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Desempenho produtivo e econdmico de frangos alimentados com racoes
submetidas a diferentes formas de processamento na fase final

Productive and economic performance of broilers chickens fed with rations subjected to
different forms of processing in the final phase
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Fernando Rocha Botelho*

1 Bacharel em Zootecnia. Centro Universitario de Patos de Minas - Unipam.
E-mail: juniohoracio@gmail.com (autor correspondente).
2 Mestre em Zootecnia. Agente Local de Inovagao Rural - Sebrae/GO.
3 Doutora em Zootecnia. Docente na Universidade do Estadual de Minas Gerais, Unidade
Ituiutaba.
4 Mestre em Zootecnia. Docente no Centro Universitario de Patos de Minas - Unipam.

Resumo: A avicultura é uma das atividades da producdo animal que mais se desenvolveu nos
altimos anos. Isso se deve, basicamente, a busca de novos sistemas de criacao, que objetivam a
maior produtividade no menor tempo possivel. O experimento foi conduzido no aviario da
Escola Agrotécnica Afonso Queiroz em Patos de Minas, Minas Gerais, com o objetivo de avaliar
o desempenho produtivo e econémico de frangos de corte alimentados com ragdes submetidas a
diferentes formas de processamento na fase final. Foram utilizados 220 pintos mistos, da
linhagem comercial Ross, submetidos a um delineamento inteiramente casualizado, composto de
dois tratamentos (ragao farelada e racao triturada), com dez repeti¢des. Aos 42 dias de idade,
foram avaliadas as variaveis de desempenho produtivo e econémico. Os frangos que foram
alimentados com a ragao triturada apresentaram maior ganho de peso (P = 0,0052), peso vivo (P
=0,0181) e ganho de peso didrio (P =0,0051). Entretanto, na avaliagao econdmica, a ragdo farelada
demonstrou um menor custo de ra¢ao por quilograma de peso vivo ganho (P = 0,0267) e indice
de custo, e consequentemente maior indice de eficiéncia econdmica. Concluiu-se que, no periodo
em que o experimento foi realizado, a racao triturada apresentou melhores resultados produtivos,
porém com menor eficiéncia econdmica que a ragao farelada.

Palavras-chave: avicultura; eficiéncia alimentar; fator de producao; ragao triturada.

Abstract: Poultry farming is one of the animal production activities that has developed the most
in recent years. This is mainly due to the search for new breeding systems that aim at higher
productivity in the shortest possible time. The experiment was conducted in the poultry house of
the Afonso Queiroz Agrotechnical School in Patos de Minas, Minas Gerais, with the objective of
evaluating the productive and economic performance of broiler chickens fed with rations
subjected to different forms of processing in the final phase. 220 mixed chicks from the
commercial Ross lineage were used, subjected to a completely randomized design, composed of
two treatments (pelleted and crumbled feed), with ten replications. At 42 days of age, productive
and economic performance variables were evaluated. Broiler chickens fed with crumbled feed
showed higher weight gain (P =0.0052), live weight (P =0.0181) and daily weight gain (P =0.0051).
However, in the economic evaluation, the pelleted feed demonstrated a lower cost of feed per
kilogram of live weight gain (P = 0.0267) and cost index, and consequently a higher economic
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efficiency index. It was concluded that, during the period in which the experiment was carried
out, crumbled feed showed better productive results, but with lower economic efficiency than

pelleted feed.

Keywords: poultry farming; feed efficiency; production factor; crumbled feed.

1 INTRODUCAO

O processamento das ragoes,
como peletizagao, extrusao e expansao,
juntamente com a
complexos de enzimas exdgenas, ¢é
considerado uma técnica que visa
aumentar a digestibilidade dos nutrientes
pelas aves. Nesse contexto, as enzimas

utilizacao de

exogenas tém sido incorporadas as ragoes
dos animais com o propdsito de melhorar
a utilizagdo dos nutrientes pouco
disponiveis e proporcionar melhor
desempenho as aves e, com isso,
aumentar a rentabilidade no sistema de
produgao (LARA et al., 2008).

No entanto,
esclarecimentos a respeito dos beneficios
dos diferentes processamentos de racao,
em especial a extrusdao, sobre o
desempenho de frangos de corte, além da
necessidade de adequacdo dos niveis
nutricionais para essas ragoes. RacoOes
peletizadas (ou triturada, se moida
posteriormente) proporcionam
vantagens como maior uniformidade do
tamanho das particulas da ragao, redugao
da segregacao dos ingredientes durante
manuseio, transporte e estocagem,
redugao ou eliminagao de
microrganismos como Salmonella sp. e
Escherichia coli (NILIPOUR, 1993), menor
tempo gasto com alimentac¢ao (JENSEN et
al., 1962) e melhora na digestibilidade dos
nutrientes (MORAN, 1987).

Os beneficios da peletizagao e
trituracdo, que, por sua vez, nada mais é
que a peletizada, triturada em fragmentos
podem ser resumidos em

S30 necessarios

menores,

maiores ganhos de peso em funcao do
maior
palatabilidade e preferéncia das aves,

consumo, reflexo de melhor

facilidade de apreensao, que leva a menor
movimentacao e menor tempo gasto com

alimentacao, além de melhor
digestibilidade  dos  nutrientes e,
consequentemente, melhor

aproveitamento da energia (LARA et al.,
2008).

Nesse sentido, Freitas ef al. (2008)
observaram que pintos de corte
alimentados com ragOes trituradas
durante a primeira semana de criagao
utilizaram  melhor 0s  nutrientes,
aumentando a energia disponivel para o
ganho de peso. Para Moran (1987), esses
beneficios ocorrem pela combinagao de
umidade, calor e pressao durante o
processo industrial, melhorando a
utilizagdo dos carboidratos pelas aves,
uma vez que ocorre nos ingredientes da
racdo desagregacao dos granulos de
amilose e amilopectina. Também, ocorre
melhora da digestibilidade das proteinas
em fung¢ao da alteracao de suas estruturas
tercidrias naturais. Segundo Avila et al.
(1997), a utilizacao de ragdes trituradas
para frangos de 1 a 21 dias de idade
promoveu melhor desempenho em
relagdo as fareladas.

A energia metabolizavel (EM) é
o fator nutricional de maior custo na
ragao e influi no desempenho dos frangos
(1999)
administraram ragdes com teor de EM
entre 2850 a 3150 kcal/kg para frangos de
corte de 1 a 21 dias e verificaram melhor
desempenho para o nivel de 3075 kcal/kg

de corte. Zanusso et al.
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para os machos. A peletizagao atua como
um poupador de energia, uma vez que a
ave utiliza a ragao peletizada com maior
eficiéncia em comparagdo com a ragao
farelada (PENZ JUNIOR, 1997). Nesse
sentido, Bertechini et al. (1991)
verificaram que ragdes trituradas
promovem melhor desempenho, sendo
esse beneficio pronunciado nas ragoes
com baixo nivel de EM. No entanto,
Greenwood et al. (2004), trabalhando com
frangos de corte de 14 a 30 dias, e Maiorka
et al. (2005), com frangos de 21 a 42 dias,
nao verificaram interacao entre forma
fisica da racao e niveis de EM
empregados.

Objetivou-se com o trabalho
o desempenho produtivo e
econdmico de frangos de corte
alimentados com rac¢bes submetidas a

avaliar

diferentes formas de processamento na
fase final.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado
pelo Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUA) do Centro Universitario de Patos
de Minas (UNIPAM), com o numero do
protocolo 88/19. O experimento foi
conduzido na Escola Agrotécnica Afonso
Queiroz, localizada no municipio de
Patos de Minas, Minas Gerais. Teve como
periodo experimental 42 dias durante os
meses de junho e julho de 2019.

Foram utilizados 220 pintos
mistos de um dia, da linhagem comercial
Ross, devidamente vacinados contra a
doenca de Marek, obtidos de incubatorio
comercial, que foram alojados em galpao
experimental de alvenaria com piso
cimentado, dividido internamente em 20
unidades experimentais, cada uma
medindo um metro de comprimento por
um metro de largura (1 m?), com 0,50

metro de altura divididas entre si por
duas camadas de papeldo, com a cama de
maravalha. A densidade de alojamento
em cada unidade foi de 11 aves por metro
quadrado.

Cada unidade era provida de um
comedouro e um bebedouro. Na primeira
semana, composto por um bebedouro
infantil tipo pressao com capacidade de
cinco litros, um comedouro tubular e
campanula elétrica. A partir do 8% os
comedouros e os bebedouros infantis
foram substituidos por bebedouros
pendulares automadtico e comedouros
tubulares. Diariamente, foram feitos
ajustes de altura dos comedouros e
bebedouros de acordo com o tamanho
das aves. Foi iluminagao
artificial durante 24 horas até o 15° dia, a
partir do 16° foi retirada a campanula e

utilizada

utilizada apenas iluminagdo natural.

O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado,
composto por dois tratamentos de acordo
com o tipo de processamento da ragao
(ragao racao
fornecidas durante a fase final), com dez

farelada e triturada
repeticoes de 11 aves, totalizando 20
unidades experimentais.

O programa alimentar foi
dividido em periodo inicial de 1 a 27 dias
de idade (ragao farelada para todas as
aves) e final de 28 a 42 dias de idade.
Foram utilizadas racOes
conforme as

comerciais,
exigéncias
nutricionais e energéticas para cada fase.
As ragdes constituiam-se de farelo de soja,
sorgo integral moido, cloreto de sddio (sal
comum), calcario calcitico, farinha de
carne e o0ssos, casca de soja moida,
protenose, milho integral moido, acido

formuladas

folico, fitase, hidroxido de tolueno
butirato, biotina, cloreto de colina,
metionina, lisina, iodato de célcio,

coccidiostatico (monensina), monoxido
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de manganés, niacina, pantotenato de
calcio, selenito de sddio, sulfato de cobre,
de ferro, de zinco, vitaminas A, B1, B12,
B2, B6, D3, E e K3, e caulim. A composicao
nutricional (niveis de garantia) das ragoes
utilizadas na fase final estd disposta na
Tabela 1.

Tabela 1: Niveis de garantia por quilograma
do produto das ragdes utilizadas na fase final

Composicao Nivel de
nutricional garantia
Umidade (max.) 120,00 g
Proteina bruta (min.) 170,00 g
Extrato etéreo (min.) 30,00 g
Matéria fibrosa (max.) 80,00 g
Matéria mineral (max.) 70,00 g
Calcio (min.) 8.000,00 mg
Célcio (max.) 12,00 g
Fésforo (min.) 3.600,00 mg
Vitamina A (min.) 5.000,00 UT
Vitamina B1 (min.) 3,70 UI
Vitamina B2 (min.) 4,70 UI
Vitamina B6 (min.) 8,00 UI
Vitamina B12 (min.) 14.000,00 UI
Vitamina E (min.) 10,00 UI
Vitamina D3 (min.) 1.000,00 UI
Vitamina K3 (min.) 1,60 UI
Acido félico (min.) 0,80 mg
Acido pafltotemco 18,00 mg
(min.)
Biotina (min.) 0,20 mg
Niacina (min.) 0,54 mg
Colina (min.) 1.290,00 mg
Lisina (min.) 7.940,00 mg
Metionina (min.) 3.980,00 mg
Cobre (min.) 47,00 mg
Ferro (min.) 18,00 mg
Iodo (min.) 0,80 mg
Magnésio (min.) 1.650,00 mg
Manganés (min.) 45,00 mg
Selénio (min.) 0,22 mg
Sodio (min.) 1.810,00 mg
Zinco (min.) 35,00 mg
Antioxidante (min.) 130,00 mg
Fitase (min.) 333,00 mg
Monensina (min.) 73,00 mg

Aos 42 dias de idade, foram
avaliadas as varidveis de desempenho
produtivo (ganho de peso, peso vivo,
ganho de peso
alimentar, consumo de racado, viabilidade

diario, eficiéncia
criatéria e fator de produgao) e
econdmico. Para tal, foram conduzidas
pesagens das aves, da oferta e sobra de
ragoes semanalmente e registrado o
numero e peso das aves mortas
diariamente.

O peso vivo (g/ave) foi obtido
dividindo-se o peso total das aves da
parcela experimental pelo nimero total
de aves. O ganho de peso (g/ave) foi
calculado pela diferenca entre o peso final
e inicial das aves; o ganho de peso diario
(g/ave), pelo ganho de peso dividido pelo
total de dias avaliados. Para tanto, as aves
foram mantidas em jejum de 4 horas para
a realizagdo das pesagens, voltando a
alimentagao normal ao final do manejo.

O consumo médio de ragao
(g/ave) foi obtido pela diferenca da ragao
oferecida e a sobra, dividido pelo niimero
de aves no periodo. A conversao
alimentar foi calculada através da divisao
do consumo médio de ragdo (g) pelo
ganho de peso médio (g) das aves; e a
eficiéncia alimentar pela razao entre o
ganho de peso médio (g) e o consumo de
racao (g). A viabilidade criatoria foi
calculada como porcentagem das aves
sobreviventes em relacdo ao numero
inicial de aves alojadas.

O fator de produgao (FP) foi
avaliado por meio do seguinte calculo:
FP=GMD xVBx EAx 100, em que:
GMD = ganho de peso médio diario; VB =
viabilidade criatoria; EA = eficiéncia
alimentar. Os indices de classificacao de
fator de producao estao presentes na
Tabela 2.
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Tabela 2: Indices de classificacio de fator de
producao avicultura industrial

FP< 200 200<FP<220 221<FP<230
Péssimo Ruim Regular
231<FP<240 241<FP<250 FP>250
Bom Otimo Excelente

Para verificar a viabilidade
econOmica das ragoes farelada e triturada,
determinou-se o custo da ragao por
quilograma de peso vivo ganho (Yi),
segundo Bellaver et al. (1985), pela

formula:

Qi x Pi
Yi=
TG

Em que Yi é custo da ragao por
quilograma de peso vivo ganho no i-
ésimo tratamento; Qi, quantidade de
racao consumida no i-ésimo tratamento;
Pi, preco por quilograma da ragao
utilizada no i-ésimo tratamento; e Gi,
ganho de peso do i-ésimo tratamento.
Considerou-se o preco de cada ragao
conforme o mercado comercial, nos
meses de junho e julho de 2019 na regiao
de Patos de Minas, Minas Gerais.

Em seguida, foram calculados o
indice de eficiéncia economica (IEE) e o
indice de custo (IC), propostos por Fialho
et al. (1992), conforme segue:

MCe x 100

IEE = ——
CTei

Ic = CTei x 100
- MCe

Em que MCe é o menor custo da
racao por quilograma ganho observado
entre os tratamentos e CTei, custo do
tratamento i considerado.

Os resultados obtidos foram
submetidos a andalise de variancia, e as
médias comparadas pelo teste F ao nivel

de 5% de probabilidade, utilizando o
programa computacional SISVAR.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os frangos alimentados com
racao triturada apresentaram maior
ganho de peso (P =0,0052), peso vivo (P =
0,0181) e ganho de peso médio didrio (P =
0,0051) do que os frangos alimentados
com ragao farelada (Tabela 3).

Tabela 3: Ganho de peso (GP), peso vivo
(PV) e ganho de peso médio diario (GMD) de
frangos de corte alimentados com racoes
submetidas a diferentes formas de
processamento (Proc.) na fase final

Proc. GP(g) PV(g) GMD (g
Racao 2.605
1. 78,

farelada 098 b b 839b

Ragdo - 46a 27252 8896a
triturada

CV (%) 8,86 3,87 8,87

P calculado 0,0052 0,0181 0,0051

Meédias seguidas de letras distintas na coluna
diferem entre si pelo teste F a 5% de
significancia. CV: coeficiente de variagao.

Isso provavelmente pode ter
ocorrido devido aos beneficios do
processamento da racdo triturada, que,
segundo Lorencon et al. (2007), facilita o
transporte, reduz o po, evita a selegao de
particulas  pelas
digestibilidade de
carboidratos e proteinas, destroi fatores
antinutricionais termoldbeis e reduz a
contaminacao por agentes patogénicos.

Turner (1995) verificou que o
processo térmico em que passa a ragao
para ser peletizada e posteriormente
triturada pode aumentar o ganho de peso
em até 10% e a eficiéncia alimentar em
5%.

aves, melhora da

nutrientes como

Resultado semelhante foi

verificado por Vargas (2001), em que as
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aves, aos 42 dias de idade, que receberam
racao triturada foram estatisticamente
superiores aquelas que receberam ragao
farelada. Esses resultados concordam
com aqueles encontrados por Munt et al.
(1995), que alimentaram os frangos de
corte de 21-42 dias de idade com ragdes
peletizadas/trituradas e fareladas; e
verificaram também que os frangos que
consumiram dietas peletizadas/trituradas
tiveram maior peso corporal do que
aquelas que receberam dietas fareladas.

Esses resultados estao de acordo
também com aqueles encontrados por
Botura (1997) e Brum et al. (1998), que
observaram que as aves que receberam
racao peletizada/triturada na fase final
tiveram maior ganho de peso que aquelas
alimentadas com racao farelada nesse
periodo.

Nao houve diferengas (P > 0,05)
entre os tratamentos para consumo de
racao, eficiéncia alimentar e conversao
alimentar (Tabela 4).

Tabela 4: Consumo de ragao (CR), eficiéncia
alimentar (EA) e conversao alimentar (CA)
de frangos de corte alimentados com ragoes
submetidas a diferentes formas de
processamento na fase final
CR EA CA
() (g/g) (g/g)
Racgao farelada 2.351 0,468 2,169

Processamento

Racao 2427 0513 1,991
triturada
CV (%) 508 1121 10,96

P calculado  0,2448 0,0804 0,0980
Meédias seguidas de letras distintas na coluna
diferem entre si pelo teste F a 5% de

significancia. CV: coeficiente de variagao.

Como demonstrado, o ganho de
peso e o peso vivo foram maiores com a
ragao triturada, apesar de nao ocorrer
aumento do consumo de ragao, o que
pode justificar as possiveis vantagens da

racao triturada em relacao a melhora da
digestibilidade da ragdo. Moran (1987)
mostrou que a combinacdo de umidade,
calor e pressdao durante o processamento
industrial da racdo
digestibilidade de carboidratos e
proteinas pelas aves em fung¢ao nao s6 da
gelatinizagdo do amido, mas também da

melhora a

alteracao das estruturas antinutricionais
das proteinas.

Nir et al. (1994) verificaram que o
tamanho das particulas e a forma fisica da
racao podem influenciar o consumo de
alimento e a digestdo dos ingredientes
por alterarem a anatomia do trato
digestdrio e/ou as secrecOes digestivas.
Influéncias da  granulometria  dos
ingredientes das ragoes e da peletizagao
no desenvolvimento do trato digestdrio
dos frangos de corte também foram
relatadas por Shamoto e Yamauchi (2000),
Jensen (2001), Engberg et al. (2002),
Dahlke et al. (2003) e Lopez e Baiao (2004).

Os resultados encontrados para
conversao alimentar estao de acordo com
aqueles encontrados por Nir ef al. (1995),
que nao
conversao

observaram diferenca na
quando
compararam aves alimentadas com
racdes peletizadas em relagao as
fareladas, e com os encontrados por
Plavnik e Sklan (1995), que nao
verificaram melhoras na conversao
alimentar quando trituraram a ragao
peletizada, evidenciando que esse
processo aboliu os efeitos positivos da
peletizagao.

Nao se verificou diferencas (P >
0,05) entre os tratamentos para fator de
producgao e viabilidade criatdria (Tabela
5). Os resultados encontrados para fator
de producgao sao resultados excelentes
para a avicultura industrial.

Ambos o0s resultados de
viabilidade criatéria estao abaixo de 3%

alimentar
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de mortalidade total. Segundo Furtado et
al. (2003), os indices de mortalidade em
aviarios onde nao ha controle de
temperatura a taxa de mortalidade

consideravel boa é de 3 a 4%.

Tabela 5: Fator de producao e viabilidade
criatdria de frangos de corte alimentados
com ragOes submetidas a diferentes formas
de processamento na fase final

F
atorde . ilidade
Processamento producio ..
criatoria (%)
(%)
Racao farelada 313,6 97,27
Ragdo 338,4 97,27
triturada
CV (%) 10,39 5,49
P calculado 0,1175 0,9975

Médias seguidas de letras distintas na coluna
diferem entre si pelo teste F a 5% de
significancia. CV: coeficiente de variacao.

Parsons et al. (2003) observaram
maior mortalidade nas aves alimentadas
com dietas peletizadas em relacdo as
fareladas. Nir ef al. (1995) mencionaram
aumento da mortalidade, trés vezes a
mais, nas aves alimentadas com ragoes
peletizadas, do que aquelas que
receberam racdes fareladas, indicando
que essa alta mortalidade poderia ser
provavelmente resultado de uma menor
atividade, devido ao fato de que os
frangos ragoes
peletizadas sao ativos,
permanecendo mais tempo deitados do
que caminhando.

A Tabela 6 apresenta o custo da
ragao por quilograma de peso vivo e o
indice de eficiéncia econdmica. Notou-se
que o custo da ragao por quilograma de
peso vivo ganho (P =0,0267) e o indice de
custo foi menor para a ragao farelada e
consequentemente o indice de eficiéncia
econdmica foi melhor.

alimentados com
menos

Tabela 6: Custo da ragao (Yi) por quilograma
de peso vivo ganho, indice de eficiéncia
econdmica (IEE) e indice de custo (IC) de
frangos de corte alimentados com racdes
submetidas a diferentes formas de
processamento na fase final

Yi/kg IEE IC
PV (%) (%)
Racao farelada 2,19 100,00 100,00

Processamento

Ragdo 223 9825 101,75
triturada

CV (%) 10,32

P calculado 0,0267

Médias seguidas de letras distintas na coluna
diferem entre si pelo teste F a 5% de
significancia. CV: coeficiente de variacao.

Isso pode ser explicado pelo alto
custo para se processar a ragao peletizada
e posteriormente o processo de trituragao,
esse alto custo foi relatado por Biagi
(1990), Nilipour (1993), Capdevila (1997)
e Toledo et al. (2001), demonstrando a
desvantagem relacionada ao alto custo de
manuten¢ao dos equipamentos utilizados
no processo de peletizacao e maior gasto
de energia elétrica.

4 CONCLUSAO

A utilizacdo da racdo triturada
no periodo de 28 a 42 dias de idade
determinou um melhor desempenho
produtivo dos frangos de corte, porém
demonstrou menor eficiéncia econdmica
que a ragao farelada.
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Resumo: O aumento da demanda por alimentos processados aumenta também a preocupagao
com a seguranga dos alimentos, devido a manipulagdo excessiva durante a fabricagao, a
possibilidade de contaminacdo do produto e, consequentemente, menor tempo de prateleira.
Objetivou-se com o presente trabalho avaliar o crescimento de bactérias deteriorantes pela
contagem total de bactérias mesofilas e Pseudomonas spp., em trés tipos de linguiga suina artesanal
frescal: padrao, apimentada e bacon com queijo, produzidas de forma artesanal no municipio de
Patos de Minas. Foram avaliadas nove amostras em trés diferentes tempos de armazenamento,
sendo trés do dia de producao (dia zero), trés do terceiro dia pds-producao e trés amostras do
sexto dia pds-produgao. Os resultados obtidos em relagdo ao crescimento de bactérias mesofilas
variaram de 1,1 x 102 UFC/g a 8,3 x 106 UFC/g de acordo com o tipo de linguica e o tempo apos
a producao, sendo que, a partir do dia 3 pds-produgao, os valores eram superiores aos padrdes
permitidos pela legislacdo atual. Para Pseudomonas spp. houve o aumento expressivo da
contagem microbiana no sexto dia pos-fabricagao, tanto na linguica padrao quanto na de bacon e
queijo. A linguica apimentada apresentou pouco crescimento microbiano nos trés periodos
avaliados. Concluiu-se que, a partir do terceiro dia apds a produgao dos embutidos, a contagem
total de mesofilos apresentou valores acima dos considerados seguros pela legislagao vigente em
todos os tipos de linguica estudados, sugerindo que o tempo de prateleira desses produtos nao
deve ser superior a dois dias.

