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RESUMO

CARELI, Roberta Torres, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2009.
Ocorréncia de Cryptosporidium spp. na cadeia produtiva de alface (Lactuca
sativa L.), sua captura e retengao por biofilme de Pseudomonas fluorescens e
seu controle por surfactantes. Orientador: Nélio José de Andrade.
Coorientadores: Paula Dias Bevilacqua, José Ivo Ribeiro Junior e Luis Antdnio
Minim.

A ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em unidades produtoras de
alface lisa, cultivar Vitéria de Santo Antdo, situadas na zona rural de Vigosa, Minas
Gerais, foi avaliada nos periodos de seca e de aguas. Constatou-se a presenca de
ambos os protozoarios em agua, alface, adubo organico e solo em, pelo menos, uma
unidade produtora de alface e um periodo. A principal fonte de contaminacéo de ambos
protozoarios em alface foi a agua usada para irrigacdo e 0s numeros desses
microrganismos tiveram influéncia das variagdes pluviométricas (p < 0,05), sendo mais
elevados no periodo de aguas. A contaminagao microbiologica de agua, alface, adubo
organico e solo também foi mostrada por diferentes analises bacteriolégicas. Foram
observadas correlagdes elevadas entre a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia
spp. em todos os tipos de amostras, com exce¢ao do adubo. Em agua também foram
constatadas boas correlagdes entre protozoarios e C. perfringens. Os resultados
indicaram que alguns indicadores bacteriolégicos, como o grupo coliforme, ndo sao
preditivos para a presenca de protozoarios. Além disso, os valores de turbidez das
diferentes fontes de agua pertencentes as unidades produtoras apresentaram-se mais
elevados durante a época de aguas e apresentaram correlagéo alta com a presenca de

Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em agua de irrigacéo. A capacidade de remogéao
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de Cryptosporidium parvum em cultura pura ou mista com Pseudomonas fluorescens
aderidos por 12 h em cupons de folhas de alface foi avaliada pela utilizagdo de
solugdes com diferentes concentragbes de cloreto de benzalcénio, Tween 80 e dodecil
sulfato de sodio (SDS) por 10 min de contato. Constatou-se que SDS apresentou uma
maior remoc¢ao dos protozodrios e sua efetividade aumentou com a concentragéo (p <
0,05). Avaliou-se a capacidade de oocistos de C. parvum serem capturados e retidos
por biofilmes de P. fluorescens formados em tubulacéo de poli (cloreto de vinila), PVC.
O numero de oocistos capturados pelo biofiime foi maior (p < 0,05) do que o de
oocistos retidos ap6s o aumento de seis vezes do fluxo do liquido circulante.
Constatou-se que, na auséncia do biofilme bacteriano, os oocistos possuem pouca
capacidade de adeséo a superficie de PVC. Os aspectos termodinamicos na formagéo
de biofilmes de P. fluorescens e de oocistos de C. parvum aderidos a tubulagcéo de
PVC também foram avaliados. Observou-se que as superficies de C. parvum e P.
fluorescens apresentaram carater hidrofilico, ao contrario do PVC que é hidrofébico.
Esses resultados foram confirmados pela quantificacdo da energia livre de superficie
(AGsws)- A quantificacdo da energia livre total de interagéo indicou que a adesao de P.

fluorescens na forma de biofilmes e de oocistos de C. parvum foi termodinamicamente

TOT
adeséo

favoravel (AG < 0) em todas as condigbes. O controle de biofimes de P.

fluorescens e de oocistos de C. parvum aderidos em tubulacdo de PVC foi realizado
por meio de aplicacdo de cloreto de benzalcdnio. As concentracdes testadas das
solugdes de cloreto de benzalcénio resultaram em aumento (P < 0,05) no numero de
RD de ambos os microrganismos a medida que os mesmos foram submetidos a
tratamentos com solugdes surfactantes em concentragdes mais elevadas. A aplicagcao
de solugdes de cloreto de benzalcénio em procedimentos de higienizacdo pode ser
uma alternativa de controle de bactérias e protozoarios aderidos a tubulagdo de PVC
utilizada na irrigacao de hortalicas. Contudo, sdo necessarios testes toxicolégicos para

avaliar o efeito nocivo desse produto na concentragao sugerida.
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ABSTRACT

CARELI, Roberta Torres, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2009.
Occurrence of Cryptosporidium spp. in the chain production of lettuce
(Lactuca sativa L.), its capture and retention by Pseudomonas fluorescens
biolfim and its control by surfactants. Adviser: Nélio José de Andrade. Co-
advisers: Paula Dias Bevilacqua, José Ivo Ribeiro Junior and Luis Anténio Minim.

The occurrence of Cryptosporidium spp. and Giardia spp was evaluated on
plantations of oily lettuce, variety Vitoria de Santo Antao, on the countryside of Vigosa,
Minas Gerais state, on dry and wet seasons. It was found both protozoans in the water,
on lettuce, organic fertilizer and soil, at least in one plantation and one season. The
main contamination source of both protozoans on lettuce was the water used on the
irrigation. The number of microorganisms was affected by rainfall variations, and higher
values were observed on the wet season. The microbiological contamination of water,
lettuce, organic manure and soil was shown by different bacteriological analysis. It was
observed high correlation between the occurrence of Cryptosporidium spp. and Giardia
spp. in all the types of samples, except by the fertilizer. High correlations between the
protozoans and C. perfringens were found in water samples. The results denoted that
some bacteriological indicators, such as the coliform group, cannot predict the presence
of protozoans. Besides that, the turbidity of the different sources of water presented
higher values on the wet season, which shows high correlation with the presence of
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. in irrigation water. The ability to remove
Cryptosporidium parvum adhered to lettuce leaves, as pure culture and mixed with

Pseudomonas fluorescens, was evaluated by using solutions of different concentrations
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of benzalkonium chloride, Tween 80, and sodium dodecyl sulphate (SDS), after 10
minutes of contact. It was verified that SDS presented better protozoans removal, and
its effectiveness increased as the concentration (p < 0,05). It was evaluated the ability
to capture and retain oocysts of C. parvum by P. fluorescens biofilms established on
polyvinylchloride (PVC) pipes. The number of captured oocysts was higher (p < 0,05)
than the number of retained oocysts after increasing the flow in six times. It was verified
that the oocysts present little ability to adhere to the PVC surface. The thermodynamic
features related to the formation of P. fluorescens biofilm and C. parvum oocysts
adhesion on PVC pipes were also evaluated. It was observed that the surfaces of C.
parvum and P. fluorescens are hydrophilic, whereas PVC is a hydrophobic material.
Such results were confirmed by quantifying the surface free energy (AGsws). The

determination of the total free interaction energy denoted that the adhesion of P.

fluorescens biofilm and C. parvum oocysts was thermodynamically favorable (AGIo

adeséo
< 0) for all the conditions. The control of P. fluorescens biofilm and C. parvum oocysts
adhered to PVC pipes was carried out by applying benzalkonium chloride.The tested
concentrations of benzalkonium chloride leaded to an increase (P < 0,05) on the DR
number of both microorganisms, as they were submitted to higher concentrations of
surfactants. The application of benzalkonium chloride on higienization procedures can
be an alternative to control bacteria and protozoan adhered to PVC pipes used on
vegetable irrigation. However, some toxicological tests are necessary in order to

evaluate the prejudicial effect of the suggested concentration.
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INTRODUCAO GERAL

As hortalicas sao essenciais para a saude por serem importantes fontes de
fibras, vitaminas e sais minerais, ressaltando-se o seu papel na dieta humana, uma vez
que contribuem para todo o processo digestivo. Entretanto, quando contaminadas, séo
responsaveis pela veiculacdo de um grande numero de microrganismos que podem
causar doencas infecciosas, principalmente se consumidas cruas e, ou mal
higienizadas.

A alface (Lactuca sativa L.) € a hortalica folhosa mais vendida no Brasil,
principalmente para consumo de suas folhas na forma de saladas cruas. O baixo custo
de producao e a facil comercializacédo fazem com que a hortalica seja a preferida para
o plantio pelos pequenos produtores, sendo de grande importancia econémica e social
no Brasil, 0 que estimula a permanéncia do homem no meio rural. Na cidade de Vigosa,
as hortalicas provém, em grande parte, de pequenas propriedades localizadas nas
proximidades da sua area urbana. Posteriormente, esses produtos sao distribuidos em
feira livre, sacoldes, supermercados e restaurantes.

Uma das principais fontes de contaminacao de bactérias e protozoarios, onde se
incluem os géneros Cryptosporidium e Giardia, em hortalicas é a agua de ma qualidade
usada na agricultura. O transporte de protozoarios pela agua através de tubulagéo
utilizada para irrigagdo das hortalicas pode ser influenciado por interacbes com
comunidades microbianas aderidas as superficies, chamadas de biofilimes. Essas
interagdes sdo de grande preocupacédo para o controle dos microrganismos uma vez
que o desprendimento dos protozoarios aderidos ao biofilme bacteriano e o transporte
dos mesmos pelo fluxo de agua podem acarretar em aumento da contaminagcédo de

hortalicas.



A adubacdo com estercos de animais e compostos organicos tem sido
amplamente utilizada na producao de alface com o objetivo de melhorar a qualidade do
solo proporcionando aumento da produgéo e no teor de nutrientes das folhas de alface.
No entanto, o uso de adubo organico mal compostado constitui também uma fonte de
contaminagao importante. Além disso, a presenca de protozoarios em alface pode ser
conseqléncia do contato com o solo, do transporte e manuseio desses produtos, bem
como decorrente do contato das hortalicas com animais. Somando-se a estes fatos, o
habito alimentar de consumir hortalicas in natura possibilita a exposicédo de uma grande
parcela da populacao as formas de veiculagdo desses microrganismos.

E importante a adogdo de medidas que propiciem a melhoria da qualidade de
hortalicas consumidas cruas. Entre os procedimentos de higienizagdo mais conhecidos
ressalta-se a lavagem domeéstica e a sanitizagdo. Como essas hortalicas ndo podem
ser submetidas a agdo do calor, por exemplo, a aplicacdo de sanitizantes quimicos,
antes do consumo de verduras, tem sido a forma de controle microbiano mais utilizada.
Entretanto, € sabido que esses tipos de sanitizantes nas concentragbes recomendadas
possuem acdo bactericida, mas pouco efeito sobre inativacdo e remocdo de
protozoarios. Dessa forma, o uso de surfactantes seria uma alternativa para garantir a
segurancga microbioldgica de hortalicas ingeridas na forma crua.

Assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar as condi¢gdes higiénico-
sanitarias das unidades produtoras de alface, visando principalmente a qualidade
parasitologica e bacteriolégica da agua utilizada para irrigacdo, da alface, do adubo
organico e do solo. Além disso, objetivou-se avaliar a capacidade de captura e de
retencdo de oocistos de Cryptosporidium parvum por biofilmes de Pseudomonas
fluorescens em tubulacao de poli (cloreto de vinila) utilizada em irrigacdo de hortalicas.
Esse estudo podera fornecer dados para a vigildncia sanitaria e secretaria da
agricultura sobre a situacao higiénica da hortalica mais consumida no Brasil, permitindo

o controle das condi¢cbes em que sao cultivadas.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1.1. Fatores que contribuem para ocorréncia de doengas de origem alimentar

Atualmente, s&o conhecidas mais de duzentas doengas associadas ao consumo
de alimentos contaminados por patdgenos. Os agentes etioldégicos das doengas de
origem alimentar incluem virus, bactérias, protozoarios, fungos e prions. Os sintomas
dessas doencgas variam de uma moderada gastroenterite a severas sindromes renais,
hepaticas e neurologicas (MEAD et al., 1999).

Durante os ultimos 25 anos, a industria de alimentos tem sido desafiada pela
emergéncia de novos microrganismos patogénicos como Campylobacter spp. no final
dos anos de 1970 e Escherichia coli O157:H7 nos anos de 1990. Uma das razbes para
a emergéncia desses patogenos foram melhorias nos sistemas de deteccao,
primeiramente em microbiologia clinica, que tém identificado tais microrganismos como
importantes agentes causadores de doengas em humanos. Cryptosporidium é
considerado um patdégeno emergente, que tem causado preocupacdes nos setores de
processamento de alimentos e de tratamento de agua. Além de outros fatores, essa
preocupagdo pode ser justificada pelo fato de ainda ndo haver tratamento
antimicrobiano efetivo para erradicar esse agente do trato gastrointestinal de
portadores assintomaticos (MILLAR et al., 2002).

As doencas de origem alimentar, denominadas emergentes, tém ocorrido por

varias razoes, que incluem o aumento de viagens e comércio internacional, adaptacao



de microrganismos a estresses ambientais, mudancas no sistema de producdo de
alimentos, mudancas no comportamento humano e distribuicdo demografica. Todas
essas mudangas trazem consequUéncias, seja para o homem, seja para o0s
microrganismos. Outro fator considerado, é que a populagdo de pessoas susceptiveis
estd aumentando em todo mundo.

E observado atualmente, o envelhecimento da populagcdo, ma-nutrigao,
infeccbes por HIV e outras condi¢bes clinicas subjacentes. A idade do individuo é um
importante fator de susceptibilidade a infecgbes porque nos idosos, o0 sistema
imunologico pode estar comprometido e ndo desenvolver ou perder a protecéo as
doengas de origem alimentar. O microrganismo pode invadir a corrente sanguinea e
levar a uma doencga mais severa. A severidade dessas doencas leva as altas taxas de
mortalidade em idosos. Um outro grupo vulneravel sdao as pessoas
imunocomprometidas, como portadores de HIV e cancer. Este grupo é infectado com
uma dose mais baixa de patdogenos, que nao produziria reagdes em pessoas
saudaveis. Individuos deste grupo podem morrer em fungdo de infecgdes causadas
por Salmonella, Shigella, Escherichia coli, Campylobacter, Listeria, Toxoplasma,
Cryptosporidium e outros patdogenos causadores de doengas veiculadas por alimentos
e agua. Problemas ainda maiores enfrentam os paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento. Nestes paises, adultos e, particularmente, os recém-nascidos e as
criangas apresentam imunidade reduzida devido ao estado de ma nutricdo em que se
encontram, tornando-os ainda mais susceptiveis a estas doencas (FAO, 2004a; FAO,
2004b, WHO, 2004).

Observam-se, também, mudancas no estilo de vida, com um grande numero de
pessoas que fazem suas refeicbes em restaurantes comerciais e institucionais,
cantinas, fast foods e vendedores de rua. Em muitos paises, como ocorre no Brasil,
observa-se o0 aumento de estabelecimentos de refeigcbes rapidas, locais onde,
provavelmente, ndo estdo estabelecidas as boas praticas de higiene e controles da
producdo e da distribuicdo de alimentos. Nestas condi¢cdes, as preparagdes sao
amplamente susceptiveis a contaminagdes, 0 que permite o crescimento de
microrganismos patogénicos ou a sobrevivéncia de parasitas. Ainda, mudancas s&o
capazes de tornar o microrganismo mais resistente e sobreviver em condigbes
ambientais adversas (FAO, 2004a; FAO, 2004b, WHO, 2004).



1.2. Microrganismos patogénicos associados com produtos frescos

A presenca de varios géneros de bactérias deterioradoras, fungos filamentosos,
leveduras e patogenos ocasionais em produtos frescos tem sido reconhecida por
muitos anos. Varios surtos envolvendo gastroenterites humanas s&o associados ao
consumo de vegetais frescos ou, em menor extensdo, de frutas. Saladas que contém
como ingredientes vegetais crus tém sido identificadas como veiculos de diarréia do
viajante, doenca que pode ocorrer por visitantes de paises em desenvolvimento
quando ingerem alimento contaminado por Escherichia coli enterotoxigénica
(BEUCHAT, 1995).

Frutas e vegetais fazem parte da dieta de pessoas em todo o mundo e podem
tornar-se contaminados com microrganismos patogénicos durante o crescimento em
pomares e hortas ou nas etapas de colheita, pds-colheita, processamento e
distribuicdo. Dessa forma, presenca de fezes, solo, agua de irrigacéo, esterco, poeira,
animais domésticos e manipuladores sao algumas fontes de patégenos em produtos
frescos durante a colheita. Durante a pds-colheita podem ser consideradas fontes de
contaminagdo de vegetais manipuladores, equipamento de colheita, caixas de
transporte, animais domeésticos e selvagens, agua de rinsagem e lavagem,
classificacdo, embalagem, corte, equipamento de processamento, gelo, veiculo de
transporte, contaminagcdo cruzada, estocagem, embalagem e temperatura
inadequadas.

Os patdégenos capazes de causar doengas em humanos podem estar presentes
na agua utilizada para irrigagdo, no adubo ou no solo, no qual o produto cresce.
Bactérias sdo uma grande preocupacdo em termos de severidade da doenca e
numeros de pessoas contaminadas em escala mundial (BEUCHAT, 1995). Entretanto,
em décadas recentes, alguns protozoarios tém sido reconhecidos como potenciais
causadores de doencgas de origem alimentar envolvendo produtos frescos (MONGE e
CHINCHILLA, 1995; DAWSON, 2005).

1.3. Consideragoes e aspectos sanitarios do cultivo de hortalicas

O consumo de hortalicas é essencial para a saude por ser uma importante fonte

de minerais na alimentagdo humana, entretanto, quando contaminadas, sao



responsaveis pela transmissdo de um grande numero de doencgas infecciosas,
principalmente se consumidas cruas e, ou mal lavadas.

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa mais comercializada no Brasil,
seu baixo valor cal6rico a qualifica para diversas dietas, o que favorece o seu consumo
sob a forma crua. E cultivada durante o ano inteiro, em canteiros de terra, de maneira
que os pés permanecem por todo o periodo de desenvolvimento em contato com o
solo. Além disso, os vegetais necessitam de ambiente permanentemente umido, o que
requer a pratica de irrigacédo constante das culturas, especialmente nos meses de seca.
Estas condi¢des, associadas a arquitetura das folhagens, propiciam a formacao de
ambientes extremamente favoraveis a sobrevivéncia e ao desenvolvimento das formas
de transmissao de enteroparasitas, caracterizados sobretudo por umidade elevada e
luminosidade baixa (SOUTO, 2005).

Segundo Pessoa e Martins (1988), a alface, por meio das secregcbes de suas
folhas, pode facilitar a retencdo e a sobrevivéncia de microrganismos pela formagao de
camadas isolantes protetoras. E importante enfatizar que a existéncia de formas
detectaveis de enteropatdbgenos na alface nao significa que as mesmas sejam
efetivamente meios de propagacao desses agentes.

Existem diferentes fatores que podem atuar, facilitando ou dificultando a
veiculagdo destes parasitas ao homem. Relacionados aos patdégenos tem-se dose
infectiva; viabilidade de cistos, oocistos, ovos e larvas; ligados ao hospedeiro tem-se
idade, imunidade e estado nutricional, entre outros (MORAES et al., 1984; PESSOA e
MARTINS, 1988).

1.4. Possiveis fontes de contaminagao microbioldgica e parasitolégica no meio

rural

1.4.1. Agua

Ha& uma relagéo direta entre saneamento e saude e, nessa associagao, a agua
assume o principal elo nesta interdependéncia. De varias maneiras, a agua pode afetar
a saude humana: seja por meio da ingestdo direta, na preparagéo de alimentos, ou
pelo seu uso na higiene pessoal, na agricultura, industria ou lazer. Os perigos para a
saude, relacionados com a agua, podem ser distribuidos em trés categorias principais

relacionadas, segundo Pessoa e Martins (1988): Com a ingestdo e com o contato direto



com agua contaminada por agentes biologicos; Com a presenca de insetos vetores que
necessitam da agua em seu ciclo biolégico; Com a presencga de poluicdo quimica e
radioativa, geralmente resultante da contaminagéao por efluentes de esgotos industriais.

Os principais agentes biolégicos encontrados nas aguas contaminadas séo as
bactérias patogénicas, os virus e os parasitas. Esses microrganismos encontrados na
agua ou nos alimentos constituem uma das principais fontes de morbidade no pais.
Sao os responsaveis pelos numerosos casos de doengas infecciosas, parasitarias,
enterites e diarréias infantis, em alguns casos com resultados letais.

A agua é essencial a vida, porém muitas vezes atua como veiculo de
transmissdo de doengas ao homem, o que torna primordial a avaliagcdo de sua
qualidade microbiologica antes de ser utilizada tanto para fins de irrigagdo como para
dessedentagéo ou recreacao (ISAAC-MARQUEZ et al., 1994).

Freqlentemente se observa a disposicao inadequada de esgotos domésticos,
como também a deficiéncia de saneamento basico em alguns locais, contribuindo
efetivamente para a contaminagdo dos recursos hidricos, inclusive dos lencgois
freaticos, por matéria fecal (TAKAYANAGUI et al., 1996). No nordeste do Brasil, por
exemplo, a escassez de recursos hidricos tem levado ao emprego indiscriminado de
aguas de corregos, acudes e rios contaminados com material fecal (DINIZ, 1994;
CEBALLOS et al., 1997). Essa contaminacgéo foi confirmada por Barros et al. (1999)
que comprovaram, por meio de seus trabalhos, que propriedades do agreste e brejo
paraibanos reutilizaram agua de esgoto para irrigacdo de alfaces destinadas a
consumo na forma crua.

Analises bacteriolégicas demonstraram que a agua de irrigagdo de cinco
propriedades, localizadas em Maringa, PR, estava contaminada por dejetos fecais.
Posteriormente foi evidenciado que estas propriedades tiveram suas hortalicas
contaminadas devido a utilizacdo desta agua rica em enteropatégenos (GUILHERME et
al., 1999).

As aguas destinadas a irrigacéo sao fontes originais de contaminagdo quando
comportam grande quantidade de microrganismos como Escherichia coli, Vibrio
cholerae, Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, Entamoeba histolytica, entre
outros. Entretanto, alimentos que estdo em contato direto com aguas contaminadas e
sé&o consumidos crus constituem fontes provaveis desses microrganismos e merecem
especial atencéo, principalmente nos paises em desenvolvimento, onde o estado

nutricional da populacdo é precario, interferindo diretamente nas condi¢des



imunoloégicas dos individuos. Criangas, individuos imunodeprimidos ou debilitados sé&o
considerados grupos susceptiveis, favorecendo o aparecimento dessas enfermidades
(PACHECO et al., 2002).

Alguns estudos, no Brasil, tém identificado verduras com alto grau de
contaminagéo por coliformes fecais transmitidos pela agua de irrigagdo (GUIMARAES
et al., 2003). Em Lavras, MG, as analises microbiolégicas realizadas identificaram que
quase a totalidade dos mananciais investigados apresentava contaminagao por
coliformes a 45 °C (ROCHA et al., 2002). Também foi constatada a presenca
acentuada desse grupo de bactérias nas aguas de pogos de duas regides do Rio de
Janeiro (FREITAS et al., 2001).

No municipio de Ribeirdo Preto, foi pesquisado enteropatdégenos em verduras e
em agua de irrigagao proveniente de corrego. Constatou-se que essa fonte de irrigagao
era responsavel pela contaminacao de hortalicas por cistos e ovos de parasitas, sendo
que a maior freqiéncia desses seres foi evidenciada na seca, periodo em que se fez
necessario a utilizagdo da agua proveniente dos corregos (MARZOCHI, 1977).

Nos paises em desenvolvimento, as doengas diarréicas, de veiculag&o hidrica,
sdo responsaveis por varios surtos epidémicos e pelas elevadas taxas de mortalidade
infantil. Temos como exemplos dessas enfermidades bacterianas: febre tiféide, colera,
salmonelose e shigelose. As infec¢des virais sdo representadas por poliomielite e
hepatite A, e as enfermidades provocadas por enteroparasitoses sdo devido a
amebiase, criptosporidiose e giardiose (PACHECO et al., 2002).

Em estudo realizado no Canad4, foi possivel o isolamento de Escherichia coli
0157: H7 das fezes de uma crianga com diarréia sanguinolenta e na agua do poco da
fazenda onde ela residia. A mesma bactéria foi também isolada nas fezes de 63% dos
bovinos dessa mesma propriedade (ERCOLE et. al., 2003). Segundo Kouba (2003) o
dejeto bovino depositado no solo representa perigo de contaminacéo das fontes de
agua, uma vez que esses animais sao reservatorios de diversos patégenos humanos.

O cultivo de produtos vegetais, especialmente de hortalicas, necessita de
ambiente permanentemente umido, o que requer irrigacdo constante das culturas,
especialmente nos meses de seca. Um problema que afeta a qualidade higiénico-
sanitaria das planta¢des consiste na irrigagao das culturas com aguas provenientes de
rios, corregos e lagos adjacentes as hortas. Essas aguas sdo bombeadas ou levadas
através de canais de irrigacdo que ocorre sem qualquer tratamento prévio. Algumas

propriedades rurais contam com agua de pog¢o ou cisterna utilizada na lavagem e



higienizagcéo das hortalicas, mas ndo utilizam a agua da rede publica, uma vez que o
alto consumo exigido para a irrigacdo de hortalicas torna o custo bastante elevado
(THURSTON-ENRIQUEZ et al., 2002).

Em alguns paises, a agua utilizada para uso doméstico € a mesma utilizada para
a irrigagdo. As aguas utilizadas para irrigacdo também sado fontes originais de
contaminacgao, pois podem estar associadas com descargas de esgotos, contendo
grande quantidade de contaminantes, como parasitas intestinais e outros. Nas
localidades com saneamento basico deficiente, a destinagdo dos esgotos domésticos &
feita com frequéncia nos rios e riachos, acarretando a contaminagdo das aguas
superficiais e até dos lengdis freaticos por matéria fecal. Atualmente, recomenda-se
que estas aguas apresentem padrdes de qualidade minimos, ndo somente sob aspecto
microbioldgico, como também parasitolégico (THURSTON-ENRIQUEZ et al., 2002),

1.4.2. Insumos naturais

Segundo Darolt (2003), a adigcdo de adubo organico mal compostado ao solo
pode ser uma fonte de contaminagédo microbioldgica.

No processo de produgdo, os alimentos organicos sdo mais susceptiveis a
contaminagdo bioldégica do que os convencionais por usar intensamente o adubo
organico de origem animal. E sabido que o sistema convencional usufrui desse insumo,
embora em menor quantidade. O ambiente umido, associado a estercos provenientes
de varios animais, favorece a manutengdo e proliferacdo de microrganismos, ao
contrario do que ocorre com a adubagado quimica adotada pelo sistema de produgao
convencional (SILVA, 1995).

Segundo Nicholson (2000), ndo ha informacdes suficientes disponiveis que
declarem categoricamente que o risco de transferéncia de patdégenos de fazendas
organicas difere significativamente do risco associado com praticas de agricultura
convencional. Portanto, é indispensavel o desenvolvimento, por parte dos dois
sistemas em questdo, de técnicas eficientes na reducdo do risco de contaminacao

microbioldgica, uma vez que ambos utilizam fertilizantes naturais (DAROLT, 2003).



1.4.3. Habitos de higiene inadequados

Outra importante fonte de contaminagcédo de alimentos, no campo, € o
trabalhador que esta envolvido no cultivo dos produtos agricolas. O grau de higiene
pessoal do agricultor pode exercer uma forte influéncia na veiculacédo de patdgenos,
visto que essas pessoas tém contato direto com o alimento durante toda a etapa de
producgéo e, principalmente, durante a colheita (BRACKETT, 1999).

Estudos realizados em Araraquara, SP, demonstraram a ocorréncia de praticas
nao adequadas de higiene adotadas pelos horticultores, tais como lavagem das
hortalicas, com a finalidade de remover particulas de solo das raizes, na propria agua
de irrigagdo ou em tanques com agua acumulada de varias lavagens, levando,
conseqlentemente, a um alto grau de contaminacao fecal (BONILHA, 1992).

Foi investigada a prevaléncia de enteroparasitas em hortalicas e horticultores de
Maringa, no Parana. Entre os parasitas encontrados nas hortalicas dessa regido, houve
predomindncia de Entamoeba coli, que também se mostrou presente em alguns
horticultores que se propuseram a fazer tal exame. Estas analises foram essenciais na
comprovagdo da possivel contaminagdo fecal desses produtos pelos horticultores,
evidenciando as baixas condi¢des higiénicas existentes entre os produtores da regido
(GUILHERME et al., 1999).

Sabendo que os trabalhadores agricolas podem ter um impacto importante na
seguranca sanitaria dos produtos que cultivam, é de extrema importancia que os
mesmos adotem procedimentos sanitarios corretos. No entanto, muitos desses
trabalhadores se recusam a empregar praticas higiénicas simples, como lavar as maos
apos utilizagado de sanitarios (BRACKETT, 1999). Isto mostra que a realizagcdo de
acdes educativas sobre os preceitos basicos de higiene pessoal é indispensavel,
visando sensibilizar essas pessoas sobre os problemas acarretados aos consumidores

pelos produtos provenientes de praticas inadequadas.

1.5. Enteroparasitas causadores de infecgdes alimentares

Os parasitas intestinais sdo organismos patogénicos que podem ser
encontrados em diferentes partes do trato gastrointestinal dos seres humanos, estando
compreendidos em dois grandes grupos de organismos, 0s protozoarios e 0s

helmintos. Ao contrario das bactérias causadoras de doengas alimentares, os
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enteroparasitas ndo se proliferam nos alimentos nem crescem em meios de cultura,
sendo necessario, portanto, que sua presenca seja detectada pelo uso de
procedimentos apropriados de concentracdo e coloragdo. Além disso, esses
microrganismos necessitam de um hospedeiro para manter seu ciclo de vida (JAY,
2005).

As parasitoses intestinais, pela sua elevada prevaléncia e pela diversidade de
manifestagdes clinicas, inclusive sobre o estado nutricional, representam um problema
de grande importancia em Saude Publica, uma vez que aproximadamente um tergo da
populacao brasileira vive em condicdes ambientais propicias a disseminagdo das
infeccbes parasitarias (SALDIVA et al., 1999; PRADO et al., 2001; MUNIZ e QUEIROZ,
2002; FERREIRA et al., 2003). Verifica-se que as doencgas parasitarias prevalecem nos
paises pobres, onde ha precarias condigbes de moradia, poucos recursos financeiros,
e por conseqiéncia, falta de alimentacdo adequada, saude e estrutura familiar
inadequadas (MIRANDA, et al., 1998; LUDWIG et al., 1999; FERREIRA et al., 2003).
Trabalhos mostram uma menor incidéncia de enteroparasitoses nas regides onde o
processo de desenvolvimento melhorou as condi¢ées de saneamento e abastecimento
de agua (GRILLO et al., 2000; COULTER, 2002).

O Brasil possui clima e situagdo sécio-econdmica favoraveis a ocorréncia de
doengas parasitarias. Tanto nas areas rurais quanto urbanas, nos paises em
desenvolvimento, as parasitoses intestinais sdo amplamente difundidas, devido as
baixas condi¢cdes sanitarias, sendo que as hortalicas servem como um dos principais
veiculos de transmissdo de enfermidades intestinais (BRANCO JUNIOR e
RODRIGUES, 1999).

As condi¢cbdes de higiene ambiental refletem as condi¢cbes sanitarias nas quais
vive 0 homem e estas, por sua vez, parecem exercer profunda influéncia na cadeia de
transmissdo das enteroparasitoses. O individuo parasitado, pelos seus dejetos,
contamina seu proprio ambiente com ovos, cistos e larvas de parasitas intestinais, e a
agua pode acumula-los e transporta-los a grandes distancias. Assim as fezes
representam o veiculo e a fonte de contaminacdo de todos os parasitas intestinais
(WANDERLEY et al., 2000; COULTER, 2002).

Os protozoarios que freqlentemente parasitam os seres humanos sé&o
Entamoeba histolytica e Giardia lamblia (SOGAYAR e GUIMARAES, 2003). Mais
recentemente, os coccideos Cryptosporidium parvum, Isospora belli e Cyclospora

cayetanensis e 0s microsporidios surgem como protozoarios emergentes,
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principalmente com o advento da Aids (CIMERMAN et al., 1999; MANZI e GARCIA-
ZAPATA, 2000; USEPA, 2001). Um grupo que também merece referéncia sdo os
protozoarios comensais, exemplificados, principalmente, por Entamoeba coli e outros
também freqlientemente identificados em fezes humanas como Entamoeba hartmanni,
Endolimax nana, lodamoeba butschlii e Eimeria sardinae. Esses protozoarios nao sao
patogénicos para os seres humanos, entretanto, apresentam importancia pelo fato de
apresentarem mecanismos de transmissao semelhantes aos protozoarios patogénicos
(SILVA e GOMES, 2003).

