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Resumo

Introducéo: Praticas inadequadas durante o processamento do caldo de cana
podem ocasionar contaminag¢fes por microrganismos patogénicos com a
Pseudomonas aeruginosa, um microrganismo com ampla distribuicdo no
ambiente que apresenta baixo nivel de sensibilidade aos antimicrobianos e
diversos mecanismos de resisténcia. Objetivos: Isolar e identificar
Pseudomonas aeruginosa em amostras de caldo de cana e determinar seu
perfil de sensibilidade. Métodos: 20 amostras foram analisadas entre
novembro/2016 e maio/2017. A pesquisa do microrganismo foi realizada
através da técnica dos tubos multiplos como preconizado pelo Standard
methods for the examination of water and wasterwater (APHA) e o teste de
sensibilidade através do método de difusdo de disco em &gar, descrito pelo
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). Resultados: Este estudo
revelou que 100% das amostras analisadas apresentaram-se contaminadas
por Pseudomonas aeruginosa. Para os antibidticos utilizados, a sensibilidade
variou entre 85% para ceftazidima e gentamicina a 100% para ciprofloxacino. A
sensibilidade aos antimicrobianos foi acima de 83,3% em 85% das cepas
isoladas das amostras. Conclusdes: Foi possivel identificar uma deficiéncia da
qualidade do ponto de vista microbiolégico, tornando indispensavel uma
inspecdo adequada dos alimentos provenientes do comércio ambulante, além
de uma educacao eficiente para a populacdo que esta propensa a esse tipo de

consumo.

Palavras-chave: Analise bacteriolégica; Saccharum; Contaminacdo de

alimentos; Pseudomonas aeruginosa; Resisténcia microbiana a drogas.
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Abstract

Introduction: Inappropriate practices in the processing of sugarcane boilers
can lead to contamination by pathogenic microorganisms with a Pseudomonas
aeruginosa, a microorganism with a wide non-environmental distribution that
presents a level of antimicrobial resolution and several mechanisms of
resistance. Objectives: Isolate and identify Pseudomonas aeruginosa in cane
juice samples and determine their sensitivity profile. Methods: 20 samples were
analyzed between November / 2016 and May / 2017. Micro-organism surveys
were performed using the tubes technique as a pre-cooked method. Standard
methods for water and drain test (APHA) and sensitivity test method of disc
diffusion in agar, described by the Clinical Institute and Laboratory Standard
(CLSI). Results: This study revealed that 100% of the analyzed samples were
contaminated by Pseudomonas aeruginosa. For the antibiotics used, a
sensitivity ranged from 85% for ceftazidime to 100% gentamicin for
ciprofloxacin. Antimicrobial susceptibility was above 83.3% in 85% of strains
isolated from the samples. Conclusions: It was possible to identify a deficiency
of quality from the microbiological point of view, making an adequate separation
of the food in question indispensable, as well as an efficient education for the
population that is available for this type of consumption.

Keywords: Bacteriological Analysis; Saccharum; Food contamination;

Pseudomonas aeruginosa; Microbial drug resistance.
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Introducao

A cana-de-acUlcar (Saccharum spp) é uma graminea originaria da Asia
Meridional, frequentemente encontrada em paises tropicais e subtropicais onde
sua exploracdo representa grande contribuicdo socioecondmica em razao de
seu grande teor de sacarose. Dentre os principais produtos obtidos a partir
dessa planta estdo o agucar, alcool, aguardente, melaco, rapadura e o caldo de
cana 2. O caldo de cana é considerado um alimento de grande valor
nutricional, com intenso sabor, de facil acesso e bastante comercializado em
feiras livres. E um suco in natura extraido da cana de aclcar que é prensada
em moendas no proprio local de comercializagcéo®. Apresenta-se como um
liquido de cor que varia entre parda ao verde escuro, pode preservar nutrientes
presentes na cana-de-agUcar como: vitamina do complexo B e vitamina C,
fésforo, sodio, calcio, ferro, potassio e magnésio, estando presente, também, a
sacarose, frutose e amido?.

A cidade de Caruaru-PE, que € conhecida pela sua feira de artesanato,
atrai varios turistas e uma grande quantidade de comércio ambulante como a
venda de caldo de cana. A venda de alimentos ao ar livre pode apresentar
falhas nas praticas higiénico-sanitarias, o que torna o servico precéario. Os
alimentos podem ser facilmente contaminados por microrganismos, levando
riscos a saude de qualquer individuo. A auséncia de condi¢Bes higiénico-
sanitarias apropriadas do local de comércio, aliada ao ndo conhecimento dos
vendedores com relacdo a manipulacdo correta dos alimentos e a falta de
treinamento suficiente para esses vendedores, sdo motivos para tais
contaminacdes® °.

