de amostras).
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Nos 6stios foram encontrados 24 diferentes padrdes
de resisténcia, com 36,8% de resisténcia Unica a penicilina e
14% de suscetibilidade a todos os antimicrobianos. Estes
valores foram inferiores aos encontrados para 0s
microrganismos isolados do leite, cujas porcentagens foram
de 48,3% e 33,8%, respectivamente. A capacidade
discriminatéria do antibiograma em distinguir as amostras de
S. aureus isoladas em ostios foi de 84,5%, superior a
encontrada para as amostras isoladas a partir do leite dos
animais com mastite. Além disso, enquanto os isolados do
leite exibiram cinco padrdes que abrangeram a resisténcia a
oxacilina, um total de 3,4% do total de amostras, S. aureus
isolados apartir dos 6stios exibiram 14 padrfes que abrangeram
aresisténciaaeste principio ativo, o que correspondeu a 31,6%
das amostras. Os isolados provenientes dos 0stios
apresentaram uma maior amplitude de resisténcia aos
antimicrobianos, quando comparados aos oriundos do leite
dos quartos com mastite. Este fato ndo significa,
necessariamente, que 0s microrganismos responsaveis pela
mastite bovina ndo apresentam um maior nimero de padrées
de resisténcia. Talvez haja a possibilidade deles, no caso do
isolamento feito apartir do |eite, se encontrarem no interior de
fagocitos e apresentarem uma possibilidade menor de
isolamento bacteriol 6gico.

A Tabela 4 apresenta S. aureus oriundos dos
insufladores, com os respectivos perfis de resisténcia.

Deacordo comatabela4, S aureuscomresisténciadnica
a penicilina foram mais comuns (25,9%). Este porcentua foi
inferior aos encontrados no leite e em éstios (48,3% e 36,8%,
respectivamente). Os microrganismosisolados nosinsufladores
apresentaram 18 padrdes diferentes, comparados aos 21 e 24
padrées das amostras de leite e éstios, respectivamente. A
capacidade discriminatéria do antibiograma para as amostras
dos insufladores foi de 93,2%, superior as obtidas para os
microrganismosisolados no leite (65,5%) e em éstios (84,5%).

A multiplaresisténcia de estirpes de S. aureus isoladas
da &gua usada no processo de obtencdo do leite foi constatada,
em propriedades rurais da regido de Jaboticabal, Sdo Paulo?.
Os achados foram preocupantes pelo papel da agua como
veiculadora de agentes infecciosos da mastite bovina, além da
totalidade de S. aureus isolados apresentarem-se como
resistentes a oxacilina. Concomitantemente as coletas de
amostras ef etuadas e constantes do presente trabal ho, S. aureus
foram pesquisados na &gua utilizada para a higienizacdo das
teteiras e para a lavagem dos tetos das vacas, imediatamente
antes da ordenha e esta espécie ndo foi isolada. Também no
presente trabalho, uma proporcdo superior de isolados
resistentes a oxacilina nos insufladores e nos éstios dos tetos
foi encontrada, em relacdo as amostras de leite. Poderiam estes
achados estar relacionados com a presenca das bactérias na
aguade higienizacdo, onde asteteiras eram mergul hadas ap6s a
ordenha de cada animal, antes de serem colocadas no proximo

Tabela 4. Distribuicdo das estirpes de S. aureus isoladas de insufladores dos conjuntos de ordenha e seus padrfes de resisténcia.

Padrao de resisténcia Ne de estirpes %?
Pen 7 259
Sensibilidade a todos os antimicrobianos 2 74
Pen, Cli 2 74
Pen, Oxa, Cpm 2 74
Pen, Oxa, Cpm, Eri, Cli, Tet, Rif, Gen 1 91
Pen, Oxa, Cpm, Cli, Tet, Rif, Gen 1 37
Pen, Oxa, Cpm, Eri, Cli, Rif 1 37
Pen, Oxa, Cpm, Cli, Tet, Rif 1 37
Pen, Oxa, Cpm, Sut, Cli, Rif 1 37
Pen, Oxa, Cpm, Cli, Rif 1 37
Pen, Cpm, Cli, Tet, Gen 1 37
Pen, Oxa, Cpm, Cli 1 37
Pen, Oxa, Cpm, Sut 1 37
Pen, Oxa, Cpm, Tet 1 37
Pen, Eri, Cli 1 37
Pen, Clo 1 37
Pen, Com 1 37
Pen, Rif 1 37
Tota 27 1000

1Pen: peniciling; Gen: gentamicina; Oxa: oxaciling; Cpm: cefepime; Eri: eritromicing; Cli: clindamicing; Tet: tetracicling; Rif: rifampicing;
Sut: sulfazotrim; Clo: Cloranfenicol; Cip: ciprofloxacina. 2 (porcentagens rel acionadas ao total de amostras).
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animal a ser ordenhado. Porém, conforme mencionado
anteriormente, ndo isolou-se S. aureus em amostras de agua.
Assim, apesar de ndo ser estudada a presenca destes
microrganismos nas maos dos funcionérios responsaveis pela
ordenha, estes poderiam carrear as bactérias até osinsufladores
e para os 0stios dos tetos, no momento em que as teteiras eram
manuseadas antes da ordenha das vacas ou mesmo durante o
manuseio dostetos durante alavagem com &gua, imediatamente
antes da ordenha.

Microrganismos com resisténcia as penicilinas
resistentes a penicilinase e classificados como S. aureus
meticilina(oxacilina)-resistentes (“MRSA") sdo freqlientemente
resistentes a maioria dos agentes antimicrobianos, incluindo
os aminoglicosideos, macrolideos, cloranfenicol, tetraciclinae
fluorquinolonas®?, |solados“MRSA” devem ser considerados
resistentes a todas as cefalosporinas e outros 3-lactamicos
como a ampicilina, a amoxicilina, o acido clavulanico, a
combinacgdo ticarcilina-&cido clavulanico e os carbapenos,
devido aos resultados dos testes de sensibilidade in vitro
obtidos, além de existirem evidéncias clinicasde que osisolados
de S. aureus resistentes a oxacilina ndo respondem ao
tratamento in vivo com cefalosporinas. A infeccdo do homem
pelo consumo de produtos como o leite contaminado com
linhagens “MRSA” de origem animal é possivel e, uma vez
ocorrida a transferéncia interespécie, estes microrganismos
podem tornar-se disseminados no meio animal®.

Strommenger et al.? relataram elevada prevaléncia de
novas amostras epidémicas emergentes de MRSA, com menor
amplitude dos padrfes de resisténcia. Porém, dentre as cinco
amostras de S. aureus agui isoladas a partir do leite, com
resisténcia a oxacilina (Tabela 1), todas foram resistentes a
multiplos principios ativos. Segundo relatos prévios, as
amostras MRSA demonstraram fenétipo de multiresisténcia,
porém com sensibilidade a ciprofloxacina e ao sulfazotrim?,
diferentemente de isolados humanos?” em que apenas 8,8% de
MRSA foram sensiveis aciprofloxacina. Haapossibilidade do
uso de penicilinas no tratamento da mastite elevar aincidéncia
de MRSA em vacas e a sua associacdo com a mastite. No
presente trabalho, entre os isolados MRSA identificados pelo
antibiograma e originados do leite de quartos mamérios com
mastite, 60% (3/5) foram resistentes ao sulfazotrim e a
rifampicina, 80% (4/5) apresentaram resisténciaagentamicinae
todos foram resistentes a clindamicina

A resisténcia estafilocicica a meticilina estd associada
a aquisicdo do cassete cromossdmico mec, considerado uma
ilha de resisténciae composto pel o gene estrutural meca. A sua
expressdo resulta na producdo de PBP 2, uma proteina com
alto peso molecular e baixa afinidade a antibiéticos
betalactdmicos®. Em estudo com 28 amostras de S. aureus
resistentes a oxacilina, todas continham o gene Meca. Destas,
23 eram resistentes a eritromicinae/ou aclindamicinae em 15
destas 0 gene erm (A) estava presente, enquanto em oito
detectou-se o gene erm (C)%. Lee®” relatou 17 S. aureus
resistentes a oxacilina de um total de 265 isolados a partir do
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leite bovino, em que 12 eram meca-positivos. H4 uma
concordancia de 97,6% entre resultados de resisténcia de S
aureus a oxacilina, pelo teste de difusdo com discos, com os
resultados de PCR parao gene Meca e um porcentual de 93,9%
de amostras resistentes a oxacilina pelos testes com disco
apresentaram o gene Meca®. Porém, ndo é excluida a
possibilidade de S. aureus resistentes a oxacilina pelo teste de
difusdo de disco, mas Meca-negativos, apresentarem mecanismo
de resisténcia ndo mediado por Meca, associado com outros
mecanismos. Santos et al.?, por exemplo, dentre 17 amostras
de S. aureus responsaveis por casos de mastite bovina e
resistentes & oxacilina no teste de difusdo, ndo observaram a
amplificacdo do fragmento correspondente ao Meca em
nenhuma. Sugeriu-se que a resisténcia a oxacilina decorria da
hiperproducdo de betalactamases e da presenca do gene fem.

Estudos que tratam da sensibilidade a antimicrobianos
de microrganismos causadores de mastite em vacas leiteiras
no Brasil, apontam para o crescente aumento dos padrées de
resisténcia, principalmente por partede S. aureus. Osriscosa
salde do consumidor séo evidentes, pelo uso indiscriminado
de medicamentos para o tratamento da doenca no animal e a
possibilidade de residuos de antimicrobianos no leite, o que
pode acarretar a selecdo de bactérias resistentes em
humanos®.

CONCLUSOES

A escolha do medicamento a ser utilizado para o
tratamento da mastite bovina por S. aureus deve ser feita apos
o conhecimento do perfil de sensibilidade dos microrganismos
frente aos antimicrobianos, paragjudar natomada de decisbese
reduzir perdas na producéo de leite, além de impedir o
aparecimento de estirpes resistentes. O perfil de resisténcia a
penicilinafoi predominante, o que demonstraapossibilidade de
ineficacia deste principio ativo no tratamento da doenca. O
isolamento de estirpes resistentes a oxacilina ilustra os riscos
de transmisséo destes microrganismos pelo leite.
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RESUMO

Salmonella sp. é freqlientemente isolada em alimentos de origem avicola, sendo uma das principais
causas de Doencas Transmitidas por Alimentosno Brasil, bem como representarisco asegurancaalimentar
no ambito mundial. Por conseguinte, como formade controle, o governo federal instaurou 0 monitoramento
de carcacas de frangos quanto a presenca do microrganismo. O presente estudo investigou a ocorréncia
de Salmonella sp. em carcagas de frangos abatidos e comercializados em municipios do estado de Goias-
GO, Brasil. Foram analisadas 363 amostras provenientes de abatedouros inspecionados pelo servico de
fiscalizacdo federal, no periodo de julho a dezembro de 2006. Empregou-se a andlise bacteriol gica por
metodol ogia convencional, recomendada pela Legislacdo Brasileira. A presenca de Salmonella sp. foi
constatada em 52 carcacas. Foram identificados 11 sorovares e quatro formulas antigénicas: Salmonella
Albany, Salmonella Enteritidis, Salmonella Saintpaul, Salmonella Schwarzengrund, Salmonella Tennessee,
Salmonella Infantis, Salmonella Mbandaka, Salmonella Panama, Salmonella Muenchen, Salmonella
Emek, Salmonella Typhimurium, Salmonella enterica subespécie enterica 45:-:1,7, Salmonella enterica
subespécieenterica4b:-:1,2, Salmonella enterica subespécie enterica4,5:-:- e Salmonella entericasubespécie
enterica6,7:-:-. Observou-se apredominanciade Salmonella Albany e verificou-se o percentual de 14,32%
de amostras positivas para Salmonella o que indicou risco a salde coletiva e comprometimento da
seguranca alimentar dos produtos e subprodutos de frangos.

Palavras-chave. carcacas, frangos, Salmonella, sorotipos.

ABSTRACT

The occurrence of Salmonella sp. in food has been a crucial topic of worldwide concern. Under this
circumstances, the present study was undertaken to investigate the presence of Salmonella sp. In broilers
young chickens slaughtered and commercialized in the State of Goiéds. From July to December 2006, 363
chicken carcasses samples were collected from slaughterhouse inspected under the Federal Inspection
Service. The sampleswere assayed by conventional bacteriological analysis, and the bacteriawereisolated
in 52 carcasses. Eleven sorovars and four antigenic formulas were found: Salmonella Albany, Salmonella
Enteritidis, Salmonella Saintpaul, Salmonella Schwarzengrund, Salmonella Tennessee, Salmonellalnfantis,
Salmonella Mbandaka, Salmonella Panama, Salmonella Muenchen, Salmonella Emek, Salmonella
Typhimurium, Salmonella enterica subspecies enterica 45:-:1,7, Salmonella enterica subspecies enterica
45:-:1,2, Salmonella enterica subspecies 4,5:-:-, and Salmonella enterica subspecies6,7:-:-. As 14.32% of
samples were Salmonella sp. Positive, these findings point out a risk to the public health, and also the
contaminated chicken meats and their sub-products might be a hazard for food safety.

Key words. broilers, carcasses, Salmonella, serotypes.
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INTRODUCAO

A seguranca alimentar engloba a manutencao e a
disponibilidade de alimentos apopulacéio mundial, além de estar
fortemente associada as questdes do risco imputado aos
alimentos que podem veicular agentes biol 6gicos, quimicos ou
fisicos oferecendo risco a salide do consumidor?.

Sob a 6ticado desenvol vimento tecnol égico e cientifico,
a avicultura de corte brasileira é considerada como um dos
segmentos do agronegdcio nacional de maior investimento em
tecnologia e pesquisa dos ultimos 40 anos e esta caracteristica
reflete diretamente sobre a expansdo mercadol gica?.

A comercializacgo de alimentos, sobretudo de origem
animal, vincula-se as barreiras sanitarias, as quais assumiram
grandeimporténcianacional einternacional, umavez que ospaises
importadores evitam a entrada de produtos contaminados com
patégenos em seus sistemas de producéo animal e, conseqliente
contaminacao do consumidor, 0 que reforca as exigéncias
relacionadas as relagdes comerciais e epidemiol dgicas quanto a
seguranca alimentar. Logo, o alto padréo sanitario da avicultura
brasileira € um dos principais fatores de qualidade da carne de
frango produzida em sistemas agroindustriais distribuidos,
principalmente, nas regifes Sul, Sudeste e Centro-Oeste.

Considerando o enfoque sanitério e comercial, pode-se
sdlientar o género Salmonella como contaminante em alimentos
de origem vegetal®, em menor escala, e de origem animal muito
freqlientes em produtos lacteos*®, ovos® e carneos”®,
Especificamente aos produtosde origem aviéria, as consideracdes
epidemiol 6gicas e derastreabilidade fundamentam-se em questdes
relativas as Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA'S) o que
torna o seu controle fundamental e obrigat6rio'.

Em 2003, foi decretado como lei alnstrucdo NormativaN°
70, de 10 de outubro, conhecido como Programa de Reducéo de
Pat6genos, Monitoramento Microbiolégico e Controle de
Salmondlla sp. em Carcagas de Frangos e Perus com o principio
basico deassegurar agarantiadaqualidade, com base nosprincipios
de boas préticas de fabricacdo procedimento padréo de higiene
operacional e naanalise de perigos e pontos criticos de control 2.
Dentre asfindidades deste Programa, ressdlta-se a Sistematizacao
de informac&o relacionada a pesquisa de Salmonella, avaliando-
se a contaminacdo e aandise do risco biolégico.

