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RESUMO

A toxoplasmose é protozoose de ampla distribui¢do geografica. A infec¢do congénita por Toxoplasma
gondii pode ser grave e até letal, por isso, é fundamental que se inicie o pré-natal no primeiro trimestre da
gestacao, o qual possibilita o diagndstico precoce. Ao evidenciar sorologia positiva para imunoglobulina
M, torna-se necessaria a realizagdo de exames confirmatdrios complementares, como o teste de avidez
de imunoglobulina G especifico para Toxoplasma gondii, que ¢ util na identificagio da fase em que se
encontra a doenga. Na presente revisdo, foi avaliada a importancia da utilizacdo do teste de avidez de
anticorpo IgG anti-T. gondii na rotina pré-natal para diagndstico de toxoplasmose aguda, pesquisando-se
os periodicos indexados nas bases de dados Lilacs, SCIELO e PubMed. A maioria dos estudos demonstra
que, ao definir a fase da doenga com maior precisao, o teste de avidez de IgG tem implicagdo direta na
melhora da conduta terapéutica para pacientes com anticorpos IgM reagentes para T. gondii durante a
gestacdo. A implantagio desse teste na triagem pré-natal no 4mbito nacional ainda necessita de um esforgo
conjunto para se tornar uma estratégia eficiente de controle da toxoplasmose gestacional e congénita.

Palavras-chave. toxoplasmose congénita, Toxoplasma gondii, afinidade de anticorpos, avidez de IgG,

ensaios imunoenzimaticos, teste de avidez de imunoglobulina G anti-T. gondii.

ABSTRACT

Toxoplasmosis is a parasitic disease worldwide distributed. Congenital infection with Toxoplasma gondii
can be serious and even lethal, so it is essential to initiate the prenatal care in the first trimester of pregnancy;,
for achieving early diagnosis. When the Toxoplasma immunoglobulin-M serology is positive, the additional
confirmatory tests are required, such as testing for T. gondii specific immunoglobulin-G avidity, which is
useful for identifying the acute toxoplasmosis from the past infection. The present study performed a
review on the use of IgG avidity test for toxoplasmosis diagnosis during pregnancy, by consulting journals
indexed in Lilacs, ScIELO and PubMed databases. The anti-Toxoplasma IgG avidity test is capable to set
the disease phase with high accuracy, and it is directly associated with the best clinical practice for patients
with positive anti-Toxoplama gondii IgM antibody during pregnancy. The implementation of this test in
prenatal screening in a national context requires a joint effort to establish an effective strategy to control

the gestational toxoplasmosis.

Keywords. congenital toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, antibody affinity, IgG avidity, immunoassays,

immunoglobulin G anti-T. gondii avidity test.
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INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma protozoose de ampla
distribuicdo geografica, cujo agente etioldgico é o
Toxoplasma gondii (T. gondii), o qual possui um
ciclo de vida que envolve o gato como hospedeiro
definitivo e o homem, os mamiferos e as aves como
hospedeiros intermediarios’. Existem inimeras formas
de transmissao, destacando-se a ingestdo de oocistos
dispersos no ambiente, na agua e nos alimentos; a
ingestdo de carnes mal cozidas de suinos, bovinos e
ovinos contendo cistos; e a transmissdo placentaria'

A prevaléncia de toxoplasmose ¢ alta em
nossa populacdo, podendo variar de 64,9 % a 91,6 %,
dependendo da regiao do Brasil**. Esses dados assumem
uma grande importancia, principalmente quando
consideramos a transmissdo vertical da toxoplasmose
e suas graves consequéncias congénitas. Em um estudo
realizado em Campinas em 2004, foi observada taxa de
prevaléncia de 56,1 % nas gestantes do Sistema Unico
de Saude (SUS)®. Recentemente, um estudo envolvendo
mais de 4.200 mulheres atendidas no servi¢o de saide
publica em duas cidades do Parand (Brasil) encontrou
60 % de prevaléncia de IgG anti-Toxoplasma gondii®.
Tais dados reforcam a importincia de monitoramento
adequado das gestantes, sendo fundamental que se
inicie o pré-natal no primeiro trimestre da gestagao,
possibilitando a identificagdo precoce dos casos agudos
de toxoplasmose gestacional. Ao se diagnosticar
precocemente, o tratamento tem maiores chances de
evitar ou reduzir sequelas para o recém-nascido’.

Uma vez que o diagndstico clinico e o
parasitologico da toxoplasmose sdo dificeis, por tratar-
se de um processo sistémico com baixa parasitemia e
sintomas inespecificos, o diagndstico da doenca aguda
¢ realizado pelo perfil sorologico, que exibe positividade
tanto para anticorpos da classe imunoglobulina M (IgM)
quanto imunoglobulina G (IgG)®. Os niveis de anticorpos
IgM podem manter-se positivos por meses apos a infec¢éo,
resultando em testes falso-positivos para toxoplasmose
aguda, por isso existe a necessidade da utilizagao de outros
métodos para a diferenciagdo entre infecgdo aguda ou
cronica, como o teste de avidez de IgG especifico para
T. gondii”®. Entretanto, um estudo conduzido em 2010 por
Jones e colaboradores demonstrou que 73,2 % dos obstetras
entrevistados ndo tinham conhecimento de que o teste de
IgM para toxoplasmose apresenta altas taxas de resultados
falso-positivos, e ainda foi demonstrado nesse estudo que
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91,2 % dos obstetras nao tinham ouvido falar do teste de
avidez, o qual pode ajudar a determinar a fase da infecgdo
por T. gondii na gravidez’.

Devido a grande importdncia clinica da
transmissdo placentaria da toxoplasmose, esta revisao
narrativa da literatura tem como objetivo avaliar a
utilidade clinica do teste de avidez de IgG anti -T. gondii
para o diagndstico da toxoplasmose aguda em gestantes,
a fim de fornecer maiores informac¢des sobre o assunto
para os profissionais da area da saude.

MATERIAL E METODOS

Para atender aos objetivos deste trabalho, foi
realizada uma busca de artigos cientificos indexados
nas bases de dados Lilacs, SCiELO e PubMed, utilizando
como descritores de busca em portugués: toxoplasmose
congénita; Toxoplasma gondii; afinidade de anticorpos;
teste de avidez de IgG; ensaios imunoenzimaticos; teste de
avidez de imunoglobulina G anti-T. gondii, assim como
os correspondentes desses termos em inglés: congenital
toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, antibody affinity, IgG
avidity, immunoassays, immunoglobulin G anti-T. gondii
avidity test.

Como critérios de inclusio foram adotados:
artigos que fossem originais, artigos que tenham avaliado
a avidez de IgG para o diagndstico da toxoplasmose
aguda entre os anos de 2004 e 2013, artigos cuja
populagao-alvo era composta de gestantes ou pacientes
com toxoplasmose. Primeiramente, foi realizada uma
selecdo a partir da leitura dos titulos e dos resumos, para
verificar se os artigos atendiam aos critérios estabelecidos
para responder a temdtica proposta. Apos essa primeira
selecao, o artigo selecionado foi estudado na integra pelos
autores deste trabalho.

Para redigir esta revisdo narrativa, iniciamos com
uma abordagem geral, abrangendo conceitos sobre a
patogenia da toxoplasmose, sua importancia na gestagao
e formas de diagndsticos, utilizando as informagdes
presentes nos artigos cientificos selecionados e alguns
livrosdidaticos. Aposessa primeiraabordagem conceitual,
avaliamos artigos originais indexados nas bases de dados
supracitadas e que tratavam especificamente da utilidade
do teste de avidez de IgG anti-Toxoplasma gondii para
diagnéstico da toxoplasmose aguda, assim como sua
importancia na rotina pré-natal de gestantes. Para uma
melhor visibilidade e clareza dessas informacgdes, esses
dados foram sumarizados e organizados no quadro 1.
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PATOGENIA

Nos humanos, o Toxoplasma gondii possui alta
infectividade e baixa patogenicidade'. Quando um
individuo imunocompetente ¢ acometido por esse agente,
normalmente a infeccdo é assintomdtica e seu curso
¢ benigno, com cura espontanea na maioria dos casos.
Aproximadamente 10 % a 20 % dos adultos infectados,
no entanto, apresentam alguns sintomas na fase aguda
da doenga, porém essa fase sintomatica em individuos
imunocompetentes é autolimitada'’.

A patogenia da toxoplasmose pode simular
mononucleose infecciosa, na qual o individuo apresenta
calafrios, febre, cefaleia, mialgia, linfadenite e extrema
fadiga. Em infec¢des graves, que ocorrem principalmente
em individuos imunodeprimidos, pode haver também
erup¢do maculopapular, hepatite, encefalomielite ou
miocardite. Em alguns casos, ocorre retinocoroidite,
podendo levar a cegueira. A evolugdo clinica da
toxoplasmose aguda, com exce¢do do comprometimento
ocular, ¢ favoravel, embora os sintomas possam persistir
por meses ou até mesmo por anos>''.

Toxoplasmose congénita ou pré-natal

Na transmissdo placentaria, o feto é infectado
por taquizoitas que cruzam a placenta durante a infec¢ao
primaria. Em gestantes imunodeprimidas, o ciclo de
vida do parasita pode ser reiniciado em cistos teciduais
dormentes de infec¢oes passadas. Raramente isso ocorre
em gestantes imunocompetentes'”.

Orrisco de transmissao materno-fetal, bem como
a gravidade das sequelas, esta relacionado com a idade
gestacional em que ocorre a soroconversiao materna.
No primeiro trimestre da gestagao, pode ocorrer aborto
com frequéncia dez vezes maior em gestantes com
sorologia positiva para toxoplasmose. No segundo
trimestre, além de aborto, existe a possibilidade de
ocorrer nascimento prematuro e a crianga apresentar-se
normal ou com graves anomalias. No terceiro trimestre
de gestagdo, a crianca pode nascer normal e apresentar
evidéncias da doenca em dias, semanas ou meses apds
o nascimento. De maneira geral, ha comprometimento
ganglionar  generalizado,  hepatoesplenomegalia,
edema, miocardite, anemia, trombocitopenia e lesdes
oculares'?.

A toxoplasmose congénita ¢ uma das formas mais
graves da doenca, provocando sintomas enquadrados
dentro da “Sindrome ou Tétrade de Sabin”, caracterizada

por: coriorretinite, calcificacdes cerebrais, perturbagdes
neuroldgicas, retardamento psicomotor e alteragdes no
volume craniano — micro ou macroencefalia.'

DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE

Podemos citar os métodos parasitologicos
e imunoldgicos como as duas principais formas de
diagnoéstico de toxoplasmose. O método parasitologico
consiste, por exemplo, na demonstragdo do taquizoito
em amostras como liquido amnidtico e sangue, durante a
fase aguda’. O diagndstico imunolégico da toxoplasmose
érealizado pela pesquisa sorologica dos anticorpos de fase
aguda (IgM) e cronica (IgG), e menos frequentemente, na
pesquisa de IgE e IgA'. Para tanto, existem diferentes
técnicas imunoldgicas preconizadas para o diagndstico
sorolégico da toxoplasmose, dentre as quais podemos
citar: técnica de Sabin-Feldman, a Imunofluorescéncia
Indireta (IFI), a Hemaglutinagao (HA), a fixacdo de
complemento (FC), o imunensaio-enzimatico (ELISA),
Imunoblot e ensaios de aglutinagdo (Immunosorbent
agglutination assay, ISAGA)""".

Dentre esses testes, podemos destacar que as
reacdes imunoenzimaticas ELISA (Enzime Linked
ImunSorbent Assay) e ELFA (Enzime Linked Fluorescent
Assay) apresentam alta sensibilidade e especificidade. Os
testes por ELFA-Imunocaptura para IgM e a detecgdo
da avidez de IgG para toxoplasmose tém utilidade para
diferenciar toxoplasmose aguda dos casos de contagio
recente com alguns meses de evolugao'®.

Ja o diagndstico da infeccdo fetal é mais
dificil, necessitando de procedimentos clinicos mais
especializados, como a cordocentese e amniocentese. A
cordocentese é realizada até a vigésima segunda semana
de gestagdo para pesquisa de anticorpos IgM. Além
disso, existe a possibilidade de realizacio da reacédo
em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction,
PCR) no liquido amnidtico, que apresenta uma alta
sensibilidade’?.

O diagnostico da infec¢do materna é realizado
pelo perfil sorolégico da doenga. Existe para essa
finalidade a possibilidade de se utilizar amostras
coletadas em papel de filtro e posteriormente analisadas
pelo teste de ELISA®. A pesquisa soroldgica pode exibir
positividade tanto para IgG quanto para IgM, entretanto,
ao ser identificado IgM na triagem inicial da gestante,
outros testes de diferenciagao entre fase aguda e crénica
devem ser utilizados.

119



Pena LT, Discacciati MG. Importancia do teste de avidez da imunoglobulina G (IgG) anti-Toxoplasma gondii no diagnostico da
toxoplasmose em gestantes. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2013; 72(2):117-23.

Quadro 1. Caracteristicas gerais e conclusao de estudos publicados e indexados no Lilacs, SciELO e PubMed no periodo de 2004 a 2013 sobre a
utilidade do teste de avidez de IgG anti-T. gondii no diagnostico da toxoplasmose aguda

Estudo Desenho do estudo Caracteristica do estudo Conclusao

Avaliou 20 pacientes com o L,
A distingdo entre toxoplasmose aguda e cronica é
toxoplasmose aguda, 10 com

Deshpand et al. (2013)* Transversal . ) possivel por meio da determinagdo de avidez de
infeccdo cronica e 10 com L.
. A . IgG pela técnica de Western blot.
diagnostico indeterminado
O rastreamento da toxoplasmose congenital com
Estudo prospectivo que a combinagéo do teste de avidez de IgG no sangue
Yamada e cols. (2011)* Prospectivo incluiu 146 gestantes com teste  materno e PCR no liquido aminiético ¢é util para
soroldgico positivo para IgM.  identificar gravidez de alto risco e toxoplasmose
congenita.
Nas gestantes com IgM anti-T. gondii positiva, o
Estudo transversal que incluiu 8 8 . & p .
. o resultado do teste de avidez de IgG associou-se
. 1o gestantes com dlagnostlco . . . . ~ ..
Souza-Junior e cols. (2010) Transversal . a presencga ou a auséncia de infec¢do congénita,
soroldgico de toxoplasmose . . o
. com elevado valor preditivo negativo (auséncia de
apresentando IgM positiva. i . .
infec¢do fetal/neonatal quando a avidez era alta).
O teste de avidez de IgG pode ser ttil para o
Inclui 35 mulheres com . g p b
’ L .. diagnostico de toxoplasmose aguda e tem 100%
Canales et al. (2010) Transversal diagnostico clinico de .. ..
. de concordéncia com o teste de referéncia (IgM
toxoplasmose aguda e cronica. . e
qualitativa + IgG quantitativa).
Avaliou a avidez de IgG para
estabelecer um perfil de
infecgdo recente aguda em A avidez de IgG é um importante marcador
Araujo e cols. (2008)" Transversal uma Unica amostra de soro imunoldgico para distinguir infecgdo recente e
e confirmar a presenca de determinar a presenga de IgM residual.
anticorpos IgM residuais nos
ensaios automatizados.
A combinagdo de um teste comercial para
. avidez de IgG e para IgG/IgM é vélida para
Incluiu 224 gestantes no o f‘{ P & “g p ,
. . y excluir infecgdo por T. gondii em curso ou recém
. primeiro trimestre de gestagao. .. .
Igbal e cols. (2007) Transversal adquirida em gestantes no primeiro trimestre
da gestagao e diminui significativamente a
necessidade de testes no seguimento ou a
intervengao terapéutica desnecessaria.
Os autores avaliaram dois O teste de avidez IgG pode ser usado na distingdo
grupos de sujeitos: 36 gestantes entre infec¢do crénica e aguda na primeira
Candolfi e cols. (2007)* Transversal com toxoplasmose aguda e 55  amostra de uma mulher gravida, desde que néo
pacientes com toxoplasmose  haja imunodepressdo subjacente e tratamento em
cronica. curso.
O teste de avidez de IgG, quando associado a
Estudo prospectivo idade gestacional e a data de realizagdo do exame
Prospectivo longitudinal com 32.512 mostrou-se util para orientar a terapéutica e
Figueiro-Filho e cols. (2005)* p . 5 . . . . P . . P .
longitudinal gestantes submetidas a triagem  avaliar o risco de transmissdo vertical, permitindo
pré-natal. afasta-lo quando havia avidez elevada previamente

a 12 semanas.

Incluiu 104 mulheres e homens
. A determinagdo da avidez de IgG é uma
com sintomas de toxoplasmose L ] L
5 , ferramenta 1til para diagnostico da toxoplasmose
Tanyuksel e cols. (2004) Transversal e também gestantes com i .
. ocular e é um método seguro para rastreamento da
suspeita de toxoplasmose no o : -
. ) ) toxoplasmose no primeiro trimestre da gestagao.
primeiro trimestre de gestacdo.

IgG = imunoglobulina G; IgM = imunoglobulina M; PCR = reagdo em cadeia da polimerase; T. gondii = Toxoplasma gondii
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Utilidade do Teste de Avidez de IgG para diagndstico
da toxoplasmose aguda

Anticorpos da classe IgM contra o toxoplasma
sao frequentemente utilizados como marcador
sorologico da fase aguda da toxoplasmose'’. Porém,
outros métodos de auxilio diagndstico, como o teste de
avidez de IgG anti-T. gondii'’, devem ser utilizados para
definir a fase da infecgdo. Isso é devido ao fato de que os
titulos de anticorpos especificos da classe IgM aumentam
rapidamente logo apos a infec¢do na fase aguda e, apds
alguns meses, comecam a declinar, podendo persistir por
um ano ou mais na circulagao, o que ocasiona resultado
falso-positivo para a infec¢ao aguda'®®.

O quadro 1 relaciona alguns estudos sobre a
utilidade do teste de avidez de IgG para o diagndstico de
toxoplasmose®'”1*20%5 Esse teste avalia a avidez de ligagdo
do antigeno aos anticorpos IgG contra antigenos de
T. gondii, permitindo a separagao dos anticorpos produzidos
na fase inicial da infeccio (os de baixa avidez), dos
anticorpos que indicam infec¢io cronica (os de alta avidez).
A afinidade funcional dos anticorpos IgG pelos antigenos é
baixa apds a resposta antigénica primaria e aumenta apos o
amadurecimento do sistema imunoldgico*.

Valores elevados de avidez de IgG indicam
infeccao ocorrida em periodo superior de 12-16
semanas. Dessa forma, a principal utilidade do teste de
avidez de IgG verifica-se durante o primeiro trimestre
de gestagdo, nas gestantes com sorologia IgM reagente
para toxoplasmose, nas quais valores elevados de avidez
podem indicar que a infec¢do primdria ocorreu antes
da gestacao, existindo risco reduzido para o feto, ndo
havendo, dessa maneira, a necessidade de tratamento®.

Os valores de referéncia para determinagao de
baixa ou alta avidez de IgG anti- T. gondii variam conforme
o método utilizado. O teste de avidez classico ¢ realizado
por reagdes imunoenzimaticas, como o teste de ELISA™.

A idade gestacional desejavel para a realizagdo
do teste de IgM para toxoplasmose é de 8 a 12 semanas,
logo apds o exame confirmatério de gravidez. Quando
identificada IgM positiva para toxoplasmose, o ideal é
que o teste de avidez seja realizado na mesma amostra,
ja que a demora na realizagdo desse teste faz com que
ndo seja possivel afastar com certeza a possibilidade da
toxoplasmose ter sido adquirida durante a gestagao®.

Conduta para gestantes com IgM reagente
Em gestantes com primo-infec¢do, o tratamento
precoce é essencial no sentido de reduzir o risco de

transmissdo para o feto ou de diminuir as sequelas,
quando o mesmo ja foi acometido pelo agente'®. Conhecer
a fase em que se encontra a infec¢ao pelo T. gondii é
relevante para a instituicdo do tratamento adequado
e, nesse sentido, o teste de avidez de IgG assume papel
significante.

A dltima atualizacdo da Secretaria de Estado
da Saude do Estado de Sdao Paulo sobre conduta para
gestantes estd no Manual Técnico do Pré-Natal e
Puerpério, de 2010%. Nesse manual, recomenda-se que
seja realizado a triagem para toxoplasmose por meio da
deteccdo de anticorpos das classes IgG e IgM (Elisa ou
imunofluorescéncia). Em caso de IgM positiva, deve ser
solicitado o teste de avidez de IgG para detectar infec¢ao
recente no inicio da gestagdo e maior risco de transmissao
congénita de toxoplasmose. Se for confirmada a
infec¢ao aguda, é indicado uso de espiramicina via oral
e encaminhamento para pesquisa de infecgdo fetal por
PCR em servi¢o de referéncia, para decisao posterior de
mudanga de terapia®.

CONSIDERACOES FINAIS

A literatura atual mostra que o teste de avidez de
IgG especifica para T. gondii constitui uma importante
ferramenta diagndstica para toxoplasmose durante o
pré-natal, identificando os casos de infeccdo aguda e
que realmente precisam de tratamento®. Esse teste vem
sendo disponibilizado em alguns servicos de saude
publica, incluido no protocolo da Secretaria de Estado
de Saudde do Estado de Sio Paulo®**. Porém, ainda
existe a necessidade de implantagdo em nivel nacional
de um programa eficiente de controle de toxoplasmose
congénita. Em 2008, foi realizado o Primeiro Simposio
Nacional de Toxoplasmose®, que reuniu profissionais
que se dedicam ao estudo da toxoplasmose, os quais
propuseram a inclusio de um protocolo nacional de
atendimento as gestantes com toxoplasmose aguda na
pauta de drgdos oficiais, como o Ministério da Saude. O
planejamento em satide e a tomada de decisdes depende
da qualidade da informagéo cientifica disponivel, como
preconiza a Medicina Baseada em Evidéncias. Nesse
sentido, ainda ha escassez de estudos para questdes
levantadas por alguns autores sobre a utilizagdo do teste
de avidez de IgG como indicador de conduta em gestantes
com sorologia positiva para IgM.

Isabel e colaboradores® referem-se a casos
em que a avaliagdo da avidez de IgG anti-T. gondii foi
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negativa por um método e positivo em outro método,
fato que suscita a necessidade de uma padronizacio de
métodos utilizados e da interpretacio dos resultados
obtidos. Outra questdo a ser considerada refere-se aos
custos da implantacao do teste de avidez de IgG nos
servigos publicos de saude, o que nos leva a pensar na
relagao custo-beneficio. Estudo realizado por Margonato
e colaboradores” demonstrou que, com a implantagdo do
teste de avidez de IgG anti-T. gondii, ha um aumento nos
gastos com exames laboratoriais, entretanto, ha redugao
dos gastos totais oriundos da utilizagdo desnecessaria de
medicamentos. Outro estudo demonstrou que a utilizacao
de dois exames (IgM e avidez de IgG,) juntamente a
analise da idade gestacional tem resultados benéficos
para determinar o risco de transmissdo vertical durante
toda a gestagdo, sendo um modelo de tomada de decisoes
pouco oneroso e que evita investigagdo e tratamento
desnecessarios em alguns casos®. Eliana Amaral® cita
alguns aspectos importantes na implementagdo de um
programa de triagem para realizacao da avidez de IgG,
o que descartaria a amniocentese para PCR e o uso de
espiramicina em 60 % dos casos de IgM reagente.

A maioriados estudos conclui que o teste de avidez
de IgG anti-T gondii ¢ importante para o diagnostico
da toxoplasmose aguda, com implicacdes diretas na
melhor conduta para pacientes com IgM reagente.
Porém, quando extrapolamos as questdes supracitadas
para um pais de dimensdes continentais como o Brasil,
percebemos que a utilizacao do teste de avidez de IgG
anti-T gondii na triagem neonatal ainda necessita de um
esforco conjunto para ser uma estratégia eficiente de
controle da toxoplasmose gestacional e congénita.
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RESUMO

O desafio na produgdo de materiais de referéncia (MR) destinados a ensaios microbiologicos é a
instabilidade natural dos micro-organismos. A liofilizagdo é indicada para criopreserva¢do de culturas
bacterianas quando o nimero de células deve ser resguardado. Agentes protetores podem ser adicionados
antes do congelamento para aumentar a estabilidade do material. Neste trabalho foram avaliados os
crioprotetores na produgdo de MR liofilizados a serem utilizados em ensaio de proficiéncia para contagem
de coliformes. Foram produzidos quatro lotes utilizando-se diferentes crioprotetores: solugdo de leite
desnatado a 10 % (EC1), a mesma solugdo contendo glicerol (EC2), sacarose (EC3) e trealose (EC4). Uma
cepa de Escherichia coli foi empregada no preparo dos materiais. A homogeneidade foi avaliada conforme o
Protocolo Internacional Harmonizado. A estabilidade foi estudada durante quatro meses a < -70 °C (longa
duracéo) e as temperaturas de -20 °C, 4 °C, 25 °C e 35 °C durante cinco dias (curta duragdo), segundo a
ISO/GUIDE 35. Apenas EC1 foi considerado nao homogéneo. Os lotes permaneceram estaveis a < -70 °C
durante quatro meses. EC2 apresentou resultados insatisfatérios na estabilidade de curta duragdo. EC3 e
EC4 foram homogéneos e estaveis nas temperaturas estudadas. A sacarose e a trealose foram consideradas
crioprotetores adequados para o preparo do MR em questéo.

Palavras-chave. material de referéncia, leite, crioprotetores, coliformes, ensaio de proficiéncia.

ABSTRACT

The challenge in producing reference materials (RM) for microbiological assays is the natural instability
of microorganisms. Freeze-drying is suitable for bacterial cultures cryopreservation when the number of
cells has to be retained. Protective agents can be added before freezing to increase the material stability.
This study aimed at evaluating the use of different cryoprotectants during the production of RM, by freeze-
drying, to be used in proficiency testing for coliforms enumeration. Four batches were produced adding
different cryoprotectants: 10 % skim milk solution (EC1), the same solution containing glycerol (EC2),
sucrose (EC3), and trehalose (EC4). A strain of Escherichia coli was used for preparing the materials.
Homogeneity was assessed according to the International Harmonized Protocol. Stability was analyzed
during four months at < -70 °C (long-term stability) and during five days at -20 °C, 4 °C, 25 °C and 35 °C
(short-term stability), in accordance with the ISO guide 35. EC1 only was regarded as non-homogeneous.
All of the lots remained stable at < -70 °C during the four-month study. EC2 showed unsatisfactory results
in the short-term study. EC3 and EC4 were homogeneous and stable at the studied temperatures. Sucrose
and trehalose were regarded as suitable cryoprotectants to prepare these specific MR.

Keywords. reference material, milk, cryoprotectants, coliforms, proficiency testing.
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INTRODUCAO

A confiabilidade dos resultados das analises
realizadas por laboratérios de ensaio é cada vez mais
exigida por seus clientes'. Uma das formas de demonstrar
a qualidade dos resultados laboratoriais é a participagdo
em ensaios de proficiéncia (EP), que avalia a habilidade
de um laboratério em realizar um determinado ensaio de
modo competente?’.

Os materiais de referéncia (MR) destinados a
EP devem ser suficientemente homogéneos e estaveis,
garantindo aos participantes o recebimento de itens de
ensaio em concentragdes aproximadas®. A produgio de
MR destinados a ensaios microbioldgicos é dificultada pela
instabilidade dos micro-organismos frente as variagoes
ambientais durante as etapas de produgio e de transporte®.

A matriz mais estudada na produ¢io de MR
destinados a ensaios microbioldgicos em alimentos é
o leite, por causa de suas propriedades crioprotetoras
intrinsecas®®. Um dos processos mais comumente
utilizados na preservacao de bactérias em leite é a
liofilizagdo”. A principal vantagem desse processo é
permitir a estocagem dos liofilos por longos periodos,
com menor risco de contamina¢do e sem demandar
manipulagdo adicional®. Além disso, o material liofilizado
pode ser mantido sob atmosfera de vacuo, diminuindo o
metabolismo celular e as reacdes enzimaticas®.

Mesmo existindo alguns micro-organismos
que possam ser liofilizados sem significativas perdas
de viabilidade, esse método causa danos as células
microbianas, podendo alterar a taxa de sobrevivéncia de
determinados micro-organismos apds a sua reidratacao®.
Como forma de contornar esses problemas, particular
atencao tem sido dada ao estudo de crioprotetores,
como carboidratos, proteinas e polimeros, com vistas a
aumentar a resisténcia das células bacterianas dessecadas.
Esses agentes protetores podem ser adicionados
durante o crescimento celular ou antes dos processos de
congelamento eliofilizagdo, sendoa utilizagdo diferenciada
para os distintos grupos de micro-organismos”®.

