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RESUMO

Este estudo propde ampliar um novo modelo de controle e monitoramento microbioldgico e de
boas praticas no pré e pos cultivo das plantas medicinais, Schinus terebinthifolius, nos estagios:
1- planta medicinal (folha fresca); 2- material processado (extrato) e 3- produto final (sabonete
liquido) para uso no tratamento de tecidos ulcerados da pele e de Curcuma longa nos estagios:1-
rizoma (fresco); 2- rizoma (seco); 3- material pré-processado (rizoma triturado) e 4- produto final
(po), para uso no tratamento de diabéticos e hipertensos. As amostras foram provenientes de
cinco agricultores de diferentes locais no Estado do Rio de Janeiro. Foi determinado para as
mesmas, o numero total de bactérias aerdbicas, bolores e leveduras; bactérias Gram-negativas
bile tolerantes e a pesquisa de: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa; Salmonella spp.;
Staphylococus aureus; Clostridium spp., Shigella spp; Bacillus cereus; Enterobacter cloacae;
Serratia marcescens; Klebsiella sp.; Burkholderia cepacia; Stenotrophomonas maltophilia;
Pseudomonas stutzeri; Candida albicans; Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. Os
estudos foram realizados no periodo de 2012 - 2015. A metodologia utilizada foi a preconizada
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pela Farmacopéia Brasileira. Observou-se que das
144 amostras de Curcuma longa, obtidas no periodo de 2012 a 2013, 124 amostras (86%)
estavam insatisfatorias em todas as 4 fases em relagdo ao numero total de bactérias aerobias,
bolores e leveduras, bactérias bile tolerantes e quanto a presenca de E. coli; Salmonella spp.; S.
aureus, Citrobacter freundii; Shigella sonnei;, Cronobacter sakazakii; Klebsiella oxytoca, E.
cloacae; E. aerogenes, S. marcescens, C. albicans; A. flavus e A. parasiticus, ¢ 20 amostras
(14%) estavam satisfatorias em todas as fases. Entretanto no periodo de 2014 a 2015, a maioria
das amostras tiveram resultados satisfatorios em todas as fases, com auséncia de patdégenos. Ja
as amostras de Schinus terebinthifolius na fase 1- planta medicinal (folha fresca) no periodo de
2013 a 2015 tiveram seus resultados satisfatorios, embora, nas fases extrato aquoso e sabonete
liquido no periodo de 2013 a 2014 estavam insatisfatorias em relagdo ao numero total de
bactérias, bolores e leveduras e presenca de E. coli , P. aeruginosa e S. aureus, Bacillus
megaterium, Pseudomonas stutzeri, Pantoeae agglomerans, E. cloacae, Cronobacter sakazakii,
Brevundimonas diminuta, Burkholderia cepacia, Pseudomonas florescens e Sphingomonas
paucimobilis, ou seja, fora dos pardmetros estabelecidos. Apds o estabelecimento de pontos
criticos, das boas praticas em todas as fases do processo, tomada de medidas preventivas e

corretivas, os resultados demonstraram que houve melhoria da qualidade dos produtos, segundo



os limites microbioldgicos estabelecidos pela OMS e Farmacopéia Brasileira. Conclui-se entiao
que a inclusdo da avaliagdo microbioldgica durante as fases ¢ de fudamental importancia e além
disso contribui para uma visdo de abrangéncia, no ambito da Vigilancia Sanitaria, com relagdo a
qualidade das Plantas Medicinais e Fitoterapicos, utilizados pelo Sistema Unico de Satde (SUS),
subsidiando intervengdes sobre os riscos sanitdrios e na certificagdo de matérias primas,
garantindo assim a qualidade desde a matéria prima até o produto final (fitoterapico) a ser

utilizado pela populagao.

Palavras chave: Plantas medicinais. Fitoterapico. Qualidade microbioldgica. Boas Praticas de

Fabricagao.



ABSTRACT

This study proposes to extend a new model of control and microbiological monitoring and good
practices in the pre, post cultivation of medicinal plants, (Schinus terebinthifolius) in stages: 1
medicinal plant (fresh leaf); 2- processed material (extract) and 3- final product (soap liquid) for
use in the treatment of ulcerated tissues skin (Curcuma longa) Rhizome 1- (fresh); 2 Rhizome
(dry); 3 pre-processed material (crushed rhizome); 4- final product (powder), for use in the
treatment of diabetics and person sick with hypertension. The samples were from five farmers in
different locations of Rio de Janeiro state, was determined for the same, the total number of
aerobic bacteria, yeasts and molds; Gram-negative bile tolerant bacteria and the search of
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa; Salmonella spp .; Staphylococcus aureus; Clostridium
spp, Shigella spp.; Bacillus cereus; Enterobacter cloacae; Serratia marcescens; Klebsiella sp .;
Burkholderia cepacia; Stenotrophomonas maltophilia; Pseudomonas stutzeri; Candida albicans;
Aspergillus flavus and Aspergillus parasitucus. The studies were conducted in the period 2012 -
2015. The methodology used was based on the World Health Organization and the Brazilian
Pharmacopoeia. It was observed that 144 samples of Curcuma longa phases: 1- Rhizome (fresh);
2 Rhizome (dry); 3 pre-processed material (crushed rhizome); 4- final product (powder) in the
period (2012- 2013), 124 samples were unsatisfactory in all stages to the total number of
bactérias aerdbias, molds and yeasts, bili tolerant bacteria and Escherichia coli; Salmonella spp .;
Staphylococcus aureus; Citrobacter freundii; Shigella sonnei; Cronobacter sakazakii; Klebsiella
oxytoca; Enterobacter cloacae; Enterobacter aerogenes; Serratia marcescens; Candida albicans;
Aspergillus flavus and Aspergillus parasitucus, of which 20 samples were satisfactory in all
stages. However in the term (2014 - 2015), majority of samples had satisfactory results in all
stages, absence of pathogens. On the other hard, the samples of Schinus terebinthifolius in phase:
1- medicinal plant (fresh leaf); in the period (2013 - 2015) had their satisfactory results, although
the aqueous extract phase and liquid soap in the period (2013-2014) were unsatisfactory
compared to the total number of bacteria, yeasts and Escherichia coli , Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus, Bacillus megaterium, Pseudomonas stutzeri, Pantoeae agglomerans,
Enterobacter cloacae, Cronobacter sakazakii, Brevundimonas diminuta, Burkholderia cepacia,
Pseudomonas florescens e Sphingomonas paucimobilis, outside the established parameters there

out of. After critical points stablishement of good practices at all stages of the process, taking



preventive and corrective measures, the results showed improvement of product quality,
according to microbiological limits established by the World Health Organization and the
Brazilian Pharmacopoeia . So the inclusion of microbiological evaluation during the phases is
fudamental importance and furthermore contributes to a view of coverage under the Health
Surveillance, regarding the quality of Medicinal Plants and Herbal medicines used by health unic
system, supporting interventions about sanitary risks the health and raw materials certification,
thus ensuring the quality since raw material up to finished product (herbal medicine) to be used

by the population.

Key words: Medicinal plant. Phytotherapy Microbiological quality. Good Manufacturing

Practices.
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TSA — Agar Caseina Soja

UFC — unidade formadora de colonia

VG/M-Vargem Grande/agricultor M

VISA — Vigilancia Sanitaria

VRBG - Agar Violeta Vermelho Neutro Bile com Glicose
XLD - Xilose lisina desoxicolato

VM — Vermelho de metila

VP — Voges- Proskauer
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1. INTRODUCAO

O homem procura na natureza recursos para melhorar sua condicdo de vida,
consequentemente aumentando suas chances de sobrevivéncia. O uso de plantas para alimentacao
humana sempre existiu e com o passar do tempo as civilizagdes primitivas perceberam sua outra
finalidade, ja que estas ao serem experimentadas no combate as doengas mostraram um potencial
curativo, mesmo que empiricamente, demonstrando um maior ou menor grau de toxicidade
(FERREIRO, 2006).

Como resultado deste processo as plantas denominadas medicinais tém sido utilizadas
desde a antiguidade para o tratamento de diversas enfermidades. Assim, referéncias historicas
relatam o uso de plantas medicinais em praticamente todas as antigas civilizagdes, o primeiro
relato foi a obra chinesa Pen Ts'ao (A Grande Fitoterapia), de Shen Nung, que remonta a 2.800
a.C. (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006).

No Brasil a utilizagdo de plantas medicinais como forma terapéutica deu-se através da
assimila¢do dos conhecimentos indigenas e com a contribui¢do da cultura trazida por escravos e
imigrantes, o que resultou no surgimento de uma medicina popular rica e original, na qual o
emprego de plantas medicinais ocupa um lugar de destaque (GUERRA et al., 2007).

A grande parte dos medicamentos comercializados atualmente originaram-se de produtos
naturais, em especial as plantas. Estima-se que cerca de 40% dos medicamentos disponiveis na
terapéutica moderna foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais,
sendo 25% de espécies vegetais. Entre os anos de 1989 e 1994 cerca de 200 medicamentos
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), agéncia reguladora americana de controle
de medicamentos e alimentos foram desenvolvidos a partir de produtos naturais (PAIXAO;
OLIVEIRA; SILVA, 2004).

Anualmente, no mundo, o mercado consumidor de produtos fitoterapicos movimenta
cerca de 22 bilhdes de dolares (KLEIN; BRUSCHI; MELLO, 2009). No Brasil, no periodo de
novembro de 2003 a outubro de 2006, este faturou R$ 1.840.228.655,00 com a venda de
122.696.549 unidades farmacéuticas. Estes valores referem-se a fitoterapicos industrializados,
nao incluindo produtos provenientes de plantas medicinais, drogas vegetais, fitoterapicos
manipulados ou produtos registrados como alimentos e cosméticos na Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitdria (ANVISA). Estas cifras refletem o grande volume de vendas devido ao
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custo reduzido, auséncia de patente e a preferéncia dos consumidores por tratamentos “naturais”
(FREITAS, 2007).

Neste contexto, a Lei n® 9.782 de 26 de janeiro de 1999 (BRASIL, 1999a), que cria a
ANVISA insere a Vigilancia Sanitaria. Por ser o segmento da satde responsavel por eliminar,
diminuir ou prevenir os riscos a saude e intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio
ambiente, da produgdo, circulagdo de bens e prestagdo de servigos de interesse da saude, possui
entre suas competéncias o controle de qualidade de produtos com finalidades terapéuticas
(BRASIL, 1999a).

O inicio dos questionamentos sobre a qualidade dos fitoterapicos brasileiros data das
décadas de 30 e 40 (FARIAS et al, 1985). Dois relatos sobre avaliagdo microbiologica realizados
nos anos de 1992 e 2004 foram publicados. O primeiro pesquisou 84 lotes de farmacos de uso
oral em formas de cépsulas, comprimidos e em pod; abrangendo 17 tipos de drogas vegetais
produzidas por 20 fabricantes diferentes. Detectou-se contaminacdo por bactérias mesoéfilas e
fungos acima do preconizado pela Federagdo Farmacéutica Internacional, além da presenca de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus (FISCHER, 1992). No segundo relato foram analisadas
50 amostras de 18 espécies vegetais em cinco estabelecimentos comerciais de Piracicaba, Sdo
Paulo. Trinta e seis por cento das amostras estavam contaminadas com bolores e leveduras,
havendo variagdo de 1,0 x 10" a 4,2 x 10> UFC/g. A contaminagdo por bactérias mesofilas
aerobias foi de 58%, com variagao de 10" a 3.4 x 10° UFC/g (PAIXAO; OLIVEIRA; SILVA,
2004).

No Maranhao foi realizada andlise de doze espécies de drogas vegetais. A inoculagdo das
amostras em meios seletivos para bactéria e para fungos apresentou crescimento de coldnias
(AMARAL et al., 2003).

Em 2004, 72 amostras de plantas medicinais de sete regides do Estado do Parana foram
pesquisadas seguindo-se a metodologia preconizada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
que envolve a contagem de micro-organismos aerobios viaveis, bolores, leveduras, pesquisa de
enterobactérias, E. coli, Salmonella sp., S. aureus e Pseudomonas.

Na avaliacdo de drogas vegetais, foram colhidas dez amostras comercializadas livremente
na cidade de Londrina/PR. Verificando-se a qualidade microbioldgica antes e apds o processo de
infusdo, foi constatada carga de micro-organismos aerébios mesofilos variando entre 1 X 10° a 1

X 10" UFC/g, leveduras de 4 x 10% a 4 x 10° UFC/g e presenca de enterobactérias em uma das
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amostras. Nos infusos a carga de micro-organismos aerdbios mesofilos e bolores e leveduras
foram menores, ndo havendo presenga de enterobactérias (FURNANETO; MARINS; ENDO,
2003).