Diante do exposto, o0 presente estudo teve como objetivos
verificar a ocorréncia de Salmonella sp. em carcagas de frangos
abatidos e comercializados em municipios do estado de Goias e
identificar os sorovaresisolados, com o intuito de contribuir com
a geracdo de dados para a cadeia produtiva de carne avicola e
06rgaos de fiscalizag&o que monitoram o risco para salide publica.

MATERIAL E METODOS
O estudo fundamentou-se na pesquisa de Salmonella

sp. em carcacas de frangos abatidos no periodo de julho a
dezembro de 2006, provenientes de cinco abatedouros

localizados em cinco municipios do estado de Goias. Um total
de 363 carcagas, destinadas ao mercado regional e externo,
denotando representatividade para o periodo foram coletadas
sob refrigeracdo etempo inferior a24 horasde abate, subsidiaram
acondutadeinvestigacéo, conforme as determinacdes previstas
pelos métodos analiticos oficiais!! e 0 Programa de Reducdo de
Pat6genos, Monitoramento Microbiolégico e Controle de
Salmonella sp em Carcacas de Frangos e Perus®?.

Inicialmente, de cada amostra, retirou-se 25 gramas, as
quais foram adicionados 225 mL de solucdo salina peptonada
1% tamponada. Em seqiiéncia, homogenei zou-se, por um minuto,
e procedeu-se aincubacdo a 36°C, por 18 horas. Finalizado este
periodo, 0,1 mL da solucéo foi inoculado em 10 mL de caldo
Rappaport Vassiliadis (RV) e ImL em 10 mL de caldo Selenito
Cigtina(SC), comincubagdo a41°C, por 24 horas. Posteriormente,
uma aliquota de cada caldo foi transferida para placas de Petri
contendo &gar verde brilhante com sulfa (BGS) e agar xilose
lisinatergitol 4 (XLT4). Realizou-se asemeaduraem superficie
por esgotamento, de forma a obter coldniasisoladas. As placas
foram incubadas a 35°C, por 24 horas. Apés este periodo, trés
colnias suspeitas de Salmonella, incolores ou de cor rosada
no agar BGS eamarelas com centro negro no &gar XLT4, foram
repicadas para &gar triplice aglcar ferro (TSI) e incubadas a
35°C, por 24 horas.

Os isolados que apresentaram reacdes tipicas do género
Salmonellaem agar triplice aglicar ferro (TSI) foram submetidos
a provas bioguimicas com incubacédo 35°C e monitorados, por
um periodo minimo detrésacinco dias'.

As amostras sugestivas de Salmonella sp. foram
submetidas ao teste soroldgico com anti-soro polivalente “O”,
realizadas a partir de culturas puras com 24 horas de incubacdo
em &gar nutriente. As suspensdes das coldnias foram feitas em
solucdo salina0,85%, esterilizada. Em1aminadevidro, depositou-
Se uma gota da suspensdo e uma gota do anti-soro polivalente
“0", realizando-se movimentos circul ares. A reacdo considerada
positiva para Salmonella foi caracterizada pela presenca
aglutinacdo. Apds a confirmagéo do género por meio da prova
sorolégica, os isolados foram inoculados em &gar nutriente e
incubados a 35°C, por 24 horas.

Seguindo-se as exigéncias da legislacdo vigente!*'2, os
isolados que apresentaram reacdo positiva no teste sorolégico
foram encaminhados em tubos devidamente identificados e
lacrados, para um laboratério de referéncia, no caso, para o
Departamento de Bacteriologia do Laboratério de
Enterobactérias daFundacéo | nstituto Oswal do Cruz (FIOCRUZ
—RJ), pararealizacdo datipificacdo sorol dgica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dentre as 363 carcacas de frango analisadas, isolou-se
Salmonella sp. de 52 amostras (14,32%), sendo consideradas

impréprias parao consumo humano. Esteresultado é semel hante
aquele constatado por Nuneset al.*®, que observaram ocorréncia
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de 13,2% de isolamento de Salmonella sp. em 53 amostras de
frango coletadas em supermercados e casas de carnes, nacidade
deGoiénia.

Ao comparar os dados encontrados no Pais, observou-
se que ha grande variacdo na frequéncia de isolamento de
Salmonella sp., 0 que ndo minimiza o risco de contaminacéo
dosalimentos. Santos et al .** observaram um percentual de 32%
de contaminagado por Salmonella sp. em 150 carcacas de frango
congeladas oriundas de abatedouros localizados no estado de
S&o Paulo. No entanto, em Descalvado, S&o Paulo, Cardoso et
al.’®, ao analisarem 40 amostras de carcacas de frangos
provenientes da industria avicola, ndo observaram amostra
positiva para Salmonella sp. Em contrapartida, também neste
estado, Lirio et a.'® encontraram 77,1% de amostras de frango
in natura positivas parao patégeno. Rezende et al.” constataram
19,8% de positividade pra este patégeno quando avaliaram 96
carcacas de frango, provenientes de abatedouros também do
estado de Goiés.

A soma destes resultados reafirma a presenca do
patdgeno nos ambi entes de plantéi s goianos, que nasuamaioria
sd0 destinados a comercializacdo nacional e internacional e a
necessidade de acbes governamentais mais efetivas para o
monitoramento e control e da contaminacdo deste patégeno nos
plantéis avicolas e em abatedouros.

A presencade Salmonella sp. em aves e em seus produtos
finais apontam para a possibilidade de contaminacdo dos
estabel ecimentos processadores de alimentosde origem animal,
a multiplicaco do agente no ambiente e a contaminacdo do
consumidor. A preocupacao atual com o controle da
contaminacdo de alimentos por Salmonella sp. em alimentos
pode ser associada ao fato de que esta bactéria constitui um
dos principais patégenos associados a doencas causadas pelo

consumo de alimentos contaminados no mundo.

Foram isolados onze sorovares e quatro férmulas
antigénicas (Tabela 1). O sorovar predominante foi Salmonella
Albany (25%) seguido de Salmonella Enteritidis (13,5%). No
entanto, foram identificados 9 sorovarese 4 formulas antigénicas
(Tabelal).

Um dos objetivos da producéo de alimentos de origem
animal éagarantiadasuainocuidade. Muitosfatores predispdem
a contaminacdo das carcagas e seus subprodutos incluindo os
processos de abate e também a fase anterior aos processos,
onde pode ocorrer exposicdo as diversas fontes de
contaminagdo, incluindo aves contaminadas, excretas, racdo e
seus ingredientes, animais e humanos que estabelecem contato
com as aves manejadas. E importante considerar ainda outros
fatores favoraveis a contaminacdo dos lotes encaminhados ao
abate, como a contaminacdo horizontal entre aves em
incubatorios, nasfases deincubacdo ou de eclosdo, incubatérios
contaminados, transmissdo do patdgeno por via vertical,
representada pelos matrizeiros de aves de corte. Estes fatores
associados contribuem para a contaminagéo das industrias
processadoras de aves, incluindo 0 ambiente e os manipul adores
envolvidos em todas as fases de abate, desde a chegada das
aves nas plataformas de recepcdo até sua embal agem 81920,

Portanto, aavaliacéo dos alimentosin natura de origem
animal, quanto asuaqualidade e segurancamicrobiol 6gicaéum
ponto importante, considerando-se que as fases de producao,
preparacdo e armazenamento i nfluenciardo diretamente o produto
final.

Esta contextualizacéo € ratificada com a preocupacéo e
acdo dos 6rgados governamentais fiscalizadores e vigilancia
epidemiol égicae sanitaria, fundamentadanaocorrénciade surtos
de toxinfeccdo alimentar associados, em geral, a ingestdo de

Tabela 1. Salmonella sp., freqiiéncia absoluta e freqliéncia relativa do i solamento em carcacas de frangos abatidos em municipios

do estado de Goias, no periodo de julho adezembro de 2006.

Sorovar Freqiéncia absoluta (%) FreqUénciarelativa (%)
S. Albany 13 5
S Enteritidis 7 135
S Tennessee 6 115
S Saintpaul 5 96
S Infantis 4 7.7
S Mbandaka 4 7.7
S enterica subespécie enterica 45:-:1,2 3 58
S Muenchen 2 39
S enterica subespécie enterica 45:-:1,7 2 39
S Typhimurium 1 19
S Emek 1 19
S Schwarzengrund 1 19
S Panama 1 19
S enterica subespécie enterica 4,5:-:- 1 19
S enterica subespécie enterica 6,7:-:- 1 19
Tota 2 100
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carne de frango contaminada ou a contaminacdo cruzada da
carne e outros alimentos em cozinhas industriais ou domesticas
como observados?#.

Ainda, apontando-se para as pesquisas cientificas
regionais, pode-se afirmar que no estado de Goiés, 0 sorovar
Salmonella Albany, até entéo ndo haviasido identificado como
0 mais frequente. Nunes et al.® identificaram Salmonella
Brandenburg e Salmonella Typhimurium como mais freqiientes
em amostras de origem aviéria, na cidade de Goidnia. Rocha?®
observou apredominanciade 55,74% de Salmonel la Enteritidis
na mesma categoria de amostras, em Goias. Rezende et al.'’
constataram que 0s sorovares mais frequentes, isolados de
carcacas de frangos foram Salmonella Enteritidis e Salmonella
Livingstone.

Em outras regifes do pais, estudos demonstraram que o
sorovar isolado mais freqientemente foi Salmonella Enteritidis
de surtos, caracterizando-o como emergente, a partir dadécada
de 1990, no pais?**>224 g em outros paises™2%2"2, O resultado
do presente estudo diferiu de outros quanto ao isolamento de
sorovaresde Salmonella sp. em aves comerciais, mas nao menos
preocupante.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo,
concluiu-se que apesar das préticas higiénico-sanitérias adotadas
no campo, no abate e durante o processamento da carne pelas
agroindUstrias avaliadas, Salmonella sp. foi isolada em 14,32%
das amostras avaliadas, 0 que ampara o aderta a indUstria de
aimentos, aos produtores defrango e asautoridadesfiscalizadoras
para a necessi dade do controle na cadeia produtiva considerando
que os produtos avicolas sdo destinados ao consumo humano e
podem constituir um risco a salde publica, além de serem
prejudiciaisasrelagdes comerciai s estabel ecidas, principal mente,
com Paises importadores de carne avicola.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is an endemic and tropical disease that afflicts mainly the developing countries. The limited
and highly toxic therapeutic arsenal for leishmaniasis treatment still remains on antimony salts. The second
line drugs as amphotericin B and pentamidine are also toxic, and no novel drug is available against
Leishmania spp. Liposomes are effective drug delivery systems which can deliver high amounts of
entrapped drugs to target cells. In this study, a strategic liposome formulation was developed in order to
deliver the pentavalent antimony to Leishmania-infected macrophages through the in vivo interaction
with scavenger receptors. Antimony-entrapped liposomes demonstrated a high efficacy in vivo reducing
133-fold the total antimony dose, with a 100% decrease in the liver parasite burden at 0.75 mg/kg dose. By
transmission electron microscopy a stable formulation composed by oligolamellar vesicles with 0.2 pm
was demonstrated. Zeta potential studies showed a negative charge attached to the external membrane of
liposomes due to phosphatidylserine addition. This novel approach contributes to the study on novel
liposomal formulations for reducing the toxic effects of drugs in Leishmaniasis therapy.

K ey wor ds. leishmania, therapy, liposomes, phosphatidylserine, antimony, nanoformulations.

RESUMO

A Leishmaniose é uma doenga tropical endémica que afeta principalmente paises em desenvolvimento. O
arsenal terapéutico da Leishmaniose € muito restrito e altamente t6xico, tendo como base o uso dos sais de
antimodnio. Os farmacos de segunda escolha como a anfotericina B e a pentamidina também apresentam
elevada toxicidade e, assim, nenhuma terapia recente é efetiva contra Leishmania spp. Lipossomos sdo
sistemas carreadores de farmacos, que podem direcionar altas doses a células alvo. No presente trabalho
foi desenvolvida uma nova formulag@o lipossomal com o objetivo de direcionar o antimonio pentavalente
aos macréfagos infectados com Leishmania (L.) chagasi, por meio da interacdo com receptores scavengers
invivo. A formulagdo de antiménio lipossomal demonstrou elevada eficdcia in vivo, reduzindo 133 vezes
a dose total de antimdnio administrada, com diminui¢do de 100% da carga parasitéria do figado na dose de
0,75 mg/kg. Estudos em microscopia eletronica de transmissao revelaram uma formulacio estavel e de
aspecto oligolamelar. Estudos do potencial zeta demonstraram carga negativa acoplada a superficie dos
lipossomos, derivada da adicdo de fosfatidilserina. Esta nova abordagem vem contribuir no estudo de
novas formulagdes lipossomais para reducgdo da toxicidade de farmacos no tratamento da Leishmaniose.
Palavr as-chaves. Leishmania, terapia, lipossomos, fosfatidilserina, antiménio, nanoformulacdes.
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INTRODUCTION

Neglected diseases, as Leishmaniasis, affect the poorest
population in developing countries. The visceral form of
Leishmaniasis (VL) is a progressive and fatal hepatosplenomegaly
with 500 million cases/year. No effective drug exists if one considers
the high toxicity of the current treatment!. Antimonial salts still
remain as first-line drugs since 1912, when the Brazilian researcher,
Gaspar O. Vianna, reported the efficacy of the trivalent salt of
antimony? against Cutaneous Leishmaniasis. Pentamidine and
amphotericin B have been used as second line drugs, but the toxicity
has also been a limiting feature for many patients®. Miltefosine, an
oral anticancer drug, has been reached clinical phase IV in India
against Leishmania donovani*, but in South-America, this drug
failed to treat other Leishmania species®. New drugs and novel
therapeutical approaches for Leishmaniasis are urgent.

The use of drug delivery systems for selective targeting
has been the main goal of therapy of highly toxic drugs.
Liposomes are vesicles composed of lipid layers that enclose
an aqueous and lipid compartments that entrap drugs of different
lipophilicities. They offer a substantial improvement in the
therapeutic indices of entrapped drugs®. The first commercial
liposomal forms in the market were AmBisome™ (amphotericin
B), DaunoXome (daunorubicin citrate), and Doxil (doxorubicin)’.
Ambisome have been used for Leismaniasis therapy with an
excellent efficacy against many parasite strains, but the high
costs for a single treatment limits the use in developing countries.
Despite the inconvenient, the costs of hospitalization and
laboratorial surveillance during treatment, may overcome the
high costs of liposomal ampotericin B'.

Macrophages, the host cell for Leishmania spp., are
phagocytic cells which participate in the immune defense
system through the recognition and elimination of pathogens
and also self senescent cells. Macrophages clearly discriminate
between apoptotic cells and viable cells, through the
recognition of the different phospholipid asymmetry and
exposure of phosphatidylserine in plasma membrane of
senescent cells®. Based in this study, Tempone and co-workers®,
showed a high in vitro efficacy of antimony entrapped in
phosphatidylserine-liposomes against Leishmania-infected
macrophages and also demonstrated its targeting ability to
macrophage scavenger receptors. In this work, we have studied
the in vivo efficacy of this novel formulation of antimony-
entrapped liposomes, using mice models against VL. We have
also characterized the liposomal formulation through
transmission electron microscopy and its membrane surface
charge, by using { potential studies.