Os micro-organismos que sao naturalmente
capazes de sobreviver a desidratagao acumulam agtcares
intracelularmente, principalmente dissacarideos como a
trealose e a sacarose'’. Essas moléculas de agticares podem
substituir moléculas de agua intracelulares que hidratam
proteinas e membranas, prevenindo a desnaturagdo de
proteinas e a transicdo da fase liotropica dos lipideos
das membranas'®'!. Determinadas propriedades dos

agtcares, como osmolaridade ou viscosidade, assim
como as interagdes entre os componentes da matriz e
da célula, podem influenciar as células antes e durante
a liofilizagdo e na subsequente reidratagao'”. Leslie et al"!
observaram em seus estudos que a adi¢do de trealose e
sacarose extracelular aumentaram a estabilidade das
membranas de células liofilizadas de Escherichia coli.
Wessman et al'? relataram uma melhora da viabilidade de
bactérias Gram-negativas quando liofilizadas em solu¢do
de sacarose a 10 % (p/v).

Asvariacdesdaresisténciamicrobianaadessecacao
também estdo relacionadas a fase de crescimento na
qual o micro-organismo se encontra. Devido a escassez
de fontes de carbono e a exaustao de nutrientes na fase
estacionaria, diversas respostas fisioldgicas sdo induzidas,
fazendo com que a célula bacteriana tente resistir a essa
insuficiéncia de nutrientes. Tais respostas de sobrevivéncia
acabam também protegendo a célula de outras condi¢des
adversas, como a dessecagdo e as baixas temperaturas®.
Logo, o sucesso na preservagdo dos micro-organismos
na matriz ird depender da formulagido da solugdo na
qual a cultura sera mantida antes dos procedimentos
de contaminac¢do da matriz, da fase de crescimento do
micro-organismo no momento do congelamento, das
condicdes de liofilizagdo e da tolerdncia intrinseca do
micro-organismo ao processo de desidrata¢ao’.

O desenvolvimento de métodos de produgio de
MR para a provisao de EP em microbiologia de alimentos
¢ de grande relevincia. A oferta de tais servigos com
qualidade reconhecida pode contribuir no aprimoramento
da qualidade analitica de laboratérios que atuam na
area de microbiologia de alimentos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o uso do leite como matriz e também
do leite com trés diferentes crioprotetores adicionados
separadamente (glicerol, sacarose e trealose) na produgio
de MR contendo E. coli. Os resultados obtidos subsidiardo
a elaboragdo de um protocolo para a produ¢ao de um
lote de MR a ser destinado ao ensaio de enumeracdo de
coliformes a 45 °C. A contagem de bactérias do grupo dos
coliformes a 45 °C consiste em um dos critérios descritos
na legislacdo vigente” para o controle da qualidade
higiénico-sanitdria de leite e outros alimentos.

MATERIAL E METODOS
Cepa bacteriana

Uma cepa de E. coli tipo I isolada a partir de
uma amostra de alface in natura no Setor de Alimentos
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do Departamento de Microbiologia do INCQS/Fiocruz
foi utilizada para contaminagdo da matriz. A cepa
foi caracterizada fenotipicamente pelo Sistema semi-
automatizado VITEK 2.0 V. 04.02 (bioMerieux), pelo
sistema miniaturizado API 20E (bioMerieux) e pelo
método classico do IMViC (I = produgdo de indol, M
= reacao de vermelho de metila, V = reagdo de Voges-
Proskauer, C = utiliza¢do de citrato)™.

Preparo do material

Foram produzidos quatro lotes de MR (EC1
a EC4) tendo como matrizes as respectivas solugoes:
EC1 - solucio de leite desnatado a 10 % (Skim Milk,
Difco, EUA); EC2 - solucdo de leite desnatado a 10 %
contendo 10 % (p/v) de glicerol (1,2,3-propanotriol)
(Merck, Alemanha); EC3 - solugdo de leite desnatado a
10 % contendo 100 mM de sacarose (C,H, O, ) (Merck,
Alemanha); EC4 - solucdo de leite desnatado a 10 %
contendo 100 mM de trealose (C,,H,,0, .2H,0) (Merck,
Alemanha). O preparo dos MR teve como base o estudo
descrito por Rosas et al’>. A cepa de E. coli foi cultivada
em caldo LB (Difco, EUA) contendo 10 % de cloreto
de sddio, com incubagdo a 35 + 2 °C. Apds 28 horas, a
cultura foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos.
O sedimento foi ressuspenso em solugao de trealose a
100 mM (Merck, Alemanha) e a concentracio de células
ajustada em fotocolorimetro (Libra S2, Biochrom,
Inglaterra) a uma transmitancia de 2 %. A suspensao foi
mantida a 4 °C por 30 minutos, sendo posteriormente
diluida até uma concentragdo de aproximadamente 5 x
10°/mL e utilizada para o preparo dos quatro diferentes
lotes produzidos. Dois mililitros da suspensdo obtida
foram acrescentados a 198 mL de cada uma das solucdes
utilizadas como matriz. Volumes de 1 mL de cada
suspensdo foram distribuidos em frascos estéreis com
capacidade de 4 mL (Schott, Brasil). Rolhas proprias
para liofilizagao foram posicionadas nos frascos.
Posteriormente os frascos foram transferidos para um
ultrafreezer a temperatura aproximada de < -70 °C
(Thermo, EUA) e submetidos a um ciclo de liofilizagdo
de 24 horas a temperatura inferior a - 40 °C (K105,
Liotop, Brasil).

Inspecdo visual

Logo apos a retirada dos frascos do liofilizador, foi
realizada uma inspegao visual com o objetivo de avaliar o
aspectodasamostrasliofilizadas (liquefagao, caramelizagdo
ou sinais de colapso estrutural das amostras).
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Verifica¢io de vacuo

Foi realizada a verificacio do vicuo em todos
os frascos de cada lote produzido, utilizando aparelho
emissor de centelha elétrica (Bobina de Tesla Coil 2-12-8,
Brasil), com o objetivo de avaliar a eficiéncia do processo
de liofilizagdo. Os frascos que ndo apresentaram vacuo
foram descartados e os demais foram lacrados com
tampa metalica, identificados e estocados em ultrafreezer
a temperatura de < -70 °C.

Analises microbiologicas

A quantificagio do numero de células
presentes no material liofilizado foi realizada segundo
a técnica descrita por Schulten et al”®. Os lidfilos foram
reconstituidos com 1 mL de solu¢do salina peptonada
0,1 % (Merck, Alemanha) e mantidos em repouso por
15 min. Foram preparadas dilui¢oes decimais e estas
semeadas, em duplicata, em agar Padrdo para Contagem
(Merck, Alemanha). As placas foram incubadas a 35
+ 2 °C por 4 horas. Em seguida, foi acrescentada uma
sobrecamada de 10 mL de agar Glicose Bile Vermelho
Violeta (Merck, Alemanha) em dupla concentrag¢ao nas
placas, sendo novamente incubadas até perfazer um total
de 48 horas. Posteriormente, foi realizada a contagem
das colonias caracteristicas presentes nas placas que se
apresentaram dentro do limite de precisiao da técnica
(15 a 150 colonias). Os resultados foram expressos em
nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por
mL, conforme o cdlculo: C =x* f (onde: C = concentraciao
de células em UFC/mL; x = média das contagens das
colonias caracteristicas; f = inverso do fator de dilui¢do).

Estudo de homogeneidade

Dez frascos de cada lote produzido foram
selecionados aleatoriamente e quantificados conforme
a técnica descrita previamente. Os resultados das
contagens foram convertidos em log, e submetidos a
analise estatistica descrita no protocolo harmonizado
para avaliacdo da homogeneidade de cada lote. O valor
de desvio-padrdo alvo (o)) atribuido foi de 0,25 log,,
da concentracdo celular, conforme adotado em outros
estudos de produ¢ao de MR utilizados em EP>*.

Estudo de estabilidade em longa duragao

A estabilidade dos lotes na temperatura de
referéncia (< -70 °C) foi avaliada por um periodo de
quatro meses a partir da data de preparo do lote. Foram
realizadas andlises mensais até o 4° més, a partir da



Brandao MLL, Rosas CO, Bricio SML, Costa JCB, Medeiros VM, Warnken MB, et al. Avaliagdo de crioprotetores na produ¢io de material de referéncia
para enumeragio de coliformes em leite em po a ser utilizado em ensaio de proficiéncia. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2013; 72(2):124-30.

quantificagdo de seis frascos de cada lote selecionados
aleatoriamente. A média das contagens obtida no estudo
de homogeneidade foi considerada como ponto “zero” da
concentracdo do lote. A andlise estatistica dos resultados
foi realizada por regressao linear e avaliada segundos os
critérios descritos na ISO/GUIDE 35*.

Estudo de estabilidade em curta duracgao

Foi realizado um estudo da estabilidade para
transporte dos MR durante cinco dias nas temperaturas
de -20 °C, 4 °C, 25 °C e 35 °C utilizando-se o modelo
isocrono'’. A cada dia, dois frascos de cada lote,
selecionados aleatoriamente, foram acondicionados em
embalagens proprias para transporte de material biologico
(Concepta, Brasil) e incubados em cada uma das referidas
temperaturas. No quinto dia, foi realizada a quantificagdo
de todos os frascos incubados e de dois frascos estocados
a < -70°C (dia “zero”), conforme descrito anteriormente.
A analise estatistica dos resultados ocorreu por regressao
linear, segundo a ISO/GUIDE 35'.

RESULTADOS

Na inspecdo visual dos frascos, foi verificado que
o material liofilizado dos lotes EC1, 3 e 4 apresentaram
coloragdo branca com auséncia de brilho, e nenhum
frasco dos lotes apresentou liquefagao, caramelizagdo ou
sinais de colapso estrutural. Todos os frascos do lote EC2
apresentaram aspecto nao uniforme com presenca de bolhas
no material. Os quatro lotes produzidos apresentaram
100 % dos frascos com presenga de vacuo apds a liofilizagao.

No estudo de homogeneidade, nenhum dos
lotes apresentou valores de contagem considerados
aberrantes (outliers) segundo o teste de Cochran. O
lote EC1 foi o tnico considerado insuficientemente
homogéneo segundo os critérios estabelecidos pelo
protocolo harmonizado®. Os lotes ECI1, 2, 3 e 4
apresentaram média de contagem de: 3,14; 3,10; 3,26 e
2,85, respectivamente.

De acordo com a avaliacio estatistica
preconizada na ISO/GUIDE 35%, os lotes EC1, EC3 e
EC4 foram considerados suficientemente estaveis em
todas as temperaturas estudadas (Tabela 1). O lote EC2
ndo se apresentou suficientemente estavel em nenhuma
temperatura avaliada no estudo de estabilidade de
curta duragdo (Tabela 1). Os resultados das médias das
contagens dos frascos do estudo de estabilidade em curta
duracao estao apresentados na Tabela 2.

DISCUSSAO

A utilizagdo de aditivos crioprotetores tem
sido uma estratégia para contornar o problema da
instabilidade dos micro-organismos frente ao processo
de liofilizagdo'. Esses aditivos sdo geralmente
avaliados com objetivo de aumentar a viabilidade
celular apds o congelamento e a liofilizagdo, e ndo para
analisar a estabilizacdo da concentra¢gdo microbiana
ao longo do tempo de estoque dos micro-organismos
liofilizados. Ao nosso conhecimento, este é o primeiro
estudo a avaliar diferentes aditivos crioprotetores
(glicerol, sacarose e trealose) na producdo de MR
destinados a ensaios microbioldgicos em alimentos.
Neste estudo, a liofiliza¢do se mostrou adequada para
preservacdo do material referentes aos lotes EC1, 3 e
4, uma vez que todos os frascos do lote apresentaram
vacuo e aparéncia satisfatoria apos a dessecacgdo. Essa
técnica ja foi utilizada com sucesso na produgdo de
MR contendo outros micro-organismos nas matrizes
leite>®, queijo'® e carne bovina'.

A cepa de E. coli tipo I foi selecionada uma vez
que representa a espécie mais comumente isolada dentro
do grupo dos coliformes termotolerantes'. A bactéria foi
cultivada em caldo LB (meio de cultura com composi¢do
basica de nutrientes) contendo 10 % de cloreto de sodio,
com o objetivo de estimular a producéo de trealose dentro
da célula. O acimulo da trealose endégena promove uma
protecao da estrutura terciria das proteinas, pela formagao
de pontes de hidrogénio, protegendo-as da desnaturagdo
durante o processo de dessecagdo. O contato das células
com a solugdo de trealose apds a centrifugacao da cultura
bacteriana teve a finalidade de proteger a face externa
da membrana citoplasmatica, além de permitir que a
trealose penetrasse e se acumulasse nas células por difusdo
passiva, aumentando, assim, ainda mais a estabilidade da
membrana durante a liofilizacao®*.

O glicerol tem sido o aditivo crioprotetor mais
utilizado em microbiologia’. O lote produzido com
glicerol (EC2) apresentou o menor valor em moddulo
do coeficiente angular no estudo de estabilidade em
longa duragao (Tabela 1). Tal resultado aponta o glicerol
como o crioprotetor mais eficaz entre os avaliados, na
manutencdo da concentragao celular a < -70 °C, uma vez
que apresentou a menor taxa de declinio da concentragido
celular ao longo do tempo, em relagdo aos demais lotes.
No entanto, o lote nio se apresentou suficientemente
homogéneo e as unidades do lote apresentaram aspecto
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Tabela 1. Anélise de regressdo do estudo de estabilidade e avaliagdo de acordo com a ISO/GUIDE 35

Lote Temperatura (°C) Coeficiente Angular  Limite Inferior (95 %) Limite Superior (95 %) Avaliagao
<-70°C -0,134 -0,308 0,040 Estavel
-20 -0,081 -0,260 0,097 Estavel
EC1® 4 -0,070 -0,404 0,263 Estavel
25 -0,141 -0,291 0,010 Estavel
35 -0,088 -0,267 0,090 Estavel
<-70°C -0,070 -0,233 0,094 Estével
-20 -0,130 -0,200 -0,061 Nao estavel
EC2° 4 -0,148 -0,257 -0,039 Nao estéavel
25 -0,694 -1,082 -0,305 Nao estavel
35 -0,670 -1,266 -0,073 Nao estéavel
<-70°C -0,147 -0,329 0,035 Estavel
-20 -0,010 -0,064 0,045 Estavel
EC3¢ 4 -0,012 -0,154 0,129 Estavel
25 0,010 -0,056 0,076 Estavel
35 -0,049 -0,149 0,050 Estavel
<-70°C -0,126 -0,307 0,054 Estével
-20 -0,172 -0,366 0,022 Estavel
EC4¢ 4 -0,065 -0,282 0,152 Estavel
25 0,019 -0,091 0,129 Estavel
35 -0,280 -0,594 0,035 Estavel

* matriz composta por solucio de leite desnatado a 10 %; ® matriz composta por solugio de leite desnatado a 10 % contendo 10 % (p/v) de
glicerol; © matriz composta por solugdo de leite desnatado a 10 % contendo 100 mM de sacarose; ¢ solugido de leite desnatado a 10 % contendo

100 mM de trealose

ndo uniforme apds a liofilizagdo. Além disso, os
resultados da estabilidade no estudo de curta duracao
nao foram satisfatorios, até mesmo a -20 °C (Tabela
1). Na andlise dos frascos referentes ao quarto dia de
estoque a 25 °C e no segundo dia de estoque a 35 °C ndo
foi observado crescimento microbiano (Tabela 2). Esses
resultados demonstram que a exposicio do material a
temperaturas mais elevadas em um curto periodo de
tempo (cinco dias) ja comprometeu a concentragdo
celular do lote.

Estudos demonstraram que a sacarose e a trealose
aumentam a tolerdncia a dessecagio em diferentes
micro-organismos devido a estabilizagdo de membranas
e proteinas®. A sacarose, em concentragdes de 1 a 68 %
(mediana de 10 %), tem sido frequentemente utilizada para
criopreservagdo de micro-organismos’. A sacarose a 100
mM, equivalente a 3,4 % (p/v), foi utilizada neste estudo
na producdo do lote EC3. Esse lote apresentou a maior
concentragdo de células apos a liofilizacdo, com média de
3,26 log,, UFC/mL. Esse resultado aponta que a sacarose
proporcionou maior resisténcia as bactérias ao processo de
liofilizagdo e a reconstitui¢do do liofilico. O lote apresentou
os menores valores em modulo do coeficiente angular em
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todas as temperaturas avaliadas no estudo de estabilidade
em curta duragao (Tabela 1). Logo, a sacarose propiciou
uma maior resisténcia as células bacterianas também na
exposicao a temperaturas de até 35 °C no periodo de cinco
dias. Esses resultados foram similares aos obtidos em um
estudo de produgdo de MR contendo um Staphylococcus
aureus subsp. aureus e outro Listeria innocua, produzido na
mesma matriz (leite desnatado a 10 % contendo 100 mM
de sacarose), que também foi considerado suficientemente
homogéneo e estavel®.

O numero de células obtido no lote EC4 (2,85
log10 UFC/mL) foi inferior ao do lote EC1 (3,14 log10
UFC/mL), apresentando perda de 9,2 % da concentra¢ao
de células. Esse resultado indica que o uso da trealose a
100 mM, equivalente a 3,78 % (p/v), pode ter induzindo
a morte celular durante o congelamento/liofilizacdo ou
no momento da reconstituicio dos lidfilos. Contudo,
essa reducdo na concentracdo ndo comprometeu a
homogeneidade e a estabilidade do lote, que foram
consideradas satisfatorias. O produtor que optar por
utilizar esse crioprotetor deve ficar atento a essa reducao
na concentragdo no momento do planejamento da
producio do seu material.
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Tabela 2. Resultados das médias das contagens dos frascos (log,, UFC/mL) do estudo de estabilidade em curta duragdo dos lotes EC1-4 nas

temperaturas de -20 °C, 4 °C, 25 °C e 35 °C ao longo de cinco dias

Tempo(dias) EC1* EC2° EC3¢ EC44¢

-20°C 4°C 25°C 35°C -20°C 4°C 25°C 35°C -20°C 4°C 25°C 35°C -20°C 4°C 25°C 35°C
0 3,03 3,03 303 3,03 344 3,44 3,44 344 3,15 3,15 3,15 3,15 251 251 2,51 2,51
1 3,12 2,83 2,70 2,76 3,03 2,88 2,38 2,09 298 284 29 334 289 311 2,62 239
2 2,64 2,51 2,96 2,26 2,98 2,81 2,20 0 2,93 3,12 322 3,10 2,73 220 2,37 2,69
3 2,50 1,95 2,32 2,76 2,89 2,84 2,24 0 2,99 3,22 3,14 3,19 2,08 243 229 242
4 2,43 2,13 2,66 2,72 2,81 2,60 O 0 3,06 3,23 3,19 -¢ 2,32 2,30 2,62 1,99
5 2,89 3,06 2,20 2,33 2,68 2,56 0 0 302 2,80 3,10 29 1,78 249 2,66 0,85

*matriz composta por solugdo de leite desnatado a 10 %; ® matriz composta por solugio de leite desnatado a 10 % contendo 10 % (p/v) de gli-
cerol; < matriz composta por solugio de leite desnatado a 10 % contendo 100 mM de sacarose; ¢ solugdo de leite desnatado a 10 % contendo 100
mM de trealose; ¢ Erro de analise (resultado nao considerado na regressao linear)

CONCLUSAO

Considerando que os MR produzidos devem
seguir requisitos de homogeneidade e estabilidade, o
lote produzido sem adi¢do de crioprotetor (EC1) e o
lote produzido com glicerol (EC2) nao foram adequados
ao uso pretendido devido a falta de caracteristicas de
homogeneidade e de estabilidade, respectivamente. Os
lotes produzidos com sacarose (EC3) e trealose (EC4)
apresentaram todos os requisitos necessarios de um MR
de qualidade e poderiam ser utilizados em um EP. Esses
MR poderio ser transportados a temperatura ambiente
para os laboratorios participantes de um EP, respeitando-
se um prazo maximo de recebimento dos analitos de
cinco dias e temperatura limite de transporte de 35 °C,
tendo em vista que temperaturas mais elevadas ndo foram
estudadas.
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RESUMO

O queijo de coalho é um produto tradicional do nordeste brasileiro e o conhecimento da sua microbiota
autdctone é de fundamental importancia. Neste trabalho foi caracterizada a microbiota do queijo de coalho
de trés propriedades rurais (A, B e C), situadas respectivamente nas mesorregides do Agreste, Borborema
e Sertdo paraibanos, com o intuito de avaliar a importancia do perfil das bactérias laticas encontradas
neste tipo de queijo e verificar a atividade antimicrobiana destas bactérias frente a agentes patogénicos. As
contagens de bactérias laticas do queijo de coalho dos produtores A e B foram na ordem de 10° e as maiores
contagens (10° UFC/g) foram observadas no queijo do produtor C. Foram selecionadas 49 bactérias laticas
tipicas das trés propriedades e os géneros predominantes foram: Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus
e Leuconostoc. Dos 20 isolados, 19 apresentaram halos de inibigdo sobre as trés bactérias patogénicas, com
zonas de inibicdo de 2 al5 mm, e os maiores halos foram formados por Lactococcus lactis ssp lactis sobre S.
enterica e S. aureus. A atividade antimicrobiana revelada por alguns isolados de bactérias laticas sugerem
a possibilidade de seu uso contra agentes patogénicos e podem atuar como barreira no desenvolvimento
destes micro-organismos e como conservantes bioldgicos.

Palavras-chave. queijo, Lactococcus, Staphylococcus aureus.

ABSTRACT

The coalho or curdled cheese is a traditional product of the Brazilian Northeast region, but the knowledge
on its autochthonous microbiota is critical. This survey aimed at characterizing the microbiota of coalho
cheese produced in three rural properties (A, B and C), located in Agreste, Borborema and Sertio regions
of State of Paraiba - Brazil, respectively. The relevance of the profile of lactic acid bacteria found in this
type of cheese was assessed, and the antimicrobial activity of these identified bacteria against Salmonella
enterica, S. aureus and L. monocytogenes was analyzed. The lactic acid bacteria counts of coalho cheese
from producers A and B were 10°and the highest counts (10° UFC/g) were found in cheese samples from
producer C. Forty-nine lactic acid bacteria from three rural properties were selected and predominant
genera was Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus and Leuconostoc. Of 20 bacteria isolated, 19 showed
inhibition halos on the three pathogenic bacteria with diameter of 2 to 15 mm, and the largest halos were
formed by Lactococcus lactis ssp lactis on S. enterica and S. aureus. The antimicrobial activity displayed
by some lactic acid bacteria isolates suggests the possibility of its use against pathogens, and they might
be effective as a barrier in these microorganisms development and as biological preservatives in coalho
cheese.

Keywords. cheese, Lactococcus, Staphylococcus aureus.
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INTRODUTION

Cheese are important sources of nutrients and
have great diversity of flavors, textures and shapes due
to natural variability of milk, local of production, and
processing techniques by which were produced the
following basic principles the more than a thousand
varieties of existing cheeses, basically involving the
combination four ingredients: milk, curds, salt and
micro-organisms, for its production’.

The Coalho cheese is a cheese made with crud
or semi-cooked dough, produced for over a century
from raw and/or pasteurized cow’s milk. It is part of
alimentary habits, and source of income and employment
for a portion of small and medium producers. This cheese
is one of the traditional milk products produced in
Northeastern Brazil and has its origin related to artisanal
manufacturing, a fact that persists today’.

The handicraft cheeses present a typical and
different microbial population, which is related with the
region of origin of the raw material and its manufacturing
technology”. In general, these milk products have a variety
of bacteria, including lactic acid bacteria that produce
enzymes and are used for the production and preservation
of foods, having the ability to promote changes beneficial
to animal and human health. These micro-organisms
are essential in all varieties of natural cheese and play
important roles during manufacture and maturation’.

Lactic bacteria are used for the production and
preservation of foods. The fermentation of milk, besides
increasingits conservation life, provides greater availability
of their nutrients. Some of these micro-organisms also
have the ability to alter the intestinal microbiota and
promote beneficial changes to human and animal health.
Thus, the acidity developed by these micro-organisms
used in the manufacture of fermented dairy products aids
in the absorption and utilization of nutrients by the body
of the consumer, which can be used in industry as a way
to provide products with increased nutritional values, and
prevent possible food borne illness.

The Coalho cheese is a typically Brazilian
product and yet there are few studies that can bring
important scientific contributions, particularly to
improve the quality of these products. This study aimed
to characterize the microbiota of the Coalho cheese,
produced in the region of Paraiba - PB, Brazil, in order to
assess the importance of profile of the lactic acid bacteria
found in this type of cheese.
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MATERIAL AND METHODS

Count, isolation, characterization and identification
of lactic acid bacteria

Randomly we selected three farms that produced
and traded artisanal Coalho cheeses, located in the
regions of Paraiba: Agreste of Paraiba (in the City of
Bananeiras), Boa Vista (micro region of the Cariri) and
of the region of the Sertdo (city of Patos).

Were collected from each property on the same
date, samples indicative of Coalho cheese (1 kg), every
fortnight, in triplicate, in the period from March to
July 2009. These properties adopted systems of cheese
production based on traditional techniques, without
registration and without adopting good manufacturing
practices, leaving the responsibility for the preparation
and sale of products made to the owner. All these
producers of the not used to pasteurize to the milk
and did not add yeast in the production of Coalho
cheese. Each processed on average 50 liters of raw milk,
obtaining about five units of 1 kg of Coalho cheese per
day. A piece of Coalho cheese was wrapped in plastic
bags, using, in the collection of materials previously
sterilized and aseptic collection procedures. The samples
identified were transported in cool boxes containing ice,
kept refrigerated and taken to the laboratories of Food
Microbiology - CT-UFPB, Campus I-Jodo Pessoa — PB,
for the analyzes. In the laboratory, portions of 25 grams
of Coalho cheese, taken alternately, were homogenized in
a blender during 2 minutes at low speed. For the dilution
of samples, we used 0.1 % peptone saline®.

For the count of lactic acid bacteria from curd cheese
samples, were inoculated 0.1 mL of the dilutions of the
samples, on surfaces, in MRS agar (1.5 % agar) (Himedia)
modified by the addition of cysteine-HCI (0.05 %), calcium
carbonate (5 g/litro) and bromcresol purple (0.04 g/liter).
After seeding samples made by the addition of a cover layer,
consisting of the own medium containing 0.75 % of agar
(semisolid medium), which together with cysteine-HCl
allowed incubation of lactic acid bacteria under anaerobic
conditions (37 °C). The purple and calcium carbonate have
been used to allow viewing of yellow halos around the
colonies, indicators of acid production.

After incubation at 37 °C during 48 hours, were
counted plates containing 15-150 colonies surrounded by
yellow haloes, considered typical of lactic acid bacteria.
Of these plates it was isolated, in medium similar to
that used in counting, randomly, a number of typical
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colonies equivalent to the square root of the count, using
the technique of grooves on quadrant. After incubation
at 37 °C for 24 hours, tests were conducted Gram and
catalase. The Gram-positive and catalase negative were
streaked on inclined MRS agar, incubated at 37 °C for
48 hours, and then kept in refrigeration until the testing
and confirmation of identification. Purification was
performed by repeating of previously isolated strains,
maintained in inclined MRS agar incubated at 37 °C for
48 hours.

Initially, the isolated cultivated in MRS broth
at 37 °C for 48 hours, were subjected to the following
characterization tests: gram stain, catalase, gas
production, growth at 45 °C temperature and increased
concentration of 6.5 % of sodium chloride. These tests
have been used in the presumptive identification of
isolates at the genus level, according to the scheme
proposed by Cogan et al®.

Subsequently, the isolated of the samples of Coalho
cheese were analyzed for biochemical profile from the
fermentation of 49 carbohydrates, using the API 50 CHL
system (BioMérieux, Marcy-IEtoile - France) and identified
to the species level by using a database (V5.1) provided
by the system itself (API software WEB TM), making it
according to the manufacturer’s instructions. The results
of this test were compared, in terms of gender, with those
obtained by the scheme proposed by Cogan et al®.

Detection of antimicrobial activity

The antagonistic activity of lactic acid bacteria
was tested on Salmonella enterica (ATCC 6017), Listeria
monocytogenes (ATCC 7664) and Staphylococcus aureus
(ATCC 6538). The pathogens were cultured in BHI
(Himedia) at 36 °C during 24 hours. The deferred method
was used for detection of antagonistic activity of lactic
acid bacteria. The identified lactic cultures, maintained
on MRS agar were grown in MRS broth, incubated at
36 °C for 16 hours. After incubation, it was read the
optical density of the bacterial suspension at 530nm in
a spectrophotometer. When necessary, dilutions were
made of lactic culture using the culture broth as a diluent
in order to standardize the inoculum to an optical density
of 0.4, equivalent to the McFarland 2. Subsequently, 10
uL of the lactic culture was inoculated onto the surface
of plates containing 15 mL of solid medium (1.5 % agar)
MRS, three bacteria being added per plate.