Os protozoarios podem entrar no processo de producéo por trés rotas principais:
i) através de contaminacédo de ingredientes alimenticios ou de matéria-prima crua; ii)
através de agua contaminada adicionada ao produto final para irrigagéo, lavagem ou
processamento, ou ainda, usada para limpeza de equipamentos de processamento e
iii) através de manipuladores de alimentos que cometem falhas nos procedimentos de
higiene pessoal (DAWSON, 2005).

Esse estudo dara enfoque aos protozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia spp.

1.5.1. Criptosporidiose

A criptosporidiose é uma doenca causada pelo protozoario Cryptosporidium spp.
que foi isolado pela primeira vez em 1907 em um roedor assintomatico. Pertence ao filo
Apicomplexa, classe Coccidia, subclasse Coccidiasina, ordem Eucoccidiorida,
subordem Eimeriorina, familia Cryptosporididae (CAREY et al., 2004). Esse protozoario
tem sido reconhecido como patogeno de, pelo menos, 40 mamiferos, varios répteis e
passaros. Apesar de o primeiro caso humano ter sido registrado em 1976, a
criptosporidiose existe em todo o mundo com prevaléncia de 1 a 4% em pacientes com
sintomas de diarréia. Cryptosporidium spp. € um parasita intestinal que acomete seres
humanos, = mamiferos domésticos e outros animais, desenvolvendo-se,
preferencialmente, nas microvilosidades das células epiteliais do trato gastrointestinal,
causando diarréia intensa, com sério comprometimento quando ocorre em individuos
imunocomprometidos (TZIPORI e WARD, 2002).

Cryptosporidium nao € capaz de se multiplicar fora de um hospedeiro. Embora,
esse protozoario seja capaz de sobreviver por um longo periodo no ambiente, a
viabilidade e infectividade decrescem com o tempo (HOORNSTRA e HARTOG, 2003).

Ao contrario da maioria das bactérias, com excec¢éo de Bacillus spp. e Clostridium spp.,
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esse parasita desenvolveu um estagio de dorméncia, como parte do seu ciclo de vida
complexo, na forma de oocistos. Assim, esse estagio de oocisto permite que o
organismo esteja viavel, contudo permanece dormente, esperando a oportunidade de
infectar um hospedeiro susceptivel novo e perpetuar seu ciclo de vida nesse
hospedeiro. A infecgdo se da pela ingestdo de oocistos em alimentos ou agua
contaminada. No trato gastrointestinal, ocorre o desencistamento da estrutura liberando
os trofozoitos. Esses atingem a parede do intestino e iniciam seu ciclo reprodutivo,
desencadeando alteragbes no organismo acometido. Diferente da composi¢cdo dos
esporos bacterianos, pouco é conhecido sobre a composi¢do quimica dos oocistos e
como essa composicao estd associada com a capacidade de sobrevivéncia desse
protozoario (MILLAR et al., 2002).

Devido ao periodo de incubagao da criptosporidiose ser demorado, de 2 a 11
dias, é dificil identificar o alimento e a fonte de infecgdo. Além disso, a falta de métodos
de rotina para detecgédo desse protozoario em alimentos também tem prejudicado as
investigacbes epidemioldgicas. Uma preocupacdo € que a dose infectiva € baixa,
podendo ser 10 oocistos, dependendo do gendtipo do Cryptosporidium. Porém, a dose
infectiva média foi estabelecida em torno de 130 oocistos (SCHLUNDT et al., 2004).

Os oocistos de Cryptosporidium sao esféricos, possuem, em média, 4 a 6 ym de
didmetro e apresentam quatro estruturas infectivas formadas, os esporozoitos
(DAWSON, 2005). Os oocistos sao liberados em elevadas concentracdes nas fezes de
animais, principalmente bezerros e humanos infectados, podendo ser acima de 10"
oocistos durante a fase aguda da doenca. A diarréia € o sintoma mais comum da
infeccdo causada por Cryptosporidium, seguida de dor abdominal e vomito. A doencga
possui um periodo sintomatico mais longo do que a maioria das infecgbes intestinais,
durando de uma a duas semanas, com uma completa recuperacdo em pessoas
imunocompetentes. Em individuos imunodeprimidos, a doenca pode ser muito mais
severa e persistente, com invaséo de 6érgaos, como pulmdes e ducto biliar. Algumas
drogas podem controlar o protozoario, porém, ndo ha um tratamento confiavel para
eliminar a infecgéo (FAYER, 2004).

Esse protozoario esta amplamente distribuido no ambiente e associado com
varios surtos de infecgbes devido, entre outros fatores, ao uso de aguas superficiais
contaminadas por fezes. As primeiras chuvas no ambiente urbano, suburbano e rural
podem levar os oocistos desse parasita intestinal para aguas que serdo usadas na

agricultura, para recreacao e, em alguns locais, para beber (FAYER et al., 2000).
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A presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. nos mananciais aumenta a
preocupag¢ao com a veiculagdo do parasita, porque enquanto ocorre por contato com
utensilios contaminados, de pessoa a pessoa, animal a pessoa, restringe-se 0 numero
de pessoas infectadas, no entanto, quando ocorre por veiculagdo hidrica pode atingir
facilmente um grande contingente da populacdo (LIMA e STAMFORD, 2003).

Smith (1998) descreve sobre as diversas razbes para Cryptosporidium spp. e
Giardia spp. tornarem-se patdogenos importantes de transmissédo hidrica: provocam
infeccdes com baixa dose infectante, as densidades de contaminagdo ambiental com
oocistos e cistos infectantes sdo suficientes para poluir o ambiente aquatico e os
oocistos sdo bastante pequenos para atravessar o processo de tratamento da agua,
além de serem resistentes aos sanitizantes comumente empregados nesse tratamento.

O primeiro surto de criptosporidiose, que vitimou 79 pessoas, ocorreu em 1984
no Texas, sendo diagnosticado por um estudo epidemioldgico, portanto sem a
confirmacédo do parasita na agua de pocgo suspeita. A partir desse, outros surtos
envolvendo agua foram descritos e, dentre aqueles de maior impacto estdo os que
ocorreram na Geérgia em 1987, onde 13.000 pessoas foram afetadas e em Saitama,
no Japdo, em 1996, quando 8.705 individuos foram acometidos, sendo
Cryptosporidium detectado em agua tratada e ndo tratada. Em Oregon houve 15.000
pessoas com sintomas de criptosporidiose e o protozoario foi detectado na agua em
processo de tratamento. Em Milwaukee, Wisconsin, em 1993, Cryptosporidium foi
encontrado na agua potavel devido a contaminacdo do lago Michigan e,
consequentemente, remocgao inadequada de oocistos pelos processos de coagulagéo e
filtracdo no tratamento da agua. A ocorréncia desse surto envolveu 403.000 pessoas
infectadas e dessas 4.400 foram hospitalizadas, havendo 104 mortes, 69 em pacientes
HIV positivos (DAWSON, 2005; LIMA e STAMFORD, 2003).

Dentre as fontes de contaminacdo das aguas destacam-se a contaminacgéo
cruzada de aguas de poc¢o ou encanada por agua de esgoto, falhas nos procedimentos
operacionais, desvios no filtro de areia, contaminacao de aguas superficiais por esterco
bovino e influéncias de efluentes industriais e agricolas nas aguas de recreacgéo
(SMITH, 1998).

Um dos problemas para controlar a infec¢do é a escassez de dados sobre a real
ocorréncia de Cryptosporidium spp. em mananciais aquaticos potaveis, levando a uma

subestimacao de casos de criptosporidiose e, muitas vezes, a associagdo de surtos
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seguidos de 6bito com outros patdgenos, particularmente o agente etiolégico da célera
(LIMA e STAMFORD, 2003).

A importancia do estudo sobre a ocorréncia de Cryptosporidium spp. em
ambiente aquatico foi reforgcada pelas citagbes da Portaria n°® 518 do Ministério da
Saude (BRASIL, 2004), que recomenda a inclusdo da pesquisa de Cryptosporidium
spp. para se atingir o padrao de potabilidade da agua. Apesar dos coliformes
termotolerantes serem considerados referéncia mundial como indicador microbiolégico
para agua e alimentos, ainda ha duvidas se essas bactérias sdo realmente boas
indicadoras para protozoarios. Isso vem alertar e despertar o interesse de empresas de
saneamento para o seu enquadramento na referida legislagcdo, cujos recursos se
baseiam na associagao da ocorréncia do protozoario com parametros de previsibilidade
e, principalmente, na sua pesquisa direta em amostras de agua. A escolha de um
método de pesquisa a ser empregado em analise de rotina depende de alguns fatores,
dentre eles o custo-beneficio associado a recomendacgdes previstas em normas oficiais
para o padrdo de auséncia de Cryptosporidium spp. (LIMA e STAMFORD, 2003).

Trabalhos realizados em diferentes regides geograficas do Brasil detectaram a
presenga de Cryptosporidium na agua bruta, inclusive no estado de Minas Gerais
(GOMES et al., 2002; HELLER et al., 2004; NETO e FRANCO, 2004) e nos mananciais
que abastecem o municipio de Vicosa, MG (OLIVEIRA, 2004). Dados obtidos por
GAMBA et al. (2000) mostraram a presenga de oocistos em pogos localizados na
cidade de Itaquaquecetuba, SP.

Aléem da agua, Cryptosporidium pode ser veiculado por alimentos.
Particularmente, os produtos frescos, que sao consumidos com um minimo de preparo,
sé&o veiculos potenciais de transmiss&o desse protozoario (FAYER et al., 2000).

Oocistos de Cryptosporidium foram isolados de coentro e alface na Costa Rica
(MONGE E CHINCHILA, 1995) e no Peru, em que 4,5% dos vegetais avaliados em
uma pesquisa continham oocistos (ORTEGA et al., 1997). Uma pesquisa realizada na
Noruega mostrou que de 475 amostras de frutas e vegetais examinados, 19 delas
veiculavam Cryptosporidium, sendo cinco amostras de alface e 14 de broto de feijao
(ROBERTSON e GJERDE, 2001).

Hortalicas também foram investigadas e foi detectada presenca de
Cryptosporidium em vegetais frescos, como rucula e alface, em Ribeirdo Preto, SP
(CAPUANO et al., 2001), alface em Recife, PE (SILVA et al., 2005). Apesar de

pesquisas confirmarem a presencga, ainda ha poucos registros de surtos implicando
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alimentos como veiculos de transmissdo desse protozoario. Uma preocupacgao
crescente € a resisténcia de oocistos de Cryptosporidium a sanitizantes, como o cloro
(FAYER, 2004).

Além de agua e hortalicas, outros alimentos podem veicular Cryptosporidium.
Um exemplo classico foi o surto ocorrido em 1993, nos Estados Unidos, que foi
associado ao consumo de cidra de macgé n&o pasteurizada, processado com macas
coletadas do chdo que estavam contaminadas com fezes de gado. A cidra, com pH
entre 3,6 e 4,0, veiculou dois patdgenos, Cryptosporidium e Escherichia coli O157:H7
(MILLARD et al., 1994). O Codex Alimentarius sugeriu o uso da analise de risco para
Cryptosporidium em agua, alface e carne (HOORNSTRA e HARTOG, 2003).

1.5.2. Giardiose

Giardia spp. € um protozoario flagelado pertencente ao sub-filo Mastigofora
capaz de habitar a parte superior do intestino delgado de seus hospedeiros causando
giardiose, uma doenga intestinal comum na populacdo humana, caracterizada
principalmente por diarréia aquosa. Sua primeira descrigcéo foi feita por Leeuwenhoek,
em 1681, que descreveu o parasita em suas proprias fezes. Entretanto, uma descricéo
mais detalhada foi atribuida a Lambl, em 1859 (SOGAYAR e GUIMARAES, 2003).
Esse protozoario apresenta-se em dois estagios no ciclo de vida: trofozoito reprodutivo
e cisto resistente ambientalmente. O cisto ingerido passa pelo duodeno, onde o
desencistamento ocorre, liberando dois trofozoitos. Esses entdo se multiplicam
rapidamente via reproducdo assexuada e colonizam o intestino delgado. E durante o
estagio de trofozoito que os sintomas da doenga ocorrem, como resultado de danos na
membrana mucosa. Os trofozoitos contém dois nucleos e quatro flagelos, o que lhes
permite exibir motilidade. Os cistos possuem formato ovdide com 9 a 12 uym de
comprimento e 5 a 12 um de largura e sao liberados nas fezes. Trofozoitos também
séo liberados, contudo, ndo sao infectivos (DAWSON, 2005).

O mecanismo de transmisséo da giardiose é, principalmente, do tipo fecal-oral
através da ingestao de cistos. Os cistos sédo de facil dispersao no meio ambiente e, por
isso, a contaminagdo ambiental com fezes humanas ou animais € importante fator de
manutencdo da doenca na populagdo (USEPA, 1998; SOGAYAR e GUIMARAES,
2003). O periodo de incubagdo da giardiose em humanos varia de 7 a 13 dias. A

doenca apresenta como sintomas tipicos diarréia, inchagco abdominal, flatuléncia, com
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fezes gordurosas e, geralmente, ha perda de peso (DAWSON, 2005; JAY, 2005). Os
cistos aparecem nas fezes ap6s 3 a 4 semanas e sdo excretados em concentracdes
aproximadas de 107 por grama de fezes (SMITH e GRIMASON, 2003). Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004), a dose infecciosa esta entre
10 a 100 cistos.

E comum encontrar Giardia em fezes de animais domésticos, gado e animais
selvagens, mas nao é considerado como causa relevante de doengas animais. Cistos
de Giardia, assim como os oocistos de Cryptosporidium podem ser encontrados em
efluentes de esgoto, aguas superficiais e nascentes. Entretanto, ainda n&o esta claro
como muitos desses cistos detectados em amostras animais e ambientais representam
estirpes que sao infecciosas para humanos (THOMPSON, 2000). Os cistos séo
infecciosos quando liberados nas fezes e podem permanecer nesse estado por
periodos longos em refrigeracdo, ambientes umidos e por mais de 77 dias a —
10 °C (WHO, 2004).

A agua é uma das fontes de contaminacao por Giardia. Populagcbes abastecidas
com agua oriunda de mananciais superficiais sem filtragdo ou de mananciais
subterraneos contaminados com aguas superficiais ou residuarias apresentam elevado
risco de infeccdo por esse protozoario (USEPA, 1998). O primeiro surto registrado
ocorreu em 1965 em um hotel em Aspen, Colorado, com 123 casos (CRAUN, 1988).
Entre 1965 a 1977, 23 surtos relacionados a agua foram registrados afetando mais de
7.000 pessoas (CRAUN, 1979). Entre 1971 a 1985, 92 surtos foram relatados nos
Estados Unidos (CRAUN, 1988). Cistos de Giardia séo, geralmente, resistentes as
concentragbes de cloro utilizadas em sistemas de abastecimento de agua. Em um
estudo com 220 amostras de fezes proveniente de ratos silvestres coletadas de aguas
naturais no sudoeste de Nova Jersey, 70% continham cistos de Giardia (KIRKPATRICK
e BENSON, 1987).

Outras formas de transmisséo de Giardia incluem o consumo de hortalicas
cruas, irrigadas com agua contaminada com efluentes domésticos; atividade sexual
entre homossexuais, provavelmente resultante da transmisséo fecal-oral; transmissao
direta entre pessoas, principalmente em ambientes coletivos onde as medidas de
higiene sado precarias e consumo de alimentos crus, manipulados por individuos
doentes ou portadores assintomaticos com habitos de higiene inadequados (USEPA,
1998; SOGAYAR e GUIMARAES, 2003).
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Na literatura, pelo menos um surto com evidéncias epidemiolégicas e
laboratoriais indicou que vegetais crus podem veicular Giardia. Em tal surto um
manipulador assintomatico preparou uma salada de vegetais (MINTZ et al., 1993). Em
um estudo realizado para verificar a contaminag¢ao microbioldgica de alfaces em Roma,
foi observada presenca de cistos de Giardia em 48 do total de 64 pés avaliados
(BANARD e JACKSON, 1984).

Foi sugerido que manipuladores de alimentos de hospitais sédo a origem mais
provavel de infecgbes por protozoarios nos pacientes. Dos 844 pacientes particulares
de um centro urbano, 36% contrairam giardiose e suspeitou-se que a infeccéo fora
adquirida pela ingestao de frutas e vegetais crus contaminados por cistos (BANARD e
JACKSON, 1984; DAWSON, 2005).

Na llha da Madeira em Portugal, aproximadamente 1.400 pessoas contrairam
giardiose, sendo que os alimentos envolvidos com o surto foram sorvete e vegetais
crus, além de agua de torneira (LOPEZ et al., 1978).

Em Minnesota, 29 dos 60 funcionarios de uma escola rural comunitaria
contrairam a doenca a partir de uma conserva de salmdo caseira preparada por uma
trabalhadora que trocara fraldas de uma crianga que tinha uma infecgdo assintomatica
por Giardia (OSTERHOLM et al., 1981).

Em Connecticut, 13 dos 16 individuos presentes em um piquenique,
desenvolveram a doenca 6 a 20 dias apOs a ingestdo de salada de macarréo. O
preparador da salada desenvolveu a doencga no dia seguinte a ingestao (PETERSEN et
al., 1988).

Um surto de Giardia envolveu 25 pessoas numa festa familiar. Nove pessoas
que comeram salada de frutas na festa ficaram doentes. A pessoa que preparou a
salada tinha uma crianga que ainda usava fraldas e um coelho de estimagéo que foram
ambos positivos para Giardia lamblia (PORTER et al., 1990).

Mais recentemente, a importancia da agua e dos alimentos na transmissao de
Giardia é destacada por outros surtos de giardiose ocorridos nos Estados Unidos. Em
2003, ocorreu um surto provocado por Giardia em Massachusetts pelo contato com de
agua de piscina contaminada em um clube acometendo mais de 105 pessoas (KATZ et
al, 2006). Nesse mesmo ano, cerca de 100 pessoas foram infectadas por Giardia e, ou
Cryptosporidium ap6s se banharem em agua proveniente do sistema de abastecimento
municipal de lowa (DIZIUBAN et al., 2006). Em 2004, o consumo de agua de pogo

contendo alguns tipos de microrganismos patogénicos, incluindo Giardia, devido ao
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contato com esgoto, resultou na contaminacgéo de 1450 pessoas em Ohio (O'REILLY et
al., 2007). Surtos de origem alimentar associados com gelo, hortalicas e saladas com
frango também foram relatados em 2004 e 2005 (CDC, 2007).

Em Palermo, na Italia, apesar de um estudo de 40 amostras de saladas prontas
para consumo nao ter dectado a presenca de Cryptosporidium e apenas uma amostra
ter apresentado cistos de Giardia, também foi sugerido que esses parasitos fossem
incluidos na analise de perigos e pontos criticos de controle de industrias ou setores
que manipulam produtos vegetais frescos prontos para o consumo (DI BENEDETTO et
al., 2007).

Os surtos provocados por contaminagéo de cistos de Giardia envolvendo agua e
alimentos enfatizam a importancia do tratamento correto da agua de abastecimento, de
boas praticas higiénicas no preparo de alimentos e a possibilidade de transmissé&o

desse protozoario via animais domésticos-pessoas (DAWSON, 2005).

1.5.3. Fatores que afetam a sobrevivéncia de (oo)cistos de Cryptosporidium e

Giardia

A fim de minimizar o impacto sobre a saude publica, € necessario estabelecer
medidas de controle ou preventivas nas etapas de producdo e processamento de
alimentos. Tais medidas sdo melhores estabelecidas antes que o incidente ocorra.
Dessa forma, € importante conhecer alguns fatores que afetam a sobrevivéncia de
Cryptosporidium e Giardia como condicbes ambientais, pH, aquecimento,
congelamento, desidratacao, sanitizantes, entre outros.

Alguns sanitizantes quimicos foram testados sobre oocistos de Cryptosporidium
e constatou-se que os mais efetivos e mais tdéxicos foram componentes de baixo peso
molecular como amdnia, 6xido de etileno, metil brometo e ozdnio. Talvez, dentre esses
sanitizantes, somente o ozénio tenha uso pratico (FAYER et al., 1997; DAWSON,
2005).

Compostos clorados, apesar de serem efetivos contra muitos microrganismos,
possuem pouco impacto sobre a viabilidade de oocistos nas concentragbes usadas
para tratamento de agua de abastecimento publico e de piscinas (CARPENTER et al.,
1999). Entretanto, a utilizagdo de ozbnio e luz ultravioleta tem aplicabilidade para
desinfeccéo dos oocistos de Cryptosporidium em sistemas de abastecimento de agua
(ROSE et al., 1997; CLANCY et al., 2000; KANJO et al., 2000). Tratamentos com mais
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de um agente quimico como de cloro e monocloramina, ou entdo, de ozbnio e
monocloramina tém demonstrado maior desinfeccdo do que a exposi¢cdo a um unico
sanitizante (DAWSON, 2005).

Vérios estudos de inativacdo de Cryptosporidium por exposi¢cdo aos raios UV
tém sido realizados em laboratério, mas apenas um trabalho testou a inativacdo dos
oocistos de Cryptosporidium por insolagdo. A exposicdo a irradiagdo solar pode
representar um importante fator na inativacdo dos oocistos de Cryptosporidium
presentes em diferentes tipos de cole¢bes hidricas (KING et al., 2008). Este fator
poderia ter efeito positivo no Brasil, principalmente onde ha muitas horas de insolagéo
solar, como nas regides Nordeste e Norte.

Cistos de Giardia sdo um perigo a sistemas de abastecimento de agua devido a
sua resisténcia a compostos clorados. Embora Giardia seja mais susceptivel do que
Cryptosporidium, ambos possuem maior resisténcia ao cloro quando comparados as
bactérias e sobrevivem as concentragdes utilizadas no tratamento da agua (LEE, 1992;
SMITH, 1993). Segundo Dawson (2005), cistos de Giardia podem ser mais facilmente
removidos na etapa de filtragdo da agua devido ao seu tamanho maior quando
comparada aos oocistos de Cryptosporidium. Hayes et al. (2003) verificaram que a
utilizacdo de luz ultravioleta a 2,3 mJ.cm™ sobre superficie da agua foi capaz de reduzir
quatro ciclos logaritmicos da concentracgao inicial de cistos de Giardia muris.

Fayer e Nerad (1996) mostraram que ratos permaneciam doentes quando
infectados com oocistos de Cryptosporidium submetidos a temperaturas de
congelamento como — 20 °C por 24 h e —10 °C por 168 h. Entretanto, quando aplicaram
nos oocistos o tratamento de — 70,0 °C por 1 h, foi verificado que os mesmos perdiam a
infectividade. Mahbubani et al. (1991) verificaram que cistos de Giardia n&o resistiram a
—18 °C por 1 h.

Em temperaturas acima de 5 °C foi observada uma redugdo no tempo de
sobrevivéncia dos oocistos de Cryptosporidium. Quando submetidos a 54,4, 59,9 e
67,5 °C por um minuto, foram capazes de causar infecgdo em ratos. Embora, esses
animais nao terem apresentado a doenca quando receberam o in6culo anteriormente
tratado com aquecimento de 72,4 °C por 1 min (FAYER, 1994). HARP et al. (1996)
submeteram agua e leite ao aquecimento de 71,7 °C por 5 s em equipamento
comercial de pasteurizagdo e observaram que esse tratamento foi suficiente para nao
causar infeccdo nos ratos avaliados. Também foi comprovado que cistos de Giardia
nao sobrevivem a tratamento de 71,7 °C por 15 s (WHO, 2004).
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Kniel et al. (2003) verificaram que os acidos malico, citrico e tartarico reduzem a
infectividade de oocistos de Cryptosporidium em mais de 88 %. Isso também foi
observado quando se utilizou etanol e baixa atividade de agua (DAWSON et al., 2004).
Foi observada perda de mais de 85 % de viabilidade de oocistos quando submetidos a
suco de laranja ou a uma bebida carbonatada com pH 3,9 a 4,0 ou 22 °C (FRIEDMAN
et al., 1997).

A secagem também afeta a viabilidade dos oocistos. Isso foi comprovado por
Deng e Cliver (1999) ao observarem a morte, dentro de 4 h a temperatura de 25 °C, de
95 % do total de oocistos avaliados. Em outro estudo, 10° oocistos perderam a
viabilidade em 4 h quando secos em ar corrente a 22 °C (ROBERTSON et al., 1992).
Além disso, esses mesmos autores verificaram viabilidade em oocistos presentes em

agua de rio e fezes de vaca por seis meses.

1.6. Correlagao entre parametros de qualidade da agua e preseng¢a de (oo)cistos

de Cryptosporidium e Giardia

A comparacado entre os parametros microbiolégicos e fisico-quimicos de
qualidade da agua com a presenca de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. € um
subsidio para prever a sua ocorréncia no ambiente aquatico e, com isso, orientar
quanto a realizagdo dos tratamentos empregados e aos procedimentos preventivos
(MEDEMA et al., 1998).

Historicamente, bactérias indicadoras de origem fecal, onde se incluem
coliformes a 35 °C, coliformes a 45 °C e Enterococcus, sao usadas em muitos paises
como ferramentas de monitoramento microbiolégico da agua e para predizer a
presenca de bactérias patogénicas, virus e protozoarios. Esses microrganismos
indicadores sdo, em sua maioria, de origem fecal e sua presenga em agua e alimentos
pode indicar contaminacéao fecal e uma possivel associagdo com patégenos entéricos,
inclusive protozoarios como Cryptosporidium e Giardia. Entretanto, algumas limitagcbes
associadas com suas aplicagbes como, por exemplo, curta sobrevivéncia em corpos
d’agua, origem né&o fecal, incapacidade de identificacdo da fonte de contaminacéo
fecal, baixos niveis de correlagdo com a presenca de patégenos, baixa sensibilidade
dos métodos de deteccédo, entre outros, tém sido amplamente relatadas. Dessa forma,

nenhuma bactéria indicadora usada atualmente apresenta todos os critérios ideais
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estabelecidos para a qualidade de agua e de alimentos (SAVICHTCHEVA e OKABE,
2006).

Alguns parametros indicadores alternativos, de origem bioldégica ou nao, tém
sido correlacionados com a presencga de (oo)cistos de Cryptosporidium e Giardia tais
como: (i) bactérias formadoras de esporos anaerdbios, como Clostridium perfringens (ii)
bactérias formadoras de esporos aerobios, como Bacillus subtilis e (iii) medida de
turbidez da agua. O uso de indicadores alternativos juntamente com marcadores fecais
convencionais € promissor na identificagdo da origem da poluicéo fecal e patégenos
associados (SAVICHTCHEVA e OKABE, 2006; SAVIOLI et al., 2006).

Alguns autores tém mostrado que C. perfringens tem sido usado com sucesso
como indicador fecal para dguas contaminadas com esgoto (SCHIJVEN, et al., 2002).
Essa espécie é considerada também como um indicador promissor da eficiéncia dos
processos de tratamento de agua e da ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia
spp. (RADZIMINSKI et al., 2002; SCHIJVEN, et al., 2002; SAVICHTCHEVA e OKABE,
2006;).

Esporos aerobios de espécies de Bacillus tém se mostrado relativamente
resistentes ao ozbénio e compostos clorados, assim como ocorre com oocistos de
Cryptosporidium. Dessa forma, B. subtilis tem sido proposto por alguns pesquisadores
como modelo para ocorréncia de C. parvum (FACILE et al., 2000; OWENS et al.,
2000).

Outro parametro relevante que tem sido associado com a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. € a determinacdo de coliformes. Lechevallier et al. (1991)
demonstraram uma correlacdo positiva entre a ocorréncia de coliformes e de
Cryptosporidium spp, porém o fato ndo esta bem elucidado, conforme literatura
disponivel e autores tém demonstrado o contrario (GAMBA et al., 2000; SHEPHERD e
WIN-JONES, 1996).

Dentre os fatores envolvidos na mensuracéo da qualidade da agua, a turbidez &
um importante parametro, pois devido a facilidade de aderéncia dos oocistos de
Cryptosporidium spp. € Giardia spp. a compostos organicos e inorganicos. Assim, a
presencga desses protozoarios tem sido associada ao grau de turbidez na amostra, de
forma que quanto maior o grau de turbidez na amostra de agua, maior a possibilidade
de se encontrar o protozoario, tanto na agua nao-tratada como na tratada (MEDEMA et
al., 1998).
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De acordo com a Portaria n° 518/MS (BRASIL, 2004), para garantir a qualidade
bacteriologica da agua deve-se ter turbidez maxima de 1,0 UNT em 95% das amostras
analisadas apds o processo de filtragdo rapida, mas no que se refere a remocao de
Cryptosporidium spp. € recomendado um valor maximo de 0,5 UNT para o grau de
turbidez. No entanto, tem-se observado que os oocistos ainda ocorrem quando a
turbidez encontra-se com o valor de 0,19 UNT, de forma que a garantia de seguranga
efetiva seria obtida com a turbidez de 0,1 UNT (LECHEVALLIER et al., 1991). Estudo
realizado por Franco et al. (2001) também mostrou a associa¢ao do grau de turbidez e
presenca de Cryptosporidium, onde a identificagdo de oocistos nas aguas do rio Atibaia
em Campinas e a alta turbidez das amostras foram justificadas pelas intensas chuvas

no periodo da pesquisa.

1.7. Interagbées entre biofilmes bacterianos e oocistos de Cryptosporidium

parvum

Como ja foi visto, oocistos de Cryptosporidium estao distribuidos amplamente no
ambiente e foram associados a surtos de infecgdes, principalmente devido ao uso de
aguas contaminadas em sistemas de abastecimento publico, sistemas de irrigacao
agricola, recreacéo, entre outros (FAYER et al., 2000).

A ocorréncia de contaminagédo da agua utilizada para diversas finalidades deve-
se cada vez menos ao aumento da quantidade de microrganismos viaveis
sobreviventes ao processo de tratamento e desinfecgdo ou a qualquer outra fonte de
contaminagao externa, uma vez que os sistemas de tratamento e distribuicdo sado cada
vez mais eficientes. Assim, o crescimento microbiano, principalmente sob a forma de
biofilmes, assume um papel primordial nas alteracées da qualidade da agua, resultante
da erosao e do desprendimento de porgbes do biofilme para a agua circulante,
influenciando diretamente a qualidade da agua (CHAVES, 2004).

O monitoramento dos biofilmes, o conhecimento e a compreensao dos fatores
que influenciam o seu desenvolvimento, apresentam-se como um passo fundamental
para desenvolver estratégias de prevencao e tratamento para obter agua de qualidade
em qualquer ponto do sistema de distribuigcdo seja para uso em abastecimento publico,

na industria de alimentos ou na agricultura (ANGLES et al., 2007).
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Para melhor compreensdo da forma como um biofilme pode afetar a qualidade
da agua e intervir no seu processo de contaminacao € essencial conhecer a definicéo e
o modo como varios fatores influenciam a formacao desta pelicula biolégica.

Biofilmes sdo compostos por microcolénias de organismos, incluindo bactérias,
fungos e protozoarios (KEEVIL, 1989), cujas células encontram-se imobilizadas em um
substrato e, frequentemente, embebidas em uma matriz polimérica orgénica por eles
sintetizada (HALL-STOODLEY et al., 2004). E uma acumulagdo na superficie que nao
€ necessariamente uniforme durante um periodo de tempo e espaco (CHARACKLIS e
MARSHALL, 1990). Representa um sistema biolégico com alto grau de organizagéo,
onde bactérias formam comunidades funcionais, estruturadas e coordenadas (DAVEY
e O'TOOLE, 2000).

