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ABSTRACT

The immunoblotting reaction for performing the paracoccidioidomycosis (PCM) immunodiagnosis
is an in-house methodology; and being a laborious task involving two previous steps, SDS-PAGE and
Western blot, we evaluated the shelf life of nitrocellulose membranes containing the immobilized P,
brasiliensis antigens, stored at -20 °C for 7, 15, 30, 45, 60 and 90 days. Twenty-eight serum samples
were analyzed on two nitrocellulose membranes groups: (a) membranes previously blocked with
PBS-5 % non-fat dry milk and (b) the priory non-blocked membranes. No difference was detected in
the reactivity pattern in serum samples evaluated in the both membrane groups, especially for those
stored for 7, 15, 30, 45 and 60 days. It might be emphasized that a good stability of P. brasiliensis
antigens, immobilized on the nitrocellulose membranes, enable them to be stored up to 60 days
at -20 °C. This finding contributes to the rapid diagnosis of PCM, and for sending them to
other laboratories without adequate infrastructure for carrying out the steps that precede the
immunodetection as the antigen production, SDS-PAGE and Western blot techniques. This scheme
contributes substantially to improve the quality of PCM serodiagnosis, as it provides reproducible
results in the units of the Laboratory Network.

Keywords. Paracoccidioides brasiliensis, paracoccidioidomycosis, immunoblotting, serologic tests.

RESUMO

Considerando-se que o immunoblotting para o imunodiagnéstico da paracoccidioidomicose (PCM)
¢ uma metodologia in house e laboriosa envolvendo duas etapas iniciais, SDS-PAGE e Western blot,
neste estudo foi avaliado o tempo de prateleira das membranas de nitrocelulose sensibilizadas com
antigeno de P. brasiliensis, armazenadas a -20 °C durante 7, 15, 30, 45, 60 e 90 dias. Vinte e oito
amostras de soro foram analisadas em dois grupos de membranas de nitrocelulose (membranas
previamente bloqueadas com PBS-leite 5 % e as ndo-bloqueadas). Nao houve diferenca no padrio
de reatividade quando os soros foram avaliados frente a ambos os grupos, especialmente para
membranas armazenadas por 7, 15, 30, 45 e 60 dias. A boa estabilidade do antigeno utilizado para
sensibilizar as membranas fez com que estas pudessem ser armazenadas a -20 °C até 60 dias. Estas
caracteristicas contribuem para efetuar o diagnostico rapido da PCM, bem como as perspectivas
dessas membranas sensibilizadas serem encaminhadas para os laboratdrios, que nido possuam
infraestrutura necessaria para executar as etapas que antecedem a realizagdo de immunoblotting,
como a produgdo de antigeno, as técnicas de SDS PAGE e Western blot. Este procedimento contribui
substancialmente para melhorar o diagndstico sorologico da PCM, pois podera fornecer resultados
reprodutiveis nas unidades componentes da Rede de Laboratérios.

Palavras-chave. Paracoccidioides brasiliensis, paracoccidioidomicose, immunoblotting, testes
sorolégicos.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2017;76:€1716
1/6



Silva LRF, Kamikawa CM, Passos AN, Kohara VS, Vicentini AP. Evaluation of the “shelf life” of nitrocellulose membranes immobilized with
Paracoccidioides brasiliensis antigen for performing the immunodiagnosis of paracoccidioidomycosis. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo,

2017;76:e1716.

Paracoccidioidomycosis (PCM) is the most
important systemic mycosis of Latin America,
especially in Brazil, caused by the thermally
dimorphic fungi P brasiliensis complex and
P, lutzii*> In endemic areas, the estimated incidence
is approximately one to three cases per 100.000
inhabitants per year®. In Brazil the real incidence
of PCM is still underestimated because according
to the Brazilian regulations, the mandatory
notification of this disease has not been required’.
The definitive diagnosis of PCM is usually based
on the demonstration of multibudding yeast cells
in different biological specimens and/or the
isolation of the fungus by culturing; however,
the former shows low sensitivity, and the latter
is time-consuming®. Consequently, serological
techniques are an important tool not only for
disease diagnosis, but also for monitoring the
patient response to treatment®’. Circulating
antibodies to P brasiliensis can be detected by
serological assays such as double immunodiftusion
(ID),  counterimmunoelectrophoresis,  ELISA,
immunoblotting (IB)/Western blott (WB), latex
agglutination and dot-blot'*®. Despite the availabilty
of these serological assays, none of them has been
providing high rates of intrinsic parameters such
as sensitivity and specificity for an accurate
diagnosis'. Among these methodologies, ID test
has been routinely used by clinical laboratories
due to its easy procedure, the low cost involved
in its execution as well as its high specificity (about
100 %) and sensitivity (65 %-90 %)*!'. However, ID
false negative results in PCM patients with
active infection have been reported”. According
to Do Valle et al.® several causes for these false
negative reactions might be suggested: a) the
prozone effect due to the excess of antigens
owing to the extensive dissemination of disease;
b) the formation of immune complexes with
occluded epitopes; c) the presence of asymmetric
antibodies which inhibit the secondary binding in
precipitation reactions; and d) the occurrence of
antibody contents below the method sensitivity.
Our group has demonstrated that the use of IB
assay significantly improves the sensitivity of
PCM immunodiagnosis™'>'®. In addition, the IB
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is able to determine the reactivity of specific
antigenic fractions, such as gp43 and gp70.
These results demonstrate that ID and IB assays
show to be complementary for the presumptive
diagnosis and prognosis of disease, and possibly
for early detection of relapses. These findings
suggest that at least two serological tests for specific
antibody detection should be used in cases of
questionable diagnosis. In a general way, the shelf
life is defined as the maximum period of time
recommended for storing products, during which
the defined quality of a specified proportion of
the goods remains acceptable under expected
(or specified) conditions of distribution, storage
and display®’. It applies to foods, beverages,
pharmaceutical drugs, biological or chemicals
reagents, diagnostic kits and many other perishable
items”’. It is known that clinical laboratories have
increasingly sought to provide a “rapid response”
not only aiming at the diagnosis, but also the
surveillance of numerous diseases of public health
importance. Considering the statement above
cited as well as the fact that the IB reaction for
PCM immunodiagnosis happens to be an in-house
methodology, and being a laborious technique
involving two previous steps, SDS-PAGE and WB,
this study aimed at evaluating the shelf life of
nitrocellulose membranes containing immobilized
Paracoccidioides brasiliensis antigen.

Sera Samples

Twenty-eight serum samples were evaluated
in this study. Fourteen were randomly selected,
and collected from patients with clinical suspicion
of paracoccidioidomycosis to perform the
presumptive diagnosis, besides twelve reagent
serum samples and two samples showing
negative reactivity to P brasiliensis antigen in
double ID and IB assays.

Consent

Informed consent was obtained from the
patients for publishing this report. This research
project was submitted and approved by the Ethical
Committee for Research with human subjects of
Adolfo Lutz Institute (CEPIAL n°31/09).

Publicagio continua on line: nimero de paginas sem efeito para citagao
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Paracoccidioides brasiliensis Antigens

The employed antigenic preparation was a 20-
day culture filtrate (Ag C) obtained from the yeast
phase of P brasiliensis according to Garcia et al*
and modified by Silva et al"’. Briefly, the fungus
was cultured in NGTA (Neopeptone, Glucose,
Thiamine, Asparagine) liquid medium for 20 days
at 36 °C under shaking. After the incubation time,
the culture was treated with borate-thimerosal
solution (1:5,000), filtered, divided into small
volumes and stored at 4 °C until use.

SDS-PAGE and Immunoblotting Assay

For performing sodium dodecyl sulfate
(SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE),
P brasiliensis antigens were diluted in buffer
containing 62 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2 % (wt/vol)
SDS, 50 mM 2-mercaptoethanol, 10 % glycerol, and
0.01 % bromophenol blue, then boiled for 3 min and
centrifuged before being applied to gels. Then, the
antigens were subjected to electrophoresis (20 mA
at room temperature) on a 10 % discontinuous SDS
buffer system® in a Mini-protean II, Electrophoresis
Cell (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA).
The molecular mass was determined by using
6.5-175 kD pre-stained standard protein marker
(New England BioLabs). WB assays were carried
out as previously described*. Proteins from
SDS-PAGE were electrotransferred onto 0.20 pm
nitrocellulose membranes (Sigma Chemical Co.
St. Louis, Mo, USA) in a Mini Trans-Blot Cell
(Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA), with
25 mM Tris, 192 mM glycine, pH 8.3, and methanol
20 % (v:v). The IB protocols were performed
according to Passos'®. Thus, the nitrocellulose
membranes containing electrophoresed antigens
were blocked with 5 % non-fat dry milk in PBS
(PBS-5 % L) for sixty min at room temperature
(25 °C). The membranes were incubated for 120 min
at room temperature with human sera diluted
at 1:100 in PBS containing 3 % non-fat dry milk
(PBS-3 % L). After that, they were washed six times
with PBS containing 0,1 % (w/v) of Tween 20
(PBS-T) and developed with peroxidase-conjugated
goat anti-human IgG antibody (Sigma Chemical Co.
St. Louis, Mo, USA) diluted at 1:3,000 in PBS-3 % L,
and incubated for 90 minutes under stirring at
room temperature (25 °C), protected from light.

The membranes were washed again six times for
10 minutes each in PBS-T. The reactions were
revealed by employing a solution of 4-chloro-1
naftol (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA),
and the blocking was made by successive washes
in distilled water.

Evaluation of the shelf life of nitrocellulose
membranes

Nitrocellulose =~ membranes containing
immobilized P, brasiliensis antigen were divided into
two groups: a) membrane blocked with PBS-5 % L
was incubated for 60 min in shaker platform at
room temperature, and then washed twice with
PBS pH 7.4; b) priory non-blocked membranes.
The membranes were then wrapped in plastic
film and aluminum foil, and stored at -20 °C for 7,
15, 30, 45, 60 and 90 days. At the time previously
established, the membranes were removed from the
freezer to perform the IB assays.

Concerning the stability of nitrocellulose
membranes, no difference in the reactivity pattern
was found when the serum samples were evaluated
against the both groups, ie., the membranes
previously blocked with PBS-5 % non-fat dry milk
for 60 min at room temperature, and those kept
immediately after the transfer process, especially
for membranes stored for 7, 15, 30, 45 and 60 days.

Although, the impaired reactivity pattern was
observed in those membranes stored for a period
exceeding 60 days. In the membranes evaluated
after 90 days of storage, the samples showed lower
reactivity and poor intensity pattern or absence
of reactivity when compared to the membranes of
other storage periods. Furthermore, these results
indicated that the nitrocellulose embranes
containing P, brasiliensis immobilized antigen, stored
at -20 °C in two distinct conditions, did not alter
the antigenicity. These findings indicated that
regardless of the membranes storage condition, the
antigen remains stable and capable to recognize
the species-specific antibodies, especially the
anti-glycoproteins of 43 and 70 kDa, present in sera
from patients with active disease or with clinical
suspicion of paracoccidioidomycosis (Figure).
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Figure. Stability of the nitrocelulose membranes containing culture filtrate sample of 113 Paracoccidioides brasiliensis, stored
at -20 °C, and analyzed on immunoblotting assay. Membranes were divided into two groups: (1) membrane blocked with
PBS-5 % L (a,c,e,g,i,k) and (2) priory non-blocked membranes (b,d,fh,j,1), and stored for 7 (a,b), 15 (c,d), 30 (e,f) , 45 (g,h),

60 (i,j) and 90 (k,1) days

Serological techniques are usually simpler
than culture methodology, being very useful for
carrying out the presumptive diagnosis and
for following-up the patients infected with
Paracoccidioides brasiliensis. Among them, double
ID assay remains as the main serological test for
paracoccidioidomycosis®*!'. Passos et al> evaluated
the performance of ID and IB assays in the
serological diagnosis of PCM, showing that the
agreement analysis between these techniques
performed by Cohen kappa index was considered
good (k= 0.76). Both methods demonstrated high
efficiency (>90 %), and IB showed a better ability
to discriminate the positive samples, when the
diagnosis was not feasible by ID, corroborating the
results observed by Silva et al”. These findings
demonstrated that ID and IB assays showed to be
complementary to the presumptive diagnosis, the
prognosis of disease, and being possible to perform
the early relapses detection, suggesting that at least
two serological tests for antibody detection should
be employed in cases of questionable diagnosis.
Although, despite the advantages of this approach,
it should be noted that for performing the

4/6

immunodiagnosis of paracoccidioidomycosis, no
commercial IB or WB Kkits have been available
until now. Thus, these two methods have been
carried out thoroughly as homemade and as
hand-crafted techniques at mycology-serology
laboratories. Both techniques can be classified as
a complex and time-consuming procedure, as they
involve several specific steps, before performing
the immunodetection. These techniques require
some approaches as the separation of proteins or
of P. brasiliensis antigenic fractions by SDS-PAGE,
followed by electrophoretic transfer of the fungal
components to the nitrocellulose membrane.
A high level of stability is essential for any
biological pattern, and also it is desirable to the
majority of organic products®. For this reason, it
is relevant to evaluate the shelf life of the stored
membranes to investigate whether they maintain the
standard efficiency/immunoreactivity with the same
quality of those newly produced. Thus, the use of
serological tests which satisfy the characteristics as
the rapid and easy implementation, and especially
with good sensitivity, specificity, positive and
negative predictive values, and accuracy has become
increasingly frequent. In paracoccidioidomycosis
field, this is the first study that addresses the
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stability or shelf life of nitrocellulose membranes
containing immobilized P brasiliensis antigen.
In the present study, an in-house immunoblotting
assay was standardized, in which the nitrocellulose
membranes containing P. brasiliensis immobilized
antigens were employed. It was demonstrated that
their storage at -20° C in two distinct conditions
did not interfere in their antigenic characteristics.
These findings indicate that regardless the
nitrocellulose membranes storage condition, the
antigen remains stable and effective to recognize
the species-specific antibodies, especially the
anti-glycoproteins of 43 and 70 kDa present in
serum samples collected from patients with
active disease or with clinical suspicion of
paracoccidioidomycosis. In conclusion, it can be
stated that the high sensitivity, the relative specificity
associated with the good stability of nitrocellulose
membranes strengthen the fact that the IB assay
significantly improves the sensitivity of PCM
immunodiagnosis. Also, it is suggested that at least
two serological tests for specific antibody detection
should be took over in the cases of questionable
diagnosis found in double ID and ELISA. It should
also be noted that the long durability of antigens
immobilized into nitrocellulose membrane provides
perspective for shipping them to other laboratories
without adequate infrastructure for carrying out all
of the steps for performing these immune-detection
techniques, as the production of antigen,
SDS-PAGE and WB techniques. Thus, these findings
will contribute substantially to improve the
serodiagnosis of PCM, and to provide reproducible
results in the units of the Laboratory Network.
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Weis GCC. Avaliacdo in vitro do efeito pro-inflamatdrio e oxidativo dos pesticidas mancozebe,
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e Tecnologia dos Alimentos, Centro de Ciéncias Rurais. Universidade Federal de Santa Maria —
UFSM]. Orientador: Ijoni Costabeber

Os pesticidas sio amplamente utilizados na agricultura e na saude publica para o controle e
prevencao de pragas. O uso indiscriminado desses compostos pode desencadear a contaminagdo
ambiental e aumentar o risco de exposicdo dos seres humanos. A exposi¢do aos pesticidas
pelos humanos pode ocorrer de forma direta, através de atividade ocupacional, ou de forma
indireta, pelo ambiente e pela alimentacdo. A exposi¢do crdnica aos pesticidas pode resultar em
distirbios neurologicos, reprodutivos, teratogénicos e imunoldgicos. Os pesticidas mancozebe,
clorotalonil e tiofanato metilico sao fungicidas amplamente utilizados no mundo. Apesar de
suas caracteristicas de baixa toxicidade aguda e baixa persisténcia no ambiente, estudos in vitro e
in vivo demonstram os efeitos citotéxicos desses compostos. Entretanto, os efeitos imunoldgicos
que esses pesticidas podem desencadear sao pouco explorados. Diante disso, o objetivo deste estudo
foi avaliar in vitro o efeito pré-inflamatdrio e oxidativo dos pesticidas mancozebe, clorotalonil e
tiofanato metilico. Os macréfagos RAW 264.7 (ATCC® TIB-71") foram expostos a diferentes
concentragdes (0,1 — 100 pg/mL) de cada pesticida por 72 horas, sendo mantidos em atmosfera
com 5 % CO, a 37 °C. Os pesticidas foram dissolvidos em dimetilsulféxido, o qual foi utilizado
como controle negativo. Como controle positivo para a ativagdo inflamatoria, utilizou-se a
fitohemaglutinina. A avaliagdo da proliferacdo celular, do metabolismo oxidativo e dos niveis
das citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-y), da citocina anti-inflamatdria
(IL-1010) e das caspases (Casp1, Casp3, Casp8) foi realizada por testes fluorimétricos e moleculares.
Os resultados obtidos demonstraram efeito pré-inflamatdrio significativo dos pesticidas
mancozebe, clorotalonil e tiofanato metilico nas respectivas concentragdes de 1, 3 e 100 pg/mL,
ocorrendo aumento da proliferacdo celular e dos niveis de citocinas pro-inflamatorias e caspases.
Entretanto, o efeito oxidativo somente foi observado nos macrofagos expostos ao clorotalonil
na concentragdo de 3 pg/mL. Assim, nas condi¢des de anilises utilizadas, os pesticidas estudados
atuam ativando o sistema imune. Os resultados encontrados contribuem para a melhor compreensao
dos efeitos imunolodgicos que a exposigdo a estes pesticidas pode desencadear.

Palavras-chave. mancozebe, clorotalonil, tiofanato metilico, macréfagos RAW 264.7, pré-inflamatério,
estresse oxidativo.
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RESUMO

Os programas de melhoramento genético tém desenvolvido uma grande variedade de sementes
de milho, com caracteristicas que conferem maior resisténcia as adversidades do plantio, e permitem
a extensdo do seu cultivo nas mais diversas condi¢cdes climdticas. A analise microscépica de graos
¢ uma ferramenta de grande relevancia na caracterizagdo das matérias primas e modificagdes do
amido. Levando-se em conta o fato do uso de transgénicos em alimentos ser ainda controverso,
e principalmente para os consumidores, o consideravel aumento de sua utilizagao como ingrediente
em produtos alimenticios, o presente trabalho investigou a possibilidade de detectar, por
meio de microscopia, a variagdo das caracteristicas dos grdos de amido de milho transgénico
em comparacdo com os graos de amido de milho convencional. Os resultados indicaram
diferencas entre os grdos de amido extraidos de milho convencional e naqueles
extraidos de milho transgénico. O amido extraido de milho convencional, em sua maioria,
caracterizou-se pela presenca de granulos de formato poliédrico, alguns ligeiramente abaulados,
com hilo em formato estrelado. No amido extraido dos graos de milho transgénico, o hilo apresentou
formato linear, pontual ou ausente. Estas propriedades serdo uteis para caracteriza-los nos
trabalhos de pesquisa e de identificagdo em produtos alimenticios.

Palavras-chave. Zea mays, alimentos geneticamente modificados, amido, histologia.

ABSTRACT

The genetic programs have developed the varieties of maize seed, with features that provide
greater resistance to the planting adversity, thus to carry out the extension of their cultivation
at varied weather conditions. Microscopic analysis of grain is a relevant tool for characterizing
the raw materials and the starch modifications. Taking into account the fact of the use of
genetically modified organisms (GMOs) in food being still controversial, especially for consumers,
and also owing to their significant increased use as ingredients in food products, the present
study investigated the possibility in detecting the characteristics variations of transgenic corn
starch grains by microscopy, in comparison with the conventional corn starch grains. The results
showed significant differences between the conventional starch grains-extracted maize and
those derived from transgenic maize. Conventional corn-extracted starch was characterized
mostly by the presence of polyhedral shaped beads, some of them slightly cambered, with Starry
format hilum, while the extracted starch from genetically modified maize grain, the hilum showed
a linear format, punctual or absent. These findings will be valuable for conducting studies and for
performing food products characterization and identification.

Keywords. Zea mays, genetically modified food, starch, histology.
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O milho (Zea maysL.) ¢ uma das maiores fontes
de alimento e matéria prima, sendo alimentagdo
basica de varias civilizagdes ao longo do tempo'.

Ha uma grande diversidade nas condigdes
de cultivo do milho no Brasil, desde a agricultura
tipicamente de subsisténcia, sem utilizacao de
insumos modernos, até lavouras que utilizam o mais
alto nivel tecnologico e alcangam produtividades
equivalentes as obtidas em paises de agricultura
mais avancada®’.

Aproximadamente 70 % do milho cultivado
no mundo ¢é destinado a cadeia produtiva de
suinos e aves, na producdo de ragdo. No Brasil,
o consumo neste tipo de atividade corresponde
a, respectivamente, 70 e 80 % e, em ambos os
casos, algum tipo de transformagdo industrial ou
no campo pode ser necessaria>’.

Os maiores produtores mundiais de milho
sao os Estados Unidos, China e Brasil que, na safra
2014/15, produziram 361,1; 215,6; e 85,0 milhoes
de toneladas, respectivamente*’. Grande parte da
produgdo é utilizada para a extragdo do amido, para
atender a demanda das industrias®.

O grao de milho ¢ uma cariopse que consiste
de embrido, endosperma, pericarpo e pedunculo,
conforme Figura 1.

O pericarpo (camada externa) é derivado
da parede do ovario e pode ser incolor, vermelho,
marrom ou variegado. Os embrides do milho nao
armazenam reservas durante o desenvolvimento da
semente, a ndo ser uma pequena quantidade de

Figura 1. Estrutura do grao de milho sob aumento de 50x. (A)
Pericarpo; (B) Endosperma; (C) Embrido; (D) Pedunculo

2/7

lipidios no escutelo. Observa-se, entretanto, que
as reservas de carboidratos sdo polimerizadas
no endosperma na forma de amido e as reservas
de proteinas, acumuladas nos corpos proteicos
distribuidos em todo o endosperma®.

O endosperma é um tecido tripldide, que
se forma como resultado da fusdo do nucleo do
polen com dois nucleos femininos®. Esse tecido é
responsavel por 98 % do amido, 80 % da proteina
e 15 % dos lipidios presentes no grao’.

Através do processo de moagem umida
do milho, o principal produto obtido ¢ o amido,
aproximadamente 72-73 % do total dos graos.
Uma das propriedades do amido é a capacidade
de formar uma pasta ou gel viscoso com a
agua por aquecimento, que o torna adequado para
varias utilizacbes em industrias alimentares e
nao-alimentares®. O amido de milho é amplamente
utilizado na producao de alimentos, principalmente
em biscoitos, paes, pos para pudins, fermento em
p6, macarrao, melhoradores de farinhas, balas
de goma, além de produtos farmacéuticos, dentre
outras aplicagdes industriais®*'°.

O amido ¢é wum homopolissacarideo
composto por cadeias de amilose (cadeia linear) e
amilopectina (cadeia ramificada), cujo percentual
de uma para outra varia de acordo com a fonte
de amido. O milho possui 25 % a 28 % de amilose
com o restante sendo amilopectina. O milho de alta
amilose pode atingir até 80 %.

O tamanho e a forma dos grios de amido
permitem  identifica-los = microscopicamente,
podendo ser utilizados corantes, como solugdes
de iodo, que coram o interior da cadeia de
amilose, e formam um composto de colora¢io
azul. Outros detalhes fisicos que ajudam na
identificagdo dos amidos siao a aparéncia sob
luz polarizada, a posicdo do hilo e a presenca
de estrias nos granulos. As estrias devem-se as
camadas que se depositam ao redor de um ponto
interno denominado hilo, que pode ser central
ou excéntrico. No caso do amido de milho, os
graos sao poliédricos e arredondados, medindo
geralmente de 10 a 15 pm, com a cruz bem
marcada, hilo central e estrelado e auséncia de
estria'"'2.

As caracteristicas morfologicas dos amidos
de diferentes origens podem variar em fun¢ao
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das linhagens e das diferentes praticas de cultivo.
A variabilidade do tamanho e forma dos granulos
de amido ¢ atribuida a origem bioldgica. A
morfologia dos granulos depende da bioquimica
do cloroplasto ou amiloplasto, bem como da
fisiologia da planta. A média de tamanho de cada
granulo de amido de milho varia de 1 a 7 um
para os pequenos granulos e de 15 a 20 pm para
os granulos maiores'®".

No Brasil, o crescimento da produtividade de
milho decorre de modelo ja descrito nos Estados
Unidos pelo uso de sementes hibridas com
maior potencial de rendimento (melhoramento
genético), aumento do uso de fertilizantes e
defensivos, melhoria no arranjo espacial de plantas
(espagamento e densidade),uso de maquinas
agricolas mais eficientes e adogdo do sistema de
plantio direto na palha. A adogdo conjunta de
cultivares melhorados, de insumos e de técnicas
de cultivos adequados fez com que o rendimento
das lavouras aumentasse progressivamente®”.

A biologia molecular permitiu avangos na
compreensdao dos mecanismos genéticos e
bioquimicos basicos também no setor agricola,
que permitiu o desenvolvimento de novas
estratégias de melhoramento por meio da
transformagao genética. Sendo uma das maiores
commodities na agricultura mundial e uma fonte
importante de nutrientes para homens e animais,
o milho tem sido alvo de muitos estudos de
manipulagdo genética'¥, que visam desenvolver
grande variedade de sementes de milho, com
caracteristicas que conferem maior resisténcia
as adversidades do plantio, permitindo assim
a extensio do seu cultivo nas mais diversas
condi¢oes climaticas®.

As primeiras atividades com germoplasma
de milho no Brasil datam de 1937, pela Escola
Superior de Agricultura Luis de Queiroz, em
Piracicaba, SP. Em 1975, a EMBRAPA montou
o banco ativo de germoplasma e, a partir dai,
foram desenvolvidos diversos melhoramentos
genéticos com o objetivo de aumentar a qualidade
e quantidade das sementes e minimizar custos
por meio de recursos e equipamentos de ultima
geracao®.

O Nucleo de Biologia Aplicada da EMBRAPA
Milho e Sorgo desenvolve agdo multidisciplinar,

com a utilizagdio conjunta de técnicas de
melhoramento genético e biologia molecular, para
desenvolver novas linhagens de milho tropical
com qualidade nutricional melhorada, introduzir
genes endogenos com sequéncias alvo especifica
por meio da engenharia genética, influenciando
na produgdo do amido’.

Os tipos de sementes de milho sao
identificados como hibridos ou variedades, sendo
que os hibridos podem ser simples, triplos ou
duplos. Os hibridos simples sdo resultantes do
cruzamento de duas linhagens puras e indicados
para sistemas de produ¢ao que utilizam alta
tecnologia, pois possuem o major potencial
produtivo, sao também os de maior valor
comercial. O hibrido triplo é o cruzamento entre
uma linha pura e um hibrido simples, sendo
indicado para média a alta tecnologia, enquanto
o hibrido duplo é o resultado do cruzamento

entre dois hibridos simples, sendo indicado
também para média tecnologia*’.
As sementes das variedades melhoradas

apresentam menor custo e sio adequadas a regides
onde, devido as condi¢des econdmico-sociais e
de baixa tecnologia, a utilizagdo de milho hibrido
torna-se inviavel. Sao também importantes em
sistemas de producao agroecolégicos ou organicos,
pois, embora ndo restrinjam o uso de hibridos,
as variedades sdo preferidas por permitirem ao
produtor produzir sua prépria semente a um
preco bem menor?’.

Como o miho ¢ wuma matéria-prima
amplamente utilizada devido as suas caracteristicas
nutricionais e sua aplicabilidade na culindria,
o estudo e a caracterizagdo dos seus graos de
amido por meio da andlise microscopica,
apresenta  grande relevancia, especialmente
considerando que os graos de amido extraidos
de milho transgénico, tém sido cada vez mais
utilizados como ingrediente em diversos tipos
de produtos alimenticios. Desta maneira, para
auxiliar na pesquisa e identificagio do amido
de milho transgénico presente em produtos
alimenticios, foi realizado este estudo com o
objetivo de verificar se existem variagdes
nas caracteristicas microscopicas do grao de amido
de milho transgénico, em compara¢do com o grao
de amido de milho convencional.
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MATERIAL E METODOS

As amostras utilizadas neste estudo sdo
representativas, uma vez que estes eventos
representam 90 % do milho hibrido cultivado no
Brasil, abrangendo o milho colhido, comercializado
e exportado.

Foram analisadas doze amostras de graos de
milho, sendo seis contendo eventos de transgenia
e suas respectivas amostras convencionais.
Estas amostras foram coletadas de produtores de
sementes de milho da regido Sul do Brasil, assim
especificadas: Al) milho convencional; A2) milho
transgénico estaqueado com dois eventos, lagarta
e lagartatherbicida; B1l) milho convencional;
B2) milho transgénico estaqueado com um evento,
lagarta+herbicida; C1) milho convencional; C2)
milho transgénico estaqueado com um evento,
lagarta+herbicida; D1) milho convencional; D2)
milho transgénico estaqueado com um evento,
lagarta+herbicida; E1) milho convencional; E2)
milho transgénico estaqueado com dois eventos,
lagarta e lagarta+herbicida; F1) milho convencional;
F2) milho transgénico estaqueado com um evento,
lagarta+herbicida. A Figura 2a apresenta as amostras
de milho; a coloragio avermelhada dos
griaos ¢ devida ao corante usado para identificar
o tratamento com fungicida, sendo retirado
facilmente na lavagem do griao, como pode ser
observado na Figura 2a.

As amostras foram processadas e analisadas
no Nucleo de Morfologia e Microscopia do
Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo, no periodo
de julho de 2014 a junho de 2015.

Para a obtencdo do amido, foi utilizada a
técnica desenvolvida no Nucleo de Morfologia e
Microscopia do Instituto Adolfo Lutz, descrita a
seguir.

Os graos de milho convencional e transgénico
foram previamente amolecidos em agua e triturados
em gral de porcelana com o auxilio de um pistilo,
conforme Figura 2b.

Em seguida, o material triturado foi envolto
em gaze, formando uma pequena bolsa, que foi
suspensa e submersa em agua contida em um copo
graduado de 1.000 mL, durante 24 horas. A bolsa
foi ocasionalmente comprimida manualmente,
auxiliando na liberagdo do amido, como observado
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na Figura 2c.

Ap6és a sedimentagdio do amido, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento
obtido filtrado a vacuo e recolhido em papel de filtro,
de acordo com a Figura 2d.

O amido obtido no papel de filtro foi
transferido para uma bandeja e seco em temperatura
ambiente antes de seu armazenamento em frasco
de vidro com tampa esmerilhada.

Figura 2. a. Amostras de milho convencional com o
respectivo transgénico; b. Graos de milho triturados em
gral de porcelana com o auxilio de um pistilo; c¢. Material
triturado envolto em gaze e suspenso em copo graduado
com agua; d. Sedimento obtido retido em papel de filtro

A metodologia utilizada para a analise
histolégica do amido de milho foi extraida do
livvo Meétodos de Andlise Microscopica de
Alimentos: Isolamento de Elementos Histologicos's.

Os ensaios foram realizados por trés
analistas que elaboraram o registro descritivo e
fotografico dos grdos de amido presentes nas
amostras analisadas, para demonstrar como estes
podem ser identificados microscopicamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O ensaio para a pesquisa e identificagao
histolégica consiste no reconhecimento de
elementos histologicos e/ou amidos de cada
vegetal. Assim, o profissional deve ser capaz
de diferenciar tais atributos em cada tipo de
produto, revelando os ingredientes que fazem
parte de sua formulagdo. Quando o produto
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alimenticio é composto de varios ingredientes
vegetais, o microscopista deve ter conhecimento
dos elementos histologicos caracteristicos de
cada um deles, pois muitas vezes, em uma
mistura, ndo ¢é possivel identificar todos os
elementos do vegetal, uma vez que o mesmo
passou por etapas de processamento e também
pode se apresentar em pequenas quantidades, o que
dificulta a sua visualizagao.

Segundo Menezes"”, os graos de amido de
milho sdo sensivelmente  poliédricos, quando
procedentes da parte externa da semente, e
ligeiramente abaulados. Os da zona central branca
sdo quase esféricos e bem menores, apresentam hilo
pontuado, emitindo prolongamentos curtos em
forma de estrela, e estrias raramente visiveis.
Ainda segundo este autor, os graos de amido de
milho nao se apresentam agrupados em graos
compostos, medem geralmente 30 um, e a luz
polarizada apresentam cruz bem visivel, tanto
no campo escuro, como no claro. Singh et al
e Li et al"® observaram a presenca de pequenos
furos e estrias equatoriais ou sulcos em granulos
de amido maiores.

Desta forma, o amido de milho convencional,
ja estudado e caracterizado, pode ser facilmente
identificado em produtos que o contém. Porém, o

amido de milho transgénico, por ser um produto
relativamente novo, ndo havia sido estudado e
descrito morfologicamente. Neste estudo foram
verificadas as diferencas e semelhangas entre
os dois tipos de amido, uma vez que o amido
extraido de milho transgénico vem sendo
amplamente utilizado. Vale ressaltar que as amostras
analisadas neste trabalho sdo representativas,
pois correspondem aos seis eventos mais utilizados
na transgenia do milho, representando 90 % do
milho plantado no Brasil.

Os resultados das analises histoldgicas das
amostras de milho convencional e transgénico
estdo apresentados na Tabela.

Pelos resultados obtidos, pode-se observar
que nas amostras de milho convencional (Al, B1,
Cl1, D1, E1 e F1), os graos de amido extraidos
apresentaram-se em sua maioria de forma
poliédrica e alguns ligeiramente abaulados, com
o hilo estrelado, concordando com a descricdo
de Menezes”. Nas suas variedades transgénicas
(A2, B2, C2, D2, E2 e F2), nao houve diferencia¢ao
evidente no formato dos grdaos. No entanto, o hilo
que nas amostras convencionais apresentava-se
estrelado, nas amostras transgénicas apresentou-se
na maioria das vezes linear, pontual ou sem hilo
(Tabela e Figura 3).

Tabela. Caracterizagao morfologica dos graos de amido extraidos de milho convencional e transgénico

Amostra Forma dos griaos Forma do hilo nos graos Polarizacao
Al (convencional) Maioria poliédricos e alguns abaulados Maioria estrelado Presente
A2 (transgénico) Alguns poliédricos e alguns abaulados Maioria linear ou sem hilo Presente
Bl (convencional) Maioria poliédricos e alguns abaulados Estrelado Presente
B2  (transgénico) Alguns poliédricos e alguns abaulados LEE il ngif;)éflilzdcgz ¢ o 1o Presente
C1 (convencional) Maioria poliédricos e alguns abaulados Estrelado Presente
C2  (transgénico) Maioria poliédricos e alguns abaulados Maioria linear ou pontuado Presente
D1 (convencional) Maioria poliédricos e alguns abaulados Estrelado Presente
D2 (transgénico) Maioria poliédricos e alguns abaulados Maioria linear Presente
El (convencional) Maioria poliédricos e alguns abaulados Estrelado Presente
E2  (transgénico) Maioria poliédricos e alguns abaulados Maioria linear, pontuado ou sem hilo Presente
F1 (convencional) Maioria poliédricos e alguns abaulados Maioria zztsrzgiﬁazgilo linear Presente
F2  (transgénico) Maioria poliédricos e alguns abaulados Maioria linear ou pontuado Presente
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O formato do hilo presente nos granulos
de amido ¢ uma caracteristica para a diferenciagao
entre o amido de milho transgénico e convencional.
Em relagio ao formato dos granulos, este nao
¢ um parametro a ser utilizado, pois nao houve
diferenciagdo evidente entre os grdos de amido
convencional e transgénico.

Em todas as amostras de milho, tanto
convencional como transgénico, foi possivel
observar a cruz de polariza¢ao quando vistos
sob luz polarizada, conforme visto na Figura 4

(aeb).
CONCLUSAO

O presente estudo vem a contribuir para o
ensaio microscopico, ao demonstrar as diferencas
morfoldgicas entre os graos de amido extraidos de
milho convencional e os graos de amido extraidos
de milho transgénico e auxiliar na andlise de
controle de qualidade de alimentos.

O formato do hilo presente nos griaos de
amido demonstrou ser uma caracteristica para a
diferenciagdo entre o amido de milho transgénico
e o convencional.

A luz polarizada é um recurso que auxilia na
pesquisa e identificagao de graos de amido de milho,
tanto convencional como transgénico.

Os resultados obtidos nesse estudo
servirio como referéncia para a pesquisa
e identificagdo microscopica dos graos de ) ) ) _ _

. . . . Figura 4. a. Granulos de amido de milho convencional
amido de milho geneticamente modificado em sob aumento de 40x, e b. Granulos de amido de milho
produtos alimenticios, para o controle da qualidade  {ransgenico sob aumento de 40x, ambos evidenciando a
e identidade dos mesmos. cruz de polarizagdo quando vistos sob luz polarizada

o o 1 T L e >3 o

Figura 3. Al, B1, C1, D1, E1 e F1. Grios de amido de milho convencional, sob aumento de 40x em microscopia 6ptica, em sua
maioria de forma poliédrica, com hilo estrelado; A2, B2, C2, D2, E2 e F2. Graos de amido de milho transgénico, em sua maioria
de forma poliédrica, com hilo linear ou pontuado, ou com auséncia de hilo sob aumento de 40x em microscopia dptica.
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RESUMO

Os Oleos essenciais de plantas demonstram atividade antimicrobiana frente a diversos
micro-organismos, e sao considerados como alternativa ao uso de antibidticos convencionais.
Este estudo testou a eficicia de Oleos essenciais de canela (Cinnamomum cassia), orégano
(Origanum vulgare), cravo-da-india (Syzygium aromaticum), citronela (Cymbopogon nardus), além
dos compostos isolados citral contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 e citral e carvacrol contra
Pseudomonas aeruginosa. Empregou-se o método de microdiluigdo em Caldo Tripticaseina de
Soja (TSB) em placa de 96 cavidades para determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e
posterior semeadura em Agar Tripticaseina de Soja (TSA) para definir a Concentragio Bactericida
Minima (CBM). Os indculos foram padronizados (107 UFC/mL) de acordo com a escala de
MacFarland. Os 6leos essenciais de canela, orégano e citronela mostraram atividade antimicrobiana
contra os dois microrganismos em diferentes concentragoes. O 6leo essencial de cravo-da-india
a partir da concentragio 1,25 %. O citral inibiu S. aureus a partir da concentragio 0,03 %,
porém ndo apresentou atividade contra P aeruginosa. O Oleo essencial de citronela e o
composto citral foram mais eficazes contra S. aureus. Para P aeruginosa, o 6leo essencial de
canela apresentou atividade antimicrobiana nas menores concentragoes.

Palavras-chave. 6leos essenciais, extratos de plantas, agentes antimicrobianos, resisténcia microbiana
a medicamentos.

ABSTRACT

Essential oils of plants have demonstrated antimicrobial activity against various microorganisms,
as an alternative to the use of conventional antibiotics. This study aimed at testing the effectiveness
of essential oils of cinnamon (Cinnamomum cassia), oregano (Origanum vulgare), clove
(Syzygium aromaticum), citronella (Cymbopogon nardus), plus the major compound citral against
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and citral and carvacrol against Pseudomonas aeruginosa.
Tests were performed through the microdilution method in Trypticase Soy Broth (TSB) in 96 well
plates to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), and then seeded in
Trypticase Soy Agar (TSA) for determining the Minimum Bactericidal Concentration (MBC).
The inocula were standardized (107 CFU/mL) according to the MacFarland scale. The essential
oils of cinnamon, oregano and citronella showed activity against both microorganisms at different
concentrations. The essential oil of clove showed no inhibitory effects. The carvacrol inhibited
the growth of P aeruginosa at the concentration of 1.25 %. Citral inhibited S. aureus from 0.03 %
concentration; however, it did not exhibited activity against P. ageruginosa. The essential oil of
citronella and the citral compound were the most effective against S. aureus, while the essential oil
of cinnamon showed antimicrobial activity at the lowest concentrations against P. aeruginosa.

Keywords. essential oils, plant extracts, antimicrobial agents, drug resistance microbial.
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Dentre as grandes preocupagdes da Saude
Pubica nos dias atuais destacam-se as doengas
infecciosas de origem clinica e alimentar. Doengas
de origem alimentar sdo resultado da ingestao de
alimentos contaminados com micro-organismos ou
substancias quimicas. A manifestacdo clinica mais
comum das doencas de origem alimentar assume
a forma de sintomas gastrointestinais; entretanto,
podem também apresentar sintomas relacionados
a  distarbios  neuroldgicos,  ginecoldgicos,
imunoldgicos, entre outros. Diversos patdgenos
sao conhecidos por causarem doencas quando
veiculados a alimentos e dgua, entre os quais
as bactérias constituem um grande grupo de
micro-organismos causadores de doengas, com
destaque para Staphylococcus aureus. Estima-se
que 25 % da populagdo humana seja portadora
permanente deste micro-organismo. Uma vez
instalado em seu hospedeiro, pode causar uma
enorme variedade de sintomas clinicos, afetando
a pele, pulmdes, coragdo, sistema nervoso
central, ossos e articulagdes, corrente sanguinea
e trato gastrointestinal'. A intoxicagdo alimentar
estafilocdcica manifesta-se logo apo6s a ingestao
do alimento contaminado com enterotoxinas
pré-formadas, sendo que para a produgido de
enterotoxinas em quantidade suficiente para
provocar intoxicagdo sdo necessarias entre 10°
a 10° unidades formadoras de coldnias (UFC) de
S. aureus por grama de alimento®.

Com relagdio ao ambiente hospitalar,
este além de permitir a selegdo de agentes
infecciosos resistentes em decorréncia do uso
indiscriminado de antimicrobianos e por reunir
pessoas com diferentes vulnerabilidades a infec¢ao,
apresenta intensa realizacgdo de procedimentos
invasivos, aspectos que o caracterizam como um
ambiente favoravel a propagagdo das infecgoes
hospitalares’.

Dentre os principais patdgenos de infec¢ao
hospitalar, destacam-se as espécies de Pseudomonas,
sendo a Pseudomonas aeruginosa o principal
micro-organismo de interesse clinico®, devido sua
capacidade de adaptacdo as condigdes de nutricao,
temperatura e umidade disponiveis no ambiente,
bem como sua resisténcia intrinseca ou adquirida
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a diversos antimicrobianos e desinfetantes’, sendo
oportunista e podendo causar infec¢des urinarias,
dermatites e uma grande variedade de infec¢des
sistémicas, principalmente em pacientes
imunocomprometidos®. Outra caracteristica
marcante e preocupante desta espécie ¢é a
resisténcia cruzada aos antimicrobianos, que
resulta da co-resisténcia, ou seja, da presenca de
multiplos mecanismos de resisténcia num unico
hospedeiro levando a resisténcia a multiplos
farmacos”®.

A resisténcia as drogas antimicrobianas é
causada pela mutacdo espontinea e recombinacdo
génica, que desenvolvem variedades genéticas
onde a sele¢ao natural acontece dando vantagens
as mais resistentes. A resisténcia microbiana aos
antibidticos tornou-se um problema de saude
publica mundial, que ocasiona diminui¢ao
da eficicia dos antibidticos e, uma vez que os
micro-organismos se tornam resistentes aos
medicamentos de primeira linha, torna-se
necessario o uso de farmacoterapias de custos
mais elevados®?, sendo que em algumas regides
do mundo, infecgdes sdo resistentes a todos
antibidticos conhecidos"'.

A resisténcia cada vez maior de
micro-organismos aos produtos quimicos e
drogas convencionais levou os cientistas a
pesquisarem novas fontes de antimicrobianos

com atividades de amplo espectro?>. Os oOleos
essenciais contém uma vasta série de metabolitos
secundarios que podem inibir ou retardar o
crescimento de bactérias, leveduras e bolores,
cujos componentes tém uma variedade de alvos
de acdo, particularmente sobre a membrana e
o citoplasma microbiano, e em certas situagoes
alteram completamente a morfologia das células'*",
podendo ser uma alternativa ao uso de pesticidas
sintéticos e como conservantes de alimentos''®.
Os Oleos essenciais sdo liquidos volateis, de
cor limpida, soluveis em lipideos e solventes
organicos que tém densidade inferior a da agua.
Eles podem estar presentes em todos os orgaos de
plantas, incluindo botdes, flores, folhas, sementes,
ramos, caules, flores, frutos, raizes ou casca,
mas geralmente estdo armazenados em células
secretoras, cavidades, canais, tricomas glandulares
ou células epidérmicas. Estas plantas em geral
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sao conhecidas por seus efeitos antioxidantes,
bem como por suas propriedades antissépticas,
medicinais e pela fragrancia, sendo muitas
vezes usadas na preservagio de alimentos e
como analgésicos, sedativos, antinflamatorios,
anestésicos locais e espasmoliticos'.