Bugno e colaboradores (2005) avaliaram 91 amostras provenientes de 65 espécies
vegetais distintas, 58,5% das amostras apresentaram indices de contaminacdo por bactérias
superiores aos recomendados pela Farmacopeia Brasileira e 63,1% apresentaram contaminacao
por fungos. Os autores, mediante este resultado, sugeriram medidas regulatorias e educacionais
que possam garantir a qualidade destes produtos (BUGNO et al., 2005).

No ano de 2007 foi desenvolvido um trabalho de controle de qualidade de drogas vegetais
comercializadas em farmdacias de manipulacdo de Maringd, de acordo com os parametros de
avaliag¢do oficiais, com a finalidade de averiguar o atendimento a legislacdo vigente. Dentre as
amostras examinadas 28,3% foram reprovadas, em parametros relacionados a pureza, identidade
e qualidade quimica. Os resultados apontaram para problemas especificos relacionados a
qualidade da matéria-prima utilizada nas farmacias de manipulacdo (TOBIAS et al., 2007).

Em relagdo a avaliacdo da adequagdo técnica da industria de medicamentos fitoterapicos,
averiguou-se que 29,2% estavam classificadas como satisfatorias; 10,4% satisfatorias, porém com
restrigdes; 6,2% insatisfatorias; 39,6% interditadas e 14,6% com recomendacgdes para
cancelamento de processo por ndo cumprirem a RDC n° 210/03, que estabelece todos os
requisitos das Boas Praticas de Fabricagao (ALVES et al., 2008; BRASIL, 2003c).

No ano de 2010 foi verificada a qualidade microbioldgica de amostras de pata de vaca
(Bauhinia forticata), quixabeira (Bumelia sertorum) e umburana (Amburana cearensis) no
municipio de Currais Novos, Rio Grande do Norte. Foram quantificados: aerdbios mesofilos,
coliformes totais, E. coli, bolores ¢ leveduras e S. aureus. Todas as amostras analisadas
apresentaram contagens de bactérias do grupo dos coliformes totais. E. coli foi detectada em 34%
das amostras. Niveis de bolores e leveduras e aerobios mesofilos acima dos recomendados foram
observados em 100% e 84% das amostras, respectivamente. S. aureus foi detectado em 25% das
amostras. Os niveis de contaminacdo registrados apontam o material analisado como
potencialmente danoso a saude humana (ROCHA; MEDEIROS; SILVA, 2010).

A Vigilancia Sanitaria pode ser compreendida como um conjunto integrado de acdes
legais, técnicas, de pesquisa e de fiscalizagdo, que exerce o controle sanitario das atividades, da

producao e consumo de produtos visando a protecao e a promocao da saide da populacao. Este



30

conceito de Vigilancia Sanitaria foi ampliado no decorrer do tempo, com a finalidade de abranger
sua multiplicidade de a¢des (COSTA, 2001).

As agdes de Vigilancia Sanitaria tém fundamento juridico nas Leis n° 8.080 ¢ 8.078, a
primeira destaca a Vigilancia Sanitaria como parte integrante das acdes de protecdo a saude da
populacdo e de competéncia comum das trés esferas do governo: Unido, Estados € Municipios
(BRASIL, 1990a). O Codigo de Defesa do Consumidor, Lei n® 8.078, reconhecendo as condigdes
de vulnerabilidade do consumidor no mercado de consumo determinou que os produtos e
servigos colocados no mercado ndo poderdo gerar risco a saide ou a seguranca dos consumidores
(BRASIL, 2010c).

Em consequéncia da promulgacdo das leis citadas anteriormente e com a finalidade de
operacionalizar as acOes de Vigilancia Sanitaria, em 1999, foi criada a ANVISA. Em sua lei
criadora n°. 9.782, os medicamentos para uso humano sdo considerados produtos sujeitos ao
controle e fiscalizacdo sanitaria (BRASIL, 1999). E segundo a Resolucdo da Diretoria Colegiada
da ANVISA (RDC) n° 14, de 31 de marco de 2010, que dispde sobre o registro de fitoterapicos,
esta classe de produtos ¢ considerada medicamento; assim, portanto o controle de qualidade
destes produtos encontra-se dentro das suas competéncias (BRASIL, 2010a).

A regulamentagdo dos medicamentos fitoterapicos ¢ realizada pela ANVISA, uma
autarquia federal vinculada ao Ministério da Satde. Assim, a ANVISA estabelece que todo
medicamento fitoterdpico deve ser registrado antes da comercializagao, a fim de que a populagao
tenha acesso a medicamentos seguros, eficazes e de qualidade comprovada (CARVALHO et al.,
2007).

O ato normativo RDC n° 14/2010 dispde sobre o registro destes medicamentos,
determinando todos os requisitos necessarios para a sua concessdo. Dentre as exigéncias
encontram-se a avaliagdo da matéria-prima, dos derivados da droga vegetal e do produto final.
Para a obtencdo do registro, ainda, faz-se necessario o certificado de Boas Praticas de Fabricagao
(BPF) e relatorio completo de producdo. Para tal, a industria deve atender os critérios da RDC n°
17/2010 (BRASIL, 2010a; BRASIL, 2010b).

Existem outras normas que dispdem sobre a producdo, regulamentagdo e registro de
medicamentos, incluindo os fitoterdpicos: a RDC n° 138/2004 (BRASIL, 2004) estabelece o
enquadramento nas categorias de venda, a Resolugdao n° 899/2003b que define o guia para

valida¢ao de métodos analiticos ¢ bioanaliticos. A RDC n° 333/2003a ¢ a RDC n° 96, de
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17/12/2008a, dispdoem sobre a propaganda, publicidade, informacdo e outras praticas cujo
objetivo seja a divulgacao ou promocao comercial de medicamentos ( BRASIL, 2003b; BRASIL,
2008D).

No ano de 2006, o Presidente da Republica sancionou o Decreto 5.813 que aprovou a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos, visando fomentar a criagdo de opgdes
terapéuticas aos usudrios, constru¢do dos marcos regulatorios para produgdo e distribuigdo,
desenvolvimento de tecnologias e inovacgdes nas diversas fases da cadeia produtiva. Essas agoes
tém como objetivo principal garantir a populagdo brasileira o acesso seguro e o uso racional de
plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade e o

desenvolvimento da cadeia produtiva (BRASIL, 2006).

Segundo a Portaria 2.960 de 9 de dezembro de 2008, a Politica e o Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos foram elaborados com a participagdo e comprometimento da
Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz) (BRASIL, 2008b). Assim em 2010 no Coletivo de Gestores
foi apresentada a proposta de Plano Quadrienal (PQ) da Fiocruz para o periodo de 2011-2014, o
mapa estratégico Fiocruz 2022 e os seus respectivos objetivos, ressaltando em seu macroprojeto o
objetivo de “Estabelecer um sistema integrado de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo em

plantas medicinais e fitoterapicos”.

Para avaliar a qualidade microbiologica das plantas medicinais utilizadas como
fitoterapicos ou como matéria prima de outros produtos, existem parametros ja preconizados. O
Quadro 1 apresenta os limites microbioldgicos estabelecidos pela OMS para planta medicinal e
produto final, j4 a Tabela 1 mostra os limites microbioldgios para produtos ndo estéreis

estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira (WHO, 2011; ANVISA, 2010).
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Quadro 1: Limites microbiologicos estabelecidos pela Organizagao Mundial de Saude

para planta e produto final.

Limites microbiolégicos segundo OMS, 2011

Planta medicinal Produto final
Bactérias aerdbicas 10’ UFC por grama 10° UFC por grama
Fungos 10* UFC por grama 10°UFC por grama
Escherichia coli 10 UFC por grama Ausénciaem 1g
Outras enterobactérias | 10° UFC por grama 10°UFC por grama
Salmonella Ausénciaem 1g Ausénciaem 1g
Clostridium Ausénciaem 1g Ausénciaem 1g
Shigella Ausénciaem 1g Ausénciaem 1g

Fonte: WHO, 2011

UFC- Unidades Formadoras de Coldnias
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para produtos nao estéreis

33

preconizados pela Farmacopéia

Contagem total

Contagem total

de bactérias de Fungos/
Via de administracdo™ aerébias leveduras Pesquisa de Patogenos
UFC/g oumL | UFC/g ou mL
Produtos sintéticos e biologicos *
Preparacéo aquosa para uso oral 102 10! Auséncia de Escherichia coli em 1 g, ou mL
Preparacdo ndo aquosa para uso 10° 10° Auséncia de Escherichia coliem 1 g, ou mL
oral
Preparagdo para uso retal 10° 10? -
Preparagéo uso topico (oromucosa, 102 10! Auséncia de Staphylococcus aureus e
nasal, gengival, cutdneo, auricular) Pseudomonas aeruginosa em 1 g, ou mL
Inalatérios 102 10! Auséncia de Staphylococeus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Bactéria Gram
negativa bile tolerante® em 1 g, ou mL
Preparacdo vaginal 10? 10! Auséncia de Staphylococcus — aureus
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans
em | g, ou mL
Dispositivo Transdérmico (limite 102 10! Auséncia de Staphylococcus aureus e
por umdade) . . ‘s
Pseudomonas aeruginosa/dispositivo
Produtos de origem vegetal, mineral e/ou animal®
Preparacio para uso oral contendo 104 10? Ausénciade Escherichia coli e Staphylococous
matéria-prima de origem natural aureus em 1 g, ou mL. Auséncia de Salmonella
em 10 g, ou 10 mL. Limite maximo de 10°
bactérias Gram negativa bile tolerante ® em 1
g, oumL.
Drogas  vegetais que  serdo 107 104 Limite maximo de 10? Escherichia coliem 1 g.
submetidas a processos extrativos Limite maximo de 10*bactérias Gram negativa
a quente bile tolerante ® em 1 g, ou mL. Auséncia de
Salmonella em 10 g
Drogas  vegetais que  serdo 10° 10° Limite maximo de 10" Escherichia coliem 1 g.
submetidas a processos extrativos Limite maximo de 10°bactérias Gram negativa
a frio bile tolerante ®* em 1 g, ou mL. Auséncia de
Salmonella em 10 g
Extrato seco 10* 10° Auséncia de Salmonella spp e Escherichia
coli em10 g
Tintura, Extrato fluido 10* 10° -
Substdncias para uso farmacéutico
Matéria-prima, base galénica 10° 10? Auséncia de Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococous aureus em 1 g, ou mL.
Auséncia de Salmonella spp em 10 g, ou
10mL.

(a) para produtos que se enquadrem em mais de uma situagio prevalecerio os limites mais restritivos

(b) outras enterobactérias
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Fonte: ANVISA, 2010

1.1 PLANTAS MEDICINAIS:

Plantas medicinais sdo aquelas embaladas com identificacdo botanica e prazo de validade
de acordo com a Lei N° 5.991/73, que sdo tradicionalmente utilizadas pela populacdo para
prevenir, aliviar ou curar enfermidades (BRASIL, 1973). Apos passarem por processamento dao
origem aos fitoterapicos (CARVALHO et al., 2007). No Brasil, estima-se haver em torno de
120.000 espécies de plantas superiores e, devido a esta ampla diversidade de espécies vegetais e
ariqueza étnica cultural brasileira, as plantas medicinais ocupam uma posi¢do de destaque na
medicina popular para o tratamento de diversas doengas.

A comercializacdo de produtos fitoterapicos encontra-se em expansdao em todo o mundo
em razao de diferentes fatores como: o alto custo dos medicamentos sintéticos, insatisfacdo com
os resultados obtidos em tratamentos com a medicina convencional, os efeitos indesejaveis e
prejuizos causados pelo uso abusivo e/ou incorreto dos medicamentos sintéticos, a falta de acesso
aos medicamentos e a medicina institucionalizada, modismo e a crenga popular da auséncia de
efeitos adversos destas formas terapéuticas (HEINZMANN; BARROS, 2007).

Curcuma longa L. ¢ uma planta herbacea da familia Zingiberaceae. Rizoma com
extensOes laterais chamadas “dedos”, apresenta a vantagem de ndo exigir tratos culturais
especiais, desenvolvendo-se bem em diversas condigdes tropicais (PEREIRA;
STRINGHEIX,1998). Possui atividade anti-inflamatéria ( SRIMAL, 1997 ; BROADHURST,
1997 ), reduz as taxas de colesterol ( ROA; CHANDRASHEKHERA; SATYANRAYANA;
SRINI-VASAN, 1970), atua na funcdo hepatica ( KISO; SUZUKI; WATANABE; OSHIMA;
HIKINO, 1983 ), ¢ antioxidante ( SELVAM et al., 1995 ), antitumoral-,principalmente tumores de
figado, cdlon, utero, e ovarios ( KAWAMORI et al.1999 ; CHUANG et al. 2000 ; STONER,
1995).

Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-vermelha) ¢ uma espécie pertencente a familia
Anacardiaceae, caracteristica na restinga, onde apresenta-se como um arbusto lenhoso, com
caule espesso e tortuoso. Neste ambiente, a espécie ocupa estagios herbaceo e/ou subarbustivo e

arbustivo (LENZI; ORTH, 2004). Possui atividade anti-inflamatoria em reparo de tecido sobre
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lesdes ulceradas (MARTORELLI et al; 2011), estomatite prostética( SOARES et al., 2010), e
cicatrizagdo de feridas cirirgicas em bexiga de ratos (LUCENA et al., 2006).

As plantas sdo cultivadas e fornecidas pelos agricultores do Projeto de Fitoterapicos
(PROFITO) do Nucleo de Gestao em Biodiversidade (NGBS) do Instituto de Tecnologia em
Farmacos (Farmanguinhos) da FIOCRUZ. Constam na lista de Plantas Medicinais de interesse
do Sistema Unico de Saade (RENISUS) e que sdo utilizadas para produgio de um produto (pé)
para uso no tratamento de diabéticos e hipertensos (Curcuma) e uso topico (sabonete liquido)na
terapéutica de tecidos ulcerados da pele (Schinnus), ministrados pela secretaria municipal de
saude do Estado do Rio de Janeiro (BRASIL, 2015). Nao foram submetidas a nenhuma avaliacao
sob o ponto de vista microbiologico em suas fases de produgdo. Enquanto inumeros estudos
comprovam elevado nivel de contaminacdo por micro-organismos altamente patogé€nicos no

produto final (ALVES, 2008; FREITAS, 2007, FURNANETO, 2003) .

1.2 - FITOTERAPICOS:

De acordo com a RDC n°14 de 31 de marco de 2010, os fitoterdpicos sdo medicamentos
produzidos exclusivamente de matérias-primas ativas vegetais (extrato, tintura, 6leo, cera,
exsudato, suco e outros), cuja eficicia e seguranga sdo validadas por meio de levantamentos
etnofarmacoldgicos (busca na ciéncia através do conhecimento popular sobre farmacos de
determinado grupo étnico ou social), de uso, documentagdes tecnologicas ou evidéncias clinicas
(BRASIL, 2010a).

Esses medicamentos sdo caracterizados pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu
uso, assim como pela reprodutibilidade e constincia de sua qualidade. Como todos os
medicamentos, devem oferecer garantia de qualidade, ter efeitos terapéuticos comprovados,
composi¢do padronizada e seguranga de uso para a populacdo. Desta classe de medicamentos
excluem-se os que em sua composi¢do contenham substincias ativas isoladas, de qualquer

origem e as associacoes destas com extratos vegetais (BRASIL, 2010a).

1.3 - DROGA VEGETAL:
E 0 nome dado & planta medicinal ou suas partes, apos processos de coleta, estabilizagio e

secagem, podendo ser integra, rasurada, triturada ou pulverizada, de acordo com a Farmacopéia

brasileira e a RDC n° 48, de 16 de marco de 2004 (BRASIL, 2004a).
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1.4 - PROFITO

Programa do Nucleo de Gestao em Biodiversidade e Satide (NGBS)/Farmanguinhos que
em conjunto com associagdes de agricultores de Vargem Grande, Rio da Prata e Pau da Fome e
Queimados, implantaram a produg¢do de plantas medicinais nas comunidades do Macico da Pedra
Branca (Figura 1) como alternativa de desenvolvimento socioambiental, monitorando o cultivo, o
beneficiamento e a comercializagao de plantas medicinais nativas da Mata Atlantica.

Este Projeto segue as diretrizes do Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos estabelecido pela Portaria Interministerial n° 2.960, de 9 de dezembro de 2008
(BRASIL, 2008b).

A Figura 2 apresenta o mapa dos locais de cultivo das plantas.

Figura 1. Vista do Parque Estadual da Pedra Branca, onde vivem os agricultores.

Fonte:https://agencia.fiocruz.br/agricultores-do-profito-pedra-branca-conquistam-

computadores



Figura 2. Mapa dos locais de cultivo de Curcuma e Schinus

Fonte: https://www.google.com/earth/

37
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2. JUSTIFICATIVA

O Brasil ¢ um pais com rica biodiversidade, aliada a uma diversidade étnica e cultural
que detém um valioso conhecimento tradicional associado ao uso de plantas medicinais.
Possui grande potencial para o desenvolvimento de pesquisas apropriadas para a populacao
brasileira, geradoras de produtos tecnoldgicos e terapéuticos, levando-se em consideragao seus
regionalismos e valores culturais, que podem promover a melhoria na qualidade de vida, o
fortalecimento da agricultura familiar, a geracdo de emprego e renda, o desenvolvimento
industrial e tecnologico, com inovagdo e inclusdo social. Considerando esse potencial, o
governo federal, em 2006, estabeleceu a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos pelo Decreto n® 5.813 de 2006 (BRASIL, 2006).

Neste contexto o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satude (INCQS) tem
como missdo contribuir para a promogao e recuperacdo da saude e prevencdo de doencas,
atuando como referéncia nacional para as questdes cientificas e tecnologicas relativas ao
controle da qualidade de produtos, ambientes e servigcos vinculados a Vigilancia Sanitaria.
Desde sua fundacao presta servigo ao setor publico (federal, estadual e municipal) realizando
analises na area de controle da qualidade e elaborando pareceres técnicos que podem nortear o
registro e a comercializagdo de insumos e produtos com potencial risco a saide da populacao,
visto que as andlises realizadas pelo setor sdo acreditadas pelo Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) e qualificadas pela OMS. Em parceria com
Farmanguinhos propde com este estudo ampliar um novo modelo de controle e monitoramento
microbiologico e de boas praticas no pré, poés cultivo e producao de Schinus terebinthifolius e
Curcuma longa desde a matéria prima até o produto final, visando numa abordagem
interdisciplinar, prevenir, garantir e proteger a populagdo, o acesso seguro e racional de

plantas medicinais e fitoterapicos, fortalecendo os Programas de Fitoterapia das Secretarias
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Municipais de Satde (SMS). E consequentemente oferecendo abastecimento de matérias-
primas de qualidade, agricultores qualificados, e potencializando as opgdes da rede SUS.

A escolha das duas espécies, S. terebinthifolius e C. longa, se deve ao fato de seu uso,
como fitoterapico, no monitoramento de diabéticos e hipertensos, pela Secretaria Municipal de
Saude do Rio de Janeiro.

O nivel de alguns contaminantes microbioldgicos presentes na planta medicinal pode
mudar o processamento pos-colheita (secagem por exemplo), em preparagdes a base de

plantas tais como: extratos ¢ no produto final.
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3. OBJETIVO GERAL

Ampliar o conhecimento Microbiologico de acordo com a Organizagdo Mundial de
Satde, colocando em pratica este modelo nas propriedades dos agricultores e promovendo as
boas praticas nas diferentes fases do processo de produgdo do fitoterapico, proporcionando um
modelo socio produtivo e agroecologico de plantas medicinais e fitoterapicos, de relevancia para
o SUS, num exemplo de convergéncia entre as dreas de Vigilancia Sanitdria, ambiental, satide e

social.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Obter amostras de S. terebinthifolius (aroeira), destinadas a produgdo de sabonete
liquido com finalidade terapéutica para uso topico, nos diferentes estagios de producao;

- Obter amostras de C. longa (curcuma) com finalidade terapéutica para diabéticos e
hipertensos, nos diferentes estagios de producao;

- Determinar o niimero total de bactérias aerobicas, bolores e leveduras; bactérias Gram-
negativas bile tolerantes e determinar a presenca de: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa;
Salmonella spp.; Staphylococus aureus; Clostridium spp., Shigella spp, Bacillus cereus;
Enterobacter cloacae; Serratia marcescens, Klebsiella spp.; Burkholderia cepacia;
Stenotrophomonas maltophilia;, Pseudomonas stutzeri; Candida albicans,; Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus.

- Determinar os pontos criticos, relativos a qualidade microbiologica das espécies vegetais

- Propor solugdes para eliminar as possiveis contaminagdes encontradas.
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4. MATERIAL E METODOS

As espécies vegetais de S. terebinthifolius e C. longa (Tabela 2) utilizadas neste estudo
foram cultivadas no bioma da Mata Atlantica provenientes de cinco agricultores de locais
diferentes. E que ja tiveram iniciados os estudos botanicos, genéticos e quimicos em busca da
certificacdo, escolhidas de acordo com o estabelecido pelo programa Farmanguinhos/INCQS
juntamente com a Secretaria Municipal de Satde e Defesa Civil do Municipio do Rio de
Janeiro/Coordenadoria de Satude da Area de Planejamento 4 (SMSDC-RJ/CAP 4) e com o
trabalho conjunto com agricultores tradicionais do Macico da Pedra Branca.

As atividades foram acompanhadas em todas as fases (colheita, selecdo, extragdo e
producdo — Tabela 3) e ao longo do processo houve a exigéncia das boas praticas, tanto no

cultivo como na produgiio (CORREA JUNIOR.; SCHEFFER.,2013).
4.1 —PROCESSAMENTO DAS ESPECIES VEGETAIS
4.1.1 - Secagem

A secagem ¢ uma das etapas do pré-processamento que tem por finalidade a eliminagdo
da agua contida nos produtos agricolas por evaporagdo. A eliminacdo da agua ocorre com
transferéncia de calor e massa (umidade) entre o produto e o ar de secagem (BORGO et al 2010;

SILVA; AFONSO & DONZELLES, 2008).

O processo de secagem, interrompe a degradacdo por processos metabolitos, € impede o
desenvolvimento de micro-organismos. A distribui¢ao do produto no local a ser utilizado para a

secagem deve ser uniforme, garantindo a homogeneizagao da secagem (BORGO et al 2010).

O teor de umidade das plantas varia conforme a parte de interesse. Portanto, o tempo ¢ a

temperatura sao ajustados de acordo com a umidade de cada parte do vegetal e o conhecimento


http://www.bdpa.cnptia.embrapa.br/consulta/busca?b=ad&biblioteca=vazio&busca=autoria:%22CORRÊA%20JUNIOR,%20C.%22
http://www.bdpa.cnptia.embrapa.br/consulta/busca?b=ad&biblioteca=vazio&busca=autoria:%22SCHEFFER,%20M.%20C.%22
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da composi¢do quimica e suas estruturas armazenadoras (SILVA; AFONSO & DONZELLES,
2008).

A temperatura do ar de secagem pode variar de 35 a 70 °C. Para plantas com substancias
termolébeis, deve-se verificar a temperatura segura para evitar a degradagdo do principio ativos,
lembrando que a presenca de agua apds a colheita também levaria a perdas por degradacdo e

deterioracdo (SILVA; AFONSO & DONZELLES, 2008).

4.1.2 Moagem

A moagem tem como objetivo, a redu¢do do material vegetal em particulas menores, podendo
chegar até¢ a forma de pd. Para a comercializacdo de plantas medicinais secas ¢ necessaria a

pulverizagdo, como por exemplo para a ciircuma.

O processo de moagem foi realizado por meio de moinho de facas (Marconi® MO008),

contendo 11 laminas, e 3 opg¢des de malhas, variando de particulas maiores até a forma de po.

Como neste estudo o material vegetal moido foi destinado a comercializagdo, foram
realizados processos em diferentes porc¢des, de acordo com a espécie, a fim de garantir amostras
que representassem todo o material. Sendo que na maioria das vezes o material vegetal

permanecia integro, para facilitar a visualiza¢ao pelo consumidor.

4.1.3 Extrato aquoso

A extracdo de materiais vegetais tem por objetivo carrear as substancias presentes no
mesmo, transportando-os para a via fluidica. O termo extragdo, significa retirar, da forma mais
seletiva e completa possivel, as substancias ou fracao ativa contida na droga vegetal, utilizando,
para isso, um liquido ou mistura de liquidos tecnologicamente apropriados e toxicologicamente

Seguros.

Para a realizacdo do produto em estudo, os extratos foram obtidoss pela técnica de
maceracao, esta operacao foi realizada em recipiente fechado, em temperatura ambiente, durante
um periodo prolongado (5 dias corridos), sob agitacdo ocasional (uma vez ao dia) e sem

renovagdo do liquido extrator (a4gua destilada), processo estatico.
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Todo o processamento foi realizado no Laboratério de Biologia da Biodiversidade —
Plataforma Agroecoldgica de Fitomedicamentos (PAF)/NGBS/Farmanguinhos/Fiocruz, com o
envolvimento de um grupo de agricultores inseridos no projeto e, também de técnicos do

Laboratoério Nao Estéreis do INCQS.

A Tabela 2 apresenta as espécies utilizadas no estudo, e a Tabela 3 apresenta as espécies

com as determinadas fases de analise.