Dada a evidéncia que, além de bactérias, outros microrganismos podem estar
associados aos biofilmes, é provavel que oocistos de Cryptosporidium podem também
se tornar incorporados nessa complexa comunidade microbiana. Foi comprovado que
oocistos de Cryptosporidium sé&o capazes de incorporarem, persistrem e
subsequentemente desprenderem da matriz do biofilme. Uma grande preocupacao é
dada com relagcédo ao destino desses oocistos apos o seu desprendimento de biofilmes
(ANGLES et al., 2007).

Ha caréncia de relatos em literatura que demonstram detalhes sobre as
interacdes existentes entre biofilmes bacterianos e oocistos de Cryptosporidium. Assim,
ha necessidade de realizacdo de pesquisas que envolvem: as associagbes entre
biofilmes bacterianos e protozoarios; os fatores que contribuem para a persisténcia de
oocistos nesse ambiente; quanto tempo os oocistos permanecem viaveis e podem ser
detectados apds a contaminacao inicial. Essa falta de conhecimento cria um grau de
incerteza durante as situagbes incidentes e reduz a capacidade de avaliar
precisamente os perigos a saude publica (ANGLES et al., 2007).

Biofilmes bacterianos podem estar presentes em sistemas de distribuicdo de
agua potavel. A dgua que circula nas redes de distribuicdo esta longe de constituir um
produto puro e estavel. Na maior parte dos casos, a rede transporta uma agua que
respeita as normas de qualidade. No entanto, a densidade dos microrganismos
presentes nas tubula¢cdes da rede pode aumentar com o tempo de residéncia e, ou
com a distancia entre a estacdo de tratamento e o utilizador diminuindo, assim, a
qualidade da agua fornecida (CHAVES, 2004).
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O tratamento da agua € primariamente uma barreira fisico-quimica de prevencgéao
de Cryptosporidium na entrada do sistema de distribuigdo. De acordo com Betancourt e
Rose (2004), podem ocorrer redugdes de dois a trés ciclos logaritmicos na
concentracdo de Cryptosporidium utilizando as etapas de coagulacéo, floculagéo e
fitracdo da agua. Contudo, se essas etapas de tratamento da agua n&o forem
realizadas de forma correta, é possivel que os oocistos consigam passar por todas
essas barreiras e que nao sejam inativados durante a desinfecgdo da agua. Sabe-se
que oocistos de Cryptosporidium sao resistentes ao processo de cloragéo convencional
da agua (FRANCO, 2007).

A partir da presenca de oocistos de Cryptosporidium que nao foram removidos
pelo processo de tratamento da agua associados com os biofilmes presentes na
tubulagdo do sistema de abastecimento, nota-se a necessidade de estudos sobre
resisténcia e infectividade desses oocistos apdés a sua liberagdo do biofilme
(BETANCOURT e ROSE, 2004).

1.7.1. Adeséo bacteriana e formagao de biofilmes

Para compreender as interagcbes existentes entre células bacterianas aderidas
em uma superficie de contato e oocistos de Cryptosporidium, € necessario um maior
entendimento sobre o processo de adeséo e formacao de biofilmes.

O processo de adesao microbiana ocorre devido a deposi¢cdo de microrganismos
em uma superficie de contato, onde se fixam e iniciam o crescimento. A liberagcao
desses microrganismos pode trazer consequéncias indesejaveis a qualidade do
alimento ou da agua, como alteracéo destes e veiculagéo de patdgenos (ZOTTOLA,
1997, ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

A adeséao bacteriana depende das propriedades fisico-quimicas do material do
substrato e da superficie da célula. A possibilidade de formar ligagdes especificas entre
a bactéria e superficie depende da composi¢cao quimica da superficie e da composicao
da camada mais externa da célula (VALCARCE, 2002). Propriedades da superficie da
célula, como a presenga de flagelo, pili, adesinas, lipopolissacarideos, &cido
lipoteicdico e capsula, influenciam na aderéncia (TRACHOO, 2003), a qual ocorre em
dois estagios: adeséo reversivel seguida por adeséo irreversivel.

O processo reversivel de adesao de um organismo a uma superficie envolve a

aproximacgado deste a superficie de forma aleatéria ou através de mecanismos de
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quimiotaxia e de mobilidade por meio de apéndices celulares. Quando o microrganismo
atinge uma proximidade critica da superficie, a ocorréncia de adesdo depende do
balango final entre forgas atrativas e repulsivas, como interacdes eletrostaticas e
hidrofébicas, forcas de Van der Waals, entre outros geradas entre as duas superficies.
A repulsdo entre duas superficies pode ser ultrapassada por meio de interagdes
moleculares especificas, mediadas por adesinas, que sao proteinas localizadas em
estruturas que irradiam da superficie celular (DAVEY e O'TOOLE, 2000).

Durante a adesdo reversivel, as bactérias ainda exibem movimentos Brownianos
e sao facilmente removidas pela aplicacdo de uma forca minima (WATNICK e
KOLTER, 2000; CHMIELEWSKI e FRANK, 2003). Ap6s a adesao reversivel, as células
fracamente ligadas consolidam o processo de adesao produzindo exopolissacarideos
que complexam os materiais da superficie e os receptores especificos localizados nos
flagelos, pili ou fimbrias. Na auséncia de interferéncia mecanica ou quimica, a adesao
torna-se, nesta fase, irreversivel. Durante este estagio de ades&o, os microrganismos
individualizados ou planctdnicos podem “colar-se” uns aos outros, formando agregados
na superficie a que aderem. Apos a adeséo irreversivel da bactéria a superficie, inicia-
se o0 processo de maturagao do biofilme (FRIEDMAN e KOLTER, 2004; KLAUSEN et
al., 2003).

A remocéo de células aderidas irreversivelmente é dificil e requer aplicagdo de
uma forte forgca mecénica ou interrup¢cédo quimica da forca de aderéncia pela aplicagao
de enzimas, detergentes, surfactantes, desinfetantes e, ou, calor (SINDE e
CARBALLO, 2000).

1.7.1.1. Fatores fisico-quimicos que afetam a formacao de biofilmes

Alguns estudos tém descrito o fenbmeno de adesao bacteriana e formacao de
biofiimes em termos de parametros fisico-quimicos tais como hidrofobicidade (JOSHUA
et al., 2006), energia de superficie (BUSSCHER et al., 1984; GILBERT et al., 1991), e
interacdes eletrostaticas das particulas celulares com as superficies (BAYER et al.,
1990; VAN LOOSDRECHT et al., 1987).

Segundo Gottenbos et al. (2002), bactérias movem-se ou sdo movidas para a
superficie de um material devido aos efeitos de forgas fisico-quimicas, como
movimentos Brownianos, forcas de atracdo de Van der Waals, forcas gravitacionais,

efeitos de cargas eletrostaticas e interagbes hidrofébicas. Algumas teorias tém sido
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utilizadas para descrever a adesdo bacteriana em superficies. A teoria DLVO
desenvolvida inicialmente por Derjaguin e Landau, em 1941, e complementada em
1948 por Verwey e Overbeek, sumariza as contribuigcbes das forcas de Van der Waals
e eletrostaticas para a energia de interacao interfacial entre duas superficies e explica a
adesdo de microrganismos com base na interacdo entre particulas coloidais,
desprezando todos os aspectos microbioldgicos da adesdo. Além disso, as forcas de
interacao contabilizadas por esta teoria sdo apenas as forgas de longo alcance, como
as forcas de Van der Waals e forgas resultantes da dupla camada elétrica (OLIVEIRA
et al., 2006).

Portanto, essa teoria s6 prevé a adesao inicial, a qual é reversivel, mediada por
forcas de longo alcance, mas ndo permite quantificar a energia potencial dessa
interacdo. Depois que uma particula atinge a adesao inicial, um conjunto de forgas de
curto alcance passa a dominar a interacdo e a determinar as forgcas de adesao
(CHAVES, 2004).

A teoria termodinamica € a segunda abordagem fisico-quimica que tem sido
utilizada para descrever a adesao bacteriana as superficies (MORRA e CASSINELLI,
1997). De acordo com essa teoria, para se estabelecer uma adesao efetiva entre duas
superficies em meio aquoso o filme de agua que as separa tem que ser removido e a
hidrofobicidade das superficies interatuantes contribui para a facilidade dessa remocgéo
(CHAVES, 2004). Termodinamicamente, a energia livre permutada nesse fenbmeno
tende a ser minimizada e a adesado sO se verifica se 0 processo conduzir a uma
diminuicao da energia livre global.

Em 1994, a teoria DLVO foi complementada por Van Oss e colaboradores, para
justificar os desvios da mesma, englobando as forcas de curto alcance, também
designadas for¢cas ndo DLVO (CHAVES, 2004). As forgas de curto alcance englobam
as forcas de repulsdo de Born, as forcas de hidratacéo, as interagbes hidrofobicas, as
interacbes estéricas e as pontes poliméricas. Estas forcas permitem justificar os
desvios da teoria DLVO, contudo estes tipos de interacbes nao sao facilmente
quantificaveis com a exceg¢do das interagcdes hidrofébicas (ELIMELECH, 1995). A
hidrofobicidade tem sido considerada a forca de curto alcance mais importante na
adeséao bacteriana (VAN OSS, 1997; BUSSCHER et al., 1990).

Interagdes inespecificas também contribuem para as etapas iniciais da adeséao
bacteriana, acompanhadas de interacdes mais especificas entre adesinas bacterianas

e receptores teciduais (HAN-YIPING, 2000). Dentre essas forgas inespecificas,
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destacam-se as forgas hidrofébicas, as quais apresentam papel relevante na adesao
de microrganismos, tanto em superficies inertes, quanto em superficies de alimentos
(DENYER et al., 1993).

A hidrofobicidade da superficie celular é baseada em compostos associados
com a membrana externa incluindo lipopolissacarideos, lipoproteinas e acidos
lipoteicdicos. A orientagdo destes compostos na membrana externa determina a
hidrofobicidade da superficie celular. A maioria das bactérias Gram-negativas possuem
longas regides de polissacarideos expostos oriundos de seus lipopolissacarideos,
resultando em superficie hidrofilica, enquanto que as bactérias Gram-positivas
possuem porcgdes lipidicas de acidos lipoteicdicos estendidos para parte externa da
célula, resultando em superficie hidrofébica (TRACHOO, 2003). Contudo, a
hidrofobicidade & a propriedade termodindmica mais facilmente influenciada pela
quantidade de agua do meio, sendo assim, os microrganismos podem apresentar
variacbes na hidrofobicidade, dependendo do modo de crescimento bacteriano e das
condicdes de cultura (KUMAR e ANAND, 1998).

Existem varios métodos usados para determinar a hidrofobicidade de superficie,
tais como: adeséao a hidrocarbonetos, particao hidrofébica em sistema aquoso bifasico,
cromatografia de interagdo hidrofébica, agregacao por adicdo de sais — “salting out",
adesdo a superficies hidrofébicas e medigdo de angulos de contato. A medigcéo de
angulos de contato & a técnica mais utilizada para determinar a hidrofobicidade de
materiais (VAN OSS e GIESE, 1995).

O angulo de contato formado por uma gota de um liquido sobre uma superficie
sélida € o angulo resultante entre a linha tangente a interface que separa o liquido e o
vapor e a linha paralela a superficie do sélido, como mostrado na Figura 1 (van
LOOSDRECHT et al., 1987). Se o liquido for a agua, o angulo formado permite avaliar
a molhabilidade da superficie e sera relacionado a hidrofobicidade. Para angulos de
contato com a agua inferiores a 65° a superficie sera hidrofilica, enquanto que para
angulos de contato superiores a 65° a superficie é considerada hidrofébica (VOGLER,
1998). Entretanto, outros autores como van Oss e Giese (1995), consideram uma
superficie hidrofilica quando os angulos de contato formados pela agua sobre uma
superficie sdo inferiores a 50° para valores superiores trata-se de uma superficie
hidrofébica.

Os pesquisadores van Oss e Giese (1995) desenvolveram uma metodologia que

permite quantificar a hidrofobicidade da superficie através das componentes da tenséo
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superficial. De acordo com o critério proposto por esses autores, a hidrofobicidade é

definida em termos de variagcédo da energia livre de interagéo entre as moléculas e uma

superficie imersa em agua (AG!°T). A superficie & considerada hidrofébica, quando a

SwWs

variagdo da energia global de interagdo entre as moléculas da superficie é atrativa

(AG!T < 0), o que significa que as moléculas da superficie possuem maior afinidade

SwWs
entre si do que com a agua. Por outro lado, a superficie € considerada hidrofilica,

quando a variagéo da energia livre global de interacédo entre as moléculas da superficie

imersa em agua é repulsiva (AG°T > 0). Dessa forma, quanto menor a energia livre

SwWs

global mais hidrofébica é a superficie.

Tiv
i

=] TSL

Figura 1 - Angulo de contato (8) entre uma gota de liquido e uma superficie plana e
horizontal. As tensdes superficiais da superficie do sélido y, do liquido em

equilibrio com o vapor y,, e superficie/liquido y5, (van LOOSDRECHT et al.,
1987).

1.7.2. Estratégias de controle da adesao e formagao de biofilmes

Para que n&o haja adesdo bacteriana e formacédo de biofilmes em qualquer
sistema industrial ou de distribuicdo de agua é preciso controlar a sua formacao. Para
isso, € necessario definir estratégias de carater preventivo, onde se possa evitar ou
retardar a formacéo de biofilmes.

Varias estratégias de controle de biofilmes podem ser implementadas
dependendo da extensdo do problema. Essas estratégias podem recorrer a métodos
fisicos, quimicos e biol6gicos (ANDRADE, 2008).

Os métodos fisicos envolvem técnicas de remocao fisica de biofilmes. Exemplos
destes métodos s&o a limpeza manual, a aplicagdo de ultra-sons, a radiacdo
ultravioleta, a injecéo de ar ou gas e os choques térmicos (HAYES, 1995).

Quando as medidas preventivas e os métodos fisicos ndo sao suficientes para
evitar a acumulacao do biofilme e as suas consequéncias empregam-se, geralmente,

os métodos quimicos que envolvem a aplicagcdo de compostos com capacidade de
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remocao da massa de biofilme e inativagdo dos microrganismos que permanecem na
superficie. Estes compostos s&o substidncias quimicas com propriedades
antimicrobianas, dispersantes e, ou tensoativas, cujos mecanismos de agao passam
pela fragilizagdo da matriz polimérica dos biofilmes, pelo enfraquecimento das
interacdes entre biofilme e superficie de adesdo e pela dispersdo de depodsitos
microbianos (BHAIRI e MOHAN, 2007).

Entre as varias estratégias de controle da contaminagdo microbiana encontra-se
o uso de surfactantes, também conhecidos como tensoativos. Surfactante &€ uma
abreviacdo de SURFace ACTive AgeNTS, que significa “agente ativo de superficie”.
Um surfactante é caracterizado pela sua tendéncia de adsorver em superficies e
interfaces (CHRISTOFI e IVSHINA, 2002).

Os surfactantes tém sido usados no controle da ades&o e formagao de biofilmes
em equipamentos industriais, especialmente na industria alimenticia (ZOTTOLA e
SASAHARA, 1994).

Os surfactantes sao caracterizados pela sua capacidade de reduzir a tensao
superficial dos fluidos aquosos. Esta caracteristica permite-lhes atuar como
substancias detergentes, agentes umedecedores e emulsionantes. Podem ser
definidos como moléculas com duas partes distintas: (i) a parte hidrofébica, parte
apolar que repele a agua e (ii) a parte hidrofilica (parte polar que atrai a agua)
(ANDRADE, 2008). A parte hidrofilica é referente ao grupo da cabegca e a parte
hidrofébica a cauda (Figura 2).

A uma concentragdo baixa o surfactante € uniformemente distribuido, enquanto
que se estiver em concentragcbes elevadas, o surfactante forma micelas. A
concentragdo a partir da qual se inicia o processo de formacgéo das micelas, ao qual se
da o nome de micelizagdo € chamada de Concentracao Micelar Critica (CMC) que é
uma propriedade intrinseca e caracteristica do surfactante. A formagdo das micelas
pode ser vista como um mecanismo alternativo a adsor¢céo em interfaces, mediante o
isolamento do contato com a agua dos grupos hidrofobicos, reduzindo-se, assim, a
energia livre do sistema. E um fendmeno considerado de grande importancia uma vez
que as moléculas de surfactante se tornam muito diferentes quando presentes em
micelas ou unidades livres em solucao (RIZZATTI e ZANETTE, 2009).
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Figura 2 - Representacédo esquematica da interacao do surfactante com a agua. Fonte:
ANDRADE (2008).

As micelas sédo esferas de agregados de moléculas caracterizadas por um
nucleo hidrofébico e uma superficie externa hidrofilica. Numa micela, o grupo hidrofilico
encontra-se em contato com a agua enquanto que a parte hidrofébica encontra-se no
interior da micela. Assim, quando um surfactante & adsorvido, em solugdo aquosa, a
superficie hidrofébica normalmente orienta o grupo hidrofébico para a superficie e
expde o grupo polar a agua (Figura 2). A superficie torna-se assim hidrofilica e, como
resultado, a tensdo interfacial entre a superficie e a agua é reduzida (ANDRADE,
2008).

A classificacdo primaria dos surfactantes € baseada na sua ionizagdo em
solugdo aquosa. Assim, sdo designados como anidnicos, catibnicos, n&o-ibnicos e
anfoteros, conforme a carga elétrica liberada que pode ser um anion, um cation, ndo
tenha carga ou contenha dois grupos de carga de diferente sinal, respectivamente
(MULLIGAN et al., 2001).

Os surfactantes mais utilizados sdo os anidnicos e catibnicos. Ambos tém um
papel na desinfecg¢ao, pois podem alterar as propriedades superficiais da superficie de
adesdo e inativar células vivas (MCDONNELL e RUSSELL, 1999). Por este motivo,
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podem contribuir para promover o destacamento de células aderidas e prevenir o
processo de adesdao (CAMPBELL et al., 1999). Os surfactantes anionicos reduzem a
permeabilidade da parede celular e podem romper a membrana da célula microbiana.
Os surfactantes catibnicos reagem quimicamente com a carga negativa dos ions
associados a parede celular. A forga eletrostatica estabelecida entre o produto quimico
e a célula cria um estresse na parede levando a lise celular e, consequentemente,
danos a membrana pela reagdo com os fosfolipidios que a compde, podendo causar a
morte da célula Sdo exemplos de surfactantes aniénicos e catidénicos, o dodecil sulfato
de sddio e os compostos quaternarios de aménio, respectivamente (LUTEY, 1995).

Os compostos quaternarios de aménio representam o grupo dos surfactantes
catibnicos e manifestam, normalmente, atividade antimicrobiana. Esses compostos
causam a morte celular por desnaturagao das proteinas, alterando a permeabilidade da

parede celular e reduzindo a entrada normal de nutrientes na célula.

Consequentemente, ha liberacdo de K+ intracelular e de outros constituintes
intracelulares e induzindo-se a autdlise celular (MCDONNELL e RUSSELL, 1999;
ISHAKAWA et al., 2002; TABATA et al, 2003).

O cloreto de benzalcénio € um dos tipos de compostos quaternarios de aménio,
constituido por uma mistura de compostos de alquil benzil dimetil amébnio. Esse
composto tem sido utilizado como um agente antimicrobiano e surfactante na industria,
em produtos de higienizagdo, preparacbdes farmacéuticas e produtos de consumo.
Devido a sua grande capacidade de desinfeccdo, a concentracdo de uso é,
normalmente, menor que 1%, sendo, especialmente, eficaz entre pH 6 e 8 (GARDNER
et al. 2000).

A natureza surfactante destes compostos dificulta a analise devido a agregacgéao
dos compostos e a formacdo de micelas. O seu largo espectro de atividade
antimicrobiana cobre bactérias, leveduras, fungos, algas e organismos formadores de
biofilme. Como composto ativo nas superficies, o cloreto de benzalcénio, quando usado
em concentragbes de 1 a 2%, reduz a tensdo superficial da agua, causa um bom
umedecimento e penetracdo em profundidade estando, portanto, garantidas condi¢cdes
para ser utilizado como agente de pré-tratamento de superficies. O cloreto de
benzalcbnio pode ser usado como um ingrediente ativo em sanitizantes (GARDNER et
al., 2000).
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Os surfactantes nao ibnicos da série Tween apresentam emprego variado.
Tween é o nome comercial dado aos surfactantes derivados do polioxietileno sorbitol,
onde o numero de grupos de polioxietileno & constante, variando a composi¢ao da
cadeia de hidrocarbonetos. Dentro dessa série, podem ser encontrados Tween 20,
Tween 40 e Tween 80, derivados dos acidos laurico, palmitico e oléico,
respectivamente (BHAIRI e MOHAN, 2007). As interacbes moleculares entre
surfactantes néo ibnicos com a camada lipidica da membrana celular podem ser as
responsaveis pelo efeito dessa classe de surfactante sobre as células bacterianas. A
troca de monémeros entre o surfactante e os fosfolipidios justifica a extracao indireta
de proteinas das membranas, DNA e rompimento da membrana celular (CUMMINS e
EKEZE, 1997; MOLLOY et al., 1998; BHAIRI e MOHAN, 2007). Assim, o conhecimento
da interacao dos surfactantes com membranas biologicas é importante para definir as

possiveis aplicacdes desses produtos quimicos.
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CAPITULO 2

Cryptosporidium spp. e Giardia spp.: OCORRENCIA EM ALFACE, SUA
CORRELAGAO COM PARAMETROS DE QUALIDADE DE PRODUGAO E
CONTROLE POR PROCEDIMENTOS DE HIGIENIZAGAO

1. INTRODUCAO

A cada dia o homem tem modificado intensamente o ambiente em que vive com
a finalidade de aumentar a producdo e a qualidade dos alimentos, porém essas
mudancgas tém causado sérios impactos negativos ao ambiente, que refletem na saude
das populagdes (COULTER, 2002).

Independentemente do sistema de cultivo, o consumo de vegetais in natura tem
recebido, cada vez mais, preferéncia na dieta humana. Entretanto, a busca por uma
alimentagdo mais saudavel pode constituir um importante meio de veiculagéo de varias
doencgas infecciosas, em razao das condigbes em que o produto € exposto durante o
periodo de producado e distribuicdo (SIVAPLASINGHAM et al., 2004). Dentre esses
alimentos, as hortaligas folhosas destacam-se como um dos veiculos de contaminag&o
mais importantes, principalmente aquelas que apresentam folhas sobrepostas e de
superficie irregular, pois essas oferecem condi¢des mais favoraveis para retencéo e
sobrevivéncia dos organismos (SANTANA et al., 2006).

A microbiota de alimentos de origem vegetal depende de diversos fatores que
vao desde etapas de produgéo primaria até o seu preparo para o consumo final. Uma
fonte primaria de contaminagdo de hortalicas é a agua de irrigagdo que pode

apresentar uma grande concentracdo de contaminantes como bactérias, cistos de
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Giardia, oocistos de Cryptosporidium, ovos de helmintos, entre outros, quando
associada a descargas de esgotos ou até mesmo a presenca de animais que se
alimentam e pastam préximo a essas areas. O solo e o adubo organico parecem ser
responsaveis também por grande parte das contaminacgdes, seguidos de condi¢des
improprias de lavagem e estocagem (NEVES et al., 2003).

A Organizacéo Mundial da Saude tem sugere o estudo de analise quantitativa de
risco relacionado a presenca de protozoarios em vegetais. A qualidade e seguranca
microbiolégica desses alimentos podem também ser comprometidas por manipulagéo
incorreta e utilizacao de equipamentos néo sanitizados que contribuem para o aumento
das populag¢des microbianas e contaminagao cruzada por microrganismos patogénicos.
Procedimentos de corte e retirada das folhas podem levar ao aumento do numero de
microrganismos e a reducao da vida util desses vegetais (HEATON e JONES, 2008).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e as industrias que comercializam
produtos de higienizacdo tém procurado alternativas para aumentar a seguranga
microbiologica de hortaligas folhosas consumidas cruas, como é o caso da alface.
Dentre essas alternativas, encontram-se a introdu¢cdo de uma etapa de uso de agentes
detergentes e o0 aumento da eficiéncia dos sanitizantes. O emprego de surfactantes
tem sido a alternativa mais aplicada para uso como detergentes para hortaligas,
embora nenhum dos produtos dessa natureza tenha sido aprovado com esse fim pela
legislag&o brasileira. Isso demonstra a necessidade de mais estudos para que o uso de
surfactantes como detergentes possa ser aplicado no controle microbiolégico de
hortalicas folhosas ingeridas cruas.

A escolha da alface como a hortalica a ser analisada nesse trabalho foi realizada
levando-se em consideracdo os seguintes fatores: i) Grande aceitacdo e o alto
consumo por parte da populacao; ii) Grande produc¢do e comercializagdo no municipio
de Vigosa/MG; iii) E uma hortalica que permanece sempre em contato com o solo e
cujas folhas constituem a parte comestivel, apresentando-se sobrepostas, o que
propicia condi¢cdes para a retencdo e a sobrevivéncia de microrganismos nelas
depositados; iv) Disponibilidade durante, praticamente, todos os meses do ano; e v)
Forma de consumo, geralmente ingerida sem cocgéo prévia.

Diante do exposto, esse estudo tem como justificativa subsidiar os érgéos de
saude publica no controle de surtos causados por protozoarios por meio da
quantificacéo de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em fontes

de contaminagao presentes em hortas produtoras de alface.
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2. OBJETIVOS

- Identificar a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e de Giardia spp. em hortas da
cidade de Vigosa, MG, em alface, agua de irrigacéo, solo e adubo;

- Verificar a possivel influéncia das variagdes climaticas sobre a ocorréncia de oocistos
de Cryptosporidium spp. e de cistos de Giardia spp. em alface, agua de irrigacéo, solo
e adubo, mediante a comparagdo do numero de (oo)cistos nas estagbes: seca e

chuvosa, durante o periodo de 10 meses;

- Avaliar diferentes parametros de qualidade na producao de alface: (i) fisico-quimico:
turbidez da agua de irrigagao e (ii) microbiologicos: coliformes a 35 °C, Escherichia coli,
esporos de bactérias anaerdbias e Clostridium perfringens, esporos de bactérias
aerbbias, Bacillus spp., Pseudomonas spp., cistos de Giardia spp. e oocistos de

Cryptosporidium spp. em amostras de agua de irrigacao, alface, adubo e solo;

- Desenvolver estudos de correlagdo entre a presengca de (oo)cistos de
Cryptosporidium spp. e de Giardia spp. com os diferentes parametros fisico-quimico e

microbioldgicos de qualidade na producao de alface;

- Testar procedimentos de higienizac&o utilizando surfactantes para avaliar a remogao
de oocistos de Cryptosporidium parvum aderidos a alface em cultura pura e em cultura

mista com Pseudomonas fluorescens, por meio de testes do desafio microbioldgico.
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3. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Higiene Industrial e
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da

Universidade Federal de Vicosa, UFV.

3.1. Parametros de qualidade na producao de alface

Nesse estudo, foram utilizados como material de investigacao amostras de agua
de irrigacdo, alface, solo e adubo organico coletados em cinco hortas, cujos produtos
séo fornecidos para o comércio de Vigosa, MG. As hortas de alface, denominadas de
unidades produtoras, foram selecionadas com base na fonte de abastecimento de agua
que era utilizada para a irrigagcdo das hortalicas pelo sistema de aspersdo. Neste
trabalho, as unidades produtoras (UP) de alface, foram identificadas como UP1, UP2,
UP3, UP4 e UP5, as quais utilizavam, respectivamente, aguas provenientes de: pogo
semi-artesiano, mina, nascente, corrego e pogo artesiano.

A qualidade da hortalica no processo produtivo foi avaliada nos periodos de seca
(maio de 2008 a setembro de 2008) e de aguas (outubro de 2008 a fevereiro de 2009).
Foram realizadas analises de determinacao de protozoarios e de bactérias em agua de
irrigacao, alface, adubo e solo. A andlise de turbidez foi realizada nas amostras de

agua. Os dados de pluviosidade foram obtidos na Estacédo Metereoldgica da UFV.
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3.2. Analises realizadas em agua de irrigagao
3.2.1. Pesquisa quantitativa de Cryptosporidium spp. e de Giardia spp.

Foi coletado um volume de 2 L de agua em galdo de plastico que foi
previamente sanitizado com solugédo de hipoclorito de sodio a 12,5%, enxaguado com
solucao de tiossulfato de sédio a 52% e agua destilada esterilizada segundo Ferguson
et al. (1996).

Para avaliagdo da ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e de cistos de
Giardia spp. em agua de irrigacdo foi empregado o procedimento de filtracdo em
membrana para analise da presenga de protozoarios em agua, conforme descrito por
Franco et al. (2001a).

Inicialmente, o volume coletado foi filtrado em membrana de ésteres de celulose
(Millipore®) com porosidade nominal de 1,2 ym , para agua de pog¢o, mina e nascente
ou de 3,0 ym, para agua do cérrego ou para agua de po¢o, mina e nascente quando
apresentavam alto grau de turbidez, com o auxilio de bomba de vacuo (Millipore®) com
ajuste no fluxo para 4 L.min™". Apds a filtracdo, a membrana foi retirada com auxilio de
pinca previamente esterilizada em autoclave a 121 °C por 15 min e colocada em uma
miniplaca descartavel de 48 mm de diametro. Os (oo)cistos eventualmente presentes
nas amostras foram recuperados da membrana mediante extragdo mecanica por meio
de raspagem da superficie da membrana com algas plasticas durante 10 min e
lavagem com solucéo de eluicdo de Tween 80 a 0,01% por duas vezes consecutivas.
Todo o liquido resultante dessa etapa foi recolhido em um tubo de centrifuga, até que o
volume de 12 a 15 mL fosse atingido. A centrifugo-concentragao foi realizada a 1050 x
g por 15 min. Com o auxilio de pipeta de Pasteur, o sobrenadante foi aspirado
cuidadosamente até a graduacédo de 900 pL, de modo a manter o sedimento intacto.
Esse material foi agitado em vértex por 3 min e imediatamente transferido para um tubo
com tampa apegada (Eppendorf®), onde foram adicionados 100 pL de solucdo de
formalina a 5%, mantendo-se um volume final de 1000 uL. Dessa forma, o material
concentrado que foi acondicionado no tubo com tampa apegada foi armazenado a 6 °C
+ 1 °C, até o momento de enumeracao dos (oo)cistos.

Para controle de qualidade dessa analise, alguns cuidados foram tomados. Apds
a filtracdo da amostra a ser concentrada, foi adicionado 1 L de solugéo de eluicdo ao

galdo de coleta e realizou-se agitacao por 20 vezes. Esse fluido foi filtrado em uma
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membrana separadamente e analisado isoladamente da mesma forma como foi
realizado com a amostra de agua. O resultado dessa anadlise deveria ser sempre
negativo, caso contrario, poderia ocorrer perda de (oo)cistos por adeséo ao recipiente

usado para coleta.
3.2.1.1. Visualizagao e quantificagao de (oo)cistos

Para a quatificagcdo dos (oo)cistos em amostras de agua foi utilizado o kit
diagnostico Merifluor® (Meridian Bioscience, Inc.) que se baseia na técnica de
imunofluorescéncia direta in vitro para detecgao simultanea de cistos de Giardia spp. e
oocistos de Cryptosporidium spp. na amostra, conferindo uma fluorescéncia tipica aos
(oo)cistos pesquisados. O reagente de deteccao do kit Merifluor® contém uma mistura
de anticorpos monoclonais marcada com isotiocianato de fluoresceina direcionados
contra os antigenos da parede celular de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp., cuja diferenciagdo se da por aspectos morfolégicos e por
tamanhos: cistos de Giardia spp. apresentam 8 a 12 um e oocistos de Cryptosporidium
spp. 4 a 6 ym. A sensibilidade do kit varia de 97 % a 100 % e a especificidade de 94 %
a 100% para Cryptosporidium spp. € para Giardia spp., ambas sdo de 100%
(MeriFluor® Cryptosporidium/Giardia, 2004).