Existem varios métodos para avaliar a
atividade antibacteriana e antifungica dos extratos
vegetais. Os mais conhecidos incluem método
de difusdao em dgar, método de macrodiluigio e
método de microdilui¢ao.

O trabalho visou avaliar a eficacia da

atividade antibacteriana dos o¢leos essenciais
de canela (Cinnamomum  cassia), orégano
(Origanum  vulgare), citronela  (Cymbopogon

nardus) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e
os compostos isolados citral e carvacrol, sobre
bactérias patogénicas (P aeruginosa e S. aureus
ATCC 25923) por meio da determinagdo da
Concentragdo  Inibitéria Minima (CIM) e
Concentragio Bactericida Minima (CBM) e
verificar, dentre os compostos testados, aqueles
que apresentam maior potencial de uso como
antimicrobiano.

A pesquisa desenvolvida foi dispensada da
submissio ao Comité de Ftica por nio envolver,
de forma direta, pesquisas em seres humanos ou
animais.

Micro-organismos, manuten¢do e preparacao
do in6culo

Os  micro-organismos  utilizados  neste
estudo foram S. aureus ATCC 25923, cedido pelo
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Universidade Federal de Lavras e P aeruginosa
isolada de aspirado traqueal, pertencente a
colecao de culturas do laboratério de um hospital
do Sul Fluminense — R]J, gentilmente cedida para a
realizacdo do estudo.

As culturas estoque foram mantidas em
meio de congelamento (glicerol: 15 mL; peptona
bacterioldgica: 0,5 g; extrato de levedura: 0,3 g; NaCl:
0,5 g e 4gua destilada: 100 mL) a -18 °C.

Para a reativagdo das cepas, foram inoculados
10 pL da cultura estoque em tubos contendo 3 mL

de caldo TSB (Caldo Tripticaseina de Soja) e
incubados a 37 °C por 24 h. Apés periodo de
incubagdo, procedeu-se o crescimento em TSA
(Agar Tripticaseina de Soja). As suspensdes
bacterianas foram padronizadas para conter
107 UFC/mL, por meio da escala de MacFarland.

Oleos essenciais e compostos isolados

Os Oleos essenciais de cravo-da-india
(S. aromaticum), canela (C. cassia) e orégano
(O. vulgare) foram adquiridos de FERQUIMA®
Indtstria e Comércio Ltda. O oleo essencial de
citronela (C. nardus) foi extraido de acordo com
a metodologia descrita por Guimarades et al”’
e caracterizado por cromatografia em fase gasosa
no Laboratério de Fitoquimica do Departamento
de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.
Os compostos fenolicos citral e carvacrol foram
adquiridos de Sigma-Aldrich®. Os componentes
majoritarios dos odleos essenciais, conforme
especificado pelo fornecedor, foram: a) para o dleo
de cravo-da-india: eugenol (84 %), beta-cariofileno
(6 %), acetato de eugenila (8 %); b) para o 6leo
essencial de canela: aldeido cindmico (81 %),
cumarina (3 %), benzaldeido (3 %), dlcool cinAmico
(3 %), estireno (3 %); c) para o Oleo essencial
de orégano: carvacrol (71 %), y-terpineno (4,5 %),
[-cariofileno (4 %), p-cimeno (3,5 %), timol (3 %).
O o¢leo essencial de citronela, apos quantificagdo
e caracterizagdo de seus componentes, apresentou
0s seguintes compostos majoritarios: geraniol
(33,7 %), citronelal (23,2 %), B-citronelol (14,2 %),
elemol (3,6 %) e P-elemeno (3,6 %). A diluicdo
dos dleos essenciais e compostos majoritarios
foi realizada na propor¢do 10 pl para 990 pl de
TSB para S. aureus e na propor¢do de 50 pl para
950 pl de TSB para P, aeruginosa. Em cada diluigdo
foi acrescida o emulsificante Tween 80 (0,5 %)8.

Determinacao das Concentragdes Inibitoria
Minima (CIM) e Bactericida Minima (CBM)

O experimento foi conduzido em triplicata
e realizado no Laboratério de Microbiologia e
no Laboratério de Andlises Clinicas do Centro
Universitario de Barra Mansa.

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a
Concentragao Bactericida Minima (CBM) dos 6leos
essenciais de canela, citronela, cravo-da-india,
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orégano e compostos fenolicos citral e carvacrol
foi determinada pela técnica de microdiluigdio em
caldo realizada em microplacas de 96 cavidades,
utilizando caldo TSB + 0,5 % de Tween 80, de acordo
com o NCCLS (M7-A6)%. As concentragdes finais
(em %) dos Oleos essenciais de canela, citronela,
cravo-da-india, orégano e composto fendlico
citral para verificagdo da atividade antimicrobiana
sobre S. aureus ATCC 25923 foram: 0,008; 0,01;
0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,50; 1,00. As concentragoes
finais (em %) dos Oleos essenciais de canela,
citronela, cravo-da-india, orégano e compostos
fenolicos citral e carvacrol para verificagio da
atividade antimicrobiana sobre P aeruginosa
foram: 0,03; 0,07; 0,15; 0,31; 0,62; 1,25; 2,50; 5,00.
Foram inoculados 10 pL de suspensdo bacteriana,
padronizada em 107 UFC/mL, nas cavidades das
microplacas, que foram tampadas e incubadas a
37 °C por 24 h, com posterior leitura visual para
determinac¢do da CIM, que correspondeu a menor
concentragdo dos compostos que resultou em
inibicdo completa do crescimento bacteriano, em
comparagdo ao controle. Para a determina¢ao da
CBM, cada uma das suspensdes da microplaca
preparada para a determinagao da CIM foi semeada
em placas contendo TSA, incubadas a 37 °C por
24 h. Em todos os ensaios foram utilizados um
controle negativo, caldo TSB acrescido de 0,5 % de
Tween 80 e odleo essencial ou seus compostos
isolados, e um controle positivo, caldo TSB
acrescido de Tween 80 e indculo bacteriano.

Determinacao da redugio logaritmica

Foi determinada a redugio logaritmica
obtida apds tratamento com as solugdes
antimicrobianas, de acordo com Sharma e Anand®,
para cada tratamento empregado, por meio
da seguinte equagdo Log N - Log n, em que N
¢ a concentracdo inicial do indéculo bacteriano
(neste estudo, 107 UFC/mL) e n é a contagem de

células apds tratamento com os compostos
antimicrobianos.

Os resultados obtidos para atividade
antimicrobiana  dos  dleos  essenciais  de

cravo-da-india, canela, orégano, citronela e
dos compostos isolados citral e carvacrol,
expressos como CIM e CBM, estdo dispostos na
Tabela e os valores de reducao logaritmica obtidos
para S. aureus e P. aeruginosa estio expressos na
Figura.

Os dados apresentados indicam que tanto
S. aureus quanto P aeruginosa apresentaram
susceptibilidade a maior parte dos dleos essenciais
e compostos isolados testados, sendo que
organismos Gram-negativos sio menos susceptiveis
a acdo de antibacterianos por apresentarem
uma membrana externa envolvendo a parede
celular’ que restringe a difusdo de compostos
hidrofébicos  através de  sua  cobertura
lipopolissacaridica®.

Tabela. Valores de CIM e CBM ap6s a exposigao de células de S. aureus ATCC 25923 e P. aeruginosa isolada de aspirado traqueal
a diferentes concentragdes de 6leos essenciais e compostos citral e carvacrol

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Pseudomonas aeruginosa

Compostos CIM (%) CBM (%) CIM (%) CBM (%)
OE de canela 1 NO 0,15 0,31
OE de orégano 0,5 1 5 NO
OE de citronela 0,06 0,12 2,5 2,5
OE de cravo-da-india (-) (-) (-) (-)
Citral 0,03 0,06 (-) (-)
Carvacrol NT NT 1,25 1,25

*Nota: CIM = Concentra¢io Inibitéria Minima; CBM = Concentracdo Bactericida Minima; NO = néo observado; ( - ) = auséncia de atividade

antimicrobiana; NT= ndo testado
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Nota: CTR: controle positivo; CAN: canela; ORE: orégano; CTO: citronela; CRA: cravo-da-india; CTA: citral; CAR: carvacrol; NO: ndo observado;
CIM: concentra¢do inibitéria minima; CBM: concentracdo bactericida minima.

Figura. Redugdo logaritmica observada apds exposi¢do a diferentes concentragdes de 6leos essenciais e compostos frente a (A) S.
aureus ATCC 25923 e (B) P. aeruginosa isolada de aspirado traqueal

Entre os O6leos essenciais avaliados, o de
cravo-da-india foi o tUnico que ndo promoveu
inibigdo no crescimento microbiano em nenhuma
concentragdo avaliada, ao contrario do que foi
observado por Abdullah et al*?, que ao testarem
o Oleo essencial de cravo-da-india frente a
seis diferentes micro-organismos por meio do
método de difusdo em dgar, verificaram atividade
antimicrobiana para todos os micro-organismos
avaliados em concentragdes a partir de 0,625 %
e de 1,25 % para S. aureus e para P. aeruginosa,
respectivamente - e por Ates e Erdogrul®, que
verificaram que o Oleo essencial de cravo-da-
india promoveu inibicdo de uma gama de
micro-organismos através do método de difusdo
em placa.

Para o Odleo essencial de orégano, a CIM
verificada foi de 0,50 % para S. aureus, em
conformidade com estudos anteriores que
evidenciaram valores aproximados de CIM
para este oleo essencial entre 0,25 % e 1,00 %**;
para P aeruginosa, o Oleo essencial de orégano

apresentou valor de CIM de 5 % e assim
como Becerril et al¥, que encontraram
resultados  inibitérios deste  6leo  essencial

contra P. aeruginosa, indica que este dleo essencial
¢ um agente antimicrobiano eficiente mesmo em
baixas concentragoes.

O dleo essencial de canela apresentou CIM
de 1 % e 0,15 % frente S. aureus e P. aeruginosa,
respectivamente. Chaudhry e Tarig® testaram
a atividade antimicrobiana de C. cassia contra
178 cepas de 12 géneros bacterianos isolados de
cavidade oral e evidenciaram efeitos inibitorios e
bactericidas, ressaltando ainda que sua atividade
antimicrobiana é devida ao composto majoritario
cinamaldeido, além de componentes como eugenol,
acido cindmico, diterpenos e proantocianidinas.

O citral, um dos principais componentes do
6leo essencial de citronela, apresentou efeito
inibitorio e bactericida somente para S. aureus, nas
concentragoes 0,03 e 0,06 % respectivamente,
enquanto que o Oleo essencial de citronela
apresentou os mesmos efeitos em concentragdes
duas vezes maiores, 0,06 e 0,12 %, respectivamente.
Além do citral, outros compostos siao encontrados
no Oleo essencial de citronela, como linalol,
citronelal, citronelol, cis-citral, geraniol, trans-citral,
acetato de geranila e B-cariofileno”, sendo que o
efeito antibacteriano do dleo essencial pode estar
relacionado as altas quantidades de citronelal e
limoneno®. Diferentemente do composto citral, o
6leo essencial de citronela apresentou atividade
antimicrobiana contra P. aeruginosa, com CIM e
CBM de 2,5 %; estes resultados evidenciam que
outros compostos sdo responsaveis pela acgdo
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antimicrobiana com possivel sinergismo, uma
interagdo positiva em que dois ou mais agentes
em combinagio exercem efeito inibitério maior
que cada agente isolado’’. Seixas et al** testaram
o Oleo essencial de citronela sobre Fusarium
subglutinans e constataram que o Odleo essencial
mostrou maior atividade em relagdo aos principais
compostos isoladamente, ou seja, os compostos
da citronela atuaram de forma conjunta
proporcionando maior efeito antimicrobiano
devido a atividade sinergética entre os compostos.
Vérios outros estudos apontam a atividade
antimicrobiana do dleo essencial de citronela e do
citral contra S. aureus e P. aeruginosa®*>*.

O composto carvacrol foi testado somente
frente a P aeruginosa, sendo que a concentragio
de 1,25 % foi considerada tanto inibitéria quanto
bactericida.

Quanto ao potencial para reduzir cargas
microbianas presentes, a Figura evidencia que
as concentragdes bactericidas dos compostos
citral e carvacrol para S. aureus e P. aeruginosa
respectivamente, promoveram reducdo logaritmica
comparavel ao controle - 7,46 Log UFC/mL para
S. aureus e 7,29 Log UFC/mL para P. aeruginosa.

Para os oOleos essenciais, as concentracdes
bactericidas apresentaram redugdo logaritmica
comparavel ao controle, com exce¢do do OE de
canela para S. aureus e do OE de orégano para
P aeruginosa, para os quais ndo foi observado
o efeito bactericida, somente o efeito inibitério
que permitiram reducdo de 4,1 Log UFC/mL e
3,4 Log UFC/mL, respectivamente.

Para S. aureus, as concentragdes inibitorias
dos oleos essenciais de canela, citronela e
orégano promoveram reducdes logaritmicas de
4,1LogUFC/mL,4,2LogUFC/mLe4,7 Log UFC/mL,
respectivamente. Considerando que a presenga
de enterotoxinas estafilococicas esta associada
a presenca de 10° a 10° UFC de S. aureus por
grama de alimento® e que a redugdo da populagao
microbiana pode prevenir intoxicagdes de origem
bacteriana no homem e, consequentemente a
ocorréncia de surtos de doengas transmitidas
por alimentos™, a utilizacdo de Odleos essenciais
ou compostos majoritarios, como apresentado
neste estudo, pode ser uma alternativa importante
para prevencao da presenca de enterotoxinas.

6/8

O estudo permitiu constatar a eficicia dos
6leos essenciais de canela, orégano, citronela e
dos compostos citral e carvacrol no controle de
micro-organismos patogénicos de origens clinica
e alimentar e verificar aqueles que apresentaram
maior potencial antimicrobiano, como o o6leo
essencial de citronela e o composto citral frente
a S. aureus e o Oleo essencial de canela frente a
P. aeruginosa.
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RESUMO

A expansido geogrifica e o crescente aumento dos casos de leishmaniose visceral na regido
noroeste do estado de Sdo Paulo despertaram o interesse em desenvolver estudo para identificar
a fauna flebotominica e avaliar sua infec¢do natural por Leishmania infantum nos municipios de
Fernandopolis, Santa Fé do Sul e Votuporanga. Foram realizados inquéritos entomoldgicos com a
utilizagdo de armadilhas luminosas do tipo CDC, instaladas em diferentes ecotopos peridomiciliares,
durante o periodo de agosto de 2013 a novembro de 2014. A detec¢io de DNA de L. infantum em
flebotomineos foi realizada por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram coletados
507 flebotomineos, sendo 116 fémeas (22,9 %) e 391 machos (77,1 %), representados por sete espécies,
com predominio de Lutzomyia longipalpis, com 461 exemplares (90,9 %). As analises moleculares
revelaram DNA de L. infantum em um exemplar de L. longipalpis capturado em Fernanddpolis. Estes
resultados confirmam a presenca desta espécie nos municipios pesquisados. E o encontro de pelo
menos um exemplar, naturalmente infectado, em Fernandépolis evidencia a necessidade de realizar
acoes de controle direcionadas aos vetores neste municipio, com o intuito de conter sua dispersio e
prevenir a ocorréncia de casos humanos de leishmaniose visceral.

Palavras-chave. leishmaniose visceral, Lutzomyia longipalpis, Leishmania.

ABSTRACT

The geographical expansion and the increase of visceral leishmaniasis cases in northwest region of
the Séo Paulo state aroused the interest of conducting a study to identify the phlebotomine sandflies
fauna, and to evaluate the rate of natural infection by Leishmania infantum in Fernandépolis, Santa
Fé do Sul and Votuporanga. Entomological surveys were conducted using the CDC miniature light
traps, installed in different types of peridomestic ecotopes, during the period from August 2013 to
November 2014. The L. infantum DNA detection in phlebotomine sandflies was performed by means
of conventional Polymerase Chain Reaction (PCR). Five hundred seven phlebotomine sandflies
specimens were collected, being 116 females (22.9 %) and 391 males (77.1 %), which were represented
by seven species, prevailing Lutzomyia longipalpis, with 461 specimens (90.9 %). Molecular analysis
revealed DNA of L. infantum in one specimen of L. longipalpis from Fernanddpolis. These findings
confirm the occurrence of this species in all of the surveyed municipalities. And the existence of
at least one specimen, naturally infected in Fernanddpolis, highlights the need for performing the
further control measures directed to the vectors in this municipality, for restraining their spread and
to prevent the occurrence of human cases of visceral leishmaniasis.

Keywords. visceral leishmaniasis, Lutzomyia longipalpis, Leishmania.
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A leishmaniose visceral (LV) é a forma
mais grave de um complexo de doengas humanas
e animais denominadas leishmanioses, sendo
endémica, em 70 paises e estd amplamente
distribuida em regides tropicais e subtropicais'.
Seu grande impacto na saude publica ocorre
devido as altas taxas de letalidade e morbidade,
bem como a sua endemicidade em populagdes de
baixa renda de diversos paises, tornando-a, assim
uma das doengas mais negligenciadas em todo o
mundo®.

No estado de Sdao Paulo, a doenca foi
notificada, pela primeira vez, em 1999, no municipio
de Aragatuba e, desde entido, expandiu-se pelo
estado, primeiramente nos municipios adjacentes
a Aragatuba e, subsequentemente naqueles que
estabeleceram um fluxo migratério com os
municipios endémicos da regido do extremo oeste
paulista®>.

Com a identificagdo de foco de leishmaniose
visceral na mesorregido de Sdo José do Rio Preto,
confirmada em 2009, primeiramente, no municipio
de Jales e, posteriormente, expandindo-se aos
municipiosde Urdnia, Santa Fé do Sule Votuporanga,
estudos vém sendo desenvolvidos na regido com
o intuito de explicar o quadro epidemiologico da
doenga®’. Assim, este estudo tem como objetivo
realizar um levantamento da fauna flebotominica
e avaliar a taxa de infeccdo natural dos mesmos
por Leishmania infantum nos municipios de
Fernandoépolis, Santa Fé do Sul e Votuporanga.

Area de estudo

As coletas entomoldgicas foram realizadas
nos municipios de Fernandépolis, Santa Fé do
Sul e Votuporanga, todos da mesorregido de Sao
José do Rio Preto (Figura). Esta mesorregiao
tem como linhas demarcatdrias os rios Parana

Mesorregiao de Sao José do Rio Preto
- Municipio de Santa Fé do Sul
- Municipio de Fernandopolis
- Municipio de Votuporanga

Figura. Mapa do estado de Sdo Paulo, destacando a mesorregido de Sdo José do Rio Preto e os municipios de Santa Fé do Sul,

Fernandépolis e Votuporanga
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e Grande, e, em sua composi¢ao fisica, apresenta
um relevo pouco acidentado, localizada no Planalto
Ocidental da Bacia Sedimentar do rio Parana, sobre
as formag¢oes Adamantina e Santo Anastacio, ambas
as unidades do Grupo Bauru®. De acordo com o
Sistema de Informagdo Ambiental do Programa
Biota/Fapesp — SinBiota’, a vegeta¢do da regido ¢
constituida por fragmentos de Floresta Estacional
Semidecidual (Mata Atlantica) em contato com
agrupamentos de Savana (Cerrado). Segundo a
classificagao de Koppen, a regido é caracterizada,
predominantemente, pelo clima tropical chuvoso
com inverno seco (Aw), cuja temperatura média
no més mais frio é superior a 18 °C. Apresenta
também precipitagdes superiores a 750 mm anuais,
podendo chegar a 1800 mm*™.

Coleta e identificagao dos flebotomineos

As coletas foram realizadas de forma
ndo sistematizada, durante o periodo de agosto
de 2013 a novembro de 2014 (Tabela 1),
utilizando armadilhas de isca luminosa do
tipo CDC instaladas em distintos eco6topos
peridomiciliares (galinheiros, pocilgas, currais,
canis e areas de mata) em 49 pontos de coleta:
sendo 4 em Fernanddpolis, 6 em Santa Fé do Sul
e 39 em Votuporanga. As armadilhas foram
posicionadas a uma altura de, aproximadamente,
um metro do solo, sendo estas ligadas pouco
tempo antes do crepusculo vespertino e desligadas
e/ou retiradas apos o crepusculo matutino,
permanecendo, assim, funcionando durante todo
o periodo noturno ininterruptamente.

Os flebotomineos machos foram examinados
conforme descrito por Forattini'’, em relagao

as fémeas, somente a cabeca e os trés ultimos
segmentos foram montados em ldmina e laminula,
e o restante do corpo foi encaminhado para analise
molecular. A identificacdo e a nomenclatura
taxonomica foram realizadas de acordo com
Galati'.
Diagnostico molecular da
flebotomineos

As fémeas foram agrupadas em pools
(1-6 espécimes) de acordo com a espécie,
data e local da coleta. O DNA foi extraido por
meio do kit DNeasy” Blood & Tissue (Qiagen),
seguindo o protocolo do fabricante com algumas
modificagoes. Estas incluiram, inicialmente, duas
incubagdes com proteinase K e Buffer ATL, sendo
a primeira com duragdo de uma hora a 56 °C,
seguida por outra a 70 °C por 10 minutos. Outra
incubag¢ao por 10 minutos a 56 °C também foi
realizada, quando se adicionou o Buffer AL.

O DNA extraido foi amplificado,
primeiramente, usando os seguintes iniciadores
para amplificacio do gene ITS1 de Leishmania®:
LITSR (5 CTGGATCATTTTCCGATG 3’) e
L1585 (5 TGATACCACTTATCGCACTT 3),
que amplificam um fragmento de 300-350
pares de base't. A mistura de reagio (12 pL)
foi preparada contendo a concentragdo final de
0,2 uM de cada iniciador; 1,6 mM de MgCl;
0,2 mM dNTP (Invitro§en®); 1 U de Tag DNA
Polimerase (Invitrogen ), tampao da enzima
e 1 uL de DNA da amostra. A amplificacdo do
DNA foi realizada em termociclador automatico
Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems®),
utilizando o seguinte ciclo: desnaturagdo inicial

infec¢ao  dos

Tabela 1. Frequéncia mensal das coletas de flebotomineos realizadas nos municipios pesquisados, entre o periodo de agosto de

2013 a novembro de 2014
Numero de coletas entomoldgicas
Ano 2013 2014
Més Total
Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov ®
Municipio
Fernandodpolis - - - - - - 1 1 2 - - 4
Santa Fé do Sul - - - - - - 1 - = 2
Votuporanga 4 2 - 2 6 5 4 - 1 2 7 2 38
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a 95 °C durante 2 minutos, seguido por 35 ciclos
de 95 °C durante 20 segundos (desnaturagio),
53 °C durante 30 segundos (anelamento) e
72 °C durante 60 segundos (extensdo), e
com uma extensdo final de 72 °C por 6 minutos.
Para cada bateria de amostra submetida a
amplificagdo, foi utilizado um controle negativo
(agua livre de nucleasse) e um controle positivo
(DNA extraido de cultura de Leishmania braziliensis
MHOM/BR/1975/M2903).

Em sequéncia, as amostras positivas
na primeira rea¢do foram submetidas a PCR
espécie-especifica, dirigida a um fragmento
de minicirculo de kDNA de L. infantum.
Os iniciadores usados foram Lch14
(5 CGCACGTTATATCTACAGGTTGAG 3’) e
Lch15 (5 TGTTTGGGATTGAGGTAATAGTGA
3’) que amplificam um fragmento de 167 pares
de base®. A mistura de reagio (12 pL) foi
preparada contendo a concentragio final de
0,2 uM de cada iniciador; 1,6 mM de MgCl ; 0,2 mM
dNTP (Invitrogen®); 1 U de Taqg DNA Polimerase
(Invitrogen®), tampio da enzima e 1 uL de DNA
da amostra. As condig¢oes térmicas foram aplicadas
como descrito por Lachaud et al's. A cada conjunto
de reagoes foi utilizado um controle negativo
(agua livre de nuclease) e dois controles positivos
(DNAs extraidos de culturas de L. infantum MHOM/
BR/2002/LPC-RPV e L. infantum).

Os produtos amplificados foram analisados
por eletroforese em gel de agarose a 1 % corado
com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®),
e visualizados pelo Software GeneTools (Syngene)
usando o transluminador DigiGenius (Syngene).

Analises estatisticas

Os dados foram organizados em planilhas
e as andlises descritivas foram registradas no
programa Microsoft Excel® (Office 2010). A taxa
minima de infec¢do foi estimada como descrito
por Paivaetal”. Também foi calculado o risco relativo
de um flebotomineo fémea infectar um ser humano
com L. infantum, através do Indice Estimado do
Risco de Exposi¢do (IERE), de forma simplificada,
conforme descrito por Orshan et al'®, que consiste
na multiplicagido do percentual de fémeas infectadas
(ntimero de pools positivos dividido pelo numero
total de fémeas analisadas) pelo nimero de espécimes
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do sexo feminino coletados nas capturas relevantes.

Intervalos de confianga para as proporgdes
estimadas foram calculados seguindo-se a
distribuigdo binomial. Analises foram conduzidas
no software R.

No total foram coletados 507 flebotomineos,
representados por 391 (77,1 %; IC95 %: 73,2 - 80,7)
machos e 116 (22,9 %; IC95 %: 19,3 — 26,8) fémeas.
No municipio de Fernandépolis foram coletados
55 flebotomineos, dos quais 7 (12,7 %; IC95 %:
5,3 — 24,5) eram fémeas; em Santa Fé do Sul foram
coletados 70 flebotomineos, sendo 7 (10 %; IC95 %:
4,1 - 19,5) fémeas em apenas dois dos seis pontos
de coleta instalados; e, em Votuporanga foram
coletados 382 flebotomineos, sendo 102 (26,7 %;
IC95 %: 22,3 — 31,4) fémeas em 38 dos 39 pontos
de coleta onde foram colocadas armadilhas
luminosas.

Na Tabela 2, verifica-se que foram coletadas
7 espécies de flebotomineos, representadas por
Brumptomyia  avellari, Brumptomyia  cunhai,
Evandromyia lenti, Evandromyia sallesi, Lutzomyia
longipalpis, ~ Migonemyia  migonei, Nyssomyia
whitmani. Nos municipios de Fernandopolis,
Santa Fé do Sul e Votuporanga, a espécie
predominante foi L. longipalpis com 92,8 %;
95,8 % e 89,9 %, respectivamente.

A PCR foi realizada em 116 fémeas de
flebotomineos agrupadas em 53 pools, sendo
1 pool de E. lenti e 4 de L. longipalpis oriundos
de Fernandopolis; 4 pools de L. longipalpis de
Santa Fé do Sul; e, 3 pools de B. avellari, 5 de E. lenti
e 37 de L. longipalpis provenientes de Votuporanga.
Destes, somente um exemplar de L. longipalpis,
proveniente de Fernandépolis, coletado em
galinheiro, amplificou tanto na PCR género-
especifico para Leishmania quanto na PCR espécie-
especifico para L. infantum.

De modo geral, considerando que um pool
de flebotomineo apresentou positividade da PCR,
foi possivel deduzir uma taxa de infec¢ao de 0,86%
(1/116 fémeas; IC95 % 0,0 — 4,7 %). No entanto,
ao avaliarmos esta taxa por municipio pesquisado,
o municipio de Fernanddpolis apresentou uma
taxa minima de infec¢do de 16,5 % (1/6 fémeas;
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Tabela 2. Total de flebotomineos coletados nos municipios de Fernanddpolis, Santa Fé do Sul e Votuporanga

Fernandopolis Santa Fé do Sul Votuporanga
Espécie
M F T % IC%% M F T % IC%5% M F T %  IC95%
B. avellari o 0 0 0 - o 0 0 0 - 12 6 18 47  33-65
B. cunhai 0o 0 0 0 - 1 0 1 14 02-51 0 0 0 0 -
E. lenti 1 1 2 36 10-90 2 0 2 28 08-72 11 6 17 44 31-62
E. sallesi 0 0 0 0 . 0 0 0 0 - 30 3 08 03-17
L. longipalpis 45 6 51 928 862-968 60 7 67 958 91,0-984 253 90 343 898 874-918
M. migonei 0 0 0 0 - 0 0 0 0 - 1 0 1 03 00-09
N.whitmani 2 0 2 36 10-90 0 0 0 0 - o 0 0 0 -
Total 48 7 55 100 - 63 7 70 100 - 280 102 382 100 -
M: macho, F: fémea, T: total
IC95 % 0,4 — 64,1 %). A probabilidade ou risco  etiolégico da leishmaniose tegumentar no
de uma espécie de flebotomineo infectar um  estado de Sdo Paulo?, foram coletadas em

ser humano com L. infantum foi estimada em
14,3 % no municipio de Fernandépolis.

Todas as espécies coletadas nas areas de
estudo ja haviam sido registradas anteriormente
no estado de Sao Paulo'>".

Das 7 espécies coletadas, L. longipalpis,
a principal vetora de L. infantum, foi a
espécie predominante, representando 90,9 % dos
exemplares coletados. Esta espécie é altamente

antropofilica e de grande adaptabilidade
aos ambientes antropicos. Além disso, o
comportamento  eclético apresentado  por
L. longipalpis  concomitantemente com a
presenca de animais domésticos e sinantrdpicos
favorecem a aproxima¢do e a manutengdo
destes insetos no ambiente peridomiciliar®.

Esta caracteristica comportamental foi evidenciada
nos trés municipios pesquisados, uma vez que
todos os exemplares foram coletados em abrigos
de animais domésticos circundados ou néo
por arvores frutiferas proximas as habitagdes
humanas.

Apesar de terem sido coletadas em pequeno
nimero, duas outras espécies de importancia
epidemiolégica, por serem incriminadas na
transmissdo de L. braziliensis, principal agente

Fernandoépolis e Votuporanga, sao elas: M. migonei
e N. whitmani, respectivamente.

E. lenti foi a segunda espécie predominante,
representando 4 % das espécies coletadas,
e presente nos trés municipios estudados.
Apesar da baixa proporcdo, esta espécie merece
destaque, pois ja foi encontrada naturalmente
infectada por L. braziliensis, em Minas Gerais
e Mato Grosso do Sul, e L. infantum, em Minas
Gerais**®. Esta espécie é comumente encontrada
em tocas de animais silvestres, anexos domésticos
e, até mesmo, em paredes externas e internas de
domicilios*®*. Neste estudo, E. lenti foi coletada
associada aos anexos de animais domésticos
nos municipios de Fernandodpolis (galinheiro)
e Santa Fé do Sul (pocilga); ja em Votuporanga,
foi capturada somente em um ponto de coleta
caracterizado por apresentar uma residéncia
muito préximo a area de mata.

Embora pouco expressiva, também merece
destaque a espécie E. sallesi, que ja foi encontrada
naturalmente infectada por L. infantum em
Lassance, MG, podendo estar envolvida em
ciclos silvestres e/ou rurais de transmissao de LV
nesta regiao®. Os espécimes desta espécie foram
coletados nas proximidades de uma residéncia
inserida em uma trilha ecoldgica, constituida de
vegetacdo primdria, localizada em drea urbana
do municipio de Votuporanga.
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O género Brumptomyia, que apresenta
preferéncia alimentar por dasipodideos (tatus),
e, desta forma, encontra-se comumente associada
aeles®, foi representada por duas espécies: B. avellari
e B. cunhai nos municipios de Votuporanga e
Santa Fé do Sul, respectivamente. Estas espécies
foram coletadas em armadilhas instaladas em
abrigos de animais domésticos (pocilgas) adjuntos
as areas de mata, os quais, possivelmente,
apresentam tocas de dasipodideos em suas
proximidades.

Com relagdo ao sexo, verificou-se
predominancia de machos em todos os municipios
pesquisados, foram coletados 391 (77,1 %)
exemplares machos e 116 (22,9 %) fémeas.
Estes dados corroboram aos encontrados por
outros estudos, nos quais, na maioria das coletas,
observa-se um numero maior de machos que
fémeas®?. Algumas hipdteses tém sido levantadas
para explicar este padrdao. Uma delas leva em
consideracdo a emergéncia tardia das fémeas
em relagdo aos machos®®. A outra leva em
consideracgdo a libera¢ao de mediadores quimicos,
tais como cairomoOnios e feromonios, pelos
hospedeiros vertebrados e flebotomineos. Estudos
realizados por Kelly e Dye* sobre a dinamica
de agregacao de L. longipalpis mostram que o0s
machos, atraidos por cairomdnios liberados
por galinaceos, liberam feromonios e formam
aglomerados com o intuito de atrair as fémeas
ao local do repasto sanguineo, garantindo, assim,
a copula.

Neste estudo foi possivel detectar a infecgdo
de uma fémea de L. longipalpis por L. infantum
pela primeira vez no municipio de Fernanddpolis,
apresentando uma taxa de infec¢do natural do
municipio em 16,5 %. Dados similares foram
relatados por Saraiva®, em Belo Horizonte, MG,
onde uma taxa de infeccdo de 19 % foi observada
em L. longipalpis por L. infantum. Entretanto,
este achado deve ser analisado com cautela,
pois, em ambos os estudos, foram avaliados
um numero reduzido de insetos coletados nas
localidades pesquisadas.

Dentre as varidveis utilizadas para a
avaliacao dos fatores de risco para leishmaniose
visceral, considerando os dados entomoldgicos,
um dos parametros valorizados é o da exposi¢do
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humana a picada dos flebotomineos infectados'®*.
Nesse estudo, foi estimado um IERE de 14,3 %
no municipio de Fernandépolis, considerado
superestimado em razdo da alta taxa de infeccdo
obtida no municipio, decorrente do reduzido
nimero de coletas entomologicas realizadas.

Em resumo, este estudo contribuiu para o
conhecimento da fauna flebotominica na regiao
noroeste do estado de Sao Paulo, no entanto,
estudos mais sistematizados sao necessarios
para uma melhor caracterizagdio da fauna de
flebotomineos nas regides pesquisadas. Além disso,
foi adicionalmente demonstrada a deteccdo de
DNA de L. infantum em L. longipalpis,
confirmando a sua capacidade e competéncia
vetorial, e, demonstrando que a infec¢do circula
em flebotomineos encontrados no ambiente
peridomiciliar. Por fim, esses achados evidenciam
que as medidas de vigilancia e controle precisam
ser urgentemente estabelecidas nos municipios
com o intuito de evitar a dispersio dos casos
de leishmaniose visceral.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (Processo 134438/2013/2).
Aos médicos veterinarios Mileno Castro Tonissi,
Fabiana Sisto Sandrin Giacometi e Elcio Sanchez
Esteves Junior, das Prefeituras de Fernanddpolis,
Santa Fé do Sul e Votuporanga, respectivamente,
bem como de toda a equipe dos CCZs pela
colaboracdo nas coletas de flebotomineos.
E a equipe de campo do IAL, José Eduardo R.
Barbosa, Roberto M. Hiramoto, Edson B. dos
Anjos, Juliana M. Guerrae Natdlia C. C. A. Fernandes
no auxilio das coletadas entomoldgicas.

Financiamento: PPSUS-FAPESP 12/51267-4 e
SVS-MS Chamamento de Pesquisa 20/2013.
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O objetivo foi descrever as caracteristicas soroepidemioldgicas da leishmaniose visceral
(LV) no DRS XV, regiao de Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, 2008 e 2012. Foram
analisados dados secundarios dos casos humanos, presenca de vetores e resultados dos
inquéritos soroldgicos caninos. Foram notificados 251 casos suspeitos de LV humana (LVH),
dos quais, 99 (39,4 %) confirmados, sendo 68 (68,7 %) autoctones da regiao do DRS XV.
Houve predominio pelo sexo masculino, a faixa etaria mais acometida foi para menores
de 10 anos e maiores de 51 anos de idade. A taxa de letalidade foi de 16,2 %, superior a
média para o estado, estimada em 8,3 %. A relacdo entre nimero de casos confirmados e
obitos, disponiveis no SINAN/NET nos niveis municipal, estadual e nacional divergem
quanto aos numeros de casos, foram 61 no SINAN nacional com 10 6ébitos, enquanto que
pelo SINAN estadual 68 com 11 6bitos. Em relagdo a LV canina (LVC) foram coletadas
45.343 amostras de sangue de cdes. Foram utilizados quatro diferentes algoritmos, 12.871
(28,4 %) examinadas apenas pela RIFI; 632 (1,4 %), pelo ELISA e RIFI, ambos os grupos
a partir de eluato de sangue coletado em papel de filtro; 22.387 (49,4 %) por ELISA e
RIFI e 9.453 (20,8 %) pelo TR-DPP e ELISA, estes dois grupos examinados com soro
sanguineo. Dos 25 municipios incluidos no estudo, 12 realizaram inquérito amostral,
oito (8) inquérito censitario, dois (2) com, pelo menos, um inquérito amostral e outro
censitario ¢ em cinco (5) municipios nao houve registro de realizacdo de qualquer tipo
de inquérito. As maiores taxas de positividade nos inquéritos censitarios foram observadas
em Urénia 25,4 %, Votuporanga 20,1 % e Palmeira D’Oeste 19,0 %. A maioria dos
municipios ndo realizou os inquéritos censitarios e/ou amostrais, como preconizado pelo
Programa Vigilancia e Controle da LV (PVCLYV). A principal via de acesso a regido rodovia
Euclides da Cunha percorre o territorio de 14 municipios que apresentaram transmissao
ou presenga de vetor. A interligacdo entre as ferrovias Ferroban e Ferronorte aponta possivel
rota de disseminagdo vinda de Mato Grosso do Sul. Com base nos resultados obtidos ¢é
possivel concluir que a LV esta em crescente expansao geografica naregido. Altas prevaléncias
de LVH e LVC na regido do DRS XV. A maioria dos municipios ndo atende ao programa
de PVCLV. O continuo processo migratorio, a rodovia Euclides da Cunha e a ferrovia
Ferronorte se apresentam como possiveis rotas de expansao da LV.

Palavras-chave. leishmaniose visceral, inquéritos epidemiolégicos, epidemiologia,
diagndstico soroldgico, letalidade.
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RESUMO

O controle das condigdes higienicossanitarias em restaurantes ¢ tarefa ardua, pois a contaminagdo
pode ocorrer em diferentes etapas do preparo dos alimentos. Objetivou-se avaliar as Boas Praticas
de Manipula¢do e a contamina¢io microbioldgica de ambientes e de superficies de preparo
em restaurantes comerciais de Vitoria, ES. A pesquisa foi realizada de fevereiro a maio de 2015,
e na primeira etapa foi feita a avaliacdo de Boas Praticas por meio de lista de verificagdo baseada
na Resolugdo RDC 216/2004. Na segunda etapa foram coletas amostras do ar e de superficies de
preparo e de utensilios. O percentual de adequagdo aos itens avaliados nos restaurantes (n=8)
variou de 39,59 % a 83,61 %. Trés restaurantes apresentaram de 76 a 100 % e quatro de 51 a 75 %
de atendimento aos itens. As contagens médias de mesofilos aerdbios e fungos filamentosos
e leveduras no ar estavam acima de 30 UFC/cm?/semana. Foram observadas contagens elevadas
em superficies de bancadas e utensilios, e em todos os restaurantes havia alguma superficie de
preparo com contagem superior ao limite maximo estipulado pela American Public Health Association.
Medidas de controle devem ser implementadas nos restaurantes para contribuir no fornecimento
de refeigdes seguras aos consumidores.

Palavras-chave. boas praticas, seguranca de alimentos, legislacdo sanitaria, lista de verificagao.

ABSTRACT

Controlling the hygienic and sanitary conditions in restaurants is an arduous task because at
every steps of food production the contamination may occur. This study aimed at evaluating the
Good Handling Practices (GHP) and the microbiological contamination of environment and of
the food preparation surfaces in commercial restaurants in Vitéria, ES. This study was carried
out from February to May 2015, and firstly the GHP was evaluated using a check list based on
the Resolution RDC 216/2004. Secondly, the microbiological samples from air, handling surfaces
and utensils were collected. The percentage of adequacy to the check list for restaurants (n=8)
ranged from 39.59 % to 83.61 %. Three restaurants presented from 76 to 100 % and four from
51 to 75 % as for in the attendance. Aerobic mesophilic bacteria and mold and yeast counting in
the air were >30 CFU/cm?/week. High counts were found in the countertops surfaces and utensils.
In all of analyzed restaurants there were some food preparation surfaces, from which were detected
higher microorganisms counts than that maximum limit stipulated by American Public Health
Association. Control measures should be implemented in restaurants for reducing the risk of food
contamination.

Keywords. good practices, food safety, health legislation, check list.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2017;76:€1722
1/7



Lyra GR, Motta MCM, Sao José JFB. Avaliagao das condigdes higienicossanitarias em restaurantes comerciais de Vitdria, ES. Rev Inst

Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2017;76:e1722.

Servigos de alimentagao sao estabelecimentos
que realizam atividades de preparo de alimentos
que ocorrem fora do domicilio, podendo, porém,
ser consumida em qualquer lugar'?. Os restaurantes
comerciais proporcionam ao consumidor algumas
vantagens, como grande variedade de opgoes,
rapidez de atendimento e precos acessiveis de
forma geral. Porém, alguns pontos sao dados
como importantes, por exemplo, exposicio em
temperaturas adequadas, seguranca dos alimentos
e aplicagdo das Boas Praticas’.

Os consumidores se tornaram conscientes de
seus direitos e também da seguranga dos alimentos
que consomem. Assim, atividades como a produgao,
preparacdo, distribuicdo, armazenamento e
comercializacao de alimentos, exigem cuidados
especiais com o ambiente de trabalho, com
equipamentos e utensilios, com os alimentos
propriamente ditos, com os manipuladores de
alimentos, com as instalagdes sanitdrias e com
o controle de pragas®’.

Doengas de origem alimentar sdo causadas
principalmente pela ingestdo de micro-organismos
viaveis (infec¢do) ou toxinas que estes produzem
(intoxica¢do) em quantidades suficientes para
desenvolver a patologia®*. Para garantir alimentos
mais seguros, tém sido usadas ferramentas como as
Boas Praticas e a Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC)*. Neste contexto, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou
em 2004, a Resolugao RDC 216°, que visa estabelecer
procedimentos de Boas Praticas para servicos de
alimentacado a fim de garantir as condigdes
higiénicossanitarias do alimento preparado.

A avaliagdo das condi¢des microbioldgicas
de setores de preparo de alimentos é fundamental
para a producio de refeicoes com qualidade.
A higienizacao deficiente de equipamentos e
utensilios tem sido responsavel, isoladamente ou
associada a outros fatores, por surtos de doengas
de origem alimentar ou por alteragdes de
alimentos processados®. Outro fator importante é a
contaminac¢ao microbiolégica do ar, caracterizada
por aerossdis que podem conter células vegetativas
de bactérias*’. Diante do exposto, com este
trabalhou objetivou-se avaliar as Boas Praticas de
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Manipulagdo e a qualidade microbioldgica de
ambientes e superficies de preparo em restaurantes
comerciais de Vitoria, ES, no ano de 2015.

Foi realizado um estudo transversal, no
periodo de fevereiro a maio de 2015, em oito
restaurantes comerciais localizados em Vitoéria, ES.
Os restaurantes foram contatados por meio de carta
convite, para apresenta¢ao dos objetivos da pesquisa
e, em seguida, sendo solicitada a permissdo para
visita. Todos os responsaveis pelos estabelecimentos
participantes assinaram um termo de autorizacao
para a realizacdo da pesquisa.

Para definicdo da amostra, considerou-se o
numero total de restaurantes (n=38) cadastrados
no Sindicato de Bares e Restaurantes do Espirito
Santo (SINDIBARES) e localizados em dois bairros
de grande circulagdo de pessoas. Dentre os 38
restaurantes contatados, apenas 8 concordaram em
participar da pesquisa, sendo que apenas trés destes
autorizaram a coleta para analise microbioldgica.
Os motivos apontados pelos responsaveis para
recusa da participa¢ao da pesquisa foram a falta de
interesse, recusa na autorizagdo para entrada no
setor de manipulacdo dos alimentos e/ou falta de
tempo para receber os pesquisadores.