Tabela 2: Espécies vegetais utilizadas neste trabalho com o seu nome popular

Espécie vegetal Nome popular

Espécies Fases Produtos
Curcuma longa 1 Rizoma fresco
Curcuma longa 2 Rizoma seco
Curcuma longa 3 Rizoma triturado
Curcuma longa 4 Produto final
Schinus terebinthifolius 1 Folhas frescas
Schinus terebinthifolius 2 Extrato aquoso
Curcuma longa Curcuma/acafrao da terra

Schinus terebinthifolius Aroeira/pimenta rosa

Fonte: ANVISA, 2010.

Tabela 3 : Espécies trabalhadas, fases da producgao, da matéria prima até o produto final
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Schinus terebinthifolius 3 Sabonete liquido

Fonte: ANVISA, 2010.

Para a manipulagdo da S. terebinthifolius (aroeira), inicialmente foi realizada coleta de
folhas frescas nas propriedades dos agricultores participantes, como apresentado na Figura 3,
apos selecdo das folhas como na Figura 4, obtencdo do extrato aquoso em laboratorio (Figura 5) e
com este a obtengdo de um produto final, que neste caso foi o sabonete liquido (Figura 6).

Para manipulagdo da Curcuma longa, obteve-se o rizoma dos agricultores participantes
(Figura 7), apds este, o rizoma foi seco em estufa a 40° C (Figura 8), triturado em moinho (Figura

9) e embalado ¢ etiquetado como apresenta-se seu produto final (Figura 10).

Figura 3. Coleta de folhas frescas de Schinus terebinthifolius,aroeira,realizada na propriedade do

agricultor VG/M, da Agrovargem, pelo técnico Rodrigo Marins.

T S

Foto do proprio autor.

Figura 4. Fase 1- Selecdo das folhas frescas de Schinus terenintipholius, aroeira, ap6s a coleta.
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Foto cedida pela PAF.

Figura 5. Fase 2 Processo de obtencdo do extrato aquoso de Schinus terenintipholius: inicio

(folhas selecionadas e 4gua destilada) e extrato finalizado.

Foto cedida pela PAF.

Figura 6. Fase 3 Produto final - Sabonete liquido de Aroeira (Schinnus terebinthifolius ),

produzidos por agricultores do projeto Profito, embalado e etiquetado.



Foto cedida pela PAF.

Figura 7. Fase 1 Rizoma de Curcuma longa fresca

Foto cedida pela PAF.

Figura 8. Fase 2- Curcuma longa seca a 40°C em estufa de circulagdo de ar forgado

46
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Foto cedida pela PAF.

Figura 9. Fase 3 -Curcuma longa triturada (P6s moagem): apds secagem os rizomas

passam pelo processo de moagem em moinho de facas, MA 008
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Foto cedida pela PAF.

Figura 10. Fase 4 - Produto final obtido da Curcuma longa ( p6) embalado e etiquetado.

Foto cedida pela PAF.

42 DETERMINACOES MICROBIOLOGICAS
As andlises microbioldgicas foram realizadas de acordo com os Procedimentos

Operacionais Padronizados (POPs) do INCQS: Verificagcdo da Capacidade Inibitéria de Produtos
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Nao Estéreis/INCQS/FIOCRUZ (65.3210.009); Pesquisa de Patogenos em Produtos Nao
Estéreis e Matérias-Primas de Uso em sua Fabricagdo ¢ Agua para Dialise/INCQS/FIOCRUZ
(65.3210.008); Contagem de Viaveis Totais e Bactérias Bile Tolerantes em Produtos
Farmacéuticos, Matérias-Primas e Agua para Dialise/INCQS/FIOCRUZ (65.3210.010), todos os
POPs baseados na FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.

4.2.1 Manipulagao da Amostra:

O armazenamento da amostra foi realizado de acordo com o POP INCQS/FIOCRUZ
65.3210.025: Fluxo de amostras do Setor de Medicamentos Nao Estéreis, Cosméticos,Artigos ¢
Insumos de Saude do Departamento de Microbiologia. Antes de iniciar o processamento,
inspecionou-se cuidadosamente qualquer irregularidade em relagdo as embalagens e aspecto,
com o intuito de verificar algum motivo que impossibilitasse a realizacdo da andlise. a solugdo
de alcool etilico 70% (v/v) foi utilizada para a assepsia da embalagem. O uso de técnicas
assépticas na amostragem ¢ na execucdo das analises, foram empregadas em capela de fluxo

laminar.

4.2.2 Verificacao da Capacidade Inibitoria de produtos ndo estéreis

A metodologia realizada de acordo com o POP 65.3210.009 foi realizada para verificar a
presenga de substincias inibidoras de crescimento microbiano que podem estar interferindo nos
resultados, como por exemplo os falsos negativos.

O ensaio teve inicio a partir dos subcultivos dos micro-organismos de referéncia, que
foram inoculados em 5 mL de caldo de caseina-soja separadamente e incubados a 32,5 °C £ 2,5
°C por 18 - 24 horas, com excecdo de Candida albicans e Aspergillus brasiliensis que foram
incubados a 22,5 °C £ 2,5 °C, até 5 dias;

Apos periodo de incubacdo foram feitas diluigdes decimais (a partir do fator 2, diluir até
10®) de cada uma dessas culturas utilizando tampéo cloreto de sodio-peptona, de modo a obter
uma suspensao contendo aproximadamente 100 células viaveis por mL.

A seguir foi inoculado 1 mL da suspensdo de cada micro-organismo separadamente em
tubo contendo 8 mL de caldo de caseina-soja e 1 mL/1 g da amostra (presenca da amostra);

paralelamente foi inoculado 1 mL da suspensdo, em tubo contendo 9 mL de caldo caseina-soja
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sem a amostra (auséncia da amostra) e tubo contendo meio sem amostra € sem micro-organismo

(branco). O esquema da realizagdo do teste pode ser visto na figura 11.

Figura 11. Teste de Verificagao da Capacidade Inibitéria de produtos nao estéreis
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4.2.2.1 Avaliacao dos resultados:
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A= Auséncia da amostra
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A presenca de crescimento dos micro-organismos empregados frente a amostra indica a
auséncia de substancias inibidoras. Deve-se entdo dar prosseguimento as analises microbiologicas
da amostra. Ja4 a auséncia de crescimento dos micro-organismos empregados frente a amostra
indica a presenca de substancias inibidoras. Essa atividade inibitdria deve ser entdo eliminada,

antes das analises microbioldgicas através dos métodos:

4.2.2.2 Método de diluicao:
Aumentar o volume do meio de cultura a ser utilizado mantendo-se a mesma quantidade
da amostra. O ensaio deve ser repetido até se determinar a relagdo ideal entre a concentracio da

amostra ¢ o volume do meio suficiente para eliminar a atividade inibitoria.

4.2.2.3 Método de inativacao:
Adicionar ao meio de cultura substancias inativadoras em quantidade suficiente, de
acordo com a substancia presente na amostra. Como por exemplo uso de Caldo neutralizante

DEY-ENGLEY.

4.2.2.4 Associagao dos métodos da diluigao e inativagao:
Aumentar o volume do meio utilizado e adicionar a0 mesmo a substincia inativadora,

conforme o caso.

4.2.2.5 Método de filtracdo por membrana:
Esta técnica permite eliminar, através de lavagens sucessivas, as substancias inibitorias
presentes na amostra que possam dificultar ou inibir o crescimento de micro-organismos

contaminantes.

4.3 MICRO-ORGANISMOS DE REFERENCIA:
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A Tabela 4 apresenta os micro-organismos utilizados nos ensaios como controles
positivos e negativos.
Tabela 4: Micro-organismos de referéncia usados como Controles Positivos e/ou

Negativos nos diferentes ensaios

Pseudomonas aeruginosa INCQS 00230 (ATCC 9027)
Escherichia coli INCQS 00219 (ATCC 8739)
Staphylococcus aureus INCQS 00039 (ATCC 6538)
Candida albicans INCQS 40006 (ATCC 10231)
Salmonella sp INCQS 00150 (ATCC 14028)
CLostridium sporogenes INCQS 00060 (ATCC 11437)
Aspergillus brasiliensis INCQS 40036 (ATCC 16404)
Bacillus subtilis INCQS 00001 (ATCC 6633)
Acinetobacter baumannii INCQS 00143 (ATCC 19606)

Fonte: POP INCQS 65.3210.009

4.4 DETERMINACAO DO NUMERO TOTAL DE BACTERIAS AEROBIAS — Método de
Semeadura em profundidade

A amostra foi triturada até a obtencdo de um po fino, depois foram pesados 10 g e
adicionados em 90 mL de caldo caseina-soja (dilui¢do 1:10), ap6és homogeneizacdo, foram
preparadas dilui¢des decimais até 107 para determinagdo do numero total de bactérias aerdbias,
bolores e leveduras e bactérias (10°) Gram-negativas bile tolerantes (10™).

Aliquotas de 1 mL de cada diluicdo (10" até 107) da amostra, foram transferidas
separadamente para 2 placas de Petri estéreis e adicionados 15-20 mL de agar caseina-soja,
previamente fundido e resfriado a 44-50 °C. Ap6s homogeinizagdo da mistura da amostra com o
meio em movimentos rotatérios e solidificagdo, as placas foram invertidas e incubadas a 32,5

°C + 2,5 °C por 48 horas. Como mostrado na figura 12.

Figura 12. Esquema das diluigdes
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ANALISE DE MEDICAMENTOS NAO ESTEREIS

METODO DE CONTAGEM EM PLACA

PRODUTO

l 10g ou 10mL

bactérias H\J?—.IITL,I—* _\ﬁ

m'2 - m'3 [0t
C | | omL Ca 1| omi Ca 1 omi

lﬂr_\IJIﬂ lml.r_\;l;'lml. mé J;lmL lmL\l; 3711“1.

OO 6 ®60 6

agar caseina - soja (ineubar 32,5°:2.8°C/48 - 1 1)

lmL‘il,; Q?lm.[- lng JylmL

¢ ©

holores e leveduras
roms e agar Saboraud-dextrose ( incubar 20 - 25°C/5 - T dias )

R S C; = placa de agar Caseina soja
obs.: Fitoterapicos - diluir até 10 bactérias. S, = placa de agar Saboraud

dillir até 16 fungos e leveduras dextrose

Fonte: Propria do autor

4.4.1 Contagem de colonias
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Foi realizada a contagem do nimero de colonias nas placas de 4gar caseina-soja (Figura
13) que apresentaram até 300 colonias de bactérias. O calculo foi feito utilizando a seguinte

férmula:

Q. P
N=-=_"p
IRY)
Onde: N = numero® de UFC/1 gou 1 mL
D = Fator de diluigao utilizada
Pi = Somatoério do nimero de coldnias observadas em cada placa

Vi = Somatoério do volume da amostra em cada placa

Figura 13. Exemplo experimental de contagem de colonias

Fonte:biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.c

N=100+101/2 x (D)fator de dilui¢ao(107)
N=201/2= 100,5 x 10’= 1,0 x 10°
N=1,0x 10° U.F.C./¢g

om

Realizou-se o célculo de incerteza segundo o
POP 65.1120.061 - Incerteza em medicdes analiticas, utilizando planilhas constante do Anexo D

desse POP (Figura 14).

Figura 14. Modelo de calculo de incerteza de resultado.



Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundagéo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde

Contagem
POP 65.3210010
Determinagdo de Incerteza:
preparo da amostra por;|  VOLUME
Amostra: A Quantidade:) 1
Data: 2001012013
Dados (PREENCHER):
P1= 100 |Contagem placa 1
P2- 101 |Contagem placa 2
D- 10000000  [Fator de diluigdo
V= 2 |Volume tofal de teste (mL)
= T |nimero de diluices 1:10
f menor diluicdo
Resultado:
N= 1,01E+09 UFCimL  Nimero de UFC/mL
UN= 1613 % Incerteza percentual do resultado
162E408  UFCImL  Incertezanimero de UFCimL

mL

rev..

13
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Hoas

(Expressao do resultado- Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por grama ou mililitro da

amostra.) - Fonte: POP 653210010 - Contagem de Vidveis Totais e Bactérias Bile Tolerantes em

Produtos Farmacéuticos, Matérias-Primas e Agua para Dialise.

4.4.2 Controle do Ensaio
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Com a finalidade de garantir os resultados, em paralelo ao ensaio, foi incubada uma placa
com 0 mesmo meio de cultura, porém sem a adi¢do de amostra, submetida as mesmas condigdes

(controle negativo). Para essa metodologia, o controle negativo € o proprio branco.