Praticas inadequadas durante o processamento do alimento permitem
contaminagdes por microrganismos patogénicos como a Pseudomonas
aeruginosa, um patégeno nosocomial frequente, responsavel por infeccées em
diversos sitios do corpo humano, particularmente em pessoas
imunocomprometidas. Possui ampla distribuicdo no ambiente e capacidade de
persistir por longos periodos em ambientes adversos, além de desenvolver
resisténcia a agentes antimicrobianos. Apresenta baixo nivel de sensibilidade

aos antimicrobianos, e diversos mecanismos de resisténcia, como produc¢éo de
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B-lactamases, hiper-expressdo de bombas de efluxo, perda ou expressao
reduzida de proteinas de membrana externa® 7.

Isolados dessa bactéria apresentam um amplo espectro de resisténcia
em diferentes classes de agentes antimicrobianos, inclusive contra
cefalosporinas de terceira e quarta geracfes e carbapenémicos. Por estas
razdes, as infeccdes causadas por cepas desse microrganismo multirresistente
estabelecem um substancial desafio para a terapia antimicrobiana, trazendo ao
cenario atual a necessidade de identificar essas bactérias e avaliar sua
contribuicdo para a disseminagéo da resisténcia bacteriana®.

O desenvolvimento de antimicrobianos ndo acompanha a velocidade
com a qual bactérias resistentes surgem e se disseminam. Recentemente,
diversos grupos de pesquisa tém voltado suas atencdes para o papel do meio
ambiente na evolucdo da resisténcia bacteriana, seja como fonte de genes de
resisténcia ou como matriz para a transmissdo destes genes entre bactérias
ambientais e patégenos?.

A pesquisa e determinacdo do perfil de sensibilidade da bactéria
Pseudomonas aeruginosa em amostras de caldo de cana busca elucidagbes
no que diz respeito a disseminacdo dessa bactéria neste alimento, uma vez
que a presenca de microrganismos resistentes pode tornar-se um problema
gravissimo para aqueles que fazem o consumo e, consequentemente, para 0s
orgaos de saude publica, uma vez que os gastos com o tratamento de doencas

por ingestdo de alimentos contaminados por bactérias séo altissimos.

Métodos

Coleta das amostras

Foram analisadas 20 amostras entre novembro/2016 e maio/2017,
obtidas de forma aleatoria em pontos estratégicos do municipio de Caruaru-PE
e compradas a vendedores ambulantes que comercializavam o caldo de cana,
de maneira que a amostra fosse obtida da mesma forma que é fornecida aos

clientes, assegurando assim a manutengdo das mesmas caracteristicas do
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produto que é consumido pela populacdo. A amostra foi transportada em um
isopor com baterias de gelo, mantida em refrigeracdo até o laboratério de
Microbiologia e Controle de Qualidade de Alimentos e Farmacos do Centro
Universitario Tabosa de Almeida ASCES- UNITA.

Analise Bacterioldgica

A pesquisa de Pseudomonas aeruginosa foi realizada através da técnica
dos tubos multiplos como preconizado pelo Standard methods for the
examination of water and wasterwater (APHA)°. A técnica consiste na
inoculacdo de volumes decrescentes da amostra em meio de cultura adequado
ao crescimento dos microrganismos pesquisados, sendo cada volume
inoculado em uma serie de tubos. O ensaio foi realizado em duas etapas:

presuntiva e confirmativa.

A primeira etapa consiste na inoculacdo de volumes decrescentes da
amostra no meio de cultura Asparagina, sendo cada volume inoculado em uma
série composta por 15 tubos de ensaio onde 10 destes tubos contém Caldo
Asparagina de concentracdo simples e 5 contém o meio de cultura de
concentracdo dupla. Dos 10 tubos contendo Caldo Asparagina de
concentracdo simples, em 5 foi inoculado 1mL e nos 5 tubos restantes foi
inoculado 0,1mL da amostra a ser analisada. Por fim, nos 5 tubos contendo
Caldo Asparagina de concentracdo dupla, serdo inoculados 10mL da amostra.
Apés incubacdo a 36 *+ 0,5°Ca positividade é comprovada com formacgéo de
fluorescéncia observada sobre a luz UV (360£20nm).