A coleta dos dados ocorreu por meio de
observacdo direta durante as visitas realizadas
por pesquisador treinado. Para a avaliagdo, foi
utilizada uma lista de verifica¢ao baseada na
Resolugdo RDC 216/2004° com 91 itens. Cada
item possuiu trés possibilidades de resposta:
‘Conforme, ‘Nao Conforme e ‘Nio se aplica
Para classificacdo de cada restaurante, foram
utilizados os critérios de pontuagdo estabelecidos
no item D da RDC 275/2002% Grupo 1 (76 a
100 % de atendimento dos itens), Grupo 2 (51 a 75 %
de atendimento dos itens) e Grupo 3 (0 a 50 % de
atendimento dos itens). Esta classificagdo também
foi adotada para cada um dos doze blocos da
lista de verificagdo. Para cada restaurante, foram
obtidos os valores de adequagao geral e os valores
de cada bloco avaliado na lista.

Para a coleta de amostras de ar, foram fixadas
as seguintes areas: setor de pré-preparo de vegetais
e setor de pré-preparo de carnes. As amostras de ar
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foram coletadas antes do inicio das atividades por
meio da técnica de sedimentacdo simples por
15 minutos, em placas de Petri contendo os meios
de cultivo agar padrao para contagem, agar batata
dextrose e agar Maconkey, conforme metodologia
proposta por Evancho et al’. Os resultados das
contagens foram expressos em Unidades Formadoras
de Colonia/cm?/semana (UFC/cm?/semana),
calculados conforme a féormula a seguir:

Particulas viaveis por cm*/semana =
(UFC -10080*)/[(m-1r*) - t] Eq.1

Onde:

r = raio da placa de Petri, em cm;

7 = 3,141516;

t = tempo de exposi¢do das placas de Petri;
e* = minutos por uma semana.*

Quanto a analise das condigdes microbioldgicas
das superficies de preparo (bancada e utensilios),
foi utilizada a técnica de swab adaptada a American
Public Health Association (APHA)’. Em cada
superficie de bancada foram feitas coletas em trés areas
de 50 cm? apds o procedimento de higienizagao
usado na rotina de produgiao do estabelecimento.
Para superficie de tabua de corte e vasilhames foi
realizada uma coleta de uma drea de 25 cm?®. Para as
superficies de utensilios (faca), foi realizada a coleta
sobre toda area que entra em contato com o alimento.

As analises microbiologicas compreenderam
contagem de micro-organismos mesdfilos aerébios
em 4agar padrdo para contagem (Acumedia®), apds a
incubagdo por 24 a 48 h a 37 °C; contagem de fungos
filamentosos e leveduras realizada em 4gar batata
dextrose (Acumedia®) com incubagdo a 25 °C por
5 a 7 dias e contagem de bactérias entéricas Gram
negativas realizada em agar Maconkey (Acumedia®)
sendo as placas incubadas a 37 °C por 48 h. As
amostras foram coletadas em duplicata para cada
grupo microbiano.

Os dados obtidos na avaliacio das condigoes
higiénicossanitarias por meio da lista de verificagdo
foram armazenados em planilhas do Microsoft Excel
e analisados de forma descritiva. Para a analise
dos resultados obtidos da avaliagdo da microbiota
contaminante do ar e em superficies de
preparo dos restaurantes foram consideradas as
recomendac¢des da APHA”.

Caracterizagio e adequagio dos restaurantes
comerciais

Dos oito restaurantes pesquisados, em 75 %
(n=6) o atendimento era do tipo self-service e os
demais (n=2) a La carte. Todos os estabelecimentos
avaliados eram de pequeno porte, e serviam de 120
a 400 refeicoes/dia.

O percentual de adequagdo aos itens avaliados
nos restaurantes variou de 39,59 % a 83,61 %. Do total
de restaurantes avaliados (n=8), trés apresentaram
classificagdo no Grupo 1, quatro no Grupo 2 e um
no Grupo 3. Uma vez que as Boas Prdticas estdo
diretamente relacionadas com a garantia da qualidade
final da preparagdo, é importante que os restaurantes
atendam a legislacdo vigente no intuito de oferecer
alimentos seguros nos aspectos quimicos, fisicos e
bioldgicos.

Os valores minimos e maximos dos
percentuais de adequagado de cada bloco
nos restaurantes comerciais estdo apresentados
na Tabela 1. Em relagio ao item de
‘edificagdes, instalacdes, moveis e utensilios,
50 % (n=4) dos restaurantes apresentavam-se no
Grupo 1, 37,5 % (n=3) no Grupo 2 e 12,5 % (n=1)
no Grupo 3. Dentre as nao conformidades
encontradas, destacam-se condigdes precarias de
paredes, tetos, materiais de dificil limpeza, pisos em
estado de conservagdo ruim, e portas de fechamento
ndo automatico.

Quanto ao item de ‘higienizacdo de instalacdes,
equipamentos, moveis e utensilios, dentre as
nido conformidades observadas destacam-se as
mas condicdes de conservagio e higiene de
equipamentos, uso de produtos odorizantes e
produtos sem registro no Ministério da Saude e
nio uso de uniforme adequado por manipulador
responsavel pela higienizagao.

Dentre as nao conformidades observadas no
bloco ‘Controle de vetores e pragas destacam-se
auséncia de agdes eficazes no controle de pragas
e vetores sendo que durante a visita em alguns
estabelecimentos foi observada a presenca de moscas.

Em relacio ao Abastecimento de agua, todos os
restaurantes realizavam regularmente a higienizagao
do reservatério de agua. Resultado diferente do
observado por Silva e Oliveira ao avaliarem as
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Tabela 1. Percentual de adequagéo, por bloco, de restaurantes comerciais de Vitdria, ES, 2015

Percentual de Adequagao (%)

Blocos avaliados

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
Edifica¢bes, instalagdes, mdveis e utensilios 76,47 17,64 70,58 100,00 64,00 88,23 94,11 70,58
Higienizagao de instalagoes 55,55 33,33 66,66 100,00 77,77 66,66 66,66 88,88
Controle vetores e pragas 100,00 33,33 100,00 66,66 100,00 66,00 100,00 100,00
Abastecimento de agua 75,00 50,00 100,00 75,00 75,00 75,00 100,00 75,00
Manejo de residuos 100,00 100,00 66,66 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Manipuladores 66,66 66,66 44,44 66,66 88,88 88,88 77,77 77,77
Matéria-prima, ingredientes e embalagens 83,33 100,00 33,33 100,00 83,33 83,33 66,66 66,66
Preparac¢do do alimento 75,00 35,00 90,00 75,00 55,00 55,00 85,00 70,00
Armazenamento 0,00 0,00 66,66 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Exposi¢ao ao consumo 28,57 57,14 100,00 57,00 42,50 42,85 100,00 71,42
Documentagao e registro 100,00 0,00 100,00 100,00 87,50 87,50 87,50 100,00
Responsabilidade 100,00 50,00 50,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Boas Praticas em restaurantes de Porto Alegre, onde
30 % nao souberam informar a periodicidade da
higienizagdo e 10 % ndo apresentavam reservatorio.

No bloco de ‘Manejo de residuos, foi observado
alto percentual de adequagdo nos restaurantes, porém
algumas inconformidades foram verificadas como a
auséncia de lixeiras com acionamento ndo manual.
O lixo é uma fonte de contaminagio a ser controlada
devido ao fato de que restos de alimentos podem
favorecer o aparecimento de vetores e pragas.
De acordo com a RDC 216/2004, os residuos devem
ser frequentemente coletados e estocados em local
fechado e isolado da édrea de preparacio dos
alimentos®.

Quanto ao item ‘Manipuladores foram
registradas ndo conformidades como auséncia
de cartazes para instruir quanto a correta
lavagem e antissepsia das maos, manipuladores que
conversavam durante o preparo dos alimentos e
ndo havia capacitagdo periddica quanto a higiene
pessoal e manipulagdo de alimentos.

As principais ndo conformidades registradas no
bloco ‘Matérias-primas, ingredientes e embalagens’
foram a conexao do setor de recebimento de matéria-
prima com o saldo de distribuicdo; matéria-prima,
ingredientes e embalagens sem identificagdo e
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quando presentes nas prateleiras nao respeitavam o
espago minimo que é exigido e o material da
prateleira era de madeira. Estas ndo conformidades
estavam presentes em 54,54 % (n=6) dos restaurantes.

Dentre as nao conformidades registradas no
bloco de ‘Preparagao do alimento, citam a utilizacao
de dleos que apresentavam alteragdes evidentes das
caracteristicas fisico-quimicas ou sensoriais, a nao
realizagdo o controle do tratamento térmico, sobras
de alimentos sem identificagdo adequada e o
descongelamento inadequado.

As ndo conformidades observadas no bloco
‘Armazenamento, foram relacionadas principalmente
a falta de identificagio do produto armazenado e
armazenamento em temperatura inadequada.

Em relagdo a ‘exposi¢ao ao consumo, apenas
dois restaurantes de carater self-service apresentaram
conformidade total por aplicarem esta modalidade.
A ausénciade controle de temperatura das preparagoes
expostas ao consumo foi uma das ndo conformidades
observadas.

Quanto ao bloco de ‘responsabilidade’ foram
observadas a auséncia de registro e de comprovagao
de realizagio de curso de capacitagio sobre
manipulagdo de alimentos pelos responsaveis dos
restaurantes.
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Avaliacao da
restaurantes

Pode-se observar que as contagens médias
para mesoéfilos aerdbios em todos os ambientes
estavam acima de 30 UFC/cm?/semana, ou seja,
acima da recomenda¢do indicada pela APHA’
para ambientes nos quais ¢é exigida qualidade
microbiolégica do ar para execugdo de atividades.
As contagens de mesofilos aerdbios no ar do setor
de preparo de vegetais dos restaurantes foram
superiores aos resultados obtidos por Ribeiro
et al', que em avaliacio da qualidade do ar
de restaurante, encontraram valores médios
de 89 UFC/cm*/semana, na area de preparo de
salada. Andrade et al? recomendaram valores
de até¢ 100 UFC/cm?/semana em ambientes de
produ¢ao e manipulagdo de alimentos e, apesar
desta recomendacao, todos os restaurantes avaliados
apresentaram contaminagao superior.

Para fungos filamentosos e leveduras, o R3
apresentou maior contaminagdo (4,1 x 10> UFC/
cm?/semana) em relagdo aos outros restaurantes
avaliados. Os processos de filtragem de ar e
aplicacao de sanitizantes sao medidas de controle
da qualidade do ar’. Nao foi detectada, com a
técnica utilizada, a presenca de enterobactérias no
ar ambiente dos restaurantes avaliados.

Com relagao as superficies de preparo, foram

contaminacdo ambiental nos

observadas contagens elevadas em superficies de
bancadas e utensilios (Tabela 2). Ao comparar com
recomendagdes da APHA, que preconiza contagens
de até 2 UFC/cm? para superficies de bancadas
e 100 UFCl/utensilios ou area amostrada de
equipamentos'’, constatou-se que em todos os
restaurantes haviam superficies de preparo que
apresentaram contagens superiores ao limite
maximo estipulado.

No R3, as bancadas do setor de pré-preparo
de carnes e de hortalicas eram feitas de marmore e
a tabua de manipulagdo era de polietileno de alta
densidade, em péssimo estado de conservagio.
No caso das tabuas, nos demais restaurantes, esses
utensilios eram do mesmo material. Em relacio as
facas, todas apresentavam superficie cortante de ago
inoxidavel. Em relagdo ao vasilhame utilizado para a
condicionar os alimentos, no Rl e R2 eram de
polietileno de alta densidade, e no R3 o vasilhame
era de polipropileno. Kochanski et al’ observaram
menores contagens para estes mesmos tipos
de utensilios e justificaram a baixa contagem ao
fato destas serem mais facilmente higienizadas.
Utensilios e equipamentos devem apresentar
superficie lisa e de material que dificulte a
contaminagdo dos alimentos. O desgaste destes
utensilios e equipamentos pode contribuir para a
permanéncia de micro-organismos na superficie

Tabela 2. Contagem de mesoéfilos aerdbios, fungos filamentosos e leveduras e enterobactérias em superficies de bancadas
(UFC/cm2) e utensilios (UFC) em restaurantes comerciais de Vitoria, ES, 2015

Fungos filamentosos e

Mesofilos aerobios leved Enterobactérias
Superficie cveduras
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

Bancada do setor de 5x10° 24x10° 5x10°  5x10° 24x10° 5x10° 5x10° 1,4x10° 12x10°
preparo de vegetais

EEER D Cine (e 75x10° -+ 46x10° 36x10* X  46x10' 36x10* *  72x10*
pré-preparo de carnes

Vasilhame 56x10*° 1,6x10* 2,2x10° “*ND 1,6x10* 2,2x10° ND 5x10* 22x10°
Faca de manipulagio 51x10° 6,4x10° 3,1x10* **ND 6,4x10° ND 4x10° 4x10*> 52x10°
T4bua de corte 6,9x10° 1,1x10* 9,1x10* 4x10* 1,1x10*® 9,1x10* “*ND 1,2x10* 1,4x10°

*Restaurante possuia apenas um setor para realizagao de pré-preparo de vegetais e de carnes. **ND = nao detectado
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e favorecer a multiplicagdo da populagao
microbiana. Os utensilios e equipamentos, além de
serem de material impermeavel, devem apresentar
também manuten¢do adequada e bom estado de
conservagdo®. A escolha de superficies com as
caracteristicas mais adequadas ¢é crucial para
controlar o processo de adesdo e a formacgdo de
biofilme. O controle efetivo de procedimentos
de limpeza e sanitizagdo podem, possivelmente,
evitar ou minimizar a deterioracdo dos alimentos e
surtos de doengas ocasionados por patdgenos
veiculados por alimentos. Todas as superficies
de contato com alimentos podem reter residuos
de matéria orgénica e deste modo facilitar a
sobrevivéncia de micro-organismos patogénicos de
origem alimentar. Deste modo, cabe ao responsavel
técnico adotar a escolha adequada dos materiais
que serdo empregados na rotina de trabalho ao
montar o ambiente de preparo dos alimentos, com
bancadas, equipamentos e utensilios.

As contagens de mesofilos aerdbios no setor
de pré-preparo de vegetais variaram 2,4 x 10° a
5 x 10* UFC/cm®. Esse resultado ¢ alarmante,
pois os alimentos preparados no setor podem
entrar em contato com a superficie com elevada
contaminagao e, se ndo passarem em seguida por
um processo de eliminagdo de micro-organismos,
podem ter sua qualidade prejudicada e culminar
em risco aos comensais. A exposi¢do a patogenos
em superficies pode ocorrer por contato direto com
materiais contaminados ou indiretamente através
da microbiota no ar'.

As contagens obtidas nas facas e tabuas de
corte foram altas. Kochanski et al”® observaram
menores contagens para estes mesmos tipos de
utensilios e justificaram a baixa contagem ao fato
destas serem mais facilmente higienizadas.
Assim como Andrade et al?, os pesquisadores
observaram que 18,6 % dos equipamentos e
utensilios utilizados no preparo de alimentos
apresentaram contagem de aerobios mesdfilos de
até 2 UFC/cm? de superficie.

A presenca de enterobactérias nas superficies
analisadas ¢ preocupante, pois indica que os
procedimentos de manipulagio dos alimentos
ndo estio sendo realizados de forma adequada.
Membros da familia Enterobacteriaceae sao
encontrados no trato gastrintestinal de animais,
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mas muitos vivem livremente no solo, na dgua e no
ambiente. Estes micro-organismos estdo envolvidos
em processos de deterioragdo de alimentos e
sao utilizados como indicadores de qualidade
higienicossanitarias, sendo alguns, patogénicos®.

Apesar de ndo atender a recomendacdo
proposta em relagdo as contagens em superficies
de bancadas e utensilios, o resultado observado
foi melhor do que obtido em estudo realizado por
Coelho et al', no qual a contagem de mesofilos
em utensilios atingiu valor na ordem de 10° e em
equipamentos, contagem de 107.

Ressalta-se  que ha necessidade de
regulamentagdo no Brasil quanto aos padrdes
microbiolégicos para ar e superficies de preparo
com intuito de contribuir para seguranca dos
alimentos oferecidos aos consumidores.

A contaminac¢do microbiologica registrada
nos ambientes de produgdo possivelmente esta
relacionada ao ndo atendimento a legislacdo de
Boas Praticas em algum dos itens analisados.
Por exemplo, itens avaliados na lista de verificagdo
relacionados a higienizagdo de superficies, como
condig¢oes de higiene e conservacdo de utensilios/
equipamentos,  estavam  inadequados  nos
restaurantes comerciais avaliados e apresentaram
altas contagens bacterianas. Apos a realizacao desta
pesquisa foi elaborado e distribuido material
sobre Boas Préticas para instruir os responsaveis
pelos estabelecimentos quanto aos pontos que
necessitam de melhorias.

Considerando que os restaurantes comerciais
exigem controle higiénicossanitdrio no processo
de manipulagio de alimentos, do ambiente e
de utensilios em geral, os restaurantes avaliados
ndo alcangaram um nivel satisfatério para os
parametros avaliados. Ha necessidade de maior
fiscalizagdo dos 6rgaos competentes, principalmente
pelo fato de que foram registradas varias falhas
principalmente nos blocos de armazenamento
dos alimentos, documentacdo e responsabilidade.
Cabe ainda a conscientizagdo dos responsaveis
pelos estabelecimentos para a aplicacdo das Boas
Praticas e medidas de controle para permitir a
oferta de refei¢des seguras aos clientes.
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RESUMO

Os objetivos do estudo foram avaliar a frequéncia de enteroparasitos em criangas de creches
filantrépicas e adaptar um diagrama de Ecomapa para avaliar as condigdes socioambientais
envolvidas. Um total de 151 amostras de fezes, coletadas de 66 criangas de dois a seis anos de idade
foram analisadas por meio de técnicas de Hoffman, Pons e Janer (HP]J), e de Faust e colaboradores.
Um questiondrio estruturado foi aplicado aos responsaveis pelas criancas, e um Ecomapa foi
adaptado para avaliar as interagdes entre as criangas parasitadas e os condicionantes socioambientais.
Enteroparasitos patogénicos (Ascaris lumbricoides, Balantidium coli, Giardia lamblia e Strongyloides
stercoralis) e ndo patogénicos (Chilomastix mesnili, Endolimax nana, Entamoeba coli e Iodamoeba
butschilii) foram identificados, acometendo 37,9 % das criancas. Com o Ecomapa observaram-se
fortes correlacdes dos pardmetros avaliados (renda familiar, higiene alimentar e pessoal, escolaridade
dos responsaveis, contato com animais domésticos e interpessoal) com as criangas parasitadas. O
parasito Giardia lamblia foi o de maior frequéncia e a adaptacio do Ecomapa permitiu efetuar a
avaliacdo dos principais condicionantes envolvidos. Diante do exposto ¢ necessario implementar o
programa de educagdo em sade no ambiente escolar que estimulem os habitos de higiene alimentar
e pessoal, como atividades de prevencio e controle de parasitos.

Palavras-chave. doencas parasitdrias, crianca, creches, modelos epidemioldgicos, indicadores.

ABSTRACT

This study evaluated the enteroparasites frequency in children at philanthropic daycare centers, and
the adaptation of an Ecomap diagram to evaluate the socio-environmental conditions. The 151 faeces
samples collected from 66 children aged two to six years old were analyzed, by using the techniques
of Hoftman, Pons and Janer (HPJ) and Faust et col. A structured questionnaire was applied to
those responsible for children, and an Ecomap was adapted for evaluating the interactions between
parasitized children and socio-environmental conditions. Pathogenic enteroparasites (Ascaris
lumbricoides, Balantidium coli, Giardia lamblia e Strongyloides stercoralis) and non-pathogenic
ones (Chilomastix mesnili, Endolimax nana, Entamoeba coli e lodamoeba butschilii) were identified,
and affecting 37.9 % of children. The Ecomap indicated the strong relationships of the evaluated
parameters (family income, personal and food hygiene, schooling of the responsible, contact
with domestic animals and interpersonal) with the parasitized children. Giardia lamblia was the
parasite showing the highest frequency, and the adaptation of the Ecomap allowed to evaluate the
main conditioning factors involved. In view of these findings, it is needed to implement the health
education program in the school environment for stimulating the food and personal hygiene habits,
as the activities for parasites prevention and control.

Keywords. parasitic diseases, children, daycare center, epidemiologic models, indicators.
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As enteropasitoses representam um problema
mundial de saide publica especialmente em regides
aonde o grande adensamento populacional nao
vem sendo acompanhado de melhorias nas
condicoes de vida'. Essas infecgbes merecem
atengdo especial principalmente em paises em
desenvolvimento, posto que estio intimamente
associadas as condig¢des precarias de saneamento?.

No Brasil, os enteroparasitos possuem
ampla distribuigdo geografica®*’. A infecgdo e o
desenvolvimento das doengas parasitarias sdo
comuns em criancas de todas as idades. Criangas
que frequentam creches estdo mais suscetiveis
as infecgoes pelo protozodrio Giardia lamblia e
outros enteroparasitos que sdo transmitidos
principalmente por agua e alimentos contaminados
com fezes e por contato interpessoal, causadores
de diarreia, vomitos, nduseas e ma absor¢io de
nutrientes, podendo levar a complicagées como
déficits fisicos e mentais®.

Evidéncias cientificas mostram que fatores,
tais como baixo nivel de escolaridade dos
responsaveis, condi¢cdo socioecondmica das familias
e falta de instrugdo relacionada a higiene pessoal
e alimentar, podem facilitar a transmissdo de
parasitos, elevando consequentemente a incidéncia
em criangas’. Ainda, o alto numero de criangas
atendidas em creches, a falta de capacitagdao dos
manipuladores de alimentos e precariedade em
educagdo e promocgao de saude sdo condicionantes
que favorecem as infec¢des por enteroparasitos na
faixa etdria de zero a seis anos de idade®.

Devido a maior inser¢ao da mulher no
mercado de trabalho nos tultimos anos, as creches
tornaram-se um dos primeiros ambientes externos
ao residencial que as criangas frequentam. No Brasil,
as creches podem ser de ordem publica, privadas
ou conveniadas com Secretarias de Educacgio
(filantrdpicas e comunitarias). Dentre as instituicoes
municipais conveniadas, as creches filantrépicas
caracterizam-se como instituicoes educacionais
e/ou assistenciais sem fins lucrativos, que atendem
a populacao mais carente da sociedade a fim de
compensar a falta da universalizacdo do acesso
a educacéo infantil, preconizados no estatuto pleno
da cidadania’.
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Nas escolas infantis existem diferentes formas
de avaliacdo da satde das criangas. Na avaliacdo
da incidéncia de parasitoses na infancia nao basta
fazer os exames coproparasitologicos se o0s
resultados obtidos ndo siao acompanhados das
condi¢cbes socioambientais e as informacdes
repassadas para equipe escolar. O Ecomapa proposto
no Modelo Calgary de Avaliagdo Familiar (MCAF)
¢ um instrumento de avaliagdo familiar passivel
de adaptagoes, utilizado para verificar as relagoes
de uma familia indice com o ambiente externo®,
podendo ser aplicado como ferramenta avaliativa
dos condicionantes socioambientais envolvidos
em doencas de transmissio hidrica, vetorial,
alimentar e por contato interpessoal.

Neste contexto, os objetivos do presente
estudo foram avaliar a frequéncia de
enteroparasitos em criancas institucionalizadas em
creches filantropicas e adaptar um diagrama de
Ecomapa para o contexto escolar que permita
a avaliagdo qualitativa das interagbes dos
condicionantes socioambientais envolvidos.

Local de estudo

O municipio de Ribeirdo Preto esta
localizado na regido nordeste do Estado
de Sao Paulo, e possui, ao total, 41 creches
municipais de educagdo infantil, 141 privadas e
19 conveniadas (filantropicas/comunitarias) com
a Secretaria Municipal da Educagdo de Ribeirdo
Preto®°. A amostragem das creches filantrdpicas
foi por conveniéncia, bem como por atenderem
populagdes de baixo nivel socioecondmico e em
situagdes de vulnerabilidade social. O critério de
selecio baseou-se na manifestacio de interesse
e adesdo ao estudo por parte dos responsaveis
pelas instituicdes. Trata-se de uma pesquisa de
corte transversal, de abordagem quali-quantitativa,
realizada no ano de 2015 em duas creches
filantrépicas do municipio de Ribeirdao Preto, SP,
Brasil.
Populagio de estudo, coleta e analises
parasitoldgicas

O estudo incluiu criangas de dois a seis anos
de idade atendidas em creches filantropicas que nao
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tivessem feito uso de medicamento antiparasitario
no periodo de seis meses anteriores ao estudo.
Apés autorizagdo para o desenvolvimento da
pesquisa, o estudo foi apresentado aos responsaveis
legais das criangas que aceitaram ou ndo a
participagdo, por meio da assinatura no Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido. Os
participantes receberam trés coletores universais
previamente identificados e sem conservantes,
juntamente com uma carta contendo orientagdes
para a coleta de fezes, em dias alternados,
a fim de evitar resultados falso-negativos. Dessa
forma, participaram 66 criangas, sendo 33 do
sexo feminino e 33 do sexo masculino. Foram
coletadas 151 amostras de fezes, sendo que 32
criangas entregaram trés amostras para realizagdo
das analises, 21 criancas entregaram duas amostras
e 13 criangas entregaram apenas uma amostra.

As amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Ecotoxicologia e Parasitologia
Ambiental da Escola de Enfermagem de Ribeirao
Preto da Universidade de Sido Paulo, dentro de
um periodo maximo de 24h para realizagio
das analises. Para a identificagdo parasitaria
foram utilizadas as técnicas de Hoftman, Pons e
Janer (HPJ) e de Faust e cols'"*2.

Coleta de dados das condi¢des socioambientais
e adaptacao de Ecomapa

Para a coleta de dados das condicoes
socioambientais foi aplicado um questionario
estruturado como instrumento de avaliagdo
familiar que abordava aspectos relacionados a
renda familiar, saneamento, habitos de higiene
pessoal e alimentar, escolaridade dos responsaveis
e contato com animais.

A partir dos resultados obtidos no
questionario, foi elaborado um diagrama de
Ecomapa proposto no MCAF® reformulado para
o conjunto das criangas participantes considerando
como unidade de nucleac¢io as duas creches
filantropicas. Esta adaptagio do Ecomapa
consolidou as enteroparasitoses frequentes nas
criancas e suas interacdes com as condigdes
socioambientais. A forca ou fragilidade das
relacbes (sem comprovagdo estatistica) entre
as variaveis incluidas foi representada pela
largura dos tragos que estabelecem a jun¢ao dos

componentes (relagdo forte, moderada e fraca), de
forma qualitativa.

Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Escola de Enfermagem
de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo
(CAAE: nimero 36301614.0.0000.5393).

Apesar da determina¢ao de parasitoses em
criangas ser de facil execucdo, a adesdo ao estudo
pelos responsaveis representou um obstaculo,
principalmente quando ¢ solicitado a coleta seriada
de amostras, uma vez que, a produgio de cistos,
ovos ou larvas ¢ intermitente. Solicitaram-se
198 amostras das 66 criancas, no entanto foram
recebidas 151 amostras de fezes, representando
perda de 23,7 %.

As Tabelas 1 e 2 apresentam, respectivamente,
a distribuicdlo do grau de enteroparasitismo
segundo o sexo e as espécies identificadas de acordo
com a idade das criangas.

Pode-se observar que 37,9 % das criangas
(n=25) encontravam-se parasitadas. As criangas
do sexo feminino foram as mais acometidas
pelos enteroparasitos (56 %) e houve igualdade
de biparasitismo em ambos os sexos (Tabela 1).
Nos casos de biparasitismo foram identificados
concomitantemente: Balantidium coli e Entamoeba
coli (1 ocorréncia), Chilomastix mesnili e Giardia
lamblia (1 ocorréncia), Endolimax nana e Giardia
lamblia (1 ocorréncia), Entamoeba coli e Giardia
lamblia (2 ocorréncias) e Iodamoeba butschilii
e Entamoeba coli (1 ocorréncia).

Tabela 1. Distribuigdo do grau de enteroparasitismo segundo
sexo das criancas (n=66) provenientes de duas creches
filantropicas. Ribeirdo Preto, SP, Brasil. 2015

Parasitismo Feminino Masculino Total
Auséncia 19 (28,7%) 22(33,4%) 41 (62,1%)
Monoparasitismo  11(16,6%) 8 (12,1%) 19 (28,7%)
Biparasitismo 3 (4,6%) 3 (4,6%) 6 (9,2%)
Total 33 (50,0%) 33 (50,0%) 66 (100,0%)
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Tabela 2. Distribuicdo dos enteroparasitos identificados de
acordo com a idade das criangas de duas creches filantrdpicas
(n=25). Ribeirado Preto, SP, Brasil. 2015

Idade (anos) Total®
Parasitos
2 3 4 5 6 n(%)
Patogénicos
Giardia lamblia 2 2 3 5 2 14(21,2%)
Ascaris lumbricoides - 11 - - 2 (3,0 %)
Strongyloides stercoralis - 1 - - - 1(1,5%)
Balantidium coli
Nao patogénicos

Entamoeba coli -1 1 4 2  8(12,1%)
Todamoeba butschilii 11 - - - 2 (3,0 %)
Endolimax nana - - -1 1 2 (3,0 %)
Chilomastix mesnili - -1 - - 1(1,4 %)
Total® 3 6 7 10 5

“Frequéncia sobre 66 criangas, considerando os casos de biparasitismo
® Total de criancas parasitadas por idade

O enteroparasito de maior frequéncia foi
Giardia lamblia (21,2 %), seguido de Entamoeba coli
(12,1 %). As criangas de quatro e cinco anos foram
as mais acometidas pelos parasitos. Ainda na
populagdo de criangas com idade de cinco anos, o
protozoario Giardia lamblia foi o agente responsavel
por 50 % das infecgoes (Tabela 2).

Por meio do questionario, observou-se que:
todas as familias afirmara possuir abastecimento de
agua; 97 % das familias possuiam em suas casas
servicos de esgotamento sanitario; a renda da
maioria das familias das criancas participantes
(82,3 %) consistiu em até trés saldrios minimos
(salario minimo: R$788,00 no ano de 2015%);
76,5 % dos responsaveis ndo faziam a higienizagdo
de hortalicas e frutas com agua em combina¢ao com
solu¢ao de cloro e/ou vinagre; 46,3 % das criangas
ndo costumavam lavar as maos antes das refeicoes
ou apoés utilizar o banheiro principalmente no
domicilio (47,1 %); 52,9 % das maes possuiam ensino
médio incompleto e apenas 11,8 % ensino superior
completo; 76 % das criancas mantinham contato
com algum animal doméstico (cachorro e/ou gato).

Considerando as respostas obtidas no
questiondrio aplicado foi possivel definir quais
seriam os pardmetros socioambientais relacionadas
as parasitoses e as forcas das interagdes para
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adaptacao do Ecomapa. Na Figura é apresentado
o Ecomapa adaptado utilizando como unidade
de nucleagdo as criangas parasitadas nas duas
creches filantrépicas, os parasitos identificados
e as relacbes de biparasitismo encontradas
diagramando as forcas das interagbes com as
condi¢des socioambientais.

A partir da adaptagio do Ecomapa,
verificamos que os vinculos estabelecidos entre
as condi¢cdes socioambientais e o0s parasitos

indicaram relagdes fortes com a renda familiar,
habitos de higiene alimentar e pessoal, escolaridade
dos responsaveis, contato com animais domésticos
e relagOes interpessoais nas creches. De acordo
com a Figura, relagdo moderada foi observada
com o saneamento ambiental, uma vez que a
cobertura dos servicos de saneamento municipal
(abastecimento de agua e coleta de esgoto) abrangia
as creches e as residéncias das criangas, nao
significando, portanto, a principal fonte de
transmissao das parasitoses.

Renda
familiar

Contato
interpessoal

(creche)
~ S. stercor:
=

alis
E

Saneamento

ambiental

A. lumbricoides

G

Animais Habitos de

domésticos higiene
alimentar

Habitos

Escolaridade
dos de higiene

responsaveis pessoal

Q Creches filantrépicas

D Criancas parasitadas
= Relagéo forte

Relacdo moderada

Relacéo fraca
—* Pesodas relacdes

Figura. Diagrama de Ecomapa adaptado para representar os
condicionantes socioambientais das infec¢des parasitarias de
criangas institucionalizadas em duas creches filantrépicas do

municipio de Ribeirdo Preto. Ribeirdo Preto, SP. 2015
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Na Tabela 1 ¢ apresentada a prevaléncia
parasitaria encontrada na populagdo em estudo
(37,9 %), que reflete alguns fatores que favorecem a
disseminagdo parasitaria no ambiente escolar, tais
como facilidade de transmissdo interpessoal dos
enteroparasitos devido a aglomeragdo, contato
muito préximo entre as criangas, habitos de levar
as maos e objetos a boca e desconhecimento
dos principios basicos de higiene na faixa etaria
avaliada*'*. Sabe-se ainda que a imaturidade do
sistema imune em criancas de até cinco anos é
um fator determinante para instalagio das
infecgdes parasitarias, podendo ndo apresentar
capacidade de cura parasitologica®.

As criancas de cinco anos foram as mais
acometidas pelos parasitos, especialmente por
Giardia lamblia (Tabela 2). Assim como identificado
por outros autores'>'®, no presente estudo o
parasitismo foi crescente até atingir um pico etario
(cinco anos), havendo declinio posteriormente.
Tal fato pode estar associado ao processo
de amadurecimento do sistema imunolégico
adquirido e conhecimento de habitos adequados
de higiene pessoal e alimentar.

Os casos que envolveram biparasitismo
no presente estudo ocorreram entre parasitos
patogénicos e nao patogénicos (Figura). Os agentes
etioldgicos ndo patogénicos, Chilomastix mesnili,
Endolimax nana, Entamoeba coli e Iodamoeba
butschilii (Tabela 2) sio considerados indicadores
da presenca de outros parasitos no ambiente e
das condi¢des sanitdrias as quais os individuos
estdo expostos, uma vez que possuem O Mmesmo
mecanismo de transmissio de outros parasitos
patogénicos', sendo relevante sua notificagdo em
exames coproparasitoldgicos.

As taxas de infeccdo por enteroparasitos
patogénicos (27,2 %) (Tabela 2) foram preocupantes,
uma vez que as infec¢des cronicas em criangas,
ainda que sejam assintomaticas podem levar a
complicagdes severas, incluindo desidratagdo,
desnutri¢ao e retardo fisico e cognitivo®. No Brasil,
a frequéncia de Giardia lamblia na populagio
depende da area de estudo, condi¢bes sanitarias
e faixa etaria, predominando em criangas de
até seis anos'™. Estudos realizados com criangas

que frequentavam creches mnas cidades de
Itapuranga, GO° e Janidpolis, PR" apresentaram
menores prevaléncias para giardiase de 11,1 % e
5 %, respectivamente, em comparagao ao presente
estudo (21,2 %) (Tabela 2). Em contrapartida,
Santos et al'® verificaram alta prevaléncia
de giardiase (51 %) em criangas de creches em
Araguari, MG, cidade que ndo possuia Estacdo de
Tratamento de Esgoto na época do estudo (2012).

No presente estudo, a prevaléncia de
ascaridiase (3 %) (Tabela 2) foi relativamente
baixa em compara¢io com o estudo de
Vasconcelos et al'? que identificaram prevaléncia
de 21,9 % em criangas na cidade de Crato,
CE. Neste contexto, a higiene inadequada de
alimentos é considerada como um fator facilitador
da infecgdo por esse parasito, uma vez que as
caracteristicas morfologicas dos ovos permitem
a adesdo nos alimentos. Ainda, a morfologia
confere ampla resisténcia aos fatores externos
e sobrevida, facilitando sua disseminacdo®. O
parasito Balantidium coli é comumente encontrado
em suinos e transmitido no local onde os animais
sao criados. A identificagdio desse protozoario
pode estar relacionada com o contato da crianga
com matéria fecal de humanos ou animais
infectados (suinos) por meio de alimentos ou
agua contaminada®.

As larvas do parasito patogénico Strongyloides
stercoralis podem estar presentes em solos
contaminados e ocorre principalmente em
populagdes que mantém contato intimo com o
solo. Embora sua prevaléncia mundial ndo seja
conhecida, especialistas estimam que existam
entre 30 a 100 milhdes de pessoas infectadas em
todo mundo*. No Brasil, evidéncias cientificas
mostram baixas frequéncias (média de 5,5 % entre
1990 e 2009)** concordando com os achados do
presente estudo (1,5 %) (Tabela 2). A nao aplicagao
de técnicas especificas de termotropismo para o
diagndstico preciso de estrongiloidiase, como as
técnicas de Rugai e cols. e Baermann modificado
por Moraes, pode contribuir para subestimaciao
da prevaléncia®.

Quanto ao emprego das técnicas para
detecgdo parasitaria, a técnica de HPJ permitiu a
identificagdo de Ascaris lumbricoides, Strongyloides
stercoralis e, em uma das amostras, Giardia lamblia.
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No entanto, com a técnica de Faust e cols foi possivel
a identificacao dos outros parasitos e especialmente
Giardia lamblia, demostrando maior sensibilidade
para a deteccdo de protozoarios em relacio a
técnica de sedimentagao espontinea, como relatado
por Ananias et al®. Reitera-se a importancia do
emprego de técnicas adequadas para o diagnostico
das parasitoses, uma vez que baixas frequéncias de
determinados parasitos podem estar associadas as
técnicas inadequadas de identificagdo.

No Ecomapa (Figura) foram verificadas
relacdes moderadas entre o saneamento ambiental
(agua e esgoto) e as criancas acometidas pelos
parasitos. No que diz respeito a dagua de
abastecimento publico, o municipio de Ribeirdo
Preto é totalmente abastecido pelo Sistema
Aquifero Guarani, sendo que suas aguas sio
potaveis e de dtima qualidade microbiologica®.
Todas as familias relataram possuir agua encanada
em suas residéncias. Embora o nivel de
abrangéncia dos servicos de abastecimento de
agua ser em toda a cidade, cabe salientar que no
ano em que foi realizado o estudo (2015),
reportagens  veiculadas  pela  midia  local
apresentaram desabastecimento em diversos bairros
do municipio®, o que implica na busca por fontes
alternativas de agua e piora nas medidas de
higiene pessoal e alimentar, que sdo facilitadores
no processo de transmissao parasitaria. Apesar
desta informagdo ndo ter sido questionada aos
familiares e funciondrios das creches participantes,
sabe-se que a falta de agua tem sido frequente em
Ribeirdo Preto, atingindo especialmente bairros
periféricos, onde as creches e as residéncias das
criangas estao localizadas.

Ainda sobre o saneamento, o municipio
coleta e trata 98 % do esgoto gerado, indice
comparavel aos paises desenvolvidos, o que
contribui para a melhoria da qualidade de vida
da populagao*?*. No presente estudo, 97 % das
familias responderam que dispéem do servico de
coleta de esgoto em suas residéncias. Entretanto,
3 % relataram que em sua residéncia existe latrina
(precarias instalagdes sanitarias) de uso familiar no
quintal, como alternativa ao banheiro, onde sao
realizadas as necessidades fisioldgicas. Esse fato
¢ preocupante, visto que pode comprometer
as medidas de higiene pessoal e favorecer
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a contaminagdo do ambiente, contribuindo,
portanto, para disseminagdo parasitaria.

A baixa renda mostrou forte relacio para
o aparecimento de infec¢des parasitarias (Figura),
uma vez que a renda de 82,3 % das familias era
de até trés saldrios minimos. Pedraza et al’, em
um estudo de revisio sobre doengas infecciosas
em criangas assistidas em creches, verificaram
que as pessoas de baixa renda podem ser mais
acometidas por enteroparasitos em funcio
de precarias condicoes ambientais e falta de
conhecimento de hébitos de higiene.

Com relagio aos habitos de higiene
alimentar, observou-se forte relacdo deste aspecto
com as parasitoses, uma vez que 76,5 % dos
responsaveis pelas criangas nao faziam uso de
solugao de cloro e/ou vinagre na higienizagdao de
verduras e frutas. Observou-se que o percentual
de individuos que ndo utiliza qualquer produto
saneante nas residéncias é consideravel. Estudos
conduzidos na cidade de Ribeirdo Preto, SP,
Brasil, constataram a contaminagdo parasitaria
de verduras provenientes de hortas irrigadas com
agua de corregos, com efluente tratado e clorado
bem como aquelas comercializadas em feiras
livres?”*. Dessa forma, se ndo houver uma lavagem
eficiente de verduras e frutas em concentracdes
adequadas de cloro (200-250 ppm) e tempo de
exposi¢do ao desinfetante de 15 a 30 minutos®,
estas podem ser uma potencial fonte de
contaminagdo parasitdria, tanto na residéncia
quanto nas creches. Ainda neste sentido, ha
relatos de resisténcia dos cistos de Giardia lamblia
ao cloro® e de protozodrios e formas evolutivas
de helmintos ao vinagre’'.

Com relagdo a higiene pessoal, 46,3 % das
criangas ndo possufam o costume de lavar as
maos antes das refeicdes ou apds as necessidades
fisioldgicas, o que pode contribuir para a
infeccdo e disseminagdo parasitaria, especialmente
no ambiente escolar e familiar. Isso se deve a
facilidade de transmissdo de enteroparasitos
ocasionadas pelo contato muito proximo entre
as criangas e outros membros da escola e familia
e aos habitos de levar as maos sujas e objetos a
boca*.

No que diz respeito ao nivel educacional
materno, foi verificado que a maior parcela das
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maes das criangas (52,9 %) ndo completou o
ensino médio, apresentando forte relagio com
as criangas parasitadas (Figura). No mesmo
sentido, Pedraza et al* mostraram que a
escolaridade materna esteve entre as principais
variaveis associadas ao desenvolvimento de
enteroparasitoses em criangas institucionalizadas
em creches brasileiras. O grau de instru¢ao das
maes ou responsaveis pelas criangas constitui
um aspecto relevante no combate as doengas
infectocontagiosas.

Dos parasitos patogénicos encontrados no
presente estudo, Giardia lamblia é capaz de
estabelecer infeccoes em humanos e na maioria
dos mamiferos, como cies e gatos, podendo ser
considerada, portanto, uma doenga zoondtica®.
Do total de criangas, 76 % tinham animais de
estimagdo em casa (caes e/ou gatos), apresentando
forte relagdo com as criangas parasitadas (Figura).
Ferreira et al.”’ avaliaram amostras fecais de
cdes e gatos em Londrina, PR, e verificaram que
Giardia sp. esteve entre os mais frequentes,
representando riscos para a saude humana.
Sabe-se ainda que os cistos de Giardia sp. sdo
eliminados nas fezes em sua forma infectante,
mantendo-se vidveis no ambiente por varios meses
em decorréncia de condi¢cdes favoraveis, como
umidade e clima tropical. Tal fator pode favorecer
a viabilidade dos cistos de Giardia sp. nas fezes
de animais, representando riscos de infec¢do
a populagio exposta. Desta forma ¢é relevante
recolher as fezes dos animais e higienizar o local
de defecagdo peridomiciliar para evitar o contato e
infeccdo das criangas. Além disso, deve-se proceder
a administracdo de antiparasitarios nos animais
domésticos com o acompanhamento de um
médico veterindrio. Ressalta-se a importancia do
uso de ferramentas de tipagem molecular e a
integracao com estudos epidemiologicos a fim
de verificar a relagdo entre os casos de giardiase
zoondtica e humana, visto que ha evidéncias
cientificas entre os diferentes gendtipos de
Giardia sp. causadores de infecgdes em humanos
e animais™.