Palavras-chave: bactérias; deterioragdo; produtos carneos; tempo de prateleira.

Abstract: The increasing demand for processed foods also increases concern about food safety
due to excessive handling during manufacturing, the possibility of product contamination, and
consequently, a shorter shelf life. The objective of this study was to evaluate the growth of
deteriorating bacteria by total mesophilic bacteria and Pseudomonas spp. count in three types of
artisan fresh pork sausages: standard, spicy, and bacon with cheese, produced by hand in the
municipality of Patos de Minas. Nine samples were evaluated at three different storage times,
with three samples taken on the day of production (day zero), three on the third day post-
production, and three samples on the sixth day post-production. The results obtained regarding
the growth of mesophilic bacteria ranged from 1.1 x 102 CFU/g to 8.3 x 106 CFU/g depending on
the type of sausage and the time after production, and from the third day post-production, the
values were higher than the standards allowed by current legislation. For Pseudomonas spp., there
was a significant increase in microbial count on the sixth day post-fabrication, in both standard
and bacon and cheese sausages. The spicy sausage had little microbial growth in all three periods
evaluated. It was concluded that, from the third day after the production of the sausages, the total
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mesophilic count presented values above those considered safe by current legislation in all types
of sausages studied, suggesting that the shelf life of these products should not exceed two days.
Keywords: bacteria; deterioration; meat products; shelf life.

1 INTRODUCAO

Embutidos carneos sao produtos
elaborados com carnes ou outros tecidos
comestiveis, podendo ou nao ser curados,
defumados ou dessecados, envoltos por
membranas ou plastico apropriado
(BRASIL, 2017). Nos embutidos frescos, a
qualidade esta diretamente ligada a
qualidade da matéria-prima e as boas
praticas de manufatura e armazenamento
(JAWETZ; ADELBERG, 2006). Entre os
embutidos, a linguica ¢ um dos produtos
carneos mais produzidos no Brasil,
possivelmente porque sua produgado
utiliza poucos aparelhos e que sdo de
baixo custo (MILANI et al., 2003).

Entende-se que linguica é o
produto carneo obtido de carnes
cominuidas das diferentes espécies
animais, condimentado, com adi¢ao ou
ndao de ingredientes, embutidos em
envoltério natural ou artificial e
submetido a processo tecnologico
especifico (BRASIL, 2017). Os embutidos

artesanais sdao  produtos  carneos
produzidos de maneira artesanal em
domicilios e pequenas industrias

(RITTER et al., 2003).

Com o aumento do consumo
desse tipo de produto, aumenta também
a preocupagao com a seguranca de
alimentos, visto que podem se tornar um
veiculo de doengas com risco a saude
publica. Cada vez mais o consumidor
procura alimentos com qualidade
microbioldgica, fazendo com que a cadeia
produtiva produza alimentos seguros
com excelente qualidade (BEZZERA,;
MARTINS, 2008).

A deterioracao da carne e dos
produtos carneos deve-se principalmente
ao crescimento bacteriano em sua
superficie. As condicoes de estocagem
determinam o tipo de microrganismo
deteriorante que se desenvolvera nos
produtos  resfriados. = Apesar  de
aumentarem o tempo de estocagem das
carnes, as baixas temperaturas (sem o
congelamento)  ainda
desenvolvimento de algumas bactérias
psicrotroficas (HOLLEY; GILL, 2005).

A contagem em placas de
microrganismos mesofilos ¢é utilizada
qualidade de
alimentos, indicando as condig¢des de
boas praticas durante a fabricagdao e
informag0es sobre sua vida util e
possiveis alterages sensoriais. A maioria
dos microrganismos patogénicos também
fazem parte do grupo dos mesofilos
(SILVA, 2002).

Em temperaturas baixas, sob
condicoes  aerdbias, a  microbiota
envolvida na deterioracao da carne é
tomada por Dbactérias do género
Pseudomonas spp. (LAWRIE, 2005). Sao
bactérias Gram negativas, bastonetes
moveis que, quando se multiplicam no
alimento carneo, podem resultar em
odores e sabores questionaveis, mesmo
em pequenas quantidades (HOLLEY;
GILL, 2005).

Segundo o Regulamento de
Inspecao Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA),
os estabelecimentos que fabricam
produtos de origem animal s podem
expedir ou comercializar produtos que
estejam devidamente rotulados e de

permitem o

como indicador de
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forma visivel (BRASIL, 2017). No caso das
linguicas  artesanais produzidas e
comercializadas em agougues, em muitos
casos, 0s produtos sdo expostos nos
balcdes a granel, sem a adequada
rotulagem e sem informacdes sobre data
de fabricacao e prazo de validade.

De acordo com a Resolucao
Estadual SES 6693/2019, 0s
estabelecimentos que fabricam produtos

artesanais devem fabricar os produtos

para venda didria no  préprio
estabelecimento, sendo vedado o
congelamento para venda posterior

(MINAS GERAIS, 2019). A legislagao
municipal estabelece que produtos
artesanais produzidos com carne suina
devem ser produzidos e comercializados
em, no maximo, dois dias (PATOS DE
MINAS, 2018).

Objetivou-se com este trabalho
avaliar o desenvolvimento microbiano
em trés tipos de linguica suina artesanal
produzidas em agougues de Patos de
Minas (MG), através da avaliagdo da
microbiota responsavel pela deterioragao
de derivados carneos, Pseudomonas spp. e
bactérias mesofilas.

2 MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas trés amostras
de trés variedades de linguica suina
artesanal: picante, padrdao e bacon com
queijo, cujos ingredientes utilizados estao
descritos na Tabela 1.

As amostras foram avaliadas no
dia de fabricacdo (dia zero) e apOs
armazenamento por trés e seis dias sob
refrigeracao.

As amostras foram coletadas no
dia de produgao, caracterizado como dia
0 (zero). Imediatamente apds a coleta, as
amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos e armazenadas, lacradas e

identificadas, em camara fria do préprio
estabelecimento até serem levadas ao
laboratorio.  No
mantidas sob refrigeracdo em caixa
térmica com  gelo  até
encaminhadas ao Laboratdrio do Bloco D,
de Microbiologia do Centro Universitario
de Patos de Minas (UNIPAM).

transporte, foram

serem

Tabela 1: Ingredientes presentes nas
amostras de diferentes tipos de linguicas
suina artesanal produzidas em agougue no
municipio de Patos de Minas

Linguica
I .
ngrediente Picante Padrio Bacoir.le
queijo
Alho X X X
Sal X X X
Pimenta
X
bode
Bacon X
Queijo
X
Minas

X = Contém o ingrediente na composicao da
linguica.

Nos dias da analise, foram
pesados 25 g de «cada amostra,
adicionados a 225 ml de dgua peptonada
e homogeneizados por aproximadamente
60 segundos com o auxilio de um bastao
de vidro e, em seguida, foram feitas
dilui¢Oes seriadas em tubos contendo 9
ml de dgua peptonada, caracterizando as
diluigoes até 107.

A metodologia utilizada foi a
prevista pela APHA 08:2015 para
contagem total de
aerdbios mesofilos. De cada diluicao
preparada, 0,1 ml foram pipetados em
placas de Petri contendo agar Plate Count
Agar (PCA) e posteriormente espalhados
com o auxilio de al¢a de Drigalsky. Em
seguida, foram incubados em estufa a 35°
+ 1°C por 48 h, para posterior leitura dos

microrganismos
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resultados com o auxilio de um contador
de colOnias.
Para a contagem presuntiva de

Pseudomonas  spp.,  utilizou-se  a

metodologia  prevista  pela  ISO
13720:2010. Das trés dilui¢oes
previamente preparadas, realizou-se
plaqueamento em superficie de 0,1 ml de
cada diluicdo, em placas de Petri
contendo agar Pseudomonas

suplementado com Cefalotina, Fusidato e
Cetrimida (CFC). Em seguida, as placas
foram incubadas a 37°C +1°C por 48
horas. A confirmagdo foi avaliada pela
contagem do crescimento de colonias
fluorescentes a partir da leitura em
camara propria.

Os resultados foram avaliados
por meio de estatistica descritiva através
de gréficos e tabelas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a andlise de bactérias
mesofilas das amostras de linguica suina
artesanal frescal foram obtidas contagens
de 1,1 x 10> UFC/g a 8,3 x 10° UFC/g
(Tabela 2).

Tabela 2: Contagem total de bactérias
mesdfilas (UFC/g) em trés tipos de linguigas
suina artesanal produzidas em agougue e
avaliadas em trés dias diferentes apds a

producao
Tipode 1,0 Dia3 Dia6
Linguica
Picante 1,0x102 1,4x10¢ 6,4x105
Padrao 3,1x104 1,7x10¢ 3,1x10¢
Bacon e queijo  7,8x105  2,9x10¢  8,3x10°
Os resultados apresentaram

variacOes de crescimento desde o dia 0 no
qual foi feita a producao das linguicas até
o sexto dia apds sua producao. De acordo
com os resultados obtidos, as amostras de
linguica acrescida de bacon e queijo

tiveram o maior crescimento de coldnias,
principalmente no sexto dia apds sua
produgao, quando
amostras 1 e 2.
Segundo a Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) 724/2022 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), o limite de contagem total de
mesdfilos para embutidos crus estd 105 -
10°UFC/g dentro do plano de trés classes.
Valores superiores a esses ja se supdem
apresentar riscos de estar deteriorado ou
se deteriorando, além de ter suas
caracteristicas nutricionais e sensoriais

comparadas as

prejudicadas, o que torna o alimento
improprio  para
consumo.

Pelos resultados expressos em
Base log ilustrados na Figura 1, pode-se
observar que houve um aumento mais

comercializagdo e

expressivo da contagem de mesdfilos
entre os dias pds-produgao nas linguigas
picantes. Ja a linguica acrescida de queijo
e bacon apresentou uma alta taxa de
contaminagao inicial e teve crescimento
menos expressivo durante os dias
estudados.

A agao antimicrobiana de alguns
tipos de pimenta e seus compostos em
produtos cdrneos ja sdao bem estudadas,
mas esse efeito dependerd do tempo e
forma de armazenamento, da
contaminacao inicial e do tipo de pimenta
(OLIVAS-MENDEZ et al., 2022).

O armazenamento em condigdes
higiénico-sanitdrias inadequadas, assim
como as condi¢des de higiene precarias
dos locais de abate, processamento,
exposi¢ao e comercializagdo, bem como
dos manipuladores em geral, também sao
fatores que contribuem para a
contaminagao das carnes e seus derivados
(SABIONI et al., 1999; LUNDGREN et al.,
2009).
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Figura 1: Contagem de Bactérias Mesdfilas em UFC/g em trés tipos de linguica suina artesanal

fabricadas em agougue, referente aos dias 0, 3 e 6 apds a producao

Produtos carneos embutidos
comumente apresentam carga
microbiana elevada de microrganismos
mesofilos devido ao intenso manuseio e
aos equipamentos e
potencialmente contaminados. Alimentos
que nao contém padrdes estabelecidos
para contagem microbiana total devem
ser analisados e mantidos sob
refrigeracao constante. Aqueles
destinados ao consumo humano com
populagdes microbianas da ordem de 10°
UFC/g tem maior possibilidade de

condimentos

apresentar microrganismos
deterioradores  e/ou  patdgenos e
alteragoes sensoriais (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Nutrientes presentes nas carnes
apresentam condicOes satisfatorias para
um  excelente meio para 0
desenvolvimento de bactérias
deteriorantes e organismos patogénicos
(HOLLEY; GILL, 2005). Em temperaturas
de resfriamento, em torno de zero e 4°C e
sob condi¢cOes aerobias, a microbiota
deteriorante da carne ¢ dominada por
Pseudomonas spp. (LAWRIE, 2005).

Na Tabela 3, tem-se o resultado
da contagem de Pseudomonas spp., em
UFC/g.

Tabela 3: Contagem total em UFC/g de bactérias
Pseudomonas spp. em trés tipos de linguica suina
artesanal produzidas em agougue e avaliadas
nos dias 0, 3 e 6 apds a produgao

Tipo de

. . Dia 0 Dia 3 Dia 6
linguica
Picante 1,0x10t 1,0x10* 1,0x10!
Padrao 1,0x10t 2,0x10* 5,4x106
Bacone ) 1101 1,0x101 >5,6x106
queijo

A amostra de linguica picante
apresentou crescimento irrelevante no
periodo estudado. Porém, as amostras de
linguica padrdao e de bacon e queijo
obtiveram aumento no crescimento do
microrganismo no
produgao conforme ilustrado na Figura 2.

As bactérias Pseudomonas spp.
sao bactérias comumente encontradas no
solo e na dgua e muito encontradas em
carnes. Porém, hoje representam menos
de 7% dos microrganismos responsaveis
pela deterioragao da carne, ja que muitas
espécies foram transferidas para pelo
menos 13 outros géneros bacterianos
(JAY et al., 2009). Um dos fatores
importantes para o crescimento dos
Pseudomonas na linguica se da por esse
alimento ser mantido refrigerado e
conservado em condi¢des de aerobiose.

sexto dia pOs-
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Dia 0 Dia 3
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Figura 2: Contagem de Pseudomonas spp. em UFC/g em trés tipos de linguiga suina artesanal
fabricadas em agougue, referente aos dias 0, 3 e 6 ap0s a produgao

As linguicas picantes foram
produzidas com um alto teor de pimenta
bode e, nessa amostra, foi observado o
quando
comparado as amostras de linguica

crescimento irrelevante
padrao e bacon e queijo. Isso pode ser
explicado devido as propriedades
antimicrobianas = apresentadas = por
algumas pimentas, como a utilizada nesse
estudo, que ¢é parte do género Capsicum
(CARVALHO et al., 2010; KAPPEL, 2007).

O potencial
bactérias na amostra bacon acrescida de
queijo pode estar relacionado
principalmente por esses ingredientes ja
estarem provavelmente com alta carga

crescimento de

microbiana, além de serem excelente
fonte de nutrientes juntamente com a
carne (LOGUERCIO; ALEIXO, 2001;
SALOTTI et al., 2006).

Na regiao de Minas Gerais, onde
o trabalho foi desenvolvido, o consumo
de queijo fabricado com leite cru é muito
difundido, como o queijo minas artesanal
e, como foi esse o tipo de queijo utilizado
nos ingredientes para a produgao desse
tipo de linguica, esse também pode ser
um fator que explica o maior crescimento
microbiano na amostra contendo queijo.

De acordo com as legislagdes
estadual e municipal, os estabelecimentos
que fabricam produtos artesanais devem

fabricar os produtos para venda diaria ou
no maximo até dois dias e no préprio
estabelecimento.

4 CONCLUSAO

Concluiu-se que, a partir do
terceiro dia apds a producdo dos
embutidos, a contagem total de mesofilos
apresentou
considerados seguros pela legislacao

valores acima dos
vigente em todos os tipos de linguica
estudados. Sugere-se que o tempo de
prateleira desses produtos nao seja
superior a dois dias.
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Resumo: A industria da carne ocupa lugar de destaque na producéo de alimentos prontos para
0 consumo ou semipreparados. A responsabilidade atribuida a manutengdo da higiene nos
estabelecimentos transformadores ou beneficiadores de produtos de origem animal deve ser
severa para evitar riscos a satide dos consumidores. Portanto, o presente estudo objetivou-se
detectar a presenga de Clostridium sulfito redutor em equipamentos de uso rotineiro em agougues
do municipio de Patos de Minas (MG). Foram coletadas 12 amostras para andlise, da superficie
de mesa para corte de carnes e dos moedores de carne. Foi utilizado swab estéril (20cm?) para
coleta das amostras, em seis agougues do municipio de Patos de Minas (MG). O estudo
bacteriologico foi realizado em laboratorio terceirizado através da técnica de cultura para
Clostridium sulfito redutor (SILVA et al., 2001). Todas as amostras avaliadas foram positivas para
a presenca de Clostridium sulfito redutor. Das amostras referentes a mesa de cortes de carnes, uma
(16,7%) apresentou resultado superior a 1,0x102 UFC/g. Ja nas amostras referentes ao moedor de
carne, duas (33,3%) foram acima de 1,0x102UFC/g. O restante das amostras (75%) mostrou
resultados com valores <1,0x102UFC/g. Concluiu-se que, nos seis agougues investigados, ha
presenca de Clostridium sulfito redutor em valores que variaram de <1,0x10°UFC/g a
2,0x102UFC/g. Como nao existe legislacdo vigente quanto a presenca e quantificacdo do
Clostridium sulfito redutor em equipamentos e utensilios utilizados no processamento de carnes
em agougues — nesse estudo foi detectada a presenca desse microrganismo em todas as amostras
avaliadas —, € necessaria uma atengdo maior na higienizagdo da mesa para cortes de carnes e no
moedor de carne. Fazem-se necessarias normativas mais rigidas para um eficiente controle das
condicbes higiénico-sanitdrias nesses estabelecimentos, evitando infec¢des ou toxinfecgdes
alimentares.

Palavras-chave: clostridioses; Clostridium perfringens; contaminacao cruzada; saude publica.

Abstract: The meat industry plays a prominent role in the production of ready-to-eat or semi-
prepared food. The responsibility attributed to the hygiene maintenance in establishments that
transform or or benefit animal-origin products should be severe to avoid health risks to
consumers. Therefore, this study aimed to detect the presence of sulfite-reducing Clostridium on
routinely used equipment in butcher shops in the municipality of Patos de Minas (MG). Twelve
samples were collected for analysis, from the surface of the meat cutting table and the meat
grinders. A sterile swab (20cm?) was used to collect the samples in six butcher shops in the
municipality of Patos de Minas (MG). Conducted in a third-party laboratory using the culture
technique for sulfite-reducing Clostridium culture technique (SILVA et al., 2001). All evaluated
samples were positive for the presence of sulfite-reducing Clostridium. Of the samples referring
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to the meat cutting table, one (16.7%) showed a result higher than 1.0x102 CFU/g. In the samples
referring to the meat grinder, two (33.3%) were above 1.0x10> CFU/g. The remaining samples
(75%) showed results with values <1.0x10? CFU/g. IIt was concluded that in the six investigated
butcher shops, there is the presence of sulfite-reducing Clostridium in values ranging from

<1.0x10? UFC/g to 2.0x102 UFC/g. As there is no current legislation regarding the presence and
quantification of sulfite-reducing Clostridium in equipment and utensils used in meat processing
in butcher shops, and this study detected the presence of this microorganism in all evaluated
samples, greater attention is necessary in the cleaning of the meat cutting table and the meat

grinder. Stricter regulations are necessary for effective control of hygienic-sanitary conditions in
these establishments, avoiding food infections or intoxications.
Keywords: Clostridium sp; Clostridium perfringens; cross-contamination; public health.

1 INTRODUCAO

A carne resfriada é um excelente
meio  para 0 desenvolvimento
microbiano, por apresentar condigoes
como a elevada atividade de agua, pH
favoravel ao crescimento e elevado
percentual de proteinas, minerais e
vitaminas. Essas caracteristicas tornam a
carne altamente perecivel, podendo haver
contaminacdo microbiologica ocorrida
durante o abate, o processamento, a
manipulacio e o armazenamento,
favorecendo assim a multiplicagdo de
diferentes bactérias e protozodrios,
podendo ser patogénicos, transmitir
doengas e também, em um curto espago
de tempo, alterar as caracteristicas do
produto (OLIVEIRA, 2010).

Os alimentos sao importantes na

epidemiologica de doencas
sendo  fundamental
observar sua conservac¢ao em condigoes
nao adequadas, favorecendo a
multiplicagao de microrganismos
causando alteragdes e/ou produzindo
sintomas de intoxicacao alimentar nos
consumidores (NASCIMENTO et al.,
1996).

cadeia
transmissiveis,

As enfermidades causadas por
alimentos contaminados constituem um
dos problemas sanitarios mais difundidos
atualmente. As doengas sdo causadas por

agentes transmitidos
principalmente  por  manipuladores,
equipamentos e  utensilios  mal
higienizados (SILVA JUNIOR, 2001).

As Doengas de Transmissao

Alimentar (DTAs) podem desencadear

microbioldgicos

um quadro clinico leve, severo ou até
mesmo a levar morte, principalmente no
caso de grupos de risco, como criangas,
idosos e/ou pessoas imunodebilitados
(SILVA JUNIOR, 2005).

A Secretaria de Vigilancia
Sanitaria do Ministério da Satude, por
meio da Portaria n® 326-SVS/MS, de 30 de
julho de 1997, aprovou o regulamento
técnico sobre as condigbes higiénicos-
sanitarias e de boas praticas de fabricagao
para estabelecimentos produtores e
industrializadores de alimentos. Nesse
principios
exigidos nas boas praticas, bem como os
requisitos de higiene pessoal dos
manipuladores (BRASIL, 1997).

Devido a grande influéncia na
saude publica, insere-se a importancia do
estudo dessas bactérias por profissionais
da area, como médicos veterinarios com a
producao, inspecao e comercializacao de
produtos quais tém a
responsabilidade de assegurar aos
consumidores um produto de qualidade,
vidvel ao consumo e que nao cause

regulamento constam os

carneos, O0s
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quaisquer prejuizos a saude
(GERMANO; GERMANO, 2008).

As bactérias patogénicas que
compoem esse género causam doengas
basicamente por dois
producao de toxinas e invasao de tecidos.
Os clostridios penetram no organismo na

forma esporulada, por meio de alimento

mecanismos:

contaminado, feridas ou por inalagdo. As
toxinas sao produzidas no organismo do
animal ou sao ingeridas pré-formadas.
Entre as toxinas de origem clostridial,
destacam-se as neurotoxinas botulinicas,
tetanicas e a toxina épsilon produzida por
C. perfringens (LOBATO et al., 2023).

As  bactérias do  género
Clostridium sao bastonetes, Gram-
positivos, anaerdbicos e possuem uma
alta capacidade de esporulacao da
maioria das bactérias patogénicas desse
grupo. As infeccbes e intoxicagoes
causadas pelo género Clostridium,
conhecidas por clostridioses, sao de dificil
erradicacao (LOBATO et al., 2023).

Os clostridios sulfito redutores
sdo bactérias de morfologia bacilar, Gram
positivas, anaerdbias estritas, capazes de
formar esporos e com atividade sulfito
redutora. O método baseia-se em contar o
numero de colbnias de bactérias,
formadas dos esporos, com capacidade
sulfito redutora. A amostra é submetida a
um tratamento térmico e esse tratamento
tem como objetivo inativar as células
microbianas vegetativas, permanecendo
viaveis os esporos (KAMWWA, 2012).