Os procedimentos adotados seguiram as recomendacgdes do fabricante. Para
realizacdo da técnica foram utilizadas aliquotas de 10 yL de cada amostra
concentrada. As laminas preparadas foram observadas sob microscopia de
epifluorescéncia (Microscopio Leica DC 300F) sob aumento de 400 x para realizagao
das contagens.

O numero de (oo)cistos nas amostras e o volume do sedimento foram utilizados
para o calculo do nimero de (oo)cistos.L™, de acordo com a equacdo (1) a seguir
(FARIAS et al., 2002):

~ OxS
PxV

Em que:
B = n° (0o)cistos.L™";

O = média de oocistos contados nos pocinhos;
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S = volume de sedimento, em mL, gerado apos centrifugagao;
P = volume de amostra, em mL, adicionada em cada pocinho;

V = volume da amostra em L, usada para retirada de oocistos.
3.2.2. Quantificagao de esporos anaeroébios e de Clostridium perfringens

Para a pesquisa de esporos anaerébios e de Clostridium perfringens foi
empregada a técnica de membrana filtrante, sequndo Health Protection Agency (2004).
Inicialmente, a amostra foi tratada a 60°C por 15 min, em seguida, resfriada em banho
de gelo e filtrada em sistema de vacuo, através de membrana de poros de 0,45 um.
Diluigbes seriadas foram realizadas nas amostras a fim de obter um resultado final de
crescimento sempre inferior a 200 UFC por membrana. Apdés a filtragdo, a membrana
foi disposta em placas com meio Triptose Sulfito Cicloserina, TSC (Himedia®), sendo
essas incubadas em jarra com gerador de anaerobiose (Probac®) a 35 °C por 24 h.
Todas as colbnias crescidas nas placas eram consideradas esporos anaerdbios.

Foram selecionadas de 5 a 10 colbnias tipicas para serem transferidas para
meio tioglicolato (Himedia®) e, posteriormente, incubadas a 35 °C por 24 h. A seguir,
foram realizadas as seguintes provas bioquimicas para a confirmag¢do das col6nias
tipicas de Clostridium perfringens:

(i) Coloragéo de Gram: A partir de cultura pura em agar estoque ou dos meios
usados paralelamente, foi preparado o esfregaco e corado, para a observagédo de
bastonetes retos com extremidades arredondadas, Gram-positivos;

(i) Fermentac&o tempestuosa: Foi transferido 1 mL da cultura fresca obtida no
meio tioglicolato para um tubo contendo meio leite com ferro. Um selo de vaselina
esterilizado foi adicionado na superficie do tubo e incubado a 45 °C em banho-maria
por 18 h a 24 h. Foi observada a ocorréncia de coagulacao tempestuosa do leite, com
rompimento e deslocamento do coagulo, teste positivo, ou a ocorréncia de coagulagao
normal ou ndo coagulacao do leite, teste negativo;

(iif) Motilidade: Com o auxilio de uma agulha de inoculagdo, a cultura foi
inoculada por picada, no centro do agar nitrato motilidade previamente desaerado, até
uma profundidade distante 1 cm do fundo do tubo. A incubacéo foi realizada a 35 °C +
2°C por 24 h. A seguir, foi observado se houve migragdo de células para as regides
fora da linha de inoculacdo (teste positivo) ou se o crescimento restringiu-se a regiao

da picada (teste negativo). As estirpes de C. perfringens sao iméveis.
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(iv) Reducao de nitrato: Ap6s a leitura da motilidade, foi acrescentado ao agar
nitrato motilidade usado no teste anterior, 0,5 a 1,0 mL de solu¢éo de alfa-naftol a 0,5%
e 0,5 a 1,0 mL de solugao de acido sulfanilico a 0,8%. O desenvolvimento de coloracao
vermelha indicou a redugéo de nitrato a nitrito, caracteristica de C. perfringens, teste
positivo. Em caso negativo, adicionou-se 0,5 g de sulfato de zinco ao meio, observando
se ocorria alteracédo de cor. Se 0 meio continuasse com a cor inalterada, néo havia
nitrato presente, indicando teste positivo. O aparecimento de uma cor rosa foi indicativo
da n&o redugao do nitrato;

(v) Fermentacao da lactose e hidrolise da gelatina: Com o auxilio de uma agulha
de inoculacéo, a cultura foi inoculada por picada, no meio lactose-gelatina. A incubacao
foi realizada a 35 °C por 24 — 48 h. Foi observada a formacéo de bolhas e viragem
acida do indicador vermelho de fenol, alterando a cor do meio de vermelha para
amarela (fermentacdo positiva de lactose), ou se o meio permanece com a cor
inalterada (fermentacdo negativa de lactose). Os tubos foram mantidos sob
refrigeracdo por duas horas, observando em seguida, se 0 meio permanecia liquido
(hidrolise positiva de gelatina) ou se adquiria consisténcia firme (hidrélise negativa de
gelatina). As estirpes de C. perfringens fermentam a lactose e hidrolisam a gelatina;

(vi) Fermentagdo de carboidratos: A partir de uma cultura de 24 h em meio
tioglicolato, foi inoculado 0,15 mL em tubos contendo meio de fermentacédo para C.
perfringens. A incubacao foi realizada a 35 °C por 24 h. A seguir, foi verificada a
producdo de acido, transferindo-se 1 mL da cultura para um tubo de ensaio e
adicionando duas gotas de solugéo de azul de bromotimol a 0,04%. O desenvolvimento
de cor amarela no meio de cultura indicou teste positivo. Em caso negativo, a cultura foi
reincubada e a produgdo de acido foi verificada novamente com 48 h e 72 h de
incubacéo. Estirpes de C. perfringens fermentam rafinose e ndo fermentam salicina.

Apds a realizacdo das provas bioquimicas, os resultados, expressos em log
UFC.g™, foram calculados em funcéo do niimero de coldnias tipicas, diluicio inoculada

e porcentagem de coldnias confirmadas.
3.2.3. Quantificagao de esporos aerébios e de Bacillus spp.

Para a quantificagcdo de esporos aerdbios e de Bacillus spp. foi utilizada a
técnica de membrana filtrante, como descrito por Rice et al. (1996). Antes da analise, a

amostra foi tratada a 60 °C por 15 min. Posteriormente, a amostra foi resfriada em
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banho de gelo e filtrada em sistema de vacuo com o emprego de membrana com poros
de 0,45 pm.

Diluicdes seriadas foram realizadas nas amostras a fim de obter um resultado
final de crescimento sempre inferior a 200 UFC por membrana. Apos a filtragdo, a
membrana foi disposta sobre agar nutriente (Himedia®) com azul de tripan e 0,1% de
amido e incubada em camara umida a 35 °C por 20 h a 22 h. Apo6s esse periodo, todas
as unidades formadoras de colénias (UFC) contadas foram consideradas col6nias
originadas de esporos de bactérias aerdbias.

Foram considerados Bacillus spp., as colbnias que formaram esporos aeroébios,
Gram-positivos e apresentaram resultados positivos nos testes de catalase e de

producédo de acido a partir de glicose.
3.2.4. Quantificacao de coliformes a 35 °C e de Escherichia coli

Foi coletado um volume de 200 mL de agua em garrafa de vidro com tampa de
plastico, previamente esterilizada em autoclave a 121 °C por 15 min). A amostra foi
conservada a 6 °C + 1 °C para posterior realizacdo das analises de coliformes a 35 °C
e E. coli, Clostridium perfringens e Bacillus spp.

A quantificacao de coliformes a 35 °C e E. coli foi realizada pela técnica do
substrato definido, cromogénico-fluorogénico, com meio Colilert® (Quanty-tray®,
IdexLaboratories Inc, US), expressa como NMP.100mL™" (APHA, 2005).

3.2.5. Quantificagao de Pseudomonas spp.

A quantificacdo de Pseudomonas spp. foi realizada pela técnica de membrana
filtrante, como descrito por APHA (2005). Diluicbes seriadas foram realizadas nas
amostras a fim de obter um resultado final de crescimento sempre inferior a 200 UFC
por membrana. Apds a filtracdo, a membrana foi disposta sobre agar Cetrimide
(Himedia®) e incubada a 28 °C por 24 h.
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3.2.6. Determinagao da turbidez

As medidas de turbidez das aguas foram realizadas em turbidimetro portatil
(HACH®, modelo 2100P, EUA), conforme descrito por Standard Methods for Water and
Wasterwater (APHA, 2005).

3.3. Analises realizadas em alface

Foram coletados aleatoriamente de cada horta, cinco pés de alface do tipo lisa
da cultivar Vitéria de Santo Antdo. Os pés de alface coletados encontravam-se no
ponto de colheita para serem comercializadas no mercado local. Apés a coleta, as
amostras foram acondicionadas em sacos de polietileno esterilizados, devidamente
identificadas e transportadas a 6 °C £ 1 °C ao laboratério de Higiene Industrial para

realizacdo das analises.

3.3.1. Quantificagao de Cryptosporidium spp. e de Giardia spp.

3.3.1.1. Concentragao das amostras

A concentracado dos (oo)cistos foi realizada segundo metodologia descrita por
Cook et al. (2006) com modificacbes. Foram pesados 50 g de amostra em saco de
polietileno esterilizado e adicionado 300 mL de liquido extrator. Essa solugao foi
preparada anteriormente com 100 mL de Tween 80 a 1 %, 0,1 mL de anti-espumante
(Anti-Foam A, Sigma Aldrick®) e 1000 mL de agua destilada (q. s. p) e acondicionada
em frasco de vidro esterilizado.

A amostra com o liquido extrator foi agitada em homogeneizador de amostras
(Marconi®, modelo MA 440/CF) por um minuto para facilitar a remog&o dos oocistos da
superficie da hortalica. Apds a agitacéo, o extrato foi filtrado em béquer de vidro de 500
mL utilizando-se peneira de aco inoxidavel com abertura da malha de 106 ym. O
extrato filtrado foi dividido em tubos e centrifugado a 2500 x g por 10 min e o
sobrenadante foi descartado. A medida que se realizou a centrifugacdo do extrato, o
sobrenadante de cada tubo foi descartado e realizou-se a lavagem com solugéo do
liquido extrator nos mesmos de forma a juntar todos os sedimentos em um unico tubo

de centrifuga graduado ao final dessa etapa. Foi adicionado cinco vezes o volume de
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agua destilada foi adicionado ao sedimento contido no unico tubo final. Essa amostra
foi guardada 6 °C = 1 °C até o momento de visualizacdo e enumeragao de (oo)cistos
que foram realizadas conforme descrito no item 3.2.1.1.

O numero de (oo)cistos foi expresso por 100 g. Para esse calculo foram

utilizadas as equacgdes (2) e (3) a seguir (COOK et al., 2006, com modificagdes):

~ OxS

B-
PxV

C= (3)

B
A

Em que:

B = n° oocistos.L™;

O = média de oocistos contados nos pocinhos;

S = volume de sedimento, em mL, gerado apés centrifugacgao;

P = volume de amostra, em mL, adicionada em cada pocinho;

V = volume do liquido extrator, em L, usado para retirada de oocistos;
C = n° oocistos.100 g;

A = Peso da amostra em g.
3.3.2. Quantificacao de esporos anaerdébios e de Clostridium perfringens

A pesquisa de esporos anaerdbios e de Clostridium perfringens seguiu
metodologia descrita em Compendium of methods for the examination of foods
(LABBE, 2001).

Foram pesados 10 g de amostra em saco de polietileno esterilizado e adicionado
90 mL de agua peptonada a 0,1%. A homogeneizacgao foi realizada por agitacdo em
homogeneizador de amostras (Marconi®, modelo MA 440/CF). Em seguida, essa
mistura foi submetida a tratamento de 75 °C por 20 min, em banho com temperatura
controlada. O volume de agua do banho foi suficiente para cobrir o saco até a altura da
superficie do homogeinato, iniciando a contagem do tempo de tratamento térmico a
partir do momento em que os frascos atingiram a temperatura de 75 °C. Apds o

tratamento térmico, diluicbes seriadas foram realizadas e o plagueamento foi feito pela
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técnica de superficie em Agar Triptose Sulfito Cicloserina, TSC (Himedia®) com
sobrecamada.

Apos a solidificagédo completa do meio, as placas néo invertidas foram incubadas
35 °C por 18 h a 24 h em jarras apropriadas com gerador de anaerobiose. Para a
contagem, foram selecionadas placas que continham entre 20 e 200 col6nias negras.
Essas coldnias tipicas foram contadas e o resultado foi expresso em log UFC.g™
de amostra e indica o numero de esporos anaerdbios presentes.

Foram selecionadas de 5 a 10 colbnias tipicas para transferéncia para meio
tioglicolato (Himedia®) e, posteriormente, incubadas a 35 °C por 24 h. A seguir, foram
realizadas provas bioquimicas de coloracdo de Gram, fermentacdo tempestuosa,
motilidade, reducédo de nitrato, fermentacdo de lactose e hidrolise de gelatina e
fermentacdo de carboidratos, conforme descrito no item 3.2.4, para a confirmagao das
colonias tipicas de Clostridium perfringens.

Apds a realizagdo das provas bioquimicas, os resultados expressos em log
UFC.g™, foram calculados em funcéo do nimero de coldnias tipicas, diluicio inoculada

e percentagem de coldnias confirmadas.
3.3.3. Quantificagao de esporos aerébios e de Bacillus spp.

Para a quantificagdo de esporos aerbébios e Bacillus spp. seguiu-se a
metodologia descrita no Compendium of methods for the examination of foods
(STEVENSON e SEGNER, 2001).

Foram pesados 50 g de amostra em saco de polietileno esterilizado e adicionado
450 mL de agua peptonada a 0,1%. A homogeneizagao foi realizada por 1 min em
homogeneizador de amostras (Marconi®, modelo MA 440/CF).

Foram transferidos 10, 1 e 0,1 mL da amostra homogeneizada para trés
Erlenmeyers diferentes, contendo 100 mL de caldo Triptona Glucose Extrato de Carne,
TGE (Himedia®) previamente fundido e resfriado entre 50 °C a 55 °C. O inéculo foi bem
homogeneizado ao meio de cultura e submetido a 80 °C por 30 min, em banho com
temperatura controlada. O volume de agua do banho foi suficiente para cobrir os
frascos até a altura da superficie do meio, iniciando-se a contagem do tempo de
tratamento térmico a partir do momento em que os frascos atingiram 80°C. Apé6s o
tratamento térmico, cada por¢cdo de 100 mL de TGE foi distribuida em 5 placas de Petri

vazias previamente esterilizadas. Apdés completa solidificagdo do agar, as placas
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invertidas foram incubadas a 35 °C por 48 h. Para o célculo dos resultados, foram
contadas colénias desenvolvidas nas 5 placas da diluigdo apropriada para a contagem.
O resultado foi expresso em log UFC.g™' de amostra e indicou o nimero de esporos
aerdbios mesofilos presentes na amostra. Foram considerados Bacillus spp.,
microrganismos formadores de esporos aerobios, Gram-positivos, com resultados

positivos para teste de catalase e producao de acido a partir de glicose.
3.3.4. Quantificacao de coliformes a 35 °C e de Escherichia coli

A quantificacdo de coliformes a 35 °C e de E. coli em alface foi realizada pela
técnica de plaqueamento em Petrifilm™ (3M) segundo Compendium of methods for the
examination of foods (KORNACKI e JOHNSON, 2001).

3.3.5. Quantificagao de Pseudomonas spp.

A quantificacdo de Pseudomonas spp. em alface foi realizada pela técnica de
plaqueamento em Agar Cetrimide (Himedia®) segundo Compendium of methods for the
examination of foods (APHA, 2001).

3.4. Analises realizadas no adubo organico

Foram coletados de cada horta 500 g de adubo organico que foram
acondicionados em sacos de polietileno esterilizados, devidamente identificados e
transportados a 6 °C £ 1 °C ao laboratério de Higiene Industrial para realizagcado das

analises.
3.4.1. Quantificagao de Cryptosporidium spp. e de Giardia spp.
3.4.1.1. Concentragdo das amostras
A concentragdo das amostras de adubo orgénico foi realizada pela metodologia
de flotagdo com cloreto de s6dio descrita por Kuczinska e Shelton (1999).
Inicialmente, foram pesados 10 g de amostra e adicionados 100 mL de solugéo

diluente composta por 50 mM Tris e Tween 80 a 0,5%. Essa mistura foi
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homogeneizada em agitador magnético por 15 min, filtrada em peneira com malha de
45 pym e lavada com 100 mL de solucdo diluente. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 500 x g por 10 min e os sedimentos formados foram reunidos em um
unico tubo de centrifuga, enxaguando-se os tubos vazios com 50 mL de solugéo
diluente, passando-se em tubo por tubo. Essa solugéo diluente foi vertida no tubo que
continha o sedimento. Foi realizada centrifugacdo a 500 x g por 10 min. O
sobrenadante foi descartado, o sedimento ressuspendido com 45 mL de solugdo de
NaCl (S.G. = 1,21) e essa mistura foi agitada em vértex. Foi realizada centrifugacao a
500 x g por 10 min. Um volume de 5 mL de sobrenadante foi transferido para um tubo
de centrifuga de 50 mL e nesse foram adicionados 45 mL de agua destilada. Foi
realizada centrifugacéo a 500 x g por 10 min. Um volume de 25 mL do sobrenadante foi
transferido para um tubo de 50 mL e adicionado 25 mL de agua destilada. Foi realizada
centrifugacéo a 500 x g por 10 min. Foram transferidos 5 mL do sobrenadante para um
tubo de 15 mL e adicionados 10 mL de agua destilada. Foi realizada centrifugacao a
500 x g por 10 min. Um volume de 1 mL do sobrenadante foi transferido para tubos
com tampas apegadas (Eppendorf®) de 1,5 mL. Foi realizada centrifugacdo a 1500 x g
por 3 min. O sedimento foi ressuspendido em 100 pL de agua destilada esterilizada e
reservado a 6 °C + 1 °C até o momento da realizagdo da pesquisa de (oo)cistos por
imunofluorescéncia direta.

A visualizagcdo e enumeragéo de (oo)cistos foram realizadas conforme descrito
no item 3.2.1.1. Os resultados foram expressos em numero de (oo)cistos por grama
que foi determinado pela média da contagem do numero de (oo)cistos em trés

pocinhos da lamina.
3.4.2. Quantificagao de esporos anaerébios e Clostridium perfringens
A pesquisa de esporos anaerébios e Clostridium perfringens seguiu metodologia

proposta no Compendium of methods for the examination of foods (LABBE, 2001).

Essa metodologia foi descrita no item 3.3.2.
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3.4.3. Quantificagao de esporos aerébios e Bacillus spp.

A pesquisa de esporos aerdbios e Bacillus spp. seguiu metodologia proposta
em Compendium of methods for the examination of foods (STEVENSON e SEGNER,

2001). Essa metodologia foi descrita no item 3.3.3.
3.4.4. Quantificacao de coliformes a 35°C e de Escherichia coli

A quantificacao de coliformes a 35 °C e de E. coli em alface foi realizada pela
técnica de plaqueamento em Petrifilm™ (3M) segundo Compendium of methods for the
examination of foods (KORNACKI e JOHNSON, 2001).

3.4.5. Quantificagao de Pseudomonas spp.

A quantificacdo de Pseudomonas spp. foi realizada pela técnica de
plaqueamento em Agar Cetrimide (Himedia®) segundo Compendium of methods for the
examination of foods (APHA, 2001).

3.5. Analises realizadas em solo

Foram coletados de cada horta 500 g de solo que foram acondicionados em
sacos de polietileno esterilizados devidamente identificados e transportados a 6 °C

+ 1 °C ao laborat6rio de Higiene Industrial para realizagéo das analises.
3.5.1. Pesquisa de Cryptosporidium spp. e de Giardia spp.
3.5.1.1. Concentragao das amostras

Para a concentragcdo de amostras de solo foi utilizada metodologia de flotagcao
com cloreto de sodio descrita por Kuczinska e Shelton (1999).

Inicialmente, foram pesados 25 g de amostra e adicionados 100 mL de solugéo
diluente composta por 50 mM Tris e Tween 80 a 0,5% (v/v). Essa mistura foi
homogeneizada em agitador magnético por 15 min, filtrada em peneira de 106 ym e

lavada com 100 mL de solugdo diluente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
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a 500 x g por 10 min e os sedimentos formados foram juntados em um unico tubo de
centrifuga, enxaguando-se os tubos vazios com 50 mL de soluc¢ao diluente, passando-
se tubo por tubo. Essa solugéo diluente foi vertida no tubo que continha o sedimento.
Foi realizada centrifugagao a 500 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, o
sedimento ressuspendido com 45 mL de solugéo de NaCl (S.G. = 1,21) e essa mistura
foi agitada em vortex. Foi realizada centrifugagéo a 500 x g por 10 min. Um volume de
5 mL de sobrenadante foi transferido para um tubo de centrifuga de 50 mL e nesse
tubo foram adicionados 45 mL de agua destilada. Foi realizada centrifugacéo a 500 x g
por 10 min. Um volume de 25 mL do sobrenadante foi transferido para um tubo de 50
mL e adicionado 25 mL de agua destilada. Foi realizada centrifugagao a 500 x g por 10
min. Foram transferidos 5 mL do sobrenadante para um tubo de 15 mL e adicionados
10 mL de agua destilada. Foi realizada centrifugagéo a 500 x g por 10 min. Um volume
de 1 mL do sobrenadante foi transferido para tubos com tampas apegadas
(Eppendorf®) de 1,5 mL. Foi realizada centrifugacdo a 500 x g por 10 min. O sedimento
foi ressuspendido com 100 yL de agua destilada e reservado sob refrigeragao até o
momento da realizagao da pesquisa de (oo)cistos por imunofluorescéncia direta.

A visualizacdo e enumeracgéo de (oo)cistos foram realizadas conforme descrito
no item 3.2.1.1. Os resultados foram expressos em numero de (oo)cistos por 25 g, que
foi determinado pela média da contagem do numero de (oo)cistos em trés pocinhos da

l&mina multiplicado por 10.
3.5.2. Pesquisa de esporos anaerobios e de Clostridium perfringens

A quantificacdo de esporos anaerobios e de Clostridium perfringens seguiu
metodologia proposta em Compendium of methods for the examination of foods
(LABBE, 2001). Essa metodologia foi descrita no item 3.3.2.
3.5.3. Pesquisa de esporos aerébios e de Bacillus spp.

A quantificacao de esporos aerdbios e Bacillus spp. seguiu metodologia proposta

em Compendium of methods for the examination of foods (STEVENSON e SEGNER,

2001). Essa metodologia foi descrita no item 3.3.3.
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3.5.4. Quantificagao de coliformes a 35 °C e de Escherichia coli

A quantificagdo de coliformes a 35 °C e E. coli em adubo organico foi realizada
pela técnica de plaqueamento em Petrifilm™ (3M) segundo Compendium of methods
for the examination of foods (KORNACKI e JOHNSON, 2001).

3.5.5. Quantificagao de Pseudomonas spp.

A quantificacdo de Pseudomonas spp. foi realizada pela técnica de
plaqgueamento em Agar Cetrimide (Himedia®) segundo Compendium of methods for the
examination of foods (APHA, 2001).

3.6. Teste do desafio microbiolégico
3.6.1. Microrganismos

Nessa pesquisa foram utilizados oocistos de C. parvum, isolados de bezerros
recém-nascidos infectados, adquiridos da Faculdade de Medicina do Triangulo Mineiro,
Uberaba/MG. Foram utilizadas também células de Pseudomonas fluorescens ATCC
13525, cedidas pelo laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Microbiologia da UFV.

3.6.2. Preparo da suspensao de microrganismos

Os oocistos de C. parvum foram mantidos sob refrigeracdo a 6 °C + 1 °C e
encontravam-se em suspensdo com concentracdes de 1 x 107 oocistos. mL”" em
solucao de tampéao fosfato (PBS), estreptomicina, penicilina e Tween 20 a 0,01%.

Células de P. fluorescens ATCC 13525 foram mantidas criopreservadas a
- 80 °C em caldo BHI (Himedia®) e glicerol na proporcdo de 30% (v/v). Antes da
realizacédo dos testes as células de P. fluorescens foram descongeladas e ativadas por
trés transferéncias em caldo BHI a temperatura de 26 °C em condi¢des estéaticas por 24
h. Ap6s a terceira ativagdo, 1 mL da cultura foi transferido para tubos com tampas
apegadas (Eppendorf®) esterilizados e centrifugada a 1900 x g por 10 min. O pellet

formado foi lavado com agua peptonada a 0,1% esterilizada e o procedimento repetido
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por duas vezes. O pellet de células foi dissolvido e com ele foi preparada a suspensao
de células.

Para serem inoculadas na alface as suspensdes de oocistos de C. parvum e de
células de P. fluorescens foram diluidas para que o nimero atingisse 10° oocistos.mL™’

e 10° UFC.mL", respectivamente.
3.6.3. Preparo da alface para contaminagao intencional

A alface lisa, cultivar Vitéria de Santo Antao foi adquirida em um mercado local
da Cidade de Vigosa — MG e mantida a 6 °C = 1 °C por 12 h antes de iniciar os
experimentos. As folhas danificadas foram descartadas, sendo escolhidas para o
estudo, as folhas integras, de cor verde claro. As folhas de alface foram lavadas em
agua corrente para remoc¢ao das sujidades visiveis. Em seguida foram higienizadas
com solucdo de dicloroisocianurato de sodio (Sumaveg, Johnson Diversey®) a 200
mg.L™" por 15 min, neutralizadas com solucéo de tiossulfato de sodio (Isofar®) a 0,5%
(p/v) por 1 min e enxaguadas em agua destilada esterilizada por 1 min. A seguir, a
partir das folhas higienizadas, foram cortados cerca de 130 cupons com dimensdes de
2 cm x 2 cm com o auxilio de uma lamina cirurgica e de um molde de ago inoxidavel.
Todo material que entrou em contato com a alface, como, recipientes, utensilios,
ldminas e agua foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 min e utilizados

resfriados a 22 °C, aproximadamente. A alface foi manipulada sob técnicas assépticas.
3.6.4. Teste da exclusdo microbiolégica

Para garantir que os cupons de alface avaliados n&o continham ambos
microrganismos avaliados nesse teste do desafio antes da contaminacgao intencional,
foram realizados testes de exclusdo microbiolégica. Esses testes garantiam que células
de P. fluorescens e oocistos de C. parvum que estavam nos cupons de alface eram
provenientes somente da contaminagao intencional e n&do da microbiota natural da
hortalica apdés a higienizagdo. Dessa forma, em cada repeticdo desse experimento,
cinco cupons com area total de 40 cm? foram avaliados quanto a presenca desses
microrganismos apo6s o procedimento de higienizagdo inicial que foi realizado em todas

as folhas de alface antes de receberem os in6culos.
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Para cada avaliacdo, foram adicionados aos cinco cupons 10 mL de agua
peptonada a 0,1% esterilizada a 121 °C por 15 min. As amostras foram
homogeneizadas com auxilio de vortex por 1 min e, em seguida, foram realizadas
diluicbes decimais do homogeinato. Aliquotas de 1 mL das diluigbes escolhidas foram
plaqueadas em profundidade em agar Cetrimide (Himedia®) e incubadas a 26 °C por 48
h, para confirmar a auséncia de P. fluorescens. O restante do homogeinato foi avaliado
quanto a presengca de oocistos de C. parvum utilizando-se procedimentos de
centrifugo-concentragdo a 2500 g por 10 min (COOK et al., 2006 com modificagdes) e
o sobrenadante foi descartado. Cinco vezes o volume de agua destilada foi adicionado
ao sedimento contido no unico tubo final. Essa amostra foi guardadaa 6 °C + 1 °C até o
momento de visualizagdo e enumeracgéo de (oo)cistos que foram realizadas utilizando-
se o kit diagnostico Merifluor® (Meridian Bioscience, Inc.), conforme descrito no item
3.2.1.1.

3.6.5. Contaminacao intencional da folha de alface

Cada cinco cupons de alface foram assepticamente acondicionados em um tubo
exclusivo de centrifuga com 10 mL de agua peptonada a 0,1% previamente esterilizado
a 121 °C por 15 min. Em cada tubo, com o auxilio de uma micropipeta, foi adicionado 1
mL da cultura do microrganismo testado, na ordem de 10° oocistos.mL"™" quando C.
parvum foi avaliado em culturas pura e mista e 10° UFC.mL™ quando P. fluorescens
foram avaliadas em cultura mista com C. parvum. Os cupons intencionalmente
contaminados com as células e, ou oocistos foram armazenados sob temperatura de

25 °C por 12 h para a adeséo dos microrganismos.
3.6.6. Preparo das solugdes surfactantes

A remocgao de oocistos de C. parvum aderidos em cultura pura ou em cultura
mista com P. fluorescens em cupons de alface foi avaliada nesse experimento pela
utilizacéo de trés diferentes surfactantes: cloreto de benzalcénio (CB), Tween 80 (TWE)
e dodecil sulfato de sodio (SDS). Nesses testes foram preparadas e utilizadas solugbes
surfactantes em diferentes concentragbes, descritas na Tabela 1. Além disso, foi
realizado um teste controle, com a substituicdo do surfactante por agua destilada

esterilizada.
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Inicialmente foram preparados 500 mL de solugdo estoque na concentracao
mais alta de cada tipo de surfactante em agua destilada esterilizada, entre 20 °C e 25
°C. A partir de cada solugdo mais concentrada, foram preparadas, por diluicdo em agua
destilada esterilizada, as demais concentracbes de trabalho. A cada vez que se
realizava um ensaio, uma nova solucao estoque foi preparada de forma a garantir que

a mesma mantinha-se com caracteristicas constantes.

Tabela 1 — Tipos de surfactantes e concentragdes utilizadas para avaliagdo da remogao
de C. parvum e P. fluorescens, aderidos a 25 °C por 12 h, em cupons de
alface lisa, cultivar Vitoria de Santo Antéao

Surfactante Marca Concentracdo (mg.L™)

400
800
Cloreto de Benzalconio Sigma Quimica® 1200
1600
1900

3
5
Tween 80 Sigma Aldrich® 10
25
50

1000
2000
Dodecil Sulfato de Sédio Vetec® 5000
7000
10000

O critério de selecdo dessas concentragdes foi realizado de modo a avaliar as
diferentes solugdes surfactantes em concentragdes inferiores, préximas e superiores a
concentragéo a partir da qual se inicia o processo de formacgao das micelas, ao qual se
da o nome de micelizagédo e € denominada de Concentragédo Micelar Critica (CMC).
Dessa forma, a CMC de CB, TWE e SDS s&o 1876 mg.L™" (SMITH et al., 2002), 5
mg.L™" (FUNCK e SILVEIRA, 1987; BEHRING et al., 2004) e 2310 mg.L" (VOLPE e
SILVA FILHO, 1997; BEHRING et al., 2004; RIZZATTI et al., 2009), respectivamente.
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3.6.7. Agcao dos surfactantes sobre os microrganismos aderidos

Apds o tempo de 12 h de adesdo do(s) microrganismo(s), os cupons de alface
foram retirados da suspenséo e rinsados em 10 mL de agua destilada esterilizada por 1
min para a retirada de oocistos e, ou células bacterianas na forma plancténica. Os
cupons foram transferidos para um volume de 10 mL de solugdo surfactante na
concentracdo desejada por 10 min. No caso do teste controle, os cupons foram
transferidos para 10 mL de agua destilada esterilizada por 10 min. Quando o
surfactante utilizado foi o CB, os cupons foram neutralizados em 10 mL de Tween 80 a
2% por 1 min. Em seguida, os cupons foram transferidos para uma solu¢cado de 10 mL
de agua peptonada a 0,1% esterilizada, onde foram submetidos a agitacao em vortex
por 2 min para retirada das células e oocistos que restaram apds a aplicagado dos

surfactantes.
3.6.8. Recuperacgao de microrganismos apoés aplicagao dos surfactantes

A recuperacédo de oocistos de C. parvum foi realizada por centrifugacdo da
suspensao a 2500 x g por 10 min (COOK et al., 2006) e o sobrenadante foi descartado.
Foi adicionado cinco vezes o volume de agua destilada ao sedimento contido no unico
tubo final. Essa amostra foi guardada a 6 °C £ 1 °C até o momento de visualizagéo e
enumeracgdo de (oo)cistos que foram realizadas conforme descrito no item 3.2.1.1. O
nimero de (oo)cistos foi expresso por cm™?. Para esse calculo foram utilizadas as

Equacdes (4) e (5):

_ OxS
PxV

()

> |

Em que:
B = n° oocistos.mL™;
O = média de oocistos contados nos pocinhos;

S = volume de sedimento, em mL, gerado ap6s centrifugagao;
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P = volume de amostra, em mL, adicionada em cada pocinho;
V = volume do liquido extrator, em L, usada para retirada de oocistos;
C = n° oocistos.cm™;

A = Area total dos cupons de alface (40 cm?).