O vinculo entre o contato interpessoal
das criangas institucionalizadas e o quadro de
parasitismo, foi observado uma forte relagao
(Figura). Rodrigues et al.** verificaram a incidéncia
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de enteroparasitoses em criangas de zero a seis
anos frequentadoras de Centros de Educagio
Infantil Municipal e Filantrépicos de Paranavai
(PR), e descreveram Giardia lamblia (23,6 %) como
o parasito mais prevalente seguido por Entamoeba
coli (9,5 %), corroborando com os achados do
presente estudo. Nas creches, as criangas ocupam
o mesmo ambiente de recreacdo estabelecendo
contato pessoa-pessoa, além de compartilhar
brinquedos e objetos, o que pode contribuir para
a alta infec¢do parasitaria, sendo necessarias
medidas de educagdo em saude para criancas e
cuidadores.

Os resultados apontaram para a presenga
de maultiplos determinantes associados a
enteroparasitoses em criangas institucionalizadas
em creches filantrépicas. Embora as informagoes
emitidas pelas instituicdes responsaveis pelo
saneamento  ambiental do  municipio de
Ribeirdao Preto indiquem boas condigdes, o
desabastecimento de dgua acontece de forma
frequente levando a busca de fontes ndo
confiaveis quanto aos parametros de potabilidade.
Com relagio ao esgotamento sanitdrio ha
ainda uma parcela de familias que ndo sdo
atendidas por esses servigos, representando
uma potencial fonte de transmissdo de parasitoses.
Outras condigdes socioambientais, como baixa
renda familiar, inadequados habitos de higiene
pessoal e alimentar, escolaridade dos responsaveis
e cuidadores, e contato com outras pessoas
e/ou  animais  foram  destacados = como
importantes condicionantes na ocorréncia dessas
enteroparasitoses, representando fortes relagdes.

Pese as limita¢Oes relacionadas ao ntmero
amostral no presente estudo de creches e criangas,
os resultados obtidos ofereceram subsidios para a
adaptacao do Ecomapa que revelou os principais
condicionantes socioambientais relacionados com
as infeccOes parasitarias. A adaptagdo do Ecomapa
como instrumento de avaliagdo qualitativa das
condi¢cbes socioambientais demonstrou-se de
facil interpretacdo, o que possibilita futuras
reformulagdes para estudos em diversos cendrios
no ambito educacional e sociall O wuso de
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dados qualitativos facilita a compreensdo pela
comunidade, posto que estudos com dados
estatisticos sdo de dificil interpretagdo. Portanto,
reitera-se a importancia de métodos qualitativos
complementares, como o Ecomapa proposto
no MCAE especialmente na avaliagdo de
condicionantes socioambientais e as interfaces
com a saude publica.

Diante do exposto é relevante a sensibilizagdo
dos envolvidos quanto as medidas de prevenc¢ao
e controle das parasitoses intestinais, além de
promover atividades que estimulem a adogdo de
habitos saudaveis de higiene pessoal e alimentar,
tanto das criancas, quanto dos familiares e
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RESUMO

Apesar do aumento da oferta de produtos sem gliten, observa-se ainda a limitacdo de
opgoes no mercado de panificados. O objetivo deste estudo foi determinar as caracteristicas
tisico-quimicas e sensoriais de bolos formulados com farinhas substitutivas ao trigo.
Duas formulagdes contendo farinhas mistas substitutivas ao trigo (amaranto, quinoa, soja e
fécula de mandioca) e uma controle (contendo trigo) foram analisadas quanto as medicoes e
composicio centesimal. Coliformes totais, pH e acidez total tituldvel (ATT) foram determinados
no 1° e 4° dias de armazenamento. Aceitagdo e preferéncia foram avaliadas por meio de testes
sensoriais. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia, seguida de testes paramétricos
e ndo-paramétricos a 5% de probabilidade. Os bolos apresentaram caracteristicas fisicas de
medig¢des similares a formulacdo controle. A formulagdo com maior teor de soja apresentou
maior teor de lipidios quando comparada com o controle. Os bolos com farinhas mistas obtiveram
aceitagdo e preferéncia semelhantes entre si, porém inferiores & amostra controle. As amostras
mantiveram-se estaveis quanto ao pH e ATT durante os quatro dias de armazenamento, nao havendo
crescimento de coliformes totais. Conclui-se que ha viabilidade na formulagdo destes produtos
com boa aceitagdo e valor nutricional agregado.

Palavras-chave. panificados, gliten, amaranto, quinoa, soja.

ABSTRACT

Despite the increase in the supply of gluten-free products, an option limitation in the
bread-making market is still observed. The objective of this study was to determine the
physicochemical and sensorial characteristics of the cakes formulated with the wheat substitute
flours. Two formulations containing mixed wheat substitutes (amaranth, quinoa, soybean and
cassava starch) and a control sample (containing wheat) were analyzed on the measurements
and proximate composition. Total coliforms, pH and titratable total acidity (TTA) were
determined at the 1lst and 4th days of storage. Acceptance and preference were assessed by
means of sensory tests. The data were evaluated by the variance analysis, followed by parametric
and non-parametric tests at 5% probability. The cakes presented physical characteristics
of measurements similar to the control formulation. The formulation containing the highest
soybean contents showed the major lipid contents when compared to the control. The mixed-
flour cakes had similar acceptance and preference, but lower than the control sample. The samples
pH and TTA were stable during the four days of storage, and no growth of total coliforms
occurred. Therefore, it is viable the formulation of these products with good acceptance and
nutritional value,

Keywords. bakery, gluten, amaranth, quinoa, soy.
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A doenga celiaca (DC) consiste em uma
permanente intolerancia ao glaten, caracterizada pela
atrofia subtotal ou total da mucosa do intestino
delgado proximal e desencadeia uma inadequada
absorgao de nutrientes, em individuos geneticamente
predispostos’. O tratamento para a DC é basicamente
dietético, ou seja, a exclusio dos alimentos que
contenham glaten da dieta do individuo®

Apesar da crescente oferta de biscoitos sem
glaten, observam-se poucas opgdes no mercado
de paes e bolos isentos de gluten, tornando a
alimentagdo para estes consumidores mondtona.
Além disso, o valor comercial destes produtos ainda
¢ um desafio para os mercados mais competitivos,
tornando a pratica de formulagdo caseira uma op¢ao
financeiramente mais atrativa. Ainda, é possivel
agregar misturas de diferentes ingredientes contendo
maiores teores de fibras, vitaminas, minerais e
compostos bioativos.

No desenvolvimento de produtos panificados,
as proteinas do gluten apresentam um papel essencial
na determinagdo da qualidade de cozimento,
proporcionando caracteristicas como capacidade
de absor¢iao de agua, coesividade, viscosidade e
elasticidade da massa®. Dessa forma, a substituicao
de ingredientes que contenham gluten na elaboracao
de paes e bolos se torna um desafio para a
industria, podendo originar produtos com menor
volume e maior massa, afetando negativamente as
caracteristicas sensoriais do produto final.

A utilizagdo de matérias-primas ndo
convencionais possibilita originar produtos com
qualidade, mas para isto é necessario o emprego de
tecnologias que utilizem as propriedades funcionais
de cada componente dos ingredientes, como o amido,
ou a adi¢do de farinhas ricas em proteinas que sao
capazes de formar estrutura semelhante a do gluten*.

A exigéncia primordial para que a massa
seja formada de maneira adequada, dependendo
do tipo de bolo, é que a mistura apresente uma
quantidade suficiente de proteinas, possibilitando
que, durante o forneamento, a estrutura proteica
formada se espalhe sobre os constituintes da massa.
A formagdo de uma fraca estrutura proteica
diminuira a retengao de gas na massa e favorecera a
formacao de estrutura compacta e de baixo volume®.

2/8

Nos tltimos anos, pesquisas utilizando farinhas
mistas vém sendo realizadas, visando a produ¢ao
de alimentos com melhor qualidade nutricional,
tornando uma alternativa para a elaboracdo de
alimentos isentos de gluten>*S.

Dentre os produtos que possibilitam a
utilizagdo de farinhas mistas pode-se destacar o bolo.
A qualidade do bolo ¢ determinada por caracteristicas
essenciais, como: miolos homogéneos; textura macia,
que deve ser mantida sem alteragdes ao longo da
vida util do produto; uniformidade da superficie;
adequacdo do volume; sabor e palatabilidade
agradaveis’.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver e determinar caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais de bolos utilizando misturas
de matérias-primas substitutivas ao trigo. Além
disso, avaliar a estabilidade destes produtos durante
o armazenamento, no que diz respeito ao pH,
acidez total titulavel (ATT) e coliformes totais.

Matéria-prima e formulagiao dos bolos

A escolha das matérias-primas sucedaneas
ao trigo levou em consideragao o teor de proteinas,
bem como o de amido, para a obtencao de
misturas capazes de promover condi¢des desejaveis
para a formulacao dos bolos. Desta forma, as
matérias-primas  utilizadas  foram: amaranto
(Amaranthus L.) (16,2% de proteina), fécula de
mandioca (Manihot esculenta Crantz) (82,5% de
carboidrato), quinoa (Chenopodium quinoa Willd)
(62,3% de carboidrato) e soja (Glycine max L.)
(54,5% de proteina)®. A quinoa e o amaranto foram
adquiridos na forma de flocos e processados no
processador doméstico para a obtengdo da farinha.
A farinha de soja foi adquirida previamente
processada. Os demais ingredientes foram adquiridos
no comércio local da cidade de Alegre, Espirito Santo,
Brasil. Para a formulacio dos bolos foi utilizada uma
técnica modificada, do estudo de Gutkoski et al®.
Para a massa, os ingredientes utilizados para todas as
formulagdes foram: margarina (35 g), agtcar (107 g),
leite integral (70 mL), ovo (50 g), fermento em pd
(3 g) e farinha de trigo ou farinha mista (130 g).
Foram elaborados bolos controle (F1; com trigo —
Triticum aestivum L.) e as formulagdes contendo
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farinhas mistas substitutivas ao trigo (F2 e F3).
As propor¢des das farinhas substitutivas foram
definidas por meio de testes preliminares. Assim, foi
estabelecido para a formulagao F2: 30 g de amaranto,
10 g de quinoa, 40 g de soja, 20 g de fécula de
mandioca para 100 g de formulagdo. Para a
formulagdo F3: 35 g de amaranto, 10 g de quinoa,
30 g de soja, 25 g de fécula de mandioca para 100 g
de formulagao.

Inicialmente, as claras foram batidas na
batedeira até o ponto de neve e reservadas. A parte,
foram misturadas as gemas, juntamente com a
margarina e o agucar, sendo processados na batedeira
por 3 minutos. Em seguida, acrescentou-se o leite e
a farinha de trigo (no caso da formulagdo controle
- F1) em pequenas quantidades, sem interromper o
processo de batedura, até a formagdo de uma massa
homogénea, por aproximadamente 5 minutos.
Finalmente, foram adicionados: claras em neve e
fermento, sendo levemente misturados por 1 minuto.
A massa foi transferida para formas de papel para
bolo tipo cupcake (7,20 cm de didmetro por 3,10 cm
de altura) e, em seguida, para uma forma de
aluminio (8,5 cm de didametro por 3,0 cm de altura),
sendo assados no forno pré-aquecido a 220 °C, por
25 minutos. O mesmo procedimento foi conduzido
para os bolos elaborados com as farinhas mistas,
em substitui¢ao do trigo.

Determinacao das caracteristicas fisicas (medi¢oes
dos bolos)

Para a avaliacio das medidas dos bolos,
doze preparagoes de cada formulagao, oriundas de
uma mesma fornada, foram selecionadas ao acaso.
A razdo entre os valores de massa (g) pds-cocgdo e
pré-cocqao foi utilizada para calcular o rendimento
das formulac¢oes. Altura (cm) e didmetro (cm) dos
bolos foram aferidos sendo suas razodes calculadas
por meio das medi¢es realizadas nos momentos
pOs-cocgdo e pré-coccdo. A altura e o diametro dos
bolos foram medidos por meio de um paquimetro
Vernier Caliper®, 150 x 0,05 mm.

O método de deslocamento de sementes
de paingo foi utilizado para afericgdo do volume
aparente pos-coc¢do, com o auxilio de uma
proveta graduada de capacidade maxima de 500 mL.
Foi adicionado um volume conhecido (500 mL) de
sementes de paingco a proveta e, posteriormente,

a adi¢cdo do bolo a proveta deslocou as sementes
utilizadas, possibilitando a determinag¢do do volume
aparente pds-cocgdo (mL). Desta forma, o volume
especifico (mL.g"') foi determinado por meio a
razao entre o volume aparente e a massa do bolo®.

O fator de expansao foi calculado pela
razdo entre o didmetro (cm) e a espessura (cm)
dos bolos. A densidade (g.mL") foi calculada pela
razdo entre a massa e o volume aparente pds-cocgao.
Todas as amostras foram resfriadas a temperatura
ambiente por 30 minutos antes da execugdo das
medigdes.

Determinagao das caracteristicas quimicas

Os bolos das trés diferentes formulagoes
foram caracterizados quimicamente pos-cocgdo, em
triplicata, quanto ao teor de: cinzas (por incineragao
na mufla), umidade (pelo método de secagem
na estufa a 105 °C), proteinas (pelo método de
Kjeldahl); lipidios (pelo método de Soxhlet),
carboidratos totais (estimados por diferen¢a), pH
(por potenciometria) e ATT (%) (por titulagdo
utilizando NaOH 0,1M)°.

Analise sensorial

Foram recrutados, de maneira aleatoria,
cinquenta e dois avaliadores que aceitaram
participar voluntariamente. Os critérios de exclusao
utilizados para a analise sensorial foram: idade
inferior a dezoito anos, individuos celiacos (em
especial, devido a oferta da preparagdo contendo
trigo) ou com algum tipo de alergia ou intolerancia
aos ingredientes utilizados nas preparacdes.

Aproximadamente 30 g de cada amostra foi
ofertada aos avaliadores de maneira monadica,
codificada com trés digitos, sob iluminagdo branca
e acompanhada de agua mineral. Para a andlise da
aceitacdo foram avaliados os atributos aroma, sabor,
aparéncia, textura e avaliacdo global, utilizando
uma escala hedonica de nove pontos, em que o
valor 1 correspondeu a “desgostei muitissimo”
e o valor 9 a “gostei muitissimo™’. Além dos
atributos supracitados, foi também avaliada
a intengdo de compra, em que os avaliadores
foram questionados se comprariam ou nao o
produto final. Por fim, os avaliadores realizaram
o teste de ordenagdo-preferéncia das amostras
degustadas.
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Avaliacdo dos bolos elaborados durante o
armazenamento

As andlises foram realizadas no 1° e 4°
dias, por meio da pesquisa de coliformes totais'’,
determinagdo de pH e ATT®. Os bolos foram
armazenados a temperatura ambiente dentro de
formas de aluminio, cobertos com filme flexivel,
durante o periodo de armazenamento.

Analise estatistica

Os dados foram agrupados por parametro
avaliado e tabulados no Microsoft Office®,
versdo 2007. Inicialmente, foi realizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov, para avalia¢do da distribuigao
dos dados. Para os dados que seguiam uma
distribuicdo normal foi realizada analise de
varidncia (ANOVA), seguida do teste de Tukey.
Para os dados que ndo apresentavam uma
distribuic¢do normal foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis. Para os resultados dos testes
durante o armazenamento, foi aplicado também o
teste t para comparar os resultados obtidos no
1° e 4° dia. Todas as analises estatisticas utilizaram
a probabilidade de 5% e foram executadas no
programa ASSISTAT® versdo 7.7. Com relagdo ao
teste de ordenagao-preferéncia, os dados foram
tabulados na tabela de dupla entrada e foram
obtidas as somas de ordens para cada tratamento.
Os resultados foram comparados pelo teste de
Friedman a 5% de probabilidade.

Cuidados éticos

Este trabalho foi submetido ao Comité de
Etica e Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude,
parecer 45955 (n° CAAE: 04258512.0.0000.5060),
da Universidade Federal do Espirito Santo
(CCS/UFES) em cumprimento a Resolugdo n° 466,
12 dez. 2012 do Conselho Nacional de Saudde.
Ao concordarem em participar da pesquisa (analise
sensorial), os voluntarios assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido afirmando
estarem cientes sobre os procedimentos ao qual
foram submetidos.

Caracterizagao fisica dos bolos (medi¢des)
Observou-se que as trés formulagdes nao
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diferiram entre si (p>0,05) em relagdo ao volume
especifico, razdo altura e didmetro, densidade e
indice de expansdo (Tabela 1). Estes resultados
foram considerados satisfatérios uma vez que as
formulagées de bolos sem gluten apresentaram
caracteristicas fisicas semelhantes aos bolos
elaborados com trigo.

Um dos fatores que auxiliou o ganho de
volume nos bolos foi a acdo mecanica exercida
sobre a massa, por meio do uso de batedeiras,
conferindo aspecto de aeracdo ao produto. O ar
incorporado a massa, durante a batedura, ¢é
fundamental para o desenvolvimento de bolos de
boa qualidade, com volume adequado e estrutura
de miolo homogénea®.

A presencga de gliten na massa confere certas
propriedades tecnoldgicas, tais como elasticidade,
coesividade e hidratacao, aumentando o rendimento
e a retencdo de ar na massa. Neste contexto, é
importante ressaltar que o bolo elaborado com
farinha mista substitutiva ao trigo (F2) apresentou
um rendimento significativamente maior que o
bolo controle (F1) (p<0,05). Ressalta-se que esta
formulagao contém maior teor de soja (40%), quando
comparada com a formulagao 3 (30%). A absor¢ao
de agua por produtos de panificagio depende do
conteudo de proteina e de fibras. E sabido que o
conteudo de proteina absorve sua massa em agua,
ao passo que as fibras podem absorver agua em
até um terco de sua massa total. O teor de proteinas
entre as formulagdes foi semelhante, entretanto
tal fato pode estar atribuido ao contetido de fibras
(dados nao analisados) oriundos do maior teor de
soja na formulagdo 2.

Schamne et al* desenvolveram bolos e paes
isentos de glaten, utilizando farinha de arroz, amido
de milho e amido de mandioca. Os volumes
especificos observados pelos autores nas formulagoes
foram menores aos obtidos neste estudo.

Caracterizagao quimica das preparagoes

Apesar da utilizagdo de matérias-primas
com maior conteudo proteico como a soja,
nota-se que nenhum dos tratamentos diferiu
entre si (p>0,05) em relacdo ao teor de proteinas.
O mesmo podde ser observado para os teores de
carboidratos, cinzas e umidade das amostras
(Tabela 1). A farinha de soja, por exemplo, contém
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aproximadamente 23% de lipidios®, sendo que na
formulagdo F2 esta matéria-prima encontrou-e em
maior concentragdo. Entretanto, destaca-se que
as formulagdes contendo farinhas sucedéneas
apresentaram teores de lipidios estatisticamente
semelhantes, sendo a formulagdo F3 (35% amaranto,
10% quinoa, 30% soja e 25% fécula de mandioca)
semelhante a formulagdo controle. A margarina
empregada na formulagdo dos bolos foi utilizada
como fonte de lipidios para as preparagdes. Tal
escolha se deve ao fato de que este ingrediente
¢ amplamente utilizado tanto em preparagdes
caseiras como em produtos comerciais, conferindo
caracteristicas tecnoldgicas fundamentais para
produtos alimenticios de maior aceitagdio. Em
relacdo ao tipo de lipidio, a margarina escolhida

apresenta em sua composi¢do Oleos vegetais
interesterificados, ndo  apresentando  valores
significativos de dacidos graxos trans (dados
obtidos da rotulagem e lista de ingredientes do
produto).

A formulagiao F2 (com maior teor de soja)
apresentou menor valor de pH e ATT (analisados
no primeiro dia poés-formulagdo). Durante o
processamento, graos como a soja, o amaranto e
a quinoa sdo submetidos a elevadas temperaturas,
ainda que por um intervalo de tempo -curto,
o que pode desencadear a formacgdo de produtos,
devido a oxidagdo de lipidios”, tais como dlcoois,
aldeidos, cetonas, ésteres e outros hidrocarbonetos,
provocando redu¢des nos valores de pH das amostras
que contém estes ingredientes.

Tabela 1. Caracterizagdo fisico-quimica dos bolos controle (F1) e com farinhas substitutivas ao trigo (F2 e F3)

Formulagées

Determinac¢ao analitica

F1 F2 F3
Volume especifico (mL.g") 2,59 + 0,32 2,342 + 0,26 2,45* + 0,23
Rendimento (g)* 0,81° + 0,01 0,84* + 0,02 0,80° + 0,01
Altura (cm)* 2,022 + 0,43 1,882 + 0,22 1,952 + 0,19
Didmetro (cm)* 0,822 + 0,02 0,822 + 0,02 0,822 + 0,02
Densidade (g.mL™") 0,392 + 0,04 0,432 + 0,05 0,41 + 0,04
Indice de expansao 6,032+ 1,12 6,36* + 0,86 6,16* + 1,05
Proteinas (g.100g™) 12,502 + 2,90 14,86 + 0,94 14,072 £ 0,30
Carboidratos (g.100g™) 52,732 + 8,44 53,732 £ 2,71 55,232+ 3,73
Umidade (g.100g™") 23,732 £ 5,66 18,002 £ 2,18 18,672 £ 2,46
Cinzas (g.100g)** 1,08* £ 0,17 1,80* £ 0,08 1,81* £ 0,09
Lipidios (g.100g™) 8,87+ 0,65 12,132 £ 0,21 10,09% + 1,56
pH - 1o dia*** 8,292 + 0,40 5,80°+ 0,95 7,85% + 0,26
pH - 4° dia*** 7,14* + 0,06 6,33+ 0,38 6,28+ 0,16
Acidez total titulavel (%) — 1° dia*** 4,032 + 0,28 2,05+ 0,32 3,76*+ 0,26
Acidez total titulavel (%) - 4° dia*** 4,35*+ 0,29 2,63*+ 0,30 3,352+ 0,20
Coliformes totais (NMP.g') - 1° dia Ausente Ausente Ausente
Coliformes totais (NMP.g’) - 4° dia Ausente Ausente Ausente

Dados apresentados como médiatdesvio padrao. F1: bolo controle com farinha de trigo; F2: bolo com farinha formulada (30% amaranto,
10% quinoa, 40% soja e 20% fécula de mandioca); F3: bolo com farinha formulada (35% amaranto, 10% quinoa, 30% soja e 25% fécula de
mandioca); letras iguais na mesma linha nao diferem significativamente entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade; *valores obtidos da
razdo entre os pardmetros pos e pré-cocgdo de 12 amostras; **teste de Kruskal-Wallis;
teste Tukey para avaliar possiveis diferengas entre as amostras e foram identificados por meio de letras. O teste t foi aplicado para os dois dias
(1° e 4° dia) e ndo foram encontradas diferencas significativas (p>0,05)

%%

resultados do armazenamento: analisados por meio do
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De acordo com os resultados de pH eviden-
ciados, estas preparagoes podem ser classificadas
como de baixa acidez, visto que apresentam
valores de pH maiores que 4,5. Os valores de
pH apresentados podem ser propicios para o
desenvolvimento de fungos (bolores e leveduras),
que se multiplicam em uma faixa ampla de pH:
2,5 a 9,5". Por isso, a importancia do controle
desses produtos durante o armazenamento.

Analise sensorial dos bolos

As formulagbes isentas de trigo (F2 e F3)
apresentaram caracteristicas fisicas (dimensoes)
semelhantes a formulacdo controle. Porém, na
avaliagdo sensorial, a formulagiao contendo trigo
(F1) apresentou melhor avaliagdio para todos
os atributos (Tabela 2). As formulacdes F2 e F3
obtiveram resultados semelhantes entre si para todos
os itens avaliados. Entretanto, no indice de aceitagdo,
observou-se que, dentre as formulagdes isentas de
trigo, a F2 foi que apresentou melhor avaliacdo, em
especial para os atributos aroma, sabor e avaliacdo
global (aceitagdo geral).

Em geral, produtos elaborados sem gliaten
podem apresentar comprometimento na textura.
A formagao da rede de gliuten no bolo tradicional
possibilita uma maior retencdo de gas durante a
fermentacao e melhor estrutura de miolo, bem
como uma maior elasticidade da massa associada
a presenca de glutenina'>. Desta forma, observa-se
que, para as duas formulagdes F2 e F3, este atributo
obteve menor aceitagao.

A quinoa é um pseudocereal que contém um
acumulode saponinas, compostos responsaveis por
conferir ao grdo um gosto amargo, o que dificulta
a sua inser¢do ao sistema de produgdo. Ja a soja
apresenta um sabor caracteristico de feijao cru,
conhecido como beany flavor, associado a presenga
de lipoxigenases, que sdo enzimas relacionadas
com a oxidag¢ao de acidos graxos poli-insaturados
existentes no grao, em especial o acido linoleico,
conferindo um sabor residual®.

Em relagdo ao teste de ordenagdo-preferéncia,
observou-se que a amostra controle (F1) foi a
preferida dentre as demais formulagdes (F2 e F3),
que ndo diferiram entre si. Quanto a inten¢do de
compra, pode-se destacar a formula¢ao controle (F1),
com 78,80% da inten¢do de compra. Ainda, 55,70%
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dos avaliadores demonstraram inten¢ao de compra
para F3 e 51,90% para F2.
Avaliagao dos bolos elaborados durante o
armazenamento

O pH e a ATT de um produto sao fatores que
podem influenciar no crescimento, sobrevivéncia
ou destruicao dos micro-organismos que estiverem
nele presentes. Possiveis alteragdes nos valores de pH
e ATT podem ocorrer devido a redugdo de acidos
organicos no produto que liberam ions hidrogénio
e de seus sais, o que faz com que ocorra a redugiao
no pH e o aumento na ATT. Oscilagbes na ATT
podem estar associadas a ocorréncia de reagdes
metabolicas de enzimas presentes nas farinhas
(em especial aquelas ndo processadas), visto que
o aumento da ATT ¢é proporcional a concentra-
¢do de enzimas. Alteracdes na ATT durante a
etapa de armazenamento do produto podem oscilar
com o grau de acidos organicos presentes e com a
temperatura de armazenamento'. Entretanto, neste
estudo, durante o armazenamento nao foram
observadas alteracoes significativas tanto do pH
quanto da ATT, entre o 1° e o 4° dia (p>0,05), para
as trés formulagoes.

Durante armazenamento dos bolos, ndo foi
observado crescimento de coliformes totais (a 45 °C).
Estes resultados estao em conformidade com a
RDC n° 12, onde esta prescrito que o limite maximo
de coliformes a 45 °C em bolos é 10°NMPg™ .

A presenca de coliformes nos alimentos é
de grande relevancia para indicar a contaminagao
durante ou apds o processamento. Os micro-
organismos indicadores sdo espécies ou grupos
que, quando encontrados em um alimento, podem
fornecer informagdes em relagdo a ocorréncia de
contaminacao fecal, provavel presenca de patogenos
ou quanto a deterioracdo potencial de um alimento,
além do indicativo de condigdes sanitarias
insatisfatorias durante o processamento, producio
ou armazenamento'.

Nos alimentos processados, a constatacdo
de coliformes totais a 45 °C e Escherichia coli
sdo consideradas evidéncias de contaminagdo nas
etapas posteriores ao processamento ou sanitizagao,
indicando a implanta¢do inadequada das boas
praticas de fabricacao, o que ndo foi observado no
presente estudo.
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Tabela 2. Avaliagdo sensorial (médiatdesvio-padrido, M+DP) e indice de aceitagio (IA, %) para as formula¢des de bolo controle

(F1) e com farinhas substitutivas ao trigo (F2 e F3)

Formulagées
Atributos F1 F2 F3
M+DP (IA%) M+DP (1A%) M+DP (IA%)

Aroma 6,91* + 1,80 (76,22) 6,13+ 1,49 (76,37) 6,03° + 1,89 (66,67)
Sabor 7,132 + 1,77 (78,89) 5,64°+ 1,87 (70,37) 5,820+ 2,11 (64,78)
Aparéncia 7,24% + 1,59 (80,33) 6,21°+ 1,85 (68,56) 6,35"+ 1,75 (70,00)
Textura 7,26* + 1,65 (80,56) 5,95+ 1,91 (64,22) 5,91°+ 2,12 (64,22)
Aceitacao global 7,29* + 1,61 (80,56) 5,83+ 1,86 (72,62) 6,24°+ 2,00 (68,55)

FI: bolo controle com farinha de trigo; F2: bolo com farinha formulada (30% amaranto, 10% quinoa, 40% soja e 20% fécula de mandioca);
F3: bolo com farinha formulada (35% amaranto, 10% quinoa, 30% soja e 25% fécula de mandioca); letras iguais na mesma linha nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; *indice de boa aceitagdo > 70%?>

A utilizagdo de ingredientes sucedaneos do
trigo para elaboragdo de bolos sem gliten constitui
um desafio tecnoldgico, uma vez que as proteinas
do glaten apresentam um papel essencial na
determinacdo da qualidade do cozimento e,
consequentemente, na qualidade do produto final.

As substituicdes, em sua maioria, afetam as
caracteristicas sensoriais influenciando diretamente
na aceitacao do produto. Entretanto, as formula¢des
preparadas neste estudo apresentaram dimensoes
fisicas similares ao bolo tradicional (contendo trigo).

Nao foram evidenciadas diferencas em relagdo
a aceitacao e a preferéncia entre as duas formulagdes
com farinhas mistas suceddneas ao trigo. Estas
amostras apresentaram mesmo conteudo de cinzas
e proteinas, sendo que aquela com maior conteudo
de soja apresentou maior teor de lipidios, menor
pH e ATT, em relagio a formulagdo controle.
A estabilidade das formulagoes pode ser estimada
em mais de quatro dias, considerando as condigoes
de armazenamento e a utilizagdo de embalagens e
atmosfera apropriadas.
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ABSTRACT

Pertussis is a highly contagious respiratory disease caused by Bordetella pertussis. This study
aimed at characterizing the B. pertussis laboratory positivity and the isolated strains in
municipalities of the Central-West Region of Sdo Paulo State, Brazil from 2010 to 2014. A total
of 597 nasopharyngeal swabs samples were collected from suspected patients and contacts, and
analyzed by in vitro culture and Real-Time PCR (qPCR). Culture-positive B. pertussis strains
were characterized by serotyping and pulsed-field gel electrophoresis. Considering culture and/
or qPCR, the positivity rate was of 19.6%. Out of 117 samples with B. pertussis, 23 were detected
by both methods, 89 by qPCR only and five by culture only. Strains presenting FIM3 (40%),
FIM2,3 (32%) and FIM2 (28%) serotypes were found. Five pulsotypes were detected by PFGE,
48% of which identified as BPXba.0039, being the predominant type in this study. Among the
positive strains, 50% were isolated from <2 months old-children and 17% were isolated from
three to six months old patients. Non-vaccinated children or with incomplete vaccination schedule
were at the major risk of complications and death, highlighting the importance of a continuous
monitoring of this infection for the future control strategies.

Keywords. Bordetella pertussis, whooping cough, pulsed field gel electrophoresis, real-time PCR.

RESUMO

A coqueluche é uma doenga respiratdria altamente contagiosa causada por Bordetella pertussis.
Este estudo caracterizou a positividade de B. pertussis e as cepas isoladas em municipios da
Regido Centro-Oeste do Estado de Sdao Paulo de 2010 a 2014. Foram coletados 597 esfregacos
nasofaringeos de pacientes e contatos suspeitos de coqueluche, e analisados por cultura e Real-Time
PCR (qPCR). Os isolados de B. pertussis obtidos de cultura foram caracterizados por sorotipagem
e eletroforese em gel de campo pulsado. Considerando-se a cultura e/ou qPCR, verificou-se taxa
de positividade de 19,6%. Das 117 amostras positivas para B. pertussis, 23 foram detectadas
por ambos os métodos, 89 apenas por qPCR e cinco apenas na cultura. Foram detectadas cepas
de sorotipos FIM3 (40%), FIM2,3 (32%) e FIM2 (28%). Cinco pulsotipos foram detectados pela
PFGE, e 48% identificados como BP.Xba.0039, o tipo predominante neste estudo. Entre as cepas
positivas, 50% foram isoladas de criancas menores de dois meses e 17% isoladas da faixa etdria
de trés a seis meses. Criangas ndo vacinadas ou com esquema de vacinagao incompleta tém maior
risco de complicagdes e Obito, o que ressalta a importdncia do monitoramento continuo desta
infec¢éo para futuras estratégias de controle.

Palavras-chave. Bordetella pertussis; coqueluche, eletroforese em gel de campo pulsado, PCR em
tempo real.
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Whooping cough or pertussis is an acute
infectious disease which harms the human upper
respiratory tract caused by Bordetella pertussis*.
There are ten genetically distinct species in
the genus Bordetella, including B. pertussis,
B. parapertussis, B. holmesii and B. bronchiseptica
as the most commonly associated with human
respiratory infections®. B. bronchiseptica rarely
infects the healthy individuals and B. holmesii is
likely to cause disease mainly in adults*®, although
there are reports on this bacterium circulating
among infant populations®.

Vaccination constitutes the main form for
controlling and preventing pertussis.  The
heat-inactivated B. pertussis organisms and the
acellular vaccine are composed of highly purified
selected components”.

Despite the high vaccination coverage,
B. pertussis continues to circulate in both developed
and developing countries, and causing outbreaks
in every age groups, with epidemic cycles every
3-5 years®’. In Brazil the reemergence of pertussis
occurred from 2011 to 2014 and high number
of cases were reported, including outbreaks
descriptions in Distrito Federal in 2012 and 2014".
In 2015, 10,487 suspected cases were reported
and 28.2 % were confirmed. The incidence rate was
1.5 cases per 100,000 inhabitants. The Brazilian
states with the highest number of reported cases
in that year were Sao Paulo (4,170), Parana (883)
and Pernambuco (710)".

Many hypotheses have been suggested to
explain the reemergence of pertussis in various
countries, including Brazil, such as, the use of better
laboratory diagnostic tools, the improvement in
epidemiological surveillance, the reduction in the
vaccine efficacy and the pathogen adaptation or
genetic changes due to the selective pressure
caused by acellular vaccines'>". Furthermore,
the reemergence of the disease could be the
consequence of progressive loss of immunity,
rendering the individuals susceptible over the
years. These groups are prone to act as bacteria
reservoirs and as infection sources for lactating
children younger than six months old, who are
still incompletely vaccinated'*'>®.

2/7

The clinical pertussis case definitions
require the occurrence of respiratory symptoms,
such as paroxysmal cough for at least two weeks,
the inspiratory whoop and the post-tussive emesis.
However, the specificity of case definitions is
negatively influenced by the time from infection to
diagnosis, by the previous vaccination or infection,
and by increasing the age of patients’. Clinical
symptoms are not pathognomic, therefore the
laboratory diagnosis is recommended whenever
is possible'®.

The laboratory diagnosis of pertussis can
be confirmed by microbiological, immunological
and molecular methods, as in vitro culture of
nasopharyngeal secretions, detection of anti-
Bordetella antibodies and Real-Time PCR (qPCR),
respectively>®. The use of molecular techniques
has improved the sensitivity of the pertussis
laboratorial detection. However, the culture has still
been considered as the gold standard method
for diagnosing, and it should be maintained in
the laboratory routine®.

Studies using the molecular typing techniques

as Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE),
Multilocus ~ Sequence  Typing (MLST) and
Multilocus Variable Number Tandem Repeat

Analysis (MLVA) show the changes occurred
in the B. pertussis circulating in the world. The
continuous monitoring of these strains is needed
for controlling and preventing the strategies of
the disease >,

The present study aimed at evaluating the
laboratory pertussis positivity in the Central-West
municipalities of Sdo Paulo State, Brazil during
the period from 2010 to 2014, characterizing the
cultured strains by serotyping and PFGE techniques.

Samples

From January 2010 to December 2014, 597
nasopharyngeal swabs samples were analyzed in the
Regional Laboratory of Marilia (CLR/IAL -
Marilia, SP). These samples were collected from the
pertussis-suspected patients and their contacts (age
range being from four days to 65 years old), in
accordance with the definition of suspected case
recommended by the Ministry of Health of Brazil****.
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The samples came from hospitals (n = 441) and
outpatient health units (n = 156). Two hundred and
fifty-seven samples were collected from patients,
seven from communicants and in 333 no information
was available. These patients were treated in 47
hospitals settled in 15 municipalities in the region
of Marilia city, located in the center-west area of
Sao Paulo State. Patients presenting incomplete data
(no report on the date of symptom onset and/or no
registration on the dates of sample collection) were
excluded from this study. The analyzed variables
were age, sex and calendar year of isolation.

Isolation and Identification of B. pertussis

Samples were collected by using the flexible,
sterile alginate swabs and then transported to the
CLR/IAL-Marilia in semi-solid charcoal agar (Regan-
Lowe - RL) supplemented with 10 % sheep blood
and 40 pg/mL cephalexin®. The nasopharyngeal
swabs samples were cultured in the same collection
day on RL agar; and they were incubated at 35 °C- 37
°C up to ten days, under an air ambient with high
humidity. Colonies suspected of belonging to the
genus Bordetella were confirmed by Gram staining,
and the species were identified by biochemical
tests previously described”. Serotyping was used
to detect the O-antigen and the fimbrial antigens
FIM2 and FIM3 from the B. pertussis strains by slide
agglutination, following Gongalves et al*. Anti-
serum Ol and fimbrial antibodies FIM2 and FIM3
were produced in the National Reference Laboratory
for Pertussis - Instituto Adolfo Lutz (IAL), Sdo Paulo-
SP, Brazil.

Real Time PCR (qPCR)

After culturing, the swabs were placed into
dry, sterile tubes and stored at -20 °C until they
were shipped to IAL- Sao Paulo for performing the
DNA and qPCR. DNA extraction was carried out by
following the manufacturer recommendations using
a MagNA Pure LC instrument with MagNA Pure
LC DNA Isolation Kit I (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN).

The qPCR methodology used in the present
study was proposed by Leite et al”’. The reaction was
carried outina LightCycler °480 Software release 1.5.0
SP3 - Roche® thermal cycler, including the primers
and the probes specific for detecting the ptxS1 toxin

gene (GenBank n°® AJ920066) and the 15481 insertion
element (GenBank n°® M22031), present in various
copies in the B. pertussis chromosome.

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

The strains of B. pertussis were analyzed by
means of the PFGE technique proposed by Advaniet
al*® using the restriction enzyme Xbal, with few
modifications as follows. PEFGE was carried out at 6V/
cm, 14 °C, in two blocks, with a 5-second initial pulse
and a 6-second final pulse for 11 hours (block 1), and
8-second initial pulse and 35-second final pulse for
13 hours (block 2). The band pattern was analyzed
using the BioNumerics software package (ver. 7.1;
Applied Maths, Inc.), and the similarity index was
determined by the Dice similarity coefficient and
Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages grouping.

Ethical Aspects

This study followed the recommendations
provided by Resolution no. 466 of 2012 — National
Health Council for Clinical Research in Humans;
and it was approved by the Ethics Committee and
being registered at the Plataforma Brasil under ID
number CAAE: 49836815.0.0000.0059.

During the period from 2010 to 2014 a
significant increase in the number of laboratorial
analyses was noticed (5, 43, 74, 152, and 323 samples
in 2010, 2011, 2012, 2013 and 2014, respectively),
indicating an expansion in the laboratory
surveillance of pertussis in the region. However, in
spite of improving the surveillance and analyzing
higher number of samples, the positivity rates have
remained consistent (approximately 20 %) since
the introduction of the qPCR methodology in 2010
(Figure 1).

Of 597 analyzed samples, 117 (19.6 %) were
positive for B. pertussis by culture and/or qPCR;
qPCR detected 89 (76 %) samples, culture 5 (4 %)
and qPCR and culture simultaneously detected 23
(20 %) positive samples. Among the culture-positive
samples, 25 were serotyped and characterized by
PFGE (three strains were unviable after performing
several attempts of recovery).
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Figure 1. Sample number and positivity rate of Bordetella
pertussis in nasopharyngeal swabs of suspected patients from
the Central-West Region of Sao Paulo State, from 2010 to 2014

The age group presenting the highest number
of positive results and also with the highest number
of collected samples was that from children under
two months (56/159, 35 %) followed by the group
of children aging from three to six months (34/121,
28 %). Regarding to gender, 58 % were collected
from female and 42 % from male with positivity
rate of 10 % and 9 %, respectively.

According to the serotype, this study showed a
predominance of serotype FIM3 strains (10 strains;
40 %) followed by serotype FIM2,3 (8 strains; 32 %)
and FIM2 (7 strains; 28 %).

Analysis by PFGE showed five different
restriction profiles (pulsotypes) which were
identified by the restriction of genomic DNA
by the enzyme Xbal (Figure 2), and a similarity of
88.3 % was found among the isolates. The most
frequent profile was BP.Xba.0039 (12/25 isolates),
distributed in the years 2012, 2013 and 2014.

e o s s o attiITRHEIENIIIII10002 e v pam

(e Ine N o10553m2 212 Bexeacs

T IIIM‘HIIIII rscis A o o)

peseh
it sy

womesns 13 Bexsacoio

ooty vty

| e s apenty
s gy

| 041952813 2013 BPXba 0039

|r"|’l1 i =
‘Illﬂ‘l l“'#‘l“ mm e

Bracaderyp

Figure 2. Restriction patterns and dendrogram of Bordetella
pertussis isolates from the Central-West Region of Sdo Paulo State,
from 2012 to 2014
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The BPXba.0028 profile (8/25 isolates) was also
prevalent, but it was isolated in 2012 and 2013 only.
The other profiles were BP.Xba.0026 (n = 1 in 2013),
BP.Xba.0027 (n = 1in 2012) and BP.Xba.0040 (n = 3,
in 2013 and 2014 ) (Figure 3).
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Figure 3. Temporal distribution of the Bordetella pertussis pulsotypes
from the Central-West Region of Sdo Paulo State, from 2012 to 2014,
determined by pulsed-field gel electrophoresis

DISCUSSION

Whooping cough is one of the most common
diseases affecting neonates, children and adults, and
in the recent years an increase in the cases number
has been detected. And this disease has been a
meaningful cause of morbidity and mortality
worldwide’. Among the vaccine-preventable diseases,
pertussis is the fifth leading cause of death in
children under five years old, and according to
WHO estimates in 2013, approximately 63,000
deaths occurred among patients of this age group®.

In the present study, the qPCR showed
higher positivity rate when compared to B. pertussis
culture. Among the laboratory diagnosis techniques,
the molecular assays show highest sensitivity
and rapid diagnosis, which positively impact
the surveillance of this disease. And they contribute
to the higher agility to the prevention actions.
Although the pertussis diagnosis might be
performed following the clinical and the clinical-
epidemiological criteria, according to Zouari et al'é,
the pertussis clinical signs are not pathognomonic,
which  enhances the laboratory diagnostic
significance.
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This study showed higher positivity in the
pertussis laboratory diagnosis in children under
two months of age and in children under six
months of age, who were not vaccinated or
received an incomplete vaccination schedule.
These circumstances put them mostly to the risk
of complications and death, corroborating the
previous studies which showed the correlation
between the high rates of positivity and the death
in these groups®* .

Several studies have shown the resurgence
of pertussis in many countries in the last
10 years*’'. One of the hypotheses for this
reemergence would be the substitution of the
whole cell vaccine by the acellular vaccine in
many developed countries. This vaccine presents a
restrict immunogenic protein variety, which could
have caused a selection within the circulating
clones of B. pertussis; and in consequence the
patient numbers rise up *. In Brazil, the whole-
cell vaccine has still being used for immunizing
against this disease®. Thus, it could explain the
results found in the present study, in which a
proportional increase in the pertussis laboratory
positivity has not observed over the years in
the analyzed region, but the positivity rate is
remaining stable. On the other hand, in other
Brazilian locations, an increase in the number
of cases was observed, which could be correlated
with other factors beyond the vaccine, according
to Torres et al®.

The results detected in this study by
serotyping showed the predominance of serotype
Fim3 corroborating the data from the previous
studies. Thus, it is suggested that this serotype has
been prevalent in Brazil and in other countries for
decadesl4,22,26,27,33.

According to the temporal distribution of
the pulsotypes, it was observed the replacement
of the pulsotype BP.Xba.0028, predominant in
2012, by the BPXba.0039 and BP.Xba.0040 types.
This study showed the predominance of the
pattern BPXba.0039, which gradually increased
from 2012 (12.5 %, 1/8 strains) to 2013 (55.6 %,
5/9) and 2014 (75 %; 6/8). It is interesting to
note the homogeneity of two pulsotypes only in
2014, BPXba.0039 and BP.Xba.0040, presenting a
similarity value of 92.7 %.