O Clostridium perfringens é uma
das bactérias que facilmente pode ser
isolada em alimentos, tanto crus, quanto
processados. Alimentos a base de carne
bovina e de frango tém sido os principais
causadores de intoxicagao alimentar
(GERMANO; GERMANGO, 2008).

O presente estudo teve como

objetivo  verificar a presenca de

Clostridium sulfito redutor em
equipamentos com uso rotineiro que
podem  causar  toxinfecgdes  nos

consumidores de carne, na regiao de
Patos de Minas (MG).

2 MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de
residuos de material organico em
equipamentos utilizados na rotina
comercial de seis agougues do Municipio
de Patos de Minas (MG). Em cada
acougue, foram coletadas duas amostras:
um referente a mesa para cortes de
carnes; outra, ao moedor de carne. Foram,
portanto, 12 amostras.

Os agougues pesquisados foram
selecionados de forma aleatdria, sendo
eles de alta comercializacao e localizados
em setor comercial, no municipio de
Patos de Minas (MG). Os agougues
receberam identificagdo com letras (A, B,
C, D, E e F), de acordo com a ordem de
coletas.

Inicialmente, foi apresentado aos
proprietarios dos estabelecimentos um
termo de autorizagdo para coleta das
amostras para a pesquisa e logo apds foi
dado inicio as coletas. O horario de coleta
do material foi realizado no final da tarde,
proximo ao encerramento das atividades.

Imediatamente,
amostras foi realizada com a utilizagao de
“swabs” estéreis com haste de plastico. O
material coletado foi acondicionado em
caixa térmica com presenca de gelo
rigido com controle de
temperatura a 10°C, de acordo com a
recomenda¢do do laboratério onde as
analises ocorreram.

Posteriormente, o0  material
acondicionado foi encaminhado ao
Laboratério CELASA ANALISES LTDA.,
em Patos de Minas (MG), onde as analises

a coleta das

reutilizavel

29 | Revista Animal em Foco, v. 2, 2022



PRESENCA DE CLOSTRIDIUM SULFITO REDUTOR EM EQUIPAMENTOS
DE ACOUGUES DO MUNICIPIO DE PATOS DE MINAS (MG)

microbioldgicas foram realizadas de
acordo com a técnica de cultura para
Clostridium sulfito redutor. O método de
plaqueamento
American Public Health Association
(APHA) 33.72:2015, com uso do Agar
Triptose  Sulfito Cicloserina (TSC),

sistema de geracdo de anaerobiose e

utilizado foi o da

estufas incubadoras reguladas a 46°C e
35°C, respectivamente (SILVA et al,
2001).

Os resultados foram avaliados
por meio de estatistica descritiva
apresentando a quantidade de unidades
formadoras de colonias (UFG/g) de
Clostridium sulfito redutor nas amostras
analisadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As 12
submetidas ao teste de microbioldgico.
Foram identificados Clostridium sulfito
redutor positivo em cem por cento
(100%), sendo que, nas amostras da mesa
para cortes de carnes, somente em uma
amostra (16,7%), o resultado foi superior
al,0x102 UFC/g. Ja& nas
referentes ao moedor de carne, em duas
amostras (33,3%), o valor foi acima, sendo
1,0x10? UEC/g. Os resultados
apresentam-se na Tabela 1.

amostras foram

amostras

Tabela 1: Resultados em Unidades Formadoras
de Colonias (UFC/g) das amostras coletadas

Acougue Mesa Moedor
(UFC/g) (UEC/g)
A <1,0x 102 1,7 x 102
B <1,0x 102 <1,0x 102
C <1,0x 102 2,0 x 102
D <1,0x 102 <1,0x 102
E <1,5x102 <1,0x 102
F <1,0x 102 <1,0x 102

No Manual de Controle

Higiénico-Sanitario em Servigcos de

Alimentagao (SILVA et al., 2001), para
calcular o nimero de UFC/g em fungao
do namero de colonias tipicas, sao
necessarias a dilui¢do inoculada e a
percentagem de colonias confirmadas.
Amostras cujo resultado foi de <
1,0x102UFC/g significa que foi impossivel
fazer a contagem das coldnias, pois o
limite de quantificacao € de 100 colonias.

Os clostridios reduzem sulfito a
sulfeto, que reage com o ferro e precipita
na forma de sulfeto de ferro, produzindo
colonias pretas. Para confirmagao, ¢é
necessario realizar teste para coloragao de
Gram e o teste de catalase (SILVA et al.,
2001).

O Regulamento Técnico sobre
Padrdes Microbioldgicos para Alimentos
(BRASIL, 2001), os limites de Clostridium
sulfito redutor para carnes e/ou produtos
carneos crus, refrigerados ou congelados
(hamburgueres, almodndegas, quibe e
similares) sao de 3x10% UFC/g. Esse valor
nao se aplica a pesquisa, pois ela teve
como objetivo avaliar a presenca em
equipamentos da rotina de agougues.

Rossi e Bampi (2015) avaliaram
318 andlises microbiologicas de derivados
de carne; destas, 6% das amostras
estavam imprdéprias para consumo
humano, apenas 2,5% das amostras
apresentaram valores
estabelecidos pela RDC n® 12 de janeiro
de 2001 para Clostridium sulfito redutor.

Tussi et al. (2008) avaliaram
amostras de salame colonial e 100%
apresentaram resultados satisfatorios
para Clostridium sp. Olsen et al. (2000)
realizaram uma pesquisa nos Estados
Unidos e identificaram no pais alguns
surtos causados por essa bactéria,
associados ao consumo de carne moida
cozida. Esses estudos confirmam que a
presenga de Clostridium sulfito redutor
em equipamentos e utensilios afetam

superiores aos
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diretamente a qualidade dos alimentos e
podem causar as DTAs.
Do grupo dos clostridios sulfito
Clostridium  perfringens € o
principal representante. A temperatura
de refrigeragio em que o produto é
armazenado, competigao
exercida pela microbiota psicrotrofica
pode  dificultar o
crescimento do microrganismo
(FORSYTHE, 2002). A determinagao de
clostridio sulfito redutor a 46°C tem por
objetivo a indicacao de Clostridium
perfringens. Caso seja determinada a
presenca de C. perfringens,
constar o resultado no laudo analitico
(BRASIL, 2001).
De acordo com Franco e
Landgraf (1996), as doengas de origem
alimentar podem ser subdivididas em

redutor,

aliada a

acompanhante,

deve-se

duas grandes categorias: intoxicagOes e
infeccOes alimentares. As intoxicagOes
alimentares sao causadas pela ingestao de
alimentos contendo toxinas microbianas
pré-formadas. As infec¢des alimentares
sdao ocasionadas pela ingestaio de
alimentos contendo células vidveis de
microrganismos patogénicos, que aderem
e se proliferam colonizando a mucosa do
intestino.

Para Germano e Germano
(2011), as carnes bovinas e de aves cruas,
frequentemente, apresentam-se
envolvidas em surtos de toxinfeccOes
devido a ingestao de carne contaminada,
sendo estes as  enterobactérias,
estafilococos e clostridios, em destaque
temos o C. perfringens, S. aureus e a
Salmonella spp.

A carne também é um excelente
meio para a multiplicagdo microbiana,
devendo receber um rigoroso controle
higiénico-sanitario. Dessa maneira a
preocupagao com a
derivados estao

carne e seus
frequentemente

envolvidos em casos de toxinfec¢ao
alimentar devido a possibilidade de
contaminagao ocorrer desde as operagoes
de abate, armazenamento e distribuicao,
tendo sua intensidade dependente das
medidas higiénicas adotadas (SILVEIRA,
1994).

O perfil higiénico-sanitario dos
adotado
através da observacdo das instalagdes
fisicas e higiene dos manipuladores de
alimentos. Deve ser caracterizado com
base na lista de verificagdo em Boas
Praticas de Manipulagdo, segundo a
Resolugao n® 216 (BRASIL, 2004).

Para Oliveira et al.

estabelecimentos deve ser

(2008),
quando uma peca de um equipamento ¢
dificil de higienizar, esterilizar e sanificar,
¢ mais provavel que essas etapas nao
ocasionando assim

sejam realizadas,

acaimulo de restos de alimentos e
bactérias patogénicas ou deterioradoras,
formando assim biofilmes. Tem-se, assim,
o aumento do risco de contaminacao
cruzada em toda drea destinada ao
processamento.

A presenca de biofilmes em
areas de processamento de alimentos é
caracterizada, inicialmente, pelo acimulo
de materiais organicos e inorganicos em
superficies sobre as quais comunidades
bacterianas podem se desenvolver. Os
biofilmes podem aderir fortemente a
superficie de  equipamentos e,
posteriormente, partes deles podem se
desprender e  contaminar
superficies ou produtos alimenticios.
Microrganismos em biofilme sdao mais
resistentes a agentes antimicrobianos do
que células em estado planctonico,
podendo persistir e sobreviver mesmo
ap0s  processos de sanitizagao,

outras

representando  fonte  original de
contaminacdo de alimentos, com
consequentes perdas econdmicas e
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veiculagdo de toxinfec¢des alimentares
(OLIVEIRA et al., 2010).

As Boas Praticas de Fabricacdo
(BPF) e os Procedimento Padrao de
Higiene Operacional (PPHO) sao os
requisitos minimos para a obtencdo de
alimentos seguros e devem ser utilizadas
por todas as industrias alimenticias que
desejam produzir alimentos que sejam de
boa qualidade se os procedimentos forem
corretamente executados (BRASIL, 2005).

A Clostridium perfringens é uma
bactéria que causa varios tipos de
doencas,
Algumas cepas causam gastroenterite
leve a moderada que melhora sem
tratamento, enquanto outras cepas
causam doenca grave que pode lesionar o

incluindo a gastroenterite.

intestino delgado e, por vezes, causar
morte (FORSYTHE, 2002).

Como ndo existe legislagao
vigente quanto a presenga e quantificagao
do Clostridium sulfito
equipamentos e utensilios utilizados no
processamento de carnes, os achados
demonstram preocupagdao em relagao a
contaminagdes cruzadas e alerta em
questao da saude da populagdo. Torna-se
necessaria a institui¢do de normativas
mais rigidas, para melhor controle das
condigbes  higiénico-sanitdrias nesses
estabelecimentos, evitando infec¢does ou
toxinfeccoes alimentares.

redutor em

4 CONCLUSAO

No presente estudo, a presenca
de Clostridium sulfito redutor foi
detectada nos equipamentos  dos
agougues investigados do municipio de

Patos de Minas (MG). Tornam-se
necessarias novas investigagdes e
melhorias nas condigdes higiénico-

sanitarias que venham a contribuir para a
saude publica.
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Resumo: O ovo se destaca no mercado por apresentar valor acessivel, além de ser considerado
um dos alimentos naturais de maior valor bioldgico. Varios fatores podem influenciar a qualidade
interna e externa de ovos, como o tempo de armazenamento prolongado ocasionando alteracoes
nas caracteristicas fisico-quimicas e funcionais do albumen e da gema dos ovos inteiros.
Objetivou-se avaliar a qualidade fisica interna e externa dos ovos comercializados em Patos de
Minas, Minas Gerais. Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, constituido de
trés tratamentos (distintos locais de comercializagao: ovos caipiras comercializados no mercado
municipal; ovos de granja comercializados em supermercados; ovos caipiras comercializados em
feira-livre), cada tratamento com 36 repeti¢oes (ovos), totalizando 108 amostras experimentais.
Foram avaliados parametros de qualidade externa (peso do ovo; peso, espessura e porcentagem
da casca) e qualidade interna (peso, altura e porcentagem de albtimen; peso, diametro, altura e
porcentagem da gema; densidade). Os ovos provenientes da feira-livre obtiveram os mesmos
resultados internos que os de supermercado, diferenciando apenas no didmetro de gema, a qual
foi maior para supermercado. Os ovos provenientes de supermercados tiveram maiores
resultados na qualidade externa, para espessura e peso de casca, possivelmente por ter origem
em empresas de postura com controle de qualidade, controle nutricional e padronizagao racial.
Palavras-chave: espessura de casca; feira-livre; peso de albimen; porcentagem de gema.

Abstract: Eggs stand out in the market for being affordable and considered one of the natural
foods with the highest biological value. Several factors can influence the internal and external
quality of eggs, such as prolonged storage time causing changes in the physicochemical and
functional characteristics of the egg albumen and yolk. The aim of this study was to evaluate the
internal and external physical quality of eggs commercialized in Patos de Minas - MG. A
completely randomized design was wused, consisting of three treatments (different
commercialization sites: free-range eggs sold at the municipal market; farm eggs sold in
supermarkets; free-range eggs sold in a street market), each treatment with 36 replicates (eggs),
totalling 108 experimental samples. External quality parameters (egg weight, shell weight,
thickness, and percentage) and internal quality parameters (albumen weight, height, and
percentage; yolk weight, diameter, height, and percentage; density) were evaluated. Eggs from
the street market had the same internal results as those from supermarkets, differing only in yolk
diameter, which was larger for supermarkets. Eggs from supermarkets had higher external
quality results, in terms of shell thickness and weight, possibly due to their origin from layer
companies with quality control, nutritional control, and breed standardization.
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1 INTRODUCAO

O ovo, por ser um alimento
natural, equilibra baixo custo e alto teor
de proteinas de excelente qualidade, além
de fornecer os aminoacidos essenciais que
o organismo nao produz. Além disso,
oferece outros nutrientes essenciais,
vitaminas, minerais e 4cidos graxos. E de
facil  digestdo, sendo empregado
habitualmente na alimentagao das mais
variadas faixas etarias (SOUSA, 2018).

Como os demais produtos de
origem animal, o ovo tende a perder sua
qualidade ao longo do tempo, caso nao
sejam adotadas medidas adequadas de
conservagao. Essa depreciagao é continua,
inevitavel e comega logo apds a postura,
devendo, portanto, ser minimizada por
meio do controle de temperatura,
umidade relativa, estado nutricional da
poedeira e pela reducao do tempo
decorrido entre a postura até o consumo
final (ARRUDA et al., 2019).

Viérios sao os parametros de
qualidade avaliados, sendo que esses
parametros tém maior peso de acordo
com o publico em questdao. Para os
produtores, muito
importante é o peso do ovo e a resisténcia
da casca, enquanto para os consumidores
o prazo de algumas
caracteristicas visuais, como cor da gema
e casca, sao parametros principais de
avaliacdo. Além dessas caracteristicas
visuais, para a industria alimenticia,
também é relevante a facilidade de retirar
a casca, com a separagao da gema e da
clara (ROSSIL; POMPEI, 1995). Todavia, na
hora de selecionar os critérios de
qualidade a serem avaliados, é preciso
levar em consideragao os parametros

um  parametro

validade e

para todos os
ANTUNES, 2001).
Entre os fatores que podem
influenciar na qualidade interna do ovo
tem-se o tempo de armazenamento
prolongado, o qual pode
alteracdes nas caracteristicas
quimicas e funcionais do albumen e da
gema dos ovos inteiros. Em consonancia,
a temperatura, a umidade relativa do ar e
movimento de didéxido de carbono do

publicos (ALLEONIL

causar
fisico-

albimen através da casca também
influenciam nessas caracteristicas fisico-
quimicas, visto que  influenciam
diretamente a  velocidade  dessas
alteracoes (ALLEONI; ANTUNES, 2001;
2006), em consequéncia de um gradiente
negativo de concentracao (KEENER et al.,
2001).

De acordo com essas exigéncias
sobre a qualidade do ovo comercializado,
o objetivo, neste trabalho, foi avaliar a
qualidade fisica dos ovos comercializados
em diferentes locais em Patos de Minas,

Minas Gerais.
2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em
Patos de Minas, Minas Gerais, no més de
agosto de 2018. Foi
delineamento inteiramente casualizado,
constituido de trés tratamentos (distintos
locais de comercializagao: ovos caipiras
comercializados no mercado municipal;
ovos de granja (classificados
grande, e tipo A) comercializados em
supermercados; ovOoSs caipiras
comercializados em feira-livre na cidade
de Patos de Minas, Minas Gerais) e 36
repeticoes  (ovos), totalizando 108
amostras experimentais.

utilizado um

como
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Os ovos foram adquiridos no
mesmo dia em comércio local, pela
manha, e levados para o Laboratério de
Nutricilo Animal e Bromatologia do
Centro Universitario de Patos de Minas,
localizado em Patos de Minas, Minas
Gerais, para avaliagdes dos parametros de
qualidade externa, que incluiram: peso do
ovo (gramas); peso (gramas), espessura
(milimetros) e porcentagem da casca (%).
Para a qualidade interna, foram avaliados
0 peso (gramas), altura (milimetros) e
porcentagem de albumen (%); peso
(gramas), diametro (milimetros), altura
(milimetros) e porcentagem da gema (%);
densidade (kg/m?). Para determinagao
dos parametros foram utilizados, balanca
analitica Gehaka Bg4000 com precisao de
0,0001 mg e paquimetro digital 150 mm
resolugao digimess.

Para estabelecer a unidade
Haugh, ovo foi pesado em balanga
analitica e, em seguida, quebrado sobre
uma superficie plana para mensuragao da
altura do albiumen com auxilio de
paquimetro digital. A medida foi feita no
ponto médio entre a extremidade da
gema e a extremidade externa do
albimen mais espesso. Os valores da
unidade Haugh levam em consideracao a
relacdo logaritmica entre altura do
albamen denso e o peso do ovo. Para o
calculo, aplicou-se a seguinte equacao:
HU =100 Log (H + 7,57 - 1,7 W0,37), em
que H ¢ a altura do albumen em
milimetros e 0 W é o peso do ovo em
gramas (SOUZA et al., 1994).

Para as avaliacbes internas, a
metade dos ovos (18 ovos) de cada
tratamento foi quebrada, e separados
cuidadosamente a gema e o albumen,
com um separador doméstico de ovos;
logo em seguida pesados
individualmente. A outra metade dos
ovos foi direcionada para medigao de

diametro e altura de gema e altura do
albimen. Apos as avaliagOes, as cascas
dos ovos foram lavadas com agua
corrente e colocadas em estufa de
circulacao forcada a 65°C por 12 horas;
em seguida, a espessura da
(milimetros) foi estabelecida por meio da
mensuragao de trés partes equatoriais da

casca

casca, utilizando também um paquimetro
digital. Fez-se entdao a determinacao dos
valores, obtendo-se a média.

A porcentagem da clara foi
determinada pela férmula “peso de
albimen x 100 /peso do ovo”’. A
porcentagem de gema dos ovos foi obtida
considerando peso de gema x 100 /peso
do ovo.

A densidade foi determinada
segundo o principio de Arquimedes, em
que utiliza os dados do peso do ovo no ar
e o peso do ovo na agua quando
completamente submerso (FREITAS et al.,
2004). A densidade do ovo em relagao a
agua foi calculada pela seguinte equacao:
D = peso do ovo / peso do ovo na agua,
expresso em kg/m?.

A andlise de variancia (ANOVA)
dos resultados foi realizada por meio do
SISVAR (FERREIRA, 2000);
posteriormente as médias  foram
comparadas pelo teste Tukey ao nivel de
5% (p < 0,05) de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ovos de granja adquiridos em
supermercados  obtiveram  melhores
resultados para peso do ovo (P < 0,01),
quando comparados aos ovos adquiridos
no mercado, para peso de casca (P <0,01),
quando comparados com os outros dois
estabelecimentos, possivelmente pelo
fato de geralmente ter controle
nutricional e padronizagao racial nas aves
poedeiras (Tabela 1).
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Tabela 1: Qualidade externa de ovos provenientes do mercado

municipal, dos supermercados e da feira-livre

Loce‘us.de ~ Merf: %do Supermercado Feira-livre *CV P
comercializa¢do municipal calculado
Peso (g) 50,09 b 56,73 a 56,55 a 9,47 <0,01
Espessura da casca (mm) 0,36 b 0,40 a 0,34 b 9,72 0,48
Peso da casca (g) 5,05b 5,57 a 5,07 b 11,71 <0,01
Casca (%) 10,04 a 9,86 a 9,00 b 9,84 <0,01

* CV = Coeficiente de variacao; Letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05%).

A influéncia dessa variagao €
confirmada por Carvalho et al. (2007). Os
pesquisadores observaram a influéncia
da idade e linhagem das poedeiras
quanto a proporcao de componentes do
ovo, 0s quais, por sua vez, indicam a
qualidade dos
atribuindo o aumento do tamanho do ovo

condicao de ovos,
e o avangar da idade das poedeiras a
piora na qualidade dos ovos avaliados.

Esse resultado ja era esperado,
devido a variedade de fontes dos ovos
disponiveis no mercado municipal e na
feira-livre, uma vez que sdao oriundos de
galinhas caipiras, as quais apresentam
grande variagdo genética, e nao ha um
controle rigido de qualidade, o que
justifica, portanto, a superioridade da
casca dos ovos oriundos do
supermercado.
Foram analisadas diferencas
significativas para os valores da
espessura da casca (P = 0,48). Nos ovos
provenientes dos supermercados, obteve-
se espessura de casca maior (0,40mm) —
esses valores foram maiores do que o
encontrado por Vilela et al. (2016), 0,33
mm. Ja Barbosa Filho (2004) encontrou
valores médios para espessura de casca
de 0,41 mm para animais da raga Hy-Line
Brown.

Segundo Vilela et al. (2016),
fatores como linhagem, idade, manejo,
nutri¢do das poedeira, estado sanitdrio do

plantel e fatores ambientais podem
influenciar diretamente na qualidade dos
ovos, dando maior énfase na nutricao
como fator determinante da qualidade,
visto que nutrientes como o calcio podem
atuar diretamente na espessura da casca.
Os ovos de granja tiveram um resultado
melhor, possivelmente devido ao fato de
as poedeiras receberem alimentagao
controle
nutricional, influenciando numa maior
espessura de casca quando comparada a
dos ovos caipiras.

adequada e terem um

Nao houve diferenga (p > 0,05)
para peso de gema e densidade entre os
ovos provenientes de distintos locais de
comercializacdo em Patos de Minas.
Todavia, verificou-se maior peso do
albimen (P < 0,01), porcentagem de
albiumen (P < 0,01) e gema (P < 0,01) e
altura de gema (P < 0,01) para ovos
comercializados no supermercado e na
feira, e maior didmetro de gema (P <0,01)
para ovos de mercado e supermercado
(Tabela 2).

Também  houve  diferenca
significativa para os valores de altura de
albimen (P = 0,03) e de gema (P < 0,01),
apresentando nos ovos oriundos de
supermercado e da feira-livre valores
foram maiores que os obtidos do
mercado. Segundo Lana et al. (2017),
devido ao gradiente de pressao osmotica

entre albimen e gema no momento da
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postura hd um aumento na porcentagem
de gema, o que reflete em melhor

albimen e da gema ¢ um sinal de perda
da qualidade.
qualidade, j4 que a fluidificagio do

Tabela 2: Qualidade interna de ovos provenientes do mercado
municipal, dos supermercados e da feira-livre

Loca.us.de . Mer.c %do Supermercado Ffﬂra- *CV P calculado
comercializacio municipal livre

Peso do Albtimen (g) 12,53 b 15,71 a 16,59 a 13,50 <0,01
Peso da gema (g) 9,04 8,44 8,66 12,14 0,48
Albtimen (%) 27,72 b 27,69 a 28,64 a 7,11 <0,01
Gema (%) 1791b 14,86 a 14,98 a 11,51 <0,01
Altura da gema (mm) 6,44 b 8,09 a 8,10 a 14,55 <0,01
Altura do albiimen (mm) 2,13b 3,00 ab 3,16 a 30,78 0,03
Diametro de gema (mm) 22,66 a 22,66 a 20,22 b 8,93 <0,01

Densidade (kg/m?) 1,00 1,00 1,00 0,19 0,35
Unidade Haugh 65,24 b 76,82 a 78,19 a 18,72 <0,01
* CV = Coeficiente de variagao; Letras distintas na linha diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05%).