A recuperacao de células de P. fluorescens foi realizada por plaqueamento em
Agar Cetrimide (Himedia®) a 26 °C por 48 h. O nuimero de células de P. fluorescens

recuperadas foi expresso em UFC.cm™ e calculado segundo a Equacéo (6):

_ CxDxV
A

U (6)

Em que:

U = n° de UFC de P. fluorescens por cm?

C = Contagem de UFC de P. fluorescens apés aplicagéo do surfactante;

D = Inverso da diluigdo utilizada para plagueamento;

V = Volume de solug¢do de agua peptonada 0,1 % usada para retirada de células apés
a aplicacao do surfactante;

A = Area total dos cupons de alface (40 cm?).

Foram calculados os numeros de redugdes decimais (RD) para cada tratamento
de aplicacdo do surfactante. Dessa forma, utilizou-se a Equacao (7) para realizar o

calculo do numero de RD.

RD= X, — X, (7)

Em que:

RD = numero de redug¢des decimais;

Xo = log1p do numero de oocistos de C. parvum por cm? ou log1o do numero de células
de P. fluorescens, ambos aderidos a superficie dos cupons de alface, antes do
tratamento com os surfactantes;

X4 = logse do niimero de oocistos de C. parvum por cm? ou logso do ntiimero de células

de P. fluorescens, ambos apo6s a aplicacao dos surfactantes.
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A atividade de remocao e, ou de inativacao de oocistos e células das solugdes
surfactantes foi avaliada pelos numeros de ciclos logaritmicos reduzidos na populacéao

de C. parvum e de P. fluorescens.

3.7. Analise dos resultados

Foi verificada a ocorréncia dos protozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia spp.
nos periodos de seca e de aguas em diferentes hortas produtoras de alface que foram
denominadas como “unidades produtoras’. Para isso, foram realizados quatro
experimentos por periodo com o objetivo de comparar cinco unidades produtoras no
delineamento em blocos casualizados com trés repeticbes. Os quatro experimentos
foram referentes as amostras de alface, agua, solo e adubo. Cada experimento foi
realizado em esquemas de parcelas subdivididas, a 5% de probabilidade, onde as
unidades produtoras com cinco niveis (UP1, UP2, UP3, UP4 e UP5), foram distribuidas
as parcelas de cada bloco e a estagcdo com dois niveis (seca e aguas) foi distribuida as
subparcelas.

Foi realizada uma analise de variancia com posterior aplicagcdo do teste de
Tukey a 5 % de probabilidade as médias das fontes de agua das unidades produtoras
com cinco niveis (UP1, UP2, UP3, UP4 e UP5) e teste F as médias das estagbes com
dois niveis (seca e aguas), de acordo com a significancia da interacao entre os dois
fatores.

Para as caracteristicas avaliadas que nao atenderam a, pelo menos, uma das
pressuposi¢cées de independéncia, normalidade e homogeneidade de variancias dos
efeitos do erro experimental, foi realizada uma analise descritiva por meio da
construcao de graficos de colunas.

Foram realizadas andlises de regressdo, com o objetivo de verificar a
dependéncia da ocorréncia dos microrganismos na alface em fungédo daquelas medidas
em agua, solo e adubo orgénico. Também foram realizadas analises de regresséo para
verificar a dependéncia de ocorréncia de microrganismos no solo em funcado dos
microrganismos presentes em agua e adubo organico. Os coeficientes foram testados
pelo t a 5% de probabilidade.

Nos quatro experimentos (agua, alface, adubo organico e solo), separadamente,

foram feitas analises de correlacédo entre as ocorréncias de Cryptosporidium spp.,

70



Giardia spp., diferentes parametros microbiolégicos (esporos anaerébios, C.
perfringens, esporos aerobios, Bacillus spp., coliformes a 35 °C, E. coli e Pseudomonas
spp.) e turbidez. Os coeficientes de regressédo e as correlagdes foram testados pelo
teste t a 5 % ou a 1% de probabilidade.

No teste do desafio microbioldgico foi realizado um experimento para estudar os
efeitos dos tipos de cultura (mista e pura), dos surfactantes (cloreto de benzalcénio —
“CB”, Tween 80 — “TWE” e Dodecil sulfato de sédio — “SDS”) e das suas concentragbes
(CB: 400 mg.L™, 800 mg.L™", 1200 mg.L™", 1600 mg.L™ e 1900 mg.L™"; TWE: 3 mg.L™", 5
mg.L™", 10 mg.L", 25 mg.L™" e 50 mg.L™"; SDS: 1000 mg.L™, 2000 mg.L™", 5000 mg.L™",
7000 mg.L™" e 10000 mg.L'1) sobre a remoc¢ao de oocistos de C. parvum e células de P.
fluorescens aderidos as folhas de alface. Esse experimento foi conduzido segundo um
delineamento inteiramente casualizado com trés repeticbes por tratamento,
constituidos de 90 combinagbes (P. fluorescens e C. parvum) ou 45 combinagdes (P.
fluorescens). De acordo com a significancia das interagdes, foram realizados os teste F
para comparar as médias dos dois tipos de culturas (pura e mista), o teste de Tukey
para as médias dos surfactantes e a analise de regressao para verificar o efeito da
concentracédo dentro de cada surfactante sobre a remo¢ao dos microrganismos.

Todas as anadlises estatisticas foram realizadas a 5% de probabilidade e todos
os resultados foram analisados pelo Sistema de Analises Estatisticas — SAEG versao
9.0 (RIBEIRO JUNIOR, 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em hortas de alface

Tanto Cryptosporidium spp. quanto Giardia spp. foram encontrados na agua
proveniente do corrego usada na propriedade 4 (Figura 1) e o numero de (oo)cistos
apresentou diferenca (P < 0,05) entre as épocas avaliadas, sendo mais elevados nos
periodos de aguas. Dessa forma, observaram-se aumentos nas médias de contagens
de Cryptosporidium spp. em agua de irrigagcéao de 6,3 oocistos'L™" para 22,3 oocistos'L™
e de Giardia spp de 10,3 cistosL™ para 31,7 cistos’L™", nos periodos de seca e aguas,
respectivamente (Figura 1).

Esses resultados reiteraram a interferéncia da pluviosidade na ocorréncia de
(oo)cistos de protozoarios na agua, conforme ja relatado por outros autores
(ATHERHOLT et al., 1998; BASTOS et al.,, 2004; DAVIES et al., 2004; DIAS et al.,
2008; HELLER et al., 2006). Varios fatores contribuem para a ampla dispersdo dos
cistos de Giardia e dos oocistos de Cryptosporidium no ambiente: as formas de
resisténcia destes protozoarios séo capazes de sobreviver aos processos de cloragéo
da agua e apresentam elevada persisténcia as condi¢des adversas ambientais; por
exemplo, em aguas superficiais de rios, permanecem infectantes por até seis meses, a
uma temperatura de 20 °C (FAYER et al., 2000).

Apesar de ter sido comprovada a ocorréncia desses protozoarios em uma das
fontes de agua, deve-se ressaltar a inexisténcia de dados devidamente documentados
e comprovados sobre a ocorréncia de surtos de giardiose e de criptosporidiose de
transmissdo hidrica no Brasil (CENTRO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2009).

Os surtos descritos até o momento, em sua maioria, referem-se a episddios que
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ocorreram entre criangas que frequentavam creches (GONCALVES et al., 2006), com

via de transmissao por contato interpessoal (FRANCO, 2007).
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Figura 1 - Caracterizagdo parasitolégica de agua de irrigacdo de fontes de
abastecimento em cinco unidades produtoras (UP) de alface, situadas
na regido de Vigcosa — MG, nos periodos de seca e aguas, médias de
trés repeticoes.

Pesquisas realizadas nos EUA demonstraram que mais que 80% das aguas
superficiais de lagos, rios, represas e corregos) e 26% das aguas tratadas analisadas
continham oocistos de Cryptosporidium, com densidade entre de 0,001 e 484
oocistos’L™' em aguas superficiais e de 0,005 a 0,17 oocistos’L™' em aguas tratadas
(SMITH e ROSE, 1998). Do mesmo modo, foram detectados oocistos em 77% e 75%
de amostras de agua de rios e lagos dos EUA respectivamente, em 83% das aguas
superficiais protegidas da atividade humana e em 28% das amostras de agua tratada
(ROSE, 1988).

Outros estudos realizados nos EUA relataram ocorréncia de oocistos em aguas
superficiais de 0,02 a 1,3 oocistosL . Areas protegidas da atividade antrépica
continham concentrag¢des entre 0,02 a 0,08 oocistos'L™", enquanto represas e lagos que
receberam descarga de efluentes e aguas provenientes de atividades agropecuarias
continham concentracées de 0,91 a 2,58 oocistosL”' e rios de 0,94, 1,09 e 1,2
oocistosL™ (ROSE, 1990).
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As unidades produtoras 1, 2, 3, 4 e 5 (Figura 2) utilizavam fontes de agua para
irrigacédo das hortalicas provenientes de pogo semi-artesiano, mina, nascente, cérrego
e pogo artesiano, respectivamente. Vale ressaltar que a agua da unidade produtora 1
era bombeada de dois pog¢os semi-artesianos para um tanque de fibra de vidro aberto e
sem procedimentos de higienizagao regulares (Figura 3a). O tanque reservatorio nao
era higienizado com freqiiéncia, assim, foi observada a presenca de algas, que
deixavam a agua com coloragéo esverdeada (Figura 3b). Algo semelhante ocorreu na
unidade produtora 2, onde a agua da mina era bombeada para um tanque de alvenaria
grande (Figura 4a) e, posteriormente, a 4gua contida nesse lugar era transportada por
gravidade para um outro tanque menor (Figura 4b), ambos em mas condi¢bes
higiénicas. Essas condi¢cdes possibilitavam o acesso de animais que poderiam ser
fonte de contaminacdo desses ambientes. Nas demais unidades produtoras, a agua
era bombeada da fonte de abastecimento diretamente para as hortas. Foi constatado
que em todas as fontes ndo existia tratamento da agua destinada a irrigacdo de
hortalicas.

Observou-se que ambos protozoarios ndo foram encontrados nas aguas de
irrigacdo provenientes de poco semi-artesiano (UP1), mina (UP2), nascente (UP3) e
poco artesiano (UP5), conforme mostrado na Figura 1. No entanto, no Brasil, em
estudo realizado em Fortaleza, a ocorréncia de Cryptosporidium em agua de pocos foi
de 22,2% das 18 amostras analisadas (NEWMAN et al., 1994). Gamba et al. (2000)
analisaram 8 amostras de agua de pocos utilizadas para consumo no municipio de
ltaquaquecetuba, Sao Paulo, observando-se a ocorréncia de oocistos de
Cryptosporidium em 100% das amostras. Thompson (2000) observou a presenca de
oocistos em 50% das seis amostras de agua para consumo. Ré (1999) pesquisou a
presenga de Cryptosporidium e Giardia em cinco amostras de agua tratada e sete
amostras de agua de pocos. Oocistos de Cryptosporidium nao foram detectados em
nenhuma das amostras, enquanto que cistos de Giardia foram somente detectados em

16,66% das amostras de agua tratada.
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Figura 2 - Unidades produtoras de alface de acordo com suas respectivas fontes de
agua para irrigacao: (1) pogo semi-artesiano; (2) mina; (3) nascente; (4)
cérrego e (5) pogo artesiano.
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Figura 3 - Reservatorio utilizado para armazenagem de agua proveniente de dois pogos
semi-artesianos antes do bombeamento para irrigacdo das hortalicas da

unidade produtora 1.

Figura 4 - Reservatoérios utilizados para armazenagem de agua proveniente de mina
antes do bombeamento para irrigacdo das hortaligas da unidade

produtora 2.

Foram comprovados em outros estudos que, em geral, a agua usada na
irrigacao é proveniente de rios, cérregos, lagos, minas ou po¢os adjacentes as hortas,
sendo raro o uso de agua de abastecimento publico. Isso ocorre devido principalmente
ao seu alto custo, uma vez que a demanda de agua exigida para este proposito &
bastante alta. Portanto, a agua destinada a irrigacao é transportada através de bombas
ou canais desde a fonte de abastecimento até as hortas, sem qualquer tratamento
prévio, podendo constituir uma fonte potencial de enteropatégenos para o vegetal a ser
irrigado (OLIVEIRA e GERMANO, 1992; THURSTON-ENRIQUEZ et al., 2002;
SOARES e CANTOS, 2005).

No meio rural, o risco de ocorréncia de surtos de doencas veiculadas pela agua

€ muito alto, principalmente em fung¢ao da possibilidade de contaminagéo bacteriana de
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aguas que muitas vezes séo captadas em pocgos inadequadamente vedados e
préximos de fontes de contaminagéo, como fossas e areas de pastagem ocupadas por
animais (STUKEL et al., 1990).

Constatou-se que apenas as alfaces pertencentes a unidade produtora 4
apresentaram resultados positivos para presenga de Cryptosporidium spp. e Giardia
spp. (Figura 5). Assim, quando foram avaliadas amostras de alface irrigadas com agua
de corrego durante o periodo de seca, foram encontrados resultados médios de 15,6
oocistos'(100 g)" de Cryptosporidium spp. e 37,9 cistos'(100 g)' de Giardia spp.
Durante o periodo das aguas, houve aumento da contaminagéo para 46,7 oocistos (100
g)" e 66,8 cistos.(100 g)"'. Dessa forma, houve diferenca no niimero de (oo)cistos entre

os periodos (P < 0,05).
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Figura 5 - Caracterizacdo parasitologica de alface produzida em cinco unidades
produtoras (UP) de alface, situadas na regido de Vigosa — MG, nos
periodos de seca e aguas, médias de trés repeticdes.

Antunes (2009) avaliou o consumo de alface pelos usuarios de restaurantes da
cidade de Vigosa, MG. Assim, durante o periodo de avaliagao, foi constatado que 47,6
% consomem a porgédo pequena de alface estimada em 8,0 g, 43,2 % consomem a
porcao média estimada em 20 g, 7,5 % consomem a porgédo grande estimada em 30 g
e 1,8 % nao consomem alface em suas refei¢cdes. A partir dos resultados encontrados
por Antunes (2009) relacionando-se com os resultados de ocorréncia de

Cryptosporidium e Giardia nessa pesquisa, principalmente durante o periodo das
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aguas, pode-se dizer que ha um perigo a populagéo consumidora das porgdes média e
grande de alface, uma vez que a dose infecciosa desses protozoarios é relativamente
baixa. Segundo Schlundt et al. (2004), 10 oocistos sdo capazes infectar humanos,
dependendo do estado imunoldgico do individuo e do gendtipo do Cryptosporidium. A
dose infecciosa de Giardia pode variar entre 10 e 100 cistos de acordo com dados da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004).

Outros trabalhos constataram a ocorréncia de Cryptosporidium spp. (CAPUANO,
et al., 2001; TAKAYANAGUI et al.,, 2001; SILVA et al., 2005) e de Giardia spp.
(OLIVEIRA e GERMANO, 1992; TAKAYANAGUI et al., 2000; TAKAYANAGUI et al.,
2001) em folhas de alface comercializadas em diferentes cidades brasileiras.

E provavel que a contaminagéo das hortalicas por oocistos de Cryptosporidium
spp. e outros parasitas como Giardia spp. seja proveniente, em especial, das condigbes
sanitarias do ambiente em que sao cultivadas, das praticas de cultivo, da qualidade da
agua usada na irrigacdo e na higienizacdo antes de serem comercializadas em
supermercados, feiras e sacoldes (SILVA et al., 2005). A Figura 6 mostra a presenca
de animais domésticos e de gado proximos as plantagbes de alface, o que pode
favorecer a ocorréncia de (oo)cistos nas hortalicas devido a disseminagcao dessas

estruturas por suas fezes.

Figura 6 - Acesso de animais as hortas que podem ser fontes de contaminag¢édo desses
ambientes.

A contaminagdo das hortalicas avaliadas nesse experimento poderia ser
proveniente da agua, do adubo organico compostado ou do solo. No entanto, foi
possivel observar que somente a agua utilizada na irrigacdo foi a principal fonte de

contaminagdo de Cryptosporidium spp. e de Giardia spp. (Tabela 2). Assim, a
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contaminacgao parasitolégica da alface descreveu uma relagéo direta entre o numero de

protozoarios presentes na hortalica e o numero de protozoarios na agua (Tabela 2).

Tabela 2 - Estimativas das equacdes de regresséo da contaminagéo microbioldgica de
alface em fungdo da contaminacdo da agua de irrigagcdo usada nas
unidades produtoras

Microrganismo Equacéo de Regresséao R? (%)
Cryptosporidium spp. Y = 1,867 + 0,870*AG 92,90
Giardia spp. Y = 1,738 + 3,166*AG 89,40

* significativo a 5% de probab|I|dade pelo teste t (P < 0,05)
Y = nimero de (oo)cistos’ (1009) de alface; AG = microrganismo avaliado na agua

Segundo Pacheco et al. (2002), as aguas destinadas a irrigacdo sao fontes
originais de contaminagdao quando comportam grande quantidade de microrganismos
como enteroparasitas e bactérias. Dessa forma, alimentos que estdo em contato direto
com aguas contaminadas e sao consumidos crus constituem fontes provaveis desses
microrganismos e merecem especial atencdo, principalmente nos paises em
desenvolvimento, onde o estado nutricional da populacdo €& precario, interferindo
diretamente nas condigdes imunologicas dos individuos. Criangas, imunodeprimidos e
debilitados sao considerados grupos susceptiveis, favorecendo o aparecimento dessas
enfermidades.

Foram detectados oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.
apenas nos adubos organicos utilizados em duas unidades produtoras. Na unidade
produtora 1, foram encontrados (0o)cistos somente no periodo chuvoso. Enquanto que
na unidade produtora 4, os (oo)cistos estavam presentes em ambos os periodos
(Figura 7). Isso pode ter ocorrido devido ao ndo cumprimento do periodo minimo de
realizacdo da compostagem do adubo orgénico que é de, aproximadamente, quatro
meses. Essa pratica de realizacdo de compostagem de adubo em tempo inferior ao
recomendado € muito comum na regido avaliada e foi relatada por alguns proprietarios
das hortas. A Figura 8 ilustra os adubos organicos em compostagem em algumas
unidades produtoras avaliadas. Apesar de ter havido ocorréncia de Cryptosporidium
spp. e Giardia spp. no adubo das unidades produtoras 1 e 4 (Figura 7), esse fato
demonstrou que a presenga dos protozoarios no adubo pode contribuir para a
contaminacao da alface, no entanto, ndo é determinante para que isso ocorra (Figura
5).
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Figura 7 - Caracterizagdo parasitolégica de adubo organico produzido em cinco
unidades produtoras (UP) de alface, situadas na regido de Vigosa — MG,
nos periodos de seca e aguas, médias de trés repeticoes.

Figura 8 - Compostagem de adubo organico

em unidades produtoras de alface

situadas na regido de Vigosa - MG.
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A utilizacdo de adubos de animais, compostos organicos ou outra fonte de
adubos recomendada pelas normas técnicas de producgado, tem demonstrado uma
elevada eficiéncia na melhoria da fertilidade dos solos e no desempenho técnico e
econOmico de cultivos (SOUZA, 2003). No entanto, a incorporacao de adubos mal
tratados no solo pode ser uma fonte importante de contaminagdo microbiolégica, tanto
para os produtos provenientes do sistema organico como daqueles oriundos do
sistema convencional (DAROLT, 2003).

Quando se avaliou o solo, foi constatada presenca de Cryptosporidium spp. em
apenas duas unidades produtoras com concentragdes médias de 6,40 oocistos'(25 g)”’
e 5,30 oocistos’(25 g)'. A presenca de Giardia spp. foi relatada nas unidades
produtoras 3, 4 e 5 com contaminagcdes médias variando entre 6,70 e 13,30
cistos’(25 g)”'. Quando presentes, ambos protozoarios foram encontrados em maior

quantidade no periodo das aguas (Figura 9).
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Figura 9 - Caracterizacdo parasitolégica de solo presente em cinco unidades
produtoras (UP) de alface, situadas na regido de Vicosa — MG, nos
periodos de seca e aguas, médias de trés repeticdes.

Apesar da contaminagao evidente de determinadas amostras de adubo e de solo
em algumas propriedades, essa pesquisa evidenciou que a principal fonte de
transmissao de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. foi a agua de irrigagdo de ma
qualidade. Esse resultado foi confirmado pelo fato de apenas as alfaces cultivadas na

unidade produtora 4 terem apresentado contaminagdo com os protozoarios e que essa
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mesma propriedade foi a unica que apresentou agua com a presenca desses

microrganismos.

4.2. Avaliacao de diferentes parametros de qualidade na producao alface

4.2.1. Turbidez da agua usada para irrigagao

Valores de turbidez das aguas usada para irrigacéo de alface e de pluviosidade
durante os dois periodos avaliados podem ser observados na Figura 10. Em geral, a
turbidez foi menor no periodo de seca. Pode-se observar que os menores valores de
turbidez foram observados na agua de irrigacdo das unidades produtoras 1, 3 e 5, as
quais apresentaram 0,78, 0,98 e 0,63 UNT, respectivamente.
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Figura 10 - Valores médios de turbidez da agua utilizada na irrigacdo de alface,
expressos em Unidades Nefelométricas de Turbidez (UNT) e medidas de
pluviosidade média da semana de coleta, expressas em mm, segundo a
unidade produtora (UP), avaliadas nos periodos de seca (maio a
setembro) e aguas (outubro a fevereiro).

Verificou-se que a agua da unidade produtora 2 apresentou uma turbidez média
de 9,49 UNT na seca e de 18,67 UNT nas aguas (Figura 10). Um problema com
relacdo a turbidez dessa agua era a forma incorreta de armazenamento da mesma,
pois a agua da mina era bombeada para um tanque de alvenaria grande e,

posteriormente, a agua contida nesse lugar era transportada por gravidade para outro
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tanque de alvenaria menor, sem qualquer condi¢cdo higiénica, conforme ilustrado
anteriormente na Figura 4. Em conseqéncia disso, a agua ficava exposta as diversas
variagdes climaticas, além das possiveis fontes de contaminagéo favoraveis ao local de
armazenamento como, por exemplo, o acesso de animais.

A turbidez mais elevada foi observada na agua proveniente do coérrego, unidade
produtora 4, em ambos periodos de avaliagédo, alcancando valores médios de 41,80
UNT durante a época das aguas (Figura 10). Um exemplo ilustrativo do aumento da
turbidez da agua do coérrego durante o periodo de maior pluviosidade é mostrado na
Figura 11b.

T O e—

Figura 11 - Turbidez da agua do cérrego, pertencente a unidade produtora 4, durante
os periodos de seca (a) e aguas (b).

Vale ressaltar que a Resolug¢ado n® 357/MMA estabelece, dentre varias condi¢des
de qualidade da agua, que o padrao de turbidez para aguas usadas para irrigacéo de
hortalicas que sao consumidas cruas ndo deve ultrapassar 40 UNT (BRASIL, 2005).
Essa resolugdo n&do aborda a contaminagdo da agua por protozoarios. Assim,
avaliando-se a turbidez encontrada nas diferentes fontes de agua das unidades
produtoras, todas as aguas estavam de acordo com essa recomendacao para agua de
irrigacdo, com exceg¢do da agua da unidade produtora 4 na época de aguas. No
entanto, em alguns estudos foi observado que valores de turbidez elevados podem
estar associados com a presenca de Cryptosporidium spp. e Giardia spp.
(LECHEVALLIER et al., 1991; FOX et al., 1996; MEDEMA et al., 1998; FRANCO et al.,
2001b) devido a aderéncia dos (oo)cistos a compostos organicos e inorganicos
responsaveis por esse parametro fisico-quimico de qualidade. Esses estudos estao de

acordo com os resultados desse trabalho, pois foram encontrados (oo)cistos de
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Cryptosporidium spp. e Giardia spp. justamente na fonte de agua que apresentou os
maiores valores de turbidez.

Assim, quanto maior o grau de turbidez, maior possibilidade da presenca desses
protozoarios. A Portaria n°® 518/MS (BRASIL, 2004) relaciona o grau de turbidez da
agua com a presenga de Cryptosporidium spp., entretanto, ndo esta relacionada com
agua utilizada para irrigagdo de hortalicas. Dessa forma, essa legislacdo recomenda
um valor maximo de 0,5 UNT para o grau de turbidez da agua potabilizada no que se
refere ao controle de Cryptosporidium spp. No entanto, foi observado que os oocistos
ainda ocorrem quando a turbidez encontra-se com o valor de 0,19 UNT, de forma que a
garantia de seguranca efetiva seria obtida com a turbidez de 0,10 UNT
(LeCHEVALLIER et al., 1991).

Como descrito anteriormente, a ocorréncia de (oo)cistos de protozoarios é maior
na época das aguas. Esses resultados reforcam a influéncia do aumento da
pluviosidade sobre a ocorréncia de (oo)cistos em agua de coérrego e em alfaces
provenientes da unidade produtora 4. Comportamento semelhante foi observado em
outros trabalhos os quais ressaltaram que os periodos de estiagem favorecem a
estagnacao da agua nos corregos, lagos e reservatoérios e o florescimento de algas. Em
contrapartida, os periodos chuvosos acarretam a ressuspensido do material
sedimentado no fundo de lagos e rios, favorecendo a elevagdo das concentragdes de
particulas e, conseqientemente, os cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium a
elas associadas (ATHERHOLT et al., 1998; DAVIES et al., 2004; HELLER et al., 2006).

No periodo de aguas, o aumento da turbidez da agua associada a maior carga
de sedimento coletado incrementa o numero de (oo)cistos encontrados, o que vem
confirmar uma queda na qualidade parasitolégica da agua de irrigacdo durante o
periodo de maior pluviosidade.

A turbidez em si ndo traria inconvenientes sanitarios, nédo fosse a natureza
quimica de certas substancias em suspensao que poderao estar presentes, bem como
a ocorréncia de organismos patogénicos associados a essas substancias.
Freqlentemente a matéria em suspensao atua como um protetor para os
microrganismos patogénicos, protegendo-os da agdo de agentes sanitizantes utilizados
nas estacdes de tratamento, contribuindo assim para veiculagdo de doencas (VIANA,
2002).
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4.2.2. Parametros microbiolégicos de qualidade na produgao de alface

A avaliagdo da qualidade da agua de irrigacéo, da alface, do adubo orgénico e
do solo na producao de alface nas propriedades durante os periodos de seca e chuvas
é apresentada na Figura 12.

Observou-se que as amostras de agua, alface, adubo e solo apresentaram
presenca de esporos anaerébios com diferentes niveis de contaminagado (Figura 12).
Os maiores numeros desses microrganismos foram encontrados no adubo organico e
no solo, com contagens maximas de 5,44 log UFC'g” e de 6,27 log UFC-g™ durante o
periodo de aguas, respectivamente. Embora a presenca dos esporos anaerdbios tenha
sido detectada em todas as amostras de alface, essa contaminagédo nao foi associada
as outras fontes de contaminac&o avaliadas, como por exemplo, o adubo organico, o
solo e ainda, a agua de irrigacao (Tabela 3). Ja a contaminagdo do solo por esses
mesmos microrganismos ocorreu devido a agua utilizada na irrigagdo e ainda ao adubo
organico misturado ao solo durante o cultivo (Tabela 4).

A alface apresenta microbiota natural que provém do ambiente, sendo
influenciada pela estrutura da planta, técnicas de cultivo, transporte e armazenamento.
Consequientemente, a microbiota encontrada na fonte de producédo é constituida
tipicamente por microrganismos que nao sao patogénicos para o homem. No entanto,
mudangas em praticas agronémicas ou de processamento, preservacdo, embalagem,
distribuicdo e comercializagdo dos alimentos tém sido responsabilizadas pelo aumento
no numero de surtos e, ou infecgdes causadas por patdgenos veiculados por vegetais.
Tais alteragdes incluem o uso de esterco animal ndo submetido a compostagem como
fertilizante e o uso de esgoto ou de agua de irrigagdo nao-tratada, as quais podem
contribuir para a contaminag¢ao do alimento por patdégenos ainda no campo (BEUCHAT,
2002).

A presenca de C. perfringens foi constatada na agua usada para a irrigacéo
proveniente do corrego apenas no periodo das aguas, enquanto que nenhuma amostra
de alface apresentou contaminacgéo por esse patogeno (Figura 12). Apenas os adubos
organicos utilizados nas unidades produtoras 3 e 4, ambos no periodo de aguas,
apresentaram contagens médias de 1,00 log UFCg' e 4,00 log UFCg",
respectivamente. As maiores contaminag¢des foram determinadas no solo (Figura 12),
sendo que as mesmas nao foram associadas com a contaminagdao da agua nem do

adubo orgénico (Tabela 4), ja que C. perfringens fazem parte da sua microbiota natural.
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Figura 12 - Qualidade bacteriolégica de amostras de agua, alface, adubo organico e
solo coletadas nas unidades produtoras (UP) de alface em periodos de

seca e aguas.
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Tabela 3 - Estimativas das equacdes de regressao da contaminacgéo bacteriologica de
alface em funcdo das contaminagcbes da agua de irrigagcdo, do adubo
organico e do solo utilizados nas diferentes unidades produtoras de alface

Microrganismo Equacao de Regresséao R? (%)
Esporos anaerobios Y =2,36 -
Clostridium perfringens Y=0 -
Esporos aerdbios Y =0,519 + 0,341*AG + 0,541*AD 83,28
Bacillus spp. Y =398 -
Coliformes a 35 °C Y =2,873 + 0,477*AD 74,30
Escherichia coli Y =0,53 -
Pseudomonas spp. Y =2,426 + 0,912*AG 97,00

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste t (P < 0,05)
Y = log UFC'g'1; Y = Média do log UFC‘g'1; AG = microrganismo avaliado na agua; AD = microrganismo
avaliado no adubo organico.

Tabela 4 - Estimativas das equacdes de regressao da contaminacao bacteriolégica do
solo em fungdo das contaminagcdes da agua de irrigacdo e do adubo
organico utilizados nas diferentes unidades produtoras de alface

Microrganismo Equacao de Regresséao R? (%)
Esporos anaerébios Y =1,627 + 0,0,410*AG + 0,566*AD 78,00
Clostridium perfringens Y =1,58 -
Esporos aerébios Y =5,699 + 0,343*AD 82,00
Bacillus spp. Y =2,369 + 0,670*AD 90,00
Coliformes a 35 °C Y =5,38 -
Escherichia coli Y =0,87 -
Pseudomonas spp. Y = 2,434 + 0,302*AG + 0,386*AD 96,00

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste t (P < 0,05)
Y =log UFC'g'1; Y =log UFC'g’1; AG = microrganismo avaliado na agua; AD = microrganismo avaliado no
adubo orgénico.

Esporos aerobios e de Bacillus spp. foram encontrados em todas as amostras
em ambos periodos avaliados (Figura 12). Constatou-se que a contaminacéo da alface
por esporos aerdbios ocorreu devido as contaminagdes provenientes da agua e do
adubo organico e nao do solo utilizado durante o cultivo (Tabela 3). No entanto, agua e

adubo ndo foram fontes de contaminacgdo de Bacillus spp. em alface (Tabela 3). O
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adubo foi o principal responsavel pela presenca de esporos aerbbios e Bacillus spp. no
solo (Tabela 4).