MATERIAL AND METHODS
Materialslipids

Hydrogenated phosphatidylcholine and phosphatidylserine
were kindly donated by Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Germany.

132

Glycerol, dodecyl sodium sulphate, methanol and chloroform were
purchased from Merck. RPMI-PR-1640 medium (without phenol red)
were purchased from Sigma. Glucantime was obtained from Aventis.

Animalsand parasites

L. (L.) chagas (MHOM/BR/1972/LLD) was maintained in
Golden Hamsters. Amastigotes were obtained from the spleen
by differential centrifugation and the parasite burden determined
with the method of Stauber'®, at 60-70 ™ day post infection.
Animals were supplied by the Animal Breeding Facility at the
Faculty of Medicine of Sdo Paulo and maintained in sterilized
cages with absorbent environment, receiving water and diet ad
libitum. Golden Hamsters (Mesocricetus auratus) were infected
every two months by i.p. injection with L. (L.) chagasi in order
to obtain amastigotes. Animal procedures were performed
according to the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals from the National Academy of Sciences (http://
www.nap.edu).

Liposomes

Liposomes were prepared as described elsewhere’.
Liposomes were composed of saturated egg
phosphatidylcholine, phosphatidylserine and cholesterol (5:1:4
molar ratio). Briefly, the lipids were mixed in chloroform-methanol
(1:1 v/v) solution, dried at 55°C by rotary evaporation.
Pentavalent antimony was added at 55°C and mixed with lipids
for 1h. After vesicle rehydration, the solution was sonicated
for 5 min in a sonicating bath, under a stream of nitrogen at
55°C and extruded through 0.2um pore size polycarbonate
membranes using a mini-extruder device (Avanti Polar Lipids,
Inc., Alabaster). The removal of non-encapsulated drug was
carried out by 24h dialysis against an isotonic glycerol solution
and the sterilization of the liposomal formulation was done with
0.22um membranes prior to use. The final phospholipid
concentration was determined by the Stewart Assay!! and
resulted in 69mg/mL of phospholipids. The concentration of
encapsulated antimony was determined in an Atomic
Absorption Spectrophotometer- Hydrate Generation (Intralab
GeminiAA12/1475) at A= 217.6nm, after liposomes lyses with
0.1 % SDS and resulted in 6.92 mg Sb¥/mL (final volume of
2mL).

Characterization of liposomes

Transmission Electron Microscopy- In order to determine
the mean diameter of liposomes after antimony entrapment, an
aliquot of the material was fixed in the microscopy grid, stained
with 1% phosphotungstic acid for 2min and observed in a
transmission electron microscopy — JEOL!2,

Deter mination of themembranesurfacecharge

The zeta potential (mV) of liposomes was determined
using an aliquot of the material dissolved in 3M KCI. The
equipment used for this assay was a Zeta Potential Analyzer —
Zeta Plus (BrookHaven Instr. Corp.) - conductivity - 263 uS,
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electric chain - 1,54mA?". Liposomes free of surface charge and
antimony (phosphatidylcholine/cholesterol — 6:4 molar ratio)
were used as internal controls.

I'n Vivo treatment with antimony-entr apped liposomes

The in vivo efficacy of antimony-entrapped liposomes
was determined using female BALB/c mice (18 - 22g), which
was previously infected (tail vein) with L. (L.) chagasi
amastigotes. Briefly, spleen isolated amastigotes were
intravenously inoculated at 2 x 107 amastigotes/mouse, using
groups of 5 animals'*. Seven days after the infection, mice were
intraperitoneally treated with antimony-entrapped liposomes in
arange dose between 0.75 to 75mg/kg, and compared with free-
antimony (non-liposomal formulation) in a range dose between
1 to 100mg/kg. The treatment was administered for 4 consecutive
days and 14 days post infection, animals were sacrificed and
spleen/liver infection analyzed using Giemsa stained imprints
by light microscopy. Both organs were weighted and compared
with untreated group (infected group). The number of
amastigotes per 500 liver cell nuclei was determined and
multiplied by the liver weight in mg to obtain Leishman Donovan
Units (LDUs)". Liposomes were developed prior to each
inoculum and empty-liposomes (free of antimony) were
developed as control.

Satistical analysis

Data represents the means (£ S.D.) from duplicate
independent assays. Data were obtained using Graph Pad Prism
3.0 software.

RESULTS AND DISCUSSION

The present data clearly demonstrated an improvement
in the treatment of L. (L.) chagasi-infected mice by the
pentavalent antimony entrapped in phosphatidylserine-
liposomes. The formulation of liposomes entrapping the
pentavalent antimony was evaluated under in vivo conditions,
using BALB/c mice previously infected with L. (L.) chagasi. All
treated groups showed 100% reduction in the number of liver
amastigotes, even at doses of 0.75mg/kg (Figure 1). In contrast,
free-pentavalent antimony showed only a 56 % reduction in
parasite burden at 1mg/kg. Free-antimony presented a dose-
dependent suppressive effect, with 100% reduction of liver
parasite burden only at the highest tested doses (100mg/kg).

This liposomal formulation fulfilled most of the
requirements for an efficient drug delivery system. Essentially,
two primordial requisites should be considered: it should protect
the drug from degradation in the blood environment and should
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Figura 1. In vivo treatment of BALB/c mice infected with L. (L.) chagasi with free antimony (Sb) at 100, 10 and 1mg/kg, and antimony-entrapped
liposomes (SbLP) at 75, 7.5 and 0.75mg/kg. Parasite burden was determined as Leishman Donovan Units (LDU). Groups without treatment (control)
and treated with free-antimony liposomes (control LP) were used as controls.
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enhance the drug uptake by the targeted cells, making the new
formulation a cost-effective procedure'®. In our previous data, a
high in vitro efficacy (16-fold higher than free-antimony) of
antimony-entrapped liposomes was demonstrated in L. (L.)
chagasi-infected macrophages, with a particular interaction with
macrophage scavenger receptors’. Our present experimental in
Vivo assay, confirmed the high efficacy of the phosphatidylserine
liposomes, since at doses of 0.75mg Sb’/kg, 100% reduction of
liver parasite burden was observed. In contrast, free pentavalent
antimony resulted in the same efficacy only at doses 133-fold
higher than those used with antimony-entrapped liposomes.
New and co-workers'¢ showed a significant efficacy of antimony-
entrapped in non-charged liposomes using mice models, with
61 % reduction of the parasite burden at 5 mg Sb¥/kg. The marked
difference between phosphatidylserine liposomes (PS-
liposomes) and other conventional formulations could be
explained by the differencial pharmacokinetic of negatively-
charged formulations'’. Cationic liposomes have also been
showed a superior efficacy in VL models when compared to free
antimony. Pal and co-workers'8, have been demonstrated an
efficient treatment of VL (Leishmania donovani) using single
dose regimen with a non-extruded cationic formulation. Despite
the considerable divergences in how surface charge of
liposomes contribute to the in vivo interaction with
macrophages, our previous work clearly demonstrated that the
in vitro attachment of negatively-charged liposomes to
macrophages is highly dependent on the interaction with
scavenger receptors, resulting in a high in vitro and in vivo
therapeutic improvement against L. (L.) chagasi®. Furthermore,
a confocal microscopy study of fluorescent PS-liposomes
suggested an intra-parasitophorous vacuole delivery, probably
triggered by the interaction with annexins®.

In VL therapy, the major difficulty is related to the
considerable adverse effects caused by high doses of
antimony'. The use of drugs entrapped in liposomes could
significantly modify the drug pharmacokinetics, reducing the
total amount of the administered drug. Additionally, it could
enhance the Therapeutic Index of a drug by a reduced toxicity"’.
However, it is known that the chronic or acute phase of the
disease could also contribute to a differential pharmacokinetics
of atested formulation®. Our data demonstrated a better efficacy
of the liposomal formulation at the acute phase of VL. The study
of chronic infections in experimental VL and the use of different
treatment regimens could be an important tool for additional
evaluation of this promising therapeutic approach.

In this work, it was evident that the treatment with high
doses (75 mg/kg) of antimony-entrapped liposomes resulted in
increased spleen and liver weights (data not shown), suggesting
a possible toxicity. Despite this inconvenient, antimony-
entrapped liposomes demonstrated a 100% reduction of parasite
burden at 0.75 mg Sb’/kg, with significant reduction of liver and
spleen masses (compared to untreated group). These results
demonstrate that small doses of the liposomal formulation could
be adequate for the treatment, avoiding the usual high dose
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regimens. Hunter and co-workers!” observed a suppressive
effect on Leishmania (L.) donovani-infected mice using
unloaded neutral liposomes (without drugs), suggesting an
antiparasitic effect of the lipid formulation. Pal et al'® have also
demonstrated this same effect using unloaded cationic
liposomes. Our results with unloaded liposomes (without
antimony — used as internal control), demonstrated no
interference in the parasite burden.

The physical chemical characteristics of liposome
formulations could strongly influence the targetability in living
organism, and also determine the liposome efficacy. Surface
charge, size and membrane fluidity are the major features’. The
phase transition temperature (Tc) of lipids is an important
aspect when one considers the cellular membrane interaction.
At37°C saturated lipids present a gel-state, conferring a superior
cellular interaction with liposomes, when compared to other
formulations using lipids of low phase-transition
temperatures®’. Thus, the strategic use of saturated lipids in
our liposome formulation, besides promoting a protection
against oxidative damages? and higher drug retention?, might
have also contributed to the observed efficacy.

The transmission electron microscopy of liposomes
showed a medium diameter of 210 nm, with an oligolamellar
aspect (Figure 2). Liposomes of different sizes have been

Figura 2. Electron transmission microsopy of pentavalent antimony
entrapped into PS-liposomes. Negative staining using phosphotungstic
acid. Bar= 200nm.
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demonstrated diverse targetability to liver sites**. Carter and
co-workers® have demonstrated a high efficacy of antimony-
entrapped liposomes through size reduction from 850 nm to
116 nm, using neutral liposomes composed by L-o-
phosphatidylcholine and cholesterol (7:3 molar ratio).

The surface charge of our PS-liposomes was
determined by the  potential of the formulation and resulted
in -88.0 mV (£20). Liposomes composed of neutral
phospholipids were used as control and showed a {
potential of + 1.25mV (£0,2). The membrane charge of
liposomes is an essential characteristic for liposome-cell
interaction. In addition, negatively-charged liposomes have
been shown higher blood stability when compared to
positively-charged formulations, as a consequence of a
diminished adherence of serum proteins to liposome
surfaces?. The determination of { potential of our PS-
liposomes suggested a negative charge at the external
liposome membrane, as a result of intentional addition of
phosphatidylserine. Our previous in vitro data have clearly
demonstrated that this feature contributed to a high
interaction of liposomes with macrophage scavenger
receptors’. According to Fadok and co-workers?’, ScavR
are the major binding sites for PS-liposomes, as a
consequence of the regular apoptotic clearance of
senescent cells by macrophages. Besides the usual
presence of ScavR in macrophage membranes, a high
expression of CD36 and SR-BI has been demonstrated in
Leishmania-infected macrophages®. This fact might also
have contributed to the superior efficacy of our
formulations.

Besides the elevated toxicity of antimonials, no novel
drug fulfilled all requirements for the effective replacement of
this old treatment, and consequently, this drug is still used as a
first-choice therapy in the majority of endemic countries. The
possible reduction of the high adverse effects of antimony
therapy as a result of a diminished dose regimen and a
consequent reduction of the treatment period may surpass the
high costs of an antimony liposomal formulation against Visceral
Leishmaniasis.
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RESUMO

Os pombos tém sido considerados reservatérios de agentes infecci 0sos de importancia em salide publica.
A deposicdo de excretas em areas publicas pode contaminar 0 meio ambiente e produtos alimenticios. O
objetivo deste estudo foi pesquisar a ocorréncia de Cryptococcus spp € parasitas em amostras de excretas
depombos. Entrejaneiro asetembro de 2006 foram col etadas 68 amostrasde“ pools’ de excretas depositadas
em quatro areas publicas de Ribeiréo Preto, SP. Para pesquisa de Cryptococcus spp, suspensdes de cada
amostra em solucdo salina contendo cloranfenicol foram semeadas em Agar Sabouraud Dextrose (ASD)
acrescido de cloranfenical com posterior incubac&o a 30°C e observacdo diaria por sete dias. As colOnias
sugestivas de Cryptococcus spp foram repicadas em ASD paraidentificacdo fenotipica. Parapesquisade
parasitas, as técnicas de sedimentacdo espontanea e centrifugo—flutuacdo em sulfato de zinco e de
coccideos, as técnicas de concentracdo pel o formol-éter e coloracéo de Ziehl-Neel sen modificado. Foram
encontrados Cryptococcus spp em 75% das amostras, parasitas em 32% e a presenca concomitante de
ambos agentes patogénicos em 25% das amostras. Ressalta-se a necessidade da adocéo de medidas
efetivas de protecdo de areas publicas, por meio de reducéo da populacdo de pombos para evitar a
contaminagéo ambiental .

Palavras-chave. pombos, Cryptococcus spp, parasitas intestinais.

ABSTRACT

Pigeons have been considered the reservoirsfor infectious agents of public health concern. The deposition
of their excreta in public areas can cause environmental contamination, including the food products for
human consumption. The purpose of the present study was to investigate the occurrence of Cryptococcus
spp and parasites in pigeon excrements. From January to September 2006, sixty eight pools of excreta
sampleswere collected from four public areas of Ribeiréo Preto, SP. For detecting Cryptococcus spp, each
sample was suspended in saline sol ution with chloramphenicol, and then cultured on Sabouraud Dextrose
Agar plates (SDA) supplemented with chloramphenicol. The cultures were incubated at 30°C and daily
observed for seven days. Cryptococcus spp-suggestive colonies were streaked on SDA medium for
phenotypic identification. For searching the parasites the spontaneous sedimentation and centrifugal-
fluctuation in zinc sulfate techniques were carried out. Coccidian oocysts were investigated by formalin-
ether concentration and modified Ziehl-Neelsen staining techniques. Cryptococcus spp was found in
75%, and parasites in 32% of the samples, and the concomitant presence of both pathogens has occurred
in 25% of total samples. It isemphasized the establishment of strategies for preserving the public areas by
reducing the pigeons populations, in order to avoid environment contamination.

K ey words. pigeons, Cryptococcus sp, parasites.
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INTRODUCAO

As aves domésticas como os pombos urbanos tém sido
considerados reservatorios de agentes infecciosos de
importancia em salde publicat?®. Do ponto de vista
epidemiolégico, os pombos tém um papel importante na
contaminacdo do meio ambiente e na dispersdo de patégenos
através da deposicéo de seus excretas. O comportamento de
frequientes eintensas aproximagcdes a popul acdo, devido abusca
de alimento e abrigo, contribui para a transmissdo humana de
agentes patogénicos, como fungos e parasitost?34,
Paralelamente, 0 habito de pessoas alimenté-las em pracas e
outroslocais publicos, favorece a proliferacdo desordenada das
mesmas, aumentando a chance da contaminacéo ambiental eda
transmissdo de doencas. Nas cidades os pombos alimentam-se
preferencialmente de restos de alimentos jogados na rua, mas
podem também se alimentar de restos de lixo, o que possibilita
aos mesmos atuarem como vetores para a transmissao de
patégenos>. O homem pode se infectar pela via respiratoria,
aspirando poeira de locais contaminados por fezes secas ou
pela ingestdo de poeira e€/ou alimentos contaminados com os
excretas destas aves. Este estudo tem como objetivos pesquisar
a ocorréncia do Cryptococcus spp e de parasitos de interesse
em salide publica, em amostras de excretas de pombos col etados
em areas publicasdo municipio de Ribeirdo Preto, SP, enfatizando
0 risco de infeccdo humana.