De acordo com Moreng e Avens propor¢ao de albumen e menor

(1990), as enzimas presentes no albimen
hidrolisam as cadeias de aminoacidos,
liberando ligada a grandes
moléculas de proteinas, o que provoca a
fluidificacdo do albiimen e a perda da

agua

viscosidade do albiumen mais denso
(AUSTIC; NESHEIM, 1990). Essa
hidrdlise é dependente do periodo e da
temperatura de armazenamento
(SELEIM; EL-PRINCE, 2000;
CARVALHO et al.,, 2003) e apresenta
maior velocidade durante os primeiros
dias apéds a postura (CARBO, 1987).

O peso e a porcentagem de
albimen e o peso de gema dos ovos
obtidos em supermercado e na feira-livre
tiveram os mesmos resultados, porém
foram superiores aos ovos obtidos no
mercado. O contrario ocorreu para a
porcentagem de gema, que foi maior nos
ovos obtidos no mercado. Essas
diferencas de valores podem estar
relacionadas com a idade da poedeira,
visto que poedeiras
apresentam maior propor¢ao de gema,

mais velhas

enquanto as mais jovens possuem maior

proporcao de gema (SANTOS, 2014).
Outro fator que pode influenciar nesses
resultados é o tempo de armazenamento,
jd que, com o passar do tempo, a
porcentagem de albumen diminui e o

peso da gema aumenta (SEIBEL;
SOARES, 2003).
Para a varidvel altura de

albumen, o coeficiente de variagao foi
elevado, indicando assim maior diferenca
entre as amostras analisadas. Entre os
fatores que alteram a altura de albumen,
tem-se a idade e a linhagem da poedeira,
bem como o tempo de armazenamento,
portanto, o ideal é o consumidor optar
pelo produto com data mais recente,
buscando assim ovos de
qualidade (ALCANTARA, 2012).
Os ovos comercializados no
mercado apresentaram piores indices de
qualidade interna. Isso demonstra que os
ovos
supermercados sao melhores no que diz
respeito a esse parametro, o que pode
estar associado ao tempo,

melhor

comercializados em feiras e

a maior
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rotatividade do produto nas prateleiras
ou ao ambiente mais estavel.

Para a variavel densidade, nao se
observou diferenca estatistica (P = 0,35), o
que pode ser explicado pela cdmara de ar
que fica dentro do ovo entre a membrana
interna e externa, quanto mais fresco o
ovo, menor ela é. Esse aumento da camara
ocorre devido a evaporagao de dgua que
ocorre através da casca, fazendo com que
sobre mais espago e a camara de ar se
expanda, diminuindo assim
naturalmente a densidade do ovo
(SARCINELLI et al, 2007). Entao a
densidade total do ovo fresco é maior do
que a do ovo mais velho, pois estes
ultimos contém maior volume ocupado
por gas que baixa consideravelmente a
densidade total (PASTORE et al., 2012).

As amostras caracterizadas
como ovos comercializados no mercado
municipal tiveram média de 65.24
unidades Haugh, inferior (P < 0,01) aos
demais locais de comercializacao
estudados. Um fator que pode explicar
esse resultado seria um provavel maior
tempo de armazenamento e condigOes
inadequadas (expostos ao sol e vasilhas
abafadas). O armazenamento inadequado
pode influenciar diretamente a qualidade
interna dos ovos. Fato este justificado por
Cherian et al. (1990), que afirmam que,
quando os ovos sdao armazenados por
longos periodos, pode ocorrer também a
redu¢do do peso do ovo devido a
evaporagao da agua e a centralizacdo da
gema.

Os demais tratamentos ovos
comercializados em supermercados e
ovos comercializados em feira-livre na
cidade de Patos de MG)
apresentaram resultados semelhantes
entre si e superiores aos ovos oriundos do
mercado municipal, sendo 76.82 e 78.19

Minas

respectivamente, sendo provavelmente
0s mais frescos.

4 CONCLUSAO

Os ovos, provenientes da feira-
do mercado municipal e de
supermercados,

livre,
apresentaram valores
pouco distintos para os parametros
internos e para os externos. Esses
resultados podem ser explicados pelas
alteracoes sofrem,
continuamente, desde a ovoposicao até o
consumo.

que oS ovos
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Resumo: O gluconato de clorexidina é um antisséptico amplamente utilizado na area da saude,
devido a sua potente agdo antimicrobiana; além disso, estudos recentes demonstram que esse
composto é capaz de interferir nos mecanismos apoptoticos e na proliferagdo celular. Portanto,
avaliar a agao da clorexidina no o processo da carcinogénese justifica a realizagao do presente
estudo, que teve por objetivo principal avaliar o efeito anticarcinogénico do antisséptico
gluconato de clorexidina na carcinogénese induzida pela doxorrubicina (DXR), utilizando o Teste
de Tumor Epitelial (ETT) em células epiteliais de Drosophila melanogaster. Para a realizacdo do
experimento, foram utilizados um controle negativo (dgua de osmose reversa), um controle
positivo (Doxorrubicina DXR - 0,4mM) e trés diferentes concentragdes de clorexidina (5, 10 e 20
%) associadas a doxorrubicina (DXR - 0,4mM). O tratamento foi realizado com larvas de 72 horas
descendentes do cruzamento de fémeas wts/TM3 com machos mwh/mwh. Os resultados revelaram
que a clorexidina, nas concentra¢des testadas, foi capaz de reduzir, significativamente, a
frequéncia de tumores induzidos pela doxorrubicina quando comparado ao controle positivo.
Concluiu-se que, nas presentes condi¢des experimentais, a clorexidina apresentou efeito
modulador, pois foi capaz de reduzir os danos induzidos pela DXR.

Palavras-chave: carcinogénese; doxorrubicina; efeito modulador.

Abstract: Chlorhexidine gluconate is an antiseptic widely used in the health field due to its potent
antimicrobial action. Recent studies have also shown that this compound is capable of interfering
with apoptotic mechanisms and cell proliferation. Therefore, evaluating the action of
chlorhexidine on the carcinogenesis process justifies the present study, which aimed to evaluate
the anticarcinogenic effect of chlorhexidine gluconate in the carcinogenesis induced by
doxorubicin (DXR), using the Epithelial Tumor Test (ETT) in Drosophila melanogaster epithelial
cells. For the experiment, a negative control (reverse osmosis water), a positive control
(Doxorubicin DXR - 0.4 mM), and three different concentrations of chlorhexidine (5, 10, and 20%)
associated with doxorubicin (DXR - 0.4 mM) were used. The treatment was performed with 72-
hour larvae descending from the cross of wts/TM3 females with mwh/mwh males. The results
showed that chlorhexidine, at the tested concentrations, was able to significantly reduce the
frequency of tumors induced by doxorubicin compared to the positive control. It was concluded
that under the present experimental conditions, chlorhexidine presented a modulating effect, as
it was able to reduce the damage induced by DXR.

Keywords: carcinogenesis; doxorubicin; modulating effect.
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1 INTRODUCAO

O céncer é uma doencga crénica
que, nas décadas, tem
apresentado aumento significativo na
frequéncia de novos casos, tornando-se
um problema de satide publica mundial
(VIEIRA et al., 2013). Dados divulgados
pelo Instituto Nacional do Cancer
(INCA), para o triénio de 2023 a 2025,
apontam para a ocorréncia de 704 mil
novos casos por ano no Brasil (INCA,
2023). Essas informagoes sao ainda mais
alarmantes quando se trata do cendrio

ultimas

mundial, pois, de acordo com a Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC), o numero estimado de casos
incidentes no mundo, entre os anos de
2020 a 2040, saltara de 19,3 milhdes para
28,9 milhdes (WHO, 2023).
Embora ndo se tenham
estatisticas precisas sobre a prevaléncia e
incidéncia de cancer em escala nacional
na area da saude animal (FLORES, 2016),
sabe-se que o numero de afecgdes
neopldsicas na populagdo animal vem
aumentando consideravelmente (NARDI
et al., 2012), sendo uma das causas mais
frequentes de morbidade e mortalidade
em animais de companhia (TOGNI et al.,
2018). Os tumores sao ainda mais comuns
em animais idosos (BENTUBO et al., 2007;

LUZ, 2018).

Devido a gravidade dessa
patologia, existe ~ um  potencial
extraordindrio em busca da descoberta de
novos produtos farmacoldgicos

anticarcinogénicos que possam combater
o cancer e/ou melhorar efetivamente o
tratamento de pacientes (COSTA-
LUTOFO et al., 2010).

Nesse contexto, ressalta-se o
antisséptico gluconato de clorexidina, um
composto antimicrobiano potencialmente
eficaz e muito utilizado na area da saude

(ANGELIERI, 2015). Esse antisséptico

apresenta ainda, como caracteristica
desejavel, a biocompatibilidade, ou seja,
ndo causa irritagio a pele do animal,
podendo ser usado por qualquer paciente
oncoldgico sem causar danos (BONAN;
BATISTA; HUSSINE, 2011).

Estudos

associagao positiva entre a clorexidina e o

revelam ainda a
aumento da frequéncia de apoptoses,
bem como sua agao nas alteragoes na
propriedade de  membrana  de
mitocondrias (GIANNELLI et al., 2008),
na proliferacio e morfologia celular
(FARIA et al., 2009); eventos estes que
podem estar associados a redugao de
tumores. Diante do exposto, torna-se
relevante uma avaliagio que busque
investigar a relacao entre a clorexidina e
seu efeito sobre a carcinogénese. A
escolha da Drosophila melanogaster como
organismo teste é justificada tanto pela
facilidade de manipulacao das linhagens
(VIEIRA, 2018), quanto
semelhanga com caracteristicas genéticas
dos mamiferos, dentre elas a homologia
entre o gene supressor de tumor WTS,
presente na mosca, com o gene LASTI,

pela sua

presente em seres humanos
(NISHIYAMA et al., 1999).
Nesse contexto, o presente

estudo foi desenvolvido com o objetivo
de avaliar o efeito anticarcinogénico do
antisséptico gluconato de clorexidina, por
meio do Teste de Tumor Epitelial (ETT)
em Drosophila melanogaster.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 COMPOSTOS QUIMICOS

O cloridrato de doxorrubicina
(DXR), com  férmula  molecular
CrH201uHCl (CAS 25316-40-9), é um
farmaco que estd presente no mercado
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com varios nomes comerciais, entre eles,
Adpriblastina® RD, sendo este fabricado e
embalado por Activis Italy Sp -
Nerviano, Milao/Itdlia. E
importado e distribuido por
Laboratério Ltda. E apresentado sob
forma de ampolas de 50mg com os
seguintes compostos em sua constituigao:

registrado,
Pfizer

cloridrato de doxorrubicina, manitol e
lactose. Neste experimento, a DXR foi
utilizada como controle positivo na

concentracaio de 04mM  (SILVA;
SANTOS; ORSOLIN, 2017).
O Gluconato de clorexidina

(Clorex) tem varios nomes comerciais,
entre eles o Riohex 2%, fabricado pela
empresa Bioquimica. E apresentado em
forma de refil, frasco com 800mL. Foram
utilizadas 03 concentragoes do gluconato
de clorexidina (5, 10 e 20%) associadas a
Doxorrubicina (0,4mM), sendo diluidas
em agua de osmose reversa. O controle
negativo foi com dgua de osmose reversa.

2.2 TESTE DE TUMOR EPITELIAL (ETT)
EM DROSOPHILA MELANOGASTER

O teste foi realizado mediante
cruzamento de duas linhagens de D.
melanogaster (wts e mwh). A linhagem wts
foi disponibilizada pelo Bloomington
Drosophila Stock Center, da Universidade
de Indiana, Estados Unidos, com o
numero de registro: Bloomington/7052. J&
a linhagem mwh/mwh foi cedida pelo Dr.
Ulrich Graf (Physiology and Animal
Husbandry, Institute of Animal Science,
ETH Zurich, Schwerzenbach,
Switzerland), sendo mantida em estoque
pelo LABCIM,
Citogenética e Mutagénese do Centro
Universitario de Patos de Minas.

Para obtencao de
heterozigotas (wts+/+mwh) foi realizado o
entre

Laboratorio de

larvas

cruzamento fémeas  virgens

wts/TM3, Sbl, com machos mwh/mwh.
Ap0s 48 horas, tanto os machos quanto as
fémeas foram transferidos para o meio de
postura, para que as fémeas depositassem
seus ovos.

As larvas de 72 Thoras,
descendentes desse cruzamento foram
transferidas para frascos contendo 1,5 g
de puré de batata (SPANO et al., 2001) e
hidratadas com clorexidina em trés
concentragdes (5, 10 e 20%), associadas a
doxorrubicina (0,4mM). As concentragoes
do referido antisséptico foram definidas a
partir do trabalho de Reis e Vasconcelos
(2018). Além dessas trés concentragoes,
foram incluidos os grupos controle:
grupo controle positivo com DXR 0,4 mM
e o grupo controle negativo com agua de
osmose reversa. Apds esse procedimento,
as larvas ficaram expostas aos agentes
quimicos por cerca de 48 horas, até
ocorrer a empupagao. As moscas que
eclodiram das pupas foram coletadas e
armazenadas em frascos, devidamente
identificados, contendo etanol 70%.

Apds o periodo de
procedeu-se a andlise. Por meio da lupa

coleta,

estereoscOpica, foram analisadas apenas
moscas de pelos longos e finos, por serem
portadoras do gene WTS. Para tanto, foi
utilizada uma placa escavada contendo
glicerina, em que as moscas foram
analisadas individualmente para
deteccdo da presenca de tumores. A
frequéncia de tumores foi registrada em
planilha padrao, onde foi feita a descrigao
do niimero de tumores por drea do corpo
da Drosophila melanogaster.

As diferencas estatisticas entre
as frequéncias de tumores no grupo
experimental (nas concentragoes
testadas) e nos controles (negativo e
positivo) foram calculadas utilizando o
teste U, nao paramétrico, de Mann-
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Whitney, empregando o nivel de

significancia p <0,05.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O Teste de Tumor Epitelial foi
realizado para o potencial
anticarcinogénico do Clorex quando
associado a DXR no organismo teste
Drosophila  melanogaster. As diferentes
concentracdes do Clorex utilizadas em

avaliar

combinag¢dao com DXR foram selecionadas
com base em ensaio de sobrevivéncia
(Figura 1).

Os dados de
validaram o uso das trés concentragdes de
Clorex (5, 10 e 20%) em combina¢ao com
DXR, que foram testadas em dois
experimentos independentes. Os dados
foram agrupados apos verificagao de que
nao havia diferencas significativas (p
0,05) entre as repetigoes.

sobrevivéncia

120% o
100% 84% 90%
80%
60%
40%
20% » » 16% 16% 10%
- ° — [] [] -
Controle Controle Clorex. 5%+  Clorex. 10 % +  Clorex. 20 % +
Negativo Positivo DXR DXR DXR

M Taxa de Sobrevivéncia

m Taxa de Mortalidade

Figura 1: Taxas de mortalidade e sobrevivéncia de Drosophila melanogaster expostas ao controle
negativo (dgua osmose reversa), ao controle positivo doxorrubicina (DXR - 0,4mM) e em trés
diferentes concentragdes do antisséptico gluconato de clorexidina (Clorex) associadas a DXR

A Tabela 1 mostra a frequéncia
de tumores nos segmentos do corpo de D.
melanogaster tratadas com diferentes
concentragoes de Clorex em combinagao
com DXR. Nos individuos tratados com
controle positivo (DXR 04 mM), a
frequéncia observada foi de 3,84 tumores
por moscas, demonstrando que o
organismo modelo foi sensivel a indugao
tumoral, visto que a frequéncia de
tumores foi significativamente (p < 0,05)
maior que no controle negativo. Esse
resultado corrobora os resultados de
Silva, Santos e Orsolin (2017), Santos e
Oliveira (2018) e Pereira, Ramos e
(2019), que

Vasconcelos também

utilizaram a DXR nessa mesma
concentragao, como controle positivo.

Os individuos tratados somente
com o controle negativo (d4gua em osmose
reversa) apresentam uma frequéncia de
0,27 tumores por moscas. De acordo com
Alves e Nepomuceno (2012), essa discreta
indugao tumoral se deve a fatores de
predisposicao genética intrinseca do
organismo modelo utilizado no presente
experimento.

Embora os mecanismos pelos
quais o gluconato de clorexidina exerce
sua agao protetora reduzindo a
frequéncia de tumores induzidos pela
DXR nao tenham sido diretamente
avaliados nesta pesquisa, é possivel que
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tal efeito possa estar associado aos
mecanismos de indu¢ao de morte celular.
Faria et al. (2009) relataram, em estudo,
que quando injetada na regiao subplantar
da pata traseira de camundongos, a
clorexidina induziu alteragoes necroéticas
na epiderme, derme e tecido subcutaneo
em associagao resposta
reacional. Os autores

com uma
inflamatoria
relataram ainda que, em cultura de
fibroblastos, a clorexidina induziu a
diminui¢do da proliferacdo celular,

causou morte celular por apoptose e

necrose, desestruturagao do
citoesqueleto, alteracdo da morfologia
celular e estresse do  reticulo
endoplasmatico rugoso como

consequéncia do acimulo de proteinas
nas cisternas. Além disso, a clorexidina
causou o aumento da expressao de Hsp
70, de Grp78 (indicadores de estresse
celular) e de BCL-2 (proteina anti-
apoptotica).

Tabela 1: Frequéncia de clones tumores epiteliais observado em Drosophila melanogaster (n = 200),

heterozigoto para o gene supressor de tumor WTS, tratadas isoladamente com os controles
negativo (agua), positivo doxorrubicina (DXR - 0,4mM) e trés diferentes concentra¢des do

antisséptico gluconato de clorexidina (Clorex) associado a DXR

Clorex 1 orex (0%  Clorex 6%) <" Clorex
(0%) + +DXR (04 +DXR (0.4 (10%) + (20%) +
DXR (0,0 iy iy DXR(04  DXR (04
mM) mM) mM)
2 Olho 0,01(2) 0,02(4) 0,005(1) 0,05(1) 0,0000)
3 Cabeca 0,05(9) 0,46(92) 0,11(22) 0,13(25) 0,14(27)
3 Asa 0,03(5) 1,52(303) 0,63(125) 0,29(58) 0,19(31)
g Corpo 0,14(27) 0,85(170) 0,17(33) 0,24(48) 0,27(53)
g Perna 0,05(9) 0,82(164) 0,27(53) 0,09(18) 0,13(25)
g Halter 0,01(2) 0,16(32) 0,02(4) 0,015(3) 0,02(4)
E Total 0,27(54) 3,84(767) 1,19(238) 1,77(153) 0,70(140)
% Frequéncia (n®
5 detumores/  027(54)  384(767)*  1,19238)*  0,77(153)*  0,70(140) **
§ mosca)
Z " Redugio (%) 68,98 80,05 81,75

Diagnostico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p < 0,05.
* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05).
** Valor considerado diferente do controle positivo (p < 0,05).

DXR, doxorrubicina.

Wyganowska-Swiatkowska et al.
(2016), por sua vez, demonstraram, em
um estudo in vitro, o efeito da clorexidina
em cultura de células da linhagem CCD16
de fibroblastos humanos. Segundo os
autores, a clorexidina causou diminui¢ao
gradual das  células  avaliadas,
evidenciando alteragdes apoptdticas;
indicando, portanto, influéncia negativa

da clorexidina tanto na proliferagao
quanto na morfologia celular.

Em adicao, Widbiller,
Althumairy e Diogenes (2018) avaliaram
os efeitos clorexidina sobre a
sobrevivéncia de células tronco da papila
apical de humanos e concluiram que a
clorexidina induziu efeito deletério sobre
as células avaliadas, quando comparado
ao grupo controle.
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Nonami et al. (2016), por sua vez,
correlacionaram a acgdo citotoxica da
propriedades
eletroquimicas de membrana. Os autores
verificaram que a despolarizagao de
membranas atenuou a agao citotdxica da
clorexidina em linfocitos timicos de ratos.
Contudo, manipulagdes para induzir a

clorexidina com as

exposicao da fosfatidilserina na superficie
externa da membrana aumentaram a a¢ao
citotoxica da clorexidina, indicando que
mudangas na propriedade eletroquimica
das membranas afetaram a acado
citotoxica da clorexidina.
pode
submetidas fisiologicamente a apoptose,
resultando em morte celular necrotica.
Por outro lado, Giannelli et al.
(2008), ao estudarem diferentes linhagens
celulares (osteoblasticas, endoteliais e

Assim, a

clorexidina matar células

fibroblasticas), constataram que, além do
efeito toxico da clorexidina na inducao de
morte celular, a clorexidina foi capaz de
interferir na integridade do potencial de
membrana de mitocondrias e
desencadear  aumento do  célcio
intracelular e estresse oxidativo.

Nesse contexto, é possivel que a
reducdo na frequéncia de tumores
verificada na presente pesquisa tenha
sido causada pelo aumento do estresse
oxidativo, visto que um dos mecanismos
de acao da DXR € a geragao de radicais
livres; possivelmente a combinagao entre
clorexidina e DXR aumentou a toxicidade
celular. Contudo, outro mecanismo que
pode estar relacionado com a reducao na
frequéncia de tumores ¢ a capacidade do
gluconato de clorexidina de alterar
propriedades da membrana. Assim, é
possivel que a
dificultado a entrada da DXR nas células,
resultando redugao na frequéncia de
tumores.

clorexidina tenha

4 CONCLUSAO
Nas presentes condigOes
experimentais, o antisséptico gluconato
apresentou,
melanogaster, efeito modulador sobre a
carcinogénese induzida pela
doxorrubicina. Tal efeito pode estar

de clorexidina em D.

relacionado as diversas propriedades
oncoprotetoras
antisséptico.
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Ocorréncia de anticorpos anti-Neospora caninum em caes criados
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Resumo: A neosporose canina € descrita desde 1984 quando ocorreram os primeiros relatos de
caes afetados pela doenca, cujos sinais eram semelhantes aos de encefalite e miosite. Em 1998, o
cao foi descrito como hospedeiro definitivo, desempenhando papel fundamental na
epidemiologia da neosporose, ja que sao capazes de eliminar oocistos pelas fezes e infectar
hospedeiros intermedidrios (bovinos, bubalinos, caprinos, ovinos, equinos, cervideos, raposas e
felinos), através da ingestdo de dgua ou alimentos contaminados, sendo assim um dos principais
responsaveis pela disseminagao do parasita nos diferentes ecossistemas. O objetivo deste trabalho
foi determinar, por meio do teste de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), a presenca de anticorpos
anti-Neospora caninum em caes da area rural de Lagoa Formosa (MG). A pesquisa foi realizada em
10 propriedades rurais sem histérico da presenca de N. caninum; em cada propriedade, foi
escolhido um cao de forma aleatéria. Esses animais sao de ambos os sexos, sem raca definida,
com idade entre 7 meses a 10 anos, sem apresentacdao de qualquer sintomatologia clinica
caracteristica da enfermidade. Todos os caes do estudo tinham contato com os bovinos das
propriedades, apesar de serem domésticos e ndo serem usados para pastoreio. As amostras foram
coletadas por venopuncao da jugular ou da veia cefdlica, apos assepsia prévia, com o auxilio de
agulhas estéreis (30 x 8 mm), em tubos de “Vacutainer” estéreis sem anticoagulante, totalizando
10 ml de sangue por animal. Apds a retragao do codgulo, as amostras foram centrifugadas por
dez minutos a 2000g, para obtencdo de soros limpidos que foram conservados a -20°C, em
aliquotas, até o momento da realizacdo das provas sorologicas. Dos 10 caes analisados, apenas
um apresentou anticorpos anti-N. caninum, porém esse animal nao apresentava nenhum sinal
clinico, estando aparentemente saudavel. A enfermidade nado tem predilecao por raca, idade e
sexo, sugerindo que machos e fémeas da espécie canina estdo submetidos as mesmas condigdes
de risco.