O meio Caldo Acetamida é a etapa confirmatéria para os resultados
positivos do ensaio presuntivo. Foi retirada uma alcada de cada tubo
apresentando crescimento e foi semeada em tubos contendo 10 mL de Caldo
Acetamida, incubados a uma temperatura de 36 + 0,5°C e visualizados apés 24
e 48 horas para a determinacao do crescimento bacteriano. A turvagédo do meio
confirma a presenca de Pseudomonas aeruginosa, sendo o resultado expresso

em NUmero mais provavel (NMP) de Pseudomonas por 100 mL1°,
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Teste de sensibilidade

Foi realizado através do método de difusdo de disco em &gar segundo
Kirby &Bauer (1966), e descrito pelo “National Commite for Clinical Standards”
(NCCLS, 2003), atualmente denominado Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI). Uma suspenséao bacteriana em solucao salina estéril contendo
108 UFC /mL foi usada para o semeio do microrganismo na placa de agar
Mueller-Hinton. Os discos antimicrobianos foram depositados na superficie do
meio inoculado e incubados a 36 °C por 18/24h. Com um paquimetro fez-se a
leitura dos halos de inibicdo (em mm) do crescimento bacteriano e a

interpretagéo dos resultados foi realizada de acordo com o CLSI.

As cepas confirmadas como Pseudomonas aeruginosa foram
submetidas ao teste de disco-difusdo frente aos seguintes antibioticos:
ciprofloxacino, meropenen, gentamicina, amicacina, piperacilina-tazobactan e

ceftazidimall.

Analise estatistica dos dados

A tabulacéo dos dados da pesquisa foi realizada pelo programa Epidata
versao 3.1. Os dados foram digitados, devidamente conferidos e processados
no programa Excel 2010 (Microsoft Office®) no qual foi aplicada uma analise

descritiva para obtenc&o das porcentagens.

Resultados e discussao

As doengas transmitidas por alimentos (DTA’S) possuem varios fatores
que contribuem para o seu aumento, um deles € o elevado numero de
refeicOes realizadas fora de casa. Aproximadamente 42,7% da populacao,
optam por alimentos prontos para consumo, como fast foods, em lanchonetes
ou comércio ambulante?. Por sua vez os 6rgdos publicos e privados néo

conseguem acompanhar esse rapido crescimento desse consumo e por
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consequéncia desenvolvem um déficit no controle de qualidade desses
alimentos ofertados a populacdo. Dados do Ministério da Saude apontam que
no periodo entre 2007 e 2016 o numero de hospitalizagdes por DTA chegaram
a 17.186, estando o Nordeste ocupando o terceiro lugar na distribuicdo desses
surtos!? 13,

Estudos realizados no Brasil que avaliam a qualidade microbioldgica de
caldos de cana em diversas regides mostram que o caldo de cana in natura
pode representar riscos de disseminacdo de DTAs, visto que as condi¢cbes
higiénico-sanitarias nas quais eles sédo preparados séo inadequadas4. Muitos
erros que ocorrem durante o processo de manipulagdo permitem as
contaminagOes pela sobrevivéncia e multiplicagdo de microrganismos
patogénicos nos alimentos, dentre esses microrganismos encontramos a
Pseudomonas aeruginosa.

Os resultados desse estudo revelaram que no periodo estudado 100%
(20) das amostras de caldo de cana analisadas apresentaram-se contaminadas
por Pseudomonas aeruginosa. A Tabela 1 apresenta o0s resultados

encontrados.

Tabela 1- Numero mais provavel (NMP) de Pseudomonas aeruginosa
(expressos em NMP/100mL)

Amostra NMP/100 mL Amostra NMP/100 mL
1 24 11 430
2 >1600 12 >1600
3 120 13 >1600
4 39 14 >1600
5 10 15 >1600
6 >1600 16 >1600
7 14 17 >1600
8 1600 18 >1600
9 170 19 31
10 38 20 12

Como exposto, foi possivel observar a presenca de Pseudomonas
aeruginosa em todas as amostras analisadas. A RDC n° 12, de 02 de janeiro
de 2001 da ANVISA, estabelece os padrdes microbiolégicos para alimentos, no

entanto ndo aborda a presenca de Pseudomonas aeruginosa nesse tipo de
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bebida®. Porém, esse estudo registrou um numero elevado desse
microrganismo em pelo menos 50% das amostras (= 1600 NMP/100mL). Esse
achado serve para alertar sobre o risco oferecido a saude, ao consumir a

bebida contaminada por tal microrganismo.

A Pseudomonas aeruginosa tem sido fortemente relacionada a infec¢des
hospitalares. O sistema NNIS (National Nosocomial Infections Surveillance),
em 1996 nos Estados Unidos apontou a Pseudomonas aeruginosa como a
principal causa de infeccdo hospitalar dentre todos os patégenos relacionados
com a pneumonia em Unidades de Terapia Intensiva. Aléem de aparecer como
0 4° agente de infeccdo de sitio cirdrgico, o 5° de infeccBes hospitalares em
geral e 0 6° de infec¢des da corrente sanguinea. O Brasil apresenta a mesma
situacdo, destacando-se nos casos de pneumonias. No entanto, esse
microrganismo é considerado oportunista e pode ser encontrado em qualquer
habitat, incluindo agua e sistema de distribuicdo, solo, ar e o proprio homem.
Além disso, apresenta extrema versatilidade metabdlica, poder de adaptacéo e
resisténcia a varios ambientes e antibiéticos podendo contaminar amostras
ambientares e alimentares, oferecendo risco a saude de individuos sadios e