MATERIAL E METODOS

Areageogr&ficadeestudo

Ribeirdo Preto situa-se a 313 Km a noroeste da capital
estadual. Seuterritdrio de 642 kn? abrigauma popul agéo estimada
para 2007, segundo o SEADE, de 557 mil habitantes, quefaz do
municipio o nono mais popul oso do estado. E sede de uma das
principais pracas financeiras do pais e um dos maiores centros
comerciais do estado de S&o Paulo®.

L ocaisdecoleta

Os locais escolhidos para a coleta dos excretas foram
areas publicas com grande presenca de pombos e intensa
movimentacao de pessoas e/ou de comércio de alimentos:

- Praca das Bandeiras, situada na regido central do
municipio, onde localiza-se a Catedral Metropolitana. Ao redor
dapracaexistem estabel ecimentos comerciais, pontos de 6nibus
e de taxi. No quarteirdo em frente a catedral ocorre todos os
finals de semanaaFeiradeArtes eArtesanato onde so também
comercializados alimentos, sendo visivel uma grande presenca
de excretas de pombos sobre alona que cobre as barracas.

- PracaCoracdo deMaria, locdlizadanaVilaTibério, regido
leste do municipio. Ao redor da praca haigreja, escola estadual,
sorveteria, pontosde 6nibus e detéxi eaguns prédioscomerciais.
Hatambém e apresencade vendedores ambul antes de alimentos.
Esta regido propicia abrigo e nidificacdo para estas aves.
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- Terminal Rodoviério, situado no centro da cidade com
presencade estabel ecimentos comerciais, incluindo dealimentos
além de pontos de 6nibus e de taxi. Em frente e ao redor do
terminal existem varias arvores que servem de abrigo para os
pombos. O mercado municipal dacidade também é préximo do
terminal.

PeriodoeColetadasAmostras

Foram coletadas no periodo de janeiro a setembro de
2006 68 de amostras de “pools’ de fezes de pombos, assim
distribuidos: 43 na Praca das Bandeiras sendo 34 na Feira de
ArteseArtesanato e 9 nasimediaces da Catedral Metropolitana
, 15 napraca Coracdo de Mariae 10 no Terminal Rodoviario.

As amostras foram coletadas em potes plasticos
esterilizados através da raspagem com espatulas. As fezes
estavam depositadas em locais como bancos, grades, telefones
publicos, lonas das barracas de alimentos, coberturas de ponto
de dnibus, ché@o de cimento, entre outros.

Processamento dasAmostras

No InstitutoAdolfo L utz de Ribeirdo Preto o material foi
processado em Cabine de SegurancaBioldgicaClasse |l TipoA
em menos de 24 horas ap6s a coleta. As fezes foram maceradas
em graal com pistilo previamente esterilizados até adquirir um
aspecto homogéneo, parafacilitar adiluicdo damesma.

Pesquisa de Cryptococcus spp

Aproximadamente 1 gramado material foi colocado em
frascos de Erlemmeyer com capacidade de 125ml e adicionado
de 50 mL de solucgdo fisioldgica a 0,9% esterilizada contendo
0,4g/L de cloranfenicol. ApGs agitacdo em vortex por trés
minutos e repouso por 30 minutos a temperatura ambiente,
volumesde 10uL, 100uL, 200uL e500uL, foram semeadosem
placas de Agar Sabouraud Dextrose acrescido de 0,05¢g/L de
cloranfenicol. Incubou-se a 30°C por até 7 dias, sendo que as
|eituras foram realizadas a partir do segundodiaf. Col6nias de
aspecto brilhante, cor branca a bege foram repicadas em Agar
Sabouraud Dextrose e incubadas a 30°C por um periodo de 48
horas. A partir delas, foram realizadas preparagdes com tintada
China e lactofenol azul de algodédo e prova da urease. As
leveduras urease positivas foram identificadas por provas de
fenol oxidase e auxanograma’.

PesquisadeParasitos

Aproximadamente 2 gramas de fezes maceradas foram
processadas pelos métodos da sedimentacdo esponténea e da
centrifugo-flutuacéo em sulfato de zinco a 33% com densidade
1.180. Apds sedimentacdo por 12 horas, parte do sedimento foi
colocado em |aminade vidro, adicionado lugol e examinado em
microscopia de luz. O material sobrenadante obtido pela
centrifugo-flutuacéo foi imediatamente examinado entrel&mina
elaminula, adicionando-se umagotade lugol em microscopico
Optico. Para a pesquisa de coccideos foi utilizada a técnica de
concentracdo pelo formol-éter modificado, seguido de coloracéo
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dos esfregacos pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada?. Os
esfregaco corados foram observados em microscopia de
imersao.

O projeto foi aprovado pela Comissio de Eticaem Pesquisado
Instituto Adolfo Lutz (CEPIAL) em 10 dejaneiro de 2006. Projeto
CCD/LRnN. 27/05

RESULTADOS

Foram encontrados Cryptococcus sp em 75% dasamostras
(n =51), parasitos em 32% (n =22) e a presenca simultanea dos
mesmos em 25% (n=17) (Tabela 1). Entre os isolados de
Cryptococcus foram identificados C. laurentii (n=43), C.
unigutulatus (n=3), C. laurentii associado com C. albidus (n=4)
e C. unigutulatus associado com C. laurentii (n=1).

Os parasitos encontrados foram: larvas e ovos de
ancilostomideos (n=7), oocistos de coccidios (n=5), cistos de
Entamoeba spp (n=5), ovos de Ascaris spp (n=4), cistos de
Giardia spp (n=2) e larvas de nematdides (n=3). A ocorréncia
simulténea de dois parasitos diferentes ocorreu em 3 amostras
de “pools’: Ascaris spp e coccideos, ancilostomideos e
coccideos e Entamoeba spp e ancilostomideos.

A positividade das amostras em relacéo aos locais de
coletafoi de 100% na Catedral Metropolitana, 91% naFeirade
Artes e Artesanato, 73% na praca Coracdo de Maria e 40% no
Terminal Rodoviério. Salienta-se que em todas as amostras
obtidas das lonas das 4 barracas de alimentos (garapa, coco
verde e salgados) da Feira de Artes e Artesanato foram
observados Cryptococcus spp €/ou parasitos.

DISCUSSAO

As fontes ambientais de C. neoformans so bastante
diversificadas e estdo relacionadas a alguns substratos
organicos, entre eles excretas de aves e vegetais. Cryptococcus
neoformans tem a capacidade de colonizar a mucosa do papo
dos pombos sem causar doenca, sendo parasita natural dessas
aves. Estaespécieéo principa agente etiol 6gico dacriptococose,
doenca considerada, por alguns autores, como uma infeccao
fatal que pode ser transmissivel ao homem nos locais com
elevado nimero de pombos ou por contato com 0s respectivos
nichos® através da inalacdo de grande quantidade dos
propéagul os.

Staib'® demonstrou que aocorrénciade C. neoformanse
outras espécies do género, em excretas de passaros ndo €
acidental pois, as purinas, especialmente &cido Urico, xantina,
guanina (componentes da urina) s8o em maior ou menor grau
assimilados por todas as espécies.

Algumas pesquisas tém sido redlizadas no Brasil para
estudar o habitat de C. neoformans®11213, Segundo Filitiet al.?,
a busca de novos habitats € um dos caminhos para elucidar o
entendimento da ecol ogia desta levedura na natureza.

Swinne et al.** isolaram C. neoformans da poeira
domeéstica das amostras oriundas das residéncias dos pacientes
com criptococose associadaaAlDS. Estudos demonstram uma
correlacdo significativa entre a existéncia de pombos préximos
a0 ambientedomiciliar e aprobabilidade de contaminacéo dessas
residéncias por Cryptococcus neoformans, conseqiientemente,
paciente com Al DS apresentavam risco aumentado de adquirir a
doenca quando residentes em domicilio positivo para o fungo.

Tabela 1. Presenca simultanea de Cryptococcus e parasitos em 68 amostras de “pools’ de fezes de pombos de acordo com o

local decoleta. Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

Local decoleta Cryptococcus e par asitos N %
C. laurentii + nematdides oc] 44
C. laurentii + Ascaris sp @ 29
C. laurentii + ancilostomideos @ 29
Feirade C. laurentii + coccideos (024 29
Artese C. laurentii + Giardia sp @ 29
artesanato C. laurentii + Entamoeba sp o 15
C. laurentii + C. albidus + oL 15
Ascaris sp + coccideos
C. laurentii + C. uniguttulatus (018 15
+ Entamoeba sp + ancilostomideos
Catedral C. laurentii + Entamoeba sp o 15
Praca Coracédo C. laurentii + ancilostomideos (018 15
deMaria C. laurentii + Entamoeba sp o 15
Total 17 25,0
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Em nosso trabalho observamos que o isolamento de
Cryptococcus spp apartir defezesde aves é extremamentedificil,
pois o desenvolvimento das colbnias de Cryptococcus é mais
lento etardio em relacdo asleveduras do género Candida e dos
fungos filamentosos, sendo perceptivel a partir do segundo dia
de incubacéo.

Embora n&o tenhamos isolado Cryptococcus
neoformans, encontramos trés espécies pertencentes ao género
Cryptococcus sendo que estas ja foram descritas como agentes
responsaveis por meningite, afecces pulmonares, abscessos e
dermatomicoses'>'6, De acordo com Khawcharoenporn et a.%’,
C. albidus e C. laurentii juntos sdo responsaveis por 80% dos
casos de criptococose causada por Cryptococcus ndo-
neoformans e ndo - gattii.

Estudos demonstram uma variacéo no isolamento de C.
neoformans a partir de excretas de pombos de 24,7% a
4,6%°11181920 Reolon et al.® relatou encontrar 100% de
Cryptococcus neoformans em amostras de fezes de pombos
coletadas em Porto Alegre, para a identificacdo da espécie foi
considerado apenas a prova da urease e presenca de capsula
(tinta da China). Em nossos estudos utilizamos também, para
definicdo da espécie, provas de assimilacéo de fontes de
carbono e nitrogénio bem como a prova da feniloxidase.

Em nossa regido Pedroso®, ao analisar 62 amostras de
fezesde pombos, isolou C. necformans (21%), C. albidus (21%),
C. laurentii (11,3%) e C. unigutulatus (3,2%). Embora a
metodologia usada tenha sido semelhante & de Pedroso, em
nosso estudo né&o foram encontrados C. neoformans. Talvez o
periodo de coleta das amostras possa ser a explicacéo para esta
diferenca. Pedroso® coletou as amostras no periodo de agosto a
dezembro e no presente trabalho as amostras foram coletadas
de janeiro a setembro sendo a maioria delas col hidas no veréo.
Cryptococcus neoformans ndo cresce a temperaturas acima de
40°C bem como é sensivel &luz solar direta?.

No Brasil sdo escassos 0s estudos sobre a presenca de
parasitos em excretas de pombos®. Neste estudo encontramos a
presencade parasitos em 32% das amostras coletadas. Schller?
em estudo realizado em diferentes|ocais dos municipios de Séo
Paulo, Santo André e Santos, analisou 12 amostras de excretas
de fezes de pombos observando uma positividade de 100%. Os
parasitos identificados foram: Entamoeba coli, Endolimax
nana, Giardia spp, Entamoeba histolytica, lodamoeba spp,
Isospora spp, Chilomastix spp, Ascaris spp, Trichuris spp,
Hymenolepis spp, Strongyloides spp, Enterobius spp e
Ancylostoma spp, com frequéncias variaveis de acordo com os
locais de coleta.

A identificacdo dos parasitos encontrados neste estudo
foi baseada nas caracteristicas morfométricas dos mesmos, o
que dificulta a diferenciacdo entre parasitos de animais, de
humanos e de vida livre. Para a identificacdo adequada dos
MesMos é necessario 0 uso de técnicas mais aprimoradas como
cultura, microscopiaeletrénica, inoculagdo em animais, biologia
molecular, entre outras, as quais sdo mais demoradas e
dispendiosas, tornando inviavel arealizacdo das mesmas dentro
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da nossa realidade laboratorial. Apesar desta limitacéo
metodol 6gica, encontramos neste estudo varios parasitos que
podem ser patogénicos para 0 homem como Ascaris spp,
Entamoeba spp, ancilostomideos, Giardia spp e coccideos.

Os ancilostomideos, parasitos observados com maior
freqiiéncia(10,3%), foram encontrados naformadeovoselarvas,
estas Ultimas apenas na Praca das Bandeiras, indicando que
neste local houve condicBes ambientais favoraveis para o
desenvolvimento deste parasito.

Vérios fatores podem contribuir com as diferentes
positividades de parasitos obtidas nos locais de coleta. As
fregliéncias mais elevadas encontradas na Praca das Bandeiras
ondelocalizam-se a Catedral MetropolitanaeaFeiradeArtese
Artesanato, talvez possam ser explicadas pelaexisténciadeuma
grande vegetacao arboreanesteloca emrelacéo aPracaCoracéo
eMariaeoTerminal Rodovidrio. Asarvores protegem o ambiente
contra os raios solares que levam a dessecacdo dos parasitos e
preserva a umidade que favorece o desenvolvimento e a
sobrevivéncia de ovos, larvas e cistos.

Entre os protozodrios observados destacam-se Giardia
spp e os coccideos como Cryptosporidium spp, protozodrios
do homem e de vérias espécies animais domésticas e sel vagens.
Ambos possuem caracteristicas que contribuem para disperséo
e contaminagdo ambiental, pois 0s (00) cistos dos mesmos sdo
diminadosjainfectantes nasfezes do hospedeiro e sdo altamente
resistentes as condicdes adversas ambientais, podendo
sobreviver por semanas a meses no meio externo. Podem ser
transmitidos tanto pelo contato direto fecal/oral como pela
ingestéo de comida e agua contaminados e também por inal agéo.
Por possuirem resisténcia aos processos de cloracdo da agua e
baixa dose infectante, emergiram nas Ultimas décadas como os
principais patégenos associados a veiculacdo hidrica, sendo
responsavels por numerosos surtos epidémicos em diversos
paises®. Isto acarretou mudancas na legislacdo sobre a
qualidade da dgua em diversos paises, incluindo o Brasil. A
taxonomia e o potencial zoondético deste parasitos foram
recentemente melhor esclarecidos através do desenvolvimento
de técnicas de biologia molecular?*. Embora infeccfes pelo
Cryptosporidium tenham sido encontradas em mais de 30
espécies diferentes de aves, ha somente trés espécies avidrias
conhecidas: C. bailey e C. meleagridise C. galli. Infeccdes por
C. meleagridis, ja foram registradas tanto em individuos
imunocomprometidos como em imunocompetentes, sendo a
terceiraespécie maiscomum descritaem humanos®#, Achados
de C. hailey e outros genétipos ndo conhecidos em ambientes
aquaticos indicam que passaros e aves silvestres podem
contribuir na contaminagdo da agua®’. Recentemente novos
gendtipos foram identificados em aves, indicando que este
parasito tem capacidade deinfectar numerosas espéciesde aves.
Entretanto ainda séo requeridos estudos que possam esclarecer
0 potencial zoonético destes novos gendtipos e as implicactes
para a salde publica?.