The plates with MRS medium was incubated at
37 °C for 24 hours in an anaerobic jar at 37 °C for 24

hours. Simultaneously, pathogenic bacteria were grown
in BHI broth at 37 °C during 24 hours. After incubation
during 24 hours, the plates were covered with 5 mL of
MRS semisolid agar (0.75 % agar), according to the
media contained in the base plate, 300 puL added to
the suspension of the pathogen grown in BHI. These
plates were again incubated under aerobic conditions
at 37 °C during 24 hours and examined for formation
of inhibition zones. For the purpose of recording,
the external diameter of inhibition halo of the colony
subtracted from the diameter of colony corresponded to
the zone of inhibition’. The results were analyzed using
conventional descriptive statistics, with determinations
of average, minimum and maximum values and their
respective standard deviations.

RESULTS AND DISCUSSION

Lactic bacteria count

In the Table 1 we see the lactic acid bacteria
counts of samples of Coalho cheese; it was observed in
the samples A and B properties, average values in the
order of 10° CFU/g, being observed for the producer C
higher counts ranging from 1.1 x 10” to 3.4 x 10° CFU/g.
Possibly, the largest number of lactic acid bacteria in
milk, combined with a lower contamination of the raw
material (Table 1) was the factors that contributed most
to the greatest number of lactic acid bacteria in cheese
samples from producer C.

Table 1. Counts of lactic acid bacteria in Coalho cheese from

producers A, Band C

Repetition  Produtor A Produtor B Produtor C
1 3,0x10° 7,2x10° 3,4x10°
II 7,1x10° 3,5x10° 1,1x107
III 1,0x107 5,4x10° 1,2x107
Average 5,8x10° 3,7x10° 1,1x10°

PA- from farm A; PB- from farm B; PC- from farm C

According to Nascimento®, analyzing samples
of frescal cheese from Minas Gerais, found lactic acid
bacteria counts above 10° CFU/g. Ouadghiri et al’,
studying the biodiversity of these bacteria in Moroccan
white cheese Jben, found lactic acid bacteria counts
between 10%-10° CFU/g.

The main function of lactic acid bacteria in food
of the these products is acidification at pH around four,
which prevents the development of undesirable bacteria
(by the production of organic acids, predominantly lactic
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acid). This allows that the conservation time of fermented
products is much greater than the product in which the
feedstock has not been fermented. Another function
of lactic acid bacteria is to develop the organoleptic
properties of fermented products’.

Isolation of lactic acid bacteria

We isolated 49 colonies typical of lactic acid
bacteria from the samples of Coalho cheese analyzed,
which were grouped into four different genres, with
different levels of occurrence between samples. Of the
total of 20 isolates tested for species identification using
API, 12 were possible of identification as twelve strains of
Lactococcus lactis SSp cremoris, one of Lactococcus lactis
ssp lactis, one of Leuconostoc mesenteroides SSp cremotris,
one of Pediococcus damnosus and three of Pediococcus
spp. Still, five strains were identified as Lactobacillus and
three unidentified (Table 2). Of the six isolates that were
not identified to the species level, four were identified
according to the traditional method of Cogan et al® as
possible Enterococcus, and as the API is not kit the for
the identification of the kind, such isolates obtained from
unacceptable profile identification (Table 2).

Some species of the genus Enterococcus (E.
faecium and E. faecalis) are the most common in
foods. This genus has the capacity to grow over a wide
temperature range of 10 to 60 °C. In artisanal cheeses
made from raw milk, these microorganisms can come
from raw materials or the environment and can develop
sensory characteristics to the cheese through biochemical
reactions during cure'’.

The identification of bacteria belonging to the
genus Lactococcus was that better matched between
the two methods mentioned, with the best similarity
indices ranging between 55.0 % and 98.0 %. Among the
species of Lactococcus, L. lactis is the most important
commercially and is commonly used as a simple yeast,
mixed or multiple for manufacturing different types of
dairy products®. The Lactococcus are predominant in
fresh cheese that does not undergo a baking of dough
and its presence is reduced during the cure process and
the species Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris
spp. and subsp. lactis are associated with dairy products,
are used as flavoring micro-organisms'. The genus
Pediococcus produces diacetyl from glucose, thereby
improving the flavor of cheeses during maturation'.

The identification of isolates using the methods of
Cogan et al® and identification by API coincided by 25 %,
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diverging for most identifications (75 %) performed. In
general, theclassificationwasgivenas “lowdiscrimination”,
demonstrating the difficulty of establishing a relationship
between the two methodologies.

Although the API 50 CHL system have allowed
the identification of some lactic acid bacteria at species
level, with a higher power of discrimination, some lactic
acid bacteria have been identified so inconclusive as
to the isolates (Table 2), which were identified as the
Lactobacillus when their morphology corresponded
to form of cocci. This discrepancy may be related
to the fact that bacteria of the genus Lactobacillus
have a physiology similar to the genera Leuconostoc
and Pediococcus, these genres being considered
phylogenetically interrelated'.

According to Morsi el soda et al? isolating and
identifying lactic acid bacteria of some Egyptians cheeses
(Ras, Domiatti, Kareish Zabady and Laban), using the API
system, achieved a satisfactory identification, identifying
about 51 % of the isolates obtained, indicating that some
commercial identification systems, can often produce
good results on identification of genres, but they were not
totally appropriate to the species level.

Abd El Gawad et al", identifying lactic acid
bacteria in traditional Egyptian milk, using the API 50CHL
commercial system and API 20 Strep and identified 38
isolates (23 %) and 22 (13 %), respectively. The growing use
of rapid identification techniques has promoted significant
contributions to the knowledge of the microbiota of certain
foods, including cheeses, but other factors must be taken into
account as: taxonomic changes, changes in nomenclature
used and additional tests such as PCR, RAPD.

Antagonist activity

Of the twenty strains of lactic acid bacteria tested
for production of antimicrobial substances, nineteen
were positive for inhibition of the three strains of
pathogenic bacteria tested as indicator (S. enterica, L.
monocytogenes and S. aureus), so the isolated AP16 was
effective in inhibition of S. enterica and L. monocytogenes
(Table 3).

The inhibition halos formed ranged between
two and 15 mm, with the largest inhibition halo formed
by strain PC17 (identified as suggestive of the genus
Enterococcus according to traditional methodology)
against S. aureus. The Enterococcus are producers of
enterocins, with already established activity against L.
monocytogenes and S. aureus.
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Table 2. Distribution of species of lactic acid bacteria isolated from samples of Coalho cheese and identified by API 50 CHL test

Isolated Identification at genus level according

Identification at species level according to the API

% Similarity Index

Cogan et al®

PA1 Streptococcus Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris 78,4 %
PA7 Lactococcus Lactococcus lactis ssp. cremoris 55,8 %
PAS Lactococcus Lactococcus lactis ssp. cremoris 55,8 %
PA13 Lactococcus Pediococcus spp. 61,7 %
PA15 Streptococcus Lactobacillus 68,4 %
PA16 Leuconostoc Pediococcus ssp. 14,0 %
PB5 Enterococcus Unacceptable -

PB6 Enterococcus Lactobacillus 90,0 %
PB10 Lactococcus Lactobacillus 88,0 %
PB11 Enterococcus Lactococcus lactis ssp. cremoris 90,0 %
PB13 Enterococcus Lactococcus lactis SSp. cremoris 87,3 %
PB14 Lactococcus Lactococcus lactis ssp. cremoris 75,5 %
PC4 Streptococcus Unacceptable -

PC7 Leuconostoc Pediococcus damnosus 94,0 %
PC10 Lactococcus Lactococcus lactis SSp. lactis 55,0 %
PC11 Enterococcus Unacceptable -

PC13 Lactococcus Lactococcus lactis ssp. cremoris 98,0 %
PC14 Lactococcus Pediococcus spp. 56,0 %
PC17 Enterococcus Lactobacillus 67,9 %
PC18 Lactococcus Lactobacillus 66,0 %

PA - producer A, PB - producer B and PC - producer C.

The largest inhibition zones (14 mm) formed
by a same lactic bacterium was found for the species
L. lactis ssp lactis (PB13 and PC10) on S. enterica and
S. aureus. The strain identified as L. mesenteroides ssp.
cremoris (PA1) showed greater activity against S. enterica
(8mm) and S. aureus (7 mm). Lactic acid bacteria
identified as Pediococcus spp. (PA13, PA16, PC7 and
PC14) showed broad spectrum of antibacterial activity
against bacteria S. aureus and S. enterica. Bacteria of
the genus Pediococcus can produce bacteriocins, called
pediocins such as Pediococcus pentosaceus (pediocin
A) and Pediococcus damnosus (pediocin PD-1), which
have an antagonistic effect on spoilage and pathogenic
bacteria in foods®.

The species of the genus Lactococcus showed
those identified most frequently in the cheese samples
analyzed, and the isolated L. lactis ssp. lactis and L. lactis
spp. cremoris showed broad spectrum of activity against
the bacterial strains tested as revealing. Nascimento®
evaluating the antimicrobial activity of bacteriocinogenic
cultures, found that strains of L. lactis subsp. lactis
showed antimicrobial effect on 80 % (8/10) of the strains
of L. monocytogenes and 40 % (2/5) of strains of S. aureus
evaluated. Lactococcus lactis ssp lactis produce nisin,
bacteriocin already used as preservatives in foods, has a

broad antimicrobial spectrum being active against Gram
positive bacteria and spores, besides being used as a food
preservative'.

S. aureus was found as the most sensitive
microorganism to antagonistic substances produced
by the lactic acid bacteria tested. Some authors report
that the higher the rate of multiplication of lactic acid
bacteria in growth substrate and subsequent production
of lactic acid, the stronger inhibition of S. aureus. The
rapid reduction in pH associated with the characteristics
of biological competition of lactic acid bacteria are
factors inhibiting the growth inhibition of Staphylococcus
species's. It is worth noting also that the inhibitory
effect established by lactic acid bacteria against strains of
pathogenic and deleterious bacteria related to food also
occurs due to the production of bacteriocins and other
antimicrobial substances such as diacetyl and hydrogen
peroxide’.

Changes in measures of inhibition zones, and
consequently the sensitivity of the revealing strains
tested, observed when the action of lactic acid bacteria
strains of the same species or different species may also
be related to the existence of different mechanisms of
inhibition and/or nature inhibitory chemical substance
that influences its diffusion in the culture medium*.
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Table 3. Zones of inhibition (mm) produced by lactic acid bacteria isolated on Salmonella enterica, Listeria monocytogenes and Staphylococcus

aureus in MRS

Isolated Lactic acid bacteria Identified by API S. enterica L. monocytogenes S.aureus
PA1 Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris 8 5 7
PA7 Lactococcus lactis ssp. cremoris 8 4 3
PA8 Lactococcus lactis ssp. cremoris 4 6 3

PA13 Pediococcus spp. 8 7 11
PA15 NI 8 9 14
PA16 Pediococcus damnosus 3 0 7
PB5 NI 8 9 14
PB6 NI 7 9 8
PB10 NI 12 10 9
PB11 Lactococcus lactis ssp. cremoris 4 8
PB13 Lactococcus lactis ssp. cremoris 8 3 14
PB14 Lactococcus lactis ssp. cremoris 8 4 8
PC4 NI 14 6 9
PC7 Pediococcus damnosus 10 3 6
PC10 Lactococcus lactis ssp. lactis 14 6 14
PC11 NI 7 8 6
PC13 Lactococcus lactis ssp. cremoris 5 5 5
PC14 Pediococcus spp. 5 3 5
PC17 NI 8 9 15
PC18 NI 5 9 6
Average (DP) 7,9 (2,84) 5,9 (2,68) 8,6 (3,73)

PA- producer A, PB- producer B and PC- producer C; NI - unidentified; Halo inhibition in millimeters (mm)

Itis also worth mentioning that many bacteriocins
are active against pathogenic micro-organisms of interest
in food, so that is growing interest in the food industry
about the potential use of these compounds in foods to
replace chemical preservatives".

L. monocytogenes is a pathogen commonly
inhibited by bacteriocins produced by lactic acid
bacteria. According to Alexandre®, from 48 strains
isolated from cheese, 25 % were able to inhibit the S.
aureus and L. monocytogenes. In contrast, other authors
evaluating the microbiota of raw milk, mentioned that
the bacteriocins produced by lactic acid bacteria may
not have much influence on the possible pathogens,
since S. Typhimurium and L. monocytogenes show good
match with regard to micro-organisms present in the raw
material?'.

The lactic acid bacteria strains tested showed
greater inhibition capacity of the strains of Gram-positive
bacteria (L. monocytogenes and S. aureus), shown by the
formation of larger zones of inhibition of growth. Other
studies also reported greater inhibition of strains of Gram-
positive bacteria by bacteriocinogenic lactic cultures'® >
. Specifically against Gram-negative bacteria, the double
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lipid layer present on its outer cell structure prevents
interaction of specific antagonists substances with wall
and bacterial plasma membrane’. The antimicrobial
activity of bacteriocins produced by lactic cultures can act
as a barrier in the development of these micro-organisms,
acting as biological preservatives in Coalho cheese*.

Guedes Neto et al”” demonstrated functional
properties, such as in vitro antagonism against undesirable
microorganisms and antibiotic resistance in strains of lactic
acid bacteria isolated from curd cheese produced in the
state of Pernambuco (Brazil). The presence of lactic acid
bacteria antagonists of endogenous micro flora as part of
samples of Coalho cheese can act as an agent of controlling
the population of pathogenic microorganisms in these
substrates by inhibiting their multiplication in different
stages of processing as well as during its storage® .

The results show that there are a variety of
autochthonous lactic acid bacteria in Coalho cheese
made by hand with the ability to produce different
antimicrobial substances. The selection of these bacteria
can be used as cultures in the preparation of the Coalho
cheese type and may thus enhance the consumption of
these products.
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CONCLUSION

From a total of twenty (20) isolates, twelve (60 %)
were identified by APIKIT and identification of the isolates
between the two methodologies coincided 25 % compared
to the genus Lactococcus, diverging identifications with
most (75 %) performed by methodology according
Cogan et al®.

The antimicrobial activity displayed by some
strains of lactic acid bacteria suggest the possibility of
its use against pathogens such as: Salmonella enterica,
Listeria monocytogenes, S. aureus, and can act as a barrier
in the development of microorganisms and as biological
preservative in Coalho cheese.
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RESUMO

Staphylococcus aureus é um dos principais causadores de doencas de origem alimentar e, embora a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria - ANVISA ndo contemple especificamente a detec¢do de
estafilococos coagulase-negativa (ECN) em alimentos, sabe-se que este grupo de bactérias apresenta
genes responsaveis pela formagio de biofilme e produgio de enterotoxinas. No presente estudo foram
identificados os S. aureus e ECN em amostras de salgados, e sua capacidade de produzir biofilme in vitro
foi avaliada por duas metodologias: agar vermelho Congo e placa de microtitulagdo de poliestireno. Vinte
e dois isolados de Staphylococcus pertencentes a oito diferentes espécies foram obtidos de 122 salgados,
sanduiches e lanches. S. aureus, S. warneri e S. haemolyticus foram as espécies mais frequentemente
isoladas. A producio de biofilme foi verificada em sete (31,8 %) isolados pela técnica de dgar vermelho
Congo e em trés (13,6 %) em placa de microtitulagdo. Nenhum isolado foi considerado positivo em ambas
as metodologias. Apesar do baixo nimero de isolados, houve concordancia de 59,1 % entre os testes. A
capacidade de produzir biofilme é importante fator de viruléncia para Staphylococcus spp. e a detecgio
destes isolados de amostras de alimentos pode ajudar a definir o papel dos ECN como agentes patogénicos
transmitidos por alimentos.

Palavras-chave. seguranca alimentar, biofilmes, Staphylococcus.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the most important food-borne pathogens, and although Brazilian
Sanitation Surveillance Agency (ANVISA) does not specifically regards for coagulase-negative
Staphylococcus (CNS) isolation from foods, it is known that this group of bacteria possesses genes
associated with biofilm formation and enterotoxins production. In this context, the present study aimed
at identifying the S. aureus and CNS in finger-foods and snacks samples, and to evaluate the ability of
these strains to produce biofilm in vitro by means of two methodologies: Congo Red agar and polystyrene
microplates cultures. Twenty-two staphylococcal isolates belonging to eight species were obtained
from 122 finger-foods, sandwiches and ready-to-eat (RTE) food products. S. aureus, S. warneri and S.
haemolyticus were the most frequent isolates. Biofilm production by Staphylococcus spp. was observed
in seven (31.8 %) isolates by Congo Red agar technique and three (13.6 %) by polyestirene microplate
methodology. There was no positive isolate biofilm producer by both methodologies. Despite the low
number of isolates, a concordance of 59.1 % between the tests was found. The ability to produce biofilm
is an important virulence factor in Staphylococcus spp., and it can support to define the role of CNS as
food-borne pathogen.

Keywords. food safety, biofilms, Staphylococcus.
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INTRODUCTION

Staphylococcus spp. are widespread microorganisms
that may play an important role as agents of food-borne
diseases'*. Staphylococcus aureus and coagulase-negative
Staphylococcus (CNS) are frequent bacteria on the human
skin and mucous membranes, mainly as commensal flora>®.
Usually, the interaction between S. aureus and its human host
appears to be non-hostile, since the bacterial colonization
does not cause any symptoms. However, either by an increase
in bacterial virulence or by awakenings of the immune
system, being as an immune deficiency or an acquired state
of immune suppression, S. aureus may become a deadly
threat’. Staphylococcus species are the relevant biofilm-
forming organisms. The biofilms are defined as a structured
community of bacterial cells enclosed in a self-produced
polymeric matrix and they are adherent to an inert or living
surface®. Biofilms have been well studied in dairy and meat
plants process®'’, cross-contamination® and mastitis'>'>'>,
There are few studies regarding the biofilm production ability
of Staphylococcus spp., which are isolated from ready-to-eat,
snacks and sandwiches. Snacks are fast foods usually derived
from one or more basic food items and they are often eaten
between meals'. This kind of food is highly consumed as it is
often hot food prepared and served quickly, at low cost, and
in places usually close to the workplace'é; and it is consumed
by people in both developed and developing countries, and
by across-all-age groups'®. This study aimed at identifying
S. aureus and coagulase-negative Staphylococcus (CNS) in
finger-foods and snacks sold in Botucatu, SP, and to evaluate
the ability of these isolates in producing biofilm.

MATERIAL AND METHODS

Samples collection

Food samples from 61 groceries, cafes, food
trailers, snack bars, bakeries and street vendors, located
in important areas in Botucatu, SP, were collected and
analyzed twice (from August 2008 to March 2009). Meat,
chicken, shrimp, ham-and-cheese, cheese, vegetable
finger-food and sandwich samples were collected. These
samples were transported in sterile 114 x 229 mm plastic
bags (Inlab) under refrigeration, and they were kept in a
cooler box until being processed in the same day in the lab.

Microbiological Analysis
Following the methodology recommended by
Lancette and Bennett", 25 g of food were homogenized

in 225 mL of peptone water in plastic bags by using
Stomacher Lab Blender 400 for 30 seconds. From this 10!
dilution, further dilutions were made. All of the culture
media were purchased from Difco, Becton Dickinson
(Sparks, MD).

Staphylococcus spp. were detected and identified
according to the methodology described by Murray
et al®. The phenotypic characteristics of biofilm
production by Staphylococcus spp. were evaluated by two
methodologies: cultivation on BHI agar supplemented
with 0.8 % Congo Red" and biofilm assay using sterile
96-well bottom polystyrene tissue culture microplates
with BHI broth medium?®.

RESULTS AND DISCUSSION

Of 122 meat, chicken, shrimp, cheese, vegetable
finger-food and sandwich samples analyzed in this
study, S. aureus was the most isolated microorganism,
which occurred in eight (6.6 %) samples (five chickens,
two ham-and-cheese snacks and one meat finger-food).
Different species of CNS were detected in 14 (11.4 %)
samples. The most frequently isolated CNS were S.
warneri (from one ham-and-cheese snack, two meat
finger-food and one of chicken) and S. haemolyticus
(from two cheese, two chicken finger-foods), which
were found in four samples (3.3 %) each. S. saprophyticus
was detected in two (1.6 %) samples, being one ham-
and-cheese snack and one meat finger-food. The varied
CNS species were detected, being each microorganism
in each one (0.8 %) sample, being S. simulans in ham-
and-cheese snack, S. xylosus in sandwich, S. caprae in
cheese finger-food, and S. schleiferi subsp. schleiferi in
chicken finger-food. Co-presence with two different
Staphylococcus species were observed in two samples:
S. aureus and S. warneri in a meat finger-food, and S.
haemolyticus and S. caprae in a cheese finger-food.

S. aureus mightbe used as an indicator for assessing
the hygiene and sanitary conditions. The isolation of this
bacterium from foods evidences the unhygienic conditions
during their processing, storage, and other pertinent
procedures®’. This microorganism is a poor competitor
but exert a high risk in foods if the normal microbiota has
been destroyed or inhibited, e.g. as the cooked and salted
meats®’; also, toxin that causes illness might be produced
by foods contaminated with S. aureus®.

Finger-foods and sandwiches pose as potential
health risks associated with contamination of raw food
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with pathogenic bacteria, contamination by handler
during the food preparation, and also through post-
cooking handling and cross-contamination®. A high
tendency in rising the microbial load in snacks depends
on the raw materials, the conventional methodologies
of food processing and packaging, and the maintenance
temperature, which might be a source for causing varied
rates of deterioration of the read-to-eat (RTE) food
products and snacks in developing countries'.

Biofilm production was assessed in eight
S. aureus strains and in 14 CNS isolates using Congo Red
agar and polystyrene microplate adherence techniques.
Red-Congo was used as pH indicator, and the black
coloration indicated that the pH range was from 3.0 to
5.2. The cultures were considered positive, when the
black rough colonies were grown'. By mean of Congo
Red agar technique, the biofilm production was found in
seven (31.8 %) strains. On the other hand, by microplate
assay, three (13.6 %) strains only were biofilm producer.
The results were shown in the Table.

Table 1. Results of biofilm production by Staphylococcus spp., using
Congo Red agar and polyestirenemicroplate assay

Staphylococcus spp. Biofilm production
Congo Red agar Microplate

S. aureus 8 2 2

S. warneri 4 0 0

S. haemolyticus 4 1 0

S. saprophyticus 2 2 0

S. simulans 1 1 0

S. xylosus 1 1 0

S. caprae 1 0 0

S. schleiferi subs. schleiferi. 1 0 1
Total 22 7 (31.8 %) 3(13.6 %)

None of the strains was positive in both
methodologies, which indicated the occurrence of
noncompliant results. Of 22 isolated strains, 13 were
negative in both techniques; therefore, the overall
concordance was of 59.1 % between the two tests (Kappa
index = -0.1647), which indicated a good specificity. Due
to the low number of isolates, it was not determined
which biofilm assay was the most efficient.

S. aureus was the foremost biofilm producer, as
4/8 (50 %) isolates formed biofilm, independently of the
employed methodology. Among CNS, 6/14 (42.9 %) were
biofilm-forming bacteria. The highest biofilm production
by S. aureus was not statistically significant, when the
CNS rates were considered (p = 0,546).
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Very few data on the biofilm production by
Staphylococcus spp. isolated from finger-foods were
found in the specific literature, but biofilms formation
in other kind of food were usually analyzed in RTE food
samples. Podkowik et al* found 67 staphylococcal isolates
belonging to 12 species, isolated from 70 RTE food
products; S. aureus (35.7 %) and S. epidermidis (18.5 %)
were predominant bacteria. Interestingly, in the present
study, no S. epidermidis was isolated, even it is one of the
most frequent species in the skin microbiota. S. aureus was
isolated from eight (6.5 %) food samples, being at lower
rate than those 35.7 % reported by the above referred
authors”. These divergent findings could be occurred
because different types of food were analyzed in every
investigation. Podkowik et al* analyzed foods prepared
with porcine, bovine, and chicken meat, and the fried or
roasted finger-food were the investigated samples in the
present study. On thataccount, the probability of recovering
Staphylococcus isolates from meat-RTE food is higher,
because of the use of different type of preparation, cooking
and handling procedures. Podkowik et al*® performed the
detection of virulence-associated genes and the biofilm
formation of S. epidermidis only; from 13 isolates, five
(38.5 %) harbored the ica operon, and they formed biofilm.
Those values were slightly lower than the findings detected
in the present study for S. aureus and CNS by means of
Congo Red agar assay (31.8 %). Moretro et al* also found
lower percentage, using 144 S. aureus isolated from three
separate Norwegian meat- and poultry-processing plants
by swabbing the food cuttings and other contact surfaces
and equipment; and 28 (19.5 %) were considered biofilm
producers. By means of microplate assay, the findings
observed in the present investigation were similar in
three samples (13.6 %) only. The finger-foods consumed
in Brazil are usually fried food. Thus, considering that
the employed temperatures for food frying do not reach
the degrees needed to eliminate the microorganisms, it
enhances the demands concerning to the precise care
for the foods handling during their preparation. These
procedures will decrease the risk of contaminating food
and avoiding compromising the consumers” health”.

CONCLUSION

This study verified a considerable quantity
of biofilm-producer strains, although the number of
isolates was small. These results show the ability of
Staphylococcus spp. isolated from food in forming
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biofilm in vitro, and it may represent an advantage
in bacterial permanence in the environment, utensils
and equipments enhancing the importance of
hygienic measures to avoid food contamination and
cross contamination. Also, owing to the difficulty
in eradicating biofilms, it is crucial to carry on the
microbiological control before biofilms are formed,
and to make use of hygienic principles for cleaning
and sanitizing the utensils and equipments to prevent
potential risk of food-borne diseases.
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RESUMO

O doce de leite ¢ um alimento muito consumido em todo o Brasil, com sabor, cor, aroma e texturas
caracteristicas. A pimenta dedo-de-moga também esta presente na mesa dos consumidores e ¢ rica em
acido ascorbico (vitamina C), que é excelente antioxidante. No presente trabalho, foi elaborado o doce
de leite adicionado de pimenta dedo-de-moga. No produto desenvolvido, foi determinada a composi¢do
centesimal, e foi avaliada a aceitagdo do doce quanto aos atributos sensoriais de cor, aroma, sabor, textura
e aceitagdo global. O teor de acido ascorbico foi quantificado em diferentes periodos de armazenamento
(0, 30 e 60 dias). O doce de leite com pimenta preparado apresentou composi¢io centesimal de acordo
com a legislagao vigente. O teor de dcido ascorbico mostrou-se praticamente estével durante o periodo de
armazenamento, e o produto demonstrou boa aceitagdo na anélise sensorial.

Palavras-chave. doce de leite, pimenta dedo-de-moga, acido ascorbico.

ABSTRACT

The dulce de leche or milk candy is a food widely consumed in Brazil, which shows typical characteristics
of taste, color, flavor and texture. The lady-finger red pepper is regularly present on the Brazilian people
table as this product contains a pungent flavor favoring various spices; and it is also rich in ascorbic acid
(vitamin C) which is an excellent antioxidant. This study aimed at developing a dulce de leche containing
lady-finger red pepper, and to determine the composition of the product. Also, the ascorbic acid contents
were quantified in products stored for different periods (0, 30 and 60 days). The product acceptance by
consumers on the sensory characteristics was evaluated by means of hedonic scale for color, aroma, flavor
and texture attributes. The composition of the product was in accordance with the legislation in force, and
the ascorbic acid contents were practically stable during the storage, and the sensory analyses indicated
that the red pepper-containing dulce de leche was well accepted.

Keywords. dulce de leche, lady-finger red pepper, ascorbic acid.
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INTRODUCAO

O doce de leite ¢ um alimento muito consumido
na América Latina, em especial no Brasil e na Argentina’.
Segundo Della Lucia et al?, é muito consumido como
ingrediente para confeitos, bolos, sorvetes e também
como sobremesa ou no acompanhamento de queijo, pao
ou biscoito.

Na fabricacdo do doce, deve-se fazer uso de
leite de qualidade, para proporcionar um doce de boa
qualidade. Um dos problemas que devem ser controlados
¢ a estabilidade microbioldgica, tecnoldgica e fisica’.

O desenvolvimento de novos produtos pode
manter pequenas industrias em um mercado cada vez
mais competitivo. Sendo assim, a industria de laticinios
tem buscado alternativas como novas matérias-primas
na elaboragdo de seus produtos. Nesse contexto,
mostra-se interessante o desenvolvimento de um
produto diferenciado, por exemplo, um doce de leite
com pimenta.

Pimentas vermelhas, como a pimenta dedo-
de-moga do género Capcicum, sio muito utilizadas
como temperos para diversos pratos, principalmente
pelo sabor pungente (“picante”) que apresentam. As
caracteristicas especificas dessas pimentas se devem
as substincias, como a capsaicina, os carotenoides
e o acido ascorbico. A presenga do acido ascorbico,
confere as pimentas poder antioxidante consideravel?,
que pode prevenir ou reduzir a oxidacdo de lipidios,
proteinas e acidos nucleicos causados por espécies de
oxigénio reativo, que incluem os radicais livres que ao
reagir com estes, impede os efeitos ruins ao organismo’.