Similar data were reported in the USA¥,
and the predominance of one clone circulating
from 2000 to 2012 was described. In England,
a decrease in genetic diversity along with
the predominance of few clones was observed,
which started with the introduction of acellular
vaccine®. The predominance of one clone could be
associated with the antigenic selection promoted
by vaccination or mutations, which increase the
virulence and persistence of such clone in patients
and infected individuals™®.

The present study has shown that the rates
of laboratory positivity for pertussis have remained
constant in the last years in the Central-West
Region of Sao Paulo State. The predominance of
the same serotype is reported, however with the
substitution of the circulating clones during the years
of the study. Children aged less than two months
of age and from three to six months were the most
affected group, because they were not vaccinated
yet or they received incomplete immunization
schedule. Strategies for preventing and controlling
the disease as the suspected cases notification,
the continued laboratory monitoring and the
prevention measures as maternal vaccination
recommended by the Brazilian Ministry of Health
are fundamental tools for protecting the newborns
and the babies.
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Parasitoses intestinais sdo relevantes na saide de caes e gatos e podem assumir importancia
em saude publica quando esses animais sido considerados reservatorios para os humanos.
Varidveis ambientais, demograficas, de manejo e status imune estdo relacionadas a
ocorréncia dessas parasitoses. A associacdo dos fatores com a presenca de parasitos é de
grande importancia para a elaboragdo de estratégias de prevencao e controle pelos profissionais
de saide. Amostras de fezes de cdes (n=203) e gatos (n=34) atendidos em Hospital Veterinario
e de caes (n=25) com Leishmaniose, foram analisadas para a presencga de parasitos e a positividade
geral encontrada foi de 17,2%. Ancilostomideos e Giardia spp. foram os mais frequentes (6,1%
e 5,0%). Infeccdes monoparasitarias prevaleceram (73,3%) em relagdo as poliparasitarias.
Em caes, infecgbes por protozoarios apresentaram associagdo com cinomose e, infecgdes
por ancilostomideo com leishmaniose. Animais menores de um ano de idade apresentaram
associa¢ao com infec¢ao por protozoarios e Toxocara spp. Animais com doenga imunossupressora
prévia apresentaram associagdo com infec¢ao por ancilostomideo. Houve associagdo entre
imunizagdo desatualizada e infecgoes por Cystoisospora spp. e Toxocara spp.

Os dados relativos a frequéncia dos parasitos intestinais e das infecgdes monoparasitarias
expressam uma caracteristica da populacao estudada. Caes jovens com imunizagao desatualizada
e com doen¢a imunossupressora de base estdo mais propensos, nessa populacao, a adquirirem
infec¢oes parasitarias.

Palavras-chave. cées, gatos, parasitos intestinais, zoonoses, fatores de risco.
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RESUMO

A OMS, em 2007, recomendou a implementagao da cultura liquida para o diagnéstico da tuberculose
(TB) e teste de sensibilidade para paises de baixa e média renda. Neste estudo foi avaliado o
desempenho da cultura liquida MGIT em condigao de rotina apds dois anos de implantagido em
uma rede de laboratdrios publicos. Foi efetuada analise retrospectiva de dados da cultura liquida,
realizadas em dez laboratérios regionais do Instituto Adolfo Lutz, de janeiro a mar¢o de 2010. Foram
incluidas amostras submetidas a baciloscopia, cultura liquida MGIT automatizada ou manual e
identificagdo presuntiva do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB). Foram detectadas 1.159
culturas positivas. Destas, 113 (9,7%) contaminaram, e 1.046 foram analisadas, sendo 850 (81,3%)
CMTB, 116 (11,1%) micobactérias nao tuberculosas e 6 (0,6%) Nocardia sp. A taxa de contaminagido
foi de 2,2% e o acréscimo da cultura para o diagnéstico da TB foi de 29,9%. A média do tempo de
detecgdo da cultura foi de 14,7 dias (DP+/- 11,7 dias). A acuracia da identificagdo presuntiva foi
de 91,3%. A cultura liquida MGIT demonstrou ser excelente alternativa para efetuar diagnostico da
TB e das micobacterioses, em razdo da rapidez possibilitando uma intervencao rapida e eficaz no
tratamento.

Palavras-chave. tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, cultura liquida, MGIT, fator corda.

ABSTRACT

In 2007, WHO recommended the implementation of liquid culture for tuberculosis (TB) diagnosis and
drug-susceptibility test in low and middle-income countries. This study evaluated the performance
of MGIT culture in routine condition after two years of its implementation in a public laboratories
network. This is a retrospective study, which analyzed the data on the liquid culture performed in
ten regional laboratories of the Institute Adolfo Lutz, from January to March 2010. The data included
clinical samples submitted to microscopy, automated or manual MGIT culture and presumptive
M. tuberculosis complex (MTBC) identification by analyzing the cord formation. Culture was
positive in 1,159 samples. Of these, 113 (9.7%) contaminated, and 1,046 were analyzed, of which 850
(81.3%) were identified as MTBC, 116 (11.1%) as non-tuberculous mycobacteria and 6 (0.6%)
as Nocardia sp. Contamination rate was 2.2% and the contribution of culture to the TB diagnosis
was 29.9%. The detection mean time was 14.7 days (SD+/-11.7 days). The accuracy of the presumptive
identification of MTBC was 91.3%. MGIT liquid culture demonstrated to be an excellent alternative
for diagnosing TB and mycobacterioses, because of the rapidity of diagnosis, thus allowing an
immediate and effective treatment.

Keywords. tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, liquid culture, MGIT, cord factor.
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A tuberculose (TB), uma das enfermidades
infecciosas mais antigas na histéria da humanidade,
dispde de terapéutica eficaz ha mais de meio
século e ainda permanece como um desafio a
saide publica em todo o mundo, destacando-se
na agenda de prioridades dos paises com alta carga
da doenga.

O Programade Controle da Tuberculose (PCT)
tem enfrentado desafios como o diagnostico precoce
da TB e das micobacterioses, principalmente pelos
surtos ocasionados por cepas multirresistentes e
aumento da incidéncia de infec¢des causadas por
micobactérias nao tuberculosas (MNT).

A confirmagao bacteriologica da TB ¢é feita
pelos exames de baciloscopia, Xpert® MTB/RIF
(Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) e cultura. A
baciloscopia de escarro apresenta baixa sensibili-
dade (34-80%), principalmente em amostras com
poucos bacilos, mas ainda é muito utilizada em razao
de sua rapidez e baixo custo®.

O teste Xpert® MTB/RIF implantado no Brasil
em 2014, detecta simultaneamente a presenca do
M. tuberculosis e a resisténcia a rifampicina. E um
método eficaz e mais sensivel que a baciloscopia. No
entanto, este teste ndo identifica a resisténcia aos
demais farmacos de primeira linha (isoniazida,
estreptomicina e etambutol) utilizados no trata-
mento da TB".

A cultura apresenta maior sensibilidade
do que a baciloscopia e o teste Xpert® MTB/RIF,
e propicia o isolamento do bacilo para posterior
identificacdo da espécie e o teste de suscetibilidade
aos farmacos (TS) utilizados no tratamento da TB.
A especificidade da cultura é maior do que
99% e pode acrescentar até 30% ao diagnostico
bacteriolégico da doenga*®. A cultura em meio
solido como o Lowestein-Jensen (LJ) ou Ogawa-
Kudoh apresenta como grande desvantagem a
deteccdo tardia da micobactéria, e uma taxa de
isolamento inferior aquela obtida com a utilizacido
de meios liquidos®®.

No final da década de 90, o sistema de cultura
liquida, MGIT960™ - Mycobacteria Growth
Indicator Tube (Becton & Dickinson, Sparks, MD,
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USA) passou a ser utilizado para o isolamento, para
a deteccao de resisténcia aos farmacos de primeira
linha e, posteriormente, aos farmacos de segunda
linha (amicacina, capreomicina, kanamicina e
levofloxacina)®. Ambos os testes tém aprovagao
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria.
O sistema MGIT960™ ¢é um método de facil
execucdo, com sensibilidade elevada na detec¢do
da micobactéria diretamente do espécime clinico,
em um periodo de até trés semanas™®®.

Em 2007, a OMS e o Grupo Técnico
Consultivo em TB recomendaram a implementagéo
da cultura liquida para o diagnéstico e TS aos
farmacos utilizados no tratamento da TB para os
paises de baixa e média renda (OMS 2007)".

Em 2008 os Centros de Laboratdrios Regionais
do Instituto Adolfo Lutz (CLR-IAL) passaram a
utilizar a cultura liquida do sistema MGIT, de
leitura tanto manual como automatizada para o
diagnoéstico da TB, TB resistente e micobacterioses.
Desde sua implanta¢ao, a cultura liquida tem sido
realizada especialmente para as populacdes como:
prisional, indigena, em situacdo de rua, imigrantes,
usuarios de drogas ilicitas ou de bebidas alcodlicas,
institucionalizados, portadores de HIV ou com
outra condi¢do imunossupressora, pacientes em
retratamento, e com persisténcia de baciloscopia
positiva no segundo més de tratamento*.

O objetivo deste estudo foi avaliar o
desempenho da cultura liquida MGIT em condi¢ao
de rotina, apo6s dois anos de sua implantagdo em
uma rede de laboratdrios publicos do estado de
Sao Paulo.

O estudo obedeceu aos principios basicos
de trabalho retrospectivo de analise de dados
laboratoriais e foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do IAL sob o numero 041/2011.

Profissionais responsaveis pelo laboratorio
de TB dos doze CLR-IAL foram convidados a
participar da pesquisa, dos quais dez enviaram
seus dados para inclusio neste estudo. Foram
analisados os resultados dos exames realizados em
amostras biologicas de pacientes com indicagao de
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cultura para micobactérias, processadas nos
dez CLR-IAL, no periodo de janeiro a margo de
2010. No periodo do estudo foram incluidas as
amostras submetidas aos exames de baciloscopia,
cultura em meio liquido GIT do sistema auto-
matizado ou manual, identifica¢io presuntiva do
complexo M. tuberculosis e identificagdo da espécie
isolada. A baciloscopia, a cultura e a identificagao
presuntiva do complexo M. tuberculosis foram
realizadas pelos CLR-IAL, a determinagido da
espécie foi feita pelo IAL Central®.

Para efetuar a baciloscopia, os esfregacos
em laminas de vidro foram corados pelo método
de Ziehl-Neelsen. No caso de laminas positivas
realizou-se a contagem bacilar semi-quantitativa
conforme recomendado pelo Ministério da Satide
(MS)“.

Para a cultura, as amostras foram tratadas pelo
método de Petroft modificado. Resumidamente, um
volume aproximado de 2 ml da amostra foi
tratado com igual volume de solugdo de NaOH 1N,
contendo indicador vermelho de fenol (40 g de
NaOH, 0,04 g de vermelho de fenol, 1.000 ml
de agua destilada estéril). Os tubos contendo as
amostras foram homogeneizados e colocados em
estufa bacterioldgica a 36 °C+/-1 °C por 15 min
e, entdo, centrifugados a 3.000¢g durante 15 min.
Ao sedimento acrescentou-se HCI 1N até viragem
para a cor amarela. Em seguida, adicionou-se a
solugdo neutralizante estéril (4 g de NaOH, 0,004 g
de vermelho de fenol, 0,2 g de sulfato de aluminio
e potassio, 1.000 ml de agua destilada) até a
viragem para cor rosa®. Apds a descontaminagio,
uma aliquota de 0,5 ml foi semeada em meio
liquido MGIT contendo 800 ul de solugiao de
enriquecimento e antibioticos - PANTA (Becton
& Dickinson, Sparks, MD, USA). Os tubos foram
incubados no sistema automatizado BACTEC
MGIT 960 TB system ou incubados a 37 °C em
estufa bacteriologica por até 42 dias. As leituras
das culturas foram frequentes, utilizando-se a luz
ultravioleta, a partir do segundo dia de incubagio.
Registrou-se o tempo de obten¢do dos resultados
positivos e a presenca de contaminagdo visivel*"'.

Trés CLR-IAL utilizaram o sistema manual
de incubagdo e de leitura no periodo estudado.

Sete CLR-IAL utilizaram o sistema automatizado,
que consiste em uma estufa bacterioldgica a 37 °C,
com monitoramento a cada 60 min, por até 42 dias.
As culturas positivas detectadas, tanto pelo sistema
manual quanto automatizado, foram confirmadas
quanto a presenca de bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR), por meio de observagdo em esfregacos de
amostras corados pelo método Ziehl-Neelsen*!'.

A identificagio presuntiva do complexo
M. tuberculosis dos isolados foi realizada nos
CLR-IAL pela andlise microscépica de uma
amostra da cultura, em que foram avaliadas: a
pureza da cultura, a presenca de BAAR e a
formacao de corda. A presenca da formacio
de corda é o teste presuntivo utilizado para
diferenciar as espécies do complexo M. tuberculosis
e MNT™"® Em seguida, os isolados foram
encaminhados ao IAL Central para efetuar a
identificacdo da espécie pelo método PRA-hsp65
e testes fenotipicos*!.

Os dados laboratoriais foram coletados
em planilha de Excel desenhada para o estudo,
baseando-se nas anotag¢des contidas no livro de
registro dos CLR-IAL e no Sistema de Informagao
e Gestdo Hospitalar (SIGH) - Laboratdrios de
Micobactérias dos CLR-IAL.

A analise dos dados foi realizada utilizando-se
os softwares estatisticos Epi-Info 7.1.2.0 (Atlanta,
Gedrgia, EUA)", sendo utilizado o teste do qui-
quadrado de Pearson'® e o exato de Fisher para
as analises comparativas e a distribuicdo de
frequéncias'’. Foi considerado o valor p<0,05
como o limite para significancia estatistica.

No periodo avaliado foram detectadas 1.159
culturas positivas por meio de equipamento
BACTEC 960 ou leitura manual utilizando-se
lampada ultravioleta. Do total analisado, 948
(81,8%) amostras foram para fins diagndsticos e
211 (18,2%) para seguimento do tratamento da TB.

Das 1.159 culturas positivas, 113 (9,7%)
apresentaram contaminagdo evidenciada nos
esfregacos em laminas de amostras da cultura
corados pela técnica de Ziehl-Neelsen. Do total de
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1.046 culturas que apresentaram crescimento, 973
(93,0%) foram identificadas, sendo 966 (99,3%)
caracterizadas como pertencentes ao género
Mycobacterium e 6 (0,6%) pertencentes ao género
Nocardia. Uma cultura (0,1%) apresentou mistura
de espécies de micobactérias (complexo M.
tuberculosis e MNT). Das 966 culturas classificadas
no género Mpycobacterium, 850 (88,0%) foram
identificadas como complexo M. tuberculosis, 116
(12,0%) como MNT (76 espécies de crescimento
lento e 40 espécies de crescimento rapido).

A taxa média de contaminagdo calculada para
seis laboratdrios foi de 2,2%. A menor taxa foi de
0,6% e a maior de 5,7%.

Das 948 amostras recebidas para efetuar o
diagnéstico, 703 (74,2%) foram identificadas como
complexo M. tuberculosis, 78 (8,2%) como MNT e
6 (0,6%) como Nocardia sp. As demais 161 (17,0%)
amostras tiveram as culturas contaminadas ou
ndo foram identificadas. O acréscimo da cultura
liquida em relagdo a baciloscopia para realizar o
diagnoéstico da TB foi de 29,9%. Por outro lado, a
cultura liquida proporcionou o acréscimo de 71,9%
no isolamento de MNT em relagao a baciloscopia.

Ao avaliar o tempo de detec¢io do
crescimento na cultura, excluindo-se as que
apresentaram contaminacdo, foi observado que
70,0% das amostras (733/1.046) foram detectadas
em até 15 dias (média = 14,7 dias DP+/-11,7 dias),
independentemente da metodologia utilizada,
manual ou automatizada. Ao comparar os dois
métodos, a mediana de tempo de deteccdo foi
maior no procedimento manual, isto é 17 dias no
manual e 10 dias no automatizado (Tabela). No
método manual, 40,3% das culturas identificadas
como complexo M. tuberculosis foram detectadas
em 25 dias. No automatizado, somente 5,8%
das culturas identificadas como complexo M.
tuberculosis foram detectadas apds este periodo
(Tabela).

As MNT de crescimento rapido sdo assim
definidas por crescerem em até sete dias em
sub-cultivos. Contudo, no isolamento primario,
seja pelo método manual, seja pelo automatizado,
26 (65,0%) isolados cresceram apods sete dias
(Tabela).
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O tempo de positividade da cultura em
relagio as espécies de micobactérias isoladas
(complexo M. tuberculosis e MNT) e a carga
bacilar no exame de baciloscopia variaram nos
dois métodos estudados. No método manual, a
mediana do tempo de crescimento do complexo
M. tuberculosis com resultado de baciloscopia
negativa foi de 25 dias. Para as espécies de
MNT de crescimento lento foi de 15,5 dias
e para as MNT de crescimento rapido foi de
6,5 dias. Por outro lado, no método automatizado
a mediana do tempo de crescimento do complexo
M. tuberculosis com resultado de baciloscopia
negativa foi 15 dias; para as espécies de MNT
de crescimento lento foi de 14 dias e para as
MNT de crescimento rapido foi de 11,5 dias.
Como esperado, observa-se que a mediana de
tempo de detecgdo é inversamente proporcional
ao numero de cruzes detectado na baciloscopia,
independentemente da espécie ser do complexo
M. tuberculosis ou MNT, ou seja, quanto maior o
numero de cruzes, menor é o tempo de detecciao
(Tabela).

A positividade da baciloscopia foi maior
nas espécies do complexo M. tuberculosis, isto é,
512 (67,8%) em compara¢do ao das MNT que
foi de 29 (26,9%) (p<0,0001). A frequéncia de
baciloscopias negativas foi maior entre as MNT
de crescimento rapido [30 (81,0%)] do que
entre as MNT de crescimento lento [49 (69,0%)],
porém o resultado obtido ndo foi significativo
(p=0,13).

A identificagio presuntiva do complexo
M.  tuberculosis pela andlise microscopica
da formacdo de corda foi realizada em
98,8% (1.033/1.046) das culturas positivas.
Dos 1.033 isolados analisados, 964 (93,3%)
foram identificados, dos quais 808 (83,8%),
classificados como pertencentes ao complexo
M. tuberculosis, apresentaram formagdo de corda,
correspondendo & sensibilidade de 95,2%.
Dos 116 isolados identificados como MNT, 73
(62,9%) apresentaram resultado de formagdo de
corda negativo, correspondendo a especificidade
de 63,5%. A acuracia do teste de formacdo de
corda foi de 91,3.
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Tabela. Tempo de deteccio e relagdio com a baciloscopia e identificagdo presuntiva dos isolamentos obtidos pelos métodos,
manual e automatizado em dez Centros de Laboratdrios Regionais do Instituto Adolfo Lutz. SP

N (%) complexo N (%) MNT N (%) MNT
N (%) Total M. tuberculosis Crescimento lento  Crescimento rapido
(n=1.046) (n=850) (n=76) (n= 40)
Método Manual* 213 (20,4) 176 (20,7) 12 (15,8) 8 (20,0)
Tempo de detecgao/dias
1-6 27 (12,7) 17 (9,7) 3(25,0) 4(50,0)
7-15 67 (31,4) 55 (31,3) 4(33,3) 3(37,5)
16-24 37 (17,4) 33 (18,7) 3(25,0) -
225 82 (38,5) 71 (40,3) 2 (16,7) 1(12,5)
Mediana de tempo de detec¢io/dias ** 17 20 14 6,5
Baciloscopia negativa 23 25 15,5 6,5
Baciloscopia positiva 1-9 bacilos 4 - - 4
Baciloscopia positiva + 18,5 21 3 8
Baciloscopia positiva ++ 17 17 - -
Baciloscopia positiva +++ 9 9 = =
Método Automatizado*** 833 (79,6) 674 (79,3) 64 (84,2) 32 (80,0)
Tempo de detecgao/dias
1-6 155 (18,6) 115 (17,1) 13 (20,3) 10 (31,2)
7-15 484 (58,1) 408 (60,5) 32 (50,0) 13 (40,6)
16-24 143 (17,2) 112 (16,6) 14 (21,9) 6 (18,8)
225 51 (6,1) 39 (5,8) 5(7,8) 3(94)
Mediana de tempo de detecgao/dias **** 10 10 11 11
Baciloscopia negativa 15 15 14 11,5
Baciloscopia positiva 1-9 bacilos 11 12 7,5 5
Baciloscopia positiva + 10 10 10 -
Baciloscopia positiva ++ 9 9 8 4
Baciloscopia positiva +++ 7 7 5 -
Manual + automatizado
Baciloscopia negativa 360 (34,4) 243 (28,6) 49(64,5) 30 (75,0)
Baciloscopia positiva 577 (55,2) 512 (60,2) 22 (28,9) 7 (17,5)
Baciloscopia néo realizada 109 (10,4) 95 (11,2) 5 (6,6) 3(7,5)
Identifica¢do presuntiva
Formagao de corda positiva 897 (85,8) 808 (95,1) 27 (35,5) 14 (35,0)
Formagao de corda negativa 136 (13,0) 42 (4,9) 47 (61,9) 26 (65,0)
Nio realizada 13 (1,2) - 2(2,6) -

*17 isolados nao foram identificados; ** 48 amostras ndo tiveram baciloscopia realizada; *** 56 isolados nao foram identificados, seis isolados foram identificados

como Nocardia sp, uma cultura apresentou crescimento misto de duas espécies; **** 69 amostras ndo tiveram a baciloscopia realizada
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Neste estudo foi descrito o desempenho
da cultura liquida MGIT em condi¢ao de rotina
ap6s dois anos de sua implantacio em dez
laboratérios publicos do estado de Sao Paulo.
Embora os dados deste estudo tenham sido
coletados no ano de 2010, a cultura liquida
MGIT continua sendo utilizada nas mesmas
condicoes de sua implantagdo. Inicialmente, a
cultura automatizada foi implantada em sete
CLR-IAL e no terceiro ano foi estendida para os
trés CLR-IAL que utilizavam a técnica manual.

Na implanta¢do, optou-se por manter o
método Petroff modificado para realizar a
descontamina¢do das amostras, uma vez que esta
técnica tem sido utilizada ha mais de 30 anos pelos
CLR-IAL, para efetuar o tratamento de amostras
clinicas de origem pulmonar e extrapulmonar®.
No presente estudo, foi observada a taxa de
contaminac¢ao das culturas de 2,2%, sendo a menor
de 0,6% e a maior de 5,7%. Esta taxa esta de
acordo com aquela aceitavel de 6,0% para cultura
liquida*. Aily et al¥, em 2003, observaram a taxa
de contaminagdo de 27,3% em meio L] e de 24%
em culturas liquidas do sistema MB/Bact™.
Nesse estudo os autores utilizaram a técnica
de descontaminagdo N-acetil-L-cisteina NaOH,
considerada menos drastica do que a de Petroff,
porém ocasiona taxas de contaminagdo mais
elevadas. A op¢iao em manter o método de Petroff
no presente trabalho foi pelo fato dos CLR-IAL
receberem material clinico de outros municipios
da regido, muitas vezes em dia subsequente ao
da coleta, o que pode aumentar a proliferacio de
contaminantes na amostra.

Entre as culturas positivas, houve a
predomindncia de isolamento do complexo M.
tuberculosis  (88,0%) seguido pelas MNTs de
crescimento lento (7,9%) e rapido (4,1%).
Neste periodo, foram também isoladas espécies
do género Nocardia (0,6%). Muricy et al”
detectaram taxa um pouco maior de isolamento
de nocardias (0,12%). Esta diferenca pode ter
ocorrido pelo fato de terem sido analisados os
isolados obtidos de culturas de diferentes espécimes
clinicos em meios sélidos e meios liquidos.
O crescimento de espécies do género Nocardia em
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meios de cultura para isolamento de micobactérias,
como também a alcool-acido resisténcia observada
na coloragdo pela técnica de Ziehl-Neelsen sio
as caracteristicas que exigem maior percep¢do do
profissional’.

A comparagio entre os exames de baciloscopia
negativa e cultura positiva para MNT mostrou
a taxa de acréscimo de 71,9% no isolamento de
MNT em relagdo a baciloscopia. O MGIT é um
meio rico em nutrientes, composto de meio
Middlebrook 7H9 acrescido de solugio de
enriquecimento (acido oleico, albumina, dextrose e
catalase-OADC) e mistura liofilizada de antibi6ticos
PANTA. Este meio favorece o isolamento de
MNTs, como também de espécies de nocardias''.
Muyoyeta et al’, em estudo comparativo de
quatro sistemas de cultura para isolamento de
micobactérias, obtiveram maiores taxas de
isolamento de MNT em meio MGIT quando
comparado com os meios LJ°. No estado de
Sdo Paulo, os pesquisadores do Instituto Adolfo
Lutz observaram um aumento do isolamento
e da diversidade das espécies de MNT apds a
implantagdo da cultura liquida'**°.

O acréscimo da cultura liquida em relagdo
a baciloscopia para o diagndstico da TB foi
de 29,9%. Por outro lado, a cultura liquida
proporcionou o acréscimo de 71,9% no isolamento
de MNT em relagdo a baciloscopia. Estes dados
indicam a melhoria no diagnéstico da TB e das
micobacterioses. Outros estudos que avaliaram
o desempenho da cultura liquida encontraram
valores um pouco maiores de acréscimo desta
metodologia no diagndstico da TB. Em geral,
esses estudos tém utilizado o método de desconta-
minagdo N-acetil-L-cisteina (NAC), considerado
menos drastico, porém com maiores riscos
de contaminagao®”. Outro fator que pode ter
influenciado neste resultado, foi a possivel perda
da viabilidade dos bacilos em decorréncia do
transporte das amostras coletadas em municipios
proximos aos CLR-IAL. Novos estudos sdo
necessarios para confirmar estes dados.

Outra vantagem da cultura liquida MGIT
¢ o tempo de detec¢ao do crescimento bacteriano.
Nas amostras analisadas, o tempo médio para
crescimento bacteriano foi de 14,4 dias, similar
aos demais estudos®*' .
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A cultura liquida MGIT 960 automatizada
apresentou melhor desempenho em comparagiao
com MGIT manual. Comparando-se a mediana
dos tempos de detecio de crescimento entre
os métodos MGIT manual e automatizado, foi
observada uma diferenca significativa de 20 e 10
dias, respectivamente. Isto pode ser explicado
pelo fato do sistema automatizado apresentar
monitoramento continuo, a cada 60 minutos, e
sinalizar como positivo com base em algoritmos
de crescimento especificos. Este sistema faz
notificacdo imediata de amostras positivas, bem
como oferece uma minima intervencdo e
manuseio por parte do usudrio'. Outro aspecto
importante a ser destacado quanto a mediana de
tempo de crescimento é a reduc¢do pela metade
(de 15 para 7 dias), ao analisar as amostras com
baciloscopias negativa e positiva trés cruzes,
respectivamente. Considerando-es as amostras com
baciloscopias positivas, o tempo de deteccio de
positividade foi inversamente proporcional a carga
bacilar e a positividade da baciloscopia foi maior
para o complexo M. tuberculosis do que para as
MNTs.

Os dados deste estudo concordam com
os da literatura quanto a rapidez na detec¢do
do crescimento e ao aumento de isolamento
das espécies do complexo M. tuberculosis, como
também das MNTs. Por outro lado, a cultura
liquida requer maior percep¢ao por parte do
laboratorista, pois as caracteristicas das colonias
sao mais evidenciadas em meio sdlido. Portanto,
ha a necessidade de efetuar a identificacao rapida
do micro-organismo isolado, pois a liberacao de
resultado de cultura positiva para BAAR pode
levar ao diagndstico equivocado de TB*.

Por esta razdo, juntamente com a implantagdo
da cultura liquida nos CLR-IAL, foi implementada
a identificacdo presuntiva das espécies do complexo
M. tuberculosis, que consiste na observacao
microscopica em esfregacos de crescimento bacte-
riano quanto a formagdo de corda. Neste estudo, foi
observada a acuracia de 91,3%, sensibilidade de
95,2% e especificidade de 63,5% para a identificagao
presuntiva do complexo M. tuberculosis. Outros
estudos obtiveram indices de especificidade
mais elevados. No entanto, esses estudos foram
realizados, em sua maioria, analisando-se cultura

em meio solido e a leitura realizada por observadores
de um tnico laboratério®?*. No presente estudo, a
leitura foi realizada por técnicos de dez diferentes
laboratérios. Outro fato que merece destaque é que
a cultura liquida favorece o crescimento de muitas
espécies MNTs em corda, com o aspecto um
pouco diferente da corda formada por espécies
do complexo M. tuberculosis. Esta diferenca pode
confundir o observador com pouca experiéncia.
O teste de formagdo de corda é ainda utilizado por
muitos laboratorios para efetuar a identificacao
presuntiva, mas atualmente estdo disponiveis
comercialmente os testes imunocromatograficos,
baseados na deteccdo do antigeno MPT64 que
possibilitam realizar a identificagdo rapida a partir
do crescimento bacteriano®.

O presente estudo apresenta algumas
limitagdes, porque as taxas de contaminagdo das
culturas foram calculadas apenas para seis
laboratdrios; ademais, ndo foram avaliados os casos
que apresentaram resultados de baciloscopias
positivas e culturas negativas.

Em conclusio, a cultura liquida MGIT
implantada na rede de laboratérios publicos
demonstrou ser excelente alternativa para realizar
o diagnoéstico da TB e das micobacterioses,
em razdo da rapidez na detec¢do do crescimento
bacteriano. Esta rapidez possibilita uma intervencao
rapida e eficaz no tratamento, com beneficios para
os pacientes e para o controle da doenga.

A Erica Chimara, Fernanda Cristina dos Santos
Simedo e Romilda Aparecida Lemes pela realizagdo
das identificacoes das espécies de micobactérias
isoladas.
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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar as condigdes higienicossanitarias de servi¢os de nutri¢ao hospitalar,
durante periodo de intervencéo sistemdtica, baseado nos requisitos de higiene pessoal e ambiental.
Foram avaliadas 15 unidades, por meio de lista de verificagdo e realizou-se andlise microbioldgica
das maos dos manipuladores e superficies de apoio, antes e apds intervengdo. A intervencdo foi
elaborada e implementada nos servigos de nutri¢ao hospitalar, durante um ano, por profissional
terceirizado, sendo composto por trés etapas: 1) aplicagdo da lista de verificacio e plano de
acdo; 2) capacitagdes; 3) visitas mensais para motivagdo dos manipuladores e responsaveis técnicos,
auxilio e acompanhamento na implementagdo dos requisitos de higiene pessoal e ambiental.
Foram avaliados os microrganismos aerdbios mesodfilos, Staphylococcus aureus, coliformes totais
e termotolerantes. Constatou-se que os servicos de nutri¢do hospitalar melhoraram as condi¢des
de higiene pessoal e ambiental e diminuiram a contaminacdo nas mdaos e superficies,
apos intervengdo. Conclui-se que a intervencdo sistematica por profissional externo auxiliou na
adequagdo das condigdes higienicossanitarias nos servicos de nutrigdo hospitalar e proporcionou
mudangas positivas no comportamento dos manipuladores.

Palavras-chave. desinfec¢do das maos, inspecdo sanitaria, indicadores de qualidade, capacitagdo
profissional.

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the hygienic-sanitary conditions in hospital nutrition
services during of systematic intervention period based on requirements for personal and
environmental hygiene. Fifteen hospital nutrition services were evaluated using a checklist
and a microbiological analysis of the hands of food handlers and surfaces in contact with foods,
before and after the intervention. The intervention was developed and conducted at the locations for
one year by a third-party professional and included three stages: 1) application of checklist and
action plan; 2) trainings; 3) monthly visits for motivation of handlers, supervisory technicians,
and assistance and supervision in the implementation of the requirements regarding personal
and environmental hygiene. The aerobic mesophilic microorganisms were studied as well
as Staphylococcus aureus, total coliforms and thermotolerant coliforms. It was found that the
personal hygiene and environmental conditions at the hospital nutrition services improved and
there was decreased contamination of hands and surfaces after intervention. It was concluded that
the systematic intervention by outside professional helped hygienic-sanitary conditions in hospital
nutrition services meet the requirements and provide positive changes in the conduct of food
handlers.

Keywords. hand disinfection, sanitary inspection, quality indicators, professional training.
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Nos servicos de nutricdo hospitalar, os
alimentos sdo preparados para recuperar e manter
a saude das pessoas. Para alcancar esse objetivo, é
essencial o fornecimento de refeiges seguras, do
ponto de vista higienicossanitdrio, com intuito de
minimizar os riscos de doencas transmitidas por
alimentos™?, que podem gerar gastos desnecessa-
rios em tratamentos médicos, comprometer o
funcionamento dos servicos de nutrigdo hospitalar
e agravar a saude dos pacientes’.

Entre esses requisitos higienicossanitarios, a
higiene pessoal e ambiental é considerada de elevado
risco sanitario* e suas adequagdes no ambiente de
manipula¢do, sdo essenciais para prevenir a
contaminagdo cruzada, impedindo que as maos dos
manipuladores e as superficies de apoio sejam veiculo
de contaminagio®. Contudo, estudos revelam grande
dificuldade enfrentada pelos servicos de nutricdo
hospitalar durante a aplica¢do desses procedimentos,
atrelados principalmente a falta de investimento,
precarias condigdes de estrutura fisica, baixos niveis
de conhecimento e motivagdo dos manipuladores de
alimentos'?, assim como pelo costume dos respon-
saveis técnicos com as inconformidades existentes
no ambiente de trabalho’.

Portanto, a utilizagao de estratégias de interven-
¢do com auxilio de profissionais externos, visitas
periddicas e avaliagdes constantes para orientar nas
adequagoes dos requisitos higienicossanitarios pode
ser importante para evitar que vicios de rotina sejam
perpetuados, tendo uma avaliagdo imparcial das
inadequagdes encontradas no ambiente hospitalar'.

Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar
as condicoes higienicossanitarias de servicos de
nutri¢ao hospitalar, durante um periodo de interven-
¢do, baseado nos requisitos de higiene pessoal e
ambiental, para sensibilizar as equipes e proteger os
pacientes de qualquer tipo de contaminagdo a que
eles estejam expostos. Além disso, por tratar-se de
pesquisa que aborda a realidade de varias unidades
hospitalares, pode contribuir no aperfeicoamento de
acoes de educagao sanitaria, planejamento de politicas
publicas e programas de capacitagdo, capazes de
minimizar os riscos de contaminag¢do dos alimentos
nessas unidades, beneficiando um maior niumero de
locais e individuos.

2/7

O estudo seguiu as diretrizes éticas, tendo sido
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria,
RS, Brasil, sob nimero 187.120. A amostra do estudo
foram os hospitais da 4* Coordenagido Regional de
Saude, regido central do Rio Grande do Sul, RS.
O estudo foi realizado de fevereiro de 2013 a abril
de 2014 nos servicos de nutrigdo hospitalar.
Os seguintes itens foram utilizados como critérios
de inclusdo: a presenca de um responsavel técnico
pelo servico hospitalar de nutricio e sua
disponibilidade em participar do estudo mediante
a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Pesquisa da 4* Coordenacao Regional de
Saude mostrou que havia 26 hospitais em 20 cidades.
Ap0s os critérios de inclusdo, a amostra foi constituida
por 15 hospitais do Rio Grande do Sul, RS;
do total avaliado, 5 eram publicos, 7 privados e
4 filantropicos, sendo que 4 serviam cerca de 60
refei¢oes por dia, 5 serviam entre 61 e 150 refeicoes
por dia e 6 serviam mais de 151 refei¢oes por dia.
Vale ressaltar que nenhum dos locais avaliados tinha
o programa de Boas Préticas implementado antes
do estudo.

Lista de verificacao e analise microbiologica

Para avaliagao dos requisitos de higiene pessoal
e ambiental, elaborou-se uma lista de verificacio com
base nos critérios de Boas Praticas das legislagdes
de nivel federal e do estado do Rio Grande do Sul®’,
pelo fato dos hospitais estarem localizados neste
estado.

A lista de verificagdo foi separada em higiene
pessoal e higiene ambiental, sendo composta pelos
seguintes requisitos: composi¢ao (material) e o estado
de conservaciao das superficies; presencga de lavatorio
exclusivo para higienizagao das maos; procedimentos
adequados para a higienizacdo das maos e das
superficies de apoio (ou seja, realizar a limpeza, com
sabonete liquido e inodoro, seguida de enxague
com agua potavel; e secar com papel toalha
descartavel ou outro método seguro; apds passar
sanitizante/antisséptico, se o sabdo nao apresentar
em sua composi¢do); conduta e comportamento
para manipuladores (ou seja, ndo estavam utilizando
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adornos, e suas unhas estavam curtas, limpas e sem
esmalte ou base); e a disponibilidade de produtos
e utensilios adequados para a higienizagdo (isto ¢,
utilizavam produtos inodoros e especificos para
areas de preparagdo de alimentos; e os utensilios
de limpeza estavam disponiveis em quantidade
suficiente, estavam limpos, e em boas condigoes).
A lista de verificagdo foi aplicada em cada servigo
hospitalar de nutri¢ao por profissional qualificado
e com experiéncia na area de alimentos, sendo os
requisitos avaliados em “Adequado” e “Inadequado”
As visitas foram planejadas através de contato
telefonico com o responsavel técnico e ocorreram
durante o periodo em que os alimentos estavam
sendo preparados.

Além  disso, amostras para  andlise
microbioldgica foram coletadas em trinta maos de
manipuladores de alimentos, sendo dois de cada
estabelecimento, em quinze superficies de apoio,
utilizando a técnica de swab, proposta pelo
Compendium Of Methods For The Microbiological
Examination Of Foods®. Os manipuladores de
alimentos foram escolhidos aleatoriamente nas
diversas areas de manipulacdo e turnos de trabalho
e, os que estavam disponiveis e que assinaram o
TCLE fizeram parte do estudo. As superficies
de apoio escolhidas foram as mais utilizadas
durante a manipulagdo de alimentos em cada
servico de nutricdo hospitalar. Avaliou-se a
contagem de microrganismos aerébios mesofilos,
Staphylococcus  aureus e coliformes totais e
termotolerantes.

O método utilizado para andlise microbio-
légica das maos dos manipuladores de alimentos
e superficies de apoio foi o mesmo para
todos os locais. As andlises microbioldgicas foram
realizadas durante a rotina de trabalho, sendo
as coletas realizadas apds as maos e bancadas
terem sido consideradas higienizadas pelos
manipuladores. O procedimento de higienizacao
das maos e das superficies foi conduzido pelos
manipuladores de alimentos sem interferéncia do
pesquisador.

As andlises dos Staphylococcus aureus e de
coliformes totais e termotolerantes foram compara-
dos com os padroes de Balzaretti e Marzano’,
Henroid et al'® e Sneed et al''. O limite aceitavel
de Staphylococcus aureus foi estabelecido como

1,0x10° UFC/mao para maos de manipuladores
de alimentos e 1,0x10° UFC/cm?* para superficies
de apoio. O limite aceitavel para coliformes totais
e termotolerantes foi estabelecido como menor que
0,3x10° UFC/mao para maos de manipuladores
de alimentos e menor que 0,3x10° UFC/cm?
para superficies de apoio. Na contagem de
microrganismos aerdbios mesdfilos, o limite
de 5,0x10' UFC/cm® foi considerado aceitavel
para superficies em contato com o alimento® e
1,0x10* UFC/mao dos manipuladores de alimentos'.

Programa de intervenc¢ao sistematico

A intervenc¢do sistemdtica foi elaborada e
implementada em todos os locais, durante um
ano, por profissional terceirizado, capacitado,
especialista em seguranca dos alimentos, sendo
composto por trés etapas: 1) aplicacdo da lista de
verificagdo e elaboragdo do plano de a¢do, para
auxiliar os responsaveis técnicos no planejamento
das ndo conformidades; 2) capacitagdes, com foco
na melhoria do conhecimento dos requisitos de
higiene pessoal e ambiental; 3) visitas mensais nos
locais para motivagdo dos manipuladores de ali-
mentos e responsaveis técnicos, acompanhamento
e auxilio na implementagdo dos requisitos de higiene
pessoal e ambiental.

A aplicagio da lista de verificagdo e
elaboracao do plano de a¢ao, em cada local, foi
realizada pelos responsaveis técnicos com auxilio
do profissional externo. A lista de verificacao
consistiu na identificacio das ndo conformidades,
e o plano de agdo na determinagdo das agoes
corretivas, bem como definicdo dos responsaveis
por solucionar as nao conformidades, avaliagdo
dos investimentos necessarios e os prazos para
adequacdo dos itens. Realizaram-se, em cada local,
trés capacitagdes, com carga horaria de 2 horas
tedrico/praticas, no inicio, meio e final do periodo
de intervencdo. Estas capacitagdes ocorreram em
salas de aula com, no maximo, vinte manipuladores
e foram abordados os seguintes temas: doencas
transmitidas por alimentos, contamina¢ao cruzada,
asseio pessoal, conduta e comportamento dos
manipuladores de alimentos e higienizagdo do
ambiente. As visitas mensais foram realizadas pelo
profissional externo e teve o objetivo de motivar os
manipuladores de alimentos e responsaveis técnicos;
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auxiliar na adequagdo das ndo conformidades
encontradas; orientar na aquisicio de materiais
e acompanhar a implementa¢do dos requisitos
de higiene pessoal e ambiental. Apds a estratégia
de intervencdo, aplicou-se novamente a lista de
verificagdo e realizou-se a andlise microbioldgica
das maos dos mesmos manipuladores e superficies
de apoio da primeira coleta, utilizando a mesma
metodologia descrita anteriormente.

Os resultados obtidos foram avaliados pelo
programa Statistical Analysis System (SAS), versao
9.2, 2014". Para verificar as diferencas entre as
amostras, aplicou-se o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis".

Antes da intervencao, o requisito de higiene
pessoal apresentou, na média geral, 73% + 14
de adequagao a higiene ambiental, 90% + 11
de adeaqua¢ao. Em relacdo a higiene ambiental,
verifica-se que, antes da interven¢do, um dos
locais apresentou todos os itens adequados,
e sete apresentaram mais de 90% de adequagdo.
Esses resultados demonstram que mesmo sem
o programa de Boas Praticas implementado, os
locais apresentaram resultados satisfatérios em

relacio aos requisitos de higiene pessoal e
ambiental.

Contudo, ao avaliar os critérios de maneira
isolada, observa-se que, antes da intervengdo,
nenhum dos locais apresentou 100% de adequagao
ao cumprimento dos requisitos de higiene
pessoal, no qual apresentavam falhas em
requisitos basicos de higiene, como auséncia de
lavatério exclusivo para a higienizagdo das maos
na area de manipula¢do (n=13); uso de produtos
saneantes improprios para a atividade (n=6);
e asseio pessoal, conduta e comportamento
inadequado por parte dos manipuladores (n=12),
sendo observado o uso de adornos, unhas pintadas
e compridas durante a manipula¢do de alimentos
(Tabela 1).

Nos requisitos de higiene ambiental
(Tabela 1), antes da intervencdo, 87% (n=13)
dos locais estavam em conformidade com a
natureza da superficie a ser higienizada, pois
eram de ago inoxiddvel. Em contrapartida, 93%
(n=1) deles nao realizavam adequadamente os
procedimentos de higienizagdo nas superficies
de apoio, sendo observadas falhas na etapa
de sanificagdo, ou por auséncia de produtos
eficazes ou por realizagio inadequada do
procedimento.