Giardia € um género de taxonomia ainda controversa.
Atua mente sdo reconheci das seis espécies, sendo que 0 homem
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e 0os mamiferos sdo os principais hospedeiros da G duodenalis
e as aves da G psittaci e G. ardeae. Algumas espécies sao
hospedeiro-especificas enquanto que outras como a G.
duodenalis possuem grupos genotipicos (“Assemblages’) que
infectam tanto 0 homem como animais domésticos e silvestres.
Somente dois destes “Assemblages’ (A e B) estdo associados
a infeccao humana, mas pouco se sabe sobre o potencial
zoonGtico de animais hospedeiros deste gendtipos®.

CONCLUSAO

A elevada positividade das amostras para Cryptococcus
spp €/ou parasitas em relacdo aos diferentes locais de coleta e
principalmente, naslonasdas barracasdeaimentosdaFeirade
Artes eArtesanato chamam aatencéo parao risco daocorréncia
da transmissdo humana. Esperamos contribuir com estes
resultados paraque as autori dades competentes adotem medidas
para controle efetivo da populacdo de pombos, evitando a
contaminacdo ambiental. Ressalta-se a necessidade de acles
educativas e de sensibilizacdo da popul agdo em geral, no sentido
dendo alimentar ospombos, evitando aproliferacio dos mesmos
em éareas publicas.
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RESUMO

Salmonella sp. constitui ameagaa segurancado alimento. Este estudo verificou aocorrénciade Salmonella
sp. em amostras de coragdes e figados normais e condenados. As amostras em andlise foram subdivididas
em pools de cinco e processadas pelo método bacteriano convencional, preconizado pelalegisacdo. Do
total de pools, 9,24% foram Salmonella positivos, correspondendo a5,41% de coracBes normais e 25% de
figados condenados. Salmonella Enteritidisfoi isoladaem dois pools de coraces normais e em sete pools
de figados condenados. Nesta categoria de amostras, houve o isolamento de Salmonella Typhimurium em
dois pools, porém negativo em amostras de coracdes normais e condenados e figados normais. As cepas
isoladas foram avaliadas quanto ao perfil de suscetibilidade a treze agentes antimicrobianos. Das duas
cepas de Salmonella Enteritidis isoladas de amostras de coracBes normais, uma apresentou resisténcia a
um principio ativo. A outra cepa foi sensivel atodos os antimicrobianos. As cepas do sorovar isolado de
figados condenados apresentaram sensibilidade para todos os antimicrobianos avaliados. Salmonella
Typhimurium foi isolada em dois pools, em que uma cepa apresentou resisténcia concomitantemente a
quatro drogas antimicrobianas. A outra cepa mostrou-se sensivel atodos os antimicrobianos testados. Os
miUdos de frangos, comumente comercializados, podem representar risco a salde publica por veicular
Salmonella sp., além da ocorréncia de isolados de Salmonella Typhimurium multirresistentes a drogas
antimicrobianas, como identificados no presente estudo.

Palavr as-chave. miudos de frangos, Salmonella sp., sensibilidade a antimicrobianos.

ABSTRACT

Salmonella is hazard to food safety. This study investigated the presence of Salmonella sp in normal and
condemned heart and liver samples from broilers. These specimens were subdivided into pools of five
sampl es, which were processed according to the recommend procedure by Brazilian legislation. A total of
9.24% of these pools were Salmonella positive, which corresponded to 5.41% of normal hearts and
25.00% of condemned livers. Salmonella Enteritidis was isolated from two normal heart pools and seven
condemned livers pools. Of these positive samples, Salmonella Typhimurium was isolated from two
pools. The isolated strains were tested for antimicrobial susceptibility profile to thirteen antimicrobial
agents. Of two Salmonella Enteritidis strainsisolated from normal hearts, one showed resistance to one of
the tested antimicrobial drugs. The other strain was susceptible to all the tested antimicrobial drugs. This
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bacterium sorovar isolated from condemned livers was susceptible to all of the evaluated antimicrobial
drugs. Salmonella Typhimurium was isolated from two pools, which showed concomitant resistance to
four antimicrobials agents. The other strain showed to be sensitive to all of the tested drugs. These data
show that chicken giblets, which are commonly available in markets, could be a source for Salmonella sp
transmission. It might represent arisk to public health as the isolated Salmonella Typhimurium showed

multiresistance to the evaluated antimicrobial agents.

K ey words. chicken giblets, Salmonella sp., susceptibility to antimicrobia agents.

INTRODUCAO

A carne de aves tem se convertido em um aimento
amplamente consumido mundialmente, representando uma
proteina de boa qualidade. Os mildos ou visceras comestiveis
podem ser considerados alimentos acessiveis as diversas
classes sociais e 0 consumo per capita cresce a cada ano no
Pais!. Entretanto, esses alimentos sdo considerados potenciais
veiculadores de Salmonella sp., podendo se tornar umaameaga
a seguranca alimentar e ao mercado avicola, visto que as
exportacdes confrontam-se com as barreiras sanitarias e
comerciais que exigem a pesquisa deste género bacteriano em
carcagas de frangos.

Os sorovares Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium s8o0 agentes comuns nas criagdes comerciais de
aves e potencialmente patogénicos a humanos. Salmonella
Enteritidis € comumente isolada de materiais avicolas
enquadrando-se como principal responsavel pelaocorrénciade
infec¢Bes humanas?3. Outro dado relevante € o caréter de
microrganismo emergencial que Salmonella Typhimurium
adquiriu, principalmente em paises europeus®. Atualmente, o
monitoramento quanto a presenca de Salmonella sp. em
carcagas de frangos deve ser ampliado paraaidentificagdo dos
sorovares™®.

Analisando as tendéncias de mercado e considerando-
se as visceras comestiveis, as agroindustrias rotulam-nas como
produtos de grande aceitacdo pelo consumidor. Assim sendo, a
investigacdo microbiolégica destes mitdos € relevante,
principalmente pelos critérios de liberagéo ou condenacdo para
consumo, adotados pelos servicos de inspecdo, onde a
visualizag8o macroscopicaquanto aforma, cor etamanho destes
0rgéos € o parémetro principal e de amplaaplicagéo’.

Outro aspecto relevante éaavaliagdo de microrganismos
patogénicos capazes de causar surtos de toxinfeccéo,
principalmente quando monitora-se o caréter de sensibilidade a
antimicrobianos de amplo uso e a ocorréncia de sensibilidade
ou resisténcia®®. Assim sendo, surge uma questdo prioritaria
capaz de assegurar agdes epidemiol dgicas para salide publicae
governamentais quanto a criagcdo das aves, producao,
fiscalizagdo de alimentos e vigilancia de microrganismos
patogénicos isolados em alimentos.

Por tais afirmagdes, este trabalho teve por objetivo a
pesquisa de Salmonella sp. em coragdes e figados normais e
condenados para consumo humano, pelo servico de inspegdo
federal, de abatedouros localizados no Estado de Goiés, a
identificac&o dos sorovaresisol ados, bem como adeterminagéo
do perfil de suscetibilidade das cepas a antimicrobianos
usual mente eleitos para o tratamento em medicinaveterinariae
humana.

MATERIAL E METODOS

Amosiragem

Em trés abatedouros de aves, fiscalizados pelo servigo
de inspecdo federa (SIF), foram efetuadas quatro visitas em
cada, realizando-se a coleta de amostras na plataforma de
evisceragdo. Um total de 595 carcagas de frango subsidiou a
coletade 185 coragOes e 185 figados normais. Colheu-setambém
45 coragdes e 180 figados caracterizados como n&o aptos ao
consumo humano. Justifica-se este total de 6rgaos em nimero
divergente de 185, quando comparados ao total de amostras
normais, pelo fato de haver um quantitativo menor disponivel
em cada visitag&o.

Tabela 1. Total deamostras de coracdes e figados normais e condenados, pel o Servico de Inspecéo Federal, colhidos em abatedouros
do Estado de Goiés (A, B e C) e sua subdivisdo em grupos compostos.

Amostra Total Grupo composto Abatedouro/Quatro
(pool de cinco visitas em cada
amostras) agroindistria

Coracdo normal 185 37 AB,C

Coracéo condenado 45 9 A,B,C

Figado normal 185 37 A,B,C

Figado condenado 180 ) A,B,C

Total 5% 119 Trés abatedouros/12 visitas
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As quatro categorias de alimentos subdividiram-se em
grupos compostos por cinco amostras cada, perfazendo 37
amostras de coracOes e 37 de figados liberados para consumo,
bem como em 9 de coracGes e 36 de figados condenados.

Andlisesbacteriolégicas

Todas as amostras foram acondicionadas em sacos
plésticos e encaminhadas, sob refrigeracdo, ao Laboratério de
Pesquisa do Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de
VeterindriadaUniversidade Federal de Goids(CPA/EV/UFG). O
procedimento analitico adotado foi o isolamento bacteriano
convencional®t, Cada amostra foi triturada em equipamento
stomacher e apds homogeneizacdo, dois gramas foram
inoculados em uma seqiiénciade tubos contendo 20mL de caldo
BHI (infusdo cérebro-coracdo) e selenito cistina (SC). Porgdes
de 0,2 gramaforam transferidas para tubos contendo 20 mL de
caldo Rappaport-Vassiliadis (RV). Ostubos de SC e RV foram
incubados a 42°C, por 24 horas e os de BHI, a 37°C, por igua
periodo de tempo.

Finalizadaafaseinicia de enriquecimento seletivo, uma
aliquotafoi retiradaparaasemeaduraem triplicatade placasde
Petri nos dgaresMacConkey (MC), Salmonella-Shigella (SS) e
Hektoen (HK). Procedeu-se o esgotamento em estrias e
incubacdo a37°C, por 24 horas. Ao término deste periodo, cinco
a oito unidades formadoras de colénias (UFC) sugestivas de
pertencerem ao género Salmonella foram inoculadas em égar
triplice aglcar ferro (TS| ou TAF) e incubadas a 37°C, por 18
horas.

Dostubosde égar triplice aglcar ferro que apresentaram
reagOes compativeis com Salmonella, procedeu-se a avaliacdo
bioguimica. As cepas que apresentaram padréo bioquimico
caracteristico foram submetidas ao teste sorolégico com soro
polivalente anti-O. Apos esta confirmagdo, onze cepas,
inoculadas em égar nutriente, foram encaminhadas ao laboratdrio
dereferénciado Departamento de Bacteriologiado L aboratorio
de Enterobactérias da Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ - RJ) paratipificagéo sorolgica, o que atualmente &
uma exigéncia do Programa de Reducéo de Patégenos,
Monitoramento Microbioldgico e Controle de Salmonella sp
em Carcagas de Frangos e Perus® do Ministério daAgricultura,
Pecuéria e Abastecimento.

Deter minagéo da suscetibilidadea antimicrobianos

As cepas isoladas foram submetidas ao teste de
sensibilidade a 13 antimicrobianos por meio datécnicadedisco
de difusdo em agar'2*3, A escolha dos principios ativos baseou-
se na frequiéncia de eleicdo dos mesmos em avicultura e
terapéutica humana. Os antimicrobianos selecionados para o
testeforam: ampicilina(10mcg), cefal otina (30mcg), cefoxitina
(30mcg), aztreonam (30mcg), estreptomicina (10mcg),
gentamicina(10mcg), tetraciclina, amicacina(30mcg), netilmicina
(30mcg), tobramicina (10mcg), norfloxacina(10mceg), sulfazotrim
(25mcqg) ecloranfenicol (30mcg).
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Quatro UFC' s estriadasem agar Casoy foram transferidas
para3 mL de solucéo salinaa0,85% objetivando a obtencdo de
suspensdo com turbidez correspondente adiluiggo do tubo 1 da
escala de McFarland. Cada suspensdo bacteriana foi inoculada
em superficie em placa contendo &gar Meller-Hinton. Quatro
discos impregnados por antibi6ticos foram distribuidos sobre o
agar, respeitando-se umadistanciaminimade 10 a15 mm entre
eles. Asplacasforamincubadasa37°C, por 24 horas. Finalmente
foram medidos os didmetros dos hal os ou zona de inibicéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 constam os resultados relativos ao
isolamento de Salmonella sp. nos mitidos de frangos. Do total
de 119 amostras analisados, 11 (9,24%) mostraram-se positivos
para o género. Os sorovares identificados foram Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium. Estes resultados
evidenciam a presenca do patégeno em plantéis destinados ao
abate e em visceras consideradas ao consumo humano.

N&o houve isolamento em coracdes condenados e
figados liberados pelainspecdo, porém, nota-se que Salmonella
Enteritidis esteve presente em duas (5,41%) das 37 amostras de
coragBes normais ou aptos ao consumo e em sete (19,44%) de
figados condenados. Salmonella Typhimurium foi isolada
apenas em figados condenados, perfazendo 5,56% de
positividade para o género nesta categoria de amostra. Barcelos
et al.’* ndo observaram isolamento de Salmonella sp. na
totalidade de figados condenados avaliados, 0 que ndo se
assemelha aos achados do presente estudo.

A presenca de Salmonella em plantas processadoras de
alimentos de origem aviéria € uma realidade indesejavel,
facilitando a disseminacéo do agente nas operacdes do
fluxograma, decorrendo em contaminac&o do produto acabado,
bem como de seus subprodutos.

Além disso, visceras classificadas como impréprias ao
consumo, pela inspecdo visual e macroscépica, podem ser
condenadas ou submeti das ao aproveitamento parcial com envio
agraxariaparafabricagdo de farinhas utilizadas na alimentacéo
animal. Sabe-se que o processamento destesingredientes ocorre
em altas temperaturas propiciando eliminacdo de Salmonella
sp., No entanto, nova contaminacéo destes subprodutos € fator
comum na indUstria. Isto permite a contaminagdo futura dos
plantéi s pelaingestéo de ragdes contaminadas, poisingredientes
de racfes de produtos de origem animal ndo garantem auséncia
de Salmonella sp. mesmo que submetidos ao tratamento
térmico™>s,

As agroindustrias, por meio de seus sistemas de gestdo
da seguranca de alimentos, analise de perigos e pontos criticos
de controle, aplicagdo de boas préticas de fabricacéo e do
programa de reducédo de patdgenos, alicercado pela legislacdo
nacional®, bem como das exigéncias instituidas pelos paises
importadores de carne avicola, trabalham com o propdésito de
reduzir e eliminar este patdgeno de seu ambiente evitando assm
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acontaminacdo delotes, disseminacdo e perpetuacdo dabactéria
em Seus Processos operacionais.

Em contrapartida, a contaminacdo do ambiente de criagdo
das aves, das ragles, dos plantéis propriamente ditos, sgja por
transmiss&o horizontal ou vertical entre as aves, contribui para a
introducao e perpetuacdo deste microrganismo nosabatedourost’8,

No entanto, considerando o tipo de amostra analisada,
pode-se constatar que a rastreabilidade da contaminagéo ndo é
conclusiva, pois a presenca de Salmonella Enteritidis e

Salmonella Typhimurium nos mitdos pode ter origem nagranja
ou por contaminagdo cruzada nos abatedouros avicolas.