O tempo de armazenamento do doce de leite
¢ relativamente longo devido ao agtcar, que além de
atuar no sabor, corpo e cor do doce, é um conservante.
O maior problema que o doce apresenta ao longo do
tempo de armazenamento ¢é a cristalizacdo, que decorre
da formagéo de grandes cristais de lactose’.

Por apresentar efeito antioxidante, o acido
ascorbico pode ser utilizado como conservante em
alimentos, tendo ainda a vantagem de ser natural®. Ao
adicionar a pimenta dedo-de-moca ao doce de leite,
atribui-se o conservante natural e ainda aproveita-se
o sabor pungente e contraditério ao doce, tornando-o,
assim, um produto novo e com sabor diferenciado.

Nesse contexto, o presente trabalho tem
como objetivo desenvolver e analisar sensorial e
fisico-quimicamente o doce de leite com pimenta

dedo-de-moga, além de quantificar a disponibilidade
do acido ascoérbico presente no produto durante o
armazenamento.

MATERIAL E METODOS

Processamento e formulacio do doce de leite com
pimenta

A metodologia empregada na produgido do
doce de leite com pimenta é a mesma descrita por
Hosken’, sendo modificada apenas na ultima etapa, na
qual é acrescentada a pimenta dedo-de-moga, que foi
previamente higienizada em solugdo de 100 ppm de cloro
por 20 minutos, enxaguada, as sementes retiradas e, em
seguida, trituradas.

Apés adigdo dos ingredientes, iniciou-se o
processo de concentragio do doce de leite em tacho
aberto, com agitacdo até 65° Brix, que foi medido em
triplicatas por um refratdbmetro de mesa com leitura
refratométrica a 20 °C. Apds atingir a concentragdo
desejada, foi realizado o resfriamento a 70 °C, depois
realizou-se o envase em potes de vidro e, por ultimo, um
resfriamento até temperatura ambiente.

Foram  testadas, previamente, diferentes
concentragdes de pimenta e, ao final, foram selecionadas
trés formulagdes, cujas porcentagens dos ingredientes
estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Ingredientes das formulagoes de doce de leite com pimenta

Ingredientes 1% 2% 3%
Leite (%) 79,75 79,75 79,75
Actcar (%) 19,94 19,94 19,94
Amido (%) 0,25 0,25 0,25
Bicarbonato de sodio (%) 0,06 0,06 0,06
Pimenta dedo-de-moga (%) 1 2 3
Total (%) 100 100 100

Analises fisico-quimicas

Os teores de umidade, gorduras totais e cinzas
foram determinados por metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz®. Na determina¢ido do teor de
proteinas, foi utilizado o método segundo o manual
AOAC.

A quantificacdo do acido ascorbico foi feita pelo
método descrito pelo Instituto Adolfo Lutz!®. Analises
de acido ascdérbico no produto foram realizadas em
diferentes periodos (0, 30 e 60 dias), para verificar sua
estabilidade durante o armazenamento.
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Analise de cor e textura instrumental

A cor do doce de leite com pimenta foi avaliada
por meio de um colorimetro portatil Minolta® CR10,
com esfera de integracao e angulo de visao de 3°, ou seja,
iluminagdo d/3 e iluminante D65. O sistema utilizado foi
o CIEL*a*b*, com o qual foram medidas as coordenadas:
L*, representando a luminosidade em uma escala de 0
(preto) a 100 (branco); a* que representa uma escala de
tonalidade variando de vermelho (0 + a) a verde (0 — a)
e b* que representa uma escala de amarelo (0 + b) a azul
(0 - b). Todas as determinagdes foram feitas em triplicata.

A anilise de textura do produto foi realizada em
Texturometro modelo Stable Micro Systems Texture Analyser
TAXT Plus (Texture Technologies Corp, Inglaterra). As
caracteristicas do ensaio foram: Acessdrio: Probe 36 mm;
Modo: for¢ca medida em compressio; Opgdo: retornar ao
inicio; Velocidade de pré-teste: 2,0 mm/s; Velocidade de teste:
3,0 mm/s; Velocidade de pos-teste: 7,0 mm/s; Distancia: 10
mm. Essa analise foi realizada em duplicata.

Analise sensorial

Na avaliagdo da aceitacdo do doce de leite com
pimenta foi utilizada escala heddnica de 1 (desgostei
muitissimo) a 9 pontos (gostei muitissimo). A andlise
foi realizada no laboratério de Analise Sensorial
do Departamento de Engenharia de Alimentos da
Universidade Estadual de Maringa, com 101 provadores
ndo treinados de ambos os sexos, com o parecer aprovado
pelo comité de ética da UEM com numero CAAE:
02643312.4.0000.0104.

Foram avaliados os atributos cor, aroma, sabor,
textura e aparéncia global. As amostras foram servidas
puras em copos descartaveis codificados com numeros de
trés digitos, acompanhadas de dgua para ser intercalada
entre as amostras.

A inten¢ao de compra foi avaliada em escala de 1
(certamente ndo compraria) a 3 (certamente compraria).
Foi calculado o indice de aceitagdo do doce de leite com
pimenta através da féormula:

X=+100
N

Onde:

X= média da amostra;

N=nota maxima daamostra dada pelos provadores

Analise dos dados

A analise estatistica dos resultados foi realizada
utilizando-se andlise de varidncia (ANOVA) e calculo de
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médias por Tukey a 5 % de significincia, teste que deve
ser aplicado toda vez que se pretende comparar as médias
dos tratamentos.

RESULTADOS

Composicao Centesimal

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados das
analises de umidade, cinzas, proteinas, gorduras totais,
acido ascérbico e ainda os valores de referéncia da
legislacdo vigente no tempo zero.

Tabela 2. Tabela de composi¢do centesimal em comparagio a
legislagao vigente no tempo zero

Anilises Legislacao™ 1% 2% 3%
28,12 29,60 + 30,06 £
Umidade (%) max. 30,0 % ] ]
0,0072* 0,0648* 0,0840*
, ) 1,58 + 1,47 + 1,36 +
Cinzas (%) max. 2,0 %
0,00005* 0,00005*  0,00245*
6,40 + 6,16 = 6,16
Proteinas (%) min. 6,0 % ) )
0,00063* 0,00000*  0,00000*
Gorduras i 5,16 + 4,61 + 4,71 +
. min. 2,0 %
Totais (%) 0,0002* 0,0049*  0,00003*
Carboidratos
51,95 50,05 48,51

(%)

*Letras iguais na mesma linha nao diferem entre si ao nivel de 5 % de
significdncia

** BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento, Portaria
Ne 354, de 4 de setembro de 1997"

Pode-se verificar que ndo houve diferenca
significativa, ao nivel de 5 % de significancia, entre
as diferentes formulacdes para todas as andlises,
mostrando que a adicdo de até 3 % de pimenta dedo-de-
mog¢a ndo acarreta alteracdes na composicéo centesimal
do doce de leite.

Em comparagio a legislagdo vigente, ou seja,
Portaria n° 354/97", nota-se que o novo produto, para as
3 formulagoes testadas, esta dentro dos padrdes exigidos.

Segundo Feihrmann et al?, que também
determinaram a composi¢do centesimal de doce de
leite pastoso com leite semidesnatado elaborado em
um evaporador, obtiveram umidade de 33,4 %, lipideos
de 4,75 %, proteinas de 10,2 % e cinzas de 2,41 %.
Comparando com os autores, o doce de leite em estudo
apresenta poucas diferencas na composicao centesimal.
E importante ressaltar que o leite utilizado pelos autores
foi semidesnatado e, para elabora¢ido do doce de leite
com pimenta, foi utilizado o leite integral, o que explica
a varia¢ao de gorduras/lipideos e proteinas apresentada.
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A composi¢do quimica de varios doces de leite
adquiridos no comércio de Sao Paulo e Parana foi avaliada
por Demiate et al'. Os autores observaram teor médio de
26,80 % de umidade, 1,41 % de cinzas, 3,90 % de lipideos
e 7,07 % de proteinas que, comparados ao trabalho
proposto, apresentaram poucas variagdes. Essas pequenas
variagdes podem ser explicadas pela tecnologia utilizada
na fabrica¢do dos doces de leite comerciais.

Estabilidade do acido ascorbico

O 4cido ascorbico foi quantificado nas amostras
de doce de leite no periodo de 2 meses, sendo realizadas
analises no tempo 0, 30 e 60 dias. A Tabela 3 apresenta os
resultados dessas analises nos diferentes tempos.

Nao houve diferenga significativa entre o teor de
acido ascorbico presente nas amostras, ao nivel de 5 %
de significancia, ao longo do periodo de armazenamento
(Tabela 3).

Esses resultados indicam que se o doce de leite for
armazenado de maneira correta, o teor de 4cido ascorbico
presente na pimenta continuara estavel, proporcionando
um doce de leite com pimenta de valor consideravel de
vitamina C, no periodo de 60 dias, conforme analisado.

Tabela 3. Concentragio (mg/100g de produto) de acido ascérbico
durante o tempo de armazenamento

T(‘:;:lls’)" 1% 2% 3%
0 6,79 + 0,05 811+0,234 850+ 0,06
30 6,45 + 0,220 6,210,004 812 +0,23%
60 6,83 + 0,024 599+ 0,054 8,55+ 0,23

*Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de significAncia
**Letras iguais maitsculas na mesma coluna nio diferem entre si ao nivel

de 5 % de significancia.

Cor e textura

Na Tabela 4, sdo apresentados os resultados da
analise de cor para as trés formulagoes.

Pode-se observar que os resultados da analise
de cor (L, a* e b*) ndo diferem entre si, ao nivel de
5 % de significancia para as diferentes concentragdes
de pimenta. Isso demonstra que a adigdo de até 3 % de
pimenta dedo-de-moga néo interfere na cor do doce de
leite nas concentrac¢des avaliadas.

Bellarde analisou instrumentalmente a cor
de doce de leite (com mesmo teor em °Brix), obtendo
para “L” o valor de 50,77, para “a*” 7,45, e para “b*”
24,21. Comparando esses resultados com o doce de
leite com pimenta, nota-se poucas variacdes desses
parametros.

Observa-se na Tabela 4 que ndo houve diferenga
significativa entre os resultados de textura. Isso se deve
ao fato de que a formulagao do doce de leite era a mesma
para todas as concentragdes, ja que a variagdo de pimenta
adicionada depois do doce pronto foi pequena.

Tabela 4. Tabela de resultados da andlise de cor de amostras de doce
de leite acrescido de diferentes teores de pimenta dedo-de-moga

Concentragio de pimenta dedo-de-moga

Parametros
1% 2% 3%
L 57,51 + 6,71* 53,69 + 5,24* 53,56 + 3,87*
A 5,13 +£0,56* 5,34 +0,14* 6,61 + 0,58
B 23,71 +£9,86° 20,32 + 2,64° 21,15 + 0,64*
Textura 952,45 + 1339,05+
1005,9 + 56,179*
(Kgf) 220,005 125,044

*Letras iguais na mesma linha nao diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia

Andlise Sensorial

Os resultados da analise sensorial das diferentes
formulagdes de doce de leite com pimenta estdo na
Tabela 5.

Observa-se na Tabela 5 que nao houve diferenca
significativa entre as amostras, ao nivel de 5 % de
significancia, para todos os atributos avaliados.

E importante ressaltar que a andlise sensorial foi
realizada com provadores nao treinados, que gostavam
ou ndo de pimenta. O sabor pungente da pimenta nao
agrada a todos, ainda mais adicionado a um doce,
contrapondo o caracteristico sabor de doce de leite.

Para um produto ser bem aceito, o indice de
aceitagdo deve ser superior a 70 %, assim, todas as
formulac¢des foram bem aceitas, apresentando indices
que variam de 76,89 % (para formulacio com 3 %) e
84,04 % (para formulagdo com 1 %).

Madrona et al' realizaram andlise sensorial de
doces de leite elaborados com diferentes concentra¢des de
soro de leite em substitui¢do ao leite, comparando com o
doce de leite tradicional (sem adi¢do de soro), e obtiveram

Tabela 5. Resultados da analise sensorial do doce de leite com pimenta
dedo-de-moca

Atributos 1% 2% 3 %

Cor 7,44+ 1,89° 7,31+£1,96° 7,29 +2,33°
Aroma 7,41 £ 1,76* 7,02+2,40° 7,05+221°
Sabor 6,93 +3,26° 6,15+4,60° 5,57 £5,95°
Textura 7,32 £2,54¢  7,36+2,15* 7,15+£2,61°
Aparéncia Global 7,56 £ 1,65°  7,22+£2,02* 6,92 + 3,23
Intengao de Compra 2,22 +0,45* 1,86 £0,51* 1,72 +0,56*

Indice de aceitacdo 84,04 % 80,30 % 76,89 %

*Letras iguais na mesma linha nao diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia
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meédia 6,6 no aspecto geral para o doce de leite sem adigdo
de soro. O doce de leite com pimenta obteve as seguintes
notas na avaliagdo global: 7,56 para concentragdo de 1 %
de pimenta, 7,22 para 2 % de pimenta e 6,92 para 3 % de
pimenta. Comparando os resultados obtidos pelos autores
com presente trabalho, pode-se dizer que o doce de leite
com pimenta apresentou aparéncia global similar ao doce
de leite tradicional, sendo favoravel para comercializagao.

Em relagdo a intencao de compra, 34,95 % dos
provadores certamente comprariam o doce de leite com
1% de pimentadedo-de-moga, 51,45 % talvez comprariam
e 13,59 % certamente ndo comprariam. Para o doce com
2 % de pimenta, observamos que 20,38 % dos provadores
certamente comprariam, 46,60 % talvez comprariam, e
33,01 % certamente ndao comprariam. Para a formulacao
com 3 % de pimenta, 17,47 % dos provadores certamente
comprariam, 36,89 % talvez comprariam, e 45,63 %
certamente nao comprariam. Esses resultados indicam
que todas as formulagdes sao estatisticamente iguais e,
ainda, que todas foram bem aceitas, apresentando indices
de aceitacao superiores a 76,89 %.

Em geral, pode-se observar que os doces avaliados
apresentaram alto indice de aceitagdo, assim como ja
observado naliteratura. Feihrmann etal'?, que produziram
um doce de leite com leite semidesnatado concentrado
e realizaram um teste de preferéncia, observaram que o
produto foi aceito por 93 % dos provadores, indicando
que houve um bom indice de aceitagdo do produto.

CONCLUSAO

O doce de leite com pimenta dedo-de-moga foi
bem aceito na analise sensorial, sendo que os provadores
ndo notaram diferenca entre as diferentes concentracoes
de pimenta para os atributos avaliados. Na inten¢ao de
compra, as formulagdes apresentaram-se estatisticamente
iguais. O acido ascorbico presente no doce de leite
manteve-se estavel durante o periodo armazenamento.
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a qualidade de camaréo salgado seco (avit) e de farinha de peixe (piracui),
foram obtidas 27 amostras, analisadas seguindo metodologias oficiais. Os resultados fisico-quimicos
foram, em média, de 24,0 % e 18,76 % de umidade, 22,68 % e 12,91 % de cinzas, 15,67 % e 8,20 %
de cloretos, 0,61 e 0,57 de atividade de dgua, respectivamente, para avit e piracuf; ademais, 30,77 %
de amostras de aviti e 7,14 % de piracui excederam o limite maximo permitido para cinzas. O rango
oxidativo foi detectado em 74,07 % das amostras pesquisadas. Das 21 amostras analisadas para contagem
de fungos, 100 % apresentaram contaminagio. As contagens de Staphylococcus coagulase positiva nao
atenderam aos respectivos valores maximos regulamentados, em 61,54 % das amostras de avii e em
78,87 % das de piracui. Enterococcus spp. foi detectado em 69,23 % e 64,28 %, respectivamente, das de avit
e piracui. Houve ocorréncia de Salmonella spp. em cinco amostras. Estes alimentos comercializados em
Belém apresentaram condi¢des higiénico-sanitdrias insatisfatdrias e inexata qualidade.

Palavras-chave. qualidade microbioldgica, qualidade fisico-quimica, camardo Avid, farinha de peixe
Piracul.

ABSTACT

Twenty-seven samples of dried-salted shrimp (“avit”) and “piracui” type fish meal were tested for
evaluating the physical-chemical and microbiology qualities. The mean values of moisture, ash, salt
contents and water activity (Wa) were 24.0 % and 18.76 %, 22.68 % and 12.91 %, 15.67 % and 8,20 %,
0,61 and 0,57 for avit and piracui samples, respectively. The ash values were above the maximum limit
permitted by legislation in 30.77 % and 7.14 % of “aviu” and “piracui” samples, respectively. Oxidative
rancidity was showed in 74.07 % of samples. Yeast and mold were detected in all analyzed samples (n =
21). Coagulase-positive Staphylococcus counts were above the maximum limit permitted by legislation
in 61.54 % and 78.87 % of “avit” and “piracui” samples, respectively. Enterococcus spp. was detected in
69.23 % and 64.28 % of “avi” and “piracui” samples, respectively. Salmonella spp. was isolated from
five samples. The dried-salted shrimp (“avit”) and the “piracui” type fish meal sold in Belém showed
unsatisfactory hygienic-sanitary quality, and microbiologic characteristics of a potential risk to public
health.

Keywords. microbiology quality, physical-chemical quality, Avit, Piracui.
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INTRODUCAO

O consumo de pescado na regido Norte
caracteriza-se por uma grande variedade de peixes
de agua doce, comercializados na forma inteira e
resfriada, destacando-se espécies como: dourada,
pescada, piramutaba, mapara, tamoatd, curimata, filhote,
tucunaré, pirarucu, dentre outros’, e alguns crustaceos de
agua doce e salgada’.

Adicionalmente, os pescados e seus derivados
salgados secos, como o pirarucu, o camardo aviu e a farinha
de peixe piracui sdo amplamente comercializados em feiras
livres e supermercados das cidades de Belém e Manaus,
com elevado valor comercial, cultural e econdmico.

O aviti é um micro camarao, de aproximadamente
oito mm de comprimento, da familia dos Sergestidae
(Acetes americanus e A. marinus), de agua doce,
abundante na superficie das aguas depois das primeiras
enchentes dos rios amazonicos, principalmente na regido
da foz do rio Tocantins e aguas rasas do rio Tapajos, nos
arredores de Santarém, Para** (Figura 1).

Figura 1. Camarao salgado-seco Avit
Fonte: Arquivo pessoal (2012)

Nos mercados varejistas das principais cidades
da regido Norte, o minusculo avia é frequentemente
encontrado na forma salgado seco, e esta presente em
uma grande variedade de pratos regionais, como: recheio
de tortas, ensopados, omeletes, sopas, farofas, salgados,
guisados e fritadas, aos quais os habitantes da regido
atribuem propriedades rejuvenescentes’.

O avit é um produto obtido da coc¢do do camarao
em salmoura com aproximadamente uma parte de sal
para trés de camardo, seguido de drenagem em esteira de
folha de palmeira, sob luz do sol ou em cofos cobertos; tal
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processo baseia-se no principio da desidratagdo osmotica,
que aumenta o poder de conservagdo do pescado, inibindo
a atividade enzimatica e diminuindo a de dgua; porém,
a oxidagdo dos lipidios é favorecida ocasionando odor
desagradavel e sabor adstringente com rancifica¢iao do 6leo’.
Outro produto de origem animal amplamente
comercializado na regiao Norte do pais, ¢ um derivado do
pescado, denominado piracui, considerado uma farinha
de peixe. Entretanto, a farinha de pescado, de acordo com
a legislacao brasileira, é classificada como um subproduto
nao-comestivel, elaborada a partir de todo residuo
resultante de manipulagdes e de pescado condenado®.
Dentro desse contexto, apesar do piracui (pira
= peixe; cui = farinha) ser denominado farinha de
peixe, 0 mesmo ¢ destinado para o consumo humano,
sendo um derivado de pescado, de origem indigena;
tradicionalmente consumido em toda a regido amazonica,
surgiu como forma de conservar os alimentos na época
das aguas grandes, quando os peixes ficavam escassos em
determinadas dreas e os indios os desidratavam, resultando
nesse produto tnico da regido amazonica”® (Figura 2).

Figura 2. Farinha de peixe Piracui
Fonte: Arquivo pessoal (2012)

Tradicionalmente, o piracui é produzido a partir
do musculo de peixe, seco e desfiado, e representa uma
alternativa nutricional e economica para o aproveitamento
do excesso de pescado fresco de baixo valor comercial,
pois é uma excelente fonte proteica:em média com 70 % de
proteina de 6tima digestibilidade, sendo um produto que
compensa a falta de pescado em determinadas épocas do
ano na dieta da populagéo, especialmente a de baixa renda’.

Atualmente o preparo desta farinha estd restrito
a algumas cidades das regides Norte, como Prainha e
Santarém, no Estado do Pard, e Manaus, no Estado do
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Amazonas, onde pescadores de comunidades utilizam,
tradicionalmente, como matéria-prima, o peixe acari
ou acari-bod6 (Liposarcus pardalis); entretanto, outras
espécies, como o tamuata (Callichthys callichthys) podem
ser utilizadas®'’. Sua comercializagao e consumo, por
outro lado, ocorre em todas as principais cidades da
regido Norte, destacando-se as capitais de Belém e
Manaus como grandes centros consumidores'® 2.

Os peixes acari-bodd e o tamuata caracterizam-
se por apresentarem o corpo revestido de placas dsseas e
vivem no fundo dos rios, especialmente em leitos rochosos,
alimentando-se de lodo, vegetais e restos organicos; tém
respiracdo branquial e também sido capazes de absorver
o0 oxigénio atmosférico’. Na época da seca dos rios, essas
espécies ficam presas no solo umido, sendo facilmente
capturadas e aproveitadas para o preparo do piracui. Essas
espécies apresentam acelerada deterioragdo apos a pesca,
motivo que refor¢a a sua utilizagdo para o preparo da
farinha de piracui, no lugar da comercializacao in natura®.

A farinha de piracui é comercializada nas feiras
livres em sacos de aniagem, sem nenhum cuidado
higiénico. Ao contrario do Concentrado Protéico de Peixe
(CPP) tradicional, o piracui tem dtima aceitabilidade,
sendo consumido puro ou misturado a outros alimentos,
na forma de bolinhos de peixe, tortas, omeletes, sopas,
ensopados, risotos e suplemento proteico. Também pode
ser empregada em diferentes situagdes: desde programas
de merenda escolar, em internatos, nas dietas hospitalares
e até nas ragdes operacionais das For¢as Armadas durante
manobras na regiao amazonica” .

O processo de produgdo do piracui é artesanal e
emprega operagdes de tratamento térmico, eliminagdo
de residuos e desidratagdo. O peixe ainda fresco é cozido
ou assado, em seguida separa-se a carne da carcaga e
dos 0ssos; a mesma, assim obtida, é desidratada em
tachos de barro ou fornos abertos, sob uma chapa
aquecida; adiciona-se sal e o produto final é resfriado em
temperatura ambiente e, depois, embalado’.

O processamento artesanal da produgido
do avii e do piracui impde sérias restricoes sob o
ponto de vista sanitdrio e comercial desses produtos
para o consumidor, pois 0 manuseio pode acarretar
contaminagdes caso os cuidados higiénico-sanitarios nao
sejam atendidos. Devido a aceitagdo e ao valor comercial
desses derivados do pescado, no mercado local, faz-se
necessaria a padronizagdo de métodos de produgio e
a fixagdo de padroes e caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas para seu consumo.

O objetivo deste estudo foi avaliar, a partir
dos parametros microbioldgicos e fisico-quimicos, a
qualidade do camarao salgado seco aviu e da farinha
de peixe piracui destinada ao consumo humano e
comercializados na cidade de Belém, Para.

MATERIAL E METODOS

Foram obtidas mensalmente, no periodo de
seis meses (novembro/2010 a abril/2011), 27 amostras,
com 500 gramas cada, sendo 13 delas, de camardo
salgado-seco avit e 14 de farinha de peixe piracui, em
supermercados e feiras livres na cidade de Belém. As
amostras obtidas nas feiras estavam expostas a venda
sem embalagem, a granel, mantidas em temperatura
ambiente, enquanto aquelas oriundas de supermercados
estavam embaladas em bandejas de polimero expandido
com filme plastico, em ambiente climatizado. Apds as
coletas, as amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos esterilizados, identificadas, embaladas em
caixas de papelao e transportadas, por via aérea, no
mesmo dia da coleta, para os laboratdrios de Controle
Microbiolégico de Produtos de Origem Animal e de
Andlises Quimicas de Alimentos, da Faculdade de
Veterinaria, da Universidade Federal Fluminense, em
Niterdi, Rio de Janeiro.

Os procedimentos analiticos fisico-quimicos
foram realizados, em duplicata, de acordo com os
métodos analiticos oficiais descritos pelo Laboratorio
Nacional de Referéncia Animal - LANARA™". Foram
determinados: Umidade e Volateis a 105 °C, Residuo
Mineral Fixo em mufla a 550 °C, Cloretos pelo método
argentométrico (MOHR) e Rango Oxidativo (prova
de Kreiss). A Atividade de Agua (Aa) foi realizada no
aparelho “Pawkit” (Decagon Devices, Inc., USA).

As andlises microbioldgicas foram realizadas,
em duplicata, segundo a Instru¢do Normativa n° 62,
que estabelece os Métodos Analiticos Oficiais para
Analises Microbioldgicas para Controle de Produtos
de Origem Animal e Agua'®. Para estes procedimentos
foram obtidas duas subamostras de 25 gramas, sendo
uma homogeneizada em solugdo salina peptonada
(SSP) a 0,1 % e outra em agua peptonada tamponada
(para Salmonella spp.), em homogeneizador peristéltico
(Seward®), velocidade normal, durante 60 segundos.

Apos os preparos das diluigoes 107, 102 e 10°
em SSP 0,1 % foram realizadas as seguintes analises:
contagens de bolores e leveduras (em dgar batata
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dextrose, acidificado com acido tartarico a 10 % até pH
3,5) e de Staphylococcus coagulase positiva (em agar
Baird Parker) incubados a 30 °C por 7 dias e 37 °C por
48 horas, respectivamente. A partir de colonias tipicas
de Staphylococcus coagulase positiva, foram realizados
esfregacos para coloragido de Gram, a fim de confirmar as
caracteristicas morfotintoriais das mesmas (cocos Gram
positivos) e para fazer os testes de coagulase e catalase.

A determinac¢io do Numero Mais Provavel (NMP)
de Coliformes Termotolerantes (CTer) foi realizada pela
técnica de miniaturizacdo, segundo metodologia descrita
no Merck'. Semeou-se 100 pL de cada dilui¢do em SSP
0,1 %, em microtubos tipo “eppendorfs’, em triplicata,
contendo 1000 uL de caldo Fluorocult® e incubou-se a 37
°C por 48 horas. Foram considerados positivos aqueles
microtubos cuja virada de cor do meio apresentaram-se
azul e com fluorescéncia sob luz ultravioleta a 366 nm.

O NMP de Enterococcus spp. foi realizada pela
técnica de miniaturizagao, segundo metodologia descrita
no Merck". Semeou-se 100 uL de cada diluigdo em SSP
0,1 %, em microtubos tipo “eppendorfs’, em triplicata,
contendo 1000 pL de Chromocult® Enterococci Broth e
incubou-se a 46 °C por 48 horas. Foram considerados
positivos aqueles microtubos cuja virada de cor do meio
apresentaram-se azul e no esfregaco pelo método de
Gram foram encontrados cocos Gram positivos.

As séries de microtubos positivas foram
calculadas através da tabela do NMP (Tabela de
McCrady). Ao considerar-se a técnica miniaturizada
e pelo fator de dilui¢do intermedidria, o resultado final
para obtengdo do NMP/g foi multiplicado por 10 e, em
seguida, dividido por 100.

Para a pesquisa de Salmonella spp., apos
homogeneizagao em dgua peptonada tamponada, as
amostras foram incubadas a 37 °C por 24 horas para obter
o enriquecimento néo seletivo. O mesmo foi realizado em
caldo selenito cistina e Rappaport Vassiliadis, incubados
a 37 °C e 41 °C por 24 horas, respectivamente. Para o
isolamento seletivo e observacdo das caracteristicas
morfo-coldnias, foi utilizado os meios cromogénico
agar Rambach® (Merck® n° 7500), agar Xilose Lisina
Descarboxilase (XLD) e agar “Brilhant-green Phenol-red
Lactose Sacarose” (BPLS), todos incubados a 37°C por
24 horas. UFC tipicas de cada dgar foram repicadas em:
inclinado “Triple Sugar Iron” (TSI) e “Lisina Iron Agar”
(LIA), incubados a 37 °C por 24 horas. Das UFC com
reagoes tipicas na bioquimica preliminar (agar TSI e LIA)
realizou-se a sorologia com soro somatico polivante O*.
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Executou-se a estatistica descritiva (média
aritmética, desvio padrao, valor minimo e maximo)
dos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos
estudados, no programa Excel. Todos os resultados foram
comparados com os valores legais de referéncia vigentes
no Brasil para pescado salgado seco®'.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises fisico-quimicas
do camardo aviu e da farinha de peixe piracui estdo
demonstrados na Tabela 1.