Tabela 1. Percentual de adequagdo dos 15 servigos hospitalares de Nutri¢do, em relagdo aos requisitos de higiene pessoal
e ambiental que tiveram melhorias, antes e apds a intervengéo, Rio Grande do Sul, Brasil, 2013-2014

Antes Apos
1. Higiene Pessoal p-valor
AD (%) n AD (%) n
1.1 Lavatdrio para higienizacdo das maos 13 2 73 11 0,0003*
1.2 Procedimento de higienizagao das maos 80 12 100 15 0,0679
1.3 Asseio pessoal, conduta e comportamento 20 3 93 14 0,0001*
1.4 Produtos saneantes 60 9 73 11 0,4386
Antes Apés
2. Higiene ambiental p-valor
AD (%) n AD (%) n
2.1 Natureza da superficie a ser higienizada 87 13 93 14 0,0574
2.2 Procedimento de higieniza¢éo das superficies 7 1 80 12 0,0001*
2.3 Produtos saneantes 67 10 80 12 0,4090
2.4 Utensilios de higienizagio 27 4 47 7 0,2557

Legenda: AD: adequagio; %: Percentual; n.: amostra do estudo; p.: teste ¢ para amostras independentes (p<0,05); *: valores significativos
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Apds a interven¢do, 73% (n=11) dos locais
melhoraram em relagdo a higiene pessoal e 53%
(n=8) em relagdo a higiene ambiental; no entanto,
houve diferenca significativa (p<0,05), na média geral,
apenas nos itens de higiene pessoal. Tal resultado
justifica-se principalmente pelo aprimoramento dos
procedimentos realizados, maior padronizagdo nos
métodos de higienizagdo e diminuicao do desperdicio
de material, o qual foi relatado pelos responsaveis
técnicos dos servicos de nutrigio hospitalar. O
que evidencia que a intervencdo com profissional
externo, as capacitacbes e as melhorias realizadas
foram importantes e auxiliaram na adequacao dos
requisitos de higiene, proporcionando mudangas
positivas em relacao aos habitos dos manipuladores
de alimentos.

Os requisitos de higiene pessoal e am-
biental que apresentaram melhorias significativas
(p<0,05) apos intervengao foram: os lavatdrios para
higienizagdo das maos; asseio pessoal, conduta e
comportamento; e procedimento de higienizacao
das superficies em contato com os alimentos
(Tabela 1). Esses resultados estio atrelados ao
maior investimento realizados pelos hospitais, o que
proporcionou melhorias na estrutura fisica e nos
produtos destinados a higiene pessoal e ambiental,
assim como no aperfeicoamento das técnicas e
comportamento dos manipuladores de alimentos.

A contagem de microrganismos aerdbios
mesdfilos nas maos dos manipuladores e superficie
de apoio, antes e apds intervencdo sistematica,
encontra-se na Tabela 2. Antes da intervencéo,
90% (n=27) das maos dos manipuladores e 53%
(n=8) das superficies em contato com os alimen-
tos, estavam acima do limite estabelecido para a
contagem de microrganismos aerébios mesdfilos,
que foi considerado de 1,0x10> UFC/mido e
5,0x10" UFC/cm?, respectivamente. Os manipulado-
res de alimentos apresentaram valores de microrga-
nismos aerdbios mesdfilos de até 107 UFC/mao,
enquanto que as superficies de apoio até
10* UFC/cm?®. Considerando o fato de que as maos
e as superficies ja tinham sido consideradas
higienizadas, esses resultados revelam que as
técnicas e/ou produtos eram ineficientes, e pode
tornar as maos e as superficies fonte potencial de
contaminagdo nos servicos de nutrigdo hospitalar
avaliados.

Apds a intervencao sistematica, houve dimi-
nuicdo na contagem de microrganismos aerébios
mesoéfilos em 80% (n=24) das maos dos manipula-
dores e 86% (n=13) das superficies em contato
com os alimentos (Tabela 2). O que revela que os
procedimentos de higienizagdo das maos e
superficies de apoio foram mais eficazes apds a
intervencao, assim como demonstrado na segunda
aplicagdo da lista de verificagdo (Tabela 1). Apesar
das melhorias obtidas apds intervencdo, 43%
(n=13) das maos dos manipuladores e 6% (n=1)
das superficies de apoio ainda permaneceram com
a contagem de microrganismos aerébios mesofilos
acima dos limites estabelecidos (Tabela 2). O que
refor¢a a importincia da utilizacao de intervengoes
continuas e supervisdo permanente, quanto aos
requisitos higienicossanitarias, para que os mesmos
se tornem habitos.

Na avaliagdo de Staphylococcus aureus nas maos
de manipuladores e nas superficies de apoio, todas as
amostras estavam dentro dos limites aceitaveis, antes e
apos a intervengdo, que é inferior a 1,0x10° UFC/mao
para maos de manipuladores de alimentos e
1,0x10° UFC/cm? para superficies de apoio®'®", o que
¢ satisfatorio, pois sua presenca no ambiente de
manipulagdo é bastante comum, uma vez que seu
reservatorio primario é a microflora natural da pele
humana e, portanto, mais suscetivel a contaminar
alimentos por contato humano direto ou indireto
durante as etapas de preparacao dos alimentos.

Antes da intervencdo, 87% (n=26) e 97%
(n=29) das amostras estavam dentro de limites
aceitaveis para coliformes totais e termotolerantes,
respectivamente, enquanto que, apds a intervengao,
todas as amostras estavam dentro dos limites
aceitaveis. Na analise de coliformes totais e termo-
tolerantes nas superficies de apoio, verificou-se
que todas as amostras estavam dentro dos limites
aceitaveis, que é menor que 0,3 x 10° UFC/ cm'!,
antes e apds a intervencao.

As bactérias aerdbias mesofilas, coliformes e
Staphylococcus aureus, por serem microrganismos
indicadores', podem ser utilizados como ferramenta
importante para monitorar os procedimentos
realizados durante a manipulagdo, higienizagio de
equipamentos e utensilios, e na higiene pessoal em
servicos de nutri¢ao hospitalar, contribuindo para a
qualidade higienicossanitaria dos alimentos.
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Tabela 2. Contagem de microrganismos aerébios mesofilos nas maos de dois manipuladores e uma superficie de apoio de 15
servigos hospitalares de nutrigdo, antes e ap6s intervencao sistematica, Rio Grande do Sul, Brasil, 2013-2014

Servicos hospitalares Antes interven¢ao Apos intervengao
Al MY Mios (UFC/Mao)  Superficie (UFC/cm?)  Mdos (UFC/Mdo)  Superficie (UFC/cm?)

4,1x10* 1,5x10°

1 7,9x10° 0
1,2x10° 3,0x10%
3,9x10? 4,0x10%

2 1,1x10° 0,5x10°
6,3x102 7,0x10%
1,9x10° 9,0x10°

3 0,7x10° 0,8x10°
5,4x10* 3,0x10°
2,1x10° 0,3x10°

4 0,3x10° 0
2,8x10? 2,0x10!
4,8x10* 0,8x10°

5 5,4x10* 1,5x10!
1,2x10? 2,0x10?
5,4x10! 7,0x10!

6 1,0x10° 3,8x102
7,2x10? 0,8x10°
3,6x10° 0,6x10°

7 2,9x10° 1,0x10*
4,6x10° 1,5x10!
4,6x10° 3,5x10°

8 3,2x10? 4,0x10°
3,6x10° 2,5x10%
2,3x107 2,3x10?

9 1,1x10° 2,0x10°
4,3x10° 3,0x10°
1,3x10? 1,0x10!

10 3,0x10° 0
9,0x10° 1,3x10!
2,4x10° 3,0x10°

11 7,9x10° 0
5,4x10! 6,0x10!
2,7x10? 5,0x10!

12 0,3x10° 0
3,0x10? 3,5x10%
1,3x10¢ 5,4x10°

13 9,0x10! 4,0x10!
3,6x10° 2,3x10°
2,3x107 1,2x10*

14 2,0x10° 2,0x10°
1,3x10° 3,7x10?
4,6x10° 2,0x10!

15 9,0x10! 5,0x10!
4,3x10? 3,5x10!
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A intervencdo sistematica, baseada nos
requisitos de higiene pessoal e ambiental, auxiliou
na melhoria das condi¢cdes higienicossanitarias
nos servigos de nutricdo hospitalar, assim como
proporcionou mudangas positivas em relagdo aos
habitos dos manipuladores de alimentos. O que
demonstra ser uma alternativa viavel e que pode
ser aplicada de maneira periddica em servicos de
nutrigdo hospitalar, para auxiliar na melhoria da
qualidade da higiene, por meio da implementa¢ao
das Boas Praticas.
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RESUMO

A leptospirose é uma das zoonoses de maior incidéncia mundial, estimando-se que ocorram
em torno de um milhdo de casos e, possivelmente, 59.000 6bitos anualmente. Foi proposto um
modelo légico que avaliasse os aspectos que permeiam o tema, por meio de revisdo narrativa
da literatura indexada e de manuais técnicos, que despertassem a ideia da negligéncia para
esta doenga no Brasil. Ao fomentar uma nova abordagem paradigmética, procurou-se refletir a
dificuldade em se realizar um diagndstico mais atilado e precoce, em colaboragdo a um processo
de naturaliza¢do da subnotificagdo pelos que organizam, gerenciam e operam o Sistema de Saude,
e que influenciam negativamente no investimento na gestdo da vigilancia e controle da doen¢a no
pais, tornando-se possivel a manuten¢do do circulo vicioso para a negligéncia da leptospirose no
Brasil.

Palavras-chave. leptospirose, sistemas de informagdo em satde, doencas negligenciadas, diagndstico
precoce.

ABSTRACT

Leptospirosis is one of the most widespread and incident zoonosis in the world, estimated to
occur around one million cases and possibly 59,000 deaths annually. A logical model to evaluate
the aspects that permeate the theme through the narrative review of indexed literature and
technical manuals, it was proposed to awaken the idea of the neglect of this disease in Brazil.
By fostering a new paradigm approach, it was considered the difficulty in performing a more
sagacious and early diagnosis. This condition contributes to a process of naturalization of
underreporting by those who organize, manage and operate the health system. And, directly
it causes negative impact on the investment for managing the disease surveillance and control
in the country, making it possible to maintain a vicious circle for neglecting leptospirosis in Brazil.

Keywords. leptospirosis, health information systems, neglected diseases, early diagnosis.
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A leptospirose ¢é reconhecidamente um
dos mais importantes problemas de saude publica,
estando a endemicidade da doenga concentrada
nas dreas mais quentes e umidas do planeta,
mais precisamente no Caribe, Américas Central
e do Sul, além do sudeste asiatico e Oceania'.
Considerada emergente no continente europeu,
estd indicada em estudo da OMS como uma
das doengas passiveis de serem incorporadas a
lista de zoonoses negligenciadas>’. Em recente e
importante revisao sistematica a respeito da tematica,
Costa et al* estimaram em 1,03 milhdes de casos
e, aproximadamente, 59.000 6bitos por leptospirose
em todo o planeta a cada ano, correspondendo ou
extrapolando os valores atribuidos a outras causas
de febre hemorragica investigadas em 2010 pelo
Global Burden of Disease.

A taxa de mortalidade para a doenga varia
entre paises, estando calculada na faixa de cinco
a 40%, conforme literatura cientifica consultada.
No Brasil, o Ministério da Saude estima em torno
de 10% os casos mais graves que chegam a Odbito,
porém a realidade parece ser mais dura para com o
suspeito de ter contraido a leptospirose, chegando
a 50% de taxa de mortalidade no caso de grave
hemorragia pulmonar associada>®.

Ainda é considerado um desafio conhecer
a magnitude da doenga, sendo necessario
apurar sua real incidéncia e carga global, pois se
relaciona a baixa notificagdo para a leptospirose nao
epidémica, a falta de um diagndstico mais rapido
e preciso ainda na Aten¢do Primaria e ao processo
infeccioso agudo ser de dificil percep¢do clinica,
muitas vezes confundido com viroses tropicais®’.
Schneider et al* afirmam que a leptospirose ¢é
tipicamente subdiagnosticada e, por consequéncia,
subnotificada. Como a sintomatologia ¢ vasta,
variando de uma sindrome gripal a uma grave
hemorragia pulmonar, com agudizagao rapida do
quadro clinico e dbito subsequente, diferencia-la
de outras morbidades de diagnostico nosoldgico
similar, como dengue, maldria e influenza, torna-se
uma missao muito ardua para a assisténcia em saude””.

O numero de casos da doen¢a no Brasil
permite que se considere um status de doenga
negligenciada, ja que sua espacialidade e tempo-

2/11

ralidade sdao conhecidas e ha uma recorréncia anual.
Entretanto, o reconhecimento da leptospirose como
doenga negligenciada ocorre no meio académico
e no senso comum, mas ndo nos documentos
oficiais do governo brasileiro. Sendo assim, o
acesso aos editais de financiamento de pesquisas
voltados as doengas negligenciadas no Brasil ndo a
contemplam, uma vez que a leptospirose nao se
encontra na lista de prioridades do Ministério da
Saude, o que a torna uma doenga duplamente
esquecida no Brasil'*!".

O objetivo deste artigo ¢ identificar as
discrepancias entre o que se discute cientifica-
mente quanto a leptospirose e o discurso oficial do
Ministério da Sadde, além das respectivas agdes
propostas para notificagdo, prevengao, diagndstico
e controle da doenca no Brasil.

Para a avaliagdo circunstanciada da negligén-
cia para com a informacédo da leptospirose no Brasil,
¢ proposto um modelo légico (Figura 1), composto
por quatro pontos que, a nosso ver, sdo a chave
para uma nova abordagem da leptospirose como um
problema de satide publica nacional e estdo listados a
seguir:

i) Falha de diagnostico, diagnéstico tardio ou
subdiagnostico;

ii) Subnotificacdo;

iii) Desconhecimento da real incidéncia e carga global
€

iv) Falta de investimento na gestdo da vigilancia e no
controle da leptospirose.

A revisdo narrativa da literatura foi realizada
com base nas publicagdes cientificas em formato
de artigos, capitulos de livro, resumos de eventos,
anais, textos em jornais e/ou revistas cientificas.
Para tal, se utilizaram de bases de dados disponi-
bilizadas pelas bibliotecas e repositdrios digitais
Arca Fiocruz, Bireme/BVS, BVS, PubMed, Portal
de Peridédicos do CAPES e SciELO Saude Publica,
acessados através da Biblioteca de Saude Publica
da Fiocruz, assim como outras bases de dados
ndo indexados, caso do Google Académico, visto ser
este também uma rica fonte da literatura cinzenta'.
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Falha de diagnostico ou diagndstico
tardio ou subdiagnéstico

4
Subnotificagdo

+

Desconhecimento da real incidéncia
ou carga global da doenca

+

Falta de investimento na gestdo da
vigildncia e do controle da
leptospirose

Figura 1. Matriz do circulo vicioso da negligéncia da
leptospirose no Brasil

Com objetivo de reconhecer a abrangéncia
do assunto a ser estudado, inicialmente foi
realizada uma busca simples - default - nos
repositorios e sitios eletronicos acima mencionados,
entre as datas e 25 e 31 de mar¢o de 2015,
na qual foram encontrados textos, documentos e
publicagdes a respeito do conhecimento técnico
e cientifico acerca da leptospirose. Inicialmente,
foram utilizadas as palavras-chave na lingua
nativa e seu correspondente na lingua inglesa
e, posteriormente, as possiveis combinagoes
associando o termo booleano AND. O objetivo
foi reconhecer as fontes de dados indexados
que poderiam ser importantes ao estudo, assim
como entender a dimensio do assunto a ser
tratado, entretanto sem qualquer preocupagio
em analisar a qualidade e a forca de citagdo,
comum aos estudos bibliométricos”, através de
filtros de busca comuns aos repositérios e bases
bibliograficas eletronicas.

Em uma segunda etapa foram analisados o
titulo e o resumo dos artigos e demais documentos
indexados, sendo selecionados aqueles que confi-
guravam estreita relacio com os quatro pontos do
modelo 16gico proposto.

Na terceira etapa, a relevancia da produgido
académica foi avaliada pelo numero de citagoes
que apresentavam e disponibilizada em ordem
decrescente, sendo este o principal fator de

definicdo para a selecdo de determinado artigo
ou documento, em detrimento de outros que
versassem sobre tematicas similares, independente
do ano da publicagio. Por conveniéncia, foi
estipulado um limite maximo de 15 artigos ou
documentos outros, a serem considerados para
o estudo em cada base de dados e em cada lingua. A
Figura 2 sintetiza os resultados desta busca ampliada
em bancos de dados indexados.

DESCRITOR DE ASSUNTO

Leptospirose 32 91 6462 6286 0 655 10
Leptospirosis 19 52 6462 6286 8687 4272 25
Leptospirose AND Diagnéstico 3 20 2 4 0 137 0
Leptospirosis AND Diagnosis 0 1 2 4183 841 2
Leptospirose AND Vigilancia 3 18 2 1 0 2 2
Leptospirosis AND Sunweillance 0 5 0 0 2991 81 0
Leptospirose AND Assisténcia a Saude 0 43 0 0 0 9 0
Leptospirosis AND Delivery of Health Care 0 8 0 0 39 0 0
Leptospirose AND Gestéio em Salde 0 56 0 0 0 3 0
Leptospirosis AND Health Management 0 0 0 0 79 27 0
Leptospirose AND Veterinaria 0 6 35 25 0 98 0
Leptospirosis AND Veterinary 0 0 0 0 2304 601 0

Fonte: Biblioteca Fiocruz

Figura 2. Busca de termos por bibliotecas e repositérios
eletronicos

Ao término deste processo de busca
sistematizada, foram incorporados 72 documentos
indexados, com acesso total ao seu conteudo que,
associados a dois manuais técnicos do Ministério
da Saude e seis da Organizagdo Mundial de Saude,
além de duas entrevistas a revistas de divulgacao
da ciéncia e sites eletronicos da Fundagao Oswaldo
Cruz e material disponibilizado pelos estados do
Rio Grande do Sul e de Santa Catarina, se tornaram
o arcaboucgo tedrico para discussio do modelo
légico proposto para a negligéncia da leptospirose
no Brasil.

Tratou-se de organizar o material coletado,
relacionando a drea do conhecimento referente
a leptospirose com as seguintes tematicas:
Epidemiologia; Diagndstico Rapido; Diagnodstico
Laboratorial; Vigilancia em Saude; Sistema de
Informagdo em Saude; e Incidéncia e Carga Global
da Doenga. Todos os artigos e demais documentos
selecionados foram arquivados eletronicamente
em pastas do software gerenciador de citagdes
Zotero versao 4.0 para Windows, utilizando-se
do conceito de cloud computing*.
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Através de revisao de literatura, foi apurado o
que atualmente se disponibiliza no meio académico
quanto ao diagnostico, tratamento e vigilancia
da leptospirose, assim como a representacio do
discurso oficial adotado pelo Ministério da Saude,
através dos manuais técnicos de manejo clinico
e vigilancia da doenga, que repercutem como
acOes propostas de gestao, inclusive com a possibili-
dade de incorporagao de tecnologias diversas pelo
Sistema Unico de Satde.

Os resultados encontrados (Tabela) foram
organizados em quatro grupos, de acordo com
o proposto na Matriz do Circulo Vicioso da
Negligéncia da Leptospirose no Brasil, para facilitar
o entendimento do discurso oficial.

Na coluna Resultados, estdo as premissas
dispostas na literatura revisada, tendo como
referéncias aquelas citadas na coluna Publicagdo.
No item Falha de diagndstico, diagnéstico tardio e
subdiagnéstico, foram encontradas seis premissas
em trés referéncias documentais. J4 no item
Subnotificagdo, duas premissas estdo dispostas
em dois documentos selecionados. No que diz
respeito ao Desconhecimento da real incidéncia
e da carga global, quatro premissas estdo dispostas
em quatro publicagbes previamente selecionadas.
Por fim, no item Falta de investimento na gestdo
da vigilancia e do controle da leptospirose, sete
premissas foram disponibilizadas com base em
quatro documentos selecionados.

Sendo a leptospirose uma das zoonoses
de maior incidéncia global, porém com expressiva
falta de dados que subsidiem o nao reconhecimento
da real incidéncia e carga da doen¢a no Brasil,
observamos ser oportuno acrescentar a triade de
falhas que classicamente compdem a negligéncia
em saude (falha da ciéncia, falha do mercado e falha
da saude) a negligéncia para com a informagao,
pois sem a realidade dos dados nao seria possivel
produzir saude de forma universal, equanime e
integral, conforme descrito em preceitos constitu-
cionais brasileiros''.

Sob o ponto de vista ético, deveriamos
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tratd-la como uma doenga negligenciada, que
poderia ter seus efeitos deletérios mitigados pelo
uso de medidas saneadoras do meio ambiente,
atividades de educacdo para a saide e garantia
de acesso ao diagnoéstico rapido, de acuracia
comprovada e realizado em tempo oportuno,
ainda na Aten¢do Primaria®'*%.

Rajeev et al* apresentam a leptospirose
como uma doencga tratdvel se diagnosticada
precocemente; no entanto, o diagndstico preciso
¢ um desafio devido a diversidade de apresenta-
¢oes clinicas da doenga, a falta de consciéncia
do risco pelo paciente e a fragil suspeita clinica
durante sua fase precoce pelos profissionais
de saude, além do limitado potencial para um
diagndstico rapido e preciso pelas unidades basicas
de satde.

Ribeiro® indica que o subdiagndstico da
doenga se deve as caracteristicas inespecificas em
sua fase inicial, com sintomas como febre, dor de
cabega e dores musculares. Em torno de 90% dos
casos ha resolugdo espontanea e raramente ocorre
diagnostico. Os 10% restantes evoluem para formas
graves e podem apresentar ictericia, insuficiéncia
renal e sangramentos. A confirma¢do da infec¢ao
¢é feita a partir da exclusio da possibilidade de
outras doencas e da andlise do histdrico de expo-
sicdo do paciente a agua contaminada e do contato
com animais possivelmente infectados, sempre
contando com a memoria de eventos relacionados
aos periodos chuvosos ou de inundagao’.

O ser humano costuma responder a infec¢iao
por Leptospira muito tardiamente, produzindo
anticorpos entre o sétimo e o décimo dia de
infeccdo, quando estes passam a serem detectaveis
pelas técnicas Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA-IgM) e Teste de Aglutinagao Microscopica
(MAT, na lingua inglesa). Em tese, haveria negli-
géncia da gestdo do Sistema de Saude por nao
oferecer um diagndstico mais precoce, o que poderia
fomentar o nao tratamento ou, a0 menos, um manejo
clinico inadequado de pacientes insuspeitos ou,
ainda, um manejo equivocado de quadros moérbidos
com sintomas similares a leptospirose. Em alguns
casos mais criticos, a antibioticoterapia instituida
para tratamento da leptospirose pode agravar
o quadro de saude dos pacientes erroneamente
diagnosticados®®.
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Tabela. Resultados encontrados e suas respectivas publicacdes de referéncia

Falhas e negligéncias
em satide

Resultados

Publicagao

Falha de diagnéstico,
diagnéstico tardio e
subdiagnostico

A cultura somente se finaliza (positiva ou negativa) apés algumas
semanas, o que garante apenas um diagnostico retrospectivo.

Pelas dificuldades inerentes a realizacdo dos exames anteriormente
citados, os métodos soroldgicos sdo consagradamente eleitos para o
diagnoéstico da leptospirose.

BRASILY

A fase precoce da doenga é caracterizada pela instalagdo abrupta de
febre, comumente acompanhada de cefaleia e mialgia e, frequentemente,
ndo pode ser diferenciada de outras causas de doencas febris agudas.

Embora a fase precoce da doenga corresponda de 85 a 90% das formas
clinicas, a minoria dos casos sdo identificados e, consequentemente,
notificados nesta fase da doenca devido as dificuldades inerentes ao
diagnostico clinico e a confirmagéo laboratorial.

Albuquerque
Filho et al®

O padrio-ouro para o diagndstico de leptospirose é o teste da
microaglutinagdo e para sua realizagdo é mandatdrio a coleta de soro
convalescente. Ja o resultado da sorologia para leptospirose pelo método
ELISA-IgM geralmente esta disponivel dentro de uma semana apés o
envio da amostra de soro.

O subdiagndstico da doenca se deve as caracteristicas inespecificas em
sua fase inicial.

Ribeiro®

Subnotificacao

A leptospirose é uma doenca subnotificada em razdo da falta de suspeita
clinica e baixa capacidade de diagnéstico. Em geral, ¢ dificil, mesmo
para um médico bem treinado, reconhecer um caso de leptospirose em
sua forma inicial leve apenas pela apresenta¢io clinica.

Vieira Lima’

Os casos notificados podem estar aquém da realidade do territério
estudado, visto a falta de confirmagéo laboratorial. Também é avaliado
que a conduta médica exigida pela forma clinica que se apresentaa doenga
pode levar a negligenciagao do correto diagnéstico da leptospirose pelo
profissional de saude.

Castro et al]*

Obitos evitaveis

A leptospirose podera ser autolimitante com regressio da sintomatologia
entre trés e sete dias. Ha cura clinica e auséncia de sequelas, o que muitas
vezes se confunde com uma sindrome gripal.

Em aproximadamente 15% dos pacientes com leptospirose, ocorre a
evolucdo para manifestagdes clinicas graves, que tipicamente iniciam-se
apos a primeira semana de doenca, mas que pode ocorrer mais cedo,
especialmente em pacientes com apresentagdes fulminantes.

A sindrome de hemorragia pulmonar é caracterizada por lesdo pulmonar
aguda e sangramento pulmonar maci¢o e vem sendo cada vez mais
reconhecida no Brasil como uma manifestacao distinta e importante da
leptospirose na fase tardia.

BRASIL’

Paraaresolucao desses antigos problemas é necessario definir prioridades
no setor saide, mostrando a importancia da introdugido de medidas
que visem a prevencdo da mortalidade prematura para leptospirose (...)
mesmo que essas medidas ultrapassem a esfera de acdo do setor saude.

Souza et al*

Continua
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Continuagao

Desconhecimento da
real incidéncia e da
carga global

A realincidéncia das formas leves da leptospirose no pais é desconhecida
por causa do subdiagndstico.

Ribeiro®

A incidéncia real de leptospirose reflete a disponibilidade de diagndstico
laboratorial e a sensibilidade para a suspeita clinica pelos profissionais
de saude.

Musso e
La Scola?

A carga global da doenga é mal compreendida devido, principalmente,
a falta de instalacdes laboratoriais necessdrias ao diagnostico da fase
aguda da leptospirose em paises endémicos, sendo necessirio o
desenvolvimento de novas tecnologias diagndsticas mais sensiveis e
especificas para os casos agudos da doenga.

Musso et al 3

Os dados existentes sobre a incidéncia de leptospirose e de sequelas da
doenga sdo limitados, mas sugerem que a Africa, o Pacifico Ocidental,
e as Américas tém o maior peso da doenga e menor disponibilidade de
recursos econdmicos, estando associados a uma maior carga da doenga.

WHO?*

Falta de investimento
na gestao da vigilancia
e do controle da
leptospirose

Lacunas do conhecimento cientifico e a necessidade de produzir mais e
melhores dados para desenvolvimento de estratégias mais eficazes para
controle e prevencdo da leptospirose sdo destacadas em diversos artigos
e documentos disponibilizados em repositérios.

Corbellini et al*

Perpetuagido da pobreza.

Falta de informagéo e sensibilizagdo de profissionais de satide e gestores
sobre a extensao do problema.

Auséncia de ferramentas de diagndstico adequadas e de estratégias
sustentaveis de prevencio e controle das doengas.

Figueiredo et al*!

Falsa percepc¢do de que a carga da doenga e o impacto social sejam
baixos e ndo atraiam recursos para a saude ou para a investigagdo
necessaria ao seu controle, o que efetivamente as coloca na categoria de
doengas zoondticas negligenciadas (NZDs).

Intervenc¢ao que requer uma agao coordenada entre a satide humana e
animal, além de outros setores que se mostrem relevantes.

Serafini et al*?

Necessidade de partilhar responsabilidades e coordenar as atividades
para enfrentar os riscos a saude na interface humana-animal-ambiente.

WHO?*

Corroborando com os aspectos anteriormente
descritos, o estudo de Costa et al* fornece aos
gestores da Saide, os verdadeiros tomadores de
decisdo, evidéncias cientificas suficientes para imple-
menta¢do de politicas efetivas quanto a doenga.
Conforme observado pelos autores, a falta de um teste
de diagnostico adequado continua a ser a principal
barreira para mitigar os danos a populagio menos
tavorecida e epidemiologicamente bem descrita.
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A demanda por diagnoésticos aprimorados
seria maior do que a indicada pelos casos estimados,
uma vez que esses calculos refletem somente a
carga referente a leptospirose considerada grave,
aquela enxergada pelo Sistema de Saide por
necessidade de internacao e cuidados hospitalares
aos portadores da moléstia, representando um
limite inferior quando comparado ao nimero real
de casos*.
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Fora das dreas endémicas ou em que ocorreram
inundagoes, os médicos e demais profissionais de
saude envolvidos na Assisténcia a Satude frequen-
temente ndo pensam em leptospirose como uma
hipétese diagnoéstica plausivel*>*.  Além disto,
o proprio discurso oficial identifica como uma
das causas da falta de diagndstico em tempo
oportuno, a complexidade operacional das técnicas
preconizadas para se realizar os procedimentos
laboratoriais ainda na fase leptospirémica da doenga’.

Assim sendo, afirmagdes referentes ao diagnds-
tico tardio e ao subdiagndstico da leptospirose
se fazem presentes no discurso oficial do préprio
Ministério da Saude, instituigdo organizadora do
sistema de saude brasileiro. Seria possivel ofertar
um diagndstico precoce, se utilizadas tecnologias de
acuracia comprovadas e miniaturizadas o suficiente
para que pudessem ser realizadas a beira do leito,
e que cumprissem com o papel hoje exclusivo
do aparato laboratorial oficial, centralizado nos
LACENS estaduais>”****,

De outra feita, a utilizagdio de ferramentas
pautadas em algoritmos diagndsticos clinicos vali-
dados para a leptospirose, assim como sua inserciao
a outras abordagens sindromicas para vigilancia de
doengas febris agudas, caso das arboviroses, da febre
maculosa brasileira e das hepatites virais, poderia
ser de grande valia para a resolugdo diagnostica e
oferta de melhor prognostico aos pacientes
acometidos®.

Em ndo havendo qualquer diagndstico na fase
precoce, seja este clinico ou laboratorial, a doenga se
mantém em curso, podendo agravar o quadro do
paciente. Na hipdtese por nos perscrutada, a im-
possibilidade de notificagio oportuna da doenga
pelos servicos locais de Vigilancia em Satde
atrasaria a investigagdo ambiental e epidemioldgica
do caso suspeito, o que permitiria a manutencao
de dreas de risco sem uma intervengdo necessaria
e a presenca de reservatorios animais em contato
com populagdo exposta®*.

Quando na forma tardia, a leptospirose tem
maior chance de agravamento do quadro clinico.
Estima-se que 15% dos pacientes evoluem para
quadros mais graves, caso da insuficiéncia renal
aguda, o que exige maior atengao da assisténcia em
saude. Em média, 10% dos casos diagnosticados
nesta fase vdo a obito, podendo chegar a taxas

de 50% quando associada a hemorragia pulmonar
aguda®’. Desta feita, ha um mecanismo de notifica-
¢d0 compulsoria aos hierarquizados Sistemas de
Informagdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) e
sobre Mortalidade (SIM), ambos robustos e bem
estabelecidos quanto a capilaridade no territério
nacional, parecem sugerir subnotificagao para casos
de leptospirose considerados leves ou que se
confundem com outras patologias febris agudas,
assim como para acrescer ao SIM, o6bitos por causas
outras que nao a leptospirose®?¥. A falta de um
diagnodstico mais cuidadoso e oportuno para a
leptospirose pode levar a erros na classificagdo de
doengas (CID-10) de pacientes suspeitos de terem
contraido alguma das doengas febris agudas -
caso da dengue, hepatite viral, hantavirose, febre
maculosa e sepse - seja por dificuldades na coleta ou
no transporte de amostras em tempo oportuno para
o laboratério de referéncia, seja por dificuldade
de diagndstico diferencial em periodos de franca
epidemia de arboviroses, por exemplo, em que os
servigos de assisténcia e de vigilancia em Satude ficam
sobrecarregados®”’.

Em se tratando do aspecto politico e de
gestao publica da Saude no Brasil, Souza et al*
afirmam que a falta de medidas voltadas ao controle
da leptospirose se traduz pelo desconhecimento
do seu real impacto socioeconomico, implicando
na gestdo do erario fer-tado a Saude Publica que,
como em um circulo vicioso, posterga a deflagragao
das tais medidas de controle.

O impacto da doenga em seres humanos possui
potencial de ser devastador, ja que pode resultar
na hospitalizacdo e absenteismo, o que reflete
diretamente na economia da regido afetada'*.
No Brasil, sdo notificados mais de dez mil casos de
leptospirose a cada ano sendo, em sua maioria,
moradores de favelas urbanas que necessitam
de hospitaliza¢ao, devido as complicagdes graves da
doenca, o que indica ser uma doenga perpetuada
pela pobreza, relacionada a falta de saneamento
e a urbaniza¢do desenfreada, tipica dos paises
economicamente menos favorecidos®.

Agampodi et al® afirmam que as estimativas
da carga global de leptospirose sdo dificultadas pela
falta de dados cientificos de paises com provavel alta
endemicidade e limitada capacidade de diagnostico.
Observa-se que, além da falta de um aporte
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tecnoldgico adequado para um diagnodstico precoce
da leptospirose, especialmente aquela que se
apresenta de forma oligossintomatica, também
podemos caracterizar a falta de dados precisos para
se estimar a real carga global da doenga no Brasil.
Lacunas do conhecimento cientifico, além da
necessidade de produzir mais e melhores dados para
desenvolvimento de estratégias mais eficazes para
controle e prevencao da leptospirose, integrando agoes
na perspectiva da Satde Unica, sio destacadas em
diversos estudos disponibilizados em repositérios
cientificos™ .

Ja para Musso et al*’, a carga global da doenga
¢ mal compreendida devido, principalmente, a
falta de instalacdes laboratoriais necessarias ao
diagnostico da fase aguda da leptospirose em
paises considerados endémicos, sendo necessario o
desenvolvimento de novas tecnologias diagndsticas,
que sejam sensiveis e especificas para os casos
agudos da doenga.

Sintomas febris agudos e outros um tanto
inespecificos — mialgia, dor de cabega, calafrios,
sufusdo conjuntival - quando presentes, associados
a auséncia do quadro clinico mais classico
para a leptospirose, em tese, dificultariam um
diagnéstico precoce e a estimativa da real carga
da doenca. A incidéncia real de leptospirose
reflete a indisponibilidade de um diagndstico
laboratorial mais oportuno e acurado ainda na fase
aguda da doenca, visto que o diagndstico por
microscopia direta em campo escuro ¢ de pouca
sensibilidade e especificidade, tanto no sangue
quanto na urina dos suspeitos, e os diagndsticos
sorologicos dependem da presenga de anticorpos,
que normalmente ndo se fazem presentes na fase
aguda da doenca. A depender do contexto
epidemioldgico para a leptospirose, um exclusivo
diagnoéstico presuntivo, baseado em histéria clinica
do paciente e uso de métodos indiretos, poderia levar
a uma sensibilidade diagnoéstica fragil ao se utilizar
da definicdo de caso proposto para atividades de
vigilancia clinica da leptospirose®*.

Quanto as prioridades do Ministério da Saude
para o enfrentamento de doengas negligenciadas
no Brasil, os investimentos para financiamento
de pesquisa estariam vinculados as seguintes
doengas: Dengue, Doenga de Chagas, Leishma-
niose, Hanseniase, Malaria, Esquistossomose e
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Tuberculose™.

Esta lista fechada se originou de analises
de dados epidemioldgicos e demograficos que,
discutidos nas oficinas de prioridades desenvolvidas
pelo Ministério, levaram a valores referentes ao
financiamento de pesquisas entre 2003 e 2009 de
R$ 82,4 milhoes, inclusive com editais especificos
para a Dengue, Tuberculose, Hanseniase e Maldria™.

Para uma melhor compreensao dos fatores de
risco de transmissdo e os caminhos para a doenca, é
imprescindivel elaborarmos intervencoes integradas
e melhor arranjadas, objetivando a redugdo das
fontes de infec¢ao, atilando para a perspectiva da
Satide Unica e promovendo inovagio tanto a saude
humana quanto a saude animal. Caso a leptospirose
estivesse acobertada por essa politica, uma parcela
desses recursos poderia ter financiado projetos
relacionados ao desenvolvimento tecnologico de
formas diagnosticas mais acuradas e precoces,
assim como o uso de tecnologias relacionadas
a genOmica e a protedmica, na busca por conhe-
cimento estratégico da ecologia das leptospiras, com
aplicacao direta em desenvolvimento e incorporagao
de tecnologias curativas e de medidas profilaticas
de massa, sejam em humanos ou animais, princi-
palmente em se tratando de areas demograficamente
importantes e de populagdes desassistidas social-
mente® .

O wuso de tecnologias inovadoras para
diagndstico precoce da leptospirose no Brasil,
caso dos dispositivos point-of-care testing (POCT),
poderiam apoiar a condugdo clinica dos profissio-
nais de saide quanto ao manejo de pacientes,
contribuindo para a reducéo do risco de agravamento
da doenga e gerando oportunidade da notificagao
aos servigos de vigilancia de forma mais oportuna
para desenvolver agdes mitigadoras do risco
ambiental. De forma sinérgica, o desenvolvimento
e a implantacdo de protocolos de diagndstico
outros, caso das abordagens sindromicas, poderiam
ser alavancados objetivando abordar as multiplas
causas da febre aguda em regides com logistica
dificultada ou que operam recursos de custo elevado
para um diagndstico laboratorial satisfatério a
assisténcia e a vigilancia da leptospirose.
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Considerando ser a leptospirose um problema
socioecoldgico, muitas vezes relacionado ao contexto
de desigualdade social, é oportuno que haja uma
atitude critica de reavaliagdo de abordagem, inves-
tindo em interven¢des que garantam condigoes
ambientais adequadas e mitiguem possiveis
deficiéncias de infraestrutura comuns aos enclaves
populacionais mais pobres de édreas urbanas ou
rurais de nosso pais.

Por fim, ao fomentar uma nova abordagem para
com a leptospirose, visto as caracteristicas clinicas
da doenga, as interacdes ecologicas, os fatores de
risco e as lacunas do conhecimento ainda existentes,
procuramos refletir a dificuldade de realizar um
diagnostico atilado da leptospirose, ainda durante
a fase precoce da doenga, colaborando para um
processo de naturalizacdo da subnotificagido pelos
que organizam, gerenciam e operam nosso Sistema
de Satde, o que pode explicar a falta de investimento
na gestdo da vigilancia e do controle da leptospirose
no pais, compondo um cendario favoravel a
manutengdo de um circulo vicioso para a negligéncia
da leptospirose no Brasil.

Este artigo é produto da dissertagdo de Mestrado
intitulada “O  circulo vicioso da leptospirose:
ampliando o conceito de negligéncia em saude no
Brasil’, defendida em marco de 2016 pelo autor
no Programa de Pods-graduagao em Informagio e
Comunica¢do em Saude (PPGICS) da Fundacdo
Oswaldo Cruz.
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RESUMO

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de contribuir com a vigilancia da esquistossomose,
no ambito da Superintendéncia Regional de Satide de Alfenas, MG, na mesorregido Sul/Sudoeste
do estado, considerada nao endémica para a esquistossomose, ao contrario de outras areas ao
norte e nordeste do estado. Durante o ano de 2015, os escolares e migrantes de dois municipios
dessa regido, Arceburgo e Guaranésia, foram submetidos aos inquéritos parasitologico e
soroldgico. No inquérito parasitoldgico, nenhum caso de esquistossomose foi detectado em
Arceburgo. Em Guaranésia, ovos de S. mansoni foram detectados entre os migrantes, com taxa
de positividade de 13,6% (9/66), e em um unico estudante. Sete membros da familia, classificada
como moradora de Guaranésia, mas determinada como oriunda de Timbatba, PE quando
investigada pela vigildncia epidemioldgica, foram também positivos para S. mansoni. No inquérito
soroldgico, a positividade para esquistossomose foi de 18,5% entre os migrantes de Guaranésia.
Em relagdo as demais parasitoses, as taxas de positividade variaram de 12,5% a 32,3%. Os resultados
sugerem diferengas em relacdo ao risco de exposi¢do a S. mansoni e a importancia da vigilancia
epidemioldgica, mesmo em dreas nido endémicas, com foco nos migrantes, quando estes sdo
oriundos de regides endémicas para esquistossomose.

Palavras-chave. esquistossomose, vigildncia epidemioldgica, migrantes.

ABSTRACT

This study was developed aiming at contributing to the schistosomiasis surveillance, within
the scope of the Regional Health Superintendence of Alfenas, MG, in the South/Southwest
mesoregion of the state, considered not endemic for schistosomiasis, unlike North and Northeast
areas of the state. During the year of 2015, schoolchildren and migrants from two municipalities
of this region, Arceburgo and Guaranésia, underwent parasitological and serological surveys.
In the parasitological survey, no case of schistosomiasis was detected in Arceburgo. In Guaranésia,
S. mansoni eggs were detected among the migrants, with a positivity rate of 13.6% (9/66),
and in only one schoolchild. Seven members of his family, who were classified as residents of
Guaranésia, but were determined as coming from Timbatba, PE, when investigated by the
epidemiological surveillance, they were also positive for S. mansoni. In the serological survey,
the positivity for schistosomiasis was 18.5% among migrants from Guaranésia. Concerning
the other intestinal parasites, the positivity rates ranged from 12.5% to 32.3%. The results
suggest differences in the risk of exposure to S. mansoni and the importance of epidemiological
surveillance, even in non-endemic areas, with a focus on migrants when they come from
endemic regions for schistosomiasis,

Keywords. schistosomiasis, epidemiological surveillance, migrants.
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A esquistossomose, tendo como agente
causal Schistosoma mansoni, considerada uma
doenga negligenciada e subnotificada em todo o
mundo, ainda é de importancia em saide publica
no Brasil, tendo em vista a grande extensao da
area de transmissdo e significativo numero de
casos graves e mortes que provoca a cada ano'. No
Brasil, estima-se que cerca de 6 milhdes de pessoas
estdo infectados com S. mansoni, e 25 milhdes
estdo em risco de contrair a doen¢a% e 70% dos
casos estdo concentrados nos estados de Minas
Gerais e Bahia’.

Um aspecto importante que deve ser levado
em consideragdo quando se pretende avaliar o
risco do estabelecimento de focos de transmissao
em uma regido ¢ o estudo dos vetores, mais
especificamente, no caso da esquistossomose, da
fauna malacolégica planorbidica. E sabido que
a distribuicdo da esquistossomose no territdrio
brasileiro coincide com a distribuicao dos moluscos
do género Biomphalaria. No Brasil, foram descritas
dez espécies do género Biomphalaria, mas somente
trés espécies foram encontradas eliminando
cercarias de S.mansoni, em ambientes aquaticos
naturais: Biomphalaria glabrata, B. tenagophila e
B. straminea®.

No estado de Minas Gerais, B. glabrata
¢ considerada a espécie de molusco mais
importante na transmissio da esquistossomose,
em vista de sua ampla distribuicdo geografica
e altos indices de infec¢do. Embora B. tenagophila
nao seja amplamente difundido em Minas Gerais,
foram encontrados naturalmente infectados com
S. mansoni nos municipios de Jaboticatubas,
Itajuba, Belo Horizonte e Ouro Branco®. Em
Paracatu, embora nunca encontrada infectada em
Minas Gerais, B. straminea foi considerado a
responsavel pelo foco da esquistossomose®.

A drea endémica para esquistossomose,
em Minas Gerais, compreende 523 dos 853
municipios, com uma populagdo estimada em
quase 11 milhdes vivendo nessa area’. As areas
consideradas de maior risco para esta parasitose
se situam nas regides norte, nordeste e centro,
acreditando-se que a regido sul do estado estaria
livre da endemia, embora, na década de 1980,
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casos autdctones de esquistossomose tenham sido
relatados em Itajuba®.

A expansdo territorial da esquistossomose
esta relacionada ao deslocamento de pessoas
infectadas por S. mansoni, de areas endémicas para
areas que, embora sem relato de transmissao,
tem caracteristicas ambientais que favorecem a
presenca de caramujos do género Biomphalaria;
além disso, o saneamento bdsico deficiente,
encontrado nessas dreas, constitui-se em fator
de risco importante para a transmissao da
esquistossomose.