Palavras-chave: encefalite; neosporose; oocistos.

Abstract: Canine neosporosis has been described since 1984 when the first reports of dogs
affected by the disease, whose signs were similar to those of encephalitis and myositis, occurred.
In 1998, the dog was described as a definitive host, playing a fundamental role in the
epidemiology of neosporosis, since they are capable of eliminating oocysts through feces and
infecting intermediate hosts (cattle, buffaloes, goats, sheep, horses, deer, foxes, and cats), through
the ingestion of contaminated water or food, being one of the main responsible for the spread of
the parasite in different ecosystems. The objective of this study was to determine, by means of
the Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT), the presence of anti-Neospora caninum antibodies
in dogs from the rural area of Lagoa Formosa (MG), Brazil. The survey was conducted on ten
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rural properties without a history of the presence of N. caninum; in each property, one dog was
randomly chosen. These animals are of both sexes, mixed-breed, aged between seven months and
ten years, without any characteristic clinical symptoms of the disease. All dogs in the study had

contact with cattle from the properties, although they were domestic and not used for herding.

Samples were collected by venipuncture of the jugular or cephalic vein, after previous asepsis,
using sterile needles (30 x 8 mm), in sterile Vacutainer tubes without anticoagulant, totaling 10
ml of blood per animal. After clot retraction, the samples were centrifuged for ten minutes at
2000g, to obtain clear sera that were stored at -20°C, in aliquots, until the time of serological

testing. Of the ten dogs analyzed, only one had anti-N. caninum antibodies, but this animal did
not present any clinical signs, being apparently healthy. The disease has no preference for breed,
age, and sex, suggesting that male and female dogs are subjected to the same risk conditions.

Keywords: encephalitis; neosporosis; oocysts.

1 INTRODUCAO

A neosporose é uma doenga
parasitdria de distribuicdlo mundial,
tendo como agente etioldgico Neospora
um  protozodrio  parasita
intracelular obrigatdrio, pertencente ao

caninum,

tilo Apicomplexa, classe Sporozoea, familia
Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae
(DUBEY et al., 1988a). Essa enfermidade é
estudada em vdrios paises, inclusive no
Brasil e pode acometer canideos
selvagens, = domésticos, ruminantes,
equinos e outros herbivoros, causando
disturbios neurologicos em caes, além de
ser responsavel por um grande numero
de abortos em bovinos (DUBEY;
LINDSAY, 1996).

Os parasitos sao encontrados em
células do sistema nervoso, do endotélio
vascular, fibroblastos, macrofagos,
midcitos, hepatdcitos e células do epitélio
dos tibulos renais dos animais infectados
(HEMPHIL; GOTTSTEIN, 1996).

No ciclo do parasita, oocistos
nao esporulados de N. caninum sao
excretados no ambiente pelas fezes dos
hospedeiros definitivos (canideos
infectados); através das condigOes
ambientais favoraveis, esses oocistos se
tornam esporulados, sendo ingeridos
pelo hospedeiro intermedidrio (canideos,

bovinos, cervideos, caprinos, ovinos e
animais silvestres) (GUIMARAES, 2011).
Quando atingem a luz intestinal, sao
liberados nas células da parede do
intestino, passando a se chamar de
taquizoitos, que se dividem rapidamente
por endodiogenia e podem  atingir
quaisquer
hospedeiro. Com a resposta imune do
hospedeiro, os taquizoitos diferenciam-se
em bradizoitos, forma de multiplicagao
lenta contidas em cistos teciduais, e uma
queda da imunidade do hospedeiro pode
provocar reativagdao dos bradizoitos e
rompimento do cisto. Quando ocorre a
ingestdo desses cistos pelo hospedeiro
definitivo, os bradizoitos
processo de penetragio no epitélio
intestinal dando origem as formas
resultantes da multiplicagdo assexuada e
sexuada do parasito. Em seguida, ocorre
a liberagao de oocistos nao esporulados
no ambiente, reiniciando o ciclo
(CARDOSO, 2010).

A transmissao
congénita é uma das formas de infecgao
mais importantes, e cadelas com infecgao
subclinica podem transmitir para os seus
fetos o parasito. Essa mesma fémea pode
parir sucessivas ninhadas infectadas
(DUBEY; LINDSAY, 1996). A transmissao
horizontal ocorre com mais frequéncia

células do organismo do

iniciam o

vertical ou
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em dareas rurais, jd que os animais tém
mais contato com visceras, fetos e carnes
contaminadas (PATITUCCI et al., 2001).
Caes de qualquer idade podem
se infectar com Neospora
manifestando  forma  generalizada.
Filhotes  infectados congenitamente
apresentam paralisia ascendente, tendo

caninum,

0os membros posteriores como mais
afetados, hiperextensao rigida ou flacida,
possivelmente consequeéncia de
poliradiculoneurite e miosite decorrentes
da infec¢ao (DUBEY et al., 1988b; DUBEY
et al., 1990). Os animais também podem
apresentar  cegueira, paralisia da
mandibula, dificuldade de degluticao,
incontinéncia urindria e fecal, flacidez e
atrofia muscular, falha cardiaca e
convulsdes (LINDSAY et al, 1999;
DUBEY; SCHARE; ORTEGA-MORA,
2007). Em animais adultos, apresenta-se
miocardite e dermatite

além do quadro
Apesar de  caes
meses com

meningoencefalite, paralisia progressiva,

pneumonia,
piogranulomatosa,
neuromuscular.

sobreviverem por

complicagdes pulmonares e insuficiéncia
cardiaca, grande parte desses animais
necessitam ser submetidos a eutandsia
(BARBER; TREES, 1998; DUBEY;
SCHARE; ORTEGA-MORA, 2007).

A fim de prevenir a infecgao por
N. caninum, deve-se ficar atento as
medidas de controle, como evitar que os
caes contaminem o alimento e a dgua dos
bovinos com as fezes. Deve ser preferida
a alimentag¢do com ragdes comerciais para
caes e isolar esses animais do contato com
o gado, para evitar que os cdes se
alimentem com a placenta e outros
tecidos bovinos. Os caes de zona urbana,
apesar de nao terem contato com restos
placentarios, como medidas de prevengao
a infec¢ao, nao devem ser alimentados
com carne crua (DUBEY, 2003). Para a

prevencao da transmissao vertical ou

transplacentaria, ainda ndo existe
nenhuma vacina ou droga eficaz. Ja no
tratamento da neosporose canina, podem
ser usadas as sulfonamidas e/ou
pirimetamina e clindamicina, que
apresentam sucesso parcial no tratamento
(DUBEY; LINDSAY, 2000).
Considerando-se a distribuicao
caninum,
objetivou-se neste trabalho determinar a
soroprevaléncia do N. caninum em caes,
criados em fazendas no municipio de

Lagoa Formosa (MG).

cosmopolita e rural do N.

2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado apos
aprovagao do Comité de Etica no Uso de
(CEUA), do
Universitdario de Patos de Minas
(UNIPAM), sob Protocolo n. 124/19.

A pesquisa foi realizada em 10
propriedades rurais da regiao de Lagoa
Formosa, Minas Gerais, que tém como
principal atividade a pecudria leiteira,

Animais Centro

com sistema de producao extensivo, ragas

leiteiras  variadas e sem  muita
tecnificagdo. A maioria das propriedades
possuia histérico de aborto, porém sem
investigacdao da causa ter sido por N.
caninum.

Foram wutilizados 10 cdes, 1
animal de cada propriedade, escolhidos
de forma aleatoria, sem raca definida, de
ambos os sexos (9 machos e 1 fémea) e
com idade entre 7 meses a 10 anos, sem
apresentacao de qualquer sintomatologia
clinica caracteristica da enfermidade.
Todos os caes do estudo tinham contato
com os bovinos das propriedades, apesar
de serem domésticos e ndo serem usados
para pastoreio.

A coleta de sangue dos animais

foi feita com a permissio dos
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proprietarios das fazendas selecionadas.
As amostras coletadas por
venopungao da jugular ou da cefdlica,

foram

apOs assepsia prévia, com o auxilio de
agulhas estéreis (30 x 8 mm), em tubos de
vacutainer estéreis sem anticoagulante,
totalizando 10 mL de sangue por animal.
Ap0s a retragao do codgulo, as amostras
foram centrifugadas por dez minutos a
2000g, para obtencao de soros limpidos
que foram conservados a -20°C, em
aliquotas, até o momento da realizagao
das provas soroldgicas.

Cada animal foi registrado em
uma ficha contendo nome do
proprietario, nome do animal, idade e
sexo. A pesquisa de anticorpos para N.
caninum foi realizada pela prova de
imunofluorescéncia indireta para
neosporose canina, no Laboratdrio
TECSA, situado em Belo Horizonte (MG).
Testaram-se os soros dos caes em uma
diluicao inicial de 1:50, sendo empregada
como ponto de corte, como proposto por
Dubey et al. (1988a).

Para a analise de dados, foi
utilizada a estatistica descritiva, através

de frequéncia absoluta e relativa.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras de soro canino
analisadas, apenas 10% (1/10), na
titulacao 1:50, apresentaram anticorpos
anti-Neospora
soropositivo ndo apresentava nenhum
sinal clinico e estava aparentemente
saudavel, e na propriedade em que ele é
criado, nao havia histdrico de abortos em
bovinos. A infec¢ao pelo protozoario N.
caninum pode apresentar a
assintomatica, o que dificulta o
diagnostico ressalta a
importancia da confirmacao laboratorial
(BERTOCCO; BERTOCCO, 2008).

caninum. O  animal

forma

clinico e

O diagnodstico da neosporose
deve ser feito baseado em sinais clinicos
através de uma boa anamnese, aliada a
exames ante-mortem, sorologia e outros
exames laboratoriais. Tais resultados
estdo proximos aos relatados por Lathe
(1994), Sawada et al. (1998) e Cheadle
(1999). Em estudos preliminares com caes
(CANON-FRANCO et al., 2003; AGUIAR
et al. (2006), nao foi observada correlacao
entre valores dos titulos de anticorpos
(1:50 a 1:3200) e sinais clinicos; todos os
caes reagentes apresentaram-se sadios,
porém, de acordo com Dubey (2003),
alguns estudos mostraram que caes com
titulos de anticorpos elevados na RIFI
apresentaram sintomas mais graves de
neosporose, incluindo problemas
neuroldgicos e fraqueza muscular. A
presenca de anticorpos em um animal
indica a exposi¢dao ao parasito ou a um
parasito  estritamente  relacionado,
passivel da reagdo cruzada, nao
indicando necessariamente a existéncia
de uma infecgao ativa (VARDELEON et
al., 2001). Segundo Aguiar (2004), dados
referentes aos
procedéncia, manejo, soropositividade ou
nao a outros agentes abortivos, assim
como a profilaxia deles, poderiam
interferir no percentual de animais
sororreagentes.

A faixa
analisados neste estudo variou de 7 meses
a 10 anos. Segundo Bresciani et al. (2006),
nao ha diferencas na ocorréncia de
neosporose entre as faixas etdrias,
sugerindo que os caes adquirem a
infec¢do nos primeiros meses de vida ou
essa aquisicao pode estar ocorrendo pela
via vertical, antes mesmo do nascimento.
Cadelas infectadas  subclinicamente
podem transmitir o parasito para os seus
fetos, e ninhadas sucessivas podem
nascer infectadas (DUBEY; LINDSAY,

animais, como

etaria dos caes
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2000). Souza et al. (2002) encontraram
tendéncia crescente na associag¢do entre os
niveis de prevaléncia de anticorpos anti-
N. caninum e o avangar da idade dos caes.

Com relagao a variavel sexo, 90%
(9/10) dos
machos, e apenas 10% (1/10) fémea. De
acordo com Varandas et al. (2001), Souza
et al. (2002) e Teixeira et al. (2006), machos
da espécie
submetidos as mesmas condi¢des de
risco. Muitos caes soropositivos para
Neospora caninum sao assintomaticos, e a
neosporose congeénita, muitas vezes, é

animais analisados eram

e fémeas canina estao

subdiagnosticada. Barber e Trees (1998)
recomendam que fémeas soropositivas
sejam castradas ou impossibilitadas de se
reproduzirem, uma vez que pode ocorrer
a transmissao vertical.

Por ser hospedeiro definitivo do
Neospora caninum, o cao desempenha
papel fundamental na epidemiologia da
neosporose (LINDSAY et al, 1999;
MCcALLISTER et al., 1998). Geralmente a
maioria dos caes é assintomatica, porém
podem apresentar sinais clinicos quando
h4d uma grande carga parasitaria ou
quando o animal estd imunossuprimido.
Em propriedades rurais, h4 um contato
muito préximo de diversas espécies
animais; os caes, na maioria das vezes,
vivem soltos, podem ser os principais
responsaveis por carregar e disseminar
esses parasitos no pasto e na dgua, a qual
pode servir para consumo humano
(LABRUNA et al., 2006).

Assim como o0s  coiotes
(GONDIM et al.,, 2004), os caes sao
capazes de eliminar oocistos pelas fezes e
infectar  hospedeiros
(bovinos, bubalinos, caprinos, ovinos,
equinos, cervideos, raposas e felinos),
através da ingestao de dgua ou alimentos
contaminados pelos mesmos
(MCALLISTER et al., 1998), sendo assim

intermediarios

um dos principais responsaveis pela
disseminagdo do parasita nos diferentes
ecossistemas.

Em propriedades em que a
principal atividade é a pecudria, ha uma
grande preocupac¢ao com neosporose e a
transmissao horizontal dos caes para os
bovinos. A neosporose em bovinos causa
aborto, podendo provocar também morte
embriondaria e reabsorcao, redug¢dao na
producao de leite, nascimento de
bezerros com anormalidades congénitas e
menor taxa de crescimento dos animais
jovens. As perdas
neosporose em bovinos nao apenas se

econdmicas por

limitam apenas a abortamentos, mas
também envolvem descarte prematuro de

matrizes, mortalidade neonatal de
bezerros, gastos indiretos, incluindo
honorérios profissionais, gastos com

estabelecimento do  diagndstico e
reposicio de animais (DUBEY, 2003;
OSHIRO et al., 2007, KATO, 2009;
LLANGO, 2013).

Em estudo realizado com caes do
meio rural, Cunha Filho et al. (2008)
constataram que o risco de bovinos se
infectarem por N. caninum foi 2,8 vezes
maior em propriedades de gado de corte
do que nas de gado de leite. Isso pode ser
explicado pelo fato de as propriedades de
gado de leite possuirem maior controle
sanitario do rebanho. No mesmo estudo,
observaram que caes utilizados para o
pastoreio apresentaram
prevaléncia do que os de companhia ou
guarda; esse resultado reflete o fato de
que, quanto mais contato dos caes com os
bovinos, mais chances de aquisi¢ao do N.
caninum.

maior

Ainda nao ha estudos suficientes
que possam associar a ocorréncia de
anticorpos anti-N. caninum em caes e a
dieta oferecida a eles. Em estudo, Cafién-
Franco et al. (2003) ndo encontraram efeito
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da dieta sobre a ocorréncia do N. caninum.
Ja Patitucci et al. (2001) observaram que
caes que tiveram acesso a animais
abatidos de forma clandestina, ou foram
alimentados com carne crua, tiveram um
risco 2,6
soropositivos, em comparagao a caes que
se alimentavam a base de comida caseira
ou comercial. Os caes deste estudo eram
alimentados com comida caseira e com
carne crua de bovinos abatidos nas
propriedades.

vezes maior de serem

4 CONCLUSAO
Apenas 10% dos animais
avaliados foram positivos para Neospora
caninum, pela
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Os
caes, mesmo 0s assintomaticos, sio 0s

técnica de

principais responsaveis pela transmissao
de Neospora caninum para os bovinos,
causando inumeros prejuizos para a
bovinocultura de leite.
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Resumo: A paratuberculose é considerada uma doenga de origem infecciosa de carater cronico,
que acomete ruminantes domésticos e selvagens. O agente causador dessa enfermidade, também
conhecida como Doenga de Johne, é o Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), que
causa enterite granulomatosa nos animais infectados. As principais manifestagdes clinicas
observadas sao a diarreia cronica profusa e a perda de peso, sem redugao do apetite. Objetivou-
se com este estudo realizar a investigagao da paratuberculose em rebanhos bubalinos leiteiros
das regides do Alto Paranaiba e Noroeste de Minas Gerais. Foram coletadas amostras em 54
bufalas, provenientes de cinco rebanhos de propriedades diferentes. De cada animal foram
colhidas amostras de sangue, leite e fezes. Para a detecgdao de anticorpos anti-Map, utilizou-se o
teste ELISA Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis IDEXX®. As amostras de fezes foram
fixadas em laminas de vidro e coradas através da técnica de Zielh Neelsen. Nao foram detectados
anticorpos anti-Map em nenhuma das amostras de leite ou soro sanguineo e também nao foi
identificada a presenca de bacilos dlcool-acido-resistentes nas amostras de fezes. Sao poucos os
estudos a respeito da paratuberculose em rebanhos bubalinos. Em Minas Gerais ainda nao foi
relatada a infecgao em bufalos, sendo necessario, portanto, mais estudos com maior quantidade
de animais e de propriedades para que seja possivel estabelecer a real prevaléncia da infec¢ao no
Estado.

Palavras-chave: bufalas; fezes; Mycobacterium avium subsp; Paratuberculosis.

Abstract: Paratuberculosis is considered a chronically infectious disease that affects domestic and
wild ruminants. The causative agent of this disease, also known as Johne’s disease, is
Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis (Map), which causes granulomatous enteritis in
infected animals. The main clinical manifestations observed are chronic profuse diarrhea and
weight loss without a reduction in appetite. The aim of this study was to investigate
paratuberculosis in dairy buffalo herds in the Alto Paranaiba and Northwest regions of Minas
Gerais. Samples were collected from 54 female buffaloes from five different herds. Blood, milk
and fecal samples were collected from each animal. The IDEXX® Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis ELISA test was used to detect anti-Map antibodies. Fecal samples were fixed on
glass slides and stained using the Zielh Neelsen technique. No anti-Map antibodies were detected
in any of the milk or blood serum samples, and no acid-fast bacilli were identified in the fecal
samples. There are few studies on paratuberculosis in buffalo herds. In Minas Gerais, infection in
buffaloes has not yet been reported, necessitating further studies with a larger numbers of
animals and herds to establish the true prevalence of the infection in the state.

Keywords: buffaloes; feces; Mycobacterium avium subsp; Paratuberculosis.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, é cada vez mais
comum o consumo de produtos oriundos
de bubalinos, como o queijo. Segundo
dados da Associagao Brasileira de
Criadores de Bufalos (ABCB, 2022),
observa-se crescimento anual de 20 a 30%.
De acordo com Pignata et al. (2014), isso
se deve a maior concentracgao de gordura,
proteina, lactose e sélidos totais no leite
das bufalas em relagdo ao leite de vacas,
tornando-se, assim, possivel produzir
mais pecas com menor quantidade de
leite. Porém, é necessario que o rebanho
tenha uma boa satide. Entre as doencas
que afetam a sanidade, destaca-se a
paratuberculose.

Segundo a Associagao Brasileira
de Criadores de Bufalos, existem no Brasil
4 ragas reconhecidas: Mediterraneo,
Murrah, Jafarabadi e Carabao, sendo a
raca Murrah considerada de maior
aptidao leiteira; ja as outras sao de dupla
aptidao (carne e leite). No ano de 2017, a
populagao de bufalos no Brasil era de
1.381.395 cabecas de todas as racas. Na
regiao Norte, hd a maior quantidade de
animais, sendo que o estado que lidera é
o Parda, com 37,16%. Minas Gerais ocupa a
sexta posicao, com 66.613 cabecas de
bubalinos, o que corresponde a 4,82% do
rebanho nacional (IBGE, 2017).

Essa importante
representatividade no
agropecudrio alerta para adogdao de
medidas sanitdrias como investigacao de
doengas nos rebanhos, para garantir
competitividade e qualidade aos
produtos. A paratuberculose, também
conhecida como doenga de Johne, é uma
enfermidade que acomete mamiferos,
geralmente ruminantes domésticos ou
selvagens. E causada pelo Mycobacterium
subsp. paratuberculosis (Map)

mercado

avium

descrito como um bacilo &lcool-acido
resistente (BAAR) (MOTA et al., 2010). O
lugar de preferéncia para replicagao do
Map sao os macrofagos da lamina propria
do intestino delgado e grosso; sua
principal
granulomatosa cronica e infecciosa. A
eliminagao do agente ocorre através de
fezes, leite e colostro de animais
infectados (SILVA FILHO et al., 2018).

De acordo com Medeiros et al.
(2012), a introducdo do agente no
organismo do animal geralmente ocorre
de forma fecal-oral. Os primeiros 6 meses

caracteristica ¢é a enterite

de idade é o periodo de maior risco de
contrair a doenga; animais nessa faixa
etdria se tornam alvos faceis para o Map,
pois, durante a amamentagao, podem se
infectar através de tetos e uberes sujos
com fezes de fémeas infectadas (MEGID,
2016). Outra forma de transmissado é pela
via vertical, pois as fémeas com sinais
clinicos da paratuberculose podem passar
aos fetos, que ja nascem portadores do
Map (FISS et al., 2015).

As manifestagbes clinicas da
paratuberculose sdao mais comuns em
animais adultos. Geralmente surgem
apods 3 anos da infecgao, porém o periodo
de incubagao pode variar de seis meses a
quinze anos. A sintomatologia
apresentada por um animal doente é
principalmente a diarreia profusa e
cronica, além de  emagrecimento
progressivo e morte, tornando-se
vulneraveis ao aparecimento de novas
doencgas. Animais acometidos pela forma
subclinica causam perda econdmica para
o produtor queda da
produtividade e a reducado de fertilidade
(YAMASAKI et al., 2013).