A Resolucao n° 357/ MMA (BRASIL, 2005) e a Resolugéo n° 12/MS (BRASIL,
2001) nao estabelecem limites ou indices maximos para contagem de coliformes a
35 °C para agua de irrigacao e hortalicas consumidas cruas, respectivamente. Porém,
a presencga desses microrganismos pode indicar condigdes higiénicas insatisfatérias.
Foi verificada a presencga de coliformes a 35 °C em todas as amostras de agua, com
excecao da agua proveniente do pogo artesiano (UP5) na época de seca (Figura 12). A
agua da mina (UP2) que era bombeada para o tanque de alvenaria antes da irrigacéo e
do cérrego (UP4) foram as que apresentaram maiores numeros de coliformes a 35 °C e
E. coli, expressos em log NMP:(100 mL)", principalmente na época das aguas (Figura
12). As alfaces produzidas em todas as unidades produtoras apresentaram
contaminacdes por coliformes a 35 °C que variaram entre 4,68 log UFC'g™' e 5,05 log
UFCg™" na seca e entre 5,70 log UFC'g" e 5,94 log UFCg™" no periodo de aguas. As
alfaces mais contaminadas com E. coli eram produzidas nas unidades produtoras 3 e 4
(Figura 12). A Tabela 3 mostra que a contaminagéo da alface por coliformes a 35 °C foi
proveniente principalmente do adubo organico. Os maiores riscos de contaminacao de
hortalicas consumidas cruas estdo nas praticas de agricultura que envolve adubos de
origem animal e vegetal. A situagdo &€ mais séria nos paises menos desenvolvidos,
onde o uso de adubos naturais ou parcialmente tratados € comum e o risco € maior nos
vegetais que crescem junto ao solo (LIMA, 2009).

Todas as amostras de solo apresentaram numeros elevados de coliformes a
35 °C em ambos os periodos e essa contaminacdo foi proveniente da microbiota
natural do mesmo (Tabela 4). O solo possui outros fatores, além de sua composig¢ao
natural, que favorecem a sobrevivéncia de inUmeros microrganismos como umidade,
temperatura e pH (LIMA, 2009). Sendo E. coli considerada como o indicador fecal
recente mais especifico e de eventual presengca de microrganismos patogénicos, os
resultados de contaminagdo de adubo era esperado uma vez que € adicionado ao
plantio sem o cumprimento do tempo minimo de compostagem.

Foram encontradas células de Pseudomonas spp. em todos os tipos de
amostras e em ambos os periodos (Figura 12). Possivelmente, as contagens que
variaram de 4,23 log UFC'g” durante a seca a 5,76 log UFC'g” nas aguas em alface
ocorreram devido a contaminagdo da agua de irrigacédo (Tabela 3). Além dessa fonte

de contaminacao, ja foi constatado que bactérias do género Pseudomonas fazem parte
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da microbiota natural da alface (BRACKETT, 1997; PORTE e MAIA, 2001; HEATON e
JONES, 2008). Os autores dessas pesquisas relataram que Pseudomonas sao as
principais bactérias responsaveis pela deterioracdo de folhas de alface principalmente
por serem psicrotroficas, possuirem crescimento rapido, serem produtoras de enzimas
pectinoliticas que provocam a destruicdo dos tecidos e consequentemente, a
deterioragdo da hortalica. Avaliando-se a contaminacao do solo, foi possivel observar
que Pseudomonas spp. foram provenientes tanto da agua quanto do adubo organico
(Tabela 4).

As influéncias de variagbes climaticas sobre a presenga dos microrganismos,
onde incluem baterias e protozoarios, em alface, agua, adubo e solo também foram
observadas nesse estudo. Observou-se que houve diferenca (P < 0,05) entre a
presenga de todos os microrganismos avaliados nos periodos de seca e de aguas.
Assim, em todas as unidades produtoras foram encontradas maiores contaminagdes

durante a época de maior pluviosidade (Tabela 5).

Tabela 5 - Médias do numero total de microrganismos (NTM), protozoarios e bactérias,
em agua de irrigacdo, expressas em log NTM(100 mL)", avaliados em
diferentes unidades produtoras (UP) de alface nos periodos de seca e

aguas
Unidade Produtora Periodos ]
Seca Aguas

UP 1 0,89cB 1,32cA
UP 2 1,43b B 203bA
UP 3 0,86 cB 1,51 cA
UP 4 204aB 281aA
UP 5 0,37dB 0,76 d A

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e médias seguidas pela mesma letra maiuscula
na linha ndo diferem entre si pelos testes de Tukey e F (P > 0,05), respectivamente.

Foi possivel classificar as unidades produtoras de acordo com as contaminacgdes
microbioldégicas da agua de irrigacdo. Dessa forma, constataram-se maiores
contaminagdes da agua na unidade produtora que utilizava agua do cérrego (UP4) para
irrigacdo das hortalicas. A agua proveniente do pogo semi-artesiano (UP1) que
armazenava a agua no tanque de fibra de vidro e a agua da nascente (UP3)

apresentaram niveis de contaminagao semelhantes. Enquanto que a unidade produtora
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que utilizava agua de pocgo artesiano (UP5) continha as menores médias gerais de
microrganismos, o que permite classifica-la como a melhor fonte de agua para a

irrigacao de alface nesse estudo (Tabela 5).

4.3. Correlagao entre a ocorréncia de Cryptosporidium spp., Giardia spp., diferentes

parametros bacteriolégicos e turbidez

Na Tabela 6, &€ apresentada a correlagao entre os protozoarios avaliados e os
parametros microbiolégicos de agua, alface, adubo e solo, e ainda, turbidez da agua
nas diferentes propriedades. A associagao entre os parametros de qualidade da agua
com a presenca de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. € um subsidio para prever a
sua ocorréncia no ambiente e, com isso, orientar quanto aos procedimentos
preventivos que devem ser empregados.

Constataram-se, na agua de irrigagao (Tabela 6), correlagdes altas entre ambos
protozoarios (r = 0,98), entre protozoarios e C. perfringens (Cryptosporidium: r = 0,81;
Giardia: r = 0,78) e, ainda, entre protozoarios e turbidez (Cryptosporidium: r = 0,76;
Giardia: r = 0,78).

Altherholt et al. (1998) também identificaram correlacdo positiva entre
Cryptosporidium spp. e Clostridium perfringens em agua. O grupo das bactérias
anaerobias, especificamente o Clostridium perfringens, tem sido bastante estudado
como indicadores de contaminagdo ambiental mais remota, onde outros indicadores de
menor resisténcia ndo seriam encontrados. O monitoramento deste indicador fornece
subsidios para avaliar a eficiéncia da remogao de organismos patogénicos resistentes,
como os protozoarios (SCHIJVEN et al., 2002; BASTOS et al., 2004; SAVICHTCHEVA
e OKABE, 2006).

Um dado interessante foi a existéncia de associacdo estatisticamente
significativa entre ambos os protozoarios na agua e a turbidez (Tabela 6). Conforme
descrito no trabalho de Altherholt et al. (1998), os periodos chuvosos aumentaram as
concentragbes de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. na agua bruta, primariamente
por afetarem a turbidez, por meio da ressuspensao dos sedimentos ou suspenséo de
solo e matéria fecal antiga. Ainda vale ressaltar que a maioria dos casos de surtos de
criptosporidiose nos EUA esteve acompanhada de picos de turbidez na agua (SOLO-
GABRIELE e NEUMEISTER, 1996).
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Tabela 6 - Resultados das anadlises de correlagcéo, pelo teste de Pearson, entre
Cryptosporidium spp., Giardia spp., parametros microbiologicos e turbidez
avaliados em agua de irrigacdo, alface, adubo, solo proveniente das
unidades produtoras

Coeficiente de Pearson (r)

Paréametros .

Agua Alface Adubo Solo
Cryptosporidium spp. x Giardia spp. 0,98** 0,97* -0,06 0,82**
Cryptosporidium spp. x Esporos anaerdbios 0,63** 0,48** -0,17 0,05
Cryptosporidium spp. x C. perfringens 0,81* 0,00 0,00 0,00
Cryptosporidium spp. x Esporos aerébios 0,57* 0,24 -0,15 0,28
Cryptosporidium spp. x Bacillus spp. 0,46 -0,07 -0,08 0,36*
Cryptosporidium spp. x Coliformes a 35 °C 0,55** 0,09 -0,02 0,10
Cryptosporidium spp. x E. coli 0,65** 0,34* -0,05 0,40*
Cryptosporidium spp. x Pseudomonas spp. 0,47** 0,36* -0,08 0,27
Cryptosporidium spp. x Turbidez 0,76** - - -
Giardia spp. x Esporos anaeroébios 0,66** 0,45** 0,06 0,05
Giardia spp. x C. perfringens 0,78** 0,00 -0,07 0,02
Giardia spp. x Esporos aerébios 0,57** 0,22 0,23 0,25
Giardia spp. x Bacillus spp. 0,45** -0,11 0,25 0,38*
Giardia spp. x Coliformes a 35 °C 0,55** 0,00 0,14 0,22
Giardia spp. x E. coli 0,60** 0,30 0,19 0,49
Giardia spp. x Pseudomonas spp. 0,49* 0,35 0,30 0,36*
Giardia spp. x Turbidez 0,78** - - -

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t (P < 0,01)
* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste t (P < 0,05)

Com relagao aos indicadores bacterianos de contaminagao fecal, coliformes a 35
°C e E. coli, néo foi verificada correlacado elevada com a ocorréncia de protozoarios na
agua (Tabela 6). Esse resultado retorna a discussao sobre as limitagcdes desses grupos
bacterianos que reconhecidamente, s&o insuficientes para testar a auséncia de
protozoarios na agua (NIEMINSKI e ONGERTH, 1995, GAMBA et al., 2000). E
importante ressaltar que o uso do grupo “coliformes” como indicadores da qualidade da
agua para consumo humano, no que tange a presenca de Cryptosporidium e Giardia,
tem sido muito questionado devido ao fato de que as bactérias sdo organismos menos
resistentes ao processo de cloragdo do que os protozoarios em questdo. Ressalte-se
que varios surtos de criptosporidiose ocorreram nos Estados Unidos e foram
associados a agua de consumo humano, apesar da mesma atender aos padrdes
bacteriologicos vigentes naquele pais (KRAMER et al, 1996. SAVICHTCHEVA e
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OKABE, 2006). Craun et al. (1997) avaliaram alguns surtos de veiculagédo hidrica nos
Estados Unidos, envolvendo varios patdgenos e ressaltaram que os coliformes séo
indicadores para bactérias e virus, porém, ndo para os protozoarios.

As demais associa¢des, mesmo quando significativas, apresentaram correlagdes
muito baixas ou nao representaram boas correlagdes entre protozoarios e bactérias em
agua (Tabela 6). Esses resultados parecem sugerir que esporos anaerdbios, esporos
aerobios, Bacillus spp., coliformes a 35 °C e Pseudomonas spp. nao foram adequados
para avaliagdo da qualidade parasitologica da agua de irrigacao nesse experimento.

Houve elevada correlagao entre oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia
em alface (r = 0,97) e no solo (r = 0,82). Porém, todos os outros parametros
microbiolégicos estudados em alface, adubo orgénico e solo apresentaram baixa ou
nenhuma correlagdo com ambos os protozoarios (Tabela 6).

Outros trabalhos ainda deverdo ser realizados para verificar a eficiéncia de um
bom indicador da presenca de protozoarios em amostras de agua, alface, adubo
organico e solo, o que auxiliaria na indicacdo dos pontos em que a pesquisa de

Cryptosporidium spp. e de Giardia spp. deveria ser prioritariamente realizada.
4.4. Teste do desafio microbiolégico

O teste do desafio microbiolégico pode ser realizado com microrganismos de
interesse. Nessa pesquisa foram utilizados oocistos de C. parvum. Esse protozoario foi
escolhido por ter sido detectado em amostras de alface que foram irrigadas com agua
de corrego. Para tornar a microbiota da alface em condi¢des mais préximas da
realidade, avaliaram-se células de Pseudomonas fluorescens juntamente com os
oocistos de C. parvum. Essa bactéria foi escolhida pelo fato de ter sido encontrada em
alfaces provenientes de todas as propriedades avaliadas em concentragées em torno
de 5 log UFC'g™". Além disso, P. fluorescens faz parte da microbiota natural da alface,
sdo as principais responsaveis pela deterioracdo dessa hortalica e possuem boa
capacidade de adesdo em superficies de alimentos.

Os resultados mostraram que nao houve diferenga (P > 0,05) entre o numero de
reducdes decimais (RD) de oocistos de C. parvum em culturas pura e mista.

As solugdes surfactantes avaliadas apresentaram diferengas significativas (P <
0,05) nas médias das RD de oocistos de C. parvum e de P. fluorescens em cupons de

folnas de alface. Verificou-se que o dodecil sulfato de soédio foi o surfactante mais

92



eficiente quanto a remocgao de oocistos de C. parvum aderidos em cupons de alface,
apresentando média geral de RD de 0,98 log oocistos'cm™ (Tabela 7). No entanto, ao
se avaliar o numero de RD de P. fluorescens, observou-se que, além do dodecil sulfato
de soédio, o cloreto de benzalcbénio (P > 0,05) também foi responsavel pela maior

redugdo decimal sobre as células bacterianas nas condi¢gbes avaliadas (Tabela 7).

Tabela 7 - Médias gerais do numero de redugdes decimais da populagdo de oocistos
de C. parvum, expresso em log oocistos'cm™, e da populacao de células de
P. fluorescens, expresso em log UFC:cm™, aderidos em cupons de alface
lisa, cultivar Vitdéria de Santo Antdo, ap6s a aplicagdo dos surfactantes
Cloreto de Benzalconio, Tween 80 e Dodecil sulfato de sddio

Reducgbes Decimais

Surfactante C. parvum P. fluorescens
(log oocistos'cm™) (log UFC:cm™)
Cloreto de Benzalconio 0,69bB 1,56 a A
Tween 80 0,39cB 0,65b A
Dodecil Sulfato de Sédio 0,98aB 1,20a A

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e médias seguidas pela mesma letra maiuscula
na linha néo diferem entre si pelos testes de Tukey e F (P > 0,05), respectivamente.

Ao se avaliar cada surfactante separadamente, observou-se que o numero de
RD de P. fluorescens foi sempre superior ao de C. parvum (Tabela 7). Esse resultado
pode ser associado ao fato de as células bacterianas terem aderido sempre em maior
quantidade quando comparadas ao numero de oocistos aos cupons de alface (Tabela
8). Diferentemente dos oocistos, essa maior capacidade de adesao das bactérias deve-
se, entre outros fatores, a presenca de apéndices celulares e de substancias
poliméricas extracelulares sintetizadas pelas bactérias, como é o caso de P.
fluorescens, com a finalidade de facilitar a fixagdo das células a superficie de contato
(TRACHOO, 2003).

Segundo McDonnell e Russel (1999), os compostos quaternarios de amonio,
como, por exemplo, o cloreto de benzalconio, sdo capazes de danificar a membrana
externa de bactérias Gram-negativas e, consequentemente, promoverem a liberagéo
de constituintes intracelulares o0 que provoca a morte celular. Esses conhecimentos

sobre o0 modo de acdo dos compostos quaternarios de aménio podem justificar as
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propriedades antibacterianas do cloreto de benzalcénio e, dessa forma, explicar os

numeros de RD encontrados nesse estudo.

Tabela 8 - Médias da populagdo de oocistos de C. parvum em cultura pura e mista,
expressas em log oocistos.cm® e da populacdo de células de P.
fluorescens em cultura mista, expressas em log UFC.cm™, aderidos por 12 h
em agua peptonada 0,1% a 25 °C, em cupons de alface cultivar Vitoria de
Santo Antdo, sem tratamento com surfactante

Média populacional

Microrganismo Tipo de cultura . 5 -
(log oocistos.cm™ ou log UFC.cm™)

C. parvum Pura 1,88

C. parvum Mista 3,78

P. fluorescens Mista 5,63

Apesar da aplicagcéo do dodecil sulfato de sddio ter sido eficiente para a remocgéo
de células aderidas de P. fluorescens, ha uma preocupacédo com relagao ao seu efeito
antimicrobiano. Filoche et al. (2004) demonstraram que a utilizagdo desse surfactante
em concentragdo de 1000 mg'L™" em procedimentos de higienizacéo de placas de vidro
com celulas bacterianas aderidas de trés diferentes espécies foi eficiente. Porém,
esses autores constataram que as células desprendidas da superficie apés o uso do
surfactante permaneciam viaveis, podendo aderir novamente a superficie de contato.
Esses dados sugerem que um agente antimicrobiano efetivo necessita possuir
capacidade de inativar agregados de células aderidas em um curto tempo de exposi¢ao
para minimizar o reestabelecimento dos processos de adesao.

Outros estudos foram realizados a respeito do controle de bactérias aderidas em
outras superficies por dodecil sulfato de sddio. Simbes et al. (2006) verificaram um
baixo efeito desse surfactante, independente da concentracéo utilizada, visto que se
obteve remoc¢bes menores que 30% de células de P. fluorescens aderidas na forma de
biofilme em superficie de aco inoxidavel. Entretanto, Azeredo et al. (2003) constataram
uma boa capacidade de higienizagao de dodecil sulfato de sodio sobre células de P.
fluorescens, também na forma de biofilmes, em superficies de vidro. Segundo esses
pesquisadores, a eficiéncia da remogéo de células bacterianas aderidas ocorreu devido
a alteracdes nas propriedades da parede celular da bactéria que foram provocadas por

esse surfactante.
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No caso da aplicacédo de Tween 80 nos cupons de alface, observou-se que as
médias das RD de ambos os microrganismos foram diferentes e inferiores aos demais
tratamentos (Tabela 7). Esses resultados mostram que as solugbes de Tween 80 nas
concentragbes avaliadas n&o sdo recomendaveis quando se avalia a remocéo de
microrganismos aderidos em alface. De acordo com Prevost et al. (2003), o uso de
surfactantes como Tween 80 pode remover parte da populagcéo de células bacterianas
que estejam aderidas na forma de biofilmes. No entanto, o uso desse surfactante
sozinho nao inativa efetivamente a bactéria e o protozoario avaliados nesse
experimento.

Algumas justificativas sdo dadas para explicar o modo de acgédo de alguns
surfactantes sobre a remocédo de oocistos de C. parvum. Segundo Smith e Rose
(1990), a interacdo ndo covalente entre a superficie negativamente carregada do
oocisto € reduzida pela adicdo de solugbes detergentes como Tween 80 e dodecil
sulfato de sodio que reduzem agregacdes e mantém os oocistos como organismos
individuais, o que facilita a remogao dos mesmos.

A falta de eficiéncia do produto quimico usado para descontaminar a superficie
de alfaces cruas tem sido amplamente atribuida a incapacidade dos componentes
ativos da solugdo em inibir ou inativar as células microbianas. Outros fatores como a
concentragcédo do produto e o tempo de contato com a superficie a ser descontaminada,
também contribuem para a eficiéncia do processo de higienizagdo (BEUCHAT, 2002).

Foram constatadas diferencas no numero de RD de C. parvum e de P.
fluorescens entre as concentracdes dos trés surfactantes (p < 0,05) e de P. fluorescens
entre as concentragbes de cloreto de benzalconio. O numero de RD de C. parvum,
expresso em log de oocistoscm™?, em culturas pura e mista e de P. fluorescens,
expresso em log UFCcm? em cultura pura, em funcdo da concentragdo dos

surfactantes estao representados nas Figuras 13 e 14, respectivamente.
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Figura 13 - Reducgéo decimal (RD) de oocistos de Cryptosporidium parvum, expresso
em log oocistoscm?, em culturas pura e mista com Pseudomonas
fluorescens, aderidos em cupons de alface lisa, cultivar Vitoria de Santo
Antdo, apo6s tratamentos por 10 min de contato com diferentes
concentragbes de Cloreto de Benzalcénio (CB), Tween 80 (TWE) e
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS). *Significativo a 5% de probabilidade pelo
teste t (P < 0,05).
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P. fluorescens
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Figura 14 - Reducao decimal (RD) de Pseudomonas fluorescens, expresso em log
UFC:cm?, aderidas em cupons de alface lisa, cultivar Vitoéria de Santo
Antdo, apds tratamentos por 10 min de contato com diferentes
concentragbes de Cloreto de Benzalconio (CB), Tween 80 (TWE) e
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS). *Significativo a 5% de probabilidade pelo
teste t (P < 0,05).

A eficiéncia na remocédo de oocistos e de células bacterianas indicou uma
relacao direta entre o numero de RD e a concentragdo de surfactante. Observou-se,

em geral, que a reducao das populagdes de C. parvum ap0Os a aplicagdo de todos os
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surfactantes (Figura 13) e de P. fluorescens apés a aplicagéo de cloreto de benzalcbnio
(Figura 14) aumentou significativamente (P < 0,05) com a concentragao de cada tipo de
surfactante independente do tipo de cultura, pura ou mista. Assim, quando se utilizou a
solugéo de cloreto de benzalcénio a 400 mg'L'1 foi possivel obter, em média, redugbes
de 0,16, 0,26 e 0,94 ciclos log de C. parvum em cultura pura (Figura 13), C. parvum em
cultura mista (Figura 13) e P. fluorescens em cultura mista (Figura 14),
respectivamente. Enquanto que em concentracdo de 1900 mgL™, atingiram-se
reducbes de 1,54, 1,05 e 2,21 ciclos log nos mesmos tipos de cultura citados
anteriormente. Esses resultados demonstram a maior eficiéncia desse surfactante para
a retirada de ambos os microrganismos em concentracdo mais elevada, a qual se
encontra mais proxima de sua concentracdo micelar critica (CMC = 1876 mglL™).
Dessa forma, sugere-se utilizar a solugéo de cloreto de benzalcdnio na concentragéo
de 1900 mgL™" para a melhor eficiéncia na remocéo de oocistos de C. parvum e de
células de P. fluorescens aderidos em alface. No entanto, sdo necessarios estudos
toxicologicos para avaliar a possibilidade de efeito nocivo desse produto,
principalmente na concentragcéo sugerida.

Observou-se que o numero de RD de oocistos de C. parvum continuavam a
aumentar mesmo em valores acima da CMC dos surfactantes Tween 80 (CMC = 5
mg'L™") e dodecil sulfato de sodio (CMC = 2310 mg'L™). Em valores maiores ou iguais a
CMC, a tenséao superficial estara reduzida ao maximo, o que podera refletir na maior
molhabilidade da superficie da alface e, consequentemente, na maior remocgédo de
microrganismos a ela aderidos.

Contudo, o efeito da redugcao populacional de P. fluorescens por Tween 80 e
dodecil sulfato de sbédio ndo foi dependente da concentracdo desses surfactantes
(Figura 14). Como o uso do dodecil sulfato de sodio foi mais eficiente do que o uso do
Tween 80 e como ndo houve diferenca de RD entre as diferentes concentragdes
utilizadas, pode-se sugerir a utilizacdo de uma concentragdo mais baixa, como 1000
mgL" de dodecil sulfato de sédio, para a remocédo de células de P. fluorescens
aderidas em alface. Porém, essa concentragédo nao foi eficiente para remocéao de C.
parvum. Contudo, é importante a realizagdo de estudos para avaliar o efeito
toxicolégico desse surfactante na concentragao sugerida.

Ainda ha escassez de trabalhos que relatam a eficiéncia de surfactantes sobre a
remogdo e, ou inativagdo de microrganismos aderidos em hortaligas. Sabe-se que

alguns sanitizantes como compostos clorados e a base de acido peracético, séo
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eficientes sobre a reducdo da populagéo bacteriana de hortalicas. No entanto, ndo tém
efeito sobre protozoarios nas concentragbes recomendadas. Desse modo, mais
pesquisas devem ser desenvolvidas com essa finalidade de modo a oferecer
informacgdes sobre o tipo de produto quimico, concentragéo ideal a ser utilizada, modo
e tempo de aplicagédo, entre outros, para garantir a seguranga alimentar na cadeia
produtiva de hortalicas.

E importante ressaltar que no teste de exclusdo microbiolégica, realizado ap6s o
procedimento de higienizacao inicial, ndo foram encontrados os microrganismos
avaliados nesse experimento. Dessa forma, as células de P. fluorescens e os oocistos

de C. parvum foram provenientes da contaminagao intencional.
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5. CONCLUSAO

Esse estudo revelou informagdes importantes relativas a qualidade
parasitologica na produgdo de alface na regido de Vigosa, MG. Constatou-se a
ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em agua de irrigagao, alface, adubo
organico e no solo em pelo menos uma unidade produtora, no periodo de seca e, ou de
aguas.

A qualidade parasitolégica da agua usada para irrigacéo foi determinante para a
contaminacgao de alface por ambos os protozoarios.

Os periodos de seca e de aguas foram um dos principais fatores a influenciar a
densidade e ocorréncia desses protozoarios principalmente em agua proveniente de
coérrego e em alfaces irrigadas com essa fonte de abastecimento. Foi constatada
também que a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em agua sofreu
influéncia da turbidez e da pluviosidade.

As variacdes climaticas tiveram influéncia sobre a contaminacgéo parasitologica e
bacteriana de todas as amostras avaliadas. Em geral, foram constatadas menores
contaminagdes no periodo de seca. A contaminacdo bacteriana de alface,
principalmente com relagcdo a presenca de esporos aerébios e coliformes a 35 °C,
descreveu uma relagédo direta com a contaminagéo bacteriana proveniente do adubo
organico utilizado no sistema de cultivo. Esses dados mostraram que o uso de adubo
que nao atenda o periodo de compostagem de quatro meses pode ser um problema na
produgéo de alface.

Foram observadas correlacbes elevadas entre a ocorréncia de ambos os
protozoarios em agua, alface e solo. Na agua também foram constatadas correlagdes

altas entre protozoarios e C. perfringens, e protozoarios e turbidez. A presencga de
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Clostridium perfringens indica a contaminacgao fecal remota, onde outros indicadores de
menor resisténcia (E. coli) nao seriam encontrados.

Todos o0s outros pardmetros microbiolégicos estudados em alface, adubo
organico e solo apresentaram baixa ou nenhuma correlagdo com ambos os
protozoarios. Esses resultados indicam que alguns desses indicadores bacteriolégicos
nao sao preditivos para a presenca de Cryptosporidium spp. € Giardia spp.

O processo de detergéncia € importante para ser inserido como uma das etapas
de higienizacdo de folhas de alface. A capacidade de remocg&do de oocistos de C.
parvum em cultura pura ou mista com P. fluorescens pelos surfactantes cloreto de
benzalconio, Tween 80 e dodecil sulfato de sédio é diretamente proporcional a

concentragéo utilizada.
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CAPITULO 3

Captura e retengao de oocistos de Cryptosporidium parvum por biofilmes
de Pseudomonas fluorescens em tubulagao de PVC

utilizada em irrigagao de hortaligas folhosas

1. INTRODUGAO

A qualidade e seguranca da agua sao questbes preocupantes e demandam a
atencdo das autoridades de saude publica. O crescimento populacional em todo o
mundo, a necessidade de quantidades maiores de agua, tanto pela industria como para
irrigacéo agricola, exigem novas demandas de reservas de aguas disponiveis. A agua
pode veicular enteroparasitas, indicando a inexisténcia ou a inadequagao do tratamento
de dejetos e da protecao aos mananciais de agua potavel (FRANCO, 2007).

Dentre os enteroparasitas veiculados pela agua encontra-se o género
Cryptosporidium. Varias espécies desse género foram descritas, mas somente
Cryptosporidium parvum tem sido associado as doencgas gastrointestinais (TEUNIS e
HAVELAAR, 2002). A criptosporidiose pode ser fatal em pessoas imunocomprometidas
e pode debilitar severamente individuos imunocompetentes. Outro agravante da-se
pelo fato de oocistos de Cryptosporidium serem resistentes as condigbes ambientais
adversas, podendo sobreviver por varios meses no ambiente aquatico e sdo também
resistentes a concentragdo de cloro utilizada no tratamento convencional de agua.
Assim, uma das principais vias de transmissao do protozoario ocorre por meio da agua,
seja pelo uso de agua superficial nédo tratada, por sistemas de distribuigao

contaminados ou tratamento inadequado (MULLER et al., 2000).
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O transporte de oocistos de C. parvum pela agua pode ser influenciado por
interacdbes com comunidades microbianas aderidas as superficies, denominadas de
biofilmes que, geralmente, possuem uma grande diversidade de espécies microbianas.
No entanto, devido a sua maior versatilidade e resisténcia, as bactérias sdo os
microrganismos predominantes. As bactérias devido as suas caracteristicas de
possuirem tamanhos reduzidos, elevadas taxas de reproducéo, grande capacidade de
adaptacao e de producao de substancias e estruturas extracelulares que as protegem
do meio circundante, sao dentre todos os microrganismos, consideradas como
excelentes produtoras de biofilmes (CHARACKLIS, 1990).

As células bacterianas aderem firmemente a quase todas as superficies imersas
em solugdo aquosa. Estas células aderidas crescem, multiplicam-se e produzem
substancias poliméricas extracelulares, que se estendem para além da superficie das
células, formando um emaranhado polimérico que envolve toda a biomassa aderida,
sendo essa estrutura denominada de biofiime (CHARACKLIS e MARSHALL, 1990;
HALL-STOODLEY et al., 2004).

Dada a evidéncia que bactérias e outros microrganismos podem estar
associados a biofilmes em sistemas de abastecimento de agua, acredita-se que os
oocistos de C. parvum também podem se associar a biofilmes (SKRABER et al., 2005).

A morfologia e as caracteristicas fisico-quimicas dos biofilmes podem promover
a deposicado e retencdo de oocistos de C. parvum. Os microrganismos podem ser
transferidos do biofilme para o meio circundante. Como resultado dessa transferéncia,
os biofilmes podem servir de reservatérios de doencas e os patdégenos depositados
podem ser liberados para o sistema de agua pelo desprendimento dessa comunidade
microbiana. Dessa forma, uma grande preocupacado seria o desprendimento de
oocistos de C. parvum dos biofilmes devido a sua resisténcia a condi¢gdes ambientais
tipicas (LANGMARK et al., 2005).

O uso de sanitizantes quimicos € uma das principais formas de controle de
problemas associados com formacgédo de biofilmes microbianos. Os surfactantes sao
comumente usados em formulagdes de produtos de higienizagdo devido a capacidade
de diminuir a tensdo superficial dos liquidos, o que melhora a molhabilidade da
superficie. Compostos de aménia quaternaria como, por exemplo, o cloreto de
benzalcbnio, sao classificados como surfactantes catibnicos e possuem boa
capacidade de limpeza e propriedades antimicrobianas (CHRISTOFI e IVSHINA, 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

- Avaliar a capacidade de captura e de retencdo de oocistos de Cryptosporidium
parvum por biofilmes de Pseudomonas fluorescens em tubulacdo de poli (cloreto de

vinila) (PVC) utilizada em irrigagéo de hortali¢as folhosas.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a capacidade de formacgao de biofilmes de P. fluorescens em tubulagdo de
PVC;

- Avaliar a capacidade de adesao de oocistos de C. parvum em tubulacéo de PVC,;

- Avaliar as interagdes entre biofilmes de P. fluorescens e oocistos de C. parvum
aderidos em tubulacéo de PVC,;

- Avaliar a influéncia da tensado superficial, da hidrofobicidade e da energia livre
interfacial de adesao na formacao de biofilmes de P. fluorescens e dos oocistos de C.
parvum aderidos em tubulacdo de PVC.