No Brasil, o Regulamento de Inspe¢ao Industrial
e Sanitdria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) é o
documento oficial que estabelece padroes fisico-quimicos
para pescado salgado-seco, com teores de umidade de
até 35 % e de cinzas de até 25 %°. Ao considerar-se que
os alimentos analisados nesse estudo caracterizam-se
como produtos derivados da pesca salgado-seco, pode-
se inferir que os resultados encontrados, em média,
atenderam ao RIISPOA quanto ao teor de umidade e
cinzas. Entretanto, 30,77 % (4/13) e 7,14 % (1/14) das
amostras de aviu e piracui, respectivamente, excederam
o limite maximo permitido para cinzas, provavelmente
devido ao processo artesanal de salga que podem gerar
produtos com padrdes tecnoldgicos e fisico-quimicos
desuniformes e sem qualidade.

Os teores de umidade encontrados nos diferentes
alimentos estudados demonstraram que, no comércio
de pescado salgado seco na cidade de Belém, existe uma
grande variagdo nas concentragdes deste parametro
quimico, possibilitando a comercializagdo de produtos
da pesca com niveis de qualidade distintos.

Resultados proximos aos obtidos nesse estudo
foram descritos em amostras de farinha de peixe piracui
comercializadas na cidade de Manaus, com teores médios
de 19,40 % e 12,50 %, respectivamente, para umidade e
cinzas'', enacidade de Belém, com 18,86 % para umidade'.

Na legislacdo brasileira foi proposto o limite
minimo de 10 % de cloretos, somente para peixe salgado
e peixe salgado seco; no entanto, este regulamento nao
foi publicado no Diario Oficial. Deste modo, no Brasil,
nao existe um padréo legal para regulamentar o teor de
sal que deve ser utilizado nos produtos derivados da
pesca salgado seco.

Por outro lado, o Codex Alimentarius estabeleceu
que os teores de sal em peixes salgados secos ndo devem
ser inferiores a 12 %". Sendo assim, ao considerar-se
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Tabela 1. Médias, desvio padrio, valores minimos e maximos das anélises fisico-quimicas em amostras de camarao salgado seco Aviu e farinha

de peixe Piracui

ali Amostras
Andlises Avit (n = 13) Piracui (n = 14)
Umidade (%) 24,00 +2,38° (19,83 - 27,37)° 18,76+1,75 (15,27 - 21,10)
Cinzas (%) 22,68 £3,57 (18,46 - 28,69) 12,91+6,19 (7,19 - 25,10)
Cloretos (%) 15,67 +4,13 (11,10 - 22,88) 8,20+4,23 (3,52 - 14,90)
Aa 0,61+0,14 (0,40 - 0,75) 0,57+0,13 (0,40 - 0,75)
RO 66,67 % positivos 85,71 % positivos

n = namero de amostras
Aa = Atividade de agua

RO = Rango Oxidativo
média + desvio padriao?

este limite para o teor de sal, constatou-se que somente
o camardo aviu, em média, atendeu o padrao legal para
o conteddo de sal (15,67 %); enquanto a farinha de peixe
piracui ficou com um teor médio de 8,20 % de cloreto
de sddio, portanto, bem abaixo do valor de referéncia
recomendado, o que pode favorecer a deterioracao
microbiana e comprometer a qualidade, pois sua
comercializagdo, nas feiras livres, da-se em temperatura
ambiente, sem nenhum tipo de conservacio.

E importante ressaltar que, mesmo o camarao
avid tendo apresentado teores de cloretos dentro do
padrao legal considerado neste estudo, as quantidades de
sal detectadas influenciaram no teor de cinzas excedentes
em 30,77 % das amostras, pois os teores de residuo
mineral fixo variaram na propor¢ido dos niveis de sal
encontrados na amostragem, uma vez que o cloreto nao
se decompde em temperaturas de até 550 °C.

Sobre estes parimetros de qualidade faz-se
necessario apontar que diferentes espécies de pescado
e de produtos da pesca podem apresentar diferengas
fisioldgicas na composicdo centesimal, entretanto os
parametros de: umidade, cinzas e cloretos, devem
obedecer a um padrdo de qualidade para caracterizar
o produto como salgado seco, fato relacionado com o
processamento tecnolégico de salga®.

Os valores de Aa encontrados neste estudo
variaram de 0,40 a 0,75 que, de acordo com Jay*, sao
considerados alimentos de umidade baixa e estavel.
Todavia, este parametro nao é considerado nas diferentes
legislacdes como requisito de qualidade para pescado
salgado seco. Lourengo et al*, ao estudarem a farinha de
piracui, elaborada com o peixe acari-bod6 em condi¢des
laboratoriais, detectaram concentragdes muito baixas
de Aa; entretanto, este pardmetro intrinseco ndo foi
suficiente para impedir o crescimento microbiano do
grupo dos microrganismos halofilicos.

As diferencas de Aa encontradas nos dois
alimentos pesquisados podem ser atribuidas a
inconstincia da concentra¢do de sal utilizada em cada

(valor minimo - méximo)®

processamento, aos diferentes periodos de estocagem dos
produtos e as condigdes de comercializacéo.

Nao foi encontrado na literatura dados sobre
pesquisa de rango oxidativo em aviu e farinha de peixe
piracui. Porém, neste estudo, foi detectado rango oxidativo
em 74,07 % (20/27) das amostras estudadas. Pode-se
inferir que o aumento da oxidagao lipidica em produtos
salgados possivelmente foi atribuido a presenca do sal ou
por diferentes perfis de acidos graxos em cada espécie de
pescado estudada. Portanto, estes derivados do pescado
salgado-seco comercializados em Belém apresentaram
perda de qualidade devido a ocorréncia de rancificagao.

Em estudos com peixes salgados secos, outros
pesquisadores apontaram a presenga de ranco oxidativo,
em pirarucu salgado seco comercializado na cidade
de Belém?®; assim como em bacalhau comercializado
na cidade do Rio de Janeiro*. Foi ressaltado que tal
alteracao lipidica caracteriza um sério risco a saude
coletiva, pois é sabido que os produtos desta degradagdo
tém propriedades citotdxicas®.

Os resultados das andlises microbioldgicas
em amostras de aviu e farinha de peixe piracui estdo
apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Das 21 amostras de avii e farinha de
piracui analisadas para fungos, 100 % apresentaram
contaminagdo, com calculos que variaram de 1,00 x 10?
a 1,21 x 107 UFC/g. A legislagao brasileira nao estabelece
parametros para a contagem de fungos em pescado
salgado seco; entretanto, ao considerar outros produtos
com condigdes de Aa similares aquelas encontradas no
presente estudo, o padrdo aceito para fungos é de 10*
UFC/g. Foi, portanto, constatado que grande parte das
amostras de farinha de peixe piracui analisadas apresentou
niveis de contaminagao inaceitaveis para fungos.

Santos e Freitas'? e Nunes” ao avaliarem,
respectivamente, a qualidade do piracui e do pirarucu
salgado seco comercializados em Belém, detectaram
uma contagem de fungos proxima daquela retratada
nesta pesquisa (3,6 x 10’ a 2,5 x 10° UFC/g em piracui e
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Tabela 2. Resultados das andlises microbiologicas em amostras de camardo salgado seco Avia

Analises
Amostras Fungos SCP CTer Enterococcus spp.
Salmomella spp.
(UFC/g) (UFC/g) (NMP/g) (NMP/g)
1 6,00 x 10° 1,28 x 10° 0 2400 auséncia
2 1,00 x 10* 2,49 x 10* 0 230 auséncia
3 2,00 x 10° 1,30 x 10° 0 230 presenca
4 2,00 x 103 2,80 x 10* 0 2400 auséncia
5 1,00 x 10? 1,00 x 10° 0 >11000 presenga
6 3,60 x 10° 0,00 x 10° 0 750 auséncia
7 5,60 x 10° 0,00 x 10° 0 1200 auséncia
8 7,00 x 10? 0,00 x 10° 0 210 auséncia
9 2,50 x 10° 0,00 x 10° 0 0 auséncia
10 5,60 x 10* 0,00 x 10° 4 1500 presenca
11 - 2,30 x 10* 0 0 auséncia
12 - 4,40 x 10* 0 0 auséncia
13 - 1,90 x 10* 0 0 auséncia
Média 8,85 x 10° 2,07 x 10* 0,31 1532,31
DP 1,68 x 10* 3,54x10* 1,11 2977,68
Minimo 1,00 x 10? 0,00 x 10° 0 0
Maiaximo 5,60 x 10* 1,28 x 10° 4 11000
PO -- 5x 10? 100 -- auséncia

PO = Padrao Oficial (BRASIL, 2001)
-- = sem padro oficial

CTer =Coliformes Termotolerantes
DP = Desvio Padriao

SCP = Staphylococcus Coagulase Positiva
- = ndo realizado

Tabela 3. Resultados das analises microbiologicas em amostras de farinha de peixe Piracui

Analises
Amostras Fungos SCP CTer Enterococcus spp.
Salmomella spp.
(UEC/g) (UFC/g) (NMP/g) (NMP/g)
1 5,00 x 10? 2,40 x 10* 0 >11000 auséncia
2 3,40 x 10° >1,04 x 107 0 >11000 auséncia
3 2,00 x 10? 6,00 x 10* 0 230 auséncia
4 4,00 x 10* 8,20 x 10° 0 230 auséncia
5 8,00 x 10* 3,00 x 10? 0 230 auséncia
6 1,40 x 10* 0,00 x 10° 0 240 presenca
7 2,50x 10° 1,78 x 10° 0 40 auséncia
8 8,68 x 10° 1,66 x 107 0 0 auséncia
9 1,21 x 107 440x10° 0 110 auséncia
10 2,96 x 10° 3,20 x 10* 0 0 auséncia
11 8,00 x 10* 0,00 x 10° 0 360 presenca
12 - 2,20 x 10° 0 0 auséncia
13 - 6,20 x 10° 0 0 auséncia
14 - 2,70 x 10* 0 0 auséncia
Média 1,99 x 10° 2,16 x 10° 0 1674,29
DP 4,23 x 10° 4,98 x 10° 0 3952,74
Minimo 2,00 x 10? 0,00 x 10° 0 0
Maximo 1,21 x 107 1,66 x 107 0 11000
PO -- 5x10? 100 -- auséncia

CTer =Coliformes Termotolerantes
DP = Desvio Padriao

PO = Padrao Oficial (BRASIL, 2001)
-- = sem padrao oficial

SCP = Staphylococcus Coagulase Positiva
- = ndo realizado

4,00 x 10% a 1,20 x 10’ UFC/g em pirarucu salgado seco); Por outro lado, Lourengo et al*> detectaram uma
o que refor¢a as péssimas condi¢des higiénico-sanitarias  contagem de fungos, na farinha de peixe piracui, inferior
do comércio de pescados salgados secos, na regido Norte ao detectado no presente estudo (3,00 x 10* UFC/g),
do pais. possivelmente porque este produto foi elaborado
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em situagdes favoraveis de laboratdrio; portanto, em
condi¢des de processamento controladas. Enquanto
Souza et al** encontraram em camario salgado seco, na
cidade de Teresina, contagens de fungos que corroboram
com os resultados desta pesquisa (acima de 10° UFC/g).

E sabido que os fungos sio responsiveis
pela deterioracdo de alimentos desidratados quando
armazenados em condi¢cdes inadequadas, e a presenca
deste microrganismo em alimentos pode tornar-se um
perigo a satde coletiva devido a produgdo de micotoxinas.

De acordo com o padrdo microbiolégico oficial
estabelecidoparapescadosalgadoseco'®,noquedizrespeito
a contagem de Staphylococcus coagulase positiva (SCP),
61,54 % (8/13) e 78,87 % (11/14), respectivamente, das
amostras de aviu e piracui ndo atenderam ao regulamento
em relacdo a contagem madxima aceita para este grupo
microbiano (5,00 x 10> UFC/g). Observaram-se amostras
com crescimento fora do padrdo que variaram entre 1,00
x 10° a 1,66 x 107 UFC/g. Possivelmente, esta elevada
contaminacdo pode ser atribuida a uma manipulagio
inadequada, o que favoreceu a contaminagao cruzada por
estes microrganismos.

Santos e Freitas”? encontraram resultados
proximos aos obtidos nesta pesquisa para SCP, com
contagens entre 2,2 x 10° e 1,5 x 10° UFC/g, no mesmo
alimento e nas mesmas condi¢oes de comercializacio
da cidade de Belém. Entretanto, discordantes daqueles
encontrados por Alves!, que detectou na farinha de peixe
piracui valores entre 2,3 x 10° e 2,4 x 10° UFC/g de SCP.

Franco e Landgraf” descreveram que os
estafilococos constituem o principal grupo microbiano
que habita a pele humana, podendo-se inferir que estes
agentes possam ter sido transferidos as amostras de avit
e de farinha de peixe piracui, através do manipulador
durante o preparo e comercializagao, sendo considerado
um perigo potencial a saude coletiva, em fun¢ido da
possibilidade de producao da enterotoxina estafilocdcica.

Todas as amostras de aviu e da farinha de piracui
analisadas atenderamao padrao oficial paraa contagem de
coliformes termotolerantes (100 NMP/g), considerando-
se 0 a Legislagdo Brasileira’. Achados estes que estao
de acordo com Alves', ao pesquisar coliformes a 45°C
em farinha de piracui, com contagens entre 0,3 a 4,3
NMP/g; por Lourenco et al*?, que detectaram este tipo de
coliformes em contagens menores que 1,0 x 10" UFC/g;
e por Santos e Freitas'?, que ndo detectaram este grupo
de enterobactérias neste produto da pesca paraense. Tal
resultado pode ser atribuido a agdo bacteriostatica do sal
e a baixa Aa sobre estes microrganismos.

Enterococcus spp. foram detectados em 69,23 %
(9/13) e 64,28 % (9/14), das amostras de avia e farinha
de peixe piracui, respectivamente. Na legislacao brasileira
nao ha padrao microbioldgico para este género bacteriano
em alimentos; apesar destes agentes serem considerados
indicadores de contaminagdo fecal e possuirem
importancia no controle de qualidade de alimentos.

Franco e Landgraf”” afirmaram que Enterococcus
spp. resistem as condicdes ambientais adversas e
sobrevivem em alimentos dessecados e curados; fato
este comprovado por Nunes et al** e Pombo et al®, ao
detectarem esta bactéria em pirarucu salgado seco e em
peixes anchovados, respectivamente.

Quanto a pesquisa de Salmonella spp. verificou-se
que em cinco amostras (18,51 %) foi detectado este patdgeno
intestinal; o que ndo atende ao padrio oficial em Brasil'.
Este resultado corrobora com os achados de Nunes*?!,
Almeida Filho et al® e Leite et al*® que também detectaram
este agente bacteriano, respectivamente, em pirarucu
salgado seco, bacalhau e camardo seco. O que demonstra
que, em pescado salgado, o desenvolvimento deste agente
bacteriano é plenamente possivel, apesar de Alves'!, Santos e
Freitas' e Lourenco et al*? ndo terem encontrado Salmonella
spp. em amostras de farinha de peixe piracui.

CONCLUSAO

Em decorréncia dos resultados encontrados
no presente estudo é possivel afirmar que o camario
salgado seco avit e a farinha de peixe piracui estiao sendo
produzidos e comercializados em condi¢des higiénico-
sanitarias insatisfatorias em relagao a producdo de produtos
salgados secos, e que a conservagao no comércio da cidade
de Belém é precaria, acarretando perda de qualidade.

Faz-se necessario estabelecer padroes
microbioldgicos e fisico-quimicos para esses alimentos de
origem animal a fim de evitar riscos a saide do consumidor.
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RESUMO

O estetoscopio é um dos instrumentos mais utilizados por médicos e enfermeiros para realizar exame
clinico de pacientes e esse aparelho pode atuar como veiculo de transmissdo de micro-organismos. Neste
trabalho, foi avaliada a prevaléncia da contaminagédo bacteriana em estetoscdpios utilizados em diferentes
unidades de saide em Santa Cruz do Sul - RS, nas préticas de limpeza utilizadas pelos usudrios, bem
como o grau de informacido dos profissionais sobre os procedimentos de limpeza. Foi realizado estudo
observacional, transversal e analitico em 2011, foram analisados 81 estetoscopios usados em unidades
bésicas de saude e unidades de terapia intensiva, pedidtricos e adultos, e um questionario foi aplicado.
Dos 81 estetoscopios, 96,2 % estavam contaminados e Staphylococcus aureus foi o micro-organismo mais
frequentemente detectado; 55,2 % dos profissionais afirmaram que realizam a desinfec¢éo de estetoscopios,
sendo 58,8 % médicos e 52,3 % profissionais de enfermagem. Ademais, 85,7 % dos funciondrios da
enfermagem e 64,7 % dos médicos afirmaram que néo receberam orientagdo por parte de instituicdes em
que trabalham sobre os procedimentos para a limpeza dos estetoscopios. A significativa prevaléncia de
contaminagdo bacteriana detectada nos estetoscopios analisados (96,2 %) demonstra a existéncia de risco
potencial de contaminagdo cruzada de infecgdes nosocomiais.

Palavras-chave. estetoscopio, contaminagéo bioldgica, infecgoes nosocomiais, aten¢éo primaria de satde,
unidades de cuidados intensivos, profissionais da saude.

ABSTRACT

The stethoscope is widely used by doctors and health professionals for clinical examination of patients,
and this medical device can act as vehicle for transmitting microorganisms from a patient to another. Thus,
the present study evaluated the prevalence of bacterial contamination on stethoscopes used in different
health units in Santa Cruz do Sul, RS; the stethoscopes cleaning practices utilized by users; the degree of
information of health professional on the cleaning and disinfection procedures. An observational cross-
sectional and analytical study was conducted in 2011, analyzing 81 stethoscopes used by professionals in
the pediatric and adult primary care units and intensive care units, and a specific questionnaire was applied.
Of 81 stethoscopes, 96.2 % were contaminated, and Staphylococcus aureus was the most frequently found
microorganism; and 55.2 % of professionals stated that they do the disinfection of the stethoscopes, being
58.8 % physicians and 52.3 % nursing professionals. Besides, 85.7 % of nurses and 64.7 % of physicians
stated that they had not received any guidance on the stethoscopes cleaning and sterilization procedures
from the institution where they work. The significant prevalence of bacterial contamination detected in
the analyzed stethoscopes (96.2 %) demonstrates the occurrence of a potential risk of transmission of
nosocomial infections.

Keywords. stethoscope, biological contamination, nosocomial infections, primary health care, intensive
care units, health professionals/health care providers.
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INTRODUCAO

O estetoscopio é um instrumento que é usado
de modo rotineiro, principalmente por médicos
e enfermeiros, que entra em contato direto com
muitos pacientes e, portanto, pode servir como vetor
na disseminag¢do de infecgdes pela transferéncia de
micro-organismos entre pacientes por intermédio dos
profissionais de sauade’. E, de fato, um dos instrumentos
de auxilio diagnodstico mais usado por médicos e
enfermeiros em ambientes de atendimento em saude,
no entanto, pouca aten¢do tem sido dispensada aos
cuidados bésicos no seu manuseio, principalmente no
que se relaciona aos cuidados primarios de limpeza e
desinfeccao®”.

Os micro-organismos envolvidos nas infec¢oes
hospitalares ou nosocomiais sao frequentemente
transmitidos a partir do ambiente ou de paciente para
paciente, por meio dos profissionais de saude. Mais
recentemente, o termo “infeccdo adquirida durante os
cuidados de satde” (IACS) foi proposto para abranger
as infec¢oes adquiridas nos cuidados e procedimentos
de saude prestados em varios ambientes como o
ambulatorial. A partir desse novo conceito, torna-se
“importante assegurar a comunicagdo e a articulagdo
entre as diversas unidades de saude, para a identificagdo
dessas infeccoes a fim de reduzir o risco de infeccao
cruzada”. Cerca de um tergo das infec¢des adquiridas no
decurso da prestagdo de cuidados podem ser evitadas®.

A transmissdo de infeccdes por meio de
dispositivos médicos contaminados ja tem sido
demonstrada em instrumentos como termdmetros
eletronicos, medidores de pressdo arterial, estetoscopios,
luvas de latex, mascaras, gravatas, canetas, crachas e
jalecos brancos®. Pelo menos desde a década de 1990,
principalmente a partir dos estudos de Jones e Wrigth®”’,
pesquisas demonstraram que estetoscopios podem
transportar estafilococos. Desse modo, programas de
controle de infeccdo podem ser significativamente
eficazes para reduzir as taxas de infec¢do hospitalar, no
entanto, a implantacdo de tais programas ¢é dificultada
pela baixa adesdo dos trabalhadores da area da saude®.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
prevaléncia de contamina¢ao bacteriana no diafragma
dos estetoscopios em diferentes unidades de atendimento
de saude do Municipio de Santa Cruz do Sul, RS, bem
como as praticas de limpeza utilizadas pelos usuarios de
estetoscopio e o grau de informagdo dos profissionais da
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area da satide com respeito as recomendagoes de limpeza
desse instrumento.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo observacional,
transversal e analitico em 2011, coletando amostras
microbioldgicas do diafragma de 81 unidades de saude
localizadas no municipio de Santa Cruz do Sul, RS, Brasil:
Unidade de Tratamento Intensivo adulta (UA), Unidade
de Tratamento Intensivo pediatrica (UP) e Pronto
Atendimento de Urgéncia (PA) do Hospital Santa Cruz,
Unidades Basicas de Saide (UBS) do Arroio Grande
(AG), Avenida (AV), Belvedere (BE), Esmeralda (ES),
Farroupilha (FA), Senai (SE) e Verena (VE), Estratégias
de Saude da Familia (ESF) do Bom Jesus (BJ), Cristal
Harmonia (CR), Faxinal (FA), Gaspar Bartholomay (GB),
Gloria Imigrante (GI), Margarida Aurora (MA), Menino
Deus (MD) e Pedreira (PR), Centro Materno Infantil
(CE) e Servico de Atendimento Mdvel de Urgéncia (SA).
Médicos, enfermeiros e técnicos de enfermagem, das
respectivas unidades, participaram do estudo. A pesquisa
foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC) e aprovada
sob o nimero n° CAAE 5030.0.000.109-10. Apds obter
o consentimento informado de cada participante, um
questionario anonimo foi administrado para obter
informacoes sobre a desinfeccdo do estetoscopio, o tipo
de higienizacdo e a frequéncia.

Foram realizadas coletas com o uso de swab estéril
umedecido em solugao fisioldgica e inoculada em caldo de
meio BHI (Brain Heart Infusion) e levado a estufa a 37 °C
por 24 a 48 horas. As amostras foram semeadas em meios
de Agar-sangue e MacConkey para o crescimento de
micro-organismos. Os procedimentos de microbiologia
diagnostica para caracterizagdo das amostras da pesquisa
foram realizados com o uso de técnicas de identificacao
bacteriana por série bioquimica tradicional. Os micro-
organismos foram isolados, avaliando caracteristicas
de colonias e reagdo de Gram e da realizagdo de testes
como da catalase e coagulase, hemolise, fermentagio de
agucar e outros testes bioquimicos, incluindo produgéo
de indol, utilizacio de citrato e atividade da urease, teste
por fermentagdo de sacarose, glicose e lactose, testes
de oxidase e do sulfureto de hidrogénio, conforme
metodologia padriao microbiologica’.

A hipotese trabalhada foi a de que os
estetoscopios utilizados nos servicos de saude do
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municipio apresentaram contaminagdo bacteriana,
constituindo-se em vetores potenciais de transmissdo
de infecgdes hospitalares. As variaveis em estudo foram
o conhecimento do profissional sobre a higienizacdo
dos estetoscopios, a qual grupo pertence o profissional
entrevistado; frequéncia de higienizagao; tipo de servico
de saude e o de antisséptico utilizado.

Variaveis categoricas foram apresentadas em
nimeros absolutos e porcentagens. As variaveis foram
comparadas utilizando o Teste Exato de Fisher.
Trabalhou-se com niveis de significincia a=5 %,
utilizando o software estatistico SPSS versao 18.0. Ainda
realizou-se uma analise de agrupamento tendo como base
o método hierdrquico aglomerativo de Ward (método
da varidncia minima) para a identificacdo de grupos
homogéneos, usando como medida de similaridade a
distincia euclidiana, conforme as recomendacbes de
Hair et al''. As analises foram realizadas utilizando o
software PAST, v. 2.15"2.

RESULTADOS

Foram avaliados 81 estetoscopios: 9 da UTI
adulto, 8 da UTI pediatrica, 13 das unidades de Pronto
Atendimento adulto e pediatrico, 29 de unidades de
Estratégia de Medicina da Familia e 22 de Unidades
Basicas de Saude.

Do total de estetoscopios examinados, 17
(21 %) foram utilizados por médicos e 64 (79 %) sob a
responsabilidade da enfermagem. Os resultados indicaram
que 78 (96,2 %) estetoscopios estavam contaminados, sendo
15 (88,2 %) dos médicos e 63 (98,4 %) da enfermagem,
entretanto a diferenca entre os dois grupos profissionais
ndo foi estatisticamente significativa (p>0.05). Os trés
estetoscopios livres de contaminagao foram um da Unidade
de Tratamento Intensivo (UTI) pedidtrica e os demais de
uma unidade de Estratégia de Saude da Familia (ESF) e de
uma Unidade Bésica de Satde (UBS), ambos pertencentes
a médicos que informaram realizar higieniza¢do apos cada
paciente.

A Tabela 1 apresenta os micro-organismos
encontrados e sua frequéncia de ocorréncia.

Os resultados da andlise de agrupamento da
frequéncia de ocorréncia de bactérias contaminantes
de estetoscopios utilizados nas distintas unidades de
atendimento apresentam-se na Figura 1, destacando
a UTI adulta pertencente ao grupo com maxima
dissimilaridade, juntamente com as unidades do ESF

AG AV FR VE Gl BE UP MA BJ PR UA FA SE

g T g LG

PA GB

SIMILARIDADE (%)
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24

=27

-30
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Figura 1. Anilise de agrupamento da frequéncia de ocorréncia
de micro-organismos em estetoscopios utilizados em distintas
unidades de atendimento, Municipio de Santa Cruz do Sul, RS, Brasil,
utilizando o método hierarquico aglomerativo de Ward (método da
variancia minima). UA - Unidade de Tratamento Intensivo adulta;
UP - Unidade de Tratamento Intensivo pediatrica; PA - Pronto
Atendimento de Urgéncia; AG - Arroio Grande; AV - Avenida; BE -
Belvedere; ES - Esmeralda; FR - Farroupilha; SE - Senai; VE - Verena;
BJ - Bom Jesus; CR - Cristal Harmonia; FA - Faxinal; GB - Gaspar
Bartholomay; GI - Gléria Imigrante; MA — Margarida Aurora; MD —
Menino Deus; PR — Pedreira; CE - CEMAI; SA - SAMU

Faxinal, ESF Senai, Pronto Atendimento e UBS Gaspar
Bartolomay.

Ao comparar esses dados com o grifico em
teia da Figura 2, observa-se que essas unidades sao as
que apresentaram um major nimero de estetoscopios
contaminados e também micro-organismos que
ocorreram com maior frequéncia de contaminacéo.

Dos 38 entrevistados, 55,2 % dos profissionais
afirmaram realizar desinfeccdo dos estetoscopios, destes,
58,8 % dos médicos e 52,3 % da enfermagem. Sobre a
frequéncia de higienizagao, 5 (13 %) informaram realizar
desinfeccao apds cada paciente, 17,6 % dos médicos
e 9,5 % da enfermagem; 11 (28,9 %) diariamente ou
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—d— Streptoccocus spp

o —— Acinetobacter spp
—— Corynebacterium spp
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Pseudomonas spp
—— Chryseobacterium spp
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"
Figura 2. Contaminagdo bacteriana dos estetoscopios nas diferentes
unidades de satde
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Tabela 1. Micro-organismos isolados

. . . Ne estetoscopios N - N -
Micro-organismo contaminante . estetoscopios estetoscopios Total(%)
contaminados ..
médicos enfermagem
Staphylococcus aureus 63 8 55 77,7
Corynebacterium spp. 21 4 17 25,9
Staphylococcus coagulase neg 18 4 14 22,2
Acinetobacter spp. 14 0 14 17,3
Staphylococcus epidermidis 13 6 7 16,0
Streptococcus spp. 10 1 9 12,3
Moraxella spp. 9 4 5 11,1
Escherichia coli 9 2 7 11,1
Pseudomonas spp. 6 2 4 7,4
Bacillus spp. 6 1 5 7,4
Enterobacter spp. 4 1 3 49
Actinobacillus spp. 2 0 2 2,4
Proteus spp. 2 1 1 2,4
Chryseobacterium spp. 1 0 1 1,2
Klebsiella pneumoniae 1 0 1 1,2
Klebsiella oxytoca 1 1 0 1,2
Enterococcus faecalis 1 0 1 1,2

semanalmente; 3 (7,8 %) mensalmente e 2 (5,2 %)
periodos maiores que um més.