Sdo varios os fatores que caracterizam a
regido sul/sudoeste de MG, considerada ndo
endémica para esquistossomose, como uma area
que merece aten¢do especial no que diz respeito
ao controle da esquistossomose e a necessidade
de implantagio de um programa de vigilancia
sistematizado: as constantes correntes migratdrias
de trabalhadores, oriundos de dreas endémicas;
a deteccdo de casos de esquistossomose entre
esses migrantes, em municipios da regido;
o estabelecimento daqueles em Dbairros de
periferia das cidades, com condi¢des sanitarias
inadequadas; e grande numero de cole¢des hidricas,
que favoreceriam a ampla distribuicio dos
caramujos hospedeiros de S. mansoni na regiao®*''.

Assim, mesmo em areas consideradas ndo
endémicas, como é o caso dos dois municipios
envolvidos no presente estudo, ¢ de grande valia
a realizacdo de uma investigagdo epidemioldgica
eficaz, com utilizacgio de ferramentas de
diagndstico  sorologico para  esquistossomose
e coproparasitologico para enteroparasitoses,
incluindo a esquistossomose; os dados levantados
permitirdo aos servigos de saude estimar as
necessidades de intervencdo e selecionar quais
as agOes de controle mais adequadas para cada
situacao.

Caracterizagdo dos municipios e da regido
selecionados para estudo

A drea de abrangéncia da Superintendéncia
Regional de Satude de Alfenas (SRS/Alfenas) situa-se
na regido sudoeste do estado de Minas Gerais.
A economia da regido se baseia em atividades
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voltadas para a agricultura e pecudria, sendo que
as empresas agropecuarias costumam importar
mao-de-obra de outras regides do estado e do
pais. A SRS/Alfenas, como uma Instituigdo Publica
Estadual que compode a Secretaria de Estado da
Saude de Minas Gerais, assessora, acompanha e mo-
nitora as agdes de saude desenvolvidas nos seguintes
municipios: Alfenas, Alterosa, Arceburgo, Areado,
Bandeira do Sul, Botelhos, Campos Gerais, Campo
do Meio, Cabo Verde, Carvalhodpolis, Conceigao da
Aparecida, Carmo do Rio Claro, Campestre,
Divisa Nova, Fama, Guaranésia, Guaxupé, Jurudia,
Machado, Monte Belo, Muzambinho, Nova Resende,
Paraguagu, Po¢o Fundo, Sdo Pedro da Unido, e
Serrania. Abrange uma populagdo aproximada de
470.000 habitantes'?.

Como ponto de partida para se conhecer
o problema da esquistossomose na regido, foram
selecionados dois municipios da jurisdigdo da

SRS-Alfenas, Arceburgo e Guaranésia, tendo em
vista resultados ja descritos®”. Com populagio
estimada, em 2015, respectivamente de 10.373 e
19.340 habitantes, Arceburgo e Guaranésia estao
localizadas a 478 Km e 457 Km de Belo Horizonte,
capital do estado de MG, na regido limitrofe com
o estado de Sao Paulo. (Figura 1)

Abordagem da populagio alvo e aspectos éticos
Nos dois municipios, foram convidadas
para participarem deste estudo, todas as criancas
matriculadas, em 2015, na 5° série do ensino
fundamental, nas escolas da rede municipal e
estadual. Foram também convidados para partici-
parem do estudo, todos os migrantes, cadastrados
nas unidades de saide do municipio, oriundos de
outras regides do estado de Minas Gerais ou de
outros estados do pais e contratados para trabalho
temporario nas safras agricolas regionais.

MESORRECIOES DE MINAS GERATS

Figural. Localizacdo dos municipios de Arceburgo e Guaranésia, dentro da mesorregido sul/sudoeste do estado de Minas Gerais
(Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Minas_Gerais e http://www.cultura.mg.gov.br/territoriodacultura/index.php/calendario/sul-de-minas,

com modificagdes introduzidas pelo autor)
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A abordagem ao grupo de escolares foi feita
por meio de contato com a Secretaria de Educagao
local. Foram realizadas reunides, nas escolas, com
os gestores, professores e pais, para discussao do
projeto e planejamento das a¢des a serem efetivadas.
Foram oferecidos informacdes e esclarecimentos
sobre o estudo a ser desenvolvido e a coleta de
amostras clinicas (sangue e fezes). A participacao das
criancas envolvidas foi voluntaria. Para obtencao das
amostras de sangue e fezes, os pais ou responsaveis
pelos menores foram devidamente informados
quanto aos procedimentos e riscos e solicitados
a assinarem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

O projeto teve aprovacio dos Comités de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Alfenas-
UNIFAL-MG (Numero do Parecer: 1.125.741, com
data de 27/05/2015) e do Instituto Adolfo Lutz (CTC
IAL N° 70/2014).

Quanto aos migrantes, a abordagem foi feita
através de contato com a Secretaria de Saude local,
que organizou a lista das familias de migrantes,
cadastradas nas unidades de saide do municipio,
nos Programas de Saude da Familia (PSF); os
agentes de saude se responsabilizaram pela visita
a essas familias e pela coleta das amostras de fezes
e sangue, apos assinatura do TCLE.

Inquérito para investigacao de enteroparasitoses e
esquistossomose

Foi coletada de cada participante (migrantes e
escolares) uma amostra de fezes em potes plasticos
com tampa de rosca, sem adigdo de conservantes,
sendo as amostras fecais enviados ao Laboratério de
Parasitologia Clinica da UNIFAL, para processa-
mento. As amostras fecais foram submetidas a
técnica de Kato-Katz'* para a contagem de ovos
de S. mansoni e pesquisa de ovos de helmintos,
detectaveis por esta técnica, e as técnicas de
sedimentacdo espontinea e de Ritchie modificado,
para a pesquisa de larvas e ovos de helmintos
em geral, e de cistos de protozoarios> . De trés a
seis laminas de Kato-Katz foram preparadas na
UNIFAL, dependendo o volume de fezes recebido;
estas foram encaminhadas, para leitura, ao Nucleo
de Enteroparasitas do Centro de Parasitologia e
Micologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL), em Sao
Paulo; foi também encaminhada ao IAL, uma
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aliquota conservada em formol 10% tamponado, de
cada amostra fecal, para processamento por técnica
de Ritchie modificado, conforme procedimento ja
descrito'®.

Inquérito soroldgico para esquistossomose

Foi coletada de cada participante (migrantes
e escolares) uma amostra de sangue em papel
filtro Whatman n° 3 e enviados ao Nucleo de
Enteroparasitas do Centro de Parasitologia e
Micologia do Instituto Adolfo Lutz, em Sao Paulo;
onde foi realizado por técnica sorologica de
RIF-IgM (Reagao de imunofluorescéncia indireta
para deteccdo de anticorpos IgM, em cortes
parafinados de  vermes adultos machos,
contra componentes do tubo digestivo), de acordo
com metodologia ja descrita'’.

Durante o ano de 2015, foram analisadas
amostras de fezes de 247 individuos, coletados
em dois municipios da SRS-Alfenas, Arceburgo
e Guaranésia, sendo 147 de escolares e 100, de
trabalhadores rurais procedentes de diferentes
regides de Minas Gerais ou de outros estados
brasileiros, classificados no presente estudo como
migrantes. Amostras de sangue de 252 individuos
foram submetidas a testes soroldgicos de RIF-IgM,
sendo 187 de escolares e 65 de migrantes; ndo foram
coletadas amostras de sangue de migrantes em
Arceburgo. A Tabela 1 descreve o numero total
de individuos envolvidos e as taxas de adesdo
ao projeto.

Em Arceburgo, 48 escolares e 34 migrantes
encaminharam amostras fecais para exame.
Nenhuma amostra foi positiva para S.mansoni.
Em Guaranésia, entre os 66 migrantes que se
submeteram ao exame parasitologico de fezes,
nove foram positivos para S.mansoni, com taxa
de positividade de 13,6%. Fora esses nove casos
entre os migrantes, foi encontrado um escolar com
esquistossomose (Tabela 2). A partir deste escolar,
mais sete casos foram ainda detectados entre os
familiares, totalizando 17 casos de esquistossomose
diagnosticados em Guaranésia. A carga parasitdria
nesses pacientes variou de 12 a 387 ovos por grama
de fezes (Tabela 3).
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Tabela 1. Namero de individuos envolvidos e taxas de adesdo ao projeto, de acordo com a categoria (escolares ou migrantes) e o
municipio estudado

MUNICIPIO
Arceburgo Guaranésia TOTAL
INDIVIDUOS ENVOLVIDOS Escolares Migrantes Escolares Migrantes
Numero total 140 136 216 381 873
%gisl;o a0 projeto com assinatura do 63 (45,0%) 40 (29,4%) 147 (68,1%) 164 (43,0%) 414 (17,3%)
Amostras fecais recebidos 48 (34,3%)? 34 (25,0%) 99 (45,8%) 66 (17,3%) 247 (28,3%)
Amostras de sangue processadas 54 (38,6%)* --- 133 (61,6%) 65 (17,0%) 252 (28.8%)

1. TCLE = Termo de consentimento livre e esclarecido; 2. Taxas de adesdo ao projeto e de recebimento de amostras, calculadas em relagdo ao total de alunos envolvidos

Tabela 2. Numero de amostras positivas para as diferentes espécies parasitarias e porcentagem de positividade geral, de acordo
com a categoria (escolares ou migrantes), nos municipios de Arceburgo e Guaranésia, MG, no ano de 2015

Numero de amostras positivas e porcentagem de positividade geral
(amostras positivas/N° total de amostras=N)

ESPECIE PARASITARIA* Arceburgo Guaranésia
Escolares Migrantes Escolares Migrantes
(N=48) (N=34) (N=99) (N=66)

2 1 espécie de parasita 4 8 15 15
Zé g 2 espécies de parasita 1 1 2 2
& 3 ou mais espécies 1 2 2 0
Schistosoma mansoni 0 0 1 9
Ascaris lumbricoides 0 0 0 0
g Trichuris trichiura 0 0 0 0
Z Ancylostomatidae 0 0 1 0
é Enterobius vermicularis 0 0 1 0
& Hymenolepis nana 0 0 0 0
Strongyloides stercoralis 0 0 2 0
Taenia sp 0 0 0 0
Entamoeba coli 3 5 8 4
g Giardia lamblia 3 5 6 0
§ Entamoeba histolytica 0 1 1 0
E Endolimax nana 0 6 3 7
‘% Todamoeba butschili 1 1 1 0
Blastocystis hominis 2 1 2 0

Positividade geral 12,5% (6/48) 32,3% (11/34) 19,2% (19/99) 25,8% (17/66)

*Os resultados incluem as espécies parasitdrias encontradas em qualquer uma das trés técnicas parasitologicas empregadas: sedimentagao
espontéinea, Ritchie modificado e Kato-Katz.
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Tabela 3. Detalhamento de resultados dos nove casos detectados, em Guaranésia, a partir do inquérito com migrantes, e dos sete

membros da familia do escolar J.A.S.S.

RESULTADO Resultados do KK
Identificagiao

RIF FE! KK? Ne de ovos por lamina OPG
e DVN P P P B3)B3)3)?)(3)(11) 119
l§ EVS P P N - -
Zq COS P N P (D@)(O)0)(1)(1) 20
2% PJS P N P (DO@(L)1)O) 20
g g” VMC p p N - -
B E AJCS P N P (1)(0)(0)(1)(0)(1) 12
< ° MHS NR N p (14)(9)(13)(9)(5)(6) 222
% JRS P P MI - -
© FCAS N P MI - -
4 JASS* N P P (02)(05)(03) 79
= EMS N p P (01)(02)(02) 40
i;‘ RDS P P P (05)(04)(02)(03) 83
g JRSS P P P (12)(08)(01)(05) 155
§ 2 JMN p p P (17)(15)(22)(11) 387
E JAS P p P (14)(15)(18)(18) 387
e JASS N p P (08)(09)(11)(8) 214
= ORDS N P P (11)(15)(07)(13) 274

1= técnica parasitoldgica concentrago pelo Ritchie modificado (formol-éter); 2= Kato-Katz; P= positivo; N= negativo; NR= nio realizado; MI=

material insuficiente; OPG= ovos por grama de fezes

Em relagdo as demais parasitoses intestinais,
em Arceburgo foram detectadas somente infec¢oes
por protozoarios e em Guaranésia, foram diagnosti-
cadas, além dos protozoarios, casos com outras
espécies de helmintos. As taxas de positividade
encontradas foram, respectivamente, de 12,5% e
19,2%, entre os escolares, e de 32,3% e 25,8%, entre
os migrantes (Tabela 2).

Quanto aos resultados do inquérito soroepide-
mioldgico em Guaranésia, dos 65 migrantes submeti-
dos ao teste soroldgico, 12 foram positivos (18,5%
de positividade). Dos nove casos positivos para
esquistossomose no exame de fezes, sete foram
positivos pela RIF-IgM, um foi negativo e um caso
ndo coletou amostra de sangue (Tabela 3). Amostras
de cinco migrantes sem deteccdo de ovos de
S. mansoni nas fezes foram soropositivas. Resultados
soropositivos ndo foram encontrados entre os
escolares, tanto em Guaranésia como em Arceburgo.
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As regioes sul e sudoeste de Minas Gerais sdo
compostas de aproximadamente 156 municipios, a
grande maioria pequenas cidades e uma consideravel
area inundada pelo reservatério de Furnas. Especifi-
camente, a economia da mesorregido do sudoeste
de Minas Gerais se baseia em atividades voltada
para a agricultura e pecudria, sendo assim é comum
a importacdo, pelas empresas agropecudrias que
atuam na regido, de mao-de-obra de outras regides
do estado e do pais.

Na regido de abrangéncia da SRS-Alfenas,
com 26 municipios sob sua jurisdi¢do, varios deles
as margens do reservatério de Furnas, em estudo
recente, utilizando-se técnicas de geoprocessamento e
dados do Programa de Controle de Esquistossomose
(PCE), Servidoni e Hayakawa'? mostraram que os
municipios de Cabo Verde, Guaranésia e Monte Belo
apresentavam numero de casos de esquistossomose
mais expressivos para a regido (Figura 2).
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Casos de Esquistossomose na regiiio de Alfenas - MG de
2007 a 2010

Legenda
- 0 casos por 5.000 hab.

0,1 a 5 casos por 5.000 hab.

e g, Campestre

- acima de 5 casos por 5.000 hab- 0 2 j&

Fonte: Sistema de Informaciio de Agravos de Notificacilo,

Figura 2. Distribui¢do espacial dos casos de Esquistossomose
na area de abrangéncia da Superintendéncia Regional de Saude
de Alfenas, Minas Gerais. De 2007 a 2010

Fonte: Servidoni e Hayakawa'

Em trabalho recente, Vieira Jr et al’, por
meio de inquérito coproparasitologico realizado
em Arceburgo e Guaranésia, dois municipios sob
jurisdicdo da SRS-Alfenas, localizados no extremo
oeste da regido, do total de 480 amostras submetidas
ao exame parasitoldgico de fezes, verificou-se a
presenca de enteroparasitos em 65 (13,5%); e ovos
de S. mansoni em 21 amostras (4,4%). Pimenta’®
mostrou que entre as amostras fecais de 442
migrantes de trés municipios da SRS-Alfenas,
Arceburgo, Botelhos e Campos Gerais, quando
foram submetidas a quatro técnicas parasitoldgicas,
oito foram positivas para S. mansoni.

Considerando que a regido apresenta uma
fisiografia abundante em cursos fluviais, lagos e
acudes, que favorece a presenca de hospedeiros
intermediarios de S. mansoni, associada a ocorréncia
de fluxo migratério de trabalhadores rurais, oriundos
de regides endémicas para esquistossomose, esses
trabalhos alertam para a necessidade de se implantar
acoes de vigilancia e controle da doenga, de forma a
prevenir o estabelecimento de focos de transmissdo
de esquistossomose na regido. Ja em 1989, alguns
pesquisadores alertavam sobre essa necessidade,
ao relatarem sobre a ocorréncia de esquistossomose
no sudoeste de Minas Gerais, em area adjacente
ao reservatorio de Furnas, preocupados com a

possibilidade de esse reservatorio vir a se constituir
em foco da doenga, pois caso isso ocorresse, seu
controle se tornaria dificil, ou até mesmo impossivel
de ser realizado'.

Com relagao a esta parasitose, em areas de baixa
transmissao, como sdo as areas do sul e sudoeste de
Minas Gerais®’/, a Organizagdo Mundial de Saude
recomenda a eliminagdo da esquistossomose®.
Entretanto, nestas areas, os métodos parasitologicos
de fezes nem sempre apresentam boa eficiéncia
diagndstica, pois a maioria dos individuos infectados
apresenta baixas cargas parasitarias, dificultando
o encontro de ovos do parasita por meio de um
unico exame de fezes, como usualmente ¢ feito em
inquéritos epidemioldgicos. A detec¢ao de ovos de
S. mansoni, através do exame parasitologico de
fezes, é historicamente utilizada como referéncia
para o diagnostico laboratorial da esquistossomose,
pois sao altamente especificos, baratos e relativa-
mente simples de se executar, sendo que a técnica
de Kato-Katz ¢ a mais comumente utilizado em
estudos epidemioldgicos, embora apresente baixa
sensibilidade diagndstica, especialmente em dreas
de baixa endemicidade’. Esta baixa sensibilidade
das técnicas parasitoldgicas, e a necessidade de se
incorporar novas metodologias diagndsticas nos
programas e controle de esquistossomose, vem sendo
discutida por outros autores***, com especial énfase
nas técnicas soroldgicas.

Entre as técnicas soroldgicas aplicadas ao
diagndstico da esquistossomose, as mais empregadas
em estudos epidemioldgicos sao o teste de ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e a reagdo
de imunofluorescéncia indireta (RIF). Em estudos
epidemiolégicos, diferentes antigenos tém sido
utilizados na RIF: antigeno particulado de verme
adulto, cortes congelados de verme adulto e cortes
parafinados de verme adulto para pesquisa de
anticorpos IgM contra antigenos presentes no tubo
digestivo do parasita. Ao contrario do que ocorre nas
infeccbes causadas por virus e protozoarios, em que a
presenca de anticorpos IgM é considerada marcador
sorologico de fase aguda, anticorpos IgM sao encon-
trados tanto na infec¢ao recente como na cronica
na esquistossomose. A possibilidade de detectar
anticorpos em amostras de sangue coletadas em
papel de filtro, por meio do emprego de cortes de
vermes parafinados, estaveis a temperatura ambiente,
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dispensando, portanto, o uso de congeladores,
tornou a RIF um teste de aplicagao mais pratica.
A grande estabilidade dos cortes de vermes de S.
mansoni, fixados em solugdo de Rossman e inclui-
dos em parafina, facilitou seu armazenamento e
distribuicdo, viabilizando a execu¢do da RIF por
laboratoérios que nao mantinham o ciclo do parasita.
A RIF para detec¢ao de anticorpos IgM contra
antigenos do tubo digestivo do verme, em cortes
parafinados (RIF-IgM) mostrou bons indices de
sensibilidade e especificidade, em diferentes éareas
de baixa endemicidade para esquistossomose no
Estado de Sao Paulo**. Esta boa sensibilidade
diagnoéstica da RIF-IgM foi também observada em
trabalho recente, por Espirito Santo et al’, que
compararam o desempenho das técnicas sorologicas
de ELISA-IgG, ELISA-IgM e RIF-IgM, em relacao
as técnicas parasitologicas de Kato-Katz e sedimen-
tagdo espontanea, utilizando como referéncia a
reacao periovular; o melhor indice de sensibilidade
foi o observado para ELISA-IgM seguida pela RIF-
IgM e ELISA-IgG, respectivamente, 81,8%, 78,8%
e 66,7%; quando avaliadas para estudo epidemio-
légico, em uma drea de baixa endemicidade, as taxas
de positividade sorologica encontradas foram de
21,4% (131/612), 15,8% (97/612) e 11,6% (71/612),
respectivamente. Essas taxas foram muito acima da
positividade de 0,8% (5/610), obtida pelo conjunto de
resultados das técnicas parasitologicas de Kato-Katz
e de sedimentagdo espontanea.

Essa discrepancia observada entre as taxas de
positividade sorologica e parasitoldgica foi também
observado e discutida por outros autores'”***, que
tém enfatizado como responsavel por essa disparida-
de a baixa sensibilidade diagnostica dos métodos
parasitologicos. A utilizagdo de mais de uma técnica
parasitologica e/ou aumento do nimero de amostras
e/ou laminas de Kato-Katz examinadas, por pacien-
te, costumam diminuir, em parte, essa discrepancia
de resultados®*>. No presente estudo, a prevaléncia
sorologica observada foi de 18,5%, portanto nao
muito superior a positividade parasitologica que foi
de 13,6%. Este resultado ndo esta de acordo com o
observado em trabalhos anteriores>", onde as taxas
de prevaléncia soroldgica costumam ser de quatro a
20 vezes superior que a parasitoldgica, dependendo
do tipo de populagdo abordada e da técnica soro-
légica utilizada. Vale mencionar que, neste trabalho,
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as amostras fecais foram analisadas por trés
diferentes técnicas parasitologicas, e, na técnica
de Kato-Katz, foi preconizada leitura de seis laminas
por amostra, o que deve ter aumentado a sensi-
bilidade do método parasitologico, embora, em
alguns casos, a quantidade de amostra fornecida
pelo participante nao tenha sido suficiente para o
preparo de seis laminas. Por outro lado, ao analisar
os resultados da Tabela 3, pode-se observar que
quatro dos oito elementos da familia do escolar
JASS apresentaram resultado negativo para a RIF,
indicando falha diagndstica do teste sorologico,
como executado no presente estudo. Esses fatos
podem ter contribuido para essa aparente simila-
ridade observada entre os dados de prevaléncia
soroldgica e parasitoldgica, mas estudos mais apro-
fundados seriam necessarios para entender melhor
os resultados obtidos.

No presente estudo, os resultados divergentes
observados, nos dois municipios, em relacio a
esquistossomose, indicam diferencas epidemiologi-
cas nas areas de origem dos migrantes. Dos nove
migrantes diagnosticados com esquistossomose
em Guaranésia, um era procedente de Vitéria da
Congquista, na Bahia, e oito eram oriundos do estado
de Pernambuco, sendo cinco da cidade de Vicéncia,
dois de Nazaré da Mata e um de Macaparana,
cidades localizadas em area endémica para esquis-
tossomose, de acordo com trabalhos publicados por
outros autores*?*!. Quanto aos migrantes que foram
trabalhar em Arceburgo, estes eram provenientes
principalmente do estado da Paraiba. A origem
sertaneja destes migrantes, oriundos de municipios
como Manaira, Agua Branca, Triunfo, entre outros,
localizados na regido do sertdo, longe da faixa
litoranea da Paraiba, pode explicar a inexisténcia
de casos positivos neste grupo. Segundo Scholte
et al”, a drea endémica para esquistossomose neste
estado estaria concentrada na regido da zona da
Mata Atlantica, drea litordnea do estado.

A familia do unico escolar de Guaranésia,
com exame de fezes positivo para S. mansoni, foi
constado ser origindria de Timbauba, no estado de
PE. Esta cidade esta localizada na zona da mata de
PE, em drea hiperendémica para esquistossomose*,
o0 que justificaria a alta carga parasitaria encontrada
no exame parasitologico para varios dos membros
desta familia (Tabela 3).
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A alta positividade para esquistossomose,
encontrada pelo exame de fezes, entre os migrantes
de Guaranésia, sugere a importancia de um programa
de vigilancia epidemioldgica nesse municipio, com
foco principalmente nos migrantes ou que pelo
menos também os contemplem, para evitar possivel
introdu¢ao dessa endemia no municipio em estudo.
Os resultados de sorologia negativa entre os escolares
sugerem que essa parasitose ainda ndo parece ter sido
introduzida na regido.

A positividade para outras espécies parasitarias
entre os escolares, mais elevada em Guaranésia que
em Arceburgo, justificaria uma analise comparativa
dos fatores macro-determinantes ou condi¢des
sociais e ambientais dos dois municipios estudados.
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RESUMO

Este estudo teve por objetivo validar o método espectrofotométrico na regido ultravioleta
(205 nm) para determinagdo de nitrato em agua para consumo humano e de didlise, bem
como calcular sua incerteza associada. A linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo, limite
de detecgdo (LD) e limite de quantificagido (LQ) foram avaliados de acordo com o documento
de orientagio INMETRO DOQ-CGCRE-008. Os resultados obtidos utilizando dagua de
abastecimento indicaram que a matriz ndo tem efeito significativo sobre a seletividade do
método. A exatiddo e a repetitividade foram avaliadas com trés niveis de concentragio do
analito na agua de abastecimento, na dgua de didlise e em material de referéncia certificado,
apresentando resultados satisfatorios para todas as matrizes utilizadas. Os limites de detec¢do e
quantifica¢do foram de 0,074 e 0,248 mg/L de nitrato, respectivamente. O método mostrou-se
adequado para determinacdo de nitrato em dgua de abastecimento e em dgua de didlise.

Palavras-chave. nitrato, dgua para consumo humano, dialise, validacéo.

ABSTRACT

This study validated the spectrophotometric method in ultraviolet region (205 nm) for
determining nitrate in water used for human consumption and dialysis procedure and to
calculate its associated uncertainty. The linearity, selectivity, precision, accuracy, limit of
detection (LD) and limit of quantification (LQ) were evaluated according to the INMETRO
DOQ-CGCRE-008. The results obtained using water supply indicated that the matrix has no
significant effect on the selectivity of the method. Accuracy and repeatability were evaluated
using three different levels of analyte concentration in the supply water, in the dialysis water
and in the certified reference material, showing satisfactory results at all matrices used.
The limits of detection and of quantification were 0.074 and 0.248 mg/L of nitrate, respectively.
The method proved to be adequate for determining nitrate in water supply and dialysis water.

Keywords. nitrate, water for human consumption, dialysis, validation.
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Entre os anions mais comuns encontrados em
4guas, o nitrato (NO,’) tem importancia devido a sua
toxicidade; em conjunto com nitrito, o nitrato esta
associado a indugdo da metemoglobinemia e a
formacgdo potencial de nitrosaminas e nitrosamidas
carcinogénicas'. O nitrato pode estar presente tanto
nas dguas superficiais como nas subterraneas, como
consequéncia da atividade da agricultura, da elimina-
¢do de aguas residuais e da oxidagdo de residuos de
produtos nitrogenados em fertilizantes agricolas,
excrementos humanos e animais, incluindo fossas®.

Na agua de didlise, o nitrato ¢ um dos ions que
devem ser monitorados para garantir sua qualidade,
portanto o tratamento inadequado da agua, pode
colocar em risco a vida e a seguranca de pacientes com
insuficiéncia renal sob tratamento’. De acordo com
a RDC n° 11/2014* da ANVISA, o limite maximo
permitido (LMP) de nitrato na agua de didlise é
2 mg/L expresso na forma de N, que equivale a
8,8 mg/L de nitrato*.

O método recomendado para determinagio
de nitrato pelo Standard Method for Examination of
Water and Wastewater (2012)° é o espectrofotométrico,
com deteccdo UV em 220 e 275 nm. Porém, na
literatura ha relatos de detecgdo espectrofotométrica
do nitrato em outros comprimentos de onda.

Mazon et al® avaliaram quatro métodos para
determinagao de nitrato em agua natural envasada:
método colorimétrico (I), espectrofotométrico UV a
205 nm (II), espectrofotométrico UV a 205 nm
modificado (III) e espectrofotométrico UV a
220/275 nm (IV). Foi observado que os métodos
espectrofotométricos UV a 220/275 nm (IV) e UV a
205 nm (II) apresentam caracteristicas de desem-
penho estatisticamente adequadas para andlise de
rotina laboratorial, além de serem métodos de facil
execucao, pois utilizam reagente unico e apresentam
resultados imediatos na determina¢do de nitratos
em aguas com baixo teor de matéria orgénica,
pois embora sejam simples e de baixo custo, estdo
sujeitos a presenca de interferentes, como cloreto e
matéria organica’.

Souto et al” avaliaram as interferéncias espectrais
na determinagdo de nitrato em agua por métodos
espectrofotométricos nas regides 220 nm (com corre-
¢do paraa presenca da matéria organicaem 275nm) e
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205 nm; observaram a interferéncia do ion cloreto em
concentragdes acima de 50 mg/L no segundo método.

Tanto Mazon et al® como Souto et al” utilizaram
leitura direta da absorbancia em amostra de agua,
com adigdo de acido cloridrico 1,0 M, em espectrofo-
tometro a 205 nm, porém nao avaliaram a seletividade
nas matrizes de interesse e precisao/exatidao em agua
de dialise.

Por defini¢do, validar um método analitico é
confirmar - por exame e fornecimento de evidéncia
objetiva - que os requisitos especificos para um
determinado uso pretendido sdo atendidos’.
Na validagdo, o pardmetro seletividade é o grau
que o método pode quantificar o analito de
interesse na presenca de outros analitos, matrizes ou
outro material potencialmente interferente; os
experimentos que avaliam esse parametro envol-
vem ensaios com padrdes ou materiais de referéncia,
amostras com e sem o analito, além da avaliacdo da
capacidade de identificacdo do analito de interesse
na presenca de interferentes.

Ainda, para um ensaio ser acreditado na norma
ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005', deve utilizar
método validado e com incerteza envolvida na
medicdo estimada, a qual caracteriza a dispersao dos
valores'!, sendo um indicativo quantitativo da quali-
dade do resultado analitico e influencia a tomada de
decisdo para verificar a conformidade do mesmo
frente a um limite ou a uma especificagdo'

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
validar um método espectrofotométrico na regido do
UV (205 nm) para determinagdo de ion nitrato e
calcular a incerteza associada contribuindo assim,
para o aprimoramento da técnica analitica ja utilizada
por Laboratério de Saude Publica na avaliagdo da
qualidade da agua quanto ao ion nitrato.

Amostras
As matrizes utilizadas na validac¢ao consistiram
de:

a) Agua ultrapura (18Qm)

b) Agua para consumo humano, coletada da rede
de abastecimento publico diretamente da torneira
do laboratério, em frascos de vidro previamente
lavados com agua clorada (0,5%), enxaguados com
agua ultrapura e secos;
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c) Aguatratada para didlise, coletada em servicos
de didlise no ambito do Programa Estadual de
Hemodidlise e,

d) Material de referencia certificado (MRC)
ERM - CAO016a (lote a), que consistiu de amostra
de d4gua potavel com valor declarado igual a
48 mg/L de nitrato e incerteza expandida de
3,0 mg/L.

Solugao padrao

Solugdo padrio denitrato (grau cromatografico)
1,002 + 4 pg mL', da marca Inorganic Venture,
certificada de acordo com a Norma ABNT ISO Guia
34:2016": utilizada para preparar a solugdo estoque
de 100 mg/L, a partir da qual foram preparadas
solugdes de teste com as seguintes concentragoes:
0,105 0,25; 0,505 1,00; 2,00; 4,00; 6,00 mg/L, em agua
ultrapura (18 Qm).

Reagentes
Foram utilizados dcido cloridrico, cloreto e sédio
e acido hiimico, todos apresentando grau analitico.

Equipamentos e vidrarias

Todos os equipamentos e vidrarias utilizados
no estudo estavam adequadamente calibrados pela
Rede Brasileira de Calibragao (RBC).

Foram transferidos 25 mL da amostra para
balao volumétrico de 25 mlL, sendo adicionado
0,25 mL de acido cloridrico 1,0 M, com posterior
homogeneizacdo. O mesmo procedimento foi reali-
zado para as solu¢des padrdo e o branco da analise
(utilizada 4gua ultrapura (18Q2m)). As leituras de
absorbancia foram realizadas em 205 nm, em
espectrofotometro UV/Vis modelo Orion Aquamate
8000 marca Thermo Scientific.

Parametros de Valida¢iao

Os parametros de validagiao foram avaliados
de acordo com documento orientativo INMETRO
DOQ-CGCRE-008°, AOAC!" e Codex Alimentarius®,
sendo os dados analisados por meio da “Planilha de
Validagdo versdo 17, desenvolvida pelo Nucleo de
Analise e Tratamento e Dados do Centro de Materiais
de Referéncia do Instituto Adolfo Lutz.

Linearidade e faixa de trabalho

Para a construgdo da curva de calibracio,
foram preparadas trés replicatas independentes de
solugdo teste contendo sete niveis de concentragdo
de nitrato (n=27): 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00 e
6,00 mg/L, em agua ultrapura.

Inicialmente, foram verificadas a auséncia de
valores discrepantes pelo teste de Grubbs e a
homocedasticidade (igualdade das variancias) pelo
teste de Cochran (99% de confianga)’.

A linearidade foi avaliada por analise de
regressao linear, com ajuste dos dados pelo método
dos minimos quadrados (MMQ), sendo a significan-
cia da regressao e o desvio da linearidade (falta de
ajuste) verificados por analise de varidncia (ANOVA)
univariada e os critérios de aceitagdo utilizados foram:
coeficiente de correlagao (R?) > 0,995; regressdo linear
significativa (p <0,05) e falta de ajuste nao significativa
(p>0,05).

Seletividade
a) Efeito da matriz

Foram comparadas as inclinagdes das curvas
de calibragdo obtidas para o branco do ensaio
(Grupo 1: agua ultrapura) e para a matriz agua de
abastecimento (Grupo 2). Para os dois grupos, foram
preparadas triplicatas independentes, adicionadas
de concentracdes idénticas da solucdo padrao de
nitrato e incluiram ponto de analise ndo adicionado
de solugao padréao, conforme descrito a seguir;

Grupo 1: Agua ultrapura + adigio de padrio
de analito, para obter seis niveis de concentracido
(0,05 0,5; 1,0: 2,05 4,0 e 6,0 mg/L de nitrato);

Grupo 2: Agua de abastecimento + adigio de
padrao de analito, para obter seis niveis de concen-
tracao (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 mg/L de nitrato).

Foram realizados teste F para avaliar a
homogeneidade das varidncias dos residuos da
regressao (equagdo 1) e o teste t Student para avaliar
a equivaléncia da inclinagdo das curvas (equagdo
2) com 95 % de confianca. Se as inclinagdes dessas
duas curvas de regressio linear ndo diferirem
significativamente, nao ha efeito de matriz.

F calculado =sres1 [ s* res2 (equagdo 1)
Ondes’resl es’res2 saoasvariancias dosresiduosaregressao
de cada grupo, com maior variancia, respectivamente.
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bt

t calculado =
\/(sz res, [ Sxx 1)+ (s? res, / Sxx ,)

(equagdo 2)

Onde:

b = coeficiente de inclinagio da reta de regressao do grupo
1

b_= coeficiente de inclinagdo da reta de regressio do grupo
2

Sxx, = somatdria das diferengas quadraticas entre as
concentragdes das solucdes padrao e a concentracdo média
(grupo 1)

Sxx, = somatdria das diferengas quadraticas entre as
concentragdes das solucdes padrao e a concentracdo média

(grupo 2)

b) Presenca de interferentes

Também foi realizada a avaliagdo da amostra na
presenca de interferentes, considerando que nessa
faixa espectral a matéria orgénica dissolvida e alguns
fons normalmente encontrados em dagua natural,
como cloretos, podem interferir na detecao de
nitrato. Para o estudo da seletividade foram analisa-
dos, separadamente, o interferente cloreto (Cl") e o
acido humico que foram adicionados em agua de
abastecimento publico em sete replicatas independen-
tes para cada nivel de concentragdo: fortificacao de
50, 100, 150 e 200 mg/L de cloreto; fortificagao de
0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 mg/L de acido humico.
Os resultados (absorbancia) da matriz sem (grupo 1)
e com adigdo de interferentes (grupo 2) foram ana-
lisados, para cada nivel de concentragdo. Utilizou-se
o teste F para avaliar a homogeneidade, sendo que
sep=>0,05,asvariancias dos grupos sao estatisticamen-
te iguais. Utilizou-se entdo o teste t para avaliar a
equivaléncia das médias dos grupos com 95% de
confianca. Se t calculado < ¢ critico (bicaudal com
12 graus de liberdade), a média das duas populagoes
sdo estatisticamente iguais e, portanto, o interferente
adicionado ndo tem efeito significativo sobre o
resultado do ensaio, ou seja, o método ¢é seletivo. A
analise estatistica dos dados foi realizada no software
Excel 2010°.

Limite de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ)

Foram avaliadas seis replicatas independentes
de agua ultrapura (branco) fortificada com 0,5 mg/L
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de nitrato. Os limites foram calculados de acordo
com as equagoes 3 e 4:
LD =0+ 3s

Limite de detecgao: (equagao 3)

Limite de quantificagdo: LQ =0+ f.s (equagdo4)

Onde:

s = desvio das amostras-branco fortificadas ;

f = fator adotado de acordo com avaliagdo critica do
analista (5, 6 ou 10).

Exatidao

Para a avaliacdo da exatiddo do método, foram
analisadas seis replicatas do material de referéncia
certificado (MRC) de agua potavel. Os dados obtidos
foram avaliados calculando-se o Z score (equagao 5)
e o erro relativo normaliza-do (equagdo 6), sendo os
resultados considerados exatos quando Z score > 2 e
o erro normalizado < 1°.

Xlub_XV

(equacdo 5)

2] =

U pre

Onde:

|Z| =valordezscore; X l,le =valor médio das replicatas;
X, = valor aceito como verdadeiro = valor certificado no
material do MRC;

U, incerteza padrao do valor certificado do material de
referéncia.

_ ‘Xlab_XV

" 1/Uvzl ab_Uzref

equacao 6
E (equagdo 6)

Onde:

E = erro normalizado;

U,,= incerteza expandida dos resultados do processo
de medi¢ao do laboratdrio;

U, , = incerteza expandida associada ao MRC.

A exatiddo também foi determinada pela
recuperagdo das concentragdes de nitrato adicionadas
nas amostras, em trés niveis de concentracdo
correspondendo a 1; 1,5 e 2 vezes o limite minimo de
desempenho do método (0,5 mg/L de nitrato), em
triplicatas independentes (n=9) para agua de abaste-
cimento e dialise; sendo utilizado como critério de
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aceitacdo a porcentagem de recuperagido (equagdo 7)
entre 80-110%, de acordo com AOAC™.

% x 100 (equagio 7)

3

Recuperagio % =

Onde:

C, = concentragao do analito na amostra fortificada;
C, = concentragio do analito na amostra sem fortificagao;
C,= concentragio do analito adicionada na fortificacéo.

Repetibilidade

A repetibilidade foi determinada pela
porcentagem do coeficiente de variagio em amostras
fortificadas com nitrato, em trés niveis de
concentragao correspondendoa 1;1,5e2 vezes o limite
minimo de desempenho do método (0,5 mg/L de
nitrato), em triplicatas independentes (n=9) para agua
deabastecimento edidlise. Utilizou-se como critériode
aceitagdo a porcentagem do coeficiente de
variagdo (equacdo 8) menor que 8% de acordo
com AOAC™.
CV% =RSD=s/x (equagio 8)

Onde:
CV% = RSD = porcentagem do coeficiente de variagao =
desvio padrao relativo;
§ = desvio padrio;

X =média

Incerteza da Medicao

O célculo da incerteza da medicao foi reali-
zado de acordo com Eurachem/Citac'e, utilizando-se
a abordagem subanalitica que permite estimar a
contribui¢do de cada fonte de incerteza identificada
para a incerteza da medigdo calculada, o que pode
ser usada para otimizar o método analitico do ponto
de vista metrolégico'”. Foram consideradas fontes
de incerteza: volume da amostra, volume do branco,
padroes de calibragdo, regressio da curva analitica
com ajuste linear, equipamento (espectrofotometro) e
repetibilidade. A equacdo da incerteza da concentra-
¢a0 de nitrato é descrita na equagao 9.

uNO,;™ = \/uzm +u? ,+u’pad + u?reg + u*equi + u® repet

(equagao 9)

Onde:

u = incerteza-padrdo; U, = incerteza do volume da
amostra; U= incerteza do volume do padrio;
pad = padrdo; reg = regressdo; equi = equipamento;
repet = repetibilidade.

As concentragdes 0,10 e 0,25 mg/L de nitrato
nao apresentaram boa reprodutibilidade, portanto, foi
avaliada a linearidade a partir de 0,50 mg/L de NO,.
Os dados da curva analitica, resultante da média
de trés curvas padrdo, foram ajustados por analise
de regressdo linear e o teste unilateral de variancia
(ANOVA) avaliou a qualidade do ajuste do
modelo linear (Tabela 1). A andlise dos dados da
linearidade demonstrou ser a regressao altamente
significativa (p = 4,12x10%), bem como nao foi
evidenciada a falta de ajuste do modelo (0,633)
no nivel de 95% de confianga de acordo com os
critérios adotados. Portanto, o método analitico
possui faixa de linearidade entre as concentragdes
de 0,50 e 6,00 mg/L de nitrato.

Tabela 1. Dados referentes a linearidade do método

Parametros Resultados

Faixa de linearidade 0,5 - 6,0 mgNO, /L,

Equagdo:y=ax +b y =0,1481x - 0,0198
Intercepto (b)  desvio padrdo ~ -0,0198 £0,0017

Inclinagéo (a) £ desvio padrao 0,1481 £ 0,0005

Coeficiente de correlagio (R?) 0,9987
Valor p regressao 4,12 x 102¢
Valor p falta de ajuste 0,633

Na Figura 1 encontram-se os resultados do teste
de seletividade. Os resultados do teste F indicaram que
as variancias dos grupos sdo estatisticamente diferen-
tes (p < 0,05) e o teste ¢ indicou que as inclinagoes
da regressiao dos dois grupos sdo estatisticamente
iguais, isto é,a matriz (dgua de abastecimento) nao tem
um efeito significativo sobre o resultado do ensaio.
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Curvas de Calibragéo

14 y = 0,1451% + 0 4567
1 z
R=0,9957

y=0,147x+ 00143
R2= 0,9996
B Grpo 1
' Grupo 2

Ahsorbancia 205 nm

g3 7 1 2 3 4 5 & T
o Concentragd@o mo/L de nitrato

Figura 1. Concentragdo de nitrato (mg/L) versus leitura
de absorbéncia para os grupos 1 (agua ultrapura) e grupo 2 (dgua
de abastecimento)

A avaliagdo da amostra na presenca de
interferentes, realizada de acordo com documento
INMETRO DOQ-CGCRE-008°, demonstrou que nas
amostras fortificadas com cloreto a partir da adi¢ao
de 50 mg/L de cloreto, ha diferenca significativa na
leitura de absorbancia, para o nivel de significancia de
95%. A partir dessa concentragdo, pode ser previsto
um erro relativo negativo crescente em func¢ao do
aumento da concentracdo do cloreto. Observou-se
um erro relativo médio de -3,78 % e -9,64% em
amostras fortificadas com 50 e 100 mg/L, respectiva-
mente (Figura 2), ou seja, o erro é mais pronunciado
a partir da presenga de 100 mg/L do interferente.

Como foi observada a interferéncia do cloreto
no método de determinagdo de nitrato por leitura
direta em 205 nm da amostra acidifiada, foram
realizadas analises para determinagao de cloreto por
cromatografia de ions no periodo de julho de 2015
a mar¢o de 2016 em 303 amostras do Programa
de Vigilancia da Qualidade da Agua para consumo
Humano (PROAGUA) e 145 amostras de hemo-
didlise do Programa Estadual de Monitoramento da
Agua Tratada para Didlise. Verificou-se que o teor
médio de cloreto (e seus desvios padroes) foi de
8,06 £3,59 e 0,971 £1,068 mg/L em agua de abaste-
cimento e agua de didlise, respectivamente. Portanto,
a concentracdo de cloreto média obtida nas andlises
para agua de abastecimento foi aproximadamente
6,25 vezes menor que a concentragdo que poderia
interferir na resposta da analise do método proposto.
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A interferéncia da presenga de até 1,0 mg/L
de acido humico foi considerada ndo significativa
(a = 5%)3; entretanto, a partir da adi¢ao de 2,0 mg/L
pode ser previsto um erro relativo positivo crescente
com aumento da concentracdo de acido humico
(Figura 2).