4.5- DETERMINACAO DE BOLORES E LEVEDURAS (Método de Semeadura em
profundidade)

Foram transferidas aliquotas de 1mL de cada diluicdo (107 até 107, em alguns caso a
dilui¢io foi até 10°) da amostra para 2 placas de Petri estéreis e adicionados 15-20 mL de 4gar
Sabouraud-dextrose, previamente fundido e resfriado a 44-50 °C. Ap6s homogeneizar a mistura
da amostra com o meio em movimentos rotatérios e solidificagdo em posi¢ao invertida foram

incubadas a 20-25°C de 5 a 7 dias.
4.5.1 Contagem de Colonias de bolores e leveduras

Foi realizada a contagem do niimero de colonias nas placas de dgar Sabouraud-dextrose,
que apresentaram até 100 colonias de bolores e leveduras. E o célculo foi feito utilizando a
seguinte

formula:

Q. P
N=-=_"p
Q. 7
Onde: N =numero de UFC/1 gou 1 mL
D =Fator da dilui¢ao utilizada

Pi = Somatoério do nimero de coldnias observadas em cada placa

Vi = Somatorio do volume de teste em cada placa
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4.5.2 Controle do Ensaio

Com a finalidade de garantir os resultados, paralelamente ao ensaio, foi envazada uma
placa com o mesmo meio de cultura, porém sem a adicdo de amostra ¢ submetida as mesmas
condigdes (controle negativo). Para essa metodologia, o controle negativo € o proprio branco. O
resultado do ensaio foi expresso em Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por grama ou

mililitro da amostra.

4.6 - DETERMINACAO DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS BILE TOLERANTES —
Meétodo: Semeadura em superficie

A partir da dilui¢do 1:10 em caldo caseina—soja, do qual foi retirado ImL e adicionado
em 90 mL de caldo MacConkey e incubado a 32,5 °C + 2,5 °C apds periodo de incubagdo foi
transferida uma aliquota de 1 mL para tubos contendo 9 mL de caldo Mossel para
enterobactérias de modo a obter diluigdes contendo 0,1; 0,01, 0,001g (ou 0,1;0,01 e 0,001mL)
conforme o caso. Apds incubagdo dos tubos de caldo Mossel a 32,5 °C + 2,5 °C por 24 a 48
horas, os tubos que apresentaram crescimento foram semeados na superficie de placas contendo
Agar Violeta Vermelho Neutro Bile com Glicose (VRBG) e incubadas a 32,5 °C + 2,5 °C por 24
a 48 horas. O desenvolvimento de colonias Gram-negativas vermelhas ou avermelhadas nas trés
diluicdes indicaram resultado positivo. Exemplo de placas positivas podem ser vistas na Figura

15.

Figura 15. Placas de determinagdo de bactérias Gram-negativas bile tolerantes

0,1 0,01 0,001

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blog .spot.com
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4.6.1 Interpretagao dos Resultados

O desenvolvimento de colonias Gram-negativas vermelhas ou avermelhadas indica
resultado positivo;

Caso contrario, indica resultado negativo.

Os resultados positivos e os negativos foram registrados e determinou-se o nimero mais

provavel de bactérias por grama ou mililitro segundo Quadro 2 apresentado abaixo:

Quadro 2: Determinag¢do do nimero mais provavel de bactérias por grama

0,1 g ou 0,01g 0,001g ou Nimero provavel de
0,1 mL ou 0,01mL 0,001mL bactérias por grama, ou

mililitro do produto

+ + + +++

>10°

+ + - 4
<10%e > 10?
+ - - +——

<10%e>10

<10

Fonte: POP/INCQS 65.3210.010

4.6.2 Controle do Ensaio
Com a finalidade de garantir os resultados, em paralelo ao ensaio, foi incubada uma placa
com o meio de cultura VRBG, porém, sem a adi¢do da amostra e submetida as mesmas

condig¢des (controle negativo). Para essa metodologia, o controle negativo foi o proprio branco.
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4.7 DETERMINACAO DE MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS

Dez gramas de amostra foram adicionadas a 90 mL de caldo caseina soja e incubadas a
32,5 °C £ 2,5 °C por 48 horas. Apos incubac¢do da Pesquisa em Caldo Caseina soja, foram
semeadas uma algada em agar Cetrimide para pesquisa de Pseudomonas aeruginosa, uma al¢ada
em agar Sal manitol para pesquisa de Staphylococcus aureus e uma algada em agar Caseina Soja
para o isolamento de coldnias e pesquisa de outros patdgenos presentes na amostra, as placas
foram incubadas a 32,5 °C + 2,5 °C por 24 horas, onde apds isso era possivel a leitura. Para a
pesquisa de Escherichia coli foi pipetada 1 mL da pesquisa e colocada em Caldo MacConkey ¢
incubada a 43 °C + 1 °C por 24 a 48 horas. Apos a incubagdo do Caldo MacConkey foi semeada
uma placa de agar MacConkey e uma placa de EMB para confirmacdo da pesquisa de
Escherichia coli, também foi pipetada 0,1 mL do caldo MacConkey para um tubo contendo 10
mL de Caldo Rapapport Vassiliardis para a pesquisa de Salmonella sp. e foi semeada uma placa
de agar MacConkey e a partir dela uma placa de XLD para a pesquisa de Shigella sp. A seguir na

figura 16 ¢ mostrado esquema de pesquisa de patdgenos.



Figura 16. Esquema da Pesquisa de patégenos

61



62
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Fonte: Propria do autor
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4.8 — ISOLAMENTO DE COLONIAS DISTINTAS PARA PESQUISA EM MEIO
ESPECIFICO

A partir do crescimento em agar caseina soja, as colonias obtidas foram semeadas e
incubadas em meios de cultura e temperaturas especificas para cada crescimento. A seguir na
figura 17 ¢ mostrado esquema para o isolamento das colonias distintas e pesquisa confirmatéria

de cada microrganismo.



Figura 17. Esquema de Isolamento de colonias distintas para pesquisa especifica

ISOLAMENTO DE COLONIAS DISTINTAS PARA PESQUISA ESPECTFICA

Freudomonas aeruginos

TSA inclinado 22, Gram —{> Trisgem 290y Bioquisnin cond

oddase

pigraentagio, erescirneto a 42°C
& aureus

. dgar sl manitol
J, 24h
TSA inclinado 21, Gram — Triagem =200y Bioguimia conf

DHage, coagulase
eatalase, glicose & manitol ef dleo

Ecoll
@ﬂ% agar Mae Conkey
24h
TSA incli 24k , 24k . .
welinado ——» Gram —{> Tragem == Bioquiria conl
I— EME, indol, VIV, VF, citrato
Salmonalla Shigella
B~ B
L .
1.
T34 inclinado
Cirarn

TRIAGEM 2%, TSI, LIA, wéia
Bioguirdiea Confirmaténia

SOROLOGIA

Fonte: Propria do autor (JAB)
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4.8.1 Determinacao de Pseudomonas aeruginosa

A partir do crescimento em meio agar caseina foi retirada uma algada da cultura,
semeada por esgotamento na superficie de placa contendo agar cetrimide. Paralelamente foi
inoculado um controle positivo e um negativo; incubados a 32,5 °C £2,5 °C durante 18 - 72
horas. Apds periodo de incubagdo cada colonia com aspecto morfologico diferente foi transferida
para agar tripticaseina soja inclinado e incubadas a 32,5 °C £2,5 °C durante 18 - 24 horas. Apods o
periodo de incubacdo esse crescimento foi submetido a Coloragdo de Gram, e as provas de
Citocromo oxidase, oxidacdo/fermentacdo da glicose, Deteccdo de fluoresceina, Deteccdo de
piocianina, Crescimento a 42 + 1 °C, utilizagdo do citrato de Simmons ¢ teste da mobilidade

(Figura 17).

4.8.1.1 Coloragao pelo método de Gram:

- Sobre uma lamina limpa e desengordurada, foi depositado o esfregaco do material em
estudo e deixado secar a temperatura ambiente. Para fixacdo do material na lamina foi utilizado o
bico de Bunsen por trés a quatro vezes. Em seguida, a 1amina foi colocada sobre um suporte para
coloracdo sendo a superficie coberta com solugdo de cristal violeta por 1 minuto, seguida de
lavagem do esfregaco em agua destilada. Em seguida, cobriu-se o esfregaco com solugdo de
lugol, (solugao iodo de Gram), que ficou em repouso durante 1 minuto e depois foi lavado com
agua destilada. Para descorar a preparagdo foi usada a solucdo de alcool-acetona (60%-40%).
Entdo, cobriu-se a superficie da ldmina com solugdo de fucsina ou solu¢do de safranina que
ficou em repouso durante 30 segundos e lavada com 4gua destilada. Apos secagem da lamina a

temperatura ambiente a mesma foi examinada ao microscopio (Figura 18).
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Figura 18. Coloragcdo poelo método de Gram de cepas de Pseudomonas aeruginosa que se

apresentam como bastonetes Gram negativos.

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

4.8.1.2 Detec¢do de Citocromo oxidase

Esta prova determina a capacidade de um micro-organismo em produzir a enzima oxidase
(Figura 19).

Foi transferida a colonia com alga bacterioldgica de platina para uma tira de papel de
filtro Whatman, impregnada com solu¢do de N,N dimetil-p-fenilenodiamino:
-teste positivo: desenvolvimento de coloragdo rosa a purpura em 10 a 30 segundos;

-teste negativo: auséncia de coloracao.

Figura 19. Prova da oxidase para confirmacao de Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa

A5 H Microbel. Brary © Cathcard, Hramae, Shiclds

A maioria das cepas de Pseudomonas aeruginosa sao positivas para este ensaio

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com


http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.medical-labs.net/wp-content/uploads/2014/04/Oxidase-Test-Filter-Paper-Method.jpg&imgrefurl=http://www.medical-labs.net/oxidase-test-1291/&h=770&w=1403&tbnid=d9S1hAW0gqlETM:&zoom=1&docid=3h6MyWCkxwj0eM&ei=1b0FVcPwB7DIsATalYK4DQ&tbm=isch&ved=0CGYQMyhAMEA
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4.8.1.3 Deteccao de fluoresceina
Uma colonia isolada do meio Cetrimide foi transferida para tubo contendo agar para
deteccao de fluoresceina e incubado a 30 a 35 °C durante 18 - 24 horas. A fluorescéncia do agar

sob luz ultravioleta foi examinada no comprimento de onda de 254 nm (Figura 20).

Figura 20. Prova de Detecgdo da fluoresceina das cepas de Pseudomonas aeruginosa

A maioria das cepas de Pseudomonas aeruginosa produz fluoresceina.

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

4.8.1.4 Oxidacao/fermentacao da glicose

Este teste possibilita determinar a capacidade de um micro-organismo para oxidagdo e ou
fermentacado do carboidrato.

Com agulha bacteriologica, uma colonia isolada do meio Cetrimide foi inoculada em dois
tubos contendo o meio OF de glicose. Um tubo foi fechado com 0,5 mL de o6leo mineral
(anaerobiose) € o outro sem oleo (aerobiose) foram incubados a 32,5 °C £2,5 °C durante 48 + 3
horas. Paralelamente foram inoculados 2 tubos contendo o meio com Pseudomonas aeruginosa
INCQS 00230 (ATCC 9027) como controle (positivo) e o outro com Acinetobacter baumanni
INCQS (ATCC) como controle (negativo) (Figura 21).
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Figura 21. Resultados de oxidag¢do e fermentagdo de glicose para Cepas de Pseudomonas

aeruginosa

ASM Microbelibrary.org © Hanson

Interpretagcao: Anaerobiose- meio permanece de cor verde (ndo fermentador)

Aerobiose- meio amarelo (oxidadagao)

Cepas de P. aeruginosa nao utilizam a glicose anaerobicamente durante seu metabolismo,
porém aerobicamente podem oxidar a glicose.

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

4.8.1.5 Detecgao de piocianina

Tranferiu-se cerca de 1 mL de cloroféormio para a superficie de uma placa de agar
cetrimide contendo a cultura de (24 horas) suspeita de Pseudomonas aeruginosa, para extragao
de pigmento. Paralelamente foram inoculados 2 placas de agar cetrimide uma com cultura de
Pseudomonas aeruginosa INCQS 00230 (ATCC 9027) controle (positivo) e a outra com a
cultura de Escherichia coli INCQS 00219 (ATCC 8739) como controle (negativo). Apds a
extracdo imediatamente foi observado o desenvolvimento de cor azul significando a presenca de
piocianina (Figura 22). A piocianina ¢ um fator de viruléncia que catalisa a produgdao de

superoxido e peroxido de hidrogénio.
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Figura 22. Resultado positivo para detec¢ao de piocianina

A coloragao azul indica presenca de piocianina; auséncia de cor indica auséncia de piocianina
A maioria das cepas de Pseudomonas aeruginosa € positiva para esta prova.

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

4.8.1.6 Crescimento a 42 + 1°C

Foi transferida uma algada das culturas para tubo contendo caldo infusdo de cérebro e
coragdo. Paralelamente foram inoculados 2 tubos contendo o meio com Pseudomonas
aeruginosa INCQS 00230 (ATCC 9027) controle positivo e Staphylococcus aureus INCQS
00039 (ATCC 6538) como controle negativo. Incubados os tubos a 42 + 1°C em banho
termostatico durante 48 + 3 horas. Apos o periodo de incubacdo as colonias positivas para este
ensaio turvaram o meio. As cepas de Pseudomonas aeruginosa apresentam crescimento a 42°C.