Em relagdo ao tipo de antisséptico utilizado,
92 % dos médicos e 77 % da enfermagem responderam
utilizar alcool 70 %; outros produtos como agua e sabao
ou agua pura foram apontados por 23 % da enfermagem.
Outro dado relevante foi a resposta a questao de, alguma
vez, os profissionais terem recebido alguma orientagao
sobre higienizacao de estetoscopios pelos seus gestores:
18 (28,1 %) da enfermagem e 11(64,7 %) dos médicos
responderam que nao.

DISCUSSAO

O resultado deste estudo revelou que 96,2 % dos
estetoscOpios pesquisados estavam contaminados por
micro-organismos, o que é comparavel com as observagoes
de estudos anteriores que encontraram, respectivamente,
87 %, 89 % e 96 % dos estetoscopios colonizados por
distintos micro-organismos™'*>. A implicagdo dos
achados é que o estetoscopio pode ser um meio importante
na transmissao potencial de bactérias patogénicas.

A diferenca de contaminacido dos estetoscopios
utilizados por profissionais de enfermagem, que foram
os mais contaminados (98,4 %), em relagdo aqueles
utilizados pelos médicos (88,2 %) nao foi estatisticamente
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significativa (p>0,05), resultado também demonstrado
em outros estudos como de Uneke et al.'®. A bactéria
que apresentou o percentual de frequéncia maior foi
S. aureus (78,0 %). Investigacdes prévias tém indicado sua
ocorréncia em 15,8 % a 89 % de estetoscopios estudados'™
1718 A segunda bactéria encontrada com maior frequéncia
foi Corynebacterium spp. (26 %), principalmente nas
unidades de satide de Atengdo Basica, porém essa bactéria
também foi identificada nas unidades hospitalares da
UTI adulto (UA) e Pronto Atendimento de urgéncia
(PA). Camello et al* identificaram em um Hospital
Universitario do Rio de Janeiro amostras multirresistentes
dessa bactéria, enfatizando a possibilidade de processos
infecciosos nosocomiais serem ocasionados por
Corynebacterium  spp.  Micro-organismos  Gram-
negativos também tém sido isolados. Acinetobacter
foi observado em 17 % dos estetoscopios encontrados
na unidade de terapia intensiva adulta, servigo de
atendimento de urgéncia e em unidades de atengdo
primaria, incluindo um caso de Acinetobacter baumannii
em uma unidade de terapia intensiva neonatal®. Cabe
destacar que o isolamento de micro-organismos Gram-
negativos representa um risco real de propagacao de
infecgoes potencialmente graves, especialmente no
contexto dos servicos de cuidados intensivos, pois
bactérias Gram-negativas sdo importantes causas de
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infec¢des, como as do trato urindrio, as intra-abdominais,
as pneumonias e septicemias, destacando que o aumento
da prevaléncia de resisténcia a multiplas drogas pode ser
a maior preocupacao para Gram-negativos associados
principalmente com infec¢oes hospitalares. Muitos desses
isolados resistentes carecem de opc¢des de tratamento e
representam um grave problema de satide publica®*.

A partir da analise de agrupamento da
frequéncia de ocorréncia de bactérias, comparada
com a distribuicio de contaminagio bacteriana dos
estetoscopios nas unidades de saude, pode-se inferir
que utilizacdo desses dados como forma de orientar a
utilizacdo dos materiais e instrumentos pelas unidades -
adequando, por exemplo, o numero de estetoscopios para
a real necessidade do servigo, diminuindo a quantidade
excedente e desnecessaria para a atividade local - reduz
a possibilidade de contaminagao e transmissao de micro-
organismos. Essa pode ser uma forma efetiva de controle
de transmissdo vetorial da contaminacdo, associada
a higienizacdo das maos e dos estetoscopios pelos
profissionais de saude.

A anilise do questionario do presente estudo
revelou que a contaminagdo bacteriana esteve relacionada
com a frequéncia de higienizacdo, sendo que os
estetoscopios livres de contaminagdo foram encontrados
nos locais em que os profissionais afirmaram realizar
higienizagao apds cada paciente utilizando alcool 70 %
ou clorexidina. As demais formas de higienizagao tiveram
100 % de contaminagao.

Em particular, todos os estetoscopios que
nunca tinham sido limpos revelaram-se contaminados,
entretanto, a frequéncia de limpeza apos cada paciente
foi associada a menor contamina¢iao (p = 0,02). Sendo
o estetoscopio um instrumento de auxilio diagndstico
usado na pratica didria, ha uma necessidade de
estratégias para diminuir a sua contaminagdo
bacteriana. Estudos anteriores foram consistentes
com os resultados deste estudo, com até 3 % de
prestadores da drea da saude limpando regularmente
os seus estetoscopios'**. Alguns autores advertem
que a desinfec¢do de instrumentos néo criticos, como
o estetoscopio, deve fazer parte do conhecimento
adquirido na graduagédo e pds-graduagdo médica® .

Os resultados ainda mostraram que nio houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os diferentes tipos
de desinfetantes utilizados pelos profissionais de saude
para higienizar seus estetoscdpios, destacando que alcool
70 % é o antisséptico mais utilizado como desinfetante,

tendo sido indicado por 92 % dos médicos e 77 % da
enfermagem, da mesma forma como em outros estudos’.
A recomendagdo da desinfec¢ao dos estetoscopios pelo
Ministério da Saude do Brasil é o uso de alcool etilico
a 70 %, que, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, apresenta maior atividade germicida, menor
custo e toxicidade do que o isopropilico. Utilizando
alcool etilico a 70 %, tem se demonstrado uma reducio
na contagem de bactérias em torno de 94 % apds a
higienizacao do diafragma e olivas de estetoscopios™.

CONCLUSAO

Foram analisados 81 estetoscopios utilizados
pelos profissionais de satide em Unidades de Atencéo
Primdria e nas Unidades de Tratamento Intensivo
pediatrico e adulto, bem como no Pronto Atendimento
de um hospital, sendo que 96,2 % dos estetoscopios
apresentaram diafragmas contaminados, destacando
Staphylococcus  aureus como o micro-organismo
mais frequentemente encontrado. Somente 552 %
dos profissionais afirmaram realizar desinfeccdo dos
estetoscopios, destacando que 85,7 % da enfermagem
e 64,7 % dos médicos responderam que ndo receberam
orientagdo sobre higienizagdo dos estetoscopios.

Como demonstrado neste estudo, micro-
organismos Gram-negativos foram isolados, destacando
Acinetobacter spp. observado em 17,3 % dos estetoscopios
encontrados na unidade de terapia intensiva adulta,
servico de atendimento de urgéncia e em unidades
de aten¢do primdria. Dessa forma, Gram-negativos
representam um risco real de propagacdo de infecgdes
potencialmente graves, especialmente no contexto dos
servicos de cuidados intensivos, pois essas bactérias
sao importantes causas de infecgdes, destacando que o
aumento da prevaléncia de resisténcia a multiplas drogas
pode ser a maior preocupagdo associada principalmente
com infec¢oes hospitalares.

Neste contexto, a utilizagdo de estetoscdpios
sem as devidas formas de prevencdo de contaminagido
pode disseminar as infec¢des bacterianas e determinar
as infeccdes associadas aos cuidados de saude. Para
isso, é preciso desenvolver programas mais rigorosos
e protocolos para a desinfeccdo de estetoscopio como
um padrao de atendimento. A adesdo as praticas de
desinfec¢ao do estetoscopio por profissionais de satde ira
minimizar a contaminagdo cruzada e garantir a seguranca
do paciente.
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RESUMO

O principio basico para obter resultado confidvel é a compatibilidade entre as réplicas e sua
reprodutibilidade. Na rotina diagnostica por PCR em tempo real (PCR-TR), em que centenas de amostras
sdo processadas, a obtencdo de resultados com Cts tardios ou réplicas que diferem entre si por mais de trés
unidades, sdo inevitaveis. Das 3.000 amostras processadas em 2010, em duplicata, na rotina diagndstica
das meningites bacterianas por PCR-TR na pesquisa de N. meningitidis, S. pneumoniae e H. influenzae,
157 (5,2 %), apresentaram inconsisténcia entre as réplicas (diferenca entre Cts maior do que 3) e/ou altos
valores de Cts; e os ensaios foram retestados. O presente trabalho investigou estes resultados obtidos, os
beneficios destas repeticdes e as possiveis razoes da ocorréncia dos resultados discrepantes. Verificou-
se que, apenas 18 (11 %) das amostras submetidas a repeti¢do, apresentaram resultados positivos. Erros
humanos inerentes a pipetagem, como o uso de pipetas nao calibradas, a baixa concentragao de DNA
alvo nas amostras, a degradacdo da sonda ou mesmo a possivel contaminagéo aleatéria sdo fatores que
contribuem para induzir resultados discrepantes. A realizagdo do ensaio de PCR-TR com amostras em
duplicata e a repeticdo de ensaios com resultados discordantes é um artificio eficiente para avaliar e definir
estes resultados.

Palavras-chave. reagdo em cadeia da polimerase em tempo real, meningite bacteriana, diagndstico
laboratorial, N. meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae.

ABSTRACT

The basic principle for obtaining a reliable result is the consistency found among the replicas and its
reproducibility. In a diagnostic routine by using real-time PCR (RT-PCR), when hundreds samples are
processed, and results with late Cts or replicas that differ by more than three units are inevitable. Of 3,000
samples processed in 2010, in duplicate, in the diagnostic routine of bacterial meningitis by RT-PCR for
detecting N. meningitidis, S. pneumoniae and H. influenzae, 157 (5.2 %) samples showed inconsistency
among replicas (difference between Cts higher than three units) and/or high Cts values; and the samples
were retested. This study assessed these results, the benefits of its repetitions and=probable reasons for the
occurrence of these discrepant results. Among the retested samples, 18 (11 %) only showed positive results.
Human errors inherent to pipetting, use of non-calibrated pipettes, low concentration of target DNA in
the analyzed samples, probe degradation or even random contamination are factors which contribute
to induce the discrepant results. Performing RT-PCR assay with samples in duplicate and retesting the
samples showing discordant results constitute a device for efficiently evaluating and defining these results.
Keywords. real-time polymerase chain reaction, bacterial meningitis, laboratory diagnosis, N. meningitidis,
S. pneumoniae, H. influenzae.
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O diagndstico definitivo das meningites
bacterianas, doen¢a meningocdcica e pneumonia
bacteriana requer o isolamento de Neisseria meningitidis
(Men), Haemophilus influenzae (Hi), Streptococcus
pneumoniae (Spn) ou outro agente bacteriano de sitios
estéreis, tais como: liquido cefalorraquidiano (LCR),
liquido pleural, soro, plasma, sangue e tecidos. Entretanto,
o nimero de casos da doenga confirmados por cultura
¢ baixo (entre 10 e 30 %), sendo esta baixa positividade
decorrente de vérias razdes, entre elas: as condicdes
inadequadas de cultivo e/ou transporte ou uso de
antibidticos previamente a coleta da amostra clinica'. O
teste de aglutinacdo do latex e a contraimunoeletroforese
nao sdo suficientemente sensiveis para detectar a presenga
de alvos bacterianos, quando estes se encontram em
pequena quantidade nas amostras clinicas>. Mesmo a
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional
pode ndo ser suficientemente sensivel para detectar a
presenca de pequeno numero do DNA alvo.

A PCR em Tempo Real (PCR-TR) é uma
modificagdo da técnica tradicional de PCR que identifica
o DNA alvo com maior sensibilidade e especificidade
e em menor tempo de reagdo. A amplificacio e a
deteccio sdo realizadas simultaneamente em um
sistema fechado. Adicionalmente aos iniciadores, o
sistema inclui um terceiro oligonucleotideo na reagio,
conhecido como sonda. As reagdes de TagMan® PCR-
TR utilizam sondas lineares de hidrolise que possuem
um marcador fluorescente (reporter) ligado a parte final
5" e um capturador de fluorescéncia (quencher) unido a
parte final 3°. Enquanto estas duas moléculas (reporter
e quencher) estiverem proximas (ligadas a sequéncia
linear de nucleotideos), a fluorescéncia do reporter sera
capturada pelo quencher e nao havera detec¢do de sinal
pelo aparelho.

A metodologia da TagMan® PCR-TR ¢ baseada
na detecgdo e quantificacio do sinal fluorescente, que
aumenta em propor¢do direta com a quantidade do
produto amplificado na reagdo de PCR. O ciclo de
amplificacdo onde o sinal cruza o threshold é chamado
de cycle threshold ou Ct. Geralmente, suspensoes
bacterianas ou DNA purificado a partir de amostras
de LCR, liquido pleural, soro, plasma, sangue e tecidos
provenientes de casos de meningite ou pneumonia
bacteriana confirmados por cultura ou com clinica
compativel, produzem valores de Ct menores que 39.
Valores de Ct maiores ou iguais a 39 sdo considerados
“tardios”, podendo ou ndo ser verdadeiros’.
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Em nosso laboratério, a PCR-TR para a detec¢ao
de Men, Spn e Hi ¢é feita pelo método TagMan® em
formato triplex’. Neste ensaio, trés genes sao pesquisados:
um especifico para Men (ctrA), um para Spn (lytA)
e um para Hi (bexA)***. Um gene confirmatério da
presenca de material genético humano na amostra (gene
da RNaseP humana) é pesquisado separadamente em
ensaio no formato single’. O gene ctrA esta envolvido no
processo de transporte da capsula polissacaridica através
da membrana externa de Men. O gene IytA é responsavel
pela produgdo da autolisina em Spn, enquanto o gene
bexA codifica a expressao da capsula polissacaridica
em Hi. O gene da RNaseP humana é utilizado para: (i)
verificar a qualidade da extracao do material genético da
amostra (presenca de agentes inibitorios) e (ii) confirmar
a presenga de material humano.

A literatura mostra que nao ha padrdes com
rela¢ao aos cut-offs para a PCR-TR ou critérios definidos
paraanalise deresultados e classificagao de amostras como
positivas. Alguns pesquisadores estabelecem um valor de
Ct como cut-off para um determinado ensaio, enquanto
outros consideram qualquer sinal de amplificagdo
indicativo de positividade, independentemente do valor
do Ct. Alguns pesquisadores testam as amostras em
duplicata (réplicas), outros nao. Quanto ao niimero de
ciclos, também ndo hd um padrio estabelecido, o qual
pode variar entre 40 e 50 ciclos; todavia, a ldgica para
estas escolhas nem sempre ¢é clara.

Devido a escassez de trabalhos relacionados
com a avaliagdo de réplicas e a falta de consenso no
estabelecimento de valores de cut-off em ensaios
de PCR-TR, este trabalho teve por objetivo avaliar
a importancia de verificar as reagdes de PCR-TR
em duplicata e de repetir as reagdes que apresentem
altos valores de Ct (Cts tardios), quando realizadas
em laboratérios de rotina diagndstica. Esta pratica
pode ajudar a garantir confiabilidade nos resultados
liberados, além de poder dar indicios de problemas
relacionados as pipetagens ou a baixa concentragao de
DNA alvo nas amostras.

Calculos matematicos mostram que, se partirmos
de uma unica cépia do gene alvo, a curva exponencial
de sua amplificagdo devera cruzar o threshold por volta
do ciclo 40 (Ct = 40). Portanto, se considerarmos que
uma cdpia é teoricamente o limite minimo de detecgdo
na PCR-TR e que a eficiéncia da reagdo foi proxima de
100 % (o dobro a cada ciclo), qualquer Ct acima de 40
seria invalido.
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De acordo com nossos dados, amostras com
Cts 40/41 possuem grande possibilidade de serem
falsos positivos, pois a grande maioria delas, ndo possui
reprodutibilidade e sinais de Cts nesta faixa podem ser
artefatos e nao uma amplificagao real.

Baseado nestes argumentos, usamos em nossa
rotina diagndstica um cut-off de 39 (amostras positivas
devem possuir valores de Ct < 39)2. Resultados com
valores de 40 e 41 foram considerados inconclusivos e,
dessa forma, foram repetidos. Todos os resultados com
valores de Cts iguais a zero ou maior do que 41 nas
repeti¢oes foram considerados negativos.

Durante o ano de 2010, nosso laboratorio
processou 3.000 amostras, em duplicata, na rotina
diagndstica das meningites bacterianas por PCR-TR
na pesquisa de Men, Spn e Hi. Deste total, 157 (5,2 %)
amostras apresentaram inconsisténcia entre réplicas
(diferenca entre Cts maior que 3) e/ou altos valores de
Cts e foram repetidas. Com a finalidade de investigar
estes resultados e os beneficios de suas repeti¢oes, estes
dados foram extraidos do banco de dados do ano de 2010
e reanalisados. Das 157 amostras, 46 % (n = 72) foram
de LCR e 54 % (n = 85) de soro. Com rela¢do ao volume
disponivel para o exame, 76 % (n = 55) das amostras de
LCR e 98 % (n = 83) das de soro, possuiam volumes ideais
para processamento. Para facilitar as analises, as amostras
foram divididas em 5 diferentes grupos de acordo com os
resultados do primeiro ensaio (Tabela).

Tabela. Comparagao dos resultados do primeiro ensaio e os da repeti¢ao

entre os 5 grupos de amostras submetidas ao ensaio de PCR-TR Triplex

Casos Grupos Total
1 2 3 4 5

Primeiro ensaio 10510 50 2 6 157
66% 6% 23% 1% 4% 100 %

Converteram para 0 0 10 2 6 18
Positivo 0% 0% 28% 100% 100% 11%

Converteram para 6 1 8 0 0 15
Inc 6% 10% 22% 0% 0% 10 %
Converteram para 97 9 18 0 0 124
Negativo 94% 90% 50% 0% 0% 79 %

Grupo 1: Réplicas com o Ct1/Ct2 = 0/38, 0/39, 0/40 ou 0/41

Grupo 2: Réplicas consistentes, mas consideradas como resultado in-
conclusivo (Ct1/Ct2 = 40/40, 40/41, 41/41)

Grupo 3: Réplicas consistentes, mas com Ctl/Ct2 = 39/37, 39/38,
39/39, 39/40, 39/41

Grupo 4: Réplicas inconsistentes (diferenga entre Cts >3: Ct1/Ct2 =
18/25, 32/36)

Grupo 5: Réplicas consistentes, mas com Ctl/Ct2 = 37/40, 38/38,
38/40, 38/41

A grande maioria das repeti¢oes foram feitas
na amostragem do grupo 1 (66 %), em que um Ct da
duplicata é igual a zero e o outro é tardio, igual a 38,
39, 40 ou 41. Nenhum dos 5 grupos de repeticoes estio
relacionados a um tipo especifico de amostra, LCR ou
soro. Das amostras do Grupo 1, nenhuma passou a ser
positiva apos repeticdo (Tabela).

Algumas condi¢oes podem explicar estes
resultados ~discrepantes. Quanto mais baixa a
concentragao do DNA alvo na preparagdo, maior a
probabilidade de obter Cts elevados e com duplicatas
discordantes. Quando a concentragio de DNA na
amostra original é elevada, a probabilidade das duas
aliquotas apresentarem a mesma quantidade de DNA
¢ maior, resultando em maior grau de concordancia.
Entretanto, quando a concentragdo de DNA em solugédo
¢ muito baixa, em torno de poucos fentogramas, é
estatisticamente improvavel que as duas aliquotas
coletadas simultaneamente possuam a mesma
concentragio de DNA, apesar de terem os mesmos
volumes. Problemas na pipetagem das amostras devido
a erros humanos, o uso de pipetas ndo adequadamente
calibradas ou ponteiras inadequadas, também podem
contribuir para que resultados discrepantes acontecam.
Entretanto, ndo podemos deixar de considerar que
reacdes de PCR-TR podem emitir sinais tardios, devido
a degradacgao das sondas. Outro motivo para a obtengido
de Cts tardios com duplicatas ndo compativeis é a
contamina¢do. Em consequéncia da alta sensibilidade
do ensaio e da facilidade do DNA em estar suspenso no
ambiente de trabalho, o uso de condic¢des laboratoriais
inadequadas na manipulagdo de DNA pode contaminar
aleatoriamente alguns pogos das placas de reacéo.

Para todos os casos de Cts tardios ou réplicas
inconsistentes, a repeticio do experimento pode
indicar o provavel motivo deste resultado inicial
nao compativel. Nossas andlises demonstraram
que nenhuma repeticao feita para os grupos 1 e 2
(Tabela), apresentou resultado positivo. As razdes mais
provaveis para isso sdo: a baixa concentracdo de DNA
alvo na amostra, a degrada¢do da sonda ou, até mesmo,
a possivel contaminagao aleatéria. Como o principio
basico de um resultado confidvel é a compatibilidade dos
resultados entre as duplicatas e sua reprodutibilidade,
as repeti¢Oes sdo justificaveis.

Os resultados obtidos com as repeticoes dos
casos do Grupo 3 estdo relacionados ao Ct de 39,
utilizado como cut-off para positividade (Tabela).
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Este é um Ct considerado tardio e apenas 28 % se
mantiveram positivos apos repeticao. Estes resultados,
em conjunto com os obtidos com as amostras do
Grupo 2 (Cts 40/41), demonstraram que apenas 6,7 %
das 149 amostras submetidas a repeti¢do apresentaram
resultado positivo, sugerindo que o cut-off utilizado
neste ensaio para definir positividade, deveria ser
modificado para Cts < 38. Cts iguais a 39 passam a ser
considerados inconclusivos, e Cts > 40 passam a ser
considerados negativos.

Os motivos para a inconsisténcia das réplicas que
levaram a repeticdo do ensaio nas amostras do Grupo 4
estdo relacionados a erros humanos na pipetagem, ja que
os resultados das repeticdes mostraram Cts compativeis
e positivos.

As repetigdes das amostras no Grupo 5 foram
feitas apenas para confirmar a positividade ja que o Ct do
ensaio inicial é considerado tardio e préoximo do cut-off.
Os resultados mostraram compatibilidade das réplicas e
confirmaram a positividade destas amostras.

Em laboratérios com uma grande rotina
diagnostica por PCR-TR, onde centenas de amostras sdo
processadas, a obten¢ao de resultados com Cts tardios ou
com réplicas que diferem entre si por mais de 3 unidades
sao inevitaveis. Erros humanos inerentes a pipetagem;
uso de pipetas ndo calibradas e ponteiras inadequadas; e
a concentragao de DNA alvo nas amostras sao fatores que
contribuem para a obten¢do de resultados duvidosos.
A realizagdo do ensaio de PCR-TR com amostras
em duplicata e a repeti¢ao de ensaios com resultados
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discrepantes constitui-se um artificio eficiente para
avaliar e definir estes resultados.

REFERENCIAS

1.  Wu HM, Cordeiro SM, Harcourt BH, Carvalho MGS, Azevedo
J, Oliveira TQ, et al. Accuracy of real-time PCR, Gram stain and
culture for Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis and
Haemophilus influenzae meningitis diagnosis. BMC Infect Dis.
2013;13:26-44.

2. Fukasawa LO, Salgado MM, Marques EGL, Fernandes
RMBP, Kemp B, Carvalhanas TR. Validagdao da técnica de
contraimunoeletroforese (CIE) para o diagnostico laboratorial
das meningites causadas por Neisseria meningitidis sorogrupos
A, B, Ce W135. BEPA. 2012;9(102):13-20.

3. Sacchi CT, Fukasawa LO, Gongalves MG, Salgado MM, Shutt
KA, Carvalhanas TR, et al. Incorporation of Real-Time PCR into
Routine Public Health Surveillance of Culture Negative Bacterial
Meningitis in Sao Paulo, Brazil. PLoS ONE. 2011;6:1-8.

4. Mothershed EA, Sacchi CT, Whitney AM, Barnett GA, Ajello
GW, Schmink S, et al. Use of real-time PCR to resolve slide
agglutination discrepancies in serogroup identification of
Neisseria meningitidis. ] Clin Microbiol. 2004;42:320-8.

5. Carvalho MGS, Tondella ML, McCaustland K, Weidlich L, McGee
L, Mayer LW, et al. Evaluation and improvement of real-time
PCR detection assays to lytA, ply, and psaA genes for detection
of pneumococcal DNA. J Clin Microbiol. 2007;45:2460-6.

6. Corless CE, Guiver M, Borrow R, Edwards-Jones V, Fox AJ,
Kaczmarski EB. Simultaneous detection of Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae, and Streptococcus pneumoniae in
suspected cases of meningitis and septicemia using real-time
PCR. ] Clin Microbiol. 2001;39:1553-8.

7. Emery SL, Erdman DD, Bowen MD, Newton BR, Winchell JM,
Meyer RE, et al. Real-Time Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction Assay for SARS-associated Coronavirus.
Emerging Infect Dis. 2004;10:311-6.



BrIEF COMMUNICATION/COMUNICAGAO BREVE

Intralaboratory assessment of analysts’ proficiency for carotenoid
analysis using a certified reference material

Avaliagdo intralaboratorial do desempenho de analistas na andlise de
carotenoides utilizando material de referéncia certificado

RIALA6/1559

Cintia Nanci KOBORI™, Delia B. RODRIGUEZ-AMAYA?

*'Enderego para correspondéncia: 'Departamento de Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Sao Joao Del Rei,
Campus Sete Lagoas, Rodovia MG 424, Km47, Caixa Postal 56, CEP 35701-970, Sete Lagoas - MG, Brasil, Tel 31 3697-2029.
E-mail: cintia@ufsj.edu.br

*Departamento de Engenharia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universade Estadual de Campinas
Recebido: 14.11.2012 - Aceito para publicagdo: 24.06.2013

ABSTRACT

Carotenoid analysis is inherently challenging, requiring the analysts’ expertise and attention to many
details. To guarantee the reliability of carotenoid data generated in our laboratory, aside from method
development, optimization and validation, periodic evaluation of the analysts’ performance is carried out.
This paper reports the results obtained in one of our evaluations, using a certified reference material. Five
analysts with varying experience in carotenoid analysis participated. The same liquid chromatograph and
standard curves were used, restricting the evaluation to the analysts’ performance. The HPLC method
consisted of extraction with acetone, partition to petroleum ether, saponification with 10 % methanolic
KOH, washing with water, concentrating in a rotary evaporator, drying with nitrogen, dissolving in
acetone, separation, identification and quantification. The z-score for each carotenoid was calculated.
There was very good agreement in terms of the carotenes and B-cryptoxanthin for the five analysts. For
lutein and zeaxanthin, the analyst with little experience in carotenoid analysis obtained lower values,
but the z-scores were still satisfactory. One analyst who had experience only with carotene analysis also
got lower concentrations for the xanthophylls. This was due to the fact that ethyl ether was not used in
partitioning the carotenoids from the extracting solvent to petroleum ether.

Keywords. analysts’ proficiency, carotenoid analysis, certified reference material, intralaboratory
evaluation, accuracy, precision.

RESUMO

A andlise de carotenoides é um desafio inerente, pois requer experiéncia e atencdo dos analistas para
varios detalhes. Para garantir a confiabilidade dos resultados, nosso laboratdrio faz avaliagdes periddicas
do desempenho do método analitico e dos analistas. Este trabalho apresenta os resultados de uma das
avaliagdes utilizando-se material de referéncia certificado. Participaram do estudo cinco analistas com
diferentes tempos de experiéncia em analise de carotenoides. Foi utilizado o mesmo cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia e a mesma curva analitica para restringir a avaliacao apenas ao desempenho do analista.
A metodologia consistiu na extragao com acetona, particdo para éter de petréleo, saponificagio com
10 % KOH metandlico, lavagem com 4gua, concentragdo em roto-evaporador, secagem com nitrogénio,
dissolu¢do em acetona, separacgdo, identificagdo e quantificagdo. Os z-scores foram calculados para
cada carotenoides. Houve boa concordancia para carotenos e B-criptoxantina para todos os analistas.
Para luteina e zeaxantina, o analista com pouca experiéncia obteve valores menores, mas os z-scores
ainda foram satisfatérios. Um analista com experiéncia apenas em analise de carotenos também obteve
concentragdes menores para xantofilas; e esses resultados ocorreram pelo fato de nao utilizar éter etilico
na parti¢do dos carotenoides do solvente de extragdo para o éter de petrdleo.

Palavras-chave. proficiéncia de analistas, andlise de carotenoides, material de referéncia certificado,
avaliacao intralaboratorial, precisdo, exatidao.
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INTRODUCTION

Carotenoids are among the food constituents of
major interest in relation to human health. Aside from
the well-known vitamin A activity, other biological
activities have been attributed to these compounds such
as reduction of the risk of developing certain types of
cancer, cardiovascular diseases, macular degeneration
and cataract'?. These health-promoting actions are
widely attributed to the carotenoid’s antioxidant activity,
by its ability to sequester singlet oxygen and react with
free radicals*® However, other modes of action have
been cited: modulation of carcinogen metabolism,
regulation of cell growth, inhibition of cell proliferation,
enhancement of cellular differentiation, stimulation of
cell-to-cell communication, enhancement of the immune
system and photoprotection'*”.