A
o6
- -0,75% -3, 78% P3N
1 0.4 -20,9%
R
[k
0.1
]
] o 100 150 200 %0 300
Concentraclo de doreto (me/L)
B

er

oe

Bl —1 |
o4 | oare  ge% 4,3% 1%

i -]

-F ]

o1

Concentragho de dcda himics (mg/L)

Figura 2. Influéncia da presenca do ion cloreto (A) e acido himico
(B) na determinagdo de nitrato pelo método espectrofotométrico
(205 nm) em agua de abastecimento. Cada ponto no grafico
representa os valores de absorbincia das replicatas, e apresenta
a barra de erro do desvio-padrio e a porcentagem de erro relativo
de cada concentracio avaliada

Os resultados obtidos foram semelhantes aos
de Souto et. al’, que indicaram interferéncia do
cloreto em concentragdes acima de 50 mg/L e de
compostos organicos na determinagéo de nitrato pelo
método espectrofotdmétrico a 205 nm, em 4agua
deionizada; apesar deste estudo ter sido realizado
em amostras de dgua de abastecimento, os
resultados obtidos indicaram que a matriz nao tem
um efeito significativo nas medidas de absorbancia,
além do fato que os dados obtidos de programas
indicaram que a concentragdo de cloreto encontra-
da, tanto em agua de abastecimento como de dialise,
ndo levaria a um erro na quantificagao de nitrato pelo
método proposto.
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A sensibilidade do método foi analisada através
da determinacdo dos limites de deteccio (LD) e
quantificagdo (LQ), tendo sido verificados valores de
0,0744 e 0,248 mg/L, respectivamente, sendo que foi
adotado o fator 10 para o calculo do LQ (equagdo 4).
Como os limites calculados encontraram-se abaixo
da faixa de trabalho, o LQ correspondeu ao padrio de
calibragdo de menor concentragdo (0,5 mg/L NO,).

De acordo com Codex Alimentarius®, o limite
de quantificagdo devera ser 1/5 do valor do limite
maximo permitido (VMP) quando esse valor for
> 0,1 mg/kg (1/5 x VMP). Considerando-se o valor
maximo permitido (VMP) para nitrato de acordo
com a Portaria n® 2914/2011 ¢ de 10 mg/L expresso
em N (equivalente a 44,4 mg/L de NO,) e da
Resolugdo RDC n°11/2014 ¢é de 2 mg/L expresso
em N (equivalente a 8,8 mg/L de NO,), o limite de
quantificagdo atende as necessidades de aplicacao
do método'®*.

Os valores obtidos das porcentagens de
recuperagdo e coeficiente de variagio (CV) das
amostras fortificadas (Tabela 2), nas trés faixas de
concentra¢do analisadas e nas duas matrizes, foram
satisfatérios de acordo com os critérios de aceitagdo:
80 a 110% de recuperagao e CV(%) < 8% (AOAC)™.

Para o material de referéncia certificado
com valor declarado igual a 48 mg/L e incerteza
expandida de 3,0 mg/L (ERM -CAO0l6a,- agua
potavel), observou-se que a porcentagem de
recuperagdo e o coeficiente de variagdo foram,
respectivamente, 103% e 1,30%, portanto adequados,
considerando-se os critérios de aceitagdo em relacido
a concentragao do analito estabelecidos pela AOAC™
e acima citados. Ainda, os resultados do indice Z
(1,13) e do erro relativo (normalizado) 0,401 para
intervalo de confianga de 95%, indicaram que a média

das replicatas é estatisticamente equivalente ao valor
de propriedade certificado e consequentemente, o
meétodo é conside-rado suficientemente exato.

Comparando-se os resultados obtidos no
presente trabalho (Tabelas 1 e 2) com os do método
analitico espectrofotométrico recomendado pelo
APHA’ para leitura em 220 e 275 nm, em daguas
naturais, com faixa de linearidade entre 0-7 mg/L,
porcentagem de recuperagao entre 96-102% e CV (%)
médio de 2%, foi observado que o método proposto
apresentou capacidade similar de determinar o
analito em questao®.

O nitrato pode ser determinado em agua para
consumo humano por método espectrofotométrico
na regido do visivel através das reagdes com desen-
volvimento de cor, como o método baseado na
formagao de fons nitronio (NO,) em meio 4cido e
posterior reagdo com salicilato de sédio em meio
basico para formar um composto nitrobenzdico de
cor amarela, que ¢ aplicado em aguas minerais e
que apresenta linearidade de 0,096 a 3,86 mg/L de
nitrato e porcentagem de recuperagio entre 88 e
106% e CV (%) inferior a 4%" - ou métodos que
envolvem a redugao do nitrato em nitrito e posterior
reacao para obten¢do de compostos coloridos, como
a redug¢do na presenca de Zn/NaCl e posterior
reacao com dacido sulfanilico para formar composto
colorido com absor¢do maxima em 493 nm - este
método, aplicado a amostras de dagua de
abastecimento publico, +apresentou porcentagem de
recuperagao entre 98-99%%. Os resultados obtidos
neste estudo demons-tram capacidade similar entre
o método proposto e os métodos colorimétricos,
porém, estes ultimos demandam maior tempo de
analise, necessitam maior quantidade de reagentes e
produzem maior quantidade de residuos.

Tabela 2. Resultados da porcentagem de recuperacio e coeficiente de variagio da aguas fortificadas com trés niveis de concentragao

Concentracao do analito adicionado (mg/L)

Tipo de matriz

% de Recupera¢io % Coeficiente de variagao (CV)

0,50 aa
0,50 ah
0,75 aa
0,75 ah
1,00 aa
1,00 ah

89,30 2,65
103,0 3,92
97,0 0,49
96,7 2,85
94,2 0,83
99,7 4,67

aa: agua de abastecimento; ah: dgua de hemodialise; trés replicatas
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Tabela 3. Fontes de incerteza e respectivas porcentagens de contribui¢do para a incerteza total

Fonte de Incerteza Pg:f:;(:‘(siz) Unidade  Distribuigao l(iil;':::lsa(cllee % Contribui¢ao
Padrio 0,5 0,0014 mg/L Normal a 0,1
Padrio 1,0 0,0031 mg/L Normal a 0,7
Padrao 2,0 0,0062 mg/L Normal a 2,8
Padrao 4,0 0,0110 mg/L Normal a 8,8
Padrio 6,0 0,0160 mg/L Normal a 18,7
Regressao da curva analitica 0,0283 mg/L Normal 13 58,2
Volume branco 0,0018 L retangular a 0,3
Volume amostra 0,0018 1L retangular a 0,3
i‘g‘;ﬁi‘;’(‘)ﬁgg’me ) 0,0006 uA retangular a 0,0
Repetibilidade 0,0118 mg/L Normal 5 10,1
Total 0,0371 (v,,) =36 100%

A quantificagdo das incertezas padrio relativa
de cada fonte, seus valores e sua porcentagem de
contribuigdo para a incerteza total encontram-se na
Tabela 3. Observa-se que a maior contribuigdo para
a incerteza total da concentragdo de nitrato em
agua esta associada a regressdo da curva analitica.
Considerando-se os graus de liberdade efetivo (v_),
obtém-se um valor de abrangéncia (k) igual a
aproximadamente 2,07 para um nivel de confianca
de 95%. A incerteza expandida associada a
concentragdo de nitrato ¢ obtida multiplicando-se
a incerteza-padrao combinada pelo fator de
abrangéncia, k =2,07, considerando-se nivel de
significancia de 95% (equagao 10)

HCy; = UCy,, X k = 0,0371x 2,07 = 0,1 mg (equagdo 10)

Para o célculo da incerteza associada a regressao
da curva analitica com ajuste linear para concen-
tracdo de nitrato foi utilizada uma amostra de agua
de abastecimento (determinada em triplicata) com
concentragio média de 2,6 mg/L de NO,. Portanto, o
resultado da concentragdo de nitrato em agua foi
de 2,6 = 0,1 mg/L, com um nivel de confianga de
94,5%. Dessa forma, a porcentagem relativa da
incerteza expandida é de 3,0%.

Lopez-Moreno et al* determinaram a
incerteza expandida de solugoes de nitrato de
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trés concentragdes distintas (em dagua ultrapura)
utilizando o método de cromatografia de ions; para
solugdes de 1 e 20 mg/L de NO,, foram obtidos
valores de incerte-za expandida de 0,7 e 0,9 mg/L,
respectivamente. Ou seja, incertezas expandidas de
16,99% e 5,00%. Comparando-se os resultados
obtidos neste estudo, observou-se incerteza inferior,
porém, deve-se considerar no trabalho citado foi
utilizada uma abordagem conservadora e incluidos
a exatiddo e a reprodutibilidade como fontes de
incerteza para a cromatografia de fons. Como
observado na Tabela 3, a maior fonte de incerteza
¢ a regressao da curva, no caso da cromatografia de
fons a curva analitica utilizada tinha maior extensao
(0,50 a 100 mgNO, /L) o que poderia explicar esse
maior valor de incerteza.

O método analitico espectrofotométrico pro-
posto foi validado e demonstrou ser simples, rapido,
seletivo, preciso e exato para determinacio de nitrato
em agua de abastecimento e em dagua de didlise,
em atendimento as respectivas legislacdes, Portaria
n° 2914/2011 do Ministério da Saude'® e Resolugao
RDCne 11/2014 da Anvisa*, desde que a concentragao
de ions cloreto na agua sejam inferiores a 50 mg/L
e apresenta limites de detec¢do e quantificacdo de
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0,07 e 0,50 mg/L de nitrato, respectivamente. Os
dados indicam que esse método é eficaz e pode
auxiliar na avaliagdio da qualidade da agua em
programas como o0 PROAGUA e Programa Estadual
de Monitoramento de Agua Tratada para Didlise.
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ABSTRACT

Cladosporium spp. is a group of dematiaceous food-relevant fungi which are well dispersed in
the environment causing food spoilage and poisoning. Considering the importance of fungal
contamination, natural drugs to control their growth have become important. Thus, the aim of
this study was to evaluate the inhibitory effects of two monoterpenoids, (geraniol and citronellol),
against strains of Cladosporium carrioni, C. cladosporioides, and C. oxysporum. Methods: The Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicide Concentration (MFC) of the drugs were
determined by microdilution. The effects of test drugs on mycelial dry weight, conidia germination,
and conidiogenesis of Cladosporium spp. were also investigated using a hemacytometer. Respective
MIC and MFC values of citronellol varied from 256 to 512 pg/mL, and from 256 to 2048 ug/mL.
The MIC and MFC of geraniol varied similarly to citronellol. Conidia germination, mycelial dry
weight, and conidiogenesis of Cladosporium spp. were reduced by the test-drugs at 1/2MIC, MIC and
2xMIC (p<0.05). These measurable cell events are essential for fungal infection and development in
foods. The action of citronellol and geraniol against Cladosporium spp. suggest that the drugs may serve
as effective agents for controlling fungal contamination and growth in foods.

Keywords. monoterpenes, contamination, natural products, food safety, Cladosporium.

RESUMO

Cladosporium spp. é um grupo de fungos dematidceos relevantes para os alimentos, que podem
ser dispersos pelo ambiente e causar deterioragio e intoxicagio alimentar. Considerando a
importancia da contaminag¢do fungica, os produtos naturais usados para controlar seu crescimento
sdo importantes. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos inibitorios de dois
monoterpenoides, geraniol e citronelol, contra cepas de Cladosporium carrioni, C. cladosporioides e
C. oxysporum. A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragio Fungicida Minima (CFM)
das drogas foram determinadas por microdilui¢do. Os efeitos das drogas-teste sobre a massa micelial
seca, a germinagdo de conidios e a conidiogénese de Cladosporium spp. também foram investigados
utilizando um hemocitémetro. Os valores de CIM e CFM do citronelol variaram de 256 a 512 pg/mL
e de 256 a 2048 ug/mL, respectivamente. CIM e CFM de geraniol variaram de forma semelhante.
A germinac¢do de conidios, massa micelial seca e conidiogénese de Cladosporium spp. foram inibidas
pelas drogas-teste 1/2CIM, CIM e 2xCIM (p<0,05). Esses eventos celulares sdo essenciais para a
infec¢do e desenvolvimento fungico em alimentos. A a¢do de citronelol e geraniol contra Cladosporium
spp. sugere que podem servir como agentes eficazes para controlar a contaminagdo fungica e o seu
crescimento em alimentos.

Palavras-chave. monoterpenos, contaminagao, produtos naturais, seguranga alimentar, Cladosporium.
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Food acts as a vehicle for many
microorganisms; causatives of food-borne diseases.
Among these, fungal contaminants are worth
mentioning since they can cause food spoilage,
allergic reactions, poisoning, and infections in
humans and animals'.

Cladosporium spp., dematiaceous fungi, are
contaminants found as saprophytes in soil and
decaying materials, particularly in temperate regions,
such as the semi-arid region of Brazil. The species
most often isolated are Cladosporium elatum,
C. herbarum, C. spherospermum, C. cladosporioides,
C. carrionii, and C. oxysporum**. Cladosporium
species are producers of volatile organic compounds
associated with the odors of decaying food.
Fungal growth on food modifies its maturation,
causes discoloration, unpleasant odor, chemical and
nutritional changes, and loss of quality. Fungi
also cause losses to producers, to industry, and to
consumers.>® Further, the genus Cladosporium
produces several secondary metabolites; mycotoxins
such as cladosporin and emodin, which are both
heat resistant and cause serious problems to internal
human organs’.

Considering the importance of fungal contami-
nation, procedures to control fungal growth are
fundamental to prevent foodborne illness and food
quality losses. One of the principal methods is
application of chemical sanitizers such as chlorine
or quaternary ammonium products. However, to
provide microbiologically safe foods, the demand
for natural alternatives to replace chemically
synthesized antimicrobials has been increasing’.

In this context many studies have been
conducted with natural substances, like the terpenes,
to investigate possible applications in microbiological
food control. Terpene compounds, widely distributed
in plants, are hydrogenated cyclic or aliphatic carbon
chains endowed with activities against pathogenic
fungi and contaminants®. Within the group, those
oxygenated due to the action of specific enzyme
systems such as citronellol and geraniol are called
monoterpenoids (C,,). Monoterpenoids are a group
of molecules with antimicrobial activity®.
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This study presents the antifungal potential of
citronellol and geraniol on strains of the genus
Cladosporium; focusing on inhibitory effects against
important stages of fungal development such as
spore germination and production, and mycelial
formation. These monoterpenoids have demonstrated
various biological activities; researchers have shown
that geraniol has outstanding neuroprotective',
insecticidal'! and antineoplastic activities'?. Currently,
there are reports in the literature confirming the
antifungal potential of geraniol against strains of
Aspergillus spp., Fusarium spp. and Penicillium spp.®.
Meanwhile, it is reported that citronellol has: anti-
hyperalgesic', antimicrobial® and repellant activity™.

Fungal strains

For the antifungal activity tests, the strains:
C. carrioni (LM 227, URM 5109), C. cladosporioides
(URM 5737, URM 6246), and C. oxysporum (URM
5234, URM 5412), were taken from the culture
collections of the (Federal University of Paraiba)
Mycology Laboratory, and the (Federal University of
Pernambuco) Department of Mycology. The fungi
were grown in potato dextrose agar at 28 °C for
7 days. Fresh cultures were overlaid with sterile saline
(0.9% NaCl), and suspensions formed by gentle
agitation. The resulting mixture of conidia and
hyphal fragments were transferred to sterile test
tubes. After 15 seconds of stirring, each inoculum was
allowed to stand for 3 minutes and the supernatant
was collected in sterile test tubes. After stirring,
the conidia were counted using a hemocytometer
and adjusted to an inoculum of approximately
10° conidia/mL'*".

Test compounds

Citronellol and geraniol were purchased from
Sigma-Aldrich® (Brazil). Emulsions were freshly
prepared for the tests by first dissolving them in
dimethylsulfoxide (DMSO), with sterilized distilled
water to obtain a concentration of 1024 pg/mL.
From this concentration, dilutions were performed
to achieve a concentration of 1 pug/mL using RPMI
1640 medium.
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Determination of minimum
concentration (MIC)

Determining the MIC for each test-drug
was carried out by microdilution technique using
96 well flat bottom micro-titer plates as adapted
from document M38-A of the CLSI'. To each row
of the plate was added 100 pL of the diluted test
drugs in RPMI 1640. To each well of the plate was
added 100 pL of a previously prepared inoculum
diluted in RPMI 1640 to a ratio of 1:50. A fungal
control was performed by replacing the test drug with
sterile saline (growth control). A sterility control and
DMSO were also performed. The plates were sealed
and incubated at 28 °C for 5 days. The MIC values
were determined by visual analysis of growth
inhibition in each well, as compared to controlled
growth. The MIC was the lowest concentration of
drugs capable of inhibiting observed fungal growth
in the wells by 100%. The experiment was performed
in triplicate and the MIC values were expressed as a
geometric mean.

inhibitory

Determination of minimum
concentration (MFC)

A 10 pL aliquot from each well having no
fungal growth was sown on a plate with Sabouraud
dextrose agar. The plates were incubated at 28 °C for
5 days. The MFC was considered to be the lowest
concentration sown, where the growth was less than
3 colony-forming units. The experiment was
performed in triplicate and the MFC values were

expressed as a geometric mean'**.

fungicide

Effects on conidia germination

In sterile test tubes, 500 pL of the RPMI 1640
plus the test-drugs (1/2MIC, MIC, 2xMIC) were
homogeneously mixed with 500 pL inoculates of
C. carrioni LM 227, C. cladosporioides URM 5737,
and C. oxysporum URM 5234. The tubes were
incubated at 28 °C for 48 hours. The quantities of
germinated and non-germinated conidia were
determined using a hemocytometer. The percentages
of germinated conidia were calculated for each
experimental group. A control with no drug was
used. The whole experiment was performed in
triplicate*"*.

Effects on dry mycelial weight

The analysis of test-drug interference on
mycelial growth was performed by determining
the dry mycelial masses for C. carrioni LM 227,
C. cladosporioides URM 5737, and C. oxysporum
URM 5234%%. To a sterile test tube were added
2.5 mL of RMPI 1640, previously completed with
the test-drug solutions (1/2MIC, MIC, 2xMIC),
and then 0.5 mL of inoculum to each tube. The
controls (no drugs) were performed in a similar
manner. The system was incubated at 28 °C for 5 days
to determine the dry mycelial mass. For this, the
cultures were sterile filtered using filter paper
(porosity: 11 um), and washed with distilled sterile
water. The mycelium retained in the filter paper
was subjected to drying in an oven at 60 °C for
10 minutes. Upon completion, the filter paper
containing the dry mycelium was weighed and
the dry mycelial mass percentage was calculated
considering the experimental control as 100%
mycelial production. The experiment was performed
in triplicate.

Effects on fungal conidiogenesis

C. carrioni LM 227, C. cladosporioides
URM 5737, and C. oxysporum URM 5234 conidia
production was analyzed (after cultivation) on
Sabouraud dextrose agar in the absence and
presence of test-drugs (at 1/2MIC, MIC, 2xMIC)
according to Tzortzakis and Economakis*. Into
sterile test tubes, 10 mL of Sabouraud dextrose
agar was poured and set in a water bath at 35 °C.
The test drugs were then added. The controls
(no drugs) were performed in a similar manner.
On the surface of the medium was placed a 2 mm
portion of fungal mycelium, newly grown in potato
dextrose agar, and the whole system incubated
at 28 °C for 5 days. Afterwards, the conidia were
collected by adding 5 mL of sterile saline solution to
the surface of the fungal colonies. The suspension
was then collected and centrifuged at 4500g for
5 minutes, the supernatant was then discarded
and the pellet washed once with sterile saline.
The inoculum was analyzed in a hemocytometer
to count the number of conidia in each group
tested. Assays were performed in triplicate.
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Statistical analysis

The results were expressed as mean + SEM. The
data were compared statistically using the unpaired
t-test. A p<0.05 was considered significant.

RESULTS

Initially, tests were performed to determine the
MFC and MIC of citronellol and geraniol against
the Cladosporium spp. strains. As can be seen in
Table, the test-drugs inhibited the growth of
the tested strains starting from the 256 ug/mL
concentration. Importantly, the species C. carrioni
was the most sensitive, having lower MIC values
for both drugs. The control tests, confirmed the
following: (1) fungal growth in the absence of the
drugs; revealing the viability of the fungal inoculum
(growth control), (2) the absence of fungal growth
in the culture medium without inoculum (sterility
control), (3) fungal growth when DMSO was used in
the same concentrations as the drug emulsifier.
The minimum fungicidal concentration (MFC) of
citronellol was found in concentrations above the
respective MIC values when tested against the strains
of C. cladosporioides and C. oxysporum. For the
C. carrioni strains, the MIC of citronellol was
identical to the MFC. Geraniol showed similar results.

Our results showed that at all concentrations
tested, citronellol and geraniol significantly inhibited
(p<0.05) the mycelial growth of C. cladosporioides
URM 5737, and C. oxysporum URM 5234 as compared
to the controls. Regarding the strain C. carrioni
LM 227, geraniol only showed inhibition (p<0.05)
at the MIC and 2xMIC concentrations (Figure 1a).

Table. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
fungicide concentration (MFC) of citronellol and geraniol against

Cladosporium spp. strains

Citronellol Geraniol

. (ug/mL) (ug/mL)
MIC MFC MIC MFC
C. carrioni LM 227 256 256 512 512
C. carrioni URM 5109 256 256 256 512

C. cladosporioides URM 5737~ 512 1024 512 512
C. cladosporioides URM 6246 256 512 512 512

C. oxysporum URM 5234 512 2048 512 2048
C. oxysporum URM 5412 512 1024 512 1024
4/8

All concentrations of the test-drugs inhibited the
conidia germination processes of C. cladosporioides
URM 5737, C. carrioni LM 227 and C. oxysporum URM
5234 when compared to the test controls (absence of
the drug) (p<0.05). The results also showed that all
groups present inhibition of conidial production
(p<0.05), except geraniol (at 1/2MIC), which did not
significantly inhibit conidiogenesis for C. oxysporum
URM 5234 as compared to the control (Figure 3c).
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Figure 1. Percentage of dry mycelial weight produced by
Cladosporium carrioni LM 227 (a), C. cladosporioides URM 5737
(b) and C. oxysporum URM 5234 (c) in the absence (control)
and presence of citronellol and geraniol. Control produced 100%
of dry mycelial weight. *p<0.05 compared to control
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Figure 2. Percentage of germinated conidia of Cladosporium
carrioni LM 227 (a), Cladosporium cladosporioides URM
5737 (b) and Cladosporium oxysporum URM 5234 (c) in the
absence (control) and presence of citronellol and geraniol.
*p<0.05 compared to control
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Figure 3. Number of conidia/mL produced by Cladosporium
carrioni LM 227 (a), C. cladosporioides URM 5737 (b)
and C. oxysporum URM 5234 (c) in the absence (control)
and presence of citronellol and geraniol. *p<0.05 compared
to control
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According to Aoudou et al”’, when antimicrobial
agents are tested, it is common to obtain fungicidal
values which are higher than their MIC values,
validating our results. In our study, citronellol and
geraniol showed outstanding antifungal activity
against all of the strains tested. However, according
to criteria proposed by Sartoratto et al®, both
compounds presented strong antifungal activity.

This unique character makes the results of
this study highly relevant. However, the antifungal
potential of geraniol and citronellol has been
reported in other studies such as Shin and Lim?,
which demonstrated such antifungal activity against
the dermatophyte species: Trichophyton erinacei, T.
mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans, T. schoenleinii
and T. soudanense; also using microdilution techni-
que. Pereira et al” reported evidence that both
drugs interfere with T. rubrum growth by inhibiting
ergosterol biosynthesis. Aoudou et al”* also examined
antifungal activity against contamination with
Fusarium, Aspergillus, and Penicillium species. In
addition to the antifungal activity of the isolated
components, their essential oils (high in citronellol
and geraniol) also have proven antifungal activity
against many species. The essential oil of Cymbopogon
winterianus Jowitt ex. Bor has large amounts of
geraniol and citronellol, and is therefore recognized
as having antifungal activity*>*.

To study the interference of the test-drugs at
different stages of fungal development such as fungal
mycelial growth, conidia germination, and conidio-
genesis, we chose the strains C. cladosporioides URM
5737, C. carrioni LM 227 and 5234 C. oxysporum URM,;
because of their higher growth rates. Our results
were promising, since the drugs inhibited cellular
processes.

The inhibitory effects of natural drugs on myce-
lium, conidia production, and germination of conidia
for Trichophyton rubrum®, Rhizopus oryzae"’, Sclerotium
cepivorum® have been previously reported. There is
evidence in the literature that due to the lipophilic
profile of terpenes, their antifungal mode of action
involves disruption of the plasma membrane lipid
bilayer. A subsequent release of intracellular compo-
nents, and disruption of the activity of membrane
enzymes, interferes with energy dependent processes
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such as: solute transport, metabolism regulation,
ergosterol  synthesis, cell wall formation and
morphogenesis®”.

The air itself can be an important distributor of
fungal conidia. Once produced and then dispersed,
conidia start the process of germination in the
presence of nutrients such as amino acids and sugars
present in food. Morphological changes in the single
asexual fungal cell provide longitudinal growth in
hyphae. Hyphae penetrate the inner layers of food,
increasing the extent of injury, and cause deterioration;
with consequent losses™>2.

For years, researchers have been seeking an
alternative to applying chlorine-based compounds; or
new ways to control fungi contaminants. Currently,
the safety of such chemical preservatives is being
debated, since many of these products have both
carcinogenic and teratogenic properties, as well as
residual toxicity®**.

Belsito et al*® published a review showing that
acute oral toxicities of non-cyclic terpene alcohols,
including geraniol and citronellol, present low LDj,
values in rats. These safety data are relevant for risk
assessments of monoterpene alcohol use in the food
industry. The use of natural antimicrobial agents for
food preservation is a globally recognized control
measure; to be used either alone or in combination
with other preservation technologies. Although many
reports highlight terpenes and essential oils as poten-
tial flavoring agents, they also represent a source of
natural drugs with antifungal potential. Yet, possible
application as food preservatives requires specific
knowledge of their properties, such as those presented
in this study. Further, their organoleptic effects on
the food matrix must also be analyzed®.

The formation of fungal conidia and their
subsequent germination drive mycelium formation,
and therefore, the appearance of fungal food
infections. Our results are relevant because they
demonstrate that both citronellol and geraniol
effectively interfere in these growth processes. In
conclusion, we present two natural drugs with anti-
Cladosporium potential; citronellol and geraniol, which
may well be useful in the food industry. However,
even with roof of their antifungal potential, further
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studies are necessary so hat the drugs may be applied
appropriately as preservatives in food.
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report no conflicts of interest.
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REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ INSTRU(;@ES A0S AUTORES

A Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL), iniciada em 1941, é uma publicagdo trimestral com a missao de
divulgar resultados de investigacoes cientificas relacionadas as agdes de promogao a saude, prevencdo e controle
de agravos e doencas de interesse em saude publica, além de incentivar a producgdo de artigos cientificos nas
areas de vigilancia epidemiolodgica e sanitaria e de proporcionar a atualiza¢ao e aprimoramento de profissionais
da drea em ambito nacional e internacional.

A RIAL ¢ inter e multidisciplinar, arbitrada, aberta a contribuicdes de autores nacionais e estrangeiros.
Publica prioritariamente pesquisas originais com contribui¢oes relevantes na area laboratorial em satde publica,
realizadas com rigor cientifico e que possam ser replicadas e generalizadas.

Editada nos formatos impresso e eletronico, a RIAL tem interesse por trabalhos originais em todas as areas
laboratoriais em saude pubica. Sdo também publicadas outras contribuicdes inéditas, desde que sobre temas
atuais e importantes - revisoes de literatura, comunicagdes breves e notas cientificas — além de resumos de teses
e dissertacoes.

Os manuscritos devem destinar-se exclusivamente a RIAL, nao sendo permitida sua apresentacdo simultinea
a outro periddico. As contribui¢des podem ser apresentadas em portugués ou inglés.

Os manuscritos submetidos sdo analisados inicialmente pelos editores quanto ao atendimento aos padroes
da RIAL e as normas para o envio dos originais. Aqueles manuscritos selecionados sao encaminhados
para avaliagdo por pares externos de area pertinente, sempre de instituigdes distintas aquela da origem
do manuscrito, sendo garantido o anonimato e a confidencialidade durante todo o processo de avaliagao.
Apos receber os pareceres, o Corpo Editorial, que detém a decisao final sobre a publicagdo ou nao do texto, avalia
a aceitacdo do texto sem modificagdes, a recusa ou a devolu¢do ao autor com as sugestdes apontadas pelos
relatores.

Os manuscritos submetidos devem atender a politica editorial da RIAL e as Instrug¢des aos Autores, que seguem
os Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedica Journals: Writing and Editing for Biomedical
Publication (http://www.icmje.org) , além dos critérios éticos da pesquisa humana e animal.

Os autores devem explicitar em METODOS que a pesquisa foi conduzida dentro dos padrées exigidos
pela Resolu¢ao 466 de 12 de dezembro de 2012 do Ministério da Saude - Conselho Nacional da Saude,
em caso de ética humana, e pela Lei Federal 11.794 de 08 de outubro de 2008, pela Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizagdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos - DBCA de 2013 e pelas Resolugoes
Normativas N° 12, N° 13 e N° 14 no caso de experimentacdo animal. A pesquisa devera ser aprovada por comissao
de ética humana (CEP) reconhecida pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) - vinculada ao
Conselho Nacional de Saude (CNS), bem como registro dos estudos de ensaios clinicos em base de dados,
conforme recomenda¢ao aos editores da Lilacs e Scielo, disponiveis em: http://bvsmodelo.bvsalud.org/site/
lilacs/homepage.htm. No caso de experiemntagdo animal o projeto deverd ser aprovado por Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) reconhecida pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal do
Ministério de Ciéncia e Tecnologia e Inovagdo (CONCEA). O nome da base de dados, sigla e/ou nimero do
ensaio clinico, assim como o ndmero do processo e o nome da comissdo de ética que aprovou o projeto,
deverao ser colocados ao final do RESUMO. Nos casos de ensaios envolvendo animais,
estes deverao atender a Lei Federal 9605 contra crimes ambientais, a Lei Federal 6638/76
e a Lei 11.794/08, que normatiza a utilizagdo de animais em pesquisa cientifica. Os autores deverdo
ter em seu poder todos os documentos referentes a este procedimento, que poderdo ser solicitados em
qualquer momento pelos editores.
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INSTRUGOES AOS AUTORES

Os autores serdo responsaveis por reconhecer e revelar conflitos financeiros, de interesse comercial e/ou
associativo, relacionados ao material de trabalho ou outros que possam influencid-los, apresentando uma
declaragdo sobre a existéncia ou nio de tais conflitos. Os relatores também devem revelar aos editores qualquer
conflito que possa influir ou impedir as suas avaliagdes.

Os manuscritos publicados sdo de propriedade da RIAL. A transferéncia de direitos autorais serd solicitada
apds a aprovac¢do do manuscrito para publicacio.

Os manuscritos submetidos a publicacdo na RIAL devem ser apresentados de acordo com as Instrucdes aos
Autores.

Sao aceitos manuscritos nos idiomas: portugués e inglés.

O manuscrito deve ser encaminhado em formato eletronico (e-mail) ou impresso, aos cuidados do editor-chefe
da RIAL, no seguinte enderego:

Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL)
Nucleo de Acervo
Av. Dr. Arnaldo, 355 - Cerqueira César - Sdo Paulo - SP - Brasil - CEP: 01246-000

Ou por meio eletronico em rial@saude.sp.gov.br

Pormenores sobre os itens exigidos para apresentagdo do manuscrito estdo descritos a seguir.

Incluem estudos relacionados a prevencao e controle de agravos e a promogao a saude.
Devem ser baseados em novos dados ou perspectivas relevantes para saude publica. Cada artigo deve conter
objetivos e hipdteses claras, desenho e métodos utilizados, resultados, discussao e conclusdes.

® Devem ter até 20 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

e As tabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 05 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis.
As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

® As referéncias bibliograficas, limitadas a 40, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusio de nimero excessivo de referéncias numa mesma citagao.
Citacdes de documentos ndo publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatdrios e outros) devem
ser evitadas.

® Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave
(keywords).

A estrutura dos artigos originais de pesquisa é a convencional: Introdu¢ao, Material e Métodos, Resultados,
Discussdao e Conclusdo, embora outros formatos possam ser aceitos, mas respeitando a logica da estrutura de
artigos cientificos.
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Dedicados a apresentacdo e a discussio de temas de interesse cientifico e de relevancia
para a saude publica. Devem apresentar formulagdo clara de um objeto cientifico de interesse, argumentagdo
légica, critica tedrico-metodolédgica dos trabalhos consultados e sintese conclusiva. Devem ser elaborados por
pesquisadores com experiéncia no campo em questiao ou por especialistas de reconhecido saber.

® Devem ter até 25 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

® As tabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 03 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis.
As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

® As referéncias bibliograficas, limitadas a 50, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias numa mesma citagao. Citagdes

de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros) devem ser evitadas.

® Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicagdo de 3 a 6 palavras-chave
(keywords).

Sao relatos sucintos destinados a rapida divulgacdo de eventos significativos no campo
da pesquisa de interesse em saude publica e que ndo comportam uma andlise mais abrangente.

® Devem ter até 10 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

® As tabelas, figuras, grificos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis.
As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

® As referéncias bibliograficas, limitadas a 15, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias numa mesma citagio. Citagoes

de documentos nao publicados e nao indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros) devem ser evitadas.

® Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave
(keywords).

e Sua apresentacao deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais.

Sdo relatos sucintos destinados a rdpida divulgacdo de eventos relevantes de uma pesquisa
experimental que justifique a publicagdo de resultados parciais.

® Devem ter até 06 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

® As tabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis.
As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

e As referéncias bibliograficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e
relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusdo de numero excessivo de referéncias numa mesma
citagdo. Citagdes de documentos ndo publicados e nao indexados na literatura cientifica (teses, relatérios e outros)
devem ser evitadas.
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® Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave
(keywords).

e Sua apresentacdo deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais, porém na forma de texto
unico.

Sao textos que contemplam principalmente a area médica, em que o resultado é anterior ao
interesse de sua divulgacao ou a ocorréncia dos resultados nao é planejada.

e Devem ter até 03 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

® As tabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis.
As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

® As referéncias bibliograficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusio de nimero excessivo de referéncias numa mesma citagao.
Citacdes de documentos ndo publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatdrios e outros) devem
ser evitadas.

e Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave
(keywords).

® Devem apresentar Introducéo, Relato de caso, Discussao e Conclusio, na forma de texto unico.

Sao aceitos resumos de teses e dissertacdes até um ano apos a defesa.

® Devem ter até 400 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

e Sua apresentagdo deve conter o nome do autor e do orientador, titulo do trabalho em portugués e em inglés,
nome da instituicdo em que foi apresentado, area de concentragdo e ano da defesa.

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 Institui¢oes; Resumo e Abstract; Introdugdo; Material e Métodos; Resultados;
Discussao; Conclusao; Agradecimentos; Referéncias; Tabelas; Figuras e Fotografias.

Deve constar:

O titulo deve ser conciso, completo e conter informagdes. Se 0 manuscrito
for submetido em inglés, deve ser fornecido um titulo em portugués.

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 revisdo critica do contetido
e participaram da aprovagio da versio final do mesmo. Somente a aquisi¢do de financiamento,
a coleta de dados ou supervisio geral de grupos de pesquisa nao justificam autoria - maiores
esclarecimentos sobre autoria podem ser encontrados na pagina do ICMJE (http://www.icjme.org).
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Deve constar o nome completo, sem abreviagbes 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.

Deve ser indicada a instituicdo a qual cada autor esta afiliado, na seguinte ordem de hierarquias
institucionais de afiliacdo: laboratdrio, setor, secdo, servico, divisdo, departamento, instituto, faculdade e
universidade.

Se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de auxilio, o nome da agéncia
financiadora e o respectivo numero do processo.

Quando baseado em tese ou dissertagdo, indicar o nome do autor, titulo, ano, nome
do programa de poés-graduagao e instituigdo onde foi apresentada. Quando apresentado em evento cientifico,
indicar o nome do evento, local e ano da realizacio.

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 conclusoes.

Devem ser indicados entre 3 a 6 descritores do conteudo, extraidos do vocabuldrio
Descritores em Ciéncias da Satide (DeCS) da Bireme (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, poderao ser indicados termos
ndo existentes nos conjuntos citados.

Deve ser breve, relatando o contexto e a justificativa do estudo, apoiados em referéncias
pertinentes ao objetivo do manuscrito, sintetizando a importancia e destacando as lacunas do conhecimento
abordadas. Nao deve incluir dados ou conclusdes do estudo em referéncia

Os procedimentos adotados devem ser descritos claramente, bem como as
variaveis analisadas, com a respectiva defini¢cdo, quando necessaria, e a hipotese a ser testada. Devem ser descritas
a populagao e a amostra, instrumentos de medida, com a apresentagdo, 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 limitagdes.

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.

Devem ser apresentados em uma sequéncia logica, iniciando-se com a descricdo dos dados
mais importantes. Tabelas e figuras devem ser restritas aquelas necessarias para argumentacdo e a descri¢do
dos dados no texto deve ser restrita aos mais importantes. Os graficos devem ser utilizados para destacar
os resultados mais relevantes e resumir relagdes complexas. Dados em graficos e tabelas nido devem ser
duplicados nem repetidos no texto. Os resultados numéricos devem especificar os métodos estatisticos utilizados
na analise.
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A vpartir dos dados obtidos e resultados alcancados, 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 carater pessoal ou divulgadas em documentos restritos ndo
podem servir de apoio as argumentag¢des do autor. Tanto as limitagdes do trabalho quanto suas implicagdes para
futuras pesquisas devem ser esclarecidas. Incluir somente hipoteses e generalizagdes baseadas nos dados do
trabalho. As conclusdes podem finalizar esta parte, retomando o objetivo do trabalho ou serem apresentadas
em item separado.

Este item é opcional e pode ser utilizado para mencionar os nomes de pessoas que,
embora nao preencham os requisitos de autoria, prestaram colaboragdo 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 instituigdes.

A exatiddo das referéncias é 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, o numero 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).

Nos Estados Unidos e Canada, a obrigatoriedade da declaragcao dos nutrientes no rétulo do alimento
¢ mais antiga e foram desenvolvidos métodos hidroliticos, como 0 AOAC 996.06', de extracdo e determinagao
da GT por célculo a partir dos AG obtidos por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama
(GC/DIC)**.

Segundo Chang et al’’, o aumento do tamanho das particulas resulta numa redugdo da area de superficie conferindo
uma melhora na retencao e estabilidade das mesmas.

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 Publication,
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 expressao latina “et al” Referéncias de um mesmo autor devem ser organizadas em ordem cronoldgica
crescente.

Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e dcidos graxos na informacdo nutricional do rétulo dos alimentos
embalados: aspectos sobre legislacdo e quantificagao. 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 extensdo. Cad Saude Coletiva
[Internet]. 2005;21(1):256-65. Disponivel em:
[http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf].
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Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2@ ed. Albany (NY):Delmar Publishers;1996.
Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sdo 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].

Wirdh L. Histdria da Epidemiologia. In: Lopez D, organizador. Estudos epidemiolégicos qualitativos. Sdo Paulo: James
Martim; 2009.p.64-76.

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

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

Barboza etal. Descentralizagao das politicas publicas em DST/AIDS no Estado de Sao Paulo. Il Encontro do Programa de
Pés-Graduagao em Infecgdes e Saude Publica; agosto de 2004; Sao Paulo: Rev Inst Adolfo Lutz. p. 34 [resumo 32-SC].

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

Brasil. Ministério da Saude. Resolugaio RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova o Regulamento Técnico
sobre Padroes Microbioldgicos para Alimentos. Didrio Oficial [da] Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DE,
10 jan. 2001. Secao 1, n°7-E. p.45-53.

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 medicamentos. Ginebra; 1993. (DAP. 93.1).

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 instrugiao devem ser citados conforme indicagdo do Committee of Medical Journals
Editors (Grupo Vancouver), disponivel em: http://www.cmje.org. Referéncias a documentos nio indexados
na literatura cientifica mundial, em geral de divulgagdo circunscrita a uma instituicdo ou a um evento
(teses, relatorios de pesquisa, comunicagdes em eventos, dentre outros) e informacoes extraidas de documentos
eletrénicos, nao mantidas permanentemente em sites, se relevantes, devem figurar no rodapé das paginas do
texto onde foram citadas.
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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 ndo como quadros,
graficos etc.

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

As ilustragdes (fotografias, desenhos, graficos etc.) devem ser citadas como Figuras, apresentadas
em arquivos separados e numeradas consecutivamente 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 publicacdo figuras suficientemente claras e com qualidade digital que permitam sua impressdo,
preferencialmente no formato vetorial. No formato JPEG, a resolu¢ao minima deve ser de 300 dpi. Figuras em
cores serdo publicadas quando for necessdria a clareza da informagdo 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.

Em conformidade com as diretrizes do International Committee of
Medical Journal Editors, sdo solicitados alguns documentos e declaragdes do(s) autor(es) para a avaliagdo 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 é variavel:

A carta de Apresentac¢ao do manuscrito, assinada por todos os autores, deve conter:

Documento/declaragao Quem assina Quando anexar
Carta de Apresentagao Todos Submissao
Responsabilidade pelos Agradecimentos Autor responsavel Aprovagido
Transferéncia de Direitos Autorais Todos Aprovagao

e Um paragrafo declarando a responsabilidade de cada autor: ter contribuido substancialmente para a concepgao
e planejamento ou analise e interpretacao dos dados; ter contribuido significativamente na elabora¢ao do rascunho
ou na revisdo critica do conteudo; e ter participado da aprovac¢io da versdo final do manuscrito. Para mais
informagdes sobre critérios de autoria, consulte a pagina do ICMJE (http://www.icjme.org).

e Um paragrafo contendo a declaragdo de potenciais conflitos de interesses dos autores.
e Um paragrafo contendo a declaragdo que o trabalho ndo foi publicado, parcial ou integralmente, em outro

periddico. Todos os autores devem ler, assinar e enviar documento transferindo os direitos autorais. O artigo so6
sera liberado para publica¢do quando esse documento estiver de posse da RIAL.

1. Nome e instituicao de afiliagao de cada autor, incluindo e-mail e telefone do autor responsavel.
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2. Titulo do manuscrito, em portugués e inglés.

3. Texto apresentado em letras Times New Roman, corpo 12, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).

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

5. Carta de Apresentacio 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 institui¢ao/Programa, grau e o ano de defesa.

8. Referéncias normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas pela citacdo no texto e numeradas, e se todas estio
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 resolu¢ao minima 300 dpi.

5. Revisao daredacio cientifica: Para ser publicado, o manuscrito aprovado é submetido a revisao da redagao cientifica,
gramatical e de estilo. A RIAL se reserva o direito de introduzir alteragdes nos originais, visando a manutengao da
homogeneidade e qualidade da publicagio, respeitando, porém, o estilo e as opinides dos autores. Inclusive a versao em
inglés do artigo tera esta etapa de revisao.

6. Provas: Apos sua aprova¢do pelos editores, o manuscrito sera revisado quanto a redagdo cientifica. O autor
responsavel pela correspondéncia receberd as provas graficas para revisao por correio eletréonico em formato pdf
(portable document format). O prazo méximo para a revisao da prova ¢é de dois dias. E importante cumprir os prazos
de revisao para garantir a publica¢ao no fasciculo programado. Atrasos nesta fase poderao resultar em remanejamento
do artigo para fasciculos subsequentes.

7. Publicacio e distribui¢ao: Os artigos serao publicados em ordem cronoldgica de aprovagao. As datas de recebimento
e de aprovacdo do artigo constardo obrigatoriamente no mesmo.

E permitida a reproducio, 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 legislagdo sobre os direitos autorais.

A Revista do Instituto Adolfo Lutz esta disponivel gratuitamente em:
Portal de Revistas em Veterindria e Zootecnia - http://revistas.bvs-vet.org.br/rialutz
Portal do Instituto Adolfo Lutz - http://www.ial.sp.gov.br

Portal LILACS - http://lilacs.bvsalud.org/
Estratégia de recuperagao por titulo da Revista: (ta:(Rev. Inst. Adolfo Lutz))

BVS Rede de Informagdo e Conhecimento - http://ses.sp.bvs.br/
Estratégia de recuperacao por titulo da Revista: (ta:(Rev. Inst. Adolfo Lutz))

Portal de Revistas Satde SP (Metodologia SciELO) -
http://periodicos.ses.sp.bvs.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0073-9855&Ing=pt&nrm=iso
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