Havendo turvagao tém-se resultado positivo, o meio sem alteragdo indica resultado negativo.


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCJ_S7r-ZzMcCFYUakAodl0QIEw&url=http%3A%2F%2Fwww.usp.br%2Fagen%2F%3Fp%3D80506&ei=gozgVZ-JBIW1wASXiaGYAQ&psig=AFQjCNEnugSBpmMAllhINO-Es2Rj1ivp9Q&ust=1440864625708739
http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCJ_S7r-ZzMcCFYUakAodl0QIEw&url=http%3A%2F%2Fwww.usp.br%2Fagen%2F%3Fp%3D80506&ei=gozgVZ-JBIW1wASXiaGYAQ&psig=AFQjCNEnugSBpmMAllhINO-Es2Rj1ivp9Q&ust=1440864625708739
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4.8.2 Determinacao de Burkholderia cepacia; Stenotrophomonas maltophilia; Acinetobacter sp.
e Pseudomonas stutzeri .

Apo6s o periodo de incubagdo os crescimentos nao caracteristicos de Pseudomonas
aeruginosa, foram submetidos a coloragdo de Gram e a provas bioquimicas complementares

(Figuras 23 e 24), segundo POP INCQS/FIOCRUZ 65.3210.008 e VERSALOVIC, 2011.
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Figura 23. Provas Bioquimicas complementares para bactérias ndo fermentadoras de glicose

Ministério da Saude
riocauz -
Fundacdo Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude |N9QS
PROVAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARES
Niio Fermentador da Glicose
PROVAS AMOSTRA | CONT.POSITIVO | CONT.NEGATIVQO
Manitol E. coli B.cereus
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Lactose E. coli M. morganii
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Sacarose E. coli M morganii
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Maltose E. coli B.diminifa
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Trealose E. coli S.epidermidis
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Frutose E. coli B.diminuta
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Galactose E. coli B.diminuta
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Manose E. coli B.diminuta
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
E. coli B.diminuta
Ramminose Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Esculina S. maltophilia P. aeruginosa
Lote: Lote:
Criotitho Criotubo
Cresc. 6% nacl A xylosoxidans B.diminuta
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Cresc.6.5% nacl D. stuzeri P. aeruginosa
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
POP €5.3210.008 — Anexc F —11.5 — Rev. 11
CLASSIFICACAD: 542

Fonte: Anexo F — fl. 5 do POP 653210008: Pesquisa de patogenos em produtos nao

estéreis e matérias-primas de uso em sua fabricagao e dgua para didlise
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Figura 24. Provas Bioquimicas complementares para bactérias ndo fermentadoras de glicose

Ministério da Salde
FIOCRUZ T
Fundaciao Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude INCQS
PROVAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARES (CONTINUAG AO)
Nio Fermentador da Glicose
PROVAS AMOSTRA | CONT.POSITIVO | CONT.NEGATIVO
Ceirimide F. aeruginosa S, aureus
Lote: Lote:
Crictubo Crictubo
Urecia S. aurcus E. coli
Lote: Lote:
Crictubo Crictubo
Nitrato E. coli S.epidermidis
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Cresc. 4241°C F. qeruginosa S, aureus
Lote: Lote:
Crictubo Crictubo
Lisina S.omaltophilia E. agglomerans
Lote: Lote:
Crictubo Crioctubo
Arginina F. aeruginosa S, aureus
Lote: Lote:
Crictubo Criotubo
Ornitina F. mirabilis E. agglomerans
Lote: Lote:
Crictubo Crictubo
DNase 5. aureus E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Amido B subtilis F. asruginosa
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Gelatina S. maltophilia P. asruginosa
Lote: Lote:
Crictubo Crictubo:
VM E. coli p.asruginosa
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
VP E. cloacae E. coli
Lote: Lote:
Crictubo Crictubo:
Citrato de Simmons E coli P. asruginosa
Lote: Lote:
Crictubo Crictubo:
Apgar Tween 80 S.omaltophilia Freudomonas sp.
Lote: Lote:
Crictubo Criotubo:
Esculina 5. maltophilia F. asruginosa
Lote: Lote:
Crictubo Crictubo:
Resultado:
POP E5.3210.008 — Anexo F —1l.6 — Rev. 11
CLASSIFICAGAC: 542

Fonte: Anexo F — fl. 6 do POP 653210008: Pesquisa de patogenos em produtos nao

estéreis e matérias-primas de uso em sua fabricagao e dgua para didlise
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4.8.3 Determinagao de Staphylococcus aureus

A partir do material enriquecido em caldo caseina-soja, foi transferida uma algada para
supeficie de placa contendo 4agar sal manitol e paralelamente foram inoculados um controle
positivo (S. aureus) e um negativo (S. epidermidis) e incubados a 32,5 °C 2,5 °C durante 48 + 3
horas. Apdés o periodo de incubagdo foi verificado o desenvolvimento de coldnias tipicas
(amarelas ou brancas rodeadas por uma zona amarela) (Figura 25). As colonias foram repicadas
em tubos contendo agar tripticaseina de soja inclinado e incubadas a 32,5 °C +2,5 °C durante 18-
24 horas. Apds 24 horas de incubagdo foram submetidas aos ensaios: coloracdo de Gram — item
4.8.1.1 (Figura 26), desoxiribonuclease (DNAse), coagulase, catalase e utilizagdo anaerobica da

glicose.

Figura 25. Colonias de Staphylococcus aureus em placa de agar Sal manitol.

Fonte: prépria do autor

Figura 26. Colonias de Staphylococcus aureus em coloragdo de Gram
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As cepas de Staphylococcus aureus apresentam-se como cocos Gram positivos isolados ou em

agrupamentos semelhantes a cachos de uvas.


https://www.google.com.br/search?biw=1280&bih=879&tbm=isch&q=staphylococcus+aureus+placa&revid=809763902&sa=X&ei=R-IWVafOA6qKsQTxyYHoDw&ved=0CCMQ1QIoAQ
http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus&ei=guIWVc3SMpLisATP14KwCg&bvm=bv.89381419,d.cWc&psig=AFQjCNGt-kHcKjDhLB8ShzLBPzcqAekqUw&ust=1427649479331381
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Fonte:biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com
4.8.3.1 Prova da DNase

Esta prova determina a capacidade do micro-organismo produzir a enzima DNase, que
tem como funcdo catalisar a clivagem hidrolitica de ligagdes fosfodiéster na estrutura do acido
desoxirribonucleico (ADN).
As culturas com caracteristicas morfotintoriais de S. aureus foram repicadas em placas de Petri
contendo 4gar desoxirribonuclease e incubadas a 32,5 °C +2,5 °C durante 18 - 24 horas. Apds
periodo de incubag¢do foi adicionado solugcdo de 4cido cloridrico 1N para observagdo da

formagao de zona incolor ao redor do crescimento, indicando reacao positiva (Figura 27).

Figura 27. Prova da DNase para Staphylococcus aureus

A maioria das cepas de S. aureus sdo positivas para este ensaio.

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

4.8.3.2 Prova da coagulase

Esta prova determina a capacidade do micro-organismo produzir a enzima coagulase
que tem a fun¢do de coagular o plasma sanguineo através de um mecanismo similar ao da

coagulagao normal.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3lise
http://pt.wikipedia.org/wiki/Liga%C3%A7%C3%A3o_fosfodi%C3%A9ster
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As culturas com caracteristicas morfotintoriais de S. aureus foram repicadas em tubos
contendo caldo infusdo de cérebro e coragdo, incubados a 32,5 °C £2,5 °C durante 18 - 24 horas.
Ap0s o periodo de incubagdo foram transferidos 0,3 mL da cultura em caldo infusdo de cérebro e
coracdo para tubo 13x100 mm contendo igual volume de plasma de coelho com 4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), homogeinizados e incubados em banho termostatico a 45-
50°C. Na Figura 28 observa-se o resultado da prova da Coagulase.

A prova ¢ positiva para S. aureus na presenca de coagulo rigido que nao se desloca quando da

inversdo do tubo e negativa na auséncia de coagulo ap6s 24 horas de incubagdo.

Figura 28. Controles positivo e negativo para prova da coagulase

As cepas de S. aureus sdo positivas para esta prova..

Fonte:biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

4.8.3.3 Prova da Catalase

Esta prova determina a capacidade do micro-organismo produzir a enzima catalase para

degradar o peroxido de hidrogénio.

As culturas incubadas em estufa de 18 a 24 horas em 4gar tripticaseina de soja inclinado
foram transferidas para lamina de vidro limpa e desengordurada, com o auxilio de uma alga de
niquel- cromo. Paralelamente foram transferidos um controle positivo e um negativo. Adicionou-
se uma gota de peroxido de hidrogénio a 30%. Observou-se formagao de bolhas de gas em ambos

as amostras, assim como no controle positivo (Figuras 29 e 30).


http://1.bp.blogspot.com/_HDwUiVSMtu8/SWAyasGAg6I/AAAAAAAAASw/CMRFL_KJDxI/s1600-h/coagulase.jpg
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Figura 29. Controle positivo e negativo para prova da catalase

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

Figura 30. Prova da catalase positiva para Staphylococcus aureus

A prova positiva apresenta formacdo de bolhas de gas (oxigénio livre) ja na prova
negativa hd auséncia de formacdo de bolhas de gis. As cepas de Staphylococcus aureus sao

positivas para este ensaio.

Fonte: o proprio autor


http://br.images.search.yahoo.com/images/view;_ylt=A2KLj9OB8xZVOCkAO_b16Qt.;_ylu=X3oDMTIyMDhmdmFtBHNlYwNzcgRzbGsDaW1nBG9pZAMwMDNmMTYyYjg2MTRmZTdiMjU4OWU3NDAwMDkzOGJiYQRncG9zAzIEaXQDYmluZw--?.origin=&back=http://br.images.search.yahoo.com/yhs/search?p%3Dfundamento%2Bda%2Bprova%2Bda%2Bcoagulase%26type%3Dast_dnldstr_14_37_ie%26fr2%3Dpiv-web%26hsimp%3Dyhs-fullyhosted_003%26hspart%3Diry%26tab%3Dorganic%26ri%3D2&w=1600&h=1200&imgurl=4.bp.blogspot.com/-pGWy_YzoaD4/UZXnPopWsUI/AAAAAAAAAH0/nrnpu-kKutg/s1600/slide%2Bcatalase%2Btest%2Bresults.jpg&rurl=http://edusanjalmedmicro.blogspot.com/2013/05/catalase-test-test-to-differentiate.html&size=285.8KB&name=Medical+Microbiology&p=fundamento+da+prova+da+coagulase&oid=003f162b8614fe7b2589e74000938bba&fr2=piv-web&fr=&tt=Medical+Microbiology&b=0&ni=21&no=2&ts=&tab=organic&sigr=12m33ohss&sigb=15bf7aoth&sigi=1381dibql&sigt=10k8319kb&sign=10k8319kb&.crumb=nCC6zBEcSOY&fr2=piv-web&hsimp=yhs-fullyhosted_003&hspart=iry&type=ast_dnldstr_14_37_ie
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4.8.3.4 Prova da utilizagdo anaerdbica da glicose

Esta prova determina a capacidade do micro-organismo de utilizar a glicose
anaerobicamente como substrato para producao de energia.
As culturas com caracteristicas morfotintoriais de S. aureus foram inoculadas em tubos contendo
3 mL de caldo para fermentacdo de glicose e adicionados 0,3 mL de 6leo mineral estéril.
Incubadas a 32,5 °C £2,5 °C por 24 - 48 horas, todas as culturas suspeitas de Staphylococcus
aureus deram resultado positivo para este teste, alterando a cor do meio de verde para amarelo

(Figura 31).

Figura 31. Prova da utilizagdo anaerodbica da glicose positiva

it

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

4.8.4 Determinacao de Bacillus cereus

A partir do material enriquecido em caldo caseina-soja, foi transferida uma algada para
placa contendo agar caseina soja e semeada por esgotamento; paralelamente foram inoculados
um controle positivo € um negativo e incubados a 32,5 °C £2,5 °C durante 48 + 3 horas. Apos
periodo de incubacgao foi verificado o desenvolvimento de coldnias tipicas que foram semeadas
em agar caseina soja inclinado e submetidas aos seguintes ensaios: catalase; mobilidade; corpo

paraesporal; Voges-Proskauer; pH entre 6,0 e 7,0; D-glicose; L-arabinose; D-xilose; D-manitol;
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decomposicdo da caseina; decomposi¢do do amido; liquefacdo da gelatina; quebra dos cristais de
tirosina; citrato de Koser; desaminagdo da fenilalanina; produ¢do de nitrato; indol; lecitinase;
lisozima; crescimento em caldo nutriente com 2%,5%,7% e 10% NaCl e crescimento a 50 ¢ 55 °C

(VERSALOVIC et al, 2011).