Due to its role in human health and as
natural pigments, the need for accurate qualitative
and quantitative data on food carotenoids is widely
recognized. Because the carotenoids differ in their
health-promoting efficacy and coloring property,
separation, conclusive identification and individual
quantification are necessary. This analysis is inherently
difficult, requiring the analyst’s expertise, experience and
attention to many details. Thus, aside from representative
sampling and method validation, the analyst’s proficiency
should be verified.

Access to interlaboratory evaluation of method
and analyst performance, although the preferred
procedure, is very limited. Intralaboratory evaluation
is needed and standardized protocols have been
established®. Method accuracy can be verified in the
laboratory by recovery tests, method comparison and
analysis of a certified reference material. Spiked analytes
do not behave in the same way as the endogenous
compound, thus the validity of recovery studies of
analytes like carotenoids, which are naturally well
protected by membranes and cell walls and can be linked
to other components in food samples, is questionable.
Obtaining comparable results with methods of differing
principles/procedure indicate good reliability of the
methods. Analysis of a certified reference material is the
preferred procedure for verifying method and analyst
capability for obtaining accurate results. The analytical
process from extraction to instrumental measurement
can be assessed. For carotenoids, two certified reference
materials have been developed: Community Bureau of
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Reference BCR 485 (freeze-dried mixed vegetables) and
NIST SRM 2383 (baby food composite)*'.

To ensure the reliability of carotenoid data
generated in our laboratory, aside from method
development, optimization and validation, periodic
evaluation of the analysts’ performance is carried out.
This paper reports the results of one of their evaluations,
using a certified reference material.

MATERIAL AND METHODS

Experimental

Five analysts, with experience on carotenoid
analysis varying from one month to 4 years and one
analyst with experience only with carotenes, participated.
NIST standard reference material 2383 baby food
composite was used. The same HPLC equipment and
standard curves were employed so that the evaluation
was restricted to the analyst’s performance in preparing
the extract for HPLC analysis. Analysis was done in
triplicate by each analyst.

Carotenoid analysis

The carotenoids were determined using a method
developed and evaluated for leafy vegetables by Kimura
and Rodriguez-Amaya'' and validated using a lyophilized
vegetable mix certified reference material by Kimura et al'.

About 3 g of the homogeneous SRM was
weighed and the sample was ground with acetone and
Hyflosupercel with a mortar and pestle. The extract
was filtered through a sintered glass funnel. Extraction
and filtration were repeated until the residue turned
colorless (usually 3 times). The carotenoids were
transferred to about 50 mL petroleum ether:ethyl
ether (2:1) by partition, in a separatory funnel with the
addition of water. Saponification of the extract after
partition to petroleum ether:ethyl ether was carried out
by adding equal volume of 10 % methanolic KOH and
0.1 % butylated hydroxytoluene to the extract and, after
flushing with nitrogen, leaving the stoppered flask in the
dark at room temperature overnight (about 16 h)'. The
saponified extract was then washed five times with water,
dried with anhydrous sodium sulfate, concentrated
in a rotary evaporator, and brought to dryness under
nitrogen. Immediately before injection, the carotenoids
were dissolved in 2 mL HPLC grade acetone and filtered
through a 0.22 um PTFE syringe filter; a 10 uL aliquot was
injected into the liquid chromatograph. All the necessary
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precautions were taken to avoid alterations or losses of
the carotenoids (e.g. exclusion of oxygen, protection from
light, avoiding high temperature and contact with acids,
use of high-purity, peroxide-free solvents, completion of
the analysis within the shortest possible time) and other
errors during analysis'.

The HPLC system consisted of a Waters separation
module, model 2690 (Waters Corp., Milford, Mass.,
U.S.A.), equipped with quaternary pump, autosampler
injector, degasser and a photodiode array detector (model
996), controlled by a Millenium workstation (version
2010). Detection was at the wavelengths of maximum
absorption (max plot).

The column was monomeric C,, Spherisorb
ODS2, 3 um, 4.6 x 150 mm. The mobile phase consisted
of acetonitrile (containing 0.05 % of triethylamine),
methanol and ethyl acetate, used at a flow rate of 0.5 mL/
min. A concave gradient (curve 10) was applied from
95:5:0 to 60:20:20 in 20 min, maintaining this proportion
until the end of the run. Reequilibration took 15 min.

Identification of the carotenoids was done
according to Rodriguez-Amaya', with the combined use
of retention time, co-chromatography with standards,
and the visible absorption spectra. Quantification was
by external standardization. Standards were isolated
from roquette leaves (lutein), maize (zeaxanthin),
papaya (B-cryptoxanthin), watermelon (lycopene) and
carrot (o-carotene and P-carotene) by open column
chromatography on MgO:Hyflosupercel (1:1, activated
for 4 h at 110 °C) packed to a height of 20 cm in 2.5 cm
i.d. x 30 cm glass column'?. The columns were developed
with increasing amounts of ethyl ether and acetone in
petroleum ether; the purity of the carotenoid isolates was
monitored by HPLC. The mean purity of the standards
was 97 % for lutein, 97 % for zeaxanthin, 93 % for
B-cryptoxanthin, 96 % for lycopene, 93 % for a-carotene
and 96 % for P-carotene. The concentrations of the
standard solutions were corrected accordingly.

The standard curves were constructed by the
injection in triplicate of standard solutions at five different
concentrations. The curves passed through the origin
and were linear at the concentration range expected of
the samples, the coefficients of correlation obtained being
higher than 0.99.

Calculation of the z-score

The z-score was calculated for each carotenoid for
each analyst, as follows: z-score = (x - p)/c (with x being

the individual laboratory result, p the NIST mean value,
and o the NIST standard deviation). This calculation of
the z-score is widely used in laboratory proficiency testing
programs. A z-score may be either positive or negative,
reflecting either a higher or lower result compared to
the assigned value. Generally a z-score less than or equal
to 2.0 is considered satisfactory, between 2.0 and 3.0
questionable, and greater than 3.0 unsatisfactory®.

RESULTS AND DISCUSSION

The chromatogram shows that the HPLC column
provided baseline separation of the six carotenoids
in the SRM baby food composite. Table 1 presents the
carotenoid concentrations obtained by the analysts and
the certified or reference values (means and standard
deviations) furnished by NIST. It can be observed that
all the analysts obtained good values for the carotenes
and B-cryptoxanthin. For the xanthophylls, the analyst
with little experience and the one who had experience
only with carotenes, obtained low values for lutein and
zeaxanthin.

Although the concentrations obtained by the
analyst with little experience in carotenoid analysis were
low for lutein and zeaxanthin, the z-scores were satisfactory
(z-score<2) (Figure 1). The analyst who had experience only
with carotenes obtained results which was questionable
for lutein (2<z-score<3) and was not satisfactory for
zeaxanthin (z-score>3). The other analysts (more than one
year of experience in carotenoid analysis) obtained good
results for all carotenoids (z-scores less than 1).

4

2

Z-score
o
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X
3
23

X
zeaxanthin

lutein

B-cryptoxanthin lycopene a-carotene [B-carotene

Analysts’ experience: [ 4 years @4 years +1year A1 month X carotenes

Figure 1. Z-scores for lutein, zeaxanthin, B-cryptoxanthin, lycopene,
a-carotene and [-carotene. Solid lines indicate +3.0 z-score and
dashed lines indicate +2.0 z-score

Reevaluating the analytical results of the analyst
who had a z-score greater than 3.0, it was discovered
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Table 1. Means and standard deviations of carotenoid concentrations obtained by the analysts, means and standard deviations of certified or

reference values furnished by NIST

Carotenoid concentration (mg/g)*

Experience of analyst

Lutein Zeaxanthin B-Cryptoxanthin Lycopene o-Carotene B-Carotene

4 years 0.94 +0.07 0.95+0.02 1.53 £0.08 7.70 £0.14 0.62 +£0.02 2.64 +0.06

4 years 0.97 £ 0.03 0.83 +0.04 1.44 + 0.01 7.56 £ 0.20 0.64 +0.01 2.63 +£0.06

1 year 1.10 £ 0.06 0.97 £0.05 1.48 £0.02 7.07 £0.27 0.67 £0.01 2.59+£0.08

1 month 0.72 +0.09 0.65 = 0.06 1.52 + 0.03 7.70 £0.29 0.64 +0.00 2.72 £ 0.09
Carotenes only 0.30 +0.02 0.33+0.01 1.46 +0.03 7.73+0.18 0.67 £0.03 2.74+0.12
NIST values 1.16 + 0.33 0.86 +0.14 1.38 + 0.31 7.00 £ 1.5 0.85+0.24 3.12 +0.63

* mean * standard deviation of triplicate analyses

that the low levels were due to the fact that she did not
utilize ethyl ether (together with petroleum ether) in
the partition step. Petroleum ether is commonly used
pure for analysis of carotenes. Ethyl ether makes the
ether layer more polar, avoiding the loss of xanthophylls
(more polar than the carotenes because of the presence
of hydroxyl groups) to the subsequently discarded
water phase. The saponification step might have also
influenced the results. Necessary to hydrolyze carotenol
esters, saponification is error prone and this analyst
did not have experience in this step either. Repeating
the analysis with the addition of ethyl ether, the
results obtained were satisfactory for both lutein and
zeaxanthin, the z-scores being less than 2.0, 1.58 for
lutein and 1.86 for zeaxanthin.

The importance of experience can also be
perceived in terms of precision. The analyst with only one
month experience obtained greater standard deviations,
particularly in terms of lutein and zeaxanthin, greater than
those of the analyst with experience only with carotenes.

Scott et al'® carried out an interlaboratory study
with the participation of 17 European laboratories,
using a candidate reference material (lyophilized mixed
vegetables). The resultsindicated that the HPLC systems
were not responsible for variations in the analytical
data obtained nor was the preparation of the standard
solutions a significant problem in the more experienced
laboratories. They concluded that the preparation of
the extract was the principal factor responsible for the
variation of results. This conclusion is reaffirmed in
the present study, in which the same HPLC system and
standard curves were used by all participating analysts.

Phillips et al'® reported the results of the USDA’s
National Food and Nutrient Analysis Program for a
total of 2554 values obtained by nine laboratories for
259 certified or reference concentrations of 26 certified
reference materials. For carotenoids, more than 20 % of
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z-scores were outside + 3.0, demonstrating the difficulty
in measuring these analytes in foods.

CONCLUSION

The intralaboratory evaluation of the analyst’s
performance in determining carotenoids, using a
certified reference material, reinforced the importance
of the preparation of the carotenoid extract for HPLC
analysis and demonstrated once again the inherent
difficulty of carotenoid analysis. Even with a previously
validated method, the experience of the analyst was a
decisive factor in obtaining good results. Evaluation of
the analyts’ performance is fundamental to ensuring the
reliability of analytical results.
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RESUMO

Em vista de um estudo desenvolvido no Setor de Saneantes do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Satde da Fundagio Oswaldo Cruz, referente & avaliagdo da atividade antimicrobiana de
desinfetantes, no presente trabalho foram analisados produtos desinfetantes de uso geral disponiveis no
mercado brasileiro. Os desinfetantes foram coletados aleatoriamente, dos quais trés (produtos A, B e C),
apresentaram contaminag¢do microbiana. Para efetuar o isolamento e a identificagao dos microrganismos
contaminantes foram utilizados o aparelho Vitek® 2, a amplificagdo e o sequenciamento do gene rRNA
16S. A analise realizada por meio de Vitek® 2 revelou a presenga das bactérias Serratia marcescens e
Achromobacter xylosoxidans, respectivamente, nos produtos A e B. No produto C foram detectadas
Aeromonas salmonicida pelo Vitek® 2 e Burkholderia lata pela técnica de amplifica¢do da reagao em cadeia
da polimerase.

Palavras-chave. contaminagio microbiana, desinfetantes, controle de qualidade, vigilancia sanitaria.

ABSTRACT

On account of a study developed in Sanitation Sector at the National Institute of Quality Control in Health
of Oswaldo Cruz Foundation, concerning the evaluation of antimicrobial activity of disinfectants, the
present investigation analyzed disinfectant products of general use which are available in the Brazilian
market. Of the disinfectants randomly collected, three of them (products A, B and C) showed microbial
contamination. The contaminant microorganisms isolation and identification were performed by using
the equipment Vitek® 2, and the rRNA 16S amplification and sequencing were done. Vitek® 2 analysis
revealed the occurrence of Serratia marcescens and Achromobacter xylosoxidans in the products A and
B, respectively. Aeromonas salmonicida was detected by Vitek® 2, and Burkholderia lata was identified by
means of amplification technique through polymerase chain reaction in the product C.

Keywords. microbial contamination, disinfectants, quality control, sanitary surveillance.
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INTRODUCAO

Contaminacdo microbiana tem sido encontrada
em diversos produtos desinfetantes desde a década de
1970, quando as praticas relacionadas ao controle da
qualidade do processo de produgdo ainda eram pouco
regulamentadas e distantes dos conceitos atuais. Nos
ultimos 30 anos, varios relatos na literatura demonstraram
a presenca de bactérias como contaminantes de produtos
desinfetantes, como o isolamento de Serratia marcescens
em clorexidina', Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas
cepacia em solugoes a base de iodo*’. Particularmente
nos produtos desinfetantes constituidos de compostos
quaterndrios de amonio, existem relatos na literatura
que demonstraram a presenca de diversas espécies
bacterianas, contaminando esses tipos de produtos,
como Burkholderia cepacia, Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa e Alcaligenes xylosoxidans. Em
um desses relatos, pesquisadores de um hospital no Japao
estudaram a presenca de contamina¢ao microbiana em
objetos e solugdes utilizados para o processo de lavagem
e desinfeccdo, evidenciando a presenca dos géneros
Burkholderia e Pseudomonas®.

A presenga de produtos com contaminagio
microbiana representa um tema de grande importancia
para saude publica, uma vez que patogenos presentes
nesses produtos podem causar infec¢des na populagio.
No ambiente hospitalar, ja foram descritos casos de surtos
de infec¢es hospitalares causados por contaminagdo de
dispensadores e solu¢des utilizadas como desinfetantes.
Em um desses estudos, foi investigada a causa de um
surto de P aeruginosa num hospital na Italia, onde
foi observada a contamina¢ido por essa bactéria em
dispensadores de sabonetes utilizados nos processos
de antissepsia no hospital; foi evidenciada a possivel
contaminagdo dessas solugcdes ou da superficie de
contato com as maos como uma potencial causa de
infeccoes hospitalares®. Essa realidade torna-se muito
preocupante quando esses patogenos sao introduzidos
no ambiente domiciliar através da utilizagdo de produtos
que teriam como principal funcdo a elimina¢io dos
mesmos. O ambiente domiciliar possui diversas fontes
de contamina¢do microbiana, sendo um dos principais
locais de transmissdo de doencas infecciosas®. Nesses
locais, uma série de objetos apresenta contaminagdo
por microrganismos. Ojima e colaboradores estudaram
5 residéncias no Japdo, pesquisando a presenga de
microrganismos em diferentes superficies. A cozinha foi

o local com maior contaminagao por bactérias aerdbias,
seguido pelo banheiro. Coliformes foram encontrados na
geladeira, mais precisamente, no compartimento onde
sao estocados os vegetais. Escherichia coli, S. aureus e
P aeruginosa foram detectadas em diversas superficies,
como: torneiras, pias, esponjas, toalhas de prato e mao,
maganetas, brinquedos, dentre outros’. Também ja foi
demonstrada a presenca de contaminagido em locais de
livre circulagao, como: shoppings, aeroportos, corrimao de
escadas, banheiros publicos, pontos de 6nibus, telefones
publicos e locais de recreagdo infantil®. Nesse contexto,
a utilizacdo de produtos desinfetantes no controle da
presenca de microrganismos nesses ambientes se torna
uma importante ferramenta na preven¢do de doengas
infecciosas desde que livres de contaminagido. Dessa
forma, a comercializacdo de desinfetantes com infec¢ao
microbiana coloca em risco diretamente a saude da
populagao.

Assim, a identifica¢aio dos microrganismos
envolvidos na contamina¢ao dos produtos se mostra
um recurso de grande utilidade para auxiliar no
monitoramento da fonte de contaminac¢io durante o
processo de fabricagdo, uma vez que as caracteristicas
dos microrganismos envolvidos podem indicar a porta
de entrada destes na linha de produgédo industrial, além
de alertar a populagdo em geral sobre o potencial risco
na utilizagdo de produtos desinfetantes contaminados.
Existem diferentes técnicas disponiveis para a
identificacio de amostras microbianas. A realizacdo
de provas bioquimicas para a observagio do perfil
fenotipico é uma ferramenta recorrente e, nesse
contexto, existem alguns equipamentos de identificagdo
microbiana que sdo capazes de otimizar essa avaliagdo.
Com o avango tecnolégico, foram também desenvolvidas
técnicas moleculares para a avaliagio do perfil
genotipico das amostras, possibilitando a identificagdo
de microrganismos através da amplificacdo de genes
pela reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase Chain
Reaction - PCR) e posterior sequenciamento dos
amplicons. Assim, diferentes ferramentas sdo utilizadas,
levando a maior precisio de identificagdo e melhor
monitoramento do processo de fabricagdo com o intuito
de gerar produtos de qualidade, que nao coloquem em
risco a saide dos consumidores’.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi o
reconhecimento dos contaminantes presentes em trés
produtos desinfetantes a base de compostos quaternarios
de amonio adquiridos no mercado brasileiro. Esses
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produtos faziam parte de um estudo que o Setor de
Saneantes do Departamento de Microbiologia do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde da
Fundacio Oswaldo Cruz estava realizando, envolvendo
a avaliacdo da atividade antimicrobiana de produtos
desinfetantes de uso domiciliar e institucional.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados nesse trabalho trés produtos
a base de quaternarios de amonio dispostos a venda no
mercado brasileiro (produtos A, B e C). A avaliagao do
teor de principio ativo dos produtos foi realizada pelo
Setor de Saneantes e Cosméticos do Departamento de
Quimica do INCQS, de acordo com o POP INCQS n°
65.3110.014".

Para verificagao da presenca de contaminagdo
microbiana, foi realizada a inocula¢do de aliquotas de 1
mL retiradas diretamente da embalagem dos produtos
em 10 mL de caldo Letheen, esses tubos foram incubados
por 7 dias a 37 °C. A partir destes tubos apresentando
crescimento microbiano, foram realizados o isolamento
do crescimento, através da semeadura por esgotamento
nos meios de cultura Trypticase Soy Agar (TSA), Agar
Cetrimida e Agar Lovestein-Jensen, e a bacterioscopia
das culturas pelo método de coloragio de Gram
para a verificagdo das caracteristicas morfotintoriais
desses contaminantes. A identificacio das bactérias
contaminantes foi realizada utilizando-se o equipamento
Vitek® 2 (bioMeérieux), que realiza uma série de provas
bioquimicas a partir da cultura isolada das amostras.
Algadas do microrganismo isolado foram retiradas para
a obtenc¢do de uma suspensao 0,5 em escala MacFarland
e em solucao salina 0,85 %. A suspensdo foi utilizada no
aparelho em um cartdo de identificagao (Cartao Vitek 2
GN, n° lote: 241188540) relativo ao Gram confirmado
pela bacterioscopia.

Além disso, foi realizada a extracdo do DNA,
pela fervura e posterior congelamento de aliquotas do
crescimento microbiano das amostras isoladas em meio
TSA. Apés a etapa de extracao de DNA, foi realizada a
PCR para a amplificagdo do gene rRNA 168, descrito por
Watts e colaboradores’. Para a amostra contaminante
dos produtos A e B, a PCR foi realizada nas seguintes
condigoes: 10 uL de tampao TE (1x), 1 uL de magnésio (2
mM), 2 uL de ANTP (10 mM), 0,5 pL de cada primer (50
ng), 0,5 uL de Taq polimerase, 1,5 pL do DNA da amostra
do produto A, 1 uL do DNA da amostra do produto B,
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e agua (para 50 pL). A ciclagem da reacédo foi realizada
nas seguintes condi¢des: 94 °C por 2 minutos; 94 °C
por 1 minuto, 52 °C por 1 minuto, 72 °C por 2 minutos
(esses trés tltimos passos foram realizados por 30 ciclos);
72 °C por 7 minutos; e 4 °C sem tempo determinado.
Para a amostra contaminante do produto C, a PCR foi
executada nas seguintes condigdes: 10 pL de tampao TE
(1x), 3 puL de magnésio (3 mM), 2 pL de NTP (10 mM),
0,5 uL de cada primer (50 ng), 0,5 pL de Taq polimerase,
4 uL do DNA da amostra e dgua (para 50 pL). A ciclagem
da reacao foi feita nas seguintes condi¢des: 94 °C por 2
minutos; 94 °C por 1 minuto, 50 °C por 1 minuto, 72 °C
por 2 minutos (esses trés ultimos passos foram realizados
por 35 ciclos); 72 °C por 7 minutos; e 4 °C sem tempo
determinado.

Os produtos obtidos pela PCR foram purificados
com o kit Pure Link PCR Purification (Invitrogen).
Foram adicionados 172 uL de tampao de ligagdo a
40 puL do amplificado do produto C e 50 uL do amplificado
dos produtos A e B, em tubos do kit contendo resina de
purificagdo. Apds centrifugacdoa 11.000 rpm por 1 minuto,
o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 650
uL de tampdo de lavagem. Apods duas centrifugacoes a
11.000 rpm por 1 minuto, o sobrenadante foi descartado
e foram adicionados 50 pL de tampao de elui¢do, o qual
ficou no tubo a temperatura ambiente por 50 minutos.
Apds esse tempo, o tubo foi centrifugado a 11.000 rpm
por 1 minuto e, posteriormente, a resina foi descartada e
o sobrenadante foi guardado em refrigerador a -4 °C.

Os produtos de PCR purificados foram utilizados
como molde de DNA para a reagdo de sequenciamento
de suas duas fitas com o sistema comercial BigDye
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems),
conforme as recomendagdes do fabricante. Apds a
etapa de sequenciamento, as sequéncias nucleotidicas
foram analisadas, editadas e comparadas a sequéncias
depositada no GenBank.

RESULTADOS

A analise quimica do teor dos produtos revelou
que os trés desinfetantes utilizados no trabalho estavam
fora dos padroes em rela¢ao ao teor do principio ativo,
apresentando 24 %, 20 % e 68 % acima do declarado
pelos fabricantes nos produtos A, B e C, respectivamente.

A avaliagdo da bacterioscopia das amostras
revelou a presenca de bastonetes Gram-negativos como
contaminantes de todos os trés produtos. Através
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da utilizagdo do equipamento Vitek® 2, foi revelada
a presenca de Serratia marcescens, Achromobacter
xylosoxidans e Aeromonas salmonicida nos produtos A,
B e C, respectivamente, todas com 99 % de probabilidade
(Tabela). No sequenciamento do gene rRNA 16S das
amostras, foi revelada a presenca de Serratia marcescens
com 99,79 % de homologia, Achromobacter insolitus com
98,73 % de homologia e Burkholderia lata com 99,93 %
de homologia nos produtos A, B e C, respectivamente
(Tabela). A amplificagdo de outros genes é necessaria
para a exata identificagdo das espécies.

Tabela. Bactérias encontradas como contaminantes dos produtos A, Be C
identificadas através do Vitek® 2 e do sequenciamento do gene rRNA 16S

Sequenciamento gene

Produt Vitek® 2
rodutos ite RNA 165
A Serratia marcescens Serratia marcescens (99,79 %)
Achromobacter Achromobacter insolitus
xylosoxidans (98,73 %)
C Aeromonas salmonicida  Burkholderia lata (99,93 %)
DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho permitiram
observar a existéncia de contamina¢do microbiana em
produtos desinfetantes dispostos a venda no mercado
brasileiro nos dias atuais, corroborando com dados da
literatura que mostram a ocorréncia desse tipo de desvio
de qualidade desde a década de 1970*. Essas observacdes
chamam a atencdo para um sério problema de saude
publica, uma vez que esses produtos, ao invés de estarem
eliminando os microrganismos e garantindo a satde da
populacio, estdo, na verdade, introduzindo bactérias e,
possivelmente, patdgenos em residéncias, ambientes de
atendimento a saude e em industrias, gerando um grave
risco a saude de toda a populagdo. A maior tolerancia
dessas bactérias encontradas como contaminantes
de produtos desinfetantes parece estar relacionada a
uma adaptagao fisioldgica em resposta a mudanga no
ambiente, principalmente com altera¢des na membrana
externa das células. Em P. aeruginosa, observou-se que
ha uma diferenc¢a na composi¢ao do lipopolissacarideo
(LPS) e aumento no contetido do ion Mg+, que fortalece
as ligacoes entre os LPS. Além da presenca de porinas
de baixa eficiéncia que impedem a difusdo de moléculas
parao interior da célula. Em B. cepacia, o alto contetudo de
arabinose ligado ao fosfato no seu LPS parece diminuir a
afinidade da membrana externa em relacdo as moléculas

catidnicas'’. Nesse contexto, a introdugdo de bactérias
com maior tolerancia a esses produtos nos ambientes
domiciliar e hospitalar torna ainda mais preocupante
a ocorréncia de surtos causados por essas bactérias,
uma vez que elas podem possuir um maior perfil de
tolerdncia a agentes antimicrobianos, podendo causar
infecgdes que necessitem de controle e tratamentos mais
complexos.

Apesar da grande importancia desse assunto
para a saude publica, sdo encontrados poucos relatos
na literatura de produtos contaminados sendo
comercializados no mercado brasileiro, principalmente
no ambito domiciliar. Nossos dados representam uma
das poucas demonstra¢oes de contamina¢ao encontrada
diretamente da embalagem de produtos desinfetantes
de uso geral, uma vez que a maioria dos trabalhos da
literatura relata casos de contaminagdo de produtos no
ambiente hospitalar.

Além da presenca de contaminantes nas
formulagdes dos produtos, foi observado o desvio de
qualidade em relagdo a andlise quimica do teor de
principio ativo, indicando que atualmente, apesar da
alta tecnologia, processos de fabricagdo padronizados e
rastreados, e um rigido sistema de controle de qualidade,
ainda assim é possivel encontrar falhas no processo de
fabricagdo, gerando desvios na qualidade dos produtos
industriais. Esses dados indicam a necessidade de
haver um intenso controle, por parte das proprias
empresas, de todas as etapas do processo de fabricagio,
além da avaliacdo de todos os lotes de produto final.
Além disso, apesar da legislacao brasileira nao prever
a avaliagdo da presenca de possiveis contaminantes, se
faz necessaria também, uma severa fiscalizagdo pelos
o6rgaos responsaveis para que nao cheguem ao mercado
produtos com desvios de qualidade que possam gerar
risco a saude'.

Dessa forma, no Ambito das industrias, fazer uso
da identificagdo dos microrganismos presentes como
contaminantes em cada etapa do processo de fabricagdo
¢ uma ferramenta muito util para monitorar os principais
pontos criticos da linha de produgdo. Além disso, o
conhecimento das espécies microbianas envolvidas
com as contaminagdes do processo de fabrica¢ao ajuda
a identificacdo da porta de entrada desse contagio, por
meio da avaliagdo das caracteristicas e comportamento
dos microrganismos em questao, associando-os a fonte
de contamina¢do que podem ser a agua, matéria-prima
e, até mesmo, o ambiente fabril. No 4mbito dos drgaos
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de fiscalizagdo, a identificagdo desses microrganismos
auxilia o rastreamento de surtos possivelmente causados
por essas contaminagoes, além de permitir uma avaliagdo
mais completa dos produtos.

Esse  trabalho  permitiu  identificar  os
contaminantes de produtos desinfetantes por duas
abordagens diferentes: uma, por meio de uma série de
provas bioquimicas realizadas pelo equipamento Vitek® 2;
outra, através da amplificagdo e sequenciamento do gene
rRNA 168, importante gene utilizado para a identificagdo
de microrganismos. Para os produtos A e B, as duas
abordagens apresentaram resultados muito semelhantes,
entretanto para o produto C, a identificagdo microbiana
se apresentou diferente, indicando que a identificagdo
baseada em provas bioquimicas nem sempre corrobora
com a apoiada em estudos moleculares. Por isso, para
uma identificagio mais precisa das espécies envolvidas
na contaminagdo dos produtos, é necessario o estudo de
outros genes conservados capazes de gerar dados para essa
distingdo.

Assim, a presenca de desvios na qualidade dos
produtos industrializados que possam resultar em riscos
a saude da populagdo deve ser evitada por meio de um
rigido controle dos processos de fabricagdo, minimizando
possiveis falhas e mantendo o produto final seguro para
ser comercializado.

CONCLUSAO

Esse trabalho permitiu concluir que a
identificagdo de contaminantes em produtos desinfetantes
comercializados no mercado brasileiro, indica a presenca
de desvios na qualidade que podem gerar graves riscos
a saude da populagdo. Com isso, é possivel perceber a
importancia de se ter um rigido sistema de avaliacao da
qualidade desses produtos, tanto por parte das empresas,
como dos 6rgdos responsaveis pela fiscalizagao.