A doenga pode ser diagnosticada
através de diagndstico direto por meio de
isolamento da bactéria, em amostras de
fezes, leite ou tecidos; também pode ser

devido a
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realizada baciloscopia e/ou técnicas
moleculares. O cultivo microbioldgico
apresenta alta sensibilidade, porém o
tempo para crescimento do agente varia
de 6 a 12 semanas. O isolamento do bacilo
nas fezes apresenta
especificidade, mas a eliminacdo do
agente é afetada de acordo com o estagio
(clinico/subclinico) da doenga (MEGID,

2016).

elevada

Exames de necropsia e
histopatoldgico podem ser empregados.
Animais que apresentam  parede
intestinal ~ espessa ou  ondulada
semelhantes a circunvolugdes cerebrais
sao  considerados  suspeitos. A
confirmagdo se da através da
identificagdo de infiltrados de células
epitelioides e macréfagos na lamina
propria, placas de Peyer, vasos linfaticos

pois essas
consideradas

ou linfonodos regionais,
alteragoes sao
patognomonicas. A imunoistoquimica é
outra alternativa de diagnostico, sendo
eficaz em estudos com bovinos de
abatedouros, no apresenta
reagoes falso-positivas com
actinomicetos (MEGID, 2016).
Métodos indiretos também sao
utilizados, como o teste imunoalérgico e
os soroldgicos. O teste imunoalérgico é
realizado através da inoculagao de PPD
avidrio na tdbua do pesco¢o para
verificagdo de resposta alérgica; é um
exame facil de ser realizado, mas pode
resultar em reagoes falso-positivas devido
a micobactérias ambientais. O teste
soroldgico de fixagdo de complemento é
utilizado método-padrao,
entretanto, devido a sua especificidade
relativa, os animais positivos deverao ser
confirmados por cultura microbiana. O
método de ELISA ¢ indicado para
monitoramento do rebanho e, devido a
presenca de outras micobactérias, pode-

entanto
certos

como

se ter resultados falso-positivos (MEGID,
2016).

A paratuberculose na espécie
bubalina foi descrita pela primeira vez no
Brasil no estado de Pernambuco. Em
estudo realizado por Mota et al. (2010),
foram coletadas amostras de fezes de 5
animais com sintomatologia similar a da
paratuberculose; apos realizar esfregaco e
coloracao através da técnica de Ziehl-
Neelsen (ZN), ficou comprovado que os
animais estavam infectados.

Objetivou-se com este estudo
realizar a investigacao da
paratuberculose em rebanhos leiteiros de
fémeas bubalinas provenientes da regiao
do Alto Paranaiba e Noroeste de Minas
Gerais.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 CEUA

A pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Centro Universitario de Patos
de Minas (UNIPAM), sob o Protocolo n.
13/19.

2.2 LOCAL E ANIMAIS

O estudo foi realizado em 5
rebanhos bubalinos  dos
municipios de Presidente Olegario, Sao
Gongalo do Abaeté, Campos Altos e
Corrego Danta —regido do Alto Paranaiba
e Noroeste, estado de Minas Gerais.
Foram avaliadas bufalas, de diferentes
ragas e idades, que se encontravam em
periodo de lactagao. Os animais foram
selecionados aleatoriamente, conforme a
disponibilidade do produtor e da
fazenda.

Ao todo foram coletadas 54
amostras, sendo que na regiao Noroeste

leiteiros
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foram colhidas amostras de 39 animais de
quatro fazendas. Em duas propriedades,
a ordenha das fémeas era realizada
diariamente na parte da manha; nas
outras duas, o intuito da criacdo era
voltado principalmente para carne; as
fémeas permitiam ser ordenhadas,
porém, por opgao dos proprietdrios, nao
era realizada todos os dias. Na regiao do
Alto Paranaiba, foram realizadas 15
coletas em uma tunica propriedade cuja
principal atividade era a producao de
leite. Nessa fazenda, era realizada a
ordenha mecanica nas bufalas, uma vez
ao dia no periodo da manha. Todos os
animais da amostra eram criados em
sistema extensivo.
2.3 AMOSTRAS

Para coleta das amostras
bioldgicas, os animais foram contidos em
bretes, com cordas e, posteriormente,
coletados aproximadamente 5 mL de
sangue por meio de pungao da veia
coccigea, mamadria ou jugular, com tubo
vacutainer sem
adaptador e agulha 25mm x 0,8mm,
estéril. O sangue foi mantido sob
refrigeracdo em caixas de isopor com
gelo, em seguida encaminhado para o
Laboratério de Doencgas Infecciosas do
Centro Universitario de Patos de Minas
(UNIPAM), onde foi centrifugado a
3.500rpm durante dez minutos para a
extracao do soro. As amostras de soro
foram congeladas em tubo de polietileno
com fundo cOnico em uma temperatura
de -20°C até a realizacao do exame.

Amostras de
colhidas diretamente na ampola retal; em
seguida, realizado esfregaco em laminas
com auxilio de Swab. As laminas prontas
foram encaminhadas ao Laboratdrio de
Doencas

anticoagulante,

fezes foram

Infecciosas e realizada a

coloracao, através da técnica de Ziehl-
Neelsen para identificacdo dos bacilos
alcool-acido resistentes (BAAR).

As amostras de leite foram
colhidas dos 4 tetos mamarios da fémea,
excluindo o primeiro jato,
colocados diretamente em tubo coletor
universal estéril. Apds isso, as amostras
de leite
acondicionadas em uma caixa de isopor
com gelo. No mesmo dia das coletas, o
leite foi congelado e retirado apenas no
dia de realizacao do exame.

sendo

foram imediatamente

2.4 TESTES DE DIAGNOSTICO

Para a deteccao de anticorpos
anti-Map nas amostras de soro e leite,
utilizou-se o kit comercial de ELISA
Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis Antibody Test - IDEXX®.
Os testes foram realizados no Laboratdrio
de Doencas Infecciosas do Centro
Universitario de Patos de Minas
(UNIPAM), de acordo com as instrugoes
do fabricante.

As amostras utilizadas como
controles positivo (CP) e negativo (CN)
foram diluidas em placa nao impregnada
na proporc¢ao 1:20 e pré-incubadas por 2
horas a temperatura de 22°C. Em seguida,
transferidos 100uL do conteudo das
cavidades a placa impregnada, a qual foi
incubada por 45 minutos. Posteriormente,
o contetido liquido das cavidades foi
removido e foram realizadas 4 lavagens
com solucao de lavagem propria do kit.
Em seguida, adicionaram-se entao 100uL
do conjugado HRPO na proporg¢ao 1:100,
e a placa novamente ficou incubada por
30 minutos. Apds isso, realizou-se a
remocgao do contetido liquido e procedida
lavagem por 3 vezes. Posteriormente,
adicionaram-se 100uL do substrato TMB
e a placa foi incubada durante 10 minutos.
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Ocorreu parada da reagao com a adigao
de 100pL de solugao de interrupgao. Os
valores de densidade optica (DO) das
amostras e controles foram medidos em
espectrofotometro de placas a 450nm.

O célculo dos resultados foi
determinado pela relacao: 100 x
[(Amostra A(450) CN(DO 450) / (CPx
CN(DO 450)]. Para interpretagdo dos
resultados considerou-se o0s seguintes
parametros: amostras com relagao A/P%
< 45% Negativas; 45% < A/P% < 55%
Suspeitas e A/P% > 55% Positivas.

2.5 COLORACAO DE ZIEHL-NEELSEN

Os esfregacos de fezes foram
fixados a chama em bico de Bunsen e, em
seguida, cobertos pelo corante fucsina
fenicada. Em seguida, realizou-se o
aquecimento das laminas
aquecedora até liberar vapores. Apods
serem lavadas em 4&gua corrente, a
descoloracao foi realizada durante dois
minutos, com solu¢ao de alcool-acido.
Ap0s isso, o esfregago foi coberto com o

em placa

corante azul de metileno por dois
minutos. Outra lavagem foi realizada em
agua corrente e, em seguida, foram
secadas em papel filtro. As laminas foram
examinadas no microscdpio Optico com
objetiva de imersao (100 x) (ZIMMER et
al., 1999).

A classificagdo dos esfregacos
em negativos ou positivos foi feita de
acordo com a presenga ou auséncia de
BAAR caracteristicos (ADURIZ, 1993):
negativo - auséncia de BAAR compativeis
com Map; e positivo - presenca de BAAR
de morfologia atipica ou de grande
quantidade de BAAR de forma isolada ou
presenca de agregados de BAAR
compativeis com o agente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos realizacao dos exames de
ELISA para identificagao de anticorpos
Anti-Map em amostras de soro sanguineo
e leite, ficou constatado que nenhum
animal foi reagente ao teste. Ao analisar
as laminas de esfregaco da mucosa retal
dos animais, também nao foi identificada
a presenca de BAAR.

O primeiro relato de
paratuberculose foi descrito em uma vaca
de 6 anos de idade na Alemanha, no ano
de 1895, por Johne e Fronthingan, e
atualmente é uma doencga considerada de
distribui¢do cosmopolita, e que acomete
grandes e pequenos ruminantes.
Acredita-se que a infecgao esteja presente
em 30 a 50% do rebanho de ruminantes
do mundo (BRITO et al., 2014). Na
Colombia, o primeiro relato de bubalino
positivo foi descrito por Tuberquia et al.
(2015).

Souza et al. (2021) avaliaram a

epidemioldgica da
(PTB) em
rebanhos leiteiros localizados na regiao
do Alto
Amostras sanguineas de 236 vacas,
provenientes de 40 rebanhos, foram
avaliadas por meio dos testes de ELISA.
A soroprevaléncia de anticorpos anti-
Map foi de 20% para os rebanhos e 6%
para os animais. Os fatores de risco
associados a doenga foram: manejo de
bezerros junto com adultos (p<0,0001) e
contato dos bezerros com fezes de
animais adultos (p=0,0258).

Costa et al. (2010) realizaram
levantamento sorologia
(ELISA indireto) em bovinos
provenientes de 24 rebanhos do Espirito
Santo. Ao todo reuniram 1.450 amostras
em 4 mesorregides do Estado. Apds
realizacdo dos exames, obtiveram 165

situagao
paratuberculose  bovina

Paranaiba, Minas Gerais.

através da
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amostras positivas, o que corresponde a
11,4% do total de animais avaliados. Entre
as mesorregioes, em duas nao foi
encontrado nenhum bovino positivo.
Estudos realizados por Medeiros
et al. (2012), em 734 amostras de caprinos,
proveniente de 32 propriedades de 10
municipios do semiarido paraibano,
identificaram 330 animais reagentes ao
teste soroldgico ELISA indireto, com
prevaléncia de 44,96%; em uma das
propriedades analisadas nao
encontraram nenhum caprino positivo.
A paratuberculose ainda tem
poucos relatos de casos em bufalos no
Brasil. O primeiro foi descrito por Mota et
al. (2010) no Estado de Pernambuco, onde
dos 100 animais da propriedade, 5
sintomatologia
caracteristica da doencga, nestes animais

apresentavam

foi realizado esfregaco de fezes e
identificado a presenga de BAAR. Dois
animais foram necropsiados e realizado o
raspado da mucosa intestinal e imprint de
linfonodos, em ambos se obteve
resultados positivos.

No Rio Grande do Sul, em
estudos realizados por Dalto et al. (2012)
foram coletadas amostras sanguineas de
136 bufalos, para realizagdo do teste
ELISA indireto a fim de detectar presenca
de anticorpos anti-Map no soro
sanguineo destes animais. O resultado
obtido foi de 21 animais positivos,
constatando prevaléncia de 15,45%. Na
propriedade ainda havia 6 animais com
sintomatologia ~ compativel a da
paratuberculose, os quais também foram
incluidos nos exames e todos deram
resultado positivo. Segundo relatos do
proprietdrio da fazenda, desde 2004 havia
animais com perda de peso progressiva e
diarreia cronica.

Brito et al. (2016) identificaram
rebanhos de bubalinos infectados nos

estados do Maranhdo e Alagoas, em
propriedades com historico de animais
que apresentavam
caracteristica da doenga. Entre os fatores
de risco da transmissdao observados

sintomatologia

nessas propriedades, os autores citaram o
acesso coletivo a d4reas de pantanos,
bezerros sendo alimentados
coletivamente por uma unica bufala e o
livre comércio de animais na regiao.

Em estudo realizado por Souza
et al. (2016), foi detectada a presenca de
BAAR em amostras de leite de cabras,
submetidas ao teste PCR. Ainda nao foi
relatada a presenca em leite de bufalas,
porém Albuquerque (2018) identificou
Map viavel em queijo tipo coalho oriundo
de leite de fémeas bubalinas.

Ainda permanece a suspeita de
que Map seja o agente causal da doenca
de Crohn em humanos. Essa doenca ¢é
caracterizada  por uma  enterite
inflamatoria granulomatosa cronica, nas
regides do jejuno e ileo (MEGID et al.,
2016). Alguns autores relacionam as duas
doengas, em estudos realizados por
Martinho (2012) foi possivel a detecgao de
Map em
pacientes com a doenga de Crohn.

A baixa prevaléncia de bufalos
diagnosticados com paratuberculose
pode ser explicada ao se comparar a
outras espécies, pois os bubalinos sao
mais resistentes a essa infecgao
(SIVAKUMAR et al.,, 2005). Em Minas
Gerais, ainda nao ha estudos publicados
sobre a ocorréncia da infeccao em
bubalinos. Em estudo realizado com
bovinos, por Carvalho (2008), no
municipio de Vigosa (MG),
identificados animais positivos. De 204
amostras colhidas para exame ELISA,
duas amostras de soro sanguineo tiveram
resultado positivo, e no leite nao foram

amostras sanguineas de

foram
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identificados anticorpos em nenhuma das
amostras.

A transmissao da doenca através
da eliminagao do agente por fezes dos
bezerros é considerada rara. Porém, em
estudo realizado por Wolf et al. (2015),
pode-se confirmar a presenca do agente
em amostras de fezes de bezerros. Caso a

doenca tivesse sido diagnosticada neste
trabalho, a aglomeragao desses animais
seria um risco iminente na disseminagao
da doenga. Os fatores predisponentes
puderam ser observados
propriedade leiteira do municipio de
Corrego Danta (MG), 2019, onde foi
realizado o estudo (Figura 1).

em uma

e e

Lol | o

Figura 1: Fatores predisponentes: (A) aglomeragao de bezerros em curral de manejo; (B) bufala

amamentando mais de um bezerro; (C) aglomeracado de bufalos adultos em local alagado

Os bufalos nao suportam altas
temperaturas, em dias mais quentes
procuram lugares alagados para se
refrescarem dentro da agua, isto é um
fator de risco muito importante na
transmissdao do agente, pois, além de
ficarem aglomerados, ainda defecam na
agua, o que facilita a sua veiculagao.
Outros fatores importantes a serem
levados em consideragao é o bezerro ao
pé da bufala durante a ordenha, pois,
esses aceitam
ordenhados sem a presenca do bezerro e
ha aceitagdo por parte da fémea de mais
de um bezerro (DALTO et al., 2012).

animais nao serem

3 CONCLUSAO

Na regiao investigada, nao foi
observada a ocorréncia de anticorpos
anti-Map nos rebanhos bubalinos. No
Brasil, sao poucos os estudos a respeito da
doenca nessa espécie; em Minas Gerais,
ainda nao foi relatada a infeccao em

bufalos. Sao necessarios, portanto, mais
estudos quantidade de
animais e de propriedades, para que seja
possivel estabelecer a real prevaléncia da
infeccdo no estado.

com maior
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Resumo: A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenga zoondtica de grande importancia
devido a sua alta letalidade. No Brasil, a LVC é causada pelo protozoario Leishmania chagasi,
transmitida ao homem e a animais por meio de insetos da familia dos flebotomineos; a espécie
Lutzomyia longipalpis é a principal responsavel pela sua dispersao. A LVC tem uma caracteristica
multissistémica, ou seja, tem a capacidade de afetar diversos 6rgaos, como os rins. As lesdes
renais sao comuns em caes acometidos por essa doenca, podendo ser a principal causa de morte
desses animais. Foram utilizados cinco animais provenientes do Centro de Controle de Zoonoses
de Patos de Minas (MG). Todos os animais deste trabalho foram considerados positivos para LVC
de acordo com as técnicas de diagnostico utilizadas pelo CCZ: teste rapido DPP® (Bio-
Manguinhos) e Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA). Foram coletadas amostras de
sangue para mensuracao das concentragdes de ureia e creatinina e fragmentos renais para
processamento de laminas histopatolégicas. Os niveis de ureia e creatinina apresentaram-se
aumentados em 60% e 40%, respectivamente. Na analise microscépicas, todos os animais
apresentaram lesoes renais, sendo a nefrite intersticial o tipo mais comum, presente em 100% (5/5)
dos animais, seguido por glomerulonefrite membranosa em 80% (4/5) dos animais,
glomeruloesclerose em 60% (3/5) dos animais e glomerulonefrite membranoproliferativa em 20%
(1/5) dos animais. Os resultados encontrados indicam um acometimento renal nesses animais
causado pela Leishmania.

Palavras-chave: creatinina; glomerulonefrite; histopatologico; ureia.

Abstract: Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is a zoonotic disease of great importance due to
its high fatality rate. In Brazil, CVL is caused by the protozoan Leishmania chagasi, transmitted to
humans and animals through insects of the Phlebotominae family; the species Lutzomyia
longipalpis is primarily responsible for its spread. CVL has a multisystemic characteristic, meaning
it has the ability to affect various organs, including the kidneys. Renal lesions are common in
dogs affected by this disease and can be the leading cause of death in these animals. Five animals
from the Zoonosis Control Center of Patos de Minas (MG) were used in this study. All animals
included in this study were diagnosed as positive for CVL based on diagnostic techniques used
by the ZCC: DPP® rapid test (Bio-Manguinhos) and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA). Blood samples were collected to measure urea and creatinine concentrations, and renal
fragments were processed for histopathological slides. Urea and creatinine levels were increased
in 60% and 40% of the cases, respectively. Microscopic analysis revealed renal lesions in all
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animals, with interstitial nephritis being the most common type, present in 100% (5/5) of the
animals, followed by membranous glomerulonephritis in 80% (4/5) of the animals,
glomerulosclerosis in 60% (3/5) of the animals, and membranoproliferative glomerulonephritis

in 20% (1/5) of the animals. The results indicate renal involvement in these animals caused by

Leishmania.

Keywords: creatinine; glomerulonephritis; histopathological; urea.

1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Canina
(LVC) é uma zoonose causada por
protozoarios do género Leishmania sp,
sendo eles tripanossomideos
intracelulares obrigatdrios das células do
sistema fagocitico mononuclear
(BARATA et al., 2005). A LVC é endémica
em mais de 98 paises, acometendo mais
de 1 milhdao de pessoas por ano e
ocasionando ameagas consideraveis a
saude publica (ELSHEIKHA, 2016).

A prevaléncia da LVC no Brasil
varia de 4% a 75% e tal variacao se da aos
sintomas inespecificos, regiao, métodos
de diagndstico e subdiagndsticos
(MARCONDES; ROSSI, 2013).

Os protozodrios causadores da
LVC, como descrito por Michalick e
Genaro (2005), sao
pleomorficos, ou seja, encontram-se na
forma promastigota nos hospedeiros
invertebrados e na forma amastigota
(aflagelada) nos hospedeiros vertebrados.
Além disso, apresentam um ciclo de vida
heterOxeno, isto ¢, necessita de dois
hospedeiros, sendo um invertebrado
(inseto vetor) e outro vertebrado para que
seu ciclo de vida esteja completo (ROZE,
2005; TOMAS; ROMAO, 2008). No Brasil,
existem duas espécies de flebdtomos
capazes de transmitir a doencga, Lutzomyia
longipalpis e Lutzomyia cruzi, estando eles
infectados pela  Leishmania  chagasi
(BRASIL, 2014).

organismos

Por ser uma doenca cronica, sua
evolugao €
aparecimento das manifesta¢des clinicas

lenta nos caes, e o

pode levar de meses a varios anos e
variam do aparente estado sadio a
caquexia no estdgio final da doenca
(AGUIAR et al., 2007; TARTAROTTT et al.,
2011).

Segundo  Salzo  (2008), a
sintomatologia clinica mais comumente
encontrada nos caes com LVC incluem
perda de peso, anorexia, vOmito, diarreia,
epistaxe e melena. J& os principais
achados do exame fisico sao a
linfoadenomegalia, caquexia,
esplenomegalia, uveite e conjuntivite
(SALZO, 2008); de acordo com Aguiar et

al. (2007), febre e apatia sdo também

achados comuns no exame fisico.
Entretanto, Feitosa et al. (2000)
observaram que, além dos achados

descritos anteriormente, onicogrifose ¢é
comumente encontrada em  caes
naturalmente infectados por Leishmania
chagasi.

As lesOes renais sao comuns em
caes diagnosticados por LVC e podem ser
uma das causas de morte natural nesses
animais (MULLER et al., 2001). Para
avaliacio da funcdo renal, testes de
mensuracao da concentragao plasmatica
de metabdlitos normalmente excretados
pelos rins, como a ureia e a creatinina, sao
considerados (LANIS et al., 2008). Abreu-
Silva et al. (2008), em wum estudo
avaliando ureia e creatinina em caes
naturalmente infectados por Leishmania
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chagasi, observaram um aumento de
niveis plasmaticos de ureia; ja a creatinina
se manteve dentro da normalidade.

Achados como glomerulonefrite
proliferativa  difusa, aumento da
celularidade dos tufos glomerulares e
espessamento da capsula de Bowman
foram identificados em rins de caes com
LVC; além do acometimento glomerular,
alteragdes intersticiais e tubulares foram
identificadas nesses caes (COSTA et al.,
2003; SOARES et al., 2005).

Por ser uma doenca de alta
letalidade e com capacidade de acometer
diversos érgaos, principalmente os rins, o
presente trabalho teve como objetivo
avaliar as alteragdes bioquimicas (ureia e
creatinina), as alteragdes macroscdpicas e
histoldgicas do rim de caes naturalmente
infectados por Leishmania chagasi.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal
do Centro Universitario de Patos de
Minas sob Protocolo n. 98/19.

Foram utilizados cinco animais
provenientes do Centro de Controle de
Zoonoses de Patos de Minas, Minas
Gerais (CCZ), no periodo de margo a
julho do ano de 2019. Os animais foram
selecionados de forma aleatdria, de
acordo com a casuistica do CCZ. Todos
animais trabalho
considerados positivos para LVC de
acordo com os métodos de diagnostico
utilizados pelo CCZ: teste rapido DPP®
(Bio-manguinhos) e
Imunoabsor¢ao Enzimatica (ELISA).

Os animais foram submetidos a
exame clinico completo, e o sangue dos
animais foi coletado na veia jugular,

deste foram

Ensaio de

cefdlica ou safena lateral, com auxilio de
escalpe e seringas estéreis. As analises

bioquimicas de ureia e creatinina foram
realizadas utilizando a maquina Microlab
300; a analise de creatinina foi realizada
por calorimetria e da ureia por cinética.

Os animais foram eutanasiados
de acordo com as normas de ética do
CCZ, ou seja, foram devidamente
contidos e posteriormente sedados com
cloridrato de cetamina 10mg/kg e xilazina
1mg/kg por via intramuscular. Apos esse
procedimento, foi administrado tiopental
na dose de 12,5mg/kg por via
intravenosa. Apos a verificacao do status
anestésico profundo, com perda de
consciéncia, reflexo muscular e estimulos
nocivos, foi administrado 1 a 2 mmol/kg
de cloreto de potdssio, com infusao rapida
intravenosa. Posteriormente a eutanasia,
os animais foram encaminhados para o
Laboratério de Patologia Animal do
Centro Clinico Veterinario (UNIPAM),
onde foi realizada a necropsia. As
alteragdes macroscopicas renais foram
analisadas, fotografadas e registradas.