4.8.5 Determinagdo de Candida albicans; Aspergillus flavus, Aspergillus parasitucus

A partir do enriquecimento em caldo caseina-soja foi transferidas uma al¢ada para placa
contendo agar caseina-soja, outra para placa de dgar Sabouraud Dextrose e outra para placa de
Agar Nickerson. As coldnias de coloracao marrom/preta (Figura 32) em Agar Nickerson e
colonias brancas (Figura 33) em agar Sabouraud dextrose foram semeadas por esgotamento e

incubadas a 32,5 °C £2,5 °C durante 5 - 7 dias para confirmar a presen¢a de C. albicans.

Figura 32. Colonias de C. albicans (pretas) em agar Nickerson

Fonte: propria do autor.

Figura 33. Coldnias de C. albicans em Agar Sabourad positivo (colonias brancas)

Fonte: Propria do autor
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Ap6s periodo de incubacdo foram verificadas caracteristicas morfologicas das culturas
pela observagdo macroscopica (Figura 34) em corante azul de algoddo lactofenol, coldnias
grandes com crescimento radial, micélio aéreo de colorag@o inicialmente branca, tornando-se
verde oliva que foram submetidas as observagdes micro e macromorfoldgicas indicando fungos

filamentosos Aspergillus flavus (Figura 35) e Aspergillus parasiticus (Figura 36).

Figura 34. Caracteristicas morfologicas de colonias de Aspergillus flavus em corante azul de

algodao lactofenol

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

Figura 35. Fotomicroscopia de Aspergillus sp.

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com
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Figura 36. Caracteristicas macromorfologicas de colonias de Agar Sabourad com presenca de

Aspergillus parasiticus.

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

4.8.6 Determinacao de Clostridium sp.

Em dois tubos contendo 9 mL de caldo caseina cada foram adicionados 1 g ou ImL do
produto a ser examinado, totalizando 10 mL em cada tubo. Um dos tubos foi aquecido a 80 °C
durante 10 minutos e imediatamente esfriado. Cada por¢do de 10 mL homogeneizada foi
inoculada em frasco contendo 100 mL de caldo Refor¢ado para Clostridium e incubadas em
anaerobiose a 32,5 °C £ 2,5 °C durante 48 horas (Figura 37). Ap6s o periodo de incubagdo, foi
transferida uma alga de cada frasco para placas contendo agar Columbia, que foi incubada em
anaerobiose a 32,5 °C £+ 2,5 °C durante 48 horas (Figura 38). O crescimento de colonias catalase
negativas, com micromorfologia de bacilo Gram-positivo (com ou sem endosporos) indica

presenga de Clostridium sp. como mostrado na figura 39.
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Figura 37. Esquema da metodologia para pesquisa de Clostridium sp.

METODOLOGIA DE Closiridium sp.

lgoulmlL 10mL
do produto |
SC 10min,
Caldo Caseina

100 mL Caldo Reforcado p/ Clostridium
anaerobiosea32,52C+2,5°C

=& @
1 1mL Agar Columbiy
df:::dlﬂu anaerobiosea32,52C+2,5°C

Caldo Caseina

Fonte: Propria do autor

Figura 38. Caracteristica macromorfologica de colonias de Clostridium sp.em agar Columbia

Fonte: Propria do autor


https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=https://www.studyblue.com/notes/note/n/l01-diagnostic-techniques/deck/11696179&ei=fxhrVbzqH9PcgwT37YH4Cg&bvm=bv.94455598,d.eXY&psig=AFQjCNF-lI6s99MUOInls89E2X2eazF73g&ust=1433168195241385
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Figura 39. Macromorfologia de Bastonetes Gram positivos visualizados através da coloracdo de

QGram.

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

4.8.6.1 Endosporos

Tem como fun¢do primaria, garantir a sobrevivéncia da bactéria por periodos de estresse
ambiental. Sdo resistentes a radiacdo ultravioleta e gama, lisozima, altas temperaturas e
desinfetantes quimicos. Endosporos (Figura 40) sdo comumente encontrados no solo e na agua,

onde sobrevivem por longos periodos. Sua localizacao celular pode ser terminal, subterminal e

central (VERSALOVIC et al, 2011).

Figura 40. Endosporos visualizados em colora¢do de Gram
| / _.a,

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

4.8.7 Determinacao de Salmonella

A partir do material enriquecido em caldo MacConkey (dilui¢aol:10) foi transferido 0,1
mL do contetido para tubo contendo 10 mL de caldo Enriquecimento Salmonella Rappaport
Vassiliadis que em seguida foi incubado a 32,5 °C + 2,5 °C durantel8 a 24 horas (Figura 41).

Ap6s o periodo de incubacdo foram realizadas subculturas em placa contendo agar xilose lisina


https://pt.wikipedia.org/wiki/Radia%C3%A7%C3%A3o_ultravioleta
https://pt.wikipedia.org/wiki/Radia%C3%A7%C3%A3o_gama
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lisozima
https://pt.wikipedia.org/wiki/Temperatura
https://pt.wikipedia.org/wiki/Desinfetantes
http://br.images.search.yahoo.com/images/view;_ylt=A0LEVrhWEGtVsUgA8jAf7At.;_ylu=X3oDMTBsa3ZzMnBvBHNlYwNzYwRjb2xvA2JmMQR2dGlkAw--?p=clostridium&back=http://br.yhs4.search.yahoo.com/yhs/search?p%3Dclostridium%26type%3Dast_dnldstr_14_37_ie%26param1%3D1%26param2%3Dcd%3D2XzuyEtN2Y1L1QzutDtDtC0AzytB0D0B0D0Ezz0EyC0FyC0CtN0D0Tzu0SzyzztDtN1L2XzutAtFtDtFtCyCtFyCtN1L1CzutCyEtBzytDyD1V1StN1L1G1B1V1N2Y1L1Qzu2SyC0CtD0D0A0AtC0FtG0FtC0FzztG0AyDtC0DtG0BtC0EtDtGyC0B0AyEzzyEyC0DtDtA0D0E2QtN1M1F1B2Z1V1N2Y1L1Qzu2S0CtCtAtB0B0A0ByEtG0A0EtByEtGyE0B0BtDtG0A0AtD0BtG0B0DzytD0D0EtDyBzyyDtAyD2Q%26cr%3D211179443%26a%3Dast_dnldstr_14_37_ie%26f%3D1%26cat%3Dweb%26sid%3D4a905f4c9e7270fc4197be0bdde4fc1d%26sesid%3Dea8a56afe8eb665297861c109e2e4775%26ip%3D179.210.177.228%26b%3DIE%26bv%3D10.0%26os%3DWindows%2B8%26pa%3Dastromenda%26hsimp%3Dyhs-fullyhosted_003%26hspart%3Diry%26fr%3Dyhs-iry-fullyhosted_003%26ei%3DUTF-8&w=448&h=359&imgurl=www.musee-afrappier.qc.ca/images/site/large/clostridium-tetani-kunkel-97312ag-wm.jpg&size=14KB&name=clostridium-tetani-kunkel-97312ag-wm.jpg&rcurl=http://www.musee-afrappier.qc.ca/en/index.php?pageid%3D3113b%26image%3D3113b_tetanos&rurl=http://www.musee-afrappier.qc.ca/en/index.php?pageid%3D3113b%26image%3D3113b_tetanos&type=&no=2&tt=120&oid=e68c74dcf5ae23a6a11ddcb9805daaa0&tit=Clostridium+tetani&sigr=12eg7l1i7&sigi=12ku150bc&sign=118gk7fni&sigt=103vg5ole&sigb=1m8u1mjke&fr=yhs-iry-fullyhosted_003&hspart=iry&hsimp=yhs-fullyhosted_003
http://br.images.search.yahoo.com/images/view;_ylt=A0LEVrhWEGtVsUgA9TAf7At.;_ylu=X3oDMTBsa3ZzMnBvBHNlYwNzYwRjb2xvA2JmMQR2dGlkAw--?p=clostridium&back=http://br.yhs4.search.yahoo.com/yhs/search?p%3Dclostridium%26type%3Dast_dnldstr_14_37_ie%26param1%3D1%26param2%3Dcd%3D2XzuyEtN2Y1L1QzutDtDtC0AzytB0D0B0D0Ezz0EyC0FyC0CtN0D0Tzu0SzyzztDtN1L2XzutAtFtDtFtCyCtFyCtN1L1CzutCyEtBzytDyD1V1StN1L1G1B1V1N2Y1L1Qzu2SyC0CtD0D0A0AtC0FtG0FtC0FzztG0AyDtC0DtG0BtC0EtDtGyC0B0AyEzzyEyC0DtDtA0D0E2QtN1M1F1B2Z1V1N2Y1L1Qzu2S0CtCtAtB0B0A0ByEtG0A0EtByEtGyE0B0BtDtG0A0AtD0BtG0B0DzytD0D0EtDyBzyyDtAyD2Q%26cr%3D211179443%26a%3Dast_dnldstr_14_37_ie%26f%3D1%26cat%3Dweb%26sid%3D4a905f4c9e7270fc4197be0bdde4fc1d%26sesid%3Dea8a56afe8eb665297861c109e2e4775%26ip%3D179.210.177.228%26b%3DIE%26bv%3D10.0%26os%3DWindows%2B8%26pa%3Dastromenda%26hsimp%3Dyhs-fullyhosted_003%26hspart%3Diry%26fr%3Dyhs-iry-fullyhosted_003%26ei%3DUTF-8&w=763&h=600&imgurl=www.nadidem.net/k/Closttnm/images/Clostridium-tetani_jpg.jpg&size=21KB&name=Clostridium-tetani_jpg.jpg&rcurl=http://www.nadidem.net/k/Closttnm/pages/Clostridium-tetani_jpg.htm&rurl=http://www.nadidem.net/k/Closttnm/pages/Clostridium-tetani_jpg.htm&type=&no=5&tt=120&oid=371439851bc2e3101682297de233d440&tit=FFGG/Clostridium-tetani.jpg&sigr=1227ufl4g&sigi=11s2jercf&sign=10qni1mvs&sigt=103vg5ole&sigb=1m8u1mjke&fr=yhs-iry-fullyhosted_003&hspart=iry&hsimp=yhs-fullyhosted_003
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desoxicolato (XLD) e incubadas a 32,5 °C £ 2,5 °C durante 18 a 48 horas (Figura 42). O
crescimento de colonias bem desenvolvidas, vermelhas com ou sem centro negro indicou a
presenca provavel de Salmonella que foi confirmada pelos testes: coloragdo de Gram; utilizagao
de agucares, producao de gas e producao de gas sulfidrico (H,S) em meio acido sulfidrico, indol e
motilidade (SIM) (Figura 43); pela descarboxilagdo da lisina, arginina e ornitina; pela prova da

urease positiva (+); mobilidade e sorologia positiva (+) (Figura 44).

Figura 41. Tubos contendo caldo de enriquecimento para Salmonella Rappaport Vassiliadis

1

Fonte: Propria do autor

Figura 42. Colonias de Sa/monella em agar XLD.

Fonte: Propria do autor


http://www.biosystems.com.br/arquivos/produtos_imagens/626
http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.eolabs.com/xld-agar-novobiocin.html&ei=rBNrVbO3F4yzggS954HwCg&bvm=bv.94455598,d.eXY&psig=AFQjCNGa1TMAuWIx48IOQAp6fJ-Fgwmbng&ust=1433167092552655
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Figura 43. Producdo de H,S no meio de SIM.

Fonte: Propria do autor

Figura 44. Sorologia para Salmonella sp.