- Avaliar a capacidade de remocao de cloreto de benzalcénio sobre biofilmes de P.

fluorescens e oocistos de C. parvum aderidos em tubulacao de PVC.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios de Higiene Industrial e
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos, de
Nanoscopia do Departamento de Fisica e no Nucleo de Microscopia e Microanalise, da

Universidade Federal de Vigosa.
3.1. Microrganismo e preparo da suspensao bacteriana

O estudo de adesao e formacgao de biofilmes foi conduzido utilizando a estirpe
de referéncia Pseudomonas fluorescens ATCC 13525. Essa cultura bacteriana foi
mantida em tubos com tampa apegada (Eppendorf®) com capacidade de 1 mL,
contendo BHI (OXOID®) e glicerol a 30% mantidos & temperatura de - 80 °C. Para o
preparo da suspenséo utilizada na formagao dos biofilmes, a cultura foi ativada por trés
vezes consecutivas em caldo BHI e incubada a 26°C por 24 h. A cultura ativa foi
centrifugada a 1900 x g por 10 minutos e os pellets foram lavados com agua destilada
esterilizada. A suspensdo bacteriana foi preparada por ressuspensao dos pellets em
agua destilada esterilizada e inoculada em 600 mL de Meio Minimo de Sais — MMS
(KoHPO4: 7 gL KHoPOy4: 2 gL' MgSO47H,0: 0,2 g.L"; (NH4)S04: 1 gL™; glicerol: 4
gL e CaCly: 1 mmolL™) de modo a obter uma concentracéo de 10° UFC'mL™, para

cada sistema experimental.
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3.2. Higienizagao de tubulagao de Poli (cloreto de vinila), tampas rosqueaveis e

mangueiras

Nesse estudo foi utilizada tubulagao de poli (cloreto de vinila), PVC, que é usada
no processo de irrigacao de hortalicas. Assim, os reatores elaborados para a realizagao
dos experimentos eram compostos por esse material, com comprimento de 23 cm e
didmetro de 4,6 cm utilizada na irrigagdo de hortalicas folhosas, tampas rosqueaveis
furadas, tampas rosqueaveis sem furos e mangueiras de silicone com 80 cm de
comprimento e didmetro de 0,4 cm (Figura 1).

A higienizacéo da tubulagado e das tampas foi realizada a temperatura ambiente,
seguindo-se os passos de: (i) pré-lavagem com agua; (ii) lavagem com detergente
neutro; (iii) enxaglie com agua; (iv) imersdo em solugao clorada, a partir de hipoclorito
de sodio (Unilever®), a 200 mg'L™" por 30 min; (v) imersdo em solucéo de tiossulfato de
sodio (Vetec®) a 0,5% por 10 min e (vi) imersdo em agua destilada esterilizada por 10
min.

A limpeza das mangueiras de silicone foi realizada seguindo-se os passos (i), (ii)
e (iii) descritos acima. No entanto, a sanitizacao foi realizada por meio de esterilizagéo

em autoclave a 121 °C por 15 min.
3.3. Montagem do sistema para formagao de biofilmes

Dois sistemas experimentais de circulagdo foram montados (Figura 2),
utilizando-se duas bombas peristalticas (Modelo 77201-60, Easy-Load I, Masterflex®),
sendo que 400 mL da suspensao bacteriana foram colocados dentro de cada um dos
reatores de PVC, com area de 294 cm? e 200 mL foram adicionados a cada frasco de
vidro, previamente esterilizado a 121 °C por 15 min, para circulagdo a 20 mL'min’’ por
12 h por dia durante cinco dias. A cada 24 h, a suspenséao de P. fluorescens em MMS
utilizada para formacédo do biofilme foi trocada. Dessa forma, a inoculagdo da
suspensao bacteriana foi realizada por cinco dias consecutivos para a formagédo do
biofilme. Diariamente foi determinada a concentragéo bacteriana em MMS ap6s 24 h de
contato com os reatores. Esse procedimento foi realizado por meio de diluicbes do
MMS circulado, seguida de plaqueamento em agar Cetrimide (Himedia®) e incubacgo a
26 °C por 48 h.
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Figura 1 - Composicao dos reatores utilizados no experimento: (a) tubulacado de poli
(cloreto de vinila); (b) tampas rosqueaveis furadas; (c) tampas rosqueaveis
sem furo; (d) mangueiras de silicone.

Figura 2 - Sistema experimental para formacao do biofilme de P. fluorescens em meio
minimo de sais, por cinco dias consecutivos, a 25 °C.
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3.4. Inoculagao de Cryptosporidium parvum

Para avaliagdo da capacidade de captura e de retengéo de oocistos pelo biofilme
de P. fluorescens, foram utilizados oocistos de C. parvum. Essa espécie de protozoario
foi isolada de bezerros recém-nascidos infectados e adquirida da Faculdade de
Medicina do Tridngulo Mineiro, Uberaba/MG. Os oocistos foram mantidos sob
refrigeracdo e encontravam-se em suspensdo com concentracdes de 1 x 10°
oocistos'10 mL™ em solucdo de tampao fosfato (PBS), estreptomicina, penicilina e
Tween 20 a 0,01%.

Apo6s cinco dias de formacdo do biofilme de P. fluorescens, oocistos de C.
parvum foram inoculados em 600 mL de MMS de modo a obter concentragées de 10*
oocistosmL™”, em cada sistema experimental. Da mesma forma realizada com a
suspensdo bacteriana, 400 mL de suspensdo de oocistos foram adicionados a cada
reator e 200 mL foram adicionados a cada frasco de vidro, utilizado para circulagédo. A
suspensao do protozoario foi circulada por 12 h a 20 mL'min™" e mantida em repouso
por 12 h para avaliacdo da captura de oocistos pelo biofiime formado em ambos
reatores. A fim de avaliar a retengdo dos oocistos pelo biofilme de P. fluorescens,
realizou-se um aumento do fluxo para 120 mL'min™ por 1 h. Para avaliacdo da
capacidade de adeséo de oocistos de C. parvum na tubulagdo de PVC, sem o auxilio
do biofilme, outro experimento foi realizado somente com circulagado de suspenséo do
protozoario em concentragdes de 10* oocistosmL™ a 20 mL'min”’ por 12 h, seguido de
repouso por mais 12 h, por um dia e posterior aumento do fluxo em um dos reatores

para 120 mL'min™" por 1 h.

3.5. Quantificagdo do biofilme de P. fluorescens e de oocistos de C. parvum

capturados e retidos

A suspensdo de microrganismos em MMS foi retirada de cada reator. Foram
colocadas tampas sem furo nas tubula¢cdes onde foi realizada uma rinsagem com 400
mL de agua destilada esterilizada por um minuto para retirada de células plancténicas.
Apds a retirada da solugéo de rinsagem, as tubulagdes foram preenchidas com 100 mL
de solugao de eluigdo, composta por 100 mL de solugcéo de Tween 80 a 1 %, 0,1 mL de
emulso anti-espumante (Anti-Foam A, Sigma Aldrich®) e 1000 mL de agua destilada

(9. s. p). As tampas e os conectores superiores foram retirados dos reatores e as
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células aderidas, removidas das paredes dos tubos usando-se uma haste de aco
inoxidavel (Figura 3a) com 37 cm de comprimento, tendo em uma das extremidades
um disco de neopreno com 4,6 cm de diametro (GILMOUR et al., 1993). O disco de
neopreno apresentava quatro orificios de 0,5 cm de diametro cada, distribuidos um em
cada quadrante, uniformemente, para passagem da solucéo de elui¢cao (Figura 3b).

Essa haste foi empurrada até o fundo da tubulagéo por seis vezes seguidas em
movimentos de cima para baixo (Figura 4a e 4b). A tubulagéo foi fechada para que a
solugao de eluigdo permanecesse em contato com a superficie por um minuto e, entéo,
as células bacterianas sésseis e oocistos capturados e retidos pelos biofilmes fossem
quantificados.

Figura 3 — Composicéo do utensilio usado para retirada do biofilme de P. fluorescens e
dos oocistos de C. parvum capturados e, ou retidos na tubulacdo de PVC.
(a) Haste de aco inoxidavel com disco de neopreno em uma das
extremidades e (b) orificios do disco de neopreno (setas) para passagem da
solucédo de elui¢ao.

Figura 4 - Demonstragdo da etapa de retirada do biofilme de P. fluorescens e dos
oocistos de C. parvum capturados e, ou retidos na tubulagdo de PVC. (a)
Entrada da haste na tubulagdo e (b) Haste empurrada até o fundo da
tubulagéo por seis vezes em movimentos de cima para baixo.
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A partir de 1 mL da solucao de eluicéo, foram realizadas diluigcbes apropriadas, o
plaqueamento foi realizado em agar Cetrimide (Himedia®) e a incubacéo a 26 °C por
48 h. Apo6s essas condi¢des de crescimento, as unidades formadoras de colbnias de P.
fluorescens foram quantificadas e os resultados expressos em UFC-cm™ de acordo com

a Equacéo 1 a seguir:

_ CxDxV
A

U (1)

Em que:

U = n° de UFC de P. fluorescens por cm?;

C = Contagem de UFC de P. fluorescens no biofilme;

D = Inverso da dilui¢ao utilizada para plaqueamento;

V = Volume de solugao de eluigdo usado para retirada do biofilme;
A = Area do reator (294 cm?).

O restante da solucdo de eluicdo foi utilizada para quantificar os oocistos
capturados e retidos nos reatores pelo biofiime. Esse procedimento foi realizado
segundo Cook et al. (2006) com modificagcbes. Inicialmente, a solugdo de eluicdo
juntamente com os oocistos foi distribuida em tubos de centrifuga com capacidade de
50 mL. As amostras foram centrifugadas a 2500 x g por 10 min e o sobrenadante foi
descartado. A medida que se realizou a centrifugagdo da solugéo de eluicdo com os
protozoarios, o sobrenadante de cada tubo foi descartado e realizou-se a lavagem com
mais solugao de eluicdo nos mesmos de modo a juntar todos os sedimentos em um
unico tubo de centrifuga graduado ao final dessa etapa. O sedimento foi guardado a
6 °C £ 1 °C até o momento de visualizagdo e enumeragao de oocistos.

A quantificagdo do numero de oocistos capturados e retidos foi realizada pela
técnica de imunofluorescéncia direta utilizando-se o Kit diagnéstico Merifluor® CI/G
(Meridian Bioscience, Inc). A técnica de imunofluorescéncia foi realizada segundo a
descrigao a seguir (i) inicialmente todos os reagentes do Kit Merifluor® C/G, usados na
identificacéo de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium, foram retirados da
geladeira e mantidos a temperatura ambiente; adicionaram-se aliquotas de 10 pL
retiradas dos sedimentos contidos nos tubos de centrifuga armazenados, em cada um

dos pocos das laminas devidamente identificados; foram adicionados 10 pyL dos
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controles positivo e negativo nos respectivos pogos das laminas; o material inoculado
foi espalhado em cada pogo das laminas com algas de inoculagdes descartaveis e as
laminas secaram as temperaturas entre 20 °C e 25 °C. Somente ap6s a completa
secagem das laminas, estas foram submetidas a técnica de imunofluorescéncia. Para
realizacdo da imunofluorescéncia adicionou-se uma gota do reagente marcado,
anticorpos monoclonais género especifico conjugados a fluoresceina-isotiocianato
(FITCmADb) e uma gota do reagente contracorante (solugdo de negro do eriocromo) em
cada um dos respectivos pocos das laminas. As laminas foram entdo colocadas em
camara umida e deixadas durante 30 minutos, a temperatura de 20 °C a 25 °C.
Realizou-se a rinsagem com a solugéo do kit devidamente diluida em solugéo de PBS
(1:20); o excesso da solugao de rinsagem foi removido cuidadosamente com auxilio de
papel de filtro. Adicionou-se uma gota do meio de montagem com glicerol proveniente
do kit em cada pogo das laminas e acrescentou-se a laminula para realizar a
observacdo em microscopia de imunofluorescéncia. As laminas ja montadas foram
mantidas em camara umida a 6 °C + 1 °C até o momento da leitura. Ap6s a contagem
de cada amostra e utilizando-se a média aritmética das duas analises (dois pogos para
cada amostra), o total de oocistos, expressos em numero de oocistos.cm™? foram

calculados de acordo com as Equacbes 2 e 3 a seguir:

~ OxS

B-
PxV

C= (3)

B
A

Em que:

B = n° oocistosmL™";

O = média de oocistos contados nos dois po¢os;

S = volume de sedimento, em mL, gerado ap6s centrifugacao;

P = volume de amostra, em mL, adicionada em cada poc¢o;

V = volume da solugao de eluigdo, em L, usada para retirada de oocistos;
C = n° oocistos'cm™;

A = Area do reator (294 cm?).
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3.6. Caracterizagao topografica da superficie da tubulagcao de poli (cloreto de

vinila)

As microtopografias da superficie das tubulacbes de PVC utilizadas para
irrigacado de hortalicas folhosas foram avaliadas por Microscopia de Forgca Atémica
usando o equipamento Universal SPM System Ntegra Prima/NT-MDT do Laborat6rio
de Nanoscopia do Departamento de Fisica da UFV. A tubulagao foi cortada em cupons
com dimensdes de 2 cm x 2 cm para posterior varredura da amostra.

As medidas foram realizadas utilizando o modo denominado de semicontato, no
qual a ponta fica em contato intermitente com a superficie, utilizada para contornar as
limitagbes do modo contato, devido ao risco de deformacéo da amostra (FERREIRA e
YAMANAKA, 2006). A rugosidade da amostra foi avaliada pelos valores de Ra, Rq e
Ry. Ra é a rugosidade média, medida como a média das diferencas de altura
observadas, Rq € a rugosidade quadratica média e Ry € a diferenca de altura entre o

pico mais elevado e o vale mais profundo da superficie.

3.7. Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura foi também utilizada para obtencéo de
informacgdes sobre a distribuicdo e morfologia das células de P. fluorescens no biofilme
e dos oocistos de C. parvum capturados e retidos pelo biofilme. Além disso, nesse tipo
de microscopia também foi possivel observar a microtopografia da superficie da
tubulacéo de PVC.

3.7.1. Preparo das amostras

A tubulagéo de PVC foi cortada em cupons com dimensdes de 2 cm x 2 cm e 0s
mesmos foram colocados dentro dos reatores antes da contaminagéo inicial. Apds o
procedimento de formacgao de biofilmes de P. fluorescens por cinco dias consecutivos,
inoculacao de oocistos de C. parvum por um dia, realizou-se a rinsagem da tubulacao
com 400 mL de agua destilada esterilizada para retirada de células plancténicas. Em
seguida, os cupons foram retirados dos reatores e receberam os tratamentos prévios

para posterior visualizacdo por microscopia eletrobnica de varredura. Nesse estudo
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também foram analisados cupons sem microrganismos em biofilme para observacao

da microtopografia da superficie.

3.7.2. Desidratagdo das amostras e metalizagdo com ouro

Para a fixacdo das células, os cupons de cada amostra da tubulagdo de PVC
foram transferidos para solugédo de glutaraldeido a 2;5% (v/v) com pH 6;9 + 0,2 e
deixados por 1 h a temperatura entre 20°C e 25 °C. Em seguida, foi realizada uma
rinsagem por 1 min com tampao fosfato salino (PBS) 0,1 M. As amostras foram
desidratadas em gradiente crescente de alcool etilico P.A, nas concentragdes de 30%;
50%; 70%; 80% e 95% durante 10 min em cada concentragdo. Logo apés, foram
realizadas trés imersbes consecutivas em alcool etilico P.A 100% por 15 min. As
amostras dessecadas no etanol 100% foram transferidas para cestos do equipamento
secador de ponto critico (Critical Point Dryer) Balzers CPD 020, para evaporagédo do
alcool utilizado na desidratagédo. Nessa etapa, todo o alcool da amostra foi substituido
por gas carbdnico na forma liquida, que ao atingir o ponto critico é capaz de evaporar,
tornando os cupons secos.

As amostras secas foram fixadas com fita dupla face no suporte de porta
amostra do microscopio, conhecido como stub e, em seguida, levadas ao Metalizador
Balzers Union FDU 010, onde foram submetidas ao processo de metalizagdo com uma
fina camada de ouro de 15 a 20 nm com a finalidade de tornar as amostras como boas
condutoras elétricas (SILVEIRA, 1989). Posteriormente, os cupons foram observados
no Microscopio Eletrénico de Varredura LEO 1430 VP, com aumentos variando de
1.000 x a 13.000 x.

3.8. Hidrofobicidade qualitativa, energia livre de superficie e energia livre de

adesao

A metodologia usada para a determinagcdo qualitativa da hidrofobicidade e
energia livre foi realizada pela técnica experimental de medicao de angulos de
contato. Foram utilizados cupons cortados da tubulacdo de PVC com dimensdes de
2 cm x 2 cm para avaliar a influéncia da hidrofobicidade na adesao de P. fluorescens e

de oocistos de C. parvum.
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3.8.1. Preparo das células de P. fluorescens e dos oocistos de C. parvum para a

medig¢ao de angulos de contato

O preparo das células bacterianas e oocistos para medi¢do do angulo de contato
foi realizado de acordo com metodologia descrita por Van der Mei et al. (1998). Foram
avaliadas as culturas puras de P. fluorescens e de oocistos de C. parvum, bem como a
cultura mista com ambos microrganismos.

A cultura pura de P. fluorescens foi ativada por trés vezes consecutivas em caldo
BHI (OXOID®) e incubada a 26 °C por 24 h. No caso da cultura pura de C. parvum, ndo
houve necessidade de ativagcdes. Foram realizadas centrifugacées das células
bacterianas e, ou dos oocistos a 1:900 x g por 15 min e os pellets foram lavados trés
vezes com PBS 0,1 M. As suspensbes de microrganismos foram preparadas por
ressuspensao dos pellets em PBS 0,1 M. Posteriormente, foram feitas filtracdes das
suspensdes em membrana de acetato de celulose de 0,45 um de porosidade e 47 mm
de diametro, com auxilio de bomba de vacuo (Milipore®). Para padronizar o contetido
de umidade, as membranas com a camada de células e, ou de oocistos foram
transferidas para placas de Petri contendo 1% de agar (p/v) (Himedia®) e 10% de
glicerol (v/v) (Isofar®), previamente preparadas, onde foram deixadas a 6 °C + 1 °C por
30 min. Em seguida, as membranas foram fixadas com fita adesiva dupla face em

l&mina de vidro para facilitar a leitura dos angulos de contato.

3.8.2. Preparo das superficies de tubulacao de poli (cloreto de vinila) para a

medi¢ao de angulos de contato

Cupons da tubulagdo de PVC com dimensdes de 2 cm x 2 cm foram colocados
dentro dos reatores. Os cupons receberam os seguintes tipos de tratamentos para
realizacdo da medicdo dos angulos de contato: (i) controle, ou seja, sem formacéo de
biofilme de P. fluorescens e sem oocistos de C. parvum; (ii) com formagéo de biofilme
de P. fluorescens; (iii) com formacgéo de biofilme de P. fluorescens e oocistos de C.
parvum e (iv) com oocistos de C. parvum.

Apdbs o procedimento de formacgéo de biofilmes de P. fluorescens por cinco dias
consecutivos, inoculagédo de oocistos de C. parvum por um dia, realizou-se a rinsagem
da tubulacdo com 400 mL de agua destilada esterilizada para retirada de células

plancténicas. Em seguida, os cupons foram retirados dos reatores e receberam os
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tratamentos prévios para posterior medicdo dos angulos de contato. Antes de serem
submetidos a determinagdo dos angulos de contato, os cupons foram fixados em

laminas de vidro com fita dupla face.

3.8.3. Angulos de contato e avaliagdo qualitativa da hidrofobicidade das

superficies

Todas as medi¢gbes dos angulos de contato foram efetuadas a temperatura de
20 °C a 25 °C, utilizando-se trés liquidos de diferentes polaridades: agua, formamida
(Vetec®) e alfa-bromonaftaleno (Vetec®). Os angulos de contato foram determinados
pelo método da gota séssil (Busscher et al., 1984), usando goniémetro de marca Kruss-
GmH, (Hamburg, Germany). As amostras a serem analisadas foram colocadas sobre
um suporte do aparelho e uma gota de volume constante de 2,5 puL dos liquidos

utilizados foi aplicada sobre a superficie (Figura 5).

Figura 5 - Cupom de PVC, com dimensdes de 2 cm x 2 cm, sobre o suporte do
aparelho e aplicacdo da gota de um dos liquidos utilizados para medicéo
do angulo de contato.

A determinacdo do angulo formado sobre a superficie foi efetuada
imediatamente apds a colocagao da gota, por meio do sistema de analise de imagem

do aparelho, que permite captar as imagens por meio de uma camera de video e
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digitaliza-las em um computador pessoal onde esta instalado um sistema automatico

de leitura (Figura 6).

Figura 6 - Medigcédo dos angulos de contato na superficie de PVC: (a) Goniédmetro e (b)
Sistema de analise de imagem do aparelho.

O angulo de contato das amostras com cada um dos liquidos foi medido trinta
vezes, sendo realizadas trés repeticbes para cada superficie avaliada. A avaliagao
qualitativa da hidrofobicidade das superficies foi determinada de acordo com Van Oss e
Giese (1995), que sugerem para valores de angulos de contato com a agua inferiores a
50° a superficie € considerada hidrofilica, enquanto que para angulos de contato
superiores a 50° a superficie & considerada hidrofobica.

3.8.4. Determinagao da energia livre de superficie

A hidrofobicidade é definida em termos da energia livre de interagéo entre as

moléculas de uma superficie imersa em agua, AG!% (Van Oss e Giese, 1995). A

energia livre de superficie foi determinada por meio das componentes da tensao
superficial, segundo metodologia descrita por Van Oss e Giese (1995).

As trés componentes da tensao superficial de cada superficie foram
determinadas a partir dos angulos de contato formados entre as superficies e os trés
liquidos de polaridades diferentes. As componentes polares e apolares dos liquidos

utilizados encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1 — Valores das componentes da tensao superficial dos liquidos a 20 °C

Tensao superficial (mJ'm™)

Hauide " n' " "
Agua 72,8 21,8 25,5 25,5
a-bromonaftaleno 44 4 44 4 0,0 0,0
Formamida 58,0 39,0 2,28 39,6
Em que:
7/ é a tensdo superficial total do liquido; " é a tenséo superficial

relacionada as forgas de interacdo acido-base de Lewis; y é a tens&o superficial
relacionada ao componente aceptor de elétrons do componente acido-base; y, é a

tensdo superficial relacionada ao componente doador de elétrons do componente

acido-base.

Os valores dos angulos de contato obtidos com formamida (6g), agua (Bw) e a-
bromonaftaleno (6g) e das componentes de tenséo superficial dos liquidos da Tabela 1
foram aplicados na equacédo de Young-Good-Girifalco-Fowkes (Equacédo 4) para

obtencéo das trés componentes da tensdo superficial das superficies avaliadas 75" ;

7s: Vs, dada por:

(1+cosB)x y, °T :2x(\/y's‘w x y +\/7/§x7/1’ +\/7/§xy1+)

Para liquidos apolares, a componente polar da tensao superficial é nula

e portanto, a equacgao anterior € expressa por (Equagao 5):

yTOT
yeW = 1T x (1+cos8)?

A partir dos valores das trés componentes da tensdo superficial € possivel

calcular a tenséo superficial global de uma superficie (

TOT LW |, _AB
Vs =Vs *t7Vs
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Em que (Equacao 7):

78° =2x\ys x s (7)

Segundo Van der Mei et al. (1998), nos casos em que a partir da resolugdo das

equacgdes obtiver valores negativos de y; ou yg, o quadrado dos mesmos é nulo. A

energia livre global de interagdo (AG/S7) entre as moléculas da superficie imersa em

sSws

Lw
sws

agua é dada pela soma entre os componentes apolar (AG;,.) e polar da energia livre

de interacdo (AG22) (Equacéo 8):

SwWs

AGTOT :AGLW +AGAB

SwWSs sSws SwWSs (8)

Em que (Equacdes 9 e 10):

2
AGH: =25 ({78 i) ©

AG,, =—4><K\/7§ X Vs 7w X Tw —76 X Vw — Y X7s )} (10)

Pela resolucéo das equagbes acima, a partir dos valores das componentes de

TOT
sws

tensao superficial, obtém-se o valor de AG,, . que nos permite tirar conclusdes quanto

TO0T
sws

ao carater hidrofébico ou hidrofilico da superficie. Quando AG < 0 a superficie é

considerada hidrofébica, caso contrario, hidrofilica.
3.8.5. Determinagao da energia livre total de adesao

O estudo da interacdo entre duas superficies imersas em &gua, permite
quantificar a energia livre total de adesdo (AG!S . ), que pode ser expressa pela

adeséao

Equacao 11:
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AGTTsy =12~y —vht +2x Ui (77 47z =)
+ m(\/ﬁﬂ/g—\/ﬁ)—\/ﬂyz‘ ~\ri73]

(11)

Em que (Equacao 12):

re =r wrs =2 s (12)

Nas Equacdes 11 e 12 descritas acima, 1 corresponde a superficie de adesao, 2
representa a bactéria e w refere-se a agua.

Pela aplicacdo das equagdes 9 e 10 obtem-se o valor da energia livre total de
adesdo que permite fazer uma avaliagdo termodindmica do fendmeno de adesao.

Segundo a teoria termodindmica a adesao sera favoravel se a interagdo conduzir a

uma diminuicdo da energia livre global. Se (AG/Y’ . < 0) a ades&o é favorecida, caso

adeséao

contrario, é termodinamicamente desfavoravel.

3.9. Controle de biofilmes de P. fluorescens e de oocistos de C. parvum aderidos

em tubulagao de PVC pelo surfactante cloreto de benzalcénio
3.9.1. Formagao de biofilmes de P. fluorescens

A formagdo de biofilmes foi realizada utilizando a estirpe de referéncia P.
fluorescens ATCC 13525, que foi preparada conforme descrito no item 3.1. Os
procedimentos de higienizacdo de tubulacdo de PVC, tampas rosqueaveis e
mangueiras foram realizados conforme descrito no item 3.2. A montagem de cada
sistema para formacédo de biofilmes seguiu os mesmos procedimentos descritos no
item 3.3.
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3.9.2. Inoculagao de C. parvum

Foram inoculados oocistos de C. parvum com o intuito de promover a adesao do
protozoario ao biofiime de P. fluorescens, para que, posteriormente, ambos fossem
submetidos a aplicacao do surfactante.

Apo6s cinco dias de formacgédo de biofilme de P. fluorescens, oocistos de C.
parvum foram inoculados em 600 mL de MMS de modo a obter concentragdes de 10*
oocistosmL™, no sistema experimental (Figura 2). Da mesma forma realizada com a
suspensdo bacteriana, 400 mL de suspenséo de oocistos foram adicionados a cada
reator e 200 mL foram adicionados a cada frasco de vidro, utilizado para circulagédo. A
suspensao do protozoario foi circulada por 12 h a 20 mL'min™ e mantida em repouso
por 12 h.

3.9.3. Aplicacao do surfactante

O surfactante testado foi o Cloreto de Benzalconio (CB) obtido da Sigma
Quimica®. Este surfactante pertence ao grupo dos compostos quaternarios de aménio
(ANDRADE, 2008).

‘O surfactante CB foi adquirido no estado liquido viscoso com concentracéo de
50% de pureza. Inicialmente foi preparado 1 L de solugédo estoque a 2800 mg'L'1 em
agua destilada esterilizada, a temperatura ambiente. A partir dessa solugdo, foram
preparadas, por diluicdo em agua destilada esterilizada, as demais concentragdes de
trabalho. A cada vez que se realizava um ensaio, uma nova solugdo estoque foi
preparada de forma a garantir que a mesma se mantinha com caracteristicas
constantes.

Nos testes laboratoriais realizados, as concentra¢cdes de CB usadas para avaliar
o efeito de remocéo e, ou inativacado de P. fluorescens em biofilme juntamente com
oocistos de C. parvum aderidos ao biofiime e & tubulagdo de PVC foram: 400 mg'L™,
800 mgL™, 1200 mgL™", 1600 mgL" e 1800 mgL™"; 2000 mgL™; 2200 mgL™"; 2400
mgL™"; 2600 mgL™" e 2800 mg'L™". O critério de selegdo dessas dez concentracdes de
CB foi testar o efeito antimicrobiano abaixo e acima da concentragdo micelar critica
(CMC = 1876 mg'L™") deste surfactante (SMITH et al., 2002).

Depois do biofilme formado e dos oocistos aderidos ao sistema, o MMS utilizado

no ultimo dia de circulacao foi retirado do reator e descartado. Em seguida, foram
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colocadas as tampas sem furo (Figura 7), previamente esterilizadas conforme descrito
em 3.2 e adicionados 100 mL de solucdo surfactante na concentragdo desejada no

reator.

Figura 7 - Reator de PVC fechado com as tampas sem furo.

Os reatores foram submetidos a movimentos rotatérios, colocando-os em uma
superficie plana a partir de um ponto central e movimentando-os trés vezes, no sentido
longitudinal para cima, trés vezes longitudinalmente para baixo, trés vezes no sentido
lateral para a direita, trés vezes lateralmente para a esquerda e, por fim, trés
movimentos tipo baliza, realizados manualmente. Esse procedimento de movimentos
rotatorios foi realizado por seis vezes seguidas, sobre um molde quadrado (46 cm x 46
cm), delimitado na bancada do laboratério (Figura 8). Esse procedimento de
higienizacgéao foi realizado segundo a metodologia descrita por Gilmour et al. (1993).

Em sequéncia, a solugdo de CB foi retirada do reator, realizou-se neutralizagao
com 400 mL de solugdo de Tween 80 a 2% por 1 min e rinsagem com 400 mL de agua
destilada esterilizada. Nessa etapa de rinsagem, o reator foi submetido a movimentos
lentos tipo baliza por seis vezes, sendo a agua destilada descartada apés esse

procedimento.
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Figura 8 - Movimentos rotatérios nos sentidos: (a) longitudinal para cima, (b)
longitudinal para baixo, (c) lateral para a esquerda, (d) lateral para a
direita e (e) tipo baliza.
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3.9.4. Recuperacao de células de P. fluorescens e de oocistos de C. parvum apos

aplicacao do surfactante

Apoés a retirada da agua de rinsagem, as tubulagbes foram preenchidas com 100
mL de solugéo de eluicdo, composta por 100 mL de solugdo de Tween 80 a 1 %, 0,1
mL de emulsdo anti-espumante (Anti-Foam A, Sigma Aldrich®) e 1000 mL de agua
destilada (q. s. p). Em seguida, realizaram-se os mesmos procedimentos de raspagem
dos microrganismos na tubulagéo e de quantificagdo dos mesmos conforme descrito no
item 3.5.

Foram calculados os numeros de redugdes decimais (RD) para cada tratamento
de aplicagdo do surfactante. Dessa forma, utilizou-se a Equagéo (13) para realizar o
calculo do numero de RD.

RD= X, - X, (13)

Em que:

RD = numero de redug¢des decimais;

Xo = log1o do niimero de oocistos de C. parvum por cm? ou logqo do nimero de células
de P. fluorescens por cm?, ambos aderidos a superficie da tubulagéo de PVC;

X1 =log1p do numero de oocistos de C. parvum por cm? ou log1o do numero de células

de P. fluorescens por cm?, ambos apos a aplicagao da solucao de surfactante.
3.9.5. Visualizagao dos microrganismos

Os biofilmes de P. fluorescens e os oocistos de C. parvum presentes na
superficie das tubulacbes de PVC foram avaliados por Microscopia de For¢ca Atémica
(MFA) antes e ap0s a aplicagao das solug¢des surfactantes. A MFA foi realizada com o
auxilio do equipamento Universal SPM System Ntegra Prima/NT-MDT do Laboratorio
de Nanoscopia do Departamento de Fisica da UFV. A tubulagao foi cortada em cupons

com dimensdes de 2 cm x 2 cm para posterior varredura da amostra.
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3.10. Analise dos resultados

O experimento de captura e retencédo de C. parvum foi conduzido em seis
repeticdes com o objetivo de se comparar as médias dos oocistos capturados e retidos
pelo biofilme pelo teste t. As médias com e sem a formacdo do biofiime foram
comparadas pelo teste t para dados pareados.

Para avaliagdo das concentracdes de P. fluorescens em suspensédo no meio de
circulagéo no inicio e ao final de cada dia de circulagdo nos reatores foi realizado um
experimento fatorial 2 x 6 com trés repeticbes no Delineamento Inteiramente
Casualizado. O fator reator foi constituido de uma variavel binaria com os valores de 1
e 2, representando a captura e a retengao dos oocistos de C. parvum, respectivamente.
Foram realizadas combinagdes entre o reator 1 ou 2 com os seis dias de avaliagao da
concentracao bacteriana em suspensao no Meio Minimo de Sais.