Amostras de aproximadamente
2cm?® dos rins direito e esquerdo foram
coletadas, acondicionadas em formol 10%
e fixadas por 48h. Posteriormente, foram
encaminhadas ao  laboratorio de
Histopatologia ~ Animal  para o
processamento histologico de rotina do
Centro Clinico Veterinario (CCV -
UNIPAM).

O processamento histologico
consistiu em etapas de desidratagao em
alcool etilico em concentracdo crescente
(70 a 99,5%). Nos alcoois 70 e 85%, os
tecidos permaneceram por 30 minutos
seguidos de dois banhos de uma hora em
(99,5%). Para o

diafanizagdo, as
amostras foram imersas em xilol PA por
30 minutos, seguidos de dois banhos de
30 minutos cada um, em parafina liquida

alcool  absoluto

clareamento ou a

a 65°C. As amostras renais foram

72 | Revista Animal em Foco, v. 2, 2022



TAYNA MARIANE DOS ANJOS ROCHA | NICOLLE PEREIRA SOARES | NADIA GRANDI BOMBONATO |
VANESSA PEREIRA

incluidas em parafina liquida a
aproximadamente 70°C. Apds secagem, o
bloco de parafina contendo o material
bioldgico foi submetido a cortes de quatro
micrometros (um) de espessura em
micrétomo. Para secagem, as laminas
contendo 0 corte histologico
permaneceram em estufa a
aproximadamente 40°C por no minimo
duas horas. Os cortes histologicos foram
corados em hematoxilina e eosina e
analisados em microscopio utilizando
objetivas de 10 e 40x.

As lesOes renais microscopicas
foram classificadas em proliferativas,
membranosas, membranoproliferativas,
glomeruloesclerose e nefrite intersticial
(CHURG; BERNSTEIN; GLASSOCK,
1995, NEWMAN, 2013; COSTA et
al.,2003).

Utilizou-se estatistica descritiva
para  apresentacdo das  principais
alteracdes bioquimicas e macroscopicas
renais.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados epidemioldgicos dos
animais avaliados constam da Tabela 1.

Tabela 1: Dados epidemiologicos de caes
diagnosticados com LVC, Patos de Minas

MG)
Animais Raga Idade Sexo
1 SRD 9 anos F
2 Poodle 4 anos F
3 Pinscher 5 anos M
4 Yorkshire 3 anos M
5 Pastor Alemao 6 anos M

Ciaramella ef al. (1997) relataram
que caes de racas miniaturas apresentam
uma menor predisposicdo para essa
doencga, pelo fato de serem melhores

aceitos dentro das residéncias, evitando
assim o contato com o vetor da doenga.

Podem-se perceber
clinicos  apresentados

variados
pelos
animais. Dos cinco animais estudados,
60%  (3/5) apresentaram  mucosas
hipocoradas, linfonodos aumentados de
volume e hiperqueratose em regiao de

sinais

pontas de orelhas, focinho e extremidades
dos membros. Alopecia e onicogrifose
foram notadas em 80% (4/5) dos animais.
Outro sinal clinico encontrado foi
conjuntivite, presente em 40% (2/5) dos
animais.

De acordo com a literatura, os
sinais clinicos em caes positivos para LVC
sao variaveis. Essa variacao depende de
varios fatores, como a resposta imune do
animal, carga parasitaria e outras doengas
concomitantes que interferem na
imunidade do animal (BARBOSA, 2011;
MICHALICK; GENARO, 2005).

Os achados do exame fisico
descritos por Salzo (2008) sao a
linfoadenomegalia, caquexia,
esplenomegalia, uveite e conjuntivite.
Feitosa et al. (2000) observaram que, além
dos achados descritos por Salzo (2008),
sao comumente encontradas alteragOes
dermatoldgicas em caes naturalmente
infectados por Leishmania sp, como lesdes
em pontas de orelhas e focinho, alopecia.
Além disso, hiporexia, onicogrifose,
emaciagao, mucosas palidas, hipertermia,
émese e diarreia (FEITOSA et al., 2000).
Linfonodos aumentados de volume por
alteragdes hipertroficas nas regides
corticais e medulares sao outros achados
clinicos comumente diagnosticados em
caes sororreagentes para LVC (SILVA,
2007).

Quanto a andlise macroscopica
dos rins, foram identificadas areas
irregulares na superficie renal, areas
puntiformes de hemorragia em superficie
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do 6rgao, estrias brancacentas em regiao
de cortex renal e congestao (Tabela 2).
Essas alteragdes ja foram
descritas em  estudos a  priori
(ALBUQUERQUE et al., 2008; FERRARI et
al., 2010). Essas lesdes macroscopicas

ainda sugerem, conforme Albuquerque et
al. (2008) e Ferrari et al. (2010), nefrite
intersticial. A nefrite intersticial ocorre
quando agentes infecciosos se instalam
nos tubulos renais e induzem uma
resposta inflamatoria.

Tabela 2: Altera¢des macroscopicas e microscopicas renais
em caes diagnosticados com LVC em Patos de Minas (MG)

Animal Macroscopicas

Microscopicas

Rim esquerdo e direito
aumentados de tamanho, regiao
1 medular avermelhada, regido
cortical palida com estrias
brancacentas

Sem defini¢ao da regido cortico-

2
medular, coloragao palida
3 Areas puntiformes
esbranquigadas
4 Coloragao palida

Rim esquerdo e direito
5 aumentados de tamanho, fluindo
sangue ao corte

Nefrite intersticial intensa, glomerulonefrite
membranoproliferativa, glomerulonefrite
membranosa, tiibulos renais com nticleos de células
em picnose, caridlise e cariorrexe, tiibulos renais
rompidos.

Nefrite intersticial intensa, glomerulonefrite
membranosa, glomeruloesclerose, tiibulos renais
com nucleos de células em picnose, cariolise e
cariorrexe.
Glomeruloesclerose, necrose tubular (nefrose
cronica), nefrite intersticial
Nefrite intersticial, glomerulonefite membranosa,
glomeruloesclerose, tibulos renais com nticleos de
células em picnose, caridlise e cariorrexe.
Nefrite intersticial, glomerulonefite membranosa,
glomeruloesclerose, tabulos renais com nticleos de
células em picnose, caridlise e cariorrexe.

A presenca do parasita em orgao
como o rim causa uma hipertrofia e
hiperplasia das células do reticulo
endotelial, consequentemente causando o
aumento destes orgaos (MALLA;
MAHAJAN, 2006).

Em relagdo as alteragdes
microscopicas, todos 0s caes
apresentaram lesdes renais, sendo a
nefrite intersticial o tipo mais comum,
presente em 100% (5/5) dos animais,
seguido por glomerulonefrite
membranosa em 80% (4/5) dos animais
(Figura 1), glomeruloesclerose em 60%
(3/5) dos animais (Figura 1) e
glomerulonefrite membranoproliferativa
em 20% (1/5) dos animais. A
glomerulonefrite membranoproliferativa
¢ a alteracdo mais comum relatada em

caes naturalmente infectados por LVC
(WILSON et al., 2017).
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Figura 1: Fotomlcrografla de rim de cao
naturalmente infectado por Leishmaniose
Visceral Canina. Glomerulonefrite e
glomeruloesclerose, Patos de Minas (MG),

2019
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Ainda, 80% (4/5) dos animais
apresentaram tubulos renais com nucleos
de células

em picnose, cariolise e

cariorrexe (Figura 2); 20% (1/5) dos
revelaram  tabulos
rompidos e necrose tubular.

animais renais

o M Halis

R

»

'/

Figura 2: Fotomicrografia de rim de cao
naturalmente infectado por Leishmaniose
Visceral Canina. Ttibulos renais com nticleos
de células em picnose, caridlise e cariorrexe.
Patos de Minas (MG), 2019

As glomerulonefrites
membranosas sao caracterizadas pelo
espessamento e duplicacao da membrana
basal dos capilares glomerulares;
entretanto, ndo ha perda da arquitetura
glomerular nem proliferacao das células
mesangiais (SOARES et al., 2005).

No caso das glomerulonefrites
membranoproliferativas, ¢
visualizar  alteracGes
mesangio e alcas capilares glomerulares,
causando principalmente espessamento e
duplicagio da parede dos capilares
glomerulares e proliferagao celular
acentuada no tufo glomerular (COSTA et
al., 2003).

Ja as caracteristicas encontradas
na glomerulonefrite proliferativa, como
descrita por Costa et al. (2003), sao
proliferagoes globais e difusas de células
mononucleadas no

possivel
evidentes no

mesangio,
ocasionando um aumento na matriz

mesangial. A  glomeruloesclerose ¢
caracterizada pela fibrose intersticial e
contendo focos de
infiltrado linfocitario e plasmocitario; nos
glomérulos diminuem de tamanho e
apresentam-se hialinizados pela presenca
de tecido conjuntivo fibroso, tornando-se
afuncionais. Segundo Costa et al. (2003), a
nefrite intersticial é caracterizada pela
presenga de infiltrado
contendo principalmente linfdcitos e
histiocitos, o que estd em conformidade
com os achados deste estudo.

A presenca da Leishmania no rim

periglomerular,

inflamatorio

acarreta a deposicao de imunocomplexos
nos glomérulos, provocando uma
glomerulonefrite cronica
(SARIDOMICHELAKIS, 2009). Segundo
Costa et al. (2000), essas condicOes de
nefropatia nos animais podem ser
causadas pela deposi¢ao de células T
CD4+ na regiao glomerular e intersticial
dos rins, tendo como consequéncia a
insuficiéncia deles.

Segundo Feitosa et al. (2005),
alteragdes morfolodgicas

caridlise ou cariorréxis sao

renais como
picnose,
compativeis com necrose isquémica de
células tubulares renais, causadas pela
presenca do agente etioldgico da LVC no
rim. A necrose ou nefrose tubular é um
processo degenerativo tubular que leva a
diminuicao da filtracdo glomerular
(SARIDOMICHELAKIS, 2009).

As concentrag¢des plasmaticas de
ureia e creatinina apresentaram-se
aumentadas em 60% (3/5) e 40% (2/5) dos
animais, respectivamente (Tabela 3).

Sousa et al. (2011), avaliando 44

animais, verificaram que 15% dos caes

infectados  por  Leishmania  chagasi
apresentavam os niveis de ureia
aumentados, e em 11% niveis de

creatinina aumentados, alteracdes essas
que, em associagdo, configuram um
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quadro de uremia, comprovando um
comprometimento renal nos animais.

Tabela 3: Analise bioquimica de ureia e
creatinina de cdes diagnosticados com LVC,
Patos de Minas (MG)

Animais Ureia Creatinina
mg/dL mg/dL
1 22,10 0,66
2 232,60 2,38
3 69,20 0,80
4 283,00 2,31
5 32,10 1,22

* Valor de referéncia para espécie canina: ureia
21-60 mg/dL; creatinina 05-1,5 mg/dL
(KANEKO, 1997).

No presente trabalho, os niveis
de ureia apresentaram-se mais alterados
em relagcdo aos de creatinina. Esses
achados sao semelhantes aos descritos
por Nieto et al. (1992), para quem as
alteragdes nos niveis de ureia sdo mais
comuns em relagdo a creatinina. Finco
(1995) sugeriu que os niveis de ureia e
creatinina estao relacionados com a taxa
de filtragdo glomerular; entretanto, a
excrecao de ureia é dependente também
da taxa do fluxo do filtrado.

4 CONCLUSAO
A Leishmania sp. ocasiona
importantes alteragdes macroscdpicas e
histopatoldgicas
glomerulonefrite
levando a um aumento significativo dos
niveis plasmaticos de ureia e creatinina,
comprometendo assim a funcionalidade
dos rins e interferindo diretamente na
qualidade de vida dos animais afetados.

renais, como a

intersticial cronica,
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Resumo: A Anemia Infecciosa Equina (AIE) é uma patologia viral transmitida aos equideos e
requer notificagdo obrigatéria. A fim de permitir a livre circulagdo dos equinos, é necessario que
todos apresentem resultado negativo no exame de AIE. Além disso, os laboratérios que desejam
realizar esse exame devem ser acreditados na ISO 17025, que estabelece as competéncias
necessarias para garantir a qualidade dos ensaios laboratoriais. O objetivo deste estudo foi
realizar um levantamento das normas e descrever o processo de elaboracao de um manual de
qualidade para a implementacdo da norma NBR ISO/IEC17025 em um laboratério localizado no
Centro Clinico Veterindrio do UNIPAM. Foi conduzido um estudo documental, no qual foram
revisados oito trabalhos, em que a metodologia de pesquisa consistia em um questionario aos
laboratorios acreditados ou que ainda estavam no processo de acreditacdo, para obter
informagdes sobre os desafios enfrentados durante o processo de acredita¢do na ISO e as solugdes
encontradas para resolucao desses problemas, incluindo a criacdo de um Manual de Qualidade.
Os resultados foram tabulados e revelaram que as principais dificuldades estdo relacionadas ao
sistema de gestao e qualidade do laboratério. Diante dessas dificuldades, foi desenvolvido um
Manual de Qualidade especifico para auxiliar laboratdrios que enfrentam esse processo.
Palavras-chave: doengas infecciosas; equinos; gestao da qualidade.

Abstract: Equine Infectious Anemia (EIA) is a viral disease transmitted to equids and requires
mandatory reporting. In order to allow free movement of horses, it is necessary for all animals to
test negative for EIA. Moreover, laboratories conducting EIA testing must be accredited to ISO
17025, which establishes the necessary competencies to ensure the quality of laboratory testing.
The aim of this study was to review the standards and describe the process of developing a
quality manual for the implementation of the NBR ISO/IEC 17025 standard in a laboratory located
at the UNIPAM Veterinary Clinical Center. A documentary study was conducted, reviewing
eight works in which the research methodology consisted of a questionnaire to accredited
laboratories or those still in the accreditation process, in order to gather information about the
challenges faced during the ISO accreditation process and the solutions found to resolve these
issues, including the creation of a Quality Manual. The results were tabulated and revealed that
the main difficulties are related to the laboratory’s management and quality system. In light of
these difficulties, a specific Quality Manual was developed to assist laboratories undergoing this
process.

Keywords: infectious diseases; equines; quality management.

80 | Revista Animal em Foco, v. 2, 2022



CAROLINA VERISSIMO QUEIROZ SILVA | MARIANA ASSU NCAO DE SOUZA

1 INTRODUCAO
A Organizagao Internacional
para Padronizacao (ISO, do
Organization for
Standardization) é um conjunto de normas
associadas ao Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial (Inmetro) em colaboragao com
0 Comité Brasileiro de Qualidade (CB-25)
da Associacao Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), com objetivo de
certificar estabelecimentos e avaliar a
credibilidade das
desenvolvidas, buscando alcancar um
padrao adequado (INMETRO, 2018).

A acreditagao é conduzida pela
Coordenagao Geral de Acreditagao do
Inmetro (CGCRE) e estabelece a
competéncia dos laboratdrios de ensaio

inglés
International

atividades

para desenvolver suas atividades de
acordo com as normas estabelecidas em
conjunto com o Conselho de Acreditagao
(CONAC). Seu objetivo é melhorar o
desempenho, a produtividade e a
eficiéncia dos laboratoérios, por meio de
regulares
organismos de acreditagdo, reduzindo
assim a necessidade de auditorias e
promovendo a  organizacao  dos
procedimentos e normas (BARRADAS,
2012; MAEKAWA; CARVALHO;
OLIVEIRA, 2013).

A norma ISO 17025 estabelece as
competéncias necessdrias para garantir
qualidade e a validade dos resultados em
laboratdrios que realizam métodos de
ensaio (procedimentos de medicdo em
produtos ou materiais), calibragao (sob
padrdes internacionais de validade) ou
amostragem  (coleta adequada de
amostras para realizar os ensaios). No
Brasil, existem atualmente 195
laboratorios acreditados na CRL ABNT
NBR ISO / IEC 17025 na categoria de

avaliacoes realizadas por

Laboratdrios de Ensaio na area de Saude
Animal. Até o momento da finalizacao
deste  trabalho, laboratorios
estavam em situagdo de suspensao
parcial e nove em suspensao total
(INMETRO, 2019).

De acordo com a ABNT NBR
ISO/IEC 17025:2017, o processo de
certificagdao baseado na ISO 17025 envolve
varias etapas. A primeira etapa consiste
na elaboragao do escopo de trabalho, ou
seja, definir de forma clara em qual 4rea o
laboratdrio deseja obter a acreditacao. Em
seguida, o laboratério participa de um

cinco

Programa de Ensaio de Proficiéncia, no
qual seus métodos e desempenho sao
avaliados. Os principais objetivos desse
programa sao garantir a confiabilidade
dos resultados gerados pelo laboratdrio e
fornecer informagoes que levem a agoes
corretivas para melhorar os processos.
Concluidas essas etapas, o laboratdrio
pode solicitar a auditoria da CGCRE para
avaliagao do cumprimento das normas da
ISO.

A Anemia Infecciosa Equina é
uma patologia de
transmitida a todos os equideos e requer
notificacdo obrigatdria. Ela esta incluida
no Plano Nacional de Sanidade Equidea
(PNSE) e é considerada uma enfermidade
sem tratamento ou cura, resultando no
abate sanitario dos animais afetados. Por
se tratar de uma patologia constante na
lista de doengcas da Organizagao
Internacional de Epizootias (OIE), o
Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) estabeleceu, por
meio da Instru¢ao Normativa n° 57, que
0s ensaios para diagndstico da AIE
devem ser realizados em laboratérios
com acreditacao na ABNT NBR ISO/IEC
17025, garantindo a qualidade na
implementagao das técnicas laboratoriais
(BORDIN, 2015).

origem  viral
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O objetivo deste estudo foi
realizar um levantamento das normas e
descrever o processo de elaboragao de um
manual de  qualidade para a
implementagao da norma NBR ISO/IEC
17025 (ABNT, 2005), exigida para
acreditacao do laboratdrio de ensaio para
diagndstico de Anemia Infecciosa Equina

no Centro Clinico Veterinario do
UNIPAM.
2 MATERIAL E METODO

Foi conduzido um estudo
documental com base no levantamento
artigos
documentos, Instrugdes Normativas e
normas relacionados a ISO 17025, com o
objetivo de coletar dados e informagdes

para fundamentar a presente pesquisa e

bibliografico de cientificos,

fornecer orientagdes sobre o que é a ISO
17025 e suas normas aplicadas, desde o
processo de implementagio até a
obtencao da acreditacao (COCCO, 2015).

Esta pesquisa tem como
finalidade normas
necessarias para acreditagao na ISO 17025

sintetizar as

e facilitar o entendimento desse processo
e dos requisitos para os laboratorios que
desejam solicitar acreditagao e realizar as
devidas adequagbes em sua estrutura.
Para isso, foram compiladas as
instrugdes, normas e artigos de maior
relevancia, a fim de fornecer um conjunto
de dados que auxilie os laboratdrios
interessados em buscar acreditacao.

Para o desenvolvimento deste
trabalho, foi realizada a selecao de
bibliografia de referéncia para o
embasamento tedrico dos principais
conceitos relacionados ao tema. Além
disso, foi conduzida uma pesquisa
qualitativa, baseada em estudos de caso
de organizagdes ja acreditadas na ISO
17025, com foco nas perspectivas e

interpretacdes das pessoas envolvidas no
processo. Isso contribuiu para ampliar o
conhecimento
estabelecer uma
melhorias e os resultados operacionais e
estratégicos das instituigdes acreditadas.
O principal propdsito do estudo
documental foi identificar as dificuldades
enfrentadas no processo de acreditagao e

sobre o assunto e

relacao entre as

na  implementacdo  das
relacionadas a estrutura dos laboratérios
de ensaio, incluindo instalagoes,
equipamentos e preenchimento de
documentos (COVA, 2001).

Além do estudo documental,

normas

também foi elaborado um Manual de
Qualidade com o intuito de garantir uma
gestio adequada do laboratdrio,
desenvolvido de forma abrangente,
englobando explicagdes e descrigoes
sobre o laboratério e estabelecendo a
rastreabilidade de todos os documentos
relacionados, incluindo referéncias aos
procedimentos principais e utilizando
guias que auxiliam na criacdo de um
Manual de Qualidade, bem como nas
normas as quais ele se baseia. Assim, ele
inclui:

eProcedimentos de Gestao, que
estabelecem detalhes e asseguram a
qualidade em todas as atividades do
laboratorio;

eProcedimentos Técnicos, que

fornecem detalhamentos técnicos
essenciais para a confiabilidade das
analises;
eInstrugdes de Trabalho, que estao
diretamente relacionadas aos ensaios;
eFormuldrios gerenciais e técnicos

nos quais as atividades sao registradas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 REVISAO DOS TRABALHOS

Foram revisados oito trabalhos
nos quais a metodologia de pesquisa
consistia na aplicacdo de um questionario
aos laboratorios acreditados na ISO 17025
ou que estavam passando pelo processo
de acreditacdo. Esses questiondrios
buscavam obter informacdes a respeito
dos problemas encontrados durante o
processo de acreditacdo e as solugoes
adotadas. Os dados coletados foram
reunidos e apresentados nas Tabelas 1 e 2,
para a discussao neste trabalho.

Tabela 1: Relacao das dificuldades encontradas
pelos pesquisadores no processo de acreditagao
da ISO 17025 para laboratdrios de diagnostico
de AIE e a frequéncia da citagao
Dificuldades
encontradas

Frequéncia da
citacao (%)

Falha de planejamento /

17,39
Manual de qualidade
Falta de tremémento e 17,39
comprometimento
Custos financeiros 17,39
Equ1pam.er.1tos / 13,04
materiais
Erro no preenchimento 13,04
de documentos
Validagao do§ r~netodos 13,04
de medicao
Adequaga’lo. cargos e 434
salarios
Falha'de auditoria 434
interna
Total 100

Os estudos de Cunha et al. (2011)
e Machado (2008) identificaram
problemas como falta de planejamento,
preparacao e
funciondrios em

conhecimento  dos
relacio as normas
estabelecidas pela NBR/ISO. Essas
dificuldades foram corroboradas por

ambos os autores e, além disso, foram
apontadas questdes como falta de
informag¢des no manual de qualidade e
nos valores de medigao, falta de técnica e
experiéncia por parte dos funcionarios,
falhas no controle
inadequacao dos equipamentos e
inadequagOes na gestao das auditorias
internas.  Todos  esses  aspectos
representam desafios para um processo
de acreditacao eficiente (CUNHA et al.,
2011; MACHADQO, 2008).

de documentos,

Tabela 2: Relacao dos fatores facilitadores
encontrados pelos pesquisadores no processo
de acreditacdo da ISO 17025 para
laboratorios de diagndstico de AIE e a
frequéncia da citacao

Frequéncia de

Fatores facilitadores s~ 1o
citacao (%)

Correcao de nédo

23,52
conformidades
Preenchimento correto 23,52
de documentos
Adocao de s~1$tema de 11,76
gestao
Inf izaca
n or@atlzagao do 11,76
sistema
Treinamento e
. 11,76
capacitagao
Usc.) de r?cursos de 5,88
financiamento
Criacao de checklist 5,88
2ci0 de
Crlaga.o e . oruns 5,88
virtuais
Total 100

Em uma pesquisa descritiva,
Ueta (2011) relacionou o nivel de
importancia e concordancia sobre as
principais barreiras na implementagado
das normas, identificados os
seguintes aspectos: falta de adequacao
nos cargos e salarios, demora nos servigos
e aquisicoes de materiais, falta de
profissionais burocracia
excessiva no  preenchimento  de

foram

qualificados,
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documentos e altos custos financeiros
relacionados a calibragdo e ajustes de
equipamentos.  Esses  fatores sao
considerados criticos para acreditagao,
sendo que a desmotivagio dos
funciondrios e a falta de treinamento e
comprometimento foram identificados
como fatores ainda mais significativos
pelos laboratorios (UETA, 2011).