Outro dado importante a ser considerado relaciona-se
aos grupos em que ocorreu a presenca de Salmonella sp.
Coracles de aves sdo consumidos, preferencialmente, sob a
formadealimento assado. Estetipo de agdo do calor nem sempre
garante sua penetracdo eficiente e homogénea no exterior e
interior da viscera; o que ressalta a probabilidade do patdgeno
ndo ser destruido decorrendo em risco para o consumidor.

Tabela 2. Salmonella Enteritidis (SE) e Salmonella Typhimurium (ST) isoladas de coragdes e figados normais e condenados, pelo
Servico de Inspecéo Federal, em abatedouros do Estado de Goias (A, B e C).

Amostra Total” Pesquisa de Isolamento Sorovares Abatedouro

Samonellasp. (%) Isolados
Coragéo normal 185 2137 541(SE) 2SE B,C
Coragdo condenado 45 019 - - -
Figado normal 185 037 - - -

5,56 (ST) 2ST

Figado condenado 180 9/36 19,44 (SE) 7SE A,BeC
Total 5% 117119 924 - -

* Amostras totai s subdivididas em grupos de cinco unidades para cada categoria, conforme Tabela 1.

Tabela 3. Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de Salmonella Enteritidis (SE) e Salmonella Typhimurium (ST) isoladas de
visceras contaminadas: coragdes normais (CN) e figados condenados (FC) provenientes de trés abatedouros avicolas do estado de
Goiés, caracterizagdo do nimero de cepas sensivels, com sensibilidade intermediéria e resistentes.

Padr&o de suscetibilidade dos sorovares SE e ST isolados de CN e FC
NuUmerode NUmero de cepas NUmero de cepas
cepas sensiveis com sensibilidade resistentes
intermedidria
S5

Antimicrobiano

E

ampicilina
cefalotina
cefoxitina
aztreonam
estreptomicina
gentamicina
tetraciclina
amicacina
tobramicina
sulfazotrim
norfloxacina
netilmicina
cloranfenicol - - - - - T
Andlises realizadas em duas cepas de SE isoladas de coragdes normais, 2 cepas de ST isoladas de figados condenados e 7 cepas de ST isoladas
figados condenados

#cepa de Salmonella Enteritidis proveniente de coragdo normal que apresentou resisténcia a tetraciclina

" cepade Salmonella Typhimurium proveni ente de figado condenado que apresentou resisténciasimultaneaamai s de um principio antimicrobiano.
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Nascimento et al.*®, Peres et a2 Corrier et a.° e Rezende
et al .2 foram unanimesem declarar que adeteccao de Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium demonstrou maior
freqliéncia em plantéis avicolas.

Quanto aos resultados observados dos antibiogramas,
convém salientar, que as cepas avaliadas foram isoladas de
orgdos normais e condenados pelo SIF. Pode-se verificar, na
Tabela 3, que uma cepa de Salmonella Enteritidis, isolada de
coragdo normal , demonstrou resisténciaatetraciclina, antibiodtico
com ampla utilizagdo em medicina veterinaria e de escolha
secundariaem medicinahumana. N&o foi observadasensibilidade
intermediariaeidentificou-seque asdemais cepasforam sensiveis
a todos os antimicrobianos eleitos. Este achado apresenta
semelhanca as descrigOes feitas de que Salmonella Enteritidis
de origem ndo humanaapresentaresisténciaatetraciclinas, pela
ampla aplicacdo do principio ativo nos processos infecciosos
de animais domésticos destinados & alimentagéio®=.

Quanto ao sorovar Salmonella Typhimurium, isolado
apenas em figados condenados, observa-se que uma cepa
apresentou resisténeia a quatro antimicrobianos, caracterizando
multirres sténcia?®*%, realidade de grande preocupacao parao estudo
epidemioldgico, em todo 0 mundo, deste sorotipo atualmente
consderado como emergente, sgja proveniente de isolamento de
alimentos ou infecgBes humanas. A outra cepa de Salmonella
Typhimurium foi sensivel atodos os antimicrobianos testados.

E importante salientar que todas as cepas de Salmonella
Enteritidisforam sensiveis ao cloranfenicol de uso proibido em
criacBes animais. No entanto, uma cepa (50%) de Salmonella
Typhimurium foi sensivel aeste antimicrobiano.

Quanto ao perfil de sensibilidade € importante comentar
gue todas as cepas dos dois sorovares identificados foram
sensiveis as cefalosporinas, antibidéticos de eleicdo para o
tratamento de salmoneloses invasivas diagnosticadas em
criangas, de acordo com as ponderaces feitas por Yan et al ..

CONCLUSOES

Os sorovares reportados na literatura como mais
freqlientesem amostras aviarias e surtos de toxinfecgéo alimentar
foram os mesmos isolados das amostras analisadas. Visceras
comestivei s macroscopicamente normais ainspegao podem ser
veiculadoras de Salmonella sp. representando risco potencial
asalde publica, bem como paraos processos de fabricagéo de
alimentosde origem animal. Salmonella Enteritidisfoi o sorovar
mais freqlente, no entanto, 88,9% das cepas mostraram-se
sensiveis atodos os antimicrobianos. Salmonella Typhimurium
apresentou multirresisténeia em 50% dos isolados.
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RESUMO

A citologia em meio liquido tem sido considerada importante alternativa para o ganho de sensibilidade do
exame de Papanicolaou. Este trabalho teve o objetivo de estudar variagdes no método de citologia em meio
liquido. Foram coletadas 130 amostras cérvico-vaginais, em duplicata, de pacientes atendidas no Ambulatorio
do Hospital Universitario do Oeste do Parana e em Unidades de Satde do Municipio de Cascavel-PR. apos
a assinatura do consentimento mformado. Foram preparadas 150 amostras em meto liquido, sendo 100 em
etanol 95% e 30 amostras em formaldeido 1% em tampdo fosfato pH 7.4. A seguir. as amostras foram
centrifngadas a 289 x g. Com os sedimentos obtidos, foram preparados esfregacos circulares em ldminas,
os quais foram fixados em etanol 93% e corados segundo a técnica de Papanicolaou. As amostras em meio
liquido de etanol e formaldeido. demonstrou celularidade satisfatoria, adequabilidade em morfometria e na
identificacio morfoldgica de células, bem como sensibilidade e especificidade satisfatorias na identificacéo
de microrganismos e de alteracdes celulares. As propriedades fixadoras e preservadoras do etanol e do
formaldeido observadas no presente estudo os apontam como alternativas viaveis para uso em ciiologia
em me1o liquido, porem a realizacio de estudos complementares € necessana para efetuar aperfeicoamento
do método.

Palavras chave. citologia em meio liquido, Papanicolaou, citologia cérvico-vaginal.

ABSTRACT

The liqud-based cyiology technique has been considered an important alternative for achieving the
sensitivity of cervix-vagmal cvtology exams. This study aimed to assess the vanations in the liquid-based
cytology technique. A total of 150 cervical samples were collected in duplicate from patients attended at
the Clinic of the Hospital Académico do Oeste do Parana and Health Units of the Municipal District of
Cascavel-PR. after the written informed consent form had been signed by them. The 100 collected samples
were fixed and preserved m liquid media contamning 95% ethanol and 50 samples 1in 1% formaldehyde n
phosphate buffer pH 7 4. The samples were centrifuged at 289 x g and circular smears of the sediment were
prepared on microscope slides, which were fixed 1n 95% ethanol followed by Papanicolaou staming, and
mounted in Entellan®. The liquid-based cytology technique showed satisfactory cellularity, adequacy in
morphometry and in cells morphology identification. Satisfactory sensitivity and specificity for detecting
microrganisms and cellular alterations were also observed. Owing to the fixation and preservation properties
of ethanol and formaldehyde. the present study pomts up that both preparations might be used as
alternative fixative agents 1n ligud-based cytology technique, although further studies for method
improvements have to be done.

Key word. pap test, liquid-based cytology, cervical cytology.
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INTRODUCAOQ

Diversos estudos tém apontado para indices nio ideais
de sensibilidade do preparado convencional de Papanicolaou®.
As causas citadas sdo: insuficiente representatividade das
células escamosas, endocervicais e da juncio escamo-colunar
(JEC). secagem e ou ma fixa¢io do matenial, distmbuigdo nio
homogénea das células no esfregaco, presenca de leucocitos,
hemacias e restos celulares em excesso’.

Recentemente, desenvolveu-se um sistema de preparo
de amostras de citologia em meio liquide, que tem sido
considerado, nos ultimos anos, impertante alternativa para
melhorar a sensibilidade do exame citologico cérvico-vaginal.
Em especial pela melhoria na qualidade da fixacdo do material e
na homogeneidade da distribuicdo celular no esfregaco. a
citologia em meio liquido vem sendo apresentada ndo como
substituta, mas sim, como um aprimoramento do teste de
Papanicolaou. Possivelmente devido a estes fatores, tem-se
obtido menores indices de resultados falso-negativos com esta
metodologia em relacdo a convencional*”.

Os sistemas disponiveis para citologia cérvico-
vaginal em meio liquido apresentam wm custo muito mais elevado
por exame em relacdo ao método convencional, chegando a
mviabilizar o seu uso como metodologia de escolha em umdades
de sande e em programas de prevengdo do cancer do colo do
litero, especialmente em paises em desenvolvimento*.

O presente trabalho visou o estudo da utilizacdo do etanol
ou formaldeido como fixadores, para o preparo de amostras
cervico-vaginals em me1o liquido em comparaciio a citologia
convencional.

MATERIAL E METODOS

Coleta de material

Coletou-se material cérvico-vaginal de 150 mulheres
atendidas no Sistema Unico de Satide. para a realizacio do exame
de Papanicolaou, apos assmatura de Termo de Consentumento
Livre e Esclarecido, aprovado pelo Conuté de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Satde da
Universidade Federal do Parana. Para o exame de citologia
convencienal, coletou-se matenal da exocérvice e da juncio
escamo-colunar (JEC) com o auxilio de espatula de Avre, girando-
se 360°; e da endocérvice, com escova cilindrica, girando-se 360°.
Os materiais obtidos foram cuidadosamente espalhados sobre
duas lanmunas de microscopia, de modo regular e em um tnico
sentido, sendo a prumeira encanunhada para o exame preventivo
de rotina da paciente e a segunda. fixada em alcool etilico 93%
durante no minimo 30 min (Controle). Em segmda, coletou-se
material para citologia em meio liquido com o auxilio de escova
conica (Kolplast®), processado como segue. Em 50 pacientes
atendidas no Ambulatorio do Hospital Universitanio do Oeste do
Paranad (HUOP), colocou-se a escova com o matenial em tubo
conico contendo 2ml de etanol 95% (Etanol). Em outras 100

pacientes atendidas nas Unidades de Satde Palmeiras, Parque
Sio Paulo e XIV de Novembro, do Municipio de Cascavel-PR,
colocou-se a escova com o material em tubo comco contendo 2ml
de formaldeido a 1% em tampdo fosfato 150 mmeoles/1. pH 7.4
(Formaldeido). Nas amostras de citologia em meio liquido,
homogeneizou-se a suspensiio de células em agitador tipo vortex
por 13s, retirou-se a escova comica e centnifugou-se a 289 x g
durante 5 mun, desprezando-se o sobrenadante por inversdo.
Ressuspendeun-se o sedimento das amostras formaldeido em 2ml
de alcool etilico 93% durante 60 min e apos sedimentacio
espontanea, retirou-se o sobrenadante com micropipeta.
Confeccionou-se esfregacos Etanol e Formaldeido, pelo
espalhamento de 50 pl dos sedimentos em forma circular (30mm
de didmetro), com o auxilio de ponteira de micropipeta descartavel,
secando-os ao ar. Fixou-se as laminas em etanol 95% durante
30 min e procedeu-se a coloracdo de Papanicolaou empregando-
se corantes Newprov® e montagem com Entellan®.

Avaliaciio citomorfolagica

A lettura das laminas fo1 procedida por varredura
horizontal sistematica ao microscopio optico (100x). Para
observacio minuciosa, utilizaram-se aumentos de 400x e 1000x.
As liminas de cada paciente foram observadas em dias
alternados, para evitar inducéo na avaliagio. A mdicacio dos
tipos e alteragdes celulares, da presenca de microorganismos e
a classificacio segundo Bethesda 2001¢, foram feitas na forma
de laudo descritivo, por consenso morfolégico entre duas
citologistas do laboratorio de Citologia Clinmica do Curso de
Farmacia da Universidade Federal do Parana.

Celularidade

Observaram-se critérios minimos de celularidade para
citologia cérvico-vaginal em meio liquido pelo nimero médio de
celulas em 10 campos representativos com objetiva de 40x,
aumento 400x e didmetro da ocular 20mm®.

Homogeneidade na distribuicio das células

Convencionou-se que apresentavam homogeneidade
satisfatona esfregagos com 10 a 30 células na malona dos campos
em aumento de 100x.

Presenca de células epiteliais escamosas e glandulares

Avaliou-se a presenca de células escamosas,
metaplasicas e endocervicais, bem como de leucdcitos
polimorfonucleares, histideitos, linfocitos e hemacias, emrelacio
a quantidade, como: escassa (1), moderada (+), acentuada (+++)
e abundante (++++). de acordo com os seus aspectos
citomorfolégicos®!

Presenca de alteracdes celulares e artefatos

Avaliou-se a presenca de alteragdes reativas e
degenerativas, como: pseudoesinofilia, metacromasia,
vacuolizacio citoplasmatica, halo perinuclear, granulos querato-
hialinos, apagamente de bordos citoplasmaticos,
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hiperqueratose, paraqueratose, homogeneizagio da cromatina,
espessamento de bordos nucleares, cariorréxis. edema nuclear,
binucleaciio, multinucleacdo, cariopicnose, cariolise e citolise.
Observou-se também a ocorréncia de alteracdes caracteristicas
de anormalidades epiteliais, como: coilocitose, hipercromasia,
cantomegalia, aumento da relagiio micleo/citoplasma, distibuicio
irregular da cromatina, contorno irregular do nucleo e
pleomorfismo celular. Registrou-se a presenca de artefatos como
pleomeorfismo celular. destruicio celular, alteracdes tintoriais,
fundo sujo. entre outros, sendo que alguns deles foram
considerados como produtos da mnterferéncia da metodologia
aplicada.

Avaliacio da microbiota

Registrou-se a presenca de microorganismos
morfologicamente compativeis com bacilos de Daderlein, flora
mista, flora cocoide, flora bacilar, Gardnerella vaginalis,
Trichomonas vaginalis, Actinomyces spp. Candida spp,
Mobilincus spp, e Leptotrix spp, entre outros, segundo critérios
descritos por Silva Filho e Longatto Filho'?,

Morfometria: Analisou-se area e perimetro do citoplasma
e do micleo, bem como relacdo micleo/citoplasma de celulas
escamosas mtermedianas pelo programa, UTHSCSAY Image
Tool, em microscopio Nikon ECLIPSE® E 200, capturando-se
imagens com camera digital SANSUNG* FCC131.