POSITIVO _ _ NEGATIVO _
HA AGLUTINACAD NAD HA AGLUTINACAD

Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

4.8.8 Determinacao de Shigella spp.

A partir do crescimento de colonias convexas e incolores em agar MacConkey
suplementado com 1mg/mL de telurito de potassio as colonias foram semeadas em placa
contendo agar XLD e incubadas a 35-37 °C durante 18-24 horas. Apds periodo de incubagdo,
verificou-se o desenvolvimento de colonias tipicas (XLD-cor vermelha). As coldnias com tais
caracteristicas foram transferidas para o crescimento no meio agar ferro Kligler (KIA) e
incubadas durante a noite (Figura 45). Apds periodo de incubagdo, observou-se tubos suspeitos
para Shigella da seguinte maneira: extremidade 4cida (amarelo) e uma inclinacdo (vermelha)

alcalina (ANVISA, 2010).


http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/1d/Proteus_myxofaciens_in_SIM_agar.jpg&imgrefurl=http://de.wikipedia.org/wiki/SIM-Agar&h=726&w=270&tbnid=w4odpwvFX32LlM:&zoom=1&docid=-mPDqZniWcH46M&ei=PhRrVcnUBMWrNsfzgKAJ&tbm=isch&ved=0CEQQMyghMCE
http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.misodor.com/SALMONELOSE.php&ei=IRZrVZjFG4O_ggTe34O4CQ&bvm=bv.94455598,d.eXY&psig=AFQjCNEzCbVt5-IDS4CGyY-Qwmr9hqY1ag&ust=1433167752780320
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Figura 45. Shigella spp no meio de KIA
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Fonte: biomedicinaunipacuberlandia.blogspot.com

4.8.9 Determinacao de Escherichi coli, Enterobacter cloacae; Serratia marcescens; Klebsiella
Sp.

Adicionou-se ImL da amostra enriquecida em caldo caseina-soja em frasco contendo
100mL de caldo MacConkey que foi incubado a 43 £ 1 °C por 24 a 48horas. Apos periodo de
incubagao,foi semeada placa contendo d4gar MacConkey e incubada a 32,5 °C + 2,5 °C por 18 a
72horas (Figura 46). Observou-se o crescimento de colonias vermelhas, ndo mucosas, com
micromorfologia caracteristica de bacilos Gram-negativos, brilho metalico em agar EMB, mével,
indol (positivo), indicando presenca de Escherichi coli (Figura 47). As colonias com
caracteristicas diferentes, foram submetidas a provas complementares para identificagdo de
Enterobacter cloacae; Serratia marcescens; Klebsiella sp. segundo POP INCQS/FIOCRUZ
n°65.3210.008 e VERSALOVIC, 2011 como mostrado na Figura 23.
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Figura 46. Macromorfologia de colonias de E.coli em Agar MacConkey

ASM MicrobeLibrary.orge®Miller and Hanley

Fonte: ASM - http://www.asm.org/

Figura 47. Brilho metélico de colonias de E.coli em agar E.M.B

Fonte: ASM - http://www.asm.org/
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4.9 Capacitacao dos agricultores/produtores

A capacitacdo dos agricultores (Figura 48) ocorreu ao longo de cada oficina tematica
realizada em Curicica-RJ, onde foram apresentados o valor e a importancia de se obter um
produto com qualidade em todas as fases do cultivo. O risco que as plantas medicinais
contaminadas podem representar para a saude e, de que modo pode ser evitado. Com isso foi
possivel adotar as seguintes medidas preventivas e corretivas baseadas nas orientacdes de
Corréa; Scheffer(2013). Tais como:

- Visita ao local de coleta e acompanhar as etapas;

- Nao fazer adubag¢do com lodo de esgoto. O adubo aplicado ndo deve conter fezes
humanas. Se for organico, de origem animal, deve estar completamente curtido(vermi) ou
compostado, transformado em composto por minhocas antes da aplicacdo, para reduzir ao
maximo a carga microbiana no produto.

- Residuos de culturas e de outros vegetais também devem, preferencialmente, ser
compostados para evitar a proliferacao de doengas;

-O cultivo de plantas medicinais deve ser feito em 4reas isentas de contaminagdo por
metais pesados, residuos de agrotoxicos ou qualquer outra substancia quimica nao natural, com a
auséncia de animais etc..;

- Atengao as etapas de colheita, beneficiamento e armazenamento;

- A 4gua a ser irrigada ¢ uma importante fonte de contaminacdo, principalmente
microbiologica. Por esta razdo deve-se analisar a agua utilizada, certificando-se de que esta
dentro dos padroes de qualidade estabelecidos em relagdo aos contaminantes;

- Durante a manipulag¢do do material vegetal/produto, os agricultores/técnicos devem usar
touca, luvas, avental e méscara tanto para evitar a contaminacdo do produto quanto para evitar o
contato dos mesmos com material vegetal/produto téxico ou potencialmente alergénico (que
provoca irritacao da pele e das vias respiratorias), como ¢ o caso de plantas que liberam “poeira”;

- Estufa de secagem e trituradores devem ser monitorados (limpeza, desinfec¢ao);

- O material submetido a secagem ndo deve exceder a capacidade maxima da estufa para

ndo comprometer esta etapa do processo;
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- Pessoas que sabidamente sofrem de doenca infecciosa transmissivel, devem estar
proibidas de acessar as areas onde pode haver contato com o material vegetal/produto;
- Pessoas com cortes, feridas abertas, inflamacdes e infecgdes de pele devem ser mantidas
longe das areas de beneficiamento de plantas;
- Limpeza geral do Setor de Beneficiamento, com a participacdo dos técnicos do
laboratério e dos agricultores que participam das oficinas de produ¢do do sabonete;
-Higiene adequada das maos;
-Utilizacdo e troca de Equipamentos de Protecao Individual (EPI) sempre que necessario
nas oficinas de produgao;
- Utilizacao de luva na coleta do material vegetal;
- Retirada de materiais pessoais que possam acarretar em contaminagdo externa na hora
da producao;
- Limpeza das embalagens com solugdo clorada;
-Limpeza de todo o material utilizado na produg¢ao a cada lote;

- Realizacdo da sele¢do do material vegetal no mesmo dia da coleta.

Figura 48. Oficina de capacitacdo de agricultores em Curicica utilizando EPI, e lavagem das

embalagens.

Fonte: Fotografia obtida no Projeto de Fitoterapicos (Profito) de Far-manguinhos/FIOCRUZ.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO:

O total de amostras adquiridas foi de 288 provenientes de 5 agricultores
diferentes, sendo 144 amostras de Curcuma longa ¢ 144 amostras de Schinus terebinthifolius
(aroeira) no periodo de 2012 a 2015. Foram identificadas 49 espécies diferentes de micro-
organismos, sendo que 25 espécies foram das amostras de C. longa e 24 das amostras de S.
terebinthifolius (aroeira). Todas as 288 amostras apresentaram resultados negativos para o teste

de atividade inibitoria.

5.1 Resultados das analises microbioldgicas nas amostras de Curcuma longa:

A Tabela 5 apresenta as contagens de micro-organismos presentes nas amostras de C.
longa dos trés diferentes agricultores, de Vargem Grande (VM), de Pau da fome (PF) e de
Queimados (Q), no periodo de 2012 a 2015. As amostras de VG/M e de PF/J foram obtidas de 4
lotes diferentes com 4 amostras cada, no periodo de 2012 a 2015, enquanto de Q/D foram obtidas
apenas 4 amostras de 1 lote no ano de 2013. Os Graficos 1 a 9 mostram a distribuicdo dos
microrganismos presentes nas amostras de C. longa obtidas dos 3 diferentes agricultores nas suas

4 diferentes fases de cultivo e processamento.

5.2 Capacitagao dos agricultores

De 2012 a 2015 foram elaborados relatorios anuais com a participagdo dos envolvidos,
para apresentacao dos resultados e consequentemente, recomendagdes aos agricultores que se
deram através de discussdes ao longo de cada oficina realizada.

A descoberta de pontos criticos, reunides e estabelecimento de boas praticas em todas as
fases do processo, com tomada de medidas preventivas e corretivas, resultou na melhoria da
qualidade dos produtos. O ndo cumprimento das boas praticas de colheita, produ¢do, transporte e
armazenamento foi visto como principal causador de contaminag¢do adicional (OMS). A
ampliacdo do conhecimento microbioldgico nas propriedades dos agricultores foi fundamental

para promover as boas praticas no cultivo e producao.
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Tabela 5: Determinacdo do nimero total de bactérias aerodbias, Fungos e leveduras, Bactérias

Gram negativas bile tolerantes, bolores e leveduras das amostras de Curcuma longa obtidas de 3

agricultores de localidades diferentes no Estado do Rio de Janeiro

Localidade/
Agricultor

VG/M
VG/M
VG/M
VG/M
VG/M
VG/M
VG/M
VG/M
VG/M
VG/M
VG/M
VG/M
VG/M
VG/M
VG/M
VG/M
PF/J
PF/J
PF/J

Lote:

A2
A3
A3
A3
A3

Ano

2012
2012
2012
2012
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2015
2015
2015
2015
2012
2012
2012

FASES

A W N A~ WD A~ W N

E VS R\

Bactérias
Aerobias
Totais
(UFC/g)
3,1x 10’
2,5x 10°
1,6 x 10°
1,6 x 10
1,0x10®
2,8x 10°
1,7x10’
1,0 x 10’
3,0x10°
2,3x10°
2,1x10°
3,1x10°
1,0x10°
1,1x10
1,6x10°
3,0x10°
1,9 x 10*
1,0x 10°
1,0 x 10°

Fungos e
Leveduras

(UFC/g)

1,0 x 10°
2,6x 10°
1,5x 10°
1,5x 10°
2,2x10°

1,2x 10°
1,8x10°

1,5x 10°
1,6x10°

1,8x10?

10

10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

Bactérias Gram
negativas  bile
tolerantes
(UFC/g)
10°
10°
10°
10°
10°
10°
10°
10*
10°
10°
10*
10*
10°
10
10
10
10
10
10




PF/J
PF/J
PF/J
PF/J
PF/J
PF/J
PF/J
PF/J
PF/J
PF/J
PF/J
PF/J
PF/J
Q/D
Q/D
Q/D
Q/D

VG/M = Vargem Grande/Agricultor M
PF/J=Pau da Fome/ Agricultor J
Q/D= Queimados/ Agricultor D

2012
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2015
2015
2015
2015
2013
2013
2013
2013

E-NE SR 8] A~ W N A~ W N

AW N

1,3x 103
1,1 x 10
1,5x 10!
2,1x 10!
2,1 x 10!
1,4x 102
1,0 x 10
1,6 x 10!
1,6 x 10!
1,1x 10!
3,0 x 10!
1,0x 10!
2.5x10'x
1,6x10°
5,8x10°
6,0x10
1,1 x10°

UFC/g= Unidade Formadora de col6nia por grama

Fase 1=Rizoma fresco

Fase 2= Rizoma seco

Fase 3= Rizoma triturado

Fase 4= Produto final

<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
2,1x10’
1,5x 10’
2,1x10°
1,5x10°

10
10
10
10
10
10!
10!
10!
10!
10!
10!
10!
10!
108
10°
10°
108
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Griafico 1. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas

bile tolerantes, de bolores e leveduras nas amostras de Curcuma longa obtidas no agricultor M

de Vargem Grande (VG) no ano de 2012.

Localidade/Agricukor:
VG/M
Lote: A

Ano: 2012
- Bactérias Aerobias Totais
(UEC/g)

- Fungos e Leveduras

(UFC/g)

* Bactérias Gram negativa
bile tolerantes (UFC/g)

Neste grafico observa-se que os resultados em todas as fases de processamento estdo
insatisfatorios, ou seja, em desacordo com os limites preconizados pela OMS e pela Farmacopéia
Brasileira apresentados no Quadro 1 e na Tabela 1 (WHO, 2011; ANVISA, 2010) desde a
matéria prima até produto final devido ao elevado niimeros de bactérias aerobias, bactérias bile
tolerantes, bolores e leveduras e presenga expressiva de microrganismos altamente patogénicos

contidos na Tabela 6.
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Griafico 2. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, bactérias Gram negativas bile
tolerantes, bolores e leveduras das amostras de Curcuma longa obtidas do agricultor M de

Vargem Grande no ano de 2013.

Localidade/Agricultor:
VG M
Lote: Al

Ano: 2013

- Bactérias Aerdbias Totals
(UFC/g)

105
* Fungos e Leveduras

j 10° (UFC/g)
1,8x10° _
1.5x10° _‘

* Bactéras Gram negativa
bile tolerantes (UFC/g)

Este grafico demonstra que em relacdo ao ano anterior, ndo foi observado mudangas
quanto ao numero de bactérias aerdbias e bactérias bile tolerantes e presenca de patogenos,
apenas uma leve diminui¢do no nimero de bolores e leveduras no material triturado (2) e no
produto final (3). Nesse caso ainda fora dos parametros da OMS e da Farmacopéia Brasileira,

foram identificados micro-organismos indesejaveis como mostrado na Tabela 6.
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Griafico 3. Resultados das contagens de bactérias aerobias, bactérias Gram negativas bile
tolerantes, bolores e leveduras das amostras de Curcuma longa obtidas do agricultor M de

Vargem Grande (VG), RJ no ano de 2014.

Localidade/ Agricultor:
WE M
Lote: A2

Ano: 2014

* Bacterias Aerd bias
Totais (UEC/g)

* Fungzos e Leveduras
(UFC/g)

= Bactérias Gram
negativa bile
tolerantes (UFCf =)

Obsevou-se uma diminui¢do, no numero de bactérias aerdbias, bactérias bile tolerantes,
bolores e leveduras em todas as fases, mas ainda had presenca de patdogenos como Shigella
sonnei, Esherichia coli, Staphylococcus aureus e microrganismos indesejaveis* Candida
albicans, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Cronobacter sakazakii, Klebsiella

oxytoca e Aspergillus parasiticus.

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (ANVISA, 2010) sdo *indesejaveis os micro-
organismos que acima do limite permitido (2 