imunocomprometidos?6: 17:18.19,

7

A Pseudomonas aeruginosa € intrinsecamente resistente a varios
antimicrobianos, incluindo cloranfenicol, tetraciclinas, algumas quinolonas e
betalactamicos. Além disso, possuem facilidade de adquirir resisténcia por
fendbmeno de mutacdo, conjugacdo, transposicdo e inducdo. Em 2008,
Fuentefria e colaboradores®, realizaram um estudo onde foram isolados
Pseudomonas aeruginosa resistente a imipenem e/ou meropenem, inclusive de
amostras ambientais %2921, No presente estudo, a sensibilidade das cepas foi

testada frente a alguns antibioticos. Os resultados estdo descritos na tabela 2.

Todos o0s antimicrobianos tiveram atividade contra Pseudomonas
aeruginosa. Para os antibidticos utilizados, a sensibilidade variou entre 85%
para ceftazidima e gentamicina a 100% para ciproflocacino. Dentre as
amostras, 17 (85%) mostraram sensibilidade acima de 83,3%, das quais 14
(70%) foram sensiveis a 100% dos antibioticos. Apenas trés apresentaram
sensibilidade inferior: Amostra 4 (50%), amostra 7 (33,3) e amostra 8 (66,7%).
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Tabela 2 — Sensibilidade dos isolados de Pseudomonas aeruginosa

Numero da MER PPT AMI GEN CAZ CIP
amostra
1 S S S S S S
2 S S S S S S
3 S S S S S S
4 R S R R S S
5 S S S S S S
6 S S S R S S
7 R R S R R S
8 S R S S R S
9 S S R S S S
10 S S S S S S
11 S S S S S S
12 S S S S S S
13 S S S S S S
14 S S S S S S
15 S S S S S S
16 S S S S S S
17 S S S S S S
18 S S S S R S
19 S S S S S S
20 S S S S S S
Percentual
de 90% 90% 90% 85% 85% 100%
sensibilidade

MER: meropenen; PPT: piperacilina-tazobactan; AMI: amicacina; GEN: gentamicina;
CAZ: ceftazidima; CIP: ciprofloxacino.

A sensibilidade encontrada no presente estudo mostrou ser superior a
descrita em outros relatos, embora esses relatos ndo sejam referentes a
amostras provenientes de caldo de cana. Em um estudo realizado por Sader et
al.?? avaliou a sensibilidade de cepas isoladas do trato respiratério baixo de
pacientes com pneumonia, as maiores taxas de sensibilidades foram
encontradas por piperacilina/tazobactam (71,5%) e meropenem (69,0%),
enquanto nesse presente estudo os valores foram 90% para ambos o0s
antibidticos. Outro estudo realizado por Maia et al.>® desta vez em isolados de

pescado e de cortes e de miudos de frango revelou resisténcia e



283
284
285

286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296

297

298

299
300
301
302
303
304
305
306
307

308

multirresisténcia. Das cepas oriundas de frangos apresentou sensibilidade a
ceftazidima e imipenem e nos isolados de peixes a aztreonam, ceftazidima,

Imipenem e amicacina.

E importante ressaltar que apesar desse estudo ter apresentado
sensibilidade acima de 83,3% em 85% das cepas isoladas das amostras, ha
evidéncias que a resisténcia antimicrobiana ja esteja presente em ambientes
naturais podendo ocorrer transferéncia horizontal. Contudo, a literatura
apresenta deficiéncia de dados no que diz respeito a essa resisténcia em
amostras de caldo de cana. Diante dos resultados expostos foi possivel
identificar amostras resistentes, portanto essa auséncia de informagdes pode
refletir em impactos para a salde publica, pois uma troca de genes entre as
bactérias pode transmitir um gene de resisténcia a uma cepa que antes ndo a
possuia disseminando assim, cepas resistentes ou multirresistentes no

ambiente.

Conclusao

Com base nas informacdes desse estudo € possivel identificar uma
deficiéncia da qualidade do ponto de vista microbiolégico, considerando o alto
indice de contaminacdo das amostras analisadas. Portanto, € indispensavel
uma inspecdo adequada dos alimentos provenientes do comércio ambulante
para que a legislacdo seja aplicada devidamente, além de uma educacédo
eficiente para a populacao que esta propensa a esse consumo. Especialmente
se tratando de uma bebida que seu preparo envolve equipamentos que podem
trazer consigo contaminacdo por mas condicdes higiénico-sanitarias, bem

como contaminacao oriunda do proprio manipulador.
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