Analise estatistica

Empregou-se o teste Z para duas propor¢des. com
categorias mutuamente excludentes, para analise de
concordancia e discorddncia, em relacdo as diferenciagdes
celulares. Determinou-se a sensibilidade e a especificidade
relativas a presencga de microorganismos e de alteragdes
celulares, em relacfo ao controle. Para os dados morfométricos,
utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA | um critério) e o teste
de Tukey para comparacdes de médias. Os resultados foram
considerados estatisticamente sigmificativos para p=0,03.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em levantamentos populacionais realizados pelo exame
de Papanicolaou convencional. demonstrou-se que a coleta de
matenial pode ser responsavel por até 90% entre os 15 a 50% de
resultados falsos negativos relatados na literatura®. A citologia
em meio liquido pode ser mais sensivel em relagdo a
convencional na deteccio de anormalidades, uma vez que as
células coletadas séo transfenidas para um meio preservador,
vindo a compor uma preparacdo mais homogénea e
representatival®!s.

Com o intuito de desenvolver uma metodologia
alternativa viavel e de baixo custo para citologia em meio lquido,
testou-se varios meios para preservacio e fixacdo de celulas
epiteliais em ldmina, entre eles o etanol, amplamente empregado
como fixador celular; e o formaldeido. rotineiramente empregado
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como fixador de células e tecidos. Ao se testar o formaldeido 1 a
5% em tampdo fosfato 150 mmoles/l pH 7.4, obteve-se
satisfatoridade apenas com 1%, com presenca de artefatos e
alteracdes morfotintoriais em concentracdes maiores.

Solomon e Nayar’ de acordo com o Sistema Bethesda
2001, recomendam a presenga de ao menos 5000 celulas em
preparacdes de citologia cérvico-vaginal em meio liquido. Neste
trabalho, obteve-se ac menos 10.000 células em 350% das
preparacdes. com celularidade média na famxa de 15.000 células,
demonstrando uma boa fixacio do material citologico em lamuna.

Em relacdo as células analisadas, houve concordancia
nas amostras Etanol e Formaldeido em relacdo ao Controle
(Figura 1), com excecéo das células endocervicais e hustioeitos,
apenas para as amostras Formaldeido, p=20.05. Com o emprego
de formaldeido, em relacfo as células endocervicais, a estrutura
da cromatina foi alterada, tornando-se compactada e
hipercromatica; enquanto nos histidcitos, observou-se
alteraces nas estruturas citoplasmaticas, niio se conseguindo
perceber a vacuolizacio, caracteristica morfologica relevante para
a identificacio destas células.

A sensibilidade e a especificidade obtidas na avaliagio
da microbiota em preparacdes Etanol e Formaldeido, em
comparacio com as de citologia convencional, foram satisfatonas.
Todos os microorganismos observados na citologia
convencional também o foram na citologia em meio liquido, de
um modo geral com melhor qualidade morfotintorial (Figura 2).
Observaram-se apenas dois casos com resultados falso-
negativos, para Actinomyces spp e Candida spp, nas
preparacdes em meio liquido Formaldeido.

Os resultados obtidos para a presenca de
microorganismos na citologia em meio liquido corroboram os
achados de outros autores, que apontam para sensibilidade e
especificidade dtimas para o método. Roberts et al. ' referem-se
ao fato de que os microorganismos sfo facilmente identificados
em citologia em meio liquido, em comparacio a citologia
convencional.

A analise de alteracdes celulares nas preparagdes
estudadas, em comparagio com a citologia convencional,
mostrou indices satisfatorios de sensibilidade e especificidade.
Observou-se sensibilidade superior a 70%, em amostras Etanol,
para pseudeosinofilia, metacromasia, hiperqueratose, edema
nuclear, halo perinuclear, granulos querato-hialinos, citolise,
cariopicnose, paraqueratose, cariolise, coilocitose e
binucleacdo, e: em amostras Formaldeido, para
pseudoeosmofilia. metacromasia. halo perinuclear. granulos
querato-hialinos, hiperqueratose, edema nuclear. cariopicnose,
citolise e cotlocitose (Figura 3). Em relacio a especificidade,
obteve-se valores maiores que 86% para todas as alteracdes
observadas.

Em apenas trés amostras, observou-se critérios
morfologicos suficientes para classificacio como lesdo
intraepitelial cervical de baixo grau (LSIL), lesdo intraepitelial
cervical de alto grau (HSIL) e carcinoma escamoso mnvasor, nio
permitindo o emprego de analise estatistica em relacio a critérios
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Figura 1. Fotemicrografias de células epitelians cervicms em preparagdes convencionais € em meio liquids

Meétodos: A - citologia convencional; B - citologa em meio liquido com etanol §5%; C- citclogia em meio liqudo com formaldeido 1%,
Células epiteliais cervicais 1 - células endocervicans; 2 - células escamosas mtemmedidrias;, 3 - células escamosas superficinis; 4 - células escamosas

parabasais; 5 - células metaplisicas.
Coloragio de Papanicolacu (400x).
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morfolégicos de anormalidades epiteliass. No entanto, obsenvou-
se evidenciagio de critérios relevantes como hipercromasia,
cariomegalia, aumento da relagio nicleo-citoplasma,
wregulandades na distribuigdo da cromatina, uregulandade do
contorno nuclear, pleomorfismo celular e disqueratose nas
amostras de citologia em melo liguide em relagio ao controle
(Figura 4).

A maiona dos estudes atnbui mator sensibilidade para a
metodologia em melo liquido, com resultados vanavers, tanto
na deteccio de LAIL, quanto de HSIL™ com aumento de 25%
na sensibalidade para detecgiio de carcinoma cervical. No estudo
de Davey et al ¥, os autores encontraram 55% mais casos ao
agruparem HSIL e carcinoma, com o emprego da citologia em
me1o liquado.

Figura 2. Folomucrografias representativas da mucrobiota em preparagdes de citologa cervical convencional ¢ em meto liquido

Métodos: A - citologia convencional ; B - citologia em meio liquido com etanol 95%; C - citologia em meio lquide com formaldeide 1% . Microbiota:

1 - Trichomeonaz vaginalliz; 1 - Gardenerwlla vaginali © 3 - Candida spp.

Celoragio de Papamcolaou (400x).
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Figura 3. Folomucrografias veprecentativas de alteragdes celulares de matenal cerico-vagimnal em preparagdes convencionais & em meio ligmdo
Meéwsdos: A - citologia cenvencional ; B - citelogia em meio liguids com etanel 95%; C - citologia em misio liguids com formaldeids 1% .

Alteragdes celulares: 1 - vacuolizagio citoplasmanca; 2 - granulos querato-hialinos; 3 - metacromasia; 4 = pseudososnofilia; 5 = canomexis; 6 -
hale pennuclear. Cloragic de Papamucolaou (400x).
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As células escamosas intermedianas em amosiras
Etanol, momtoradas pelo programa fmage Tool™ for Windows,
nio mostraram diferencas de area e perimetro em unidades
pixel (bit), em relacdo as preparacdes de citologia
convencional p=0,05. Porém, em amostras Formaldeido, a area
e o perimetro citoplasmaticos das células escamosas
intermediarias foram menores em relagdo aos obtidos com o

A -
N,

-
i

-

método convencional p=0,05. Esses resultados sugerem uma
possivel influéncia do meio agquoso, que poderia ter
provocado contracie do citoplasma. nas amostras
Formaldeido.

Nio se encontrou diferenca sigmficativa na relacio
micleo-citoplasma ao se comparar a citologia em meio liguido e
a convencional. No entanto, houve diferenga significativa entre

T,

Figura 4. Fotommerografias de citologia eénnco-vaginal de casos classaficadss como anormalidades epitehiais segunde o Sistema Bethesda 2001

Métodos: A - citologia convencional; B - citologia em meio liguido com etanol 95%: C - citologia em meio liguido com formaldeido 1% .
Anormalidades epiteliais: 1 - lesio intraepitelial de baixo grau (sugestiva de infecgio por HPV); I - lesic intraepitelial de alto grau; 3 - carcinoma

cervical escamoso. Coloragio de Papamicolacn (400x).
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os grupos estudados, com uma tendéncia de se observar menor
relacdo nucleo-citoplasma no grupo no qual se comparou
amostras formaldeido com a citologia convencional em relacio
ao grupo no gual se comparou amostras etancl ao controle,
evento nio explicado.

Apesar dos resultados satisfatonios obtidos para celulandade,
homogeneidade e identificacdo de células epiteliais e de suas
alteracdes. bem como de microorganismos, as varagdes no metodo
de criologia em meio liquido propostas neste trabalhio apresentaram
algumas lumitacdes. Nas amostras Etanol houve precipitacio de
matenial protéico que causou algiumn obscurecimento, especialmente
em materiais ricos em muco, polimorfonucleares ou hemacias. Nas
amostras Formaldeido houve alteracdes em células endocervicais e
histiocitos, que dificultaram a sua identificacdo. Apesar do niunero
de resultados prejudicados durante a experimentacio ter sido
desprezivel ndo significa que ndo devam ser levados em
consideracfio. Desta forma, conclui-se que ha necessidade de estudos
complementares, que possibilitem a proposicio de novas variacdes
para o método de citologia em meio liquido.

O custo do material disponivel atualmente no mercado
para citologia em meto liquado podena ser reduzido em ate 90%,
com a aplicacdo das metodologias propostas. O desenvolvimento
de uma metodologia alternativa para citologia cérvico-vagmal em
mei1o liqmdo, que seja simples e acessivel economuicamente para
que possa ser empregada em rastreamentos populacionais, é
relevante para o desenvolvimento de paises como o Brasil e para
a prevencdo e controle do cancer cervical.
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ABSTRACT

Hundred-three Escherichia coli strains of serogroup O128 were serotyped and examined for virulence-
associated genes. The 59 representative strains of all serotypes were submitted to ribotyping. The
serotypes O128:H35 (41.7%), 0128:H2 (14.6%), O128:H (8.7%) and O128:H8 (6.8%) were the most frequently
found. Serotype O128ab:H2 strains only carried the eae and bfpA sequences. These strains exhibited the
LA-like adhesion pattern. Serotype O128ab:HS strains and some non-motile strains reacted only with the
eae probe, and they were classified as atypical EPEC. The O128:H35 strains corresponded to the
enteroaggregative category. Enterotoxigenic strains were found among O128ac:H7, O128ac:H21, O128ac:H27
and O128ac:H- strains. Clonal group A comprised the majority of virulence markers - harbouring strains,
while clonal group B included mainly those strains devoid of any virulence marker.

K ey wor ds. Escherichia coli, Enteropathogenic E.coli, EPEC, Serotypes O128.

RESUMO

Foram estudadas 103 cepas de Escherichia coli do sorogrupo O128, quanto as caracteristicas fenotipicas
e genotipicas associadas a viruléncia. Cinqiienta e nove cepas representantes de todos os sorotipos
foram submetidas a ribotipagem .Os sorotipos mais freqiientes foram O128:H35 (41,7%), O128:H2 (14,6%),
O128:H" (8,7%) e O128:H8 (6,8%). Diferentes grupos enteropatogénicos foram identificados. Somente as
cepas do sorotipo O128:H2 foram positivas para as sondas eae and bfpA e apresentaram o padrio de
adesdo AL-like. Cepas do sorotipo O128:H8 e algumas imdveis reagiram apenas com a sonda eaee foram
classificadas como EPEC atipicas. As cepas O128:H35 corresponderam a categoria enteroagregativa e os
sorotipos O128:H7, 0128:H21, O128:H27 e as cepas imdveis foram classificadas como enterotoxigénicas.
Todas as cepas que apresentaram marcadores de viruléncia pertenciam ao grupo clonal A, enquanto que
no grupo clonal B estavam incluidas as cepas desprovidas dos fatores de viruléncia pesquisados.
Palavr as-chave. Escherchiacoli, E.coli enteropatogénica, EPEC, Sorotipos O128.
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INTRODUCTION

During the 1940’s and 1950°s, many outbreaks of infantile
diarrhoea were epidemiologically linked to Escherichia coli
throughout the world '. Although such outbreaks have become
substantially uncommon in developed countries,
enteropathogenic E.coli (EPEC) is still the leading cause of acute
childhood diarrhoea in developing countries. EPEC are
recovered from more than 30% of acute diarrhoea affecting mainly
infants under one year old in large Brazilian urban centres®.

In addition to certain E. coli strains historically
associated to outbreaks of diarrhoea, several other strains have
also been incriminated as capable of causing diarrhoeal diseases,
as demonstrated by further investigations carried out in many
countries *3. In 19877, the World Health Organization recognized
as EPEC 12 E. cali serogroups: 026, 055, 086, O111, O114,
0119,0125,0126,0127,0128,0142, and O158.

Over the past several years, the use of HEp-2 and HeLa
cells in culture and molecular techniques for studying the
virulence characteristics of E. coli associated with diarrhoeal
diseases led to the establishment of six diarrheogenic categories,
and more recently of another one designated atypical EPEC3°.
The main characteristics of these categories are: EPEC, localised
adherence pattern (LA), and presence of the eae sequence and
the EAF plasmid; Atypical EPEC, presence of eae and absence
of EAF; Enterohemorrhagic E.coli (EHEC), production of Shiga
toxins I or IT or both; Enterotoxigenic E. coli (ETEC), production
of heat-labile (LT) or heat-stable (ST) toxins or both;
Enteroinvasive E .coli (EIEC), invasiveness (INV)and
keratoconjunctivitis in guinea-pig; Enteroaggregative E. coli
(EAEC), aggregative adherence pattern (AA), and diffuselly
adherent E.coli (DAEC), diffuse adherence pattern (DA) and
gene daaC. The pathogenicity of DAEC strains however is not
well established.

In 1953, Taylor & Charter'® identified the first strain
belonging to serogroup O128, which was isolated from a severely
ill baby (Cigleris) and from several cases of infantile diarrhoea in
the United Kingdom. Since then, strains of this serogroup have
been isolated in association with outbreaks or sporadic cases
of diarrhoea in many countries!!. Furthermore, it has been
reported that O128 strains may have different virulence
properties'>!*!*15 In England and other European countries,
Shiga toxin-producing strains are relatively frequent in this
serogroup'*'. The main purpose of this study was to determine
the virulence properties and the association between serotypes
and ribotypes of O128 strains isolated in Sdo Paulo, Brazil.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains

A total of 103 E. coli strains of serogroup O128 was
analysed. All strains were isolated from patients with
diarrhoea at Instituto Adolfo Lutz (Central and Regional

Public Health Laboratories), Sdo Paulo, Brazil, between 1977-
1993. Of the 103 strains, 90 (87.4%) were isolated from 1 to 5
year old children. The strains were stored on nutrient agar
slants and kept at room temperature. Strain Cigleris (serotype
0128:H2), the prototype strain of serogroup O128, also
included in this study, was provided by the International
Reference Center for E. coli and Klebsiella, Copenhagen,
Denmark.

Serotyping

Strains were grown on nutrient broth and streaked
onto nutrient agar plates. Selected smooth colonies were
tested for serogroup confirmation and subgroup O128ab and
0O128ac determination. H-antigens were determined after
several passages on semi-solid medium. All antigens were
determined following standard methods!'® by using antisera
prepared with type strains in the Enteric Section of Instituto
Adolfo Lutz.