O estudo realizado por Grochau,
Caten e Forte (2017) destacou a falta de
recursos financeiros como uma das
principais dificuldades enfrentadas na
aquisi¢ao e manutengao de equipamentos

laboratoriais, bem como para o

treinamento e preparagao dos
funcionarios visando as auditorias de
acreditacao.

No estudo conduzido por

Coutinho (2004), um questiondrio foi
enviado a 100 laboratdrios que estavam
passando pelo processo de acreditacao, a
fim de dificuldades
enfrentadas nesse processo. Os resultados
revelaram que as dificuldades mais
indicadas

investigar as

estavam relacionadas aos
métodos de ensaio, calibracao e validagao
de métodos, equipamentos, sistema de
qualidade e controle de documentos,
respectivamente. Esses trés topicos
abrangiam  57% das dificuldades
apontadas pelos laboratdrios.

No que diz respeito aos métodos
de ensaio, calibracao e validagdao de
métodos, o maior empecilho estd na
incerteza da definicio dos meios de
medicao adequados. Em relacao aos
equipamentos, a maior dificuldade esta
associada aos altos custos, falta de
financiamento e  necessidade de
calibragao periddica. Quanto ao sistema
de qualidade e controle de documentos, a
falta de procedimentos e registros
adequados dos laboratérios pode levar a
desajustes que afetam a conformidade.

Em pesquisa realizada por Souza
(2015),
desafios enfrentados por 10 laboratorios
de ensaio para diagnostico de AIE. Um
dos principais obstaculos relatados ¢ a
gestao e elaboracao de manuais de
qualidade que abrangem os requisitos
exigidos pela NBR/ISO, especialmente
devido a falta de especificagdo dessas

Junior foram apontados os

normas em relagdo as analises de saude
e as técnicas
veterinaria.

De acordo com Cunha et al
(2011), a falta de treinamento para lidar

animal da medicina

com as auditorias internas pode ser
superada por meio de um sistema de
gestao adequado, que inclui: o
treinamento e capacitagao dos
funcionarios, o preenchimento correto
dos documentos a serem entregues, a
implementagao de a¢des corretivas para
resolver nao conformidades identificadas
durante as auditorias e a elaboracao de
relatorios precisos.

Segundo Carvalho (2004), o
preenchimento correto dos documentos
de andlise e a pronta identificagao e
correcalo  das nao  conformidades
relatadas nas auditorias contribuem para
agilizar o processo de acreditagao. Esses
resultados também foram encontrados
por Lima (2011) e Coutinho (2004), em
trabalhos desenvolvidos em laboratdrios
que passaram pelo processo de
implementagdo e  auditorias.  Foi
concluido que a informatizagdo das
técnicas pode auxiliar no preenchimento
e emissao de documentos em futuros
trabalhos. Sugere-se a criacdo de um
sistema de “perguntas frequentes” no site
do Inmetro e féruns de discussdo para a
participacao dos laboratorios acreditados
na ISO 17025, a fim de facilitar a
comunicagao e a resolugao de problemas
por meio virtual.
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Os critérios destacados por
Bordin (2015) como os mais relevantes no
processo sao: o treinamento e a constante
capacitagao dos funciondrios, bem como a
participacao coletiva plena de todas as
pessoas em todas as atividades
envolvidas,  especialmente  aquelas
relacionadas as normas de biosseguranga.
A criagdo de um checklist em forma de
auditoria horizontal também é 1util para
inspecionar registros, equipamentos,
relatorios e certificados.

Com relacio aos fatores
facilitados pela implementagao das
aspectos
estrutura e

normas, sao mencionados

relacionados a tarefas,
ambiente, tais como a padronizagao de
servicos, melhorias apo6s auditorias,
impactos na organizac¢ao do laboratério e
aumento na demanda de clientes. Esses
resultados estao em consonancia com os
encontrados por Machado (2008), que
destacou conquista de mercados,
aumento da competéncia e
aprimoramento técnico como vantagens.
A motivagao e o comprometimento das

pessoas envolvidas diretamente nas
atividades sao contribuicdes
significativas ~ para ~ um  melhor

desempenho no processo de acreditacao,
e a contratacato de consultorias
especializadas em laboratorios também
pode ser benéfica (UETA, 2011).

32 CRIACAO DO MANUAL DE
QUALIDADE

A criagado de um Manual de
Qualidade (MQ) especifico para cada
laboratério é um importante contribuinte
para a adequagao das
procedimentos realizados. O contetdo do

técnicas e

manual deve abranger os detalhes
necessarios para assegurar a qualidade
nos processos,
procedimentos técnicos das analises, as
instrucdes de trabalho dos ensaios e os
formuldrios de registros de atividades
(BORDIN, 2015).

O Manual de Qualidade deve ser
elaborado de forma objetiva, abordando
cada elemento da ISO 17025, e
estabelecendo os responsaveis por cada
operacao realizada no laboratorio. Além
disso, é importante definir os pontos de
controle e as agdes que devem ser

incluindo 0s

tomadas de acordo com as normas.

Uma das formas mais claras e
simples de elaborar um Manual de
Qualidade, especialmente em locais com
estrutura pequena e poucos funciondrios,
¢ crid-lo de forma objetiva, levando em
consideragdo a estrutura e administragao
do laboratdrio. Nesse manual, devem ser
abordados os procedimentos técnicos
realizados e os sistemas de qualidade
adotados tanto pelo laboratdério quanto
pela organizacdo a qual ele pertence
(CARVALHO, 2004).

O documento deve conter uma
capa identificada com nome e revisao,
além de incluir a politica de qualidade, o
objetivos, a folha de
aprovacao, 0s documentos
complementares e as informagdes sobre
as siglas utilizadas (REDETEC, 2008).

Com base nas informagoes
obtidas e apresentadas na Tabela 3, foi
desenvolvido um Manual de Qualidade
personalizado para o laboratério de
diagnostico de Anemia Infecciosa Equina
no Centro Clinico Veterindrio do
UNIPAM. Ver APENDICE A.

sumario, o0s
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Tabela 3: Topicos a serem abordados para a criagdo do Manual de Qualidade do laboratdrio de
diagnostico de AIE no Centro Clinico Veterinario do UNIPAM, 2020

Topicos do manual de
qualidade

Itens abordados em cada topico

Organizacao
Sistema de gestao

Controle de documentos

Aquisigao de produtos e
servigos

Melhorias

Acao corretiva, reclamacdes e
nao conformidades

Auditorias internas

Controle de registros

Estrutura, instalagao e gerenciamento
Procedimentos técnicos utilizados
Procedimentos utilizados na elaboragao e controle dos
documentos
Procedimento para compra de materiais ou contratagao de
servigos externos
Procedimentos de registro de a¢des para garantir melhorias
técnicas e de gestao
Tratamento de reclamagdes, ndo conformidades nos resultados
gerados pelos ensaios e satisfagao dos clientes.
Periodicidade e procedimentos para recebimento de auditorias
internas e verificagao da adesao dos requisitos
Procedimentos de coleta, acesso e armazenamento de todos os
registros técnicos e de qualidade

Fonte: Guia para elabora¢ao de manual da qualidade para laboratorio - revisao 3, 2008.

4 CONCLUSAO

Conclui-se a partir deste estudo
que as  principais dificuldades
encontradas na certificacao da ISO 17025
estao relacionadas ao sistema de gestao e
qualidade do laboratorio. No entanto,
com a criagao de um manual de qualidade
especifico, o processo de acreditagdao pode
ser facilitado.
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APENDICE A:
MANUAL DE QUALIDADE DO LABORATORIO DE DIAGNOSTICO DE
ANEMIA INFECCIOSA EQUINA

1 ESCOPO

A equideocultura movimenta
em média R$ 7,3 bilhdes por ano, e o
estado de Minas Gerais € o maior criador
em numero de equideos do pais, sendo o
ber¢o da criagao de importantes ragas
como o Mangalarga Marchador,
Mangalarga, Campolina e Jumento Péga.

Minas Gerais também € o centro
cultural de diversos eventos equestres
como exposigdes e esportes, a exemplo
disso, temos o maior evento de equinos
da América Latina: a exposi¢ao nacional.
O transito interestadual de equideos esta
condicionado a apresentacao de exame
negativo para Anemia Infecciosa Equina,
emitido por
credenciado, que tem prazo de validade
de 60 dias para a emissao do Guia de
Transito Animal (GTA).

Este Manual descreve o Sistema
de Gestao e Qualidade do Laboratério de
Doencas Infecciosas do Centro
Universitario de Patos de Minas
(UNIPAM), objetivando referenciar as
principais normas exigidas no processo
de acreditagao da ISO/IEC 17025 para
auxiliar o laboratério de ensaio no
diagnostico de Anemia Infecciosa Equina.

laboratorio oficial ou

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Para implementacao  deste
manual, foram aplicados os requisitos
dos seguintes Sistemas de Gestao: ABNT
NBR ISO 17025 e Programa Nacional de
Sanidade de Equideos (IN 52, 26 de
novembro de 2018 - Requisitos de
critérios para diagndstico de AIE).

3 SIGLAS

oCPA -
Avaliagao;

eDA - Documento Avulso;

oFEPAM - Fundacdo Educacional
de Patos de Minas;

o[T - Instrucao de Trabalho;

oSGl - Sistema de Gestao Integrada;

oSGQ - Sistema de Gestao da
Qualidade;

o AIE - Anemia Infecciosa Equina;

oIDGA - Imunodifusdo em Gel de
Agar;

eMAPA - Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento;

eCRMV - Conselho Regional de
Medicina Veterinaria;

oRT - Responsavel Técnico.

Comissao Propria de

4 ORGANIZACAO

4.1 CENTRO CLINICO VETERINARIO E
LABORATORIO DE DOENCAS
INFECCIOSAS

O Centro Clinico é utilizado
como uma unidade de ensino, pesquisa e
extensio em Medicina Veterindria.
Oferece suporte necessdrio a realizagdo
de aulas praticas do curso, de estagios e
de cursos de capacitagao. Além disso,
presta servicos a comunidade, como
atendimentos nas dreas de clinica médica
e cirurgica de pequenos e grandes
animais, de diagndstico por imagem, de
patologia clinica, de anatomia patoldgica
e de medicina veterindria preventiva. No
ambiente, também sdo desenvolvidos

projetos de controle da populagdo canina
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e felina, trabalhos de iniciagao cientifica e
de conclusao de curso.

Pensando nessa infraestrutura,
foi criado um Laboratdorio de Doencas
Infecciosas dentro do Centro Clinico
Veterinario do Unipam, cujo objetivo é
realizar ensaios de Anemia Infecciosa
Equina em Patos de Minas e regiao.

42 ESTRUTURA E INSTALACAO DO
LABORATORIO

A estrutura do laboratério
consiste em 4reas de recepcao e de
circulagdo, varanda, sanitarios, sala de
exames, lavagem e esterilizagao.

A recepgao e a circulagao sao
areas conjuntas e separadas fisicamente
das da sala de exame e lavagem e
esterilizacao; nelas, estao 0s
equipamentos necessarios para realizar o
controle, o registro de documentos e os
recebimentos de amostras, como um
computador, telefone e arquivo com
chave.

Na sala de exames, ha duas
geladeiras, centrifuga de 10 ml, micro-
ondas, banho-maria, bico de Bunsen com
ponto de gas, PHmetro, iluminador,
balanca, mesa de exames e armarios com
bancadas.

Na drea de Ilavagem e
esterilizacao 0s equipamentos
encontrados sao autoclave, destilador,
lavatorio e armarios. Os ambientes da
sala de exames e lavagem e esterilizagao
possuem refrigeracao por ar
condicionado.

Equipamentos: balanca analitica
ou semianalitica; banho-maria; geladeira;
freezer a -20% centrifuga clinica; pH de
teste; autoclave; destilador de agua.

Materiais: antigeno padrao para
anemia infecciosa equina; soros a testar;
micropipetador de 25 puL ou de volume

ajustavel; ponteiras; laminas de vidro;
cuba com dgua sanitdria; camara tumida;
caixa com luz indireta para leitura; soro
controle positivo; cortador padrao.

5 SISTEMA DE GESTAO

51 SEQUENCIA EXECUTIVA DO
ENSAIO DE IMUNODIFUSAO EM GEL
DE AGAR (IDGA)

Meios e solugoes: preparo do
tampao borato: 2g de NaOH 2g; 9g de H
3 BO 3, dgua destilada q.s.p 1.000 mL.
Observagodes: as substancias a serem
utilizadas na preparagao das solugdes
deverao ser padrao pré-andlise (p. a.). O
tampao borato devera ter seu pH entre 8,5
e8,7.

Preparo do gel a 1%: dgar Noble
ou agarose lg - tampao borato 100mL.
Aquecer em banho-maria ou vapor
fluente até a completa fusao do agar. O
gel deverd ser dividido em aliquotas de
acordo com a demanda do laboratdrio.
Nao devem ser efetuadas sucessivas
fusdes do gel, desprezando-se o volume
nao utilizado.

Preparo de laminas: adicionar
45mL do gel ainda quente em cada
lamina de vidro para microscopio
medindo  25x75mm;  aguardar a
solidificacaio do gel > cortar o gel
utilizando um cortador padrao, com sete
furos de 4mm de diametro, distanciados
no maximo 3 mm entre si > remover o
cilindro de 4gar de cada pogo, usando
uma agulha 25 x 0.8mm > utilizar as
laminas imediatamente apds o corte. As
laminas
desprezadas. Se houver presenca de
umidade nas cavidades, as laminas nao
deverao ser
evaporagao.

nao utilizadas devem ser

utilizadas até a sua
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Realiza¢do da prova: colocar as
amostras de soro a ser testado em pogos
alternados ao redor do pogo central em
um volume aproximado de 25uL por
pogo, utilizando uma micropipeta e
ponteiras descartaveis.
Colocar nas laterais,
alternadamente, 25 microlitros do soro

individuais
cavidades

controle positivo (SCP). O pogo central
deve ser preenchido com 25ul do
antigeno padrdo, utilizando ponteira e
micropipeta > deixar as laminas em
repouso durante 5 minutos; incuba-las a
temperatura entre 20°C e 25°C em camara
umida > em ambiente escuro e com o
auxilio de um foco de luz forte, em feixe
estreito, ajustavel e contra um fundo
preto, realizar a leitura do teste com 24, 48
e 72 horas apds incubacdao > anotar os
resultados.

6 CONTROLE DE DOCUMENTOS

Os relatdrios de ensaio gerados
pelo  laboratério  devem  conter:
identificacdo do laboratério, nimero de
credenciamento do MAPA, do relatdrio,
do registro da amostra e do documento
encaminhado junto com a amostra,
identificacdo do proprietario do animal,
identificagdo do médico veterinario
solicitante (com CRMYV), identificacdao do
animal (nome, raca, sexo, endereco da
propriedade), identificacdo da amostra
(data de coleta e de recebimento), método
de ensaio utilizado, identificacao do kit
de ensaio utilizado (nome, fabricante,
data, lote), resultados obtidos com a data
de finalizagdo, data de validade dos
resultados e assinatura do RT com local e
data.

o Os relatorios de ensaio devem ser
mantidos arquivados no laboratdrio por,
no minimo, cinco anos.

¢Os relatorios de ensaio podem ser
enviados por meio eletronico, em arquivo
nao editavel, devendo guardar uma 2° via
prontamente
arquivos para fins de auditoria.

¢Os resultados devem ser emitidos
juntamente com a requisigao para
diagnodstico de Anemia Infecciosa Equina

disponivel em  seus

eSe realizadas duas técnicas de
ensaio (ELISA e IDGA), devem ser
emitidos os resultados em um unico
relatdrio.

eDeve ser enviado um relatdrio
mensal de atividades operacionais em
modelo disponibilizado pela CGAL/SDA,
e uma das vias arquivada no laboratdrio.

7 AQUISICAO DE PRODUTOS E
SERVICOS

O UNIPAM define os requisitos
para os produtos oferecidos aos clientes
com base em pesquisas mercadologicas,
as quais também identificam os requisitos
nao especificados pelo cliente, mas
necessarios para o bom desempenho do
produto. requisitos

estabelecidos e documentados em cada
PPC.

Esses estao

A fim de assegurar o
atendimento aos requisitos legais e aos
proprios da instituigao,
incluindo os requisitos do SGI, o
UNIPAM implementa e
processo apropriado para avaliar e
documentar a conformidade de suas
acoes.

requisitos

mantém

Essa avaliagao e o registro sao
realizados, anualmente, por meio de
auditorias de conformidade legal, as
quais registram, monitoram e
acompanham o atendimento dos
requisitos em sistema especifico.
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8 MELHORIAS

O UNIPAM assegura a melhoria
continua do SGI e de sua eficacia, levando
em consideragao a satisfagao do cliente, o
atendimento aos requisitos, a politica do
SGI e seus objetivos, os resultados de
auditorias (internas e externas), a analise
dos dados, as agbes corretivas e as
oportunidades de melhoria.

eManipulagao de amostras
somente na drea de ensaio.

e Amostras recebidas devem ser
armazenadas resfriadas, em temperatura
de 2° a 8°C por até 8 dias e, apos,
congeladas a -10°C.

oA 4gua utilizada nos ensaios
devera ser 4gua grau laboratdrio
(destilada ou deionizada).

eNo caso de recebimento de
sangue, devera ser centrifugado, e o soro
receberd o tratamento dos itens
anteriores.

e A amostra a ser testada devera ser
conservada sob refrigeracdo até a
realizagdo da prova e destruida apds a
realizagcdo do exame.

eAs amostras destinadas a
contraprova deverdo ser estocadas em
congelador a -20°C, devendo ser
mantidas estocadas durante um periodo
de 30 dias apos a realizagao dos exames.

O antigeno, quando ndo estiver
em uso, precisa permanecer sempre entre
2°Ce 8°C.

eEm caso de sua utilizagdo para
realizar um pequeno numero de testes,
dividi-lo em aliquotas e retirar da
geladeira apenas a quantidade a ser
utilizada a cada dia, evitando, assim, a
perda de sensibilidade pelo constante
resfriamento/aquecimento do antigeno.

eA temperatura de execucado
desejavel sera em torno de 22°C + 4°C,

devendo-se evitar temperaturas muito
abaixo ou muito acima desse valor.

e As laminas e as pipetas devem ser
limpas com agua corrente logo apds o
uso. Imergi-las em uma solugao de
detergente neutro por duas horas ou, de
preferéncia, durante a noite. Em seguida,
lava-las em agua corrente e, na sequéncia,
em agua destilada. Secar em estufa ou a
temperatura ambiente.

eEm todos os testes, devera ser
simultaneamente testado o soro controle
positivo.

eDeverdo ser respeitadas as normas
de seguranca bioldgica em todos os
procedimentos realizados com o material
de exame.

e As amostras destinadas a prova e
a contraprova serdao destruidas apos
decorrido o prazo estabelecido para sua
estocagem, obrigatoriamente através de
autoclavacgao a 120°C, com uma libra de
pressao durante 30 minutos.

9 ACAO CORRETIVA, RECLAMACOES
E NAO CONFORMIDADES

O UNIPAM
mantém processos para determinar e
gerenciar nao conformidades a partir de
agOes corretivas que sao tomadas para
eliminar a causa da ndo conformidade e
analisar a abrangéncia e a magnitude do
problema encontrado.

As agoes corretivas incluem:

implementa e

eReacao Forte positiva ou Reagao
Inespecifica na leitura do ensaio > deve
ser repetido o ensaio; no caso da reagao
forte positiva, a amostra pode ser diluida
na repeticao.

eSe a linha formada pelo Soro
Controle Positivo (SCP) nao estiver tendo
base para leitura > deve ser repetido o
ensaio.
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eAmostras com evidéncia de
contaminagdo ou com alto grau de
hemolise > devem ser descartadas por
meio de autoclavagdo a 120° por 30
minutos.

®No caso de descarte de amostra >
informar o  Médico  Veterindrio
responsavel para ser feita uma nova
coleta.

eFormulédrios de requisi¢do que
apresentarem campos em branco ou
incompletos, com rasuras ou ilegiveis >
devem ser rejeitados e solicitado um novo
formuldrio.

e Dispositivos que forem
encontrados fora do estado de calibragao
ou inadequado ao uso > providéncias
imediatas sao tomadas para retirada de
uso do equipamento e andlise da

disposic¢ao dos produtos afetados.
10 CONTROLE DE REGISTROS

eAs amostras deverdao estar
devidamente identificadas e
acondicionadas em caixas isotérmicas.

eAs amostras deverdo estar
acompanhadas de requisi¢do de exame
assinada por médico veterinario com sua
identificacao profissional.

eNao serao recebidas amostras com
evidéncia de contaminacao.

e As amostras serao registradas em
livro préprio, conforme modelo indicado
pela CLA.

e As amostras serao
obrigatoriamente divididas em duas
aliquotas de 2ml e identificadas, uma
para prova e outra para contraprova, na
presenca do  Médico
requisitante ou seu portador nomeado.

e A declaragao de contraprova sera
preenchida e assinada pelo Meédico
Veterinario requisitante ou seu portador

Veterinario

nomeado.

oA tarjeta de identificagio da
contraprova sera preenchida e lacrada

juntamente com as amostras para

contraprova; o lacre sera plastico,
numerado e inviolavel.
eAs amostras de contraprova

deverao ser armazenadas congeladas,
identificadas e lacradas, a temperatura de
-10°C ou inferior, por no minimo 60 dias.

eRecebimento de
somente se acompanhadas do formulario
de requisicao especifico.

e530 mantidos registros de
calibracao e de verificacao, além dos

amostras

certificados de calibragdo emitidos por
provedores externos especializados e
qualificados.

11 AUDITORIAS INTERNAS

O UNIPAM planeja, estabelece,
implementa e mantém programas de
auditorias internas do SGI, as quais sao
conduzidas pelo PS-9.2.0/01 (Auditoria
Interna).

Essas auditorias tém como
objetivo avaliar a conformidade do SGI e
seus resultados, levando em consideragao
os resultados pretendidos.

A programacgao de auditorias
internas se da com base na situacao atual
e na importancia do processo a ser

verificado. Além disso, considera que

eas auditorias sejam executadas
por pessoal independente daquele que
tem responsabilidade direta pelo
processo a ser auditado;

e0s resultados sejam registrados e
levados ao conhecimento do pessoal que
tem responsabilidade pelo processo
auditado;

e0 responsavel pelo processo
auditado deve tomar, em tempo habil,
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agOes corretivas referentes as deficiéncias
encontradas;
ea implementacao e eficacia das
acOes corretivas sao verificadas e
registradas.
O UNIPAM estabelece e mantém

procedimentos documentados de

inspe¢dlo e  monitoramento  das
caracteristicas dos materiais controlados e
dos produtos resultantes dos servigos de
execuc¢ao controlados, a fim de verificar a
conformidade.

94 | Revista Animal em Foco, v. 2, 2022