Os resultados dos parametros de rugosidade e de hidrofobicidade por medigéo
dos angulos de contato foram analisados por meio de estatistica descritiva das médias
com seus respectivos desvios-padrao.

Para o controle dos microrganismos aderidos na tubulagdo de PVC, foram
realizadas analises de regressao para verificar o efeito da concentragdo do cloreto de
benzalcénio sobre a remocdo de P. fluorescens e C. parvum. Os coeficientes de
regressao foram testados pelo teste t.

Todas as analises estatisticas foram realizadas a 5% de probabilidade e todos
os resultados foram analisados pelo Sistema de Analises Estatisticas — SAEG versao
9.0 (RIBEIRO JUNIOR, 2001).

131



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Formacao de biofilmes de P. fluorescens na tubulagao de PVC utilizada na

irrigacao de hortalicas

Os biofilmes de P. fluorescens formados em tubulagdo de PVC, atingiram
concentragdes médias semelhantes em torno de 1 x 10” UFC:cm™? (P > 0,05) nos
reatores de captura e retencéo de oocistos ap6s 6 dias de formacao (Figura 9). Assim,
constatou-se que seis vezes de aumento do fluxo na tubulagcdo por uma hora néo
influenciou na liberagao de células do biofilme nos reatores de retencdo. A Figura 10
ilustra fotomicrografias de biofilmes formados nas tubulagbes avaliadas. Foi possivel
visualizar, por microscopia eletrbnica de varredura, a presenca de exopolissacarideos
entre as células de P. fluorescens (Figura 10a), o que reforga a capacidade de fixagcao
bacteriana na superficie da tubulagéo.

O liquido circulante nos reatores, composto por Meio Minimo de Sais (MMS)
inoculado com células de P. fluorescens, cuja concentragdo inicial foi em torno de 108
UFC.mL" em todos os seis dias de avaliacdo, apresentou um aumento de até dois
ciclos logaritmicos ao final de cada dia de formacao do biofilme (Figura 11). Constatou-
se nos primeiros e segundos dias de formacdo do biofilme, concentragbes finais
médias em torno de 6,0 x 10’ UFC'mL" no MMS. A partir do terceiro dia, as
suspensdes utilizadas para circulagao atingiram valores maiores que 1,2 x 108 UFC'mL™.
As suspensdes bacterianas em MMS apresentaram concentragdes finais pouco
variadas (Figura 11). Dessa forma, ndo foi constatada diferenca (P > 0,05) entre as

concentragdes finais do MMS ao final de cada dia de formagao de biofilme.
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Figura 9 - Concentragbes médias de P. fluorescens em biofilme formado por seis dias a
25 °C, em tubulacédo de poli (cloreto de vinila) utilizada para irrigacédo de
hortaligas. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste
t (P> 0,05).

Figura 10 - Biofilmes de P. fluorescens em superficies de tubulagdes de poli (cloreto de
vinila) utilizadas para irrigagdo de hortalicas, observadas por microscopia
eletrbnica de varredura: (a) presenca de exopolissacarideos (seta) e (b)
biofilme maduro.
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Figura 11 - Concentragcbes médias de P. fluorescens em suspensdo no meio minimo de
sais, inoculadas a 25 °C, no inicio e ao final de cada dia de formacéo do
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biofilme na tubulagao de poli (cloreto de vinila).

Kerr et al. (1999) avaliaram biofilmes bacterianos em diferentes tipos de
materiais em contato com agua potavel e comprovaram que, durante a fase de
formacao de biofilme, existe sempre uma correlagcdo positiva elevada entre o numero
de bactérias do biofilme e o numero de bactérias no meio liquido, independente do tipo
de material que suporta o biofilme, da temperatura e da concentracao de cloro residual
da agua. Estes resultados indicaram que as bactérias do biofilme sdo continuamente

desprendidas deste para o meio liquido, resultando em deterioracdo da qualidade
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microbioldgica da dgua como consequéncia da formagao de biofilme nas tubulagdes
dos sistemas de distribuicao de agua potavel.

O desprendimento de células bacterianas do biofilme pode ser comprovado
nesse estudo, pois no sexto dia do experimento havia inoculagdo apenas de oocistos
de C. parvum no MMS. No entanto, quando se determinaram as concentragbes de P.
fluorescens ap6s 24 h de contato com os reatores de PVC, foram constatadas
contagens atingindo entre 10" a 10 UFC'mL™ (Figura 11). Entretanto, Boe-Hansen et
al. (2002) referiram que o numero de bactérias na fase plancténica ndo se deve apenas
as bactérias que séo libertadas do biofilme, mas também ao crescimento das bactérias

no meio liquido, que também deve ser considerado.

4.2. Captura e retencao de oocistos de C. parvum por biofilmes de P. fluorescens e

adesao de oocistos de C. parvum em tubulagao de PVC

Houve diferenga entre o numero de oocistos de C. parvum capturados e retidos
pelo biofilme de P. fluorescens na tubulacdo de PVC (P < 0,05), sendo que o numero
de oocistos quantificados nos reatores de captura foi sempre maior do que nos reatores
de retencdo. Dessa forma, constatou-se que as células de P. fluorescens fortemente
aderidas na tubulagcdo foram capazes de capturar, em média, cerca de 1,1 x 10°
oocistos'cm™ e reter 5,6 x 10" oocistos'cm™ (Figura 12).

Quando os oocistos de C. parvum circulavam sozinhos na tubulagé&o, sem a
presenca do biofilme, observou-se valores médios de oocistoscm™? cerca de 1000
vezes menores nos reatores de avaliacdo da captura e cerca de 120 vezes menores
nos reatores de avaliagdo de retengao (Figura 12). Assim, foi observado que apenas
1,02 e 0,45 oocistoscm™ foram capazes de se fixar nos reatores de captura e de
retencdo, respectivamente, quando havia somente os protozoarios no meio de
circulagao dos reatores (Figura 12).

O numero de oocistos aderidos sozinhos na tubulagdo, ou seja, sem o biofilme
formado, diferiram com o aumento de cerca de seis vezes do fluxo do liquido circulante
(P < 0,05). Dessa forma, o numero de oocistos aderidos foi sempre menor apds o
aumento de fluxo. Esses resultados mostraram que a formagéo do biofilme pode ser
determinante para o aprisionamento dos oocistos na tubulagdo. Uma justificativa para
tal fato deve-se a produgdo de exopolissacarideos, também conhecidos como

substancias poliméricas extracelulares, pelas células de P. fluorescens quando estao
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em biofilme, que sdo responsaveis pela maior fixacdo das bactérias e também dos
protozoarios pelo biofilme, no caso desse experimento. A influéncia dos
exopolissacarideos sobre a formacao de biofilmes foi estudada em outras pesquisas
(AZEREDO E OLIVEIRA, 2000; DOMOZYCH et al., 2005). Segundo Azeredo e Oliveira
(2000), os exopolissacarideos tém um papel importante na formacado de biofilmes
devido ao seu envolvimento na adesdo bacteriana. Essas substancias também
determinam muitas propriedades do biofilme tais como forga e elasticidade. Além disso,
a matriz exopolimérica constitui um reservatério de nutrientes e tem um efeito protetor

contra substancias tbxicas como sanitizantes e antibibticos.
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Figura 12 - Oocistos de C. parvum capturados ou retidos com e sem a formacéao de
biofilme de P. fluorescens em tubulacdo de PVC utilizada na irrigacéo de
hortalicas. Médias de oocistos.cm™ seguidas pela mesma letra mintscula
nas barras “com biofilme” e pela mesma letra maiuscula nas barras “sem
biofilme” n&o diferem entre si pelo teste t (P > 0,05).

Contudo, varios fatores estdo associados a adeséo bacteriana e formacéo de
biofiimes podendo contribuir para a maior fixagdo das células as superficies. Assim,
além da producgéo de exopolissacarideos, outros fatores podem influenciar a formacao
de biofilmes como: (i) as propriedades superficiais dos suportes de adesédo e dos
microrganismos envolvidos, como a carga superficial (GILBERT et al., 1991) e
hidrofobicidade (JOSHUA et al., 2006), (ii) as caracteristicas das células microbianas
como a presenca de apéndices celulares (WATNICK et al., 2001) e (ii) das

propriedades do meio aquoso, como presencga de substancias que podem condicionar
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as superficies (VALCARCE et al., 2002), pH, temperatura, tipo de meio circulante e
velocidade de escoamento (CHAVES, 2004).

Por meio de microscopia eletrénica de varredura, foi possivel visualizar que os
oocistos capturados e os retidos ndo foram capazes de penetrar nas camadas mais
profundas do biofilme, encontrando-se, entdo, aderidos em partes superficiais dessa
comunidade bacteriana (Figura 13). As células de P. fluorescens em biofilme
mostraram-se em concentragdes elevadas de modo que foi possivel visualizar algumas
camadas existentes e a presenga de exopolissacarideos no biofilme (Figura 13a). A
Figura 13 (b, ¢ e d) ilustra uma possivel interacdo existente nessa comunidade

microbiana culminando com o aprisionamento dos oocistos pelas células bacterianas.

Figura 13 - Oocistos de C. parvum: (a) e (b) capturados ou (c) e (d) retidos por
biofilmes de P. fluorescens em tubulacdo de PVC utilizada na irrigacao de
hortalicas, avaliados por microscopia eletrénica de varredura.

A capacidade de oocistos de C. parvum serem capturados e retidos por biofilmes

de P. fluorescens podem contribuir para uma maior contaminagdo de hortalicas que
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forem irrigadas com aguas transportadas por tubulagcées com elevadas concentragdes
de bactérias aderidas. Essa contaminac¢ao pode ocorrer pelo fato dos oocistos serem
facilmente desprendidos do biofilme e, consequentemente, transportados pelo fluxo de
agua durante a irrigagéo.

Os resultados demonstraram que, uma vez formado, o biofilme de P. fluorescens
propiciou o aumento da deposi¢do de oocistos de C. parvum na tubulagédo de PVC.
Dessa forma, as interagbes entre biofilme bacteriano e oocistos possuem fungdes

importantes na migragédo de C. parvum em sistemas de producao de hortalicas.

4.3. Avaliagao topografica da superficie de PVC por microscopia de forga atomica

Foi possivel observar, por microscopia de forga atdmica, que a microtopografia
da superficie da tubulagdo de PVC utilizada para irrigacdo de hortalicas possui
imperfeicdes tais como microporos, elevacdes e depressbes. Essas imperfeicbes
possuem dimensdes suficientes para alojar microrganismos e, consequentemente, para
provocar sua multiplicagdo quando condi¢des favoraveis de nutrientes, pH,
temperatura, entre outros fatores, estiverem disponiveis (Figura 14).

Os dados da rugosidade do PVC estao apresentados na Tabela 2. A tubulagao
de PVC possui uma superficie rugosa, apresentando valores de rugosidade média (Ra)
de 479,72 nm. O valor de Ry, que representa a diferenga de altura entre o pico mais
alto e o vale mais profundo da superficie foi de 4.381,61 nm, valor que indica a
rugosidade desse material (Tabela 2).

Um dos fatores que regem a aderéncia de uma célula microbiana em uma
superficie solida € a rugosidade da superficie (KATSIKOGIANNI e MISSIRLIS, 2004).
Whitehead et al. (2004), afirmam que um aumento no valor de Ra da superficie
provocara um aumento da retencdo microbiana nesse local. A partir dos parametros de
rugosidade encontrados pode-se observar que os valores encontrados de Ra, Rq e Ry
seriam alguns dos fatores que influenciaram na capacidade de formacéo de biofilme de

P. fluorescens na tubulagéo de PVC.
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Figura 14 - Microtopografias da superficie da tubulagdo de poli (cloreto de vinila)
utilizada na irrigacéo de hortalicas folhosas, em planos (a) bidimensional e
(b) tridimensional, realizadas por microscopia de for¢a atdmica.

Tabela 2 - Parametros de rugosidade da superficie da tubulacdo de PVC utilizada para
irrigacéo de hortalicas folnosas medidos por microscopia de for¢a atdmica

Parametros Medidas (nm) DP* CV **(%)
Rugosidade Média (Ra) 479,72 31,69 6,60
Rugosidade Quadratica Média (Rq) 620,81 25,06 4,04
Diferencga de altura (Ry) 4.381,61 13,70 0,31

* DP = Desvio Padrao; ** CV = Coeficiente de variagéo

Alguns trabalhos reportaram uma relagdo entre rugosidade da superficie e
retencdo microbiana. Verran et al. (2001) verificaram que o maior valor de Ra de
polimetil metacrilato resultou em um maior numero de células aderidas de C. albicans.
Segundo Verran e Boyd (2001) o aumento da area da interface microrganismo/material
proporciona mais pontos de contato, facilitando assim que a adesé&o irreversivel se

estabeleca.

4.4. Influéncia da hidrofobicidade na formagao de biofilmes de Pseudomonas
fluorescens e dos oocistos de Cryptosporidium parvum aderidos em tubulagao de
PVC

O angulo de contato com a agua fornece uma informacgdo qualitativa sobre a
hidrofobicidade da superficie (OLIVEIRA et al., 2006). A amostra €& considerada

hidrofébica se o angulo for maior que 50° e hidrofilica quando inferior ou igual a 50°
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(Oss e Giese, 1995). De acordo com esse critério, pode-se dizer que a superficie da
tubulacdo de PVC é hidrofébica, enquanto que superficies das células de P.
fluorescens, dos oocistos de C. parvum e da cultura mista de bactéria com o
protozoario sado hidrofilicas (Tabela 3). Entretanto, outros autores como Vogler (1998),
consideram que quando os angulos de contato formados pela agua sobre uma
superficie sao inferiores a 65°, a superficie € hidrofilica, para valores superiores trata-
se de uma superficie hidrofébica.

A superficie da tubulacdo de PVC avaliada nesse experimento apresentou
caracteristica hidrofébica com média de angulos de 77,2° (Tabela 3) quando o liquido
de avaliagao foi a agua. A hidrofobicidade de superficies de PVC também foi avaliada
em outros estudos, nos quais os angulos de contato formados com a agua foram 88,5°
(KACZMAREK et al., 2002), 92,4° (CARELI et al., 2008), 103° (LI et al., 2006) e 117,9°
(CHAVES, 2004). Embora os autores relatarem algumas variagdes nos valores dos
angulos de contato formados com a agua da superficie de PVC, todos os resultados
encontrados nesses estudos mostraram que o PVC é uma superficie hidrofébica.

Células de P. fluorescens apresentaram valores médios de angulo de contato
com a agua de 19,9° (Tabela 3), o que confirma sua propriedade hidrofilica. Outros
trabalhos relataram angulos de contato com a agua de 17,4° (YEO e CHUA, 2004),
21,9° (CARELI et al.,, 2008), 25° (MACHADO, 2005) e 28° (CHAVES, 2004)

concordando com o carater de hidrofilicidade da bactéria avaliada.

Tabela 3 - Valores médios dos angulos de contato (8) determinados a temperatura
ambiente sobre as superficies da tubulacdo de PVC, de P. fluorescens
ATCC 13525, de oocistos de C. parvum e dos dois microrganismos em
cultura mista com agua (6w), formamida (B¢ ) e a-bromonaftaleno(6g)

Superficie Ow* O 05"
Tubulagéo de PVC 77,2° £ 1,56 59,6° £ 1,72 33,9° £ 3,47
P. fluorescens 19,9°+ 4,34 22,4° + 1,95 90,0° + 0,86
C. parvum 39,5° + 3,58 30,3° £ 2,27 65,0° + 1,64
P. fluorescens e C. parvum 25,1° + 3,62 23,1°+ 4,30 18,7° + 0,88

* Média + Desvio Padrao

A caracterizagado termodindmica da superficie bacteriana é um reflexo das

caracteristicas fisico-quimicas da superficie, que sao definidas por componentes
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macromoleculares, como lipopolissacarideos, proteinas e exopolimeros, que variam em
quantidade de acordo com as condigdes de crescimento e de estirpe para estirpe
(STREVETT e CHEN, 2003).

Concordando com o resultado qualitativo de hidrofobicidade obtido pela medigéo
do angulo de contato com a agua (Tabela 3), os valores de energia livre de superficie
indicaram que a superficie da tubulagdo de PVC é hidrofébica (AGsws < 0) (Tabela 4).
Em se tratando dos microrganismos, pode-se dizer que estes, tanto em cultura pura
quanto em cultura mista, possuem superficies hidrofilicas (AGsws > 0) (Tabela 4), o que
reforca os valores dos angulos de contato obtidos das superficies com a agua (Tabela
3).

Relativamente pouca informag&o encontra-se disponivel sobre a hidrofobicidade
de oocistos de C. parvum. Os oocistos avaliados nesse experimento apresentaram
carater hidrofilico, concordando com os dados encontrados em outras pesquisas
(DRODZ e SCHWARTZBROD,1996; DAl e HOZALSKI, 2003; KUZNAR e ELIMELECH,
2005 e 2006). Entretanto, Hsu e Huang (2002) reportaram que os oocistos avaliados

possuiam um carater mais hidrofébico.

Tabela 4 - Valores das componentes de tenséo superficial (-, 7. e y.) e grau de

hidrofobicidade (AGsws) das superficies da tubulacdo de PVC, de P.
fluorescens ATCC 13525, de oocistos de C. parvum e dos dois
microrganismos em cultura mista

Tensao superficial (mJ'm™)

Superficie o . - AGsws”
Vs Vs Vs
Tubulagéo de PVC 37,17 0,03 9,00 - 44,08
P. fluorescens 11,10 15,02 49,41 6,72
C. parvum 22,47 3,88 63,87 36,25
P. fluorescens e C. parvum 42,09 0,53 49,24 27,41

* Valores expressos em mJ'm™

E conhecido que, em solugdo aquosa, a adesdo é favorecida entre superficies
hidrofobicas, uma vez que a camada de agua que reveste as duas superficies é
removida. Entretanto, pode ocorrer adesao entre uma superficie hidrofébica e outra

hidrofilica ou entre duas superficies hidrofilicas (Van Oss, 1997).
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4.5. Avaliagao da Energia Livre de Adesao

De acordo com a teoria termodinamica, a adeséo € favorecida se a variagao da
energia livre por unidade de area da superficie for negativa, o que significa que a
adesdo espontanea € acompanhada por uma diminuicdo da energia livre do sistema,
como previsto pela Segunda Lei da Termodindmica. Nesse sentido, o estudo da
previsao teoérica da formacgéo de biofilmes de P. fluorescens e da adeséo de oocistos

de C. parvum a superficie da tubulacdo de PVC, permitiu verificar que a adeséo é

termodinamicamente favoravel (AG/S" . < 0) em todos os casos (Tabela 5).

adeséo

Na Tabela 5 encontram-se os valores da energia livre total de adesdo (AG/Y . ),

adeséo
que permitem fazer uma previsao teérica da formagao de biofilmes de P. fluorescens e
da adeséo de C. parvum na tubulagédo de PVC. Os dados revelam que a adesao foi

mais favoravel quando o biofilme de P. fluorescens estava formado juntamente com os

oocistos de C. parvum capturados pelo biofime (AG”. = - 28,56 mJm™) e quando

adesdo

somente células de P. fluorescens em biofiime estavam presentes (AG!S . = - 21,89

adesdo

mJ'm'Z) do que quando somente oocistos do protozoario entraram em contato com a

TOoT  —
adeséao

superficie de adesao (AG - 14,29 mJ'm™). Dessa forma, quando foram avaliadas

as interacbes existentes entre o biofiime de P. fluorescens e a superficie do PVC e

entre o biofilme de P. fluorescens, os oocistos capturados e, ou retidos pelo biofilme e a

superficie de PVC, observaram-se menores valores de energia livre de adesao.
Resultados semelhantes sobre o favorecimento da adeséo de P. fluorescens em

superficies de PVC foram encontrados por CHAVES (2004). Esse estudo relatou que a

interacdo entre a bactéria e a superficie foi favoravel, apresentando AG!Y . = - 590

adesdo
mJm™.

Os resultados da avaliagdo termodinamica explicam a elevada concentracéo de
células de P. fluorescens aderidas na tubulacdo de PVC. Para cada suspensao
bacteriana em MMS com 107 a 10 UFC'mL™" que circulava no sistema ao final de cada
dia de experimento, cerca de 1 x 10’ UFC:cm™ estavam no biofilme apos seis dias de
sua formagdo. No entanto, para cada suspensdo com 10* oocistosmL™ circulada na
tubulagdo sem o biofilme, somente foi detectado cerca de 1 oocisto'cm™ da superficie

avaliada.
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Tabela 5 - Valores da energia livre total de adesé&o entre a superficie de PVC (1) e P.
fluorescens ATCC 13525 e, ou C. parvum (2)

Interacéo Vg ¥ NG
P. fluorescens e Tubulacao de PVC 34,38 - 21,89
C. parvum e Tubulagédo de PVC 44,19 - 14,29
P. fluorescens, C. parvum e Tubulagéo de PVC 61,45 - 28,56

* Valores expressos em mJ'm?.

4.6. Controle de biofilmes de P. fluorescens e de oocistos de C. parvum aderidos

em tubulacao de PVC pelo surfactante cloreto de benzalcénio

Houve diferenga (P < 0,05) no numero de redugbes decimais (RD) de oocistos
de C. parvum e de células de P. fluorescens nas diferentes concentragbes do
surfactante avaliadas nesse estudo.

As concentragdes de solugdes de cloreto de benzalcénio testadas resultaram em
um decréscimo gradual do numero de células e de oocistos aderidos na tubulacéo de
PVC. Portanto, foi observado um aumento (P < 0,05) no numero de RD de ambos os
microrganismos a medida que os mesmos foram submetidos a tratamentos com
solugdes surfactantes em concentragdes mais elevadas (Figura 15).

Foram encontrados valores de RD semelhantes de C. parvum e P. fluorescens
quando as solugdes surfactantes foram aplicadas a esses microrganismos em biofilme
em concentragdes mais baixas, como 400 mg'L" e 800 mgL™ (Figura 15). Contudo, em
concentragdes iguais e superiores a 1200 mg'L'1, observou-se que o numero de RD de
C. parvum foi sempre inferior ao numero de RD de P. fluorescens (Figura 15). Essa
diferenca de RD entre oocistos de protozoarios e células bacterianas foi constatada,
por exemplo, quando foi realizada a aplicacdo de cloreto de benzalcdnio na
concentracdo de 2200 mg'L'1, na qual foi possivel obter RD de 2,65 e 3,86 ciclos
logaritmicos nos numeros de C. parvum e de P. fluorescens (Figura 15),
respectivamente, o que demonstra uma diferenca de 1, 21 ciclos logaritmicos. Uma
justificativa para esse resultado pode ser devido a menor adesdo de oocistos, ja
constatada nesse experimento, em relagdo ao elevado numero de células bacterianas

presentes no biofilme formado na tubulagéo de PVC.
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Figura 15 - Reducé&o decimal de oocistos de C. parvum, e de biofilmes de P.
fluorescens, expressos em log oocistoscm? e log UFC:cm?,
respectivamente, aderidos em tubulacdo de PVC a 25 °C apéds
tratamentos com dez concentracdes de Cloreto de Benzalcénio durante
10 min de contato. *Significativo a 5% de probabilidade pelo teste t
(P < 0,05).

Os maiores numeros de RD de P. fluorescens ap6s aplicagdo das solugbes
surfactantes podem ser também atribuidos ao modo de ag&o do cloreto de benzalcdnio
sobre células bacterianas. Segundo McDonnell e Russell (1999), o modo de agéo
desse tipo de surfactante, pertencente ao grupo de surfactantes catiénicos, é atribuido
a sua carga positiva, a qual forma uma ligagao eletrostatica com sitios da parede

celular da bactéria carregados negativamente. Essas ligagbes criam situagdes de
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estresse na parede celular, o que conduz a uma lise da mesma e a uma posterior
morte da bactéria. Além disso, o cloreto de benzalcénio pode causar a morte celular
pela desnaturagcéo de proteinas, alteracdo e rompimento da parede celular e redugao
de entrada normal de nutrientes que sustentam a célula bacteriana. Dessa forma,
constata-se que ha justificativas para a acao do surfactante sobre células bacterianas.

Ainda pouco é conhecido sobre a agdo do cloreto de benzalconio sobre os
oocistos. C. parvum é um microrganismo muito resistente com capacidade de
sobreviver em condicbes adversas. Ao contrario da maioria das bactérias, esse
protozoario desenvolveu um estagio de dorméncia, fisiologicamente distinto, como
parte do seu complexo ciclo de vida, na forma de oocisto. Este estagio de oocisto
permite que o organismo permanega viavel, mas dormente, esperando a oportunidade
de infectar um hospedeiro susceptivel e perpetuar o seu ciclo de vida nesse
hospedeiro. Ao contrario dos esporos bacterianos, pouco é conhecido sobre a
composicao quimica dos oocistos e como essa composicdo esta associada com a
capacidade de sobrevivéncia do protozoario (MILLAR et al., 2002). Segundo Fayer
(1997), a resisténcia de C. parvum a condi¢des de estresse ambiental e a sanitizacao
quimica é atribuida a parede do oocisto que é uma barreira protetora complexa que
apresenta dupla camada de uma matriz composta de proteinas, lipidios e carboidratos.

Sabe-se que o protozodario possui carga negativa em sua superficie (SMITH e
ROSE, 1990). Assim, é provavel que a carga positiva do cloreto de benzalcénio tenha
capacidade de reagir com algum componente da superficie do oocisto e causar dano.
No entanto, esse mecanismo de agado ainda é desconhecido e a morte do protozoario
pode ndo ocorrer devido a sua resisténcia as solugbes quimicas, como por exemplo,
surfactantes e sanitizantes. Ja foi provado que os oocistos sdo capazes de sobreviver
por longos periodos e sao resistentes a muitos agentes sanitizantes como compostos
clorados, iodéforos, cloreto de benzalcénio e outros compostos a base de amoénia
quaternaria (BARBEE et al., 1999; WEIR et al., 2002).

A Figura 16 mostra algumas fotomicrografias do numero de C. parvum e P.
fluorescens presentes na tubulagcédo de PVC antes e ap6s a aplicagdo de algumas
solugdes de cloreto de benzalconio em diferentes concentragbes. Observou-se que o
namero de microrganismos aderidos diminuiu depois da utilizagdo de diferentes
concentragdes de surfactante (Figura 16 b a 16 f) quando comparados ao tratamento

controle (Figura 16 a).
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Figura 16 - Células de P. fluorescens em biofilmes e oocistos de C. parvum (setas)
aderidos em tubulagdo de PVC utilizada para irrigagcdo de hortaligas,
avaliados por microscopia de forga atbmica, antes e ap6s o tratamento com
diferentes concentragdes de cloreto de benzalconio: (a) Controle; (b) 1200
mgL(c) 1800 mgL™";(d) 2200 mgL™;(e) 2600 mg'L™";(f) 2800 mg'L™".

Nesse experimento foi possivel avaliar a remogdo dos oocistos aderidos a
tubulagcéo por meio da aplicacdo do cloreto de benzalcénio. No entanto, nada se pode

dizer sobre a inativagdo desses microrganismos, uma vez que nao foi testada a sua
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viabilidade. Assim, observou-se que o numero de RD na populagédo de C. parvum
variou de 1,42 log oocistos.cm® a 2,77 log oocistos.cm™, dependendo da
concentracdo de surfactante utilizada (Figura 15). Abbaszadegan et al. (2006)
demonstraram a eficiéncia de um produto comercial a base de compostos de amoénia
quaternaria em filtros de sistema de abastecimento de agua. Esses autores
constataram que o produto comercial apresentou capacidade de remocédo de 0,54
ciclos logaritmicos e capacidade de inativagcédo de 1,19 ciclos logaritmicos na populagao
de C. parvum. Esses dados sugeriram que, apesar da resisténcia dos oocistos ao
surfactante, o composto de aménia quaternaria teve capacidade de inativagao
microbiana, podendo ser usado em filtros para a diminuicdo da populacdo de C.
parvum em agua.

Smith et al. (2002) relataram que o valor da concentragdo a partir da qual se
inicia o processo de formacdo das micelas, também conhecida como concentragéo
micelar critica (CMC), do cloreto de benzalconio é 1876 mg.L™. Verificou-se que o
numero de RD de P. fluorescens continuou a aumentar com mais intensidade do que
quando comparado com o aumento do numero de RD de C. parvum em concentragdes
acima dessa CMC (Figura 15).

Esses resultados mostraram que a maior eficiéncia desse surfactante para a
retirada de ambos os microrganismos encontra-se em concentracéo elevada, acima da
CMC. Assim, sugere-se a aplicagdo de solugbes de cloreto de benzalcdonio em
concentragbes em torno de 2800 mg.L'1 para a remogao desses microrganismos em
tubulacéo de PVC.

Dessa forma, a retirada dos microrganismos aderidos a superficie de PVC pode
ser realizada por meio do uso de solu¢des surfactantes, como cloreto de benzalcénio,
em concentragdes suficientes para se obter um controle da contaminagado microbiana
dentro da tubulacéo de PVC utilizada para irrigacao de hortalicas. Esse controle deve
ser realizado de modo a retirar um maior numero de microrganismos aderidos e evitar
que as células bacterianas ndo removidas da tubulacdo continuem seu crescimento,
principalmente na forma de biofilmes, facilitando a adesao de oocistos de C. parvum.
Caso o controle ndo seja realizado de maneira eficiente, isso pode refletir em uma
liberacdo de bactérias e protozoarios para o liquido circulante, no caso a agua utilizada
na irrigacédo, o que podera causar a diminuicdo da qualidade microbioldégica das

hortalicas e comprometimento da saude do consumidor.
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5. CONCLUSAO

A quantidade de oocistos de C. parvum por cm? capturados pelo biofilme de P.
fluorescens em tubulagao de PVC foi maior do que os oocistos retidos apés o aumento
de seis vezes do fluxo do liquido circulante. Portanto, o aumento do fluxo foi importante
para a remog¢ao dos oocistos do protozoario.

Os oocistos de C. parvum nao possuem boa capacidade de adesao a superficie
de PVC quando estdo em cultura pura no meio de circulagdo, o que permitiu concluir
que o biofilme de P. fluorescens foi determinante para o aprisionamento do protozoario
na tubulacao utilizada para a irrigagao devido a presenca de exopolissacarideos. Dessa
forma, as interagbes existentes entre biofilme bacteriano e oocistos podem ter um
papel importante na migracédo de C. parvum em sistemas de producdo de hortaligas.
Assim, é importante se controlar a contaminacao por P. fluorescens em sistemas de
abastecimento de agua em hortas de alface.

A superficie da tubulacdo de PVC apresentou caracteristica hidrofébica de
acordo com as medi¢cdes dos angulos de contato com a agua e com os calculos de
energia livre de superficie. As superficies de P. fluorescens e de C. parvum foram
classificadas como hidrofilicas pela mesma técnica. Apesar dessas diferencas, as
superficies hidrofébicas possuem capacidade de adesao em superficies hidrofilicas.

A avaliacdo termodinédmica por meio da quantificacdo da energia livre total de

interacao indicou que a adesao de P. fluorescens na forma de biofilmes e de oocistos

TOT
adeséo

de C. parvum foi termodinamicamente favoravel (AG < 0) em todas as condigdes

avaliadas.
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O uso de cloreto de benzalcdnio para a remocgao de biofilmes de P.fluorescens e
de oocistos de C. parvum aderidos a tubulacdo de PVC promoveu um aumento do
numero de redugdes decimais desses microrganismos a medida que foi aumentada a
concentragéo do surfactante. Dessa forma, o controle desses microrganismos aderidos
na tubulacdo pode ser realizado com solu¢cdes de cloreto de benzalconio em
concentragdes em torno de 2800 mg'L™.

A presenca dos oocistos aderidos no biofilme bacteriano pode contribuir para
contaminacgao de hortalicas uma vez que os microrganismos podem ser desprendidos e

transportados pelo fluxo de agua durante a irrigagéo.
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