Hybridisation with DNA probes

All strains were tested by colony hybridisation as
described by Maas ' using the following isotopically
(0-3>P[dATP]) labelled DNA probes: eae (E. coli attaching
and effacing gene); bfpA (bundle-forming pilus); EAF (EPEC
adherence factor); EHEC (EHEC hemolysin); Stx1 (Shiga
toxin 1); Stx2 (Shiga toxin 2); EAEC (enteroaggregative E.
coli adherence plasmid); AAF/I and AAF/II (aggregative
adherence fimbriae I and II); astA (enteroagregative E. coli
heat-stable enterotoxin); daaC (diffuselly adhering E. coli);
INV (E. coli invasiveness); LT-I (E. coli heat-labile
enterotoxin type I); LT-II (E. coli heat-labile enterotoxin type
IT); ST-Th (heat-stable enterotoxin type I from E.coli of
human origin); ST-Ip (heat-stable enterotoxin type I from E.
coli of porcine origin), and cdt (cytolethal distending
toxin)'s.

Search for colonisation factors(CFA/I and CFA/IT)

Was performed with bacteria cultivated in Casamino
Acids-yeast extract medium and were determined following
standard methods *°.

B-phenylpropionicacid reaction (hydrocinnamic acid)

All strains were tested for hydrocinnamic acid
degradation according to Ewing *°. Cultures were inoculated on
the surface of a medium containing 0.02g of B-phenylpropionic
acid (PPA) (Sigma, ST Louis, MO, USA), incubated at 37°C and
examined daily for three days for development of a pink colour
(positive reaction) in the medium.

Hemolysin production

Hemolysin production was searched for according to
Beutin et al.?'. E. coli U4 /41 (serotype O4:K3:H5), producing
o-hemolysin and E. coli E-Hly* (serotype O157:H7), producing
the EHEC hemolysin, were used as positive controls.
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Heat-stable (ST) enter otoxin production assay
The infant mice assay described by Dean et al.> was
used for detection of ST-I in culture supernatants.

Search for cytolethal distendingtoxin

Strains were statically grown in Brain Hearth Infusion
Broth (Difco, Michigan) at 37°C for 48h. Supernatants were
filtered through 0.22pum membranes (Millipore products,
Bedford, Mass, USA) and diluted 1:4 in MEM (Modified Eagle
Medium, Gibco) for inoculation of HeLa cells monolayers.
Changes in cell morphology were surveyed every 24h for 5
days. All strains were tested in two experiments. Two positive
control strains (E. coli 86-6136 and 741-4) and a negative control
strain (E. coli C600) were used in all assays®.

Hel acellsadhesion assay

Strains were tested for the ability to adhere to HeLa cells
in the presence of D-mannose as previously described, using
the 3 and 6 h assays*. Adherence patterns were determined by
comparison with those of strains E. coli E2348/69, C1845, and
042, which are prototypes for localised adherence (LA), diffuse
adherence (DA), and aggregative adherence (AA), respectively
22627 The adherence patterns were defined after the strains
had been tested at least in two assays.

Ribotypingand clonal analysis

Chromosomal DNA (2ug) extracted and purified
according to Brenner et al.?® was digested with Bgll and
HindIII (Amersham Pharmacia Biotech) following the
instructions of the manufacturer. Electrophoresis of digested
DNA samples and transfer to nylon membranes were done as
described elsewhere®. Hybridization of membranes with
16 + 23S cDNA probe was done according to Popovic et al.*.
Fragment sizes of hybridized DNA were estimated as
described by Dalla-Costa et al.>'. A similarity matrix was
contructed by visually scoring the presence or absence of
each fragment (0, absence of a fragment; 1, presence of a
fragment for each ribotype) and the dendogram was
contructed as previously described!®32,

RESULTS

Serotyping

Among the 103 strains, 70 (67.9%) were of subgroup
0128ab and 33(32,1%) of subgroup O128ac. Nine strains were
non-motile (H-) and the remaining harboured one of the
following H-antigens: H2, H5, H7, H8, H12, H21, H25, H27, and
H35. Some serotypes occurred with O128ab, others with
O128ac and others with both O antigenic varieties. The most
prevalent serotype found in the study period was O128ab:H35
(38.8%). The frequencies in which the different associations
between H-types and ab and ac antigens occurred are
presented in Table 1.
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Virulenceproperties

None of the 103 strains produced hemolysin or reacted
with the EAF, daaC, EHEC, Stx1, Stx2, LT-I, LT-1I, ST-Ip, INV,
AAF/I, and AAF/II probes. The results obtained with the
remaining probes as well as the toxin production and adherence
patterns are summarised in Table 1, according to the ab and ac
O subgroups and H-types. All strains of serotypes O128ab:HS5,
0O128ac:H8 and O128ac:H25 were devoid of any of the virulence
properties tested and presented an indefinite pattern of
adherence (IN) to HeLa cells. Strains carrying antigens H7, HS,
H12, and non-motile strains of sub-group ab presented virulence
properties distinct from those presented by strains of sub-group
ac of the same serotype. The eae sequence was found only in
strains of serotypes O128ab:H2 (86.6% of the strains), O128ab:H8
(50.0%), and O128ab:H- (100%). The majority of strains of the
former serotype that carried eaealso carried bfpA. 68.2% of the
strains presenting eae produced the localised adherence-like
pattern of adherence (LAL) described by Rodrigues et al.'® ,
which was characterised by loose clusters of few bacteria
detected only in the prolonged 6h assay (Figure 1A). The ST-1Th
sequence was found only in strains belonging to the ac
subgroup (in one of 3 strains of O128ac:H7, in all strains of
0O128ac:H-, in all strains of O128ac:H21 and 3 of 10 strains of
0128ac:H27), and all of them expressed ST-I in the infant mouse
assay. Moreover, the 2 strains of serotype O128ac:H7, 5 strains
of serotype O128ac:H12 and 7 strains of serotype O128ac:H27
that lacked the ST-Th sequence were also positive in this assay
at the time of isolation. Among the ST-Ih producing strains,
one (serotype O128ac:H7) produced CFA/I and two (serotype
0128ac:H21) produced CFA/IL. All O128ac:H- and O128ac:H21
strains that produced ST-Ih displayed DA (Figure 1C). The EAEC
sequence was found only in serotype O128ab:H35 (15% of these
strains), but most of the strains of this serotype (82.5%)
presented AA to HeLa cells (Figure1B). This pattern was also
detected in the two strains of serotype O128ab:H12 and one of
3 strains of serotype O128ac:H35. The AA pattern in all 0128
strains could only be determined in the 6h assay. The cdt
sequence was only found in one O128ab:H- strain which did
not express the toxin; in the same serotype, another strain
produced CDT but did not react with the cdt probe used. Most
of the strains of serotypes O128ab:H2 (73.3%), O128ab:H35
(72.5%), and O128ac:H35 (66.6%) carried sequences
homologous to astA.

B-phenylpropionicacid reaction

Only strains belonging to serotypes O128ab:H2 (13
strains) and O128ab:H- (4 strains) and bearing the eae gene
were positive in this test.

Ribotypes

For ribotyping analysis we selected 59 strains that
represented all serotypes and subgroups identified in this
study. Using DNA digested with BglIl and HindIII, 8 banding
patterns (ribotypes R1 to R8) were found among these strains
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(Figure 2). The distribution of strains according to the
ribotypes associated with serotypes and their virulence
properties is shown in Figure 3.

DISCUSSION

The results of this study show that E.coli serogroup
0128 include strains with the characteristics of atypical EPEC

(eae"), enterotoxigenic E.coli (ST-Ih*), and enteroaggregative
E.coli (AA adherence pattern). This serogroup also includes
strains as those of serotype O128:H2 (eae*, bfp*, and EAF)
which can not be placed in any of the diarrheogenic E.coli
categories. In fact O128:H2 strains are very similar to O119:H2%
strains and were classified as atypical EPEC*. Most strains of
this serotype carried the astA gene. Surprisingly enough we
have not found among our O128:H2 strains either Stx or EAF
positive strains. Although the number of strains studied is not

Tablel. H-antigens, O subgroups and virulence characteristics of 103 0128 E. coli isolated in Sdo Paulo, Brazil, between 1977 and 1993.

H-types O subgroup Virulence properties Adherence pattern
H2(15) ab (15) eaebfpAastA(11) LAL(9);IN(2)
eaebfpA (1) LAL(1)
eae(l) LAL(1)
#(2) IN(2)
H5(1) ab(1)
#(1) IN(D)
H74) ab (1) #(1) IN(1)
ac (3) ST-Ih<(1)* IN(1)
#(2) IN@)
H8 (6) ab (5) eae(3) LAL(1);IN(2)
#(2) LAL(1);NA(1)
ac (1) #(1) IN(1)
H12(7) ab(2) #(2) AA(2)
ac(5) #(5) IN(4); NA(1)
H21(6) ac (6) ST-1h¢ (6)" DA (6)
H25(2) ac(2) #(2) IN(2)
H27(10) ac (10) ST-Th¢ (3) NA(3)
#(7) NA (7)
H35(43) ab (40) EAEC4) AA4)
EAECadA(2) AA(2)
astA(27) AA(21);IN(6)
#(7) AA (6); IN(1)
ac(3) astA(2) AA(1);IN(1)
#(1) IN(D)
H™®(9) ab (6) eae(4) LAL (3); IN(1)
eaecdt (1) IN(1)
eaeastACDT (1) IN (1)
ac(3) ST-Ih¢ (3) DA@3)

¢ (number of strains ); ® (non-motile);¢ (all strains which reacted with this probe were positive for ST(Dean test); = ( positive for CFA/ I,
colonization factor antigenI) ; ™ (two strains were positive for CFA/IL, colonization factor antigen II); eae (EPEC attaching and effacing);
bfpA (bundle forming pilus ); ast-A (enteroaggregative heat-stable enterotoxin 1 gene); ST-Ih (heat-stable enterotoxinI from E.coli of human
origin); EAEC (enteroaggregative E.coli); cdt ( cytolethal distending toxin gene); CDT (cytolethal distending toxin ); # (negative with all
probes ); LAL (localized adhesion like) ; AA (aggregative adhesion); DA (diffuse adhesion) ; IN (indefinite adhesion ) ; NA (non-adherent)
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large this suggests that the Brazilian O128:H2 strains are different
from the strains isolated in the UK and other European countries
where strains of this serotype frequently produce Stx and
occasionally bear the EAF plasmid'>!'*,

An interesting result of this study was the close
association found between antigenic characteristics and
virulence properties. Strains carrying antigens H7, H8, H12,
H35 and some non-motile strains of sub-groups ab presented
virulence factors distinct from those presented by strains of

Figure 1. Adherence patterns of 0128 strains after 6h incubation. (A)
Localized adherence-like pattern (LAL) of O128:H2 strains; (B) AA
pattern displayed by O128:H35 strains; (C) DA pattern of O128ac:H21
strains.
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sub-group ac of the same serotype. Still interesting yet, strains
bearing the eae and EAEC sequences and those displaying
AA belonged to sub-group ab, while strains which reacted
with the ST-Th probe or produced this toxin were of sub-group
ac. Similar results were reported by Campos et al.’> with
serogroup O111 where all EPEC (typical and atypical ) and all
aggregative strains had the ab antigen and all STEC strains
had ac antigens.

The subdivision of O groups in ab and ac subgroups,
introduced by Ewing et al. * in the 50’s, may be more significant
than accepted currently not only for virulence but also in
epidemiological studies*. In regard to these phenotypical
characteristics, it should be emphasized that the phenyl-
propionic acid test, could separate the O128:H?2 strains from all
other strains suggesting that this serotype can be identified by
this property.

The use of the adherence assay in this study was crucial
for the characterisation of the strains since it demonstrated the
existence of a great number of EAEC strains which could not
be detected by the EAEC DNA probe currently available -3
and also because it allowed us to confirm that strains lacking
the EAF region exhibit regularly the LAL adherence pattern.
But it should be noted that the results of the assay for both
adherence patterns are consistent only after a 6 hour incubation
period.

Clonal analysis based on ribotyping data showed that
0128 strains are organized in two main groups comprising
some clusters. The great majority of strains bearing virulence
markers were assigned to clonal group A. Our finding that R2
included serotypes H2, H27 and H35 is similar to the data
reported by Whittam et al.*® who showed that these serotypes
belonged to a single electrophoretic type (ET). Although one
cluster typically included ETEC strains of serotypes O128:H7,
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Figure 2. Banding patterns (ribotypes) of 59 O128 strains obtained with
Bgll. 1 and 13, molecular marker, H.aegyptius ECORI DNA digest; 2, rib
otype 1 (Cigleris,H2);3, ribotype 2 (H2); 4 and 5, ribotype 3 (H-) ;6,
ribotype 4 (H7);7, ribotype 4a (H7); 8, ribotype 5 (H8); 9, ribotype 6
(H12); 10, ribotype7 (H25; 11, ribotype 8 (H21;12, ribotype 8a (H21)
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R2

ab:H2 [13] eae bfpA astA (10); eae bfpA (1); # (2)
ac:H27 [8] ST-Th (3); # (5)
ab:H35[9] EAEC astd (2); EAEC (4); astA (3)

| R2b ab:H [4] eae (4)
r R2a  ab:H2 [1] eae bfpA astAd (1)
A R5 ab:H8[3] eae astd (1); astA (1);# (1)
R7 ac:H25[2] # (2)
— ac:H21 [2]
R8 H acH-  [2]
R8a [] ac:H21 [2] IBITEC
ac:cH  [1] (ST-Ih)
R4a ac:H7 [1]
= R4 || ab:H7 [1] # (1)
ac:H7 [2] # (2)
Br— Ro6 ab:HI2[2] # (2)
ab:H2 [1] # (1)
—— o || @HI2[2] ST-Th (2)
ab:H2 [Cigleris] eae bfpA EAF

10,03

ac:H35 [1] # (1)

R3  ab:H [1] eae (1)

divergence index

Figure 3. Dendrogram showing the genetic relationship based on ribotyping of 0128 E.coli strains isolated in Sdo Paulo, Brazil. Serotypes and
characteristic virulence determinants are indicated on the right of each ribotype.When multiple strains were analysed the number of strains are
indicated in parentheses following the virulence markers. # indicates absence of any virulence marker.

0128:H21 and non-motile strains, other enterotoxigenic
serotypes as O128ac:H27 and O128ac:H12 were classified in
other clusters, suggesting that strains belonging to the same
diarrhoeagenic category are not monophyletic*. Clonal group
B included mainly strains devoid of any virulence marker
except for one non-motile strains carrying the eae sequence
and two O128ac:H12 strains that were originally ST-Ih
positive, but lost this virulence marker possibly during
storage. The prototype strain “Cigleris” (0128:H2 eae bfpA
EAF) was also assigned in this group suggesting its
substantial genotypic difference compared with our H2 strains,

and supporting that strain Cigleris, a O128:H2 strain isolated
in England many years ago, likely belongs to a different
lineage or clone. Genetic diversity among O128:H2 strains
has already been reported by Whittam et al.** and Orskov et
al.** based on electrophoretic profiles. Similar distribution
based on multilocus enzymes electrophoresis (MLEE) has
been reported in other EPEC serogroups '“'%?°, showing a
close relationship among electrophoretic types, serotypes and
virulence properties. Dalla-Costa et al.*' also reported an
association between ETs and ribotypes in many EPEC
serogroups.
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