Assim, a notificagio e aten¢do voltada para
os desvios de qualidade encontrados em produtos
desinfetantes presentes no mercado é de extrema
importancia para a prevengao e redugio de riscos a saude
publica.
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RESUMO

As helmintoses e protozooses intestinais constituem sério problema de saude publica nos paises em
desenvolvimento. Este estudo analisou a prevaléncia de parasitas intestinais em criangas pré-escolares
atendidas em Unidades Bésicas de Saude (UBS) na cidade do Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil.
Foram examinadas amostras de fezes de 144 criangas, no periodo de outubro de 2009 a margo de 2010.
A prevaléncia de parasitas patogénicos foi de 17,4 %, em que foram detectados ovos dos nematoides
Ascaris lumbricoides (11,1 %) e Trichuris trichiura (6,3 %), e cistos do protozodrio Giardia lamblia (4,9 %).
Foram também identificados cistos de protozoarios considerados nao patogénicos, como Entamoeba coli,
Endolimax nana e Enteromonas hominis, em 28,5 % das criangas. Em relagdo as prevaléncias nas UBS, as
positividades foram de 36,4 % na UBS-1, 11,1 % na UBS-3, 14,8 % na UBS-4, 8 % na UBS-5 e 19,2 % na
UBS-6. Na UBS-2 néo foi detectada positividade nas amostras de fezes analisadas. A prevaléncia de parasitas
patogénicos registrada na populagio estudada sugere a ocorréncia de provaveis condi¢oes de reinfec¢io e a
necessidade de implementar medidas de saneamento basico e de programas que possibilitem a melhoria da
condi¢io de vida dessas criangas.

Palavras-chave. parasitas intestinais, pré-escolar, saude publica.

ABSTRACT

Helminthes and enteric protozoa are serious problem of public health in developing countries. This study
analyzed the prevalence of intestinal parasites in preschool children attend at basic health unities (BHS) in
the city of Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brazil. Stool samples collected from 144 children were analyzed,
from October 2009 to March 2010. The observed prevalence rate for enteroparasites was 17.4 %, including
eggs of nematodes Ascaris lumbricoides (11.1 %) and Trichuris trichiura (6.3 %), and cysts of protozoan
Giardia lamblia (4.9 %). Also, cysts of protozoa considered as non-pathogenic, such as Entamoeba coli,
Endolimax nana and Enteromonas hominis were found in 28.5 % of children. Regarding to the BHSs
prevalence, in BHS-1 was detected a positivity of 36.4 %, 11.1 % in BHS-3, 14.8 % in BHS-4, 8 % in BHS-
5 and 19.2 % in BHS-6. No positivity was detected in the stool samples from BHS-2. The prevalence of
intestinal parasites registered in the studied population suggests the occurrence of probable conditions for
re-infection, and the need to implement the basic sanitation procedures and programs which will provide
an improvement in the life quality of these children.

Keywords. intestinal parasites, preschool, public health.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, ocorreu um importante
avanco cientifico e tecnoldgico, melhorando as condigoes
de vida em geral, porém, em contraste, as parasitoses
intestinais constituem-se ainda em um grave problema
de saude publica, acometendo mais de 1,5 bilhoes de
pessoas'. Embora as doencas parasitdrias apresentem
uma prevaléncia maior em paises em desenvolvimento,
principalmente, pela falta de recursos financeiros, de
investimentos em saneamento basico e de projetos em
educacdo sanitaria®, trabalhos recentes sugerem que a
prevaléncia das parasitoses parece estar subestimada em
paises desenvolvidos da América do Norte, da Europa e
da Asia’.

Quando se da prioridade a observagio
da populagio infantil, a elevada prevaléncia de
enteroparasitoses fica evidente, ja que é um grupo
mais vulnerdvel as condi¢des socioecondmicas da
comunidade a que pertencem'. O comprometimento
do desenvolvimento fisico, intelectual e social, além da
morbimortalidade que as parasitoses intestinais podem
gerar, principalmente em criangas menores de cinco anos
(pré-escolar), é preocupante®.

Desse modo, a assisténcia médica e a educacido
sanitaria da populacdo sdo condigdes indispensaveis
para o controle das parasitoses’. Controle e prevencdo
devem ser baseados na oferta de saneamento basico e na
implementa¢ao de medidas de educagdo sanitaria®, pois
as altas prevaléncias também estao associadas aos habitos
de higiene inapropriados e ao baixo nivel socioecondémico
e educacional da populagao®.

A Estratégia de Saude da Familia (ESF) tem sido
importante para a melhoria dos indicadores de saude
do Brasil’, porém ¢é indispensavel que sejam avaliadas
as condi¢des sanitarias da populagdo assistida pela
ESE em especial alguns grupos com maior risco de
morbimortalidade, entre eles, o das criancas em idade
pré-escolar. Nesse sentido, este estudo teve como objetivo
conhecer o perfil parasitologico de criangas menores de
cinco anos de idade, assistidas em Unidades Bdasicas de
Sadade (UBS) da cidade do Rio Grande, Rio Grande do
Sul, Brasil.

MATERIAL E METODOS
No periodo de outubro de 2009 a marco de

2010, realizou-se um estudo transversal em que foram
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examinadas amostras de fezes de criangas, de zero a cinco
anos de idade, assistidas em seis UBS da cidade do Rio
Grande - RS, onde era realizado o Programa de Educagio
para o Trabalho em Satde (PET-Saude), em parceria com
a Secretaria Municipal de Saude do municipio. No total,
participaram do estudo 144 criangas, dentre as quais 33
eram oriundas da UBS-1, 15 da UBS-2, 18 da UBS-3, 27
da UBS-4, 25 da UBS-5 e 26 da UBS-6. Este estudo teve
aprovagdo do Comité de Etica da Area da Satide (CEPAS)
da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

A colheita das trés amostras de fezes de cada
crianga foi realizada em dias alternados, sendo executada
pelos responsaveis das criangas. As amostras foram
acondicionadas em frascos coletores estéreis, previamente
identificados com a data da colheita, nome da crianca e
o numero da UBS. As amostras foram processadas no
Laboratério de Parasitologia — Area Interdisciplinar em
Ciéncias Biomédicas — Faculdade de Medicina (FAMED)
- FURG.

As amostras foram processadas pelo método
de centrifugo-sedimentagdo (C/S), utilizando a solugédo
de formalina a 10 % e éter etilico®. O sedimento de cada
amostra foi examinado em triplicata, sob microscépio
optico (aumento 100x e 400x), por dois pesquisadores.
Os resultados do exame parasitologico de fezes foram
encaminhados aos responsaveis das criangas e, nos casos
positivos, estas foram encaminhadas as UBS e receberam
tratamento especifico.

RESULTADOS

No total, foram examinadas 432 amostras de
fezes de uma populagdo formada por 144 criangas
(trés amostras/crianga). A prevaléncia registrada foi de
45,9 % para parasitas patogénicos e ndo patogénicos.
Das 56 criangas com exames parasitologicos de fezes
positivos, 39 (70 %) apresentavam monoparasitismo e
16 (29 %) poliparasitismo.

A prevaléncia de 17,4 % (25) para os parasitas
patogénicos incluem os helmintos Ascaris lumbricoides
11,1 % (16), Trichuris trichiura 6,3 % (10) e o protozoario
Giardia lamblia 4,9 % (7), sendo que o monoparasitismo
foi observado em 76 % (19) e o poliparasitismo em 24 %
(6) das criancas.

Também foram detectados cistos de protozoarios
nao patogénicos, como: Entamoeba coli, Endolimax nana
e Enteromonas hominis, em 28,5 % (41) das criangas.
Em 31 criangas foram detectados apenas cistos desses
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protozoarios e em 10 houve detec¢ao desses e de ovos de
helmintos e cistos de outros protozoarios.

Em relagdo as UBS, a positividade para parasitas
patogénicos foi de 36,4 % em 33 criangas avaliadas na
UBS-1, apresentando mais alta prevaléncia quando
comparada com a UBS-6 que, das 26 criangas assistidas
19,2 % estavam parasitadas. Na UBS-4, das 27 criangas,
14,8 % foram positivas, na UBS-3, em 18 criangas houve
positividade de 11,1 %, e na UBS-5, das 25 criangas, 8 %
estavam positivas. Na UBS-2, 15 criangas foram avaliadas
e ndo foi detectada positividade nas amostras de fezes.
Quanto aos parasitas ndo patogénicos, também foi
observada a prevaléncia mais alta na UBS-1 (Figura 1).
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Figura 1. Prevaléncia de parasitos patogénicos e nao patogénicos de-
tectados em criancas entre 0 e 5 anos de idade de acordo com a Unida-
de Bésica de Saude (UBS) da cidade do Rio Grande, do estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, entre outubro de 2009 e mar¢o de 2010

DISCUSSAO

A prevaléncia (17,4 %) para parasitas patogénicos
registrada neste estudo revela efetividade nas agdes
realizadas nas UBS estudadas, as quais estdo inseridas
na ESE Esse resultado ¢ importante, ja que a ESF ¢é
considerada como uma das principais estratégias de
reorganizacao dos servigos e de reorientagao das praticas
profissionais nesse nivel de assisténcia, na promog¢ao da
saude, na prevencao de doencas e reabilitagio.

A prevaléncia de 459 % para parasitas
patogénicos e nao patogénicos, detectada neste estudo,
torna necessaria a implementacio de medidas de
saneamento basico, programas de educa¢do sanitdria,
exames parasitoldgicos periodicos e avaliagdo da eficacia
do tratamento, assim como a a¢ao do PET-Saude, que
tem como objetivo fortalecer a atengdo basica em satde

por meio da integracdo ensino, servi¢o e comunidade. As
taxasde prevalénciade 11,1 % e 6,3 % para os geohelmintos
A. lumbricoides e T. trichiura, respectivamente, justificam
ainda mais a necessidade de implementagdo dessas
medidas, uma vez que esses parasitas estao relacionados
diretamente com a caréncia de saneamento b4sico,
instalagdes sanitarias e habitos de higiene®’. Além disso,
a detecgdo de cistos do protozoario intestinal G. lamblia
demonstra problemas em rela¢ao a qualidade da agua’.
Também deve-se levar em consideragdo a possibilidade
da transmissao zoondtica de G. lamblia™.

Os nematoides A. lumbricoides e T. trichura e o
protozoario G.lambliacausamdesdeinfec¢idoassintomatica
a sindrome da ma absor¢do, comprometimento do
desenvolvimento fisico e intelectual das criancas, diarréia
cronica', oclusdo, perfuragio intestinal e localizagoes
ectopicas'”. Apesar das enteroparasitoses nao promoverem
alta letalidade isoladamente, estas podem ser co-fatores
de mortalidade infantil®.

Na UBS-1, foi registrada maior prevaléncia,
sendo verificado que, das 12 criangas positivas, 10
(83,3 %) estavam parasitadas por A. lumbricoides e T.
trichiura, demonstrando possivel reinfec¢ao das criangas,
uma vez que em todas as UBS é prestado servigo de
assisténcia didria pelos profissionais da area da saude.
Entretanto, a populagdo atendida na UBS-1, quando
comparada com as demais UBS estudadas, apresenta
condig¢do de miséria, representada por higiene domiciliar
precaria, desemprego, maior concessao de bolsa-familia
e maior niumero de gestantes adolescentes e usudrios de
drogas. Todas as cinco UBS estao localizadas na periferia
da drea urbana do municipio estudado e tém como
caracteristica em comum a inexisténcia de saneamento
bésico, com uso de fossa séptica nos domicilios (dados
nao publicados).

A identificagdo de cistos dos protozoarios
ndo patogénicos, Entamoeba coli, Endolimax nana
e Enteromonas hominis aos seres humanos (28,5 %)
também é relevante. Esse registro indica a ocorréncia
de contaminagdo de origem fecal humana, revelando
problemas de higiene, bem como a potencialidade da
transmissdo de outros parasitas?, como foi confirmado
neste estudo, com a identificacio de ovos de A.
lumbricoides e T. trichiura e cistos de G. lamblia nas fezes
das criangas, pois a principal via de transmissdo desses
parasitas é a via fecal-oral™.

Os indices de parasitoses intestinais encontrados
neste estudo demonstram a necessidade de melhoria no
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saneamento basico e programas de educagdo sanitaria,
visando a melhoria da condi¢do de vida da populagiao
estudada, bem como da comunidade®. Além disso, essas
acOes visam minimizar o risco de reinfeccéo.
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= Devem ter até 400 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).
= Sua apresentagdo deve conter o nome do autor e do orientador, titulo do trabalho em portugués e em inglés, nome da instituigdo em que foi apresentado, area

de concentragdo e ano da defesa.

2. APRESENTAGAO DO MANUSCRITO: Os textos devem ser redigidos em processador de texto Word for Windows 2003 ou compativel, no formato A4, espago
duplo, fonte Times New Roman, tamanho 12. Devem ser evitados arquivos compactados. A estrutura do manuscrito deve estar em conformidade com as normas
do Sistema Vancouver — Titulo; Autores e Instituigdes; Resumo e Abstract; Introdugao; Material e Métodos; Resultados; Discussao; Conclusao; Agradecimentos;
Referéncias; Tabelas; Figuras e Fotografias.

2.1 PAGINA DE IDENTIFICAGAO: Deve constar:

Titulo em portugués e em inglés: O titulo deve ser conciso, completo e conter informagdes. Se o manuscrito for submetido em inglés, deve ser fornecido um

titulo em portugués.

Autores: De acordo com o International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), sdo considerados autores aqueles que contribuiram substancialmente
para a concepgdo e planejamento, ou analise e interpretagdo dos dados; contribuiram significativamente na elaboragdo do rascunho ou na revisao critica do
conteudo e participaram da aprovagéo da versao final do mesmo. Somente a aquisi¢ao de financiamento, a coleta de dados ou supervisao geral de grupos de pes-
quisa nao justificam autoria — maiores esclarecimentos sobre autoria podem ser encontrados na pagina do ICMJE (http://www.icjme.org). Deve constar o nome
completo, sem abreviagdes e com ultimo sobrenome em caixa alta (exemplo: Ana Maria Camargo da SILVA) e o e-mail do autor responsavel. O autor responsavel
para troca de correspondéncia deve estar assinalado com asterisco (*) e apresentar também o enderego completo.

Afiliagao: Deve ser indicada a instituigdo a qual cada autor estd afiliado, na seguinte ordem de hierarquias institucionais de afiliagdo: laboratorio, setor, segdo,

servico, divisdo, departamento, instituto, faculdade e universidade.
Financiamento da pesquisa: Se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de auxilio, 0 nome da agéncia financiadora e o respectivo nimero do processo.

Apresentagio prévia: Quando baseado em tese ou disserta¢ao, indicar o nome do autor, titulo, ano, nome do programa de p6s-graduagao e instituigao onde foi

apresentada. Quando apresentado em evento cientifico, indicar o nome do evento, local e ano da realizagao.
2.2 PREPARO DO MANUSCRITO:

Resumo/Abstract: Todos os textos deverdo ter resumos em portugués e inglés, dimensionados para ter até 200 palavras. Como regra geral, o resumo deve incluir
objetivos do estudo, principais procedimentos metodoldgicos, principais resultados e conclusdes.

Palavras-chave/keywords: Devem ser indicados entre 3 a 6 descritores do contetido, extraidos do vocabuldrio Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS) da Bire-
me (disponivel em http://www.bireme.br) nos idiomas portugués e inglés. Em inglés, com base no Medical Subject Headings (MeSH).

Caso ndo sejam encontrados descritores adequados para a tematica do manuscrito, poderdo ser indicados termos nao existentes nos conjuntos citados.

Estrutura do texto:
A) Introdugao: Deve ser breve, relatando o contexto e a justificativa do estudo, apoiados em referéncias pertinentes ao objetivo do manuscrito, sintetizando a
importéncia e destacando as lacunas do conhecimento abordadas. Nao deve incluir dados ou conclusoes do estudo em referéncia

B) Material e Métodos: Os procedimentos adotados devem ser descritos claramente, bem como as varidveis analisadas, com a respectiva defini¢do, quando neces-
saria, e a hipotese a ser testada. Devem ser descritas a populagdo e a amostra, instrumentos de medida, com a apresentacdo, se possivel, de medidas de validade e
conter informagdes sobre a coleta e processamento de dados. Deve ser incluida a devida referéncia para os métodos e técnicas empregados, inclusive os métodos
estatisticos; métodos novos ou substancialmente modificados devem ser descritos, justificando as razdes para seu uso e mencionando suas limitagoes.

Os critérios éticos da pesquisa devem ser respeitados; os autores devem explicitar que a pesquisa foi conduzida dentro de padrdes éticos e foi aprovada por

comité de ética, indicando o nome do comité de ética, numero e data do registro.
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C) Resultados: Devem ser apresentados em uma sequéncia légica, iniciando-se com a descrigao dos dados mais importantes. Tabelas e figuras devem ser restritas
aquelas necessarias para argumentagio e a descrigdo dos dados no texto deve ser restrita aos mais importantes. Os gréficos devem ser utilizados para destacar os
resultados mais relevantes e resumir relagdes complexas. Dados em graficos e tabelas nio devem ser duplicados nem repetidos no texto. Os resultados numéricos
devem especificar os métodos estatisticos utilizados na anélise.

D) Discusséo: A partir dos dados obtidos e resultados alcangados, os novos e importantes aspectos observados devem ser interpretados a luz da literatura cientifica e das
teorias existentes no campo. Argumentos e provas baseadas em comunicagdo de cardter pessoal ou divulgadas em documentos restritos ndo podem servir de apoio as ar-
gumentagdes do autor. Tanto as limitagdes do trabalho quanto suas implicagdes para futuras pesquisas devem ser esclarecidas. Incluir somente hipéteses e generalizagdes

baseadas nos dados do trabalho. As conclusdes podem finalizar esta parte, retomando o objetivo do trabalho ou serem apresentadas em item separado.

E) Agradecimentos: Este item ¢ opcional e pode ser utilizado para mencionar os nomes de pessoas que, embora niao preencham os requisitos de autoria, pres-
taram colaboragao ao trabalho. Sera preciso explicitar o motivo do agradecimento, por exemplo, consultoria cientifica, revisao critica do manuscrito, coleta de
dados etc. Deve haver permissao expressa dos nomeados e o autor responsavel deve anexar a Declaragdo de Responsabilidade pelos Agradecimentos. Também
pode constar desta parte apoio logistico de instituigoes.

2.3 CITAGAO NO TEXTO: A exatiddo das referéncias ¢ de responsabilidade dos autores. Devem ser indicadas pelo seu nimero na listagem, na forma de expoente, sem uso de
parénteses, colchetes e similares. Nos casos em que ha citagio do nome do autor, 0 niimero da referéncia deve ser colocado a seguir do nome do autor. Trabalhos com dois

«»

autores devem fazer referéncia aos dois autores ligados por “¢”. Nos outros casos apresentar apenas o primeiro autor (seguido de et al, em caso de autoria multipla).
Exemplos: Nos Estados Unidos e Canadd, a obrigatoriedade da declaragao dos nutrientes no rétulo do alimento é mais antiga e foram desenvolvidos métodos
hidroliticos, como 0 AOAC 996.06', de extracdo e determinagdo da GT por célculo a partir dos AG obtidos por cromatografia gasosa com detector de ioni-
zagdo em chama (GC/DIC)>*.

Segundo Chang et al*’ , 0 aumento do tamanho das particulas resulta numa redugao da area de superficie conferindo uma melhora na retengao e estabilidade das mesmas.

2.4 REFERENCIAS: Listadas ao final do texto, devem respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos aceitos pela RIAL. As referéncias devem
ser normalizadas de acordo com o estilo Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Pu-
blication, numeradas consecutivamente na ordem em que foram mencionadas a primeira vez no texto.

Os titulos de periddicos devem ser referidos de forma abreviada, de acordo com o Medline, disponivel no enderego http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/

<~

entrez?db=journals. Para consultar periédicos nacionais e latino-americanos: http://portal.revistas.bvs.br/main.php?home=true&lang=pt.

No caso de publicagdes com até seis autores, citam-se todos; acima de seis, citam-se os seis primeiros, seguidos da expressdo latina “et al”. Referéncias de um

mesmo autor devem ser organizadas em ordem cronoldgica crescente.

Exemplos:

Artigos de periddicos:

Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e dcidos graxos na informagao nutricional do rétulo dos alimentos embalados: aspectos sobre legislagao e quantifi-
cagdo. Rev Inst Adolfo Lutz. 2009;68(2):121-6.

Weihrauch JL, Posati LP, Anderson BA, Exler J. Lipid conversion factors for calculating fatty acids contents of foods. ] Am Oil Chem Soc. 1977;54:36-40.
Hennington EA. Acolhimento como pratica interdisciplinar num programa de extensao. Cad Saude Coletiva [Internet]. 2005;21(1):256-65. Disponivel em:
[http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf].

Livros:

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 22 ed. Albany (NY):Delmar Publishers;1996.

Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sao Paulo: James Martim; 2009.

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

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer. Washington: National Academy Press 2001[acesso 2003 Jul 13]. Disponivel em: [http://
www.nap.edu/catalog.php?record_id=10149].

Capitulos de livro:
Wirdh L. Histéria da Epidemiologia. In: Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sao Paulo: James Martim; 2009.p.64-76.

Dissertagoes, teses e monografias:

Santos EP. Estabilidade quimica da manteiga da terra [dissertagdo de mestrado]. Bananeiras (PB): Universidade Federal da Paraiba;1995.

Moreschi ECP. Desenvolvimento e validagio de métodos cromatograficos e avaliagio da estabilidade de vitaminas hidrossoliveis em alimentos [tese de doutorado].
Sao Paulo (SP): Universidade de Sao Paulo; 2006.

182



<~

INSTRUGOES AOS AUTORES

Trabalhos de congressos, simpdsios, encontros, seminarios e outros:
Barboza et al. Descentralizagio das politicas ptblicas em DST/AIDS no Estado de Sao Paulo. III Encontro do Programa de Pés-Graduagdo em Infecgdes e Saude
Publica; agosto de 2004; Sao Paulo: Rev Inst Adolfo Lutz. p. 34 [resumo 32-SC].

Dados eletronicos:
Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sdo Paulo - SABESP. O que fazemos/Qualidade da 4gua. [acesso 2008 Set 17]. Disponivel em: [http://www.
sabesp.com.br/CalandraWeb/CalandraRedirect/?temp=4&proj=sabesp&pub=T &db=&doci].

Legislagao:
Brasil. Ministério da Saude. Resolugao RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova o Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbioldgicos para Alimentos.
Didrio Oficial [da] Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DF, 10 jan. 2001. Segdo 1, n°7-E. p.45-53.

Autoria institucional:

Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo - Brasil). Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos: normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz. 4* ed. [1? ed. digital]. Sdo Paulo
(SP): Instituto Adolfo Lutz; 2008. Disponivel em: [http://www.ial.sp.gov.br/index.php?option=com_remository&Itemid=7&func=select&orderby=1&Itemid=7].
Organizaciéon Mundial de la Salud - OMS. Como investigar el uso de medicamentos em los servicios de salud. Indicadores seleccionados del uso de medicamen-
tos. Ginebra; 1993. (DAP. 93.1).

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

Casos nao contemplados nesta instrugao devem ser citados conforme indicagdo do Committee of Medical Journals Editors (Grupo Vancouver), disponivel em:
http://www.cmje.org.

Referéncias a documentos nao indexados na literatura cientifica mundial, em geral de divulgagdo circunscrita a uma institui¢do ou a um evento (teses, relatorios
de pesquisa, comunica¢des em eventos, dentre outros) e informacdes extraidas de documentos eletronicos, ndo mantidas permanentemente em sites, se relevan-

tes, devem figurar no rodapé das paginas do texto onde foram citadas.

2.5 Numeros de figuras e tabelas: A quantidade de figuras e tabelas de cada manuscrito deve respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos aceitos
pela RIAL. Todos os elementos graficos ou tabulares apresentados serdo identificados como figura ou tabela, e numerados sequencialmente a partir de um, e nao

como quadros, graficos etc.

A) Tabelas: Devem ser redigidas em processador de texto Word for Windows 2003 ou compativel e serem apresentadas em arquivos separados, numera-
das consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem em que foram citadas no texto. A cada uma deve-se atribuir um titulo breve, nao se utilizando
tragos internos horizontais ou verticais. As notas explicativas devem ser limitadas ao menor nimero possivel e colocadas no rodapédas tabelas e ndo no
cabegalho ou titulo. Se houver tabela extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar formalmente autorizagdo da revista
que a publicou, para sua reprodugao.

B) Figuras: As ilustragoes (fotografias, desenhos, graficos etc.) devem ser citadas como Figuras, apresentadas em arquivos separados e numeradas con-
secutivamente com algarismos arabicos na ordem em que foram citadas no texto. Devem conter titulo e legenda apresentados na parte inferior da figura.
S6 serdo admitidas para publicagdo figuras suficientemente claras e com qualidade digital que permitam sua impressdo, preferencialmente no formato
vetorial. No formato JPEG, a resolu¢do minima deve ser de 300 dpi. Figuras em cores serdo publicadas quando for necessdria a clareza da informagio e
os custos deverdo ser cobertos pelos autores. Se houver figura extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar autorizagao,

por escrito, para sua reprodugao.

3. DECLARAGOES E DOCUMENTOS SOLICITADOS: Em conformidade com as diretrizes do International Committee of Medical Journal Editors, sdo solicitados
alguns documentos e declarages do(s) autor(es) para a avaliagao de seu manuscrito. Observe a relagdo dos documentos abaixo e, nos casos em que se aplique,
anexe o documento ao processo. O momento em que tais documentos serdo solicitados ¢ variavel:

Carta de Apresentagio Todos Submissao
Responsabilidade pelos Agradecimentos Autor responsavel Aprovagao
Transferéncia de Direitos Autorais Todos Aprovagio
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A carta de Apresentagao do manuscrito, assinada por todos os autores, deve conter:

= Um pardgrafo declarando a responsabilidade de cada autor: ter contribuido substancialmente para a concepgio e planejamento ou anélise e interpretagio dos
dados; ter contribuido significativamente na elaboragdo do rascunho ou na revisao critica do contetdo; e ter participado da aprovagio da verséo final do manus-
crito. Para maiores informagdes sobre critérios de autoria, consulte a pagina do ICMJE (http://www.icjme.org).

X Um paragrafo contendo a declaragdo de potenciais conflitos de interesses dos autores.

X Um parégrafo contendo a declaragdo que o trabalho nao foi publicado, parcial ou integralmente, em outro periédico. Todos os autores devem ler, assinar e enviar

documento transferindo os direitos autorais. O artigo s6 sera liberado para publica¢do quando esse documento estiver de posse da RIAL.

4. VERIFICAGCAO DOS ITENS EXIGIDOS NA SUBMISSAO:
. Nome e instituigdo de afiliagao de cada autor, incluindo e-mail e telefone do autor responsavel.
. Titulo do manuscrito, em portugués e inglés.
. Texto apresentado em letras Times New Roman, corpo 12, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).

. Resumos em dois idiomas, um deles obrigatoriamente em inglés.

1

2

3

4

5. Carta de Apresentacdo assinada por todos os autores.

6. Nome da agéncia financiadora e nimero(s) do processo(s).

7. No caso de artigo baseado em tese/dissertagao, indicar o nome da instituigio/Programa, grau e o ano de defesa.

8. Referéncias normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas pela citagdo no texto e numeradas, e se todas estdo citadas no texto.
9. Tabelas numeradas sequencialmente, com titulo e notas, e no maximo com 12 colunas, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).

10. Figura no formato vetorial ou em pdf, ou tif, ou jpeg ou bmp, com resolugdo minima 300 dpi.

5. REVISAO DA REDAGAO CIENTIFICA: Para ser publicado, o manuscrito aprovado ¢ submetido a revisao da redagao cientifica, gramatical e de estilo. A RIAL
se reserva o direito de introduzir alteragoes nos originais, visando a manutengao da homogeneidade e qualidade da publicagao, respeitando, porém, o estilo e as
opinides dos autores. Inclusive a versao em inglés do artigo tera esta etapa de revisao.

6. PROVAS: Apds sua aprovagio pelos editores, o manuscrito sera revisado quanto a redagio cientifica. O autor responsavel pela correspondéncia recebera as
provas graficas para revisio por correio eletronico em formato pdf (portable document format). O prazo méximo para a revisio da prova é de dois dias. E im-
portante cumprir os prazos de revisdo para garantir a publicacdo no fasciculo programado. Atrasos nesta fase poderao resultar em remanejamento do artigo para

fasciculos subsequentes.

7. PUBLICAGAO E DISTRIBUIGAO: Os artigos serdo publicados em ordem cronolédgica de aprovagao. As datas de recebimento e de aprovagao do artigo constarao
obrigatoriamente no mesmo.

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, de conformidade com a
legislagao sobre os direitos autorais.

A Revista do Instituto Adolfo Lutz é distribuida gratuitamente a entidades governamentais, culturais ou em permuta de periédicos nacionais ou estrangeiros.

Assessoria Editorial:

TIKINET

www.tiki.net.br/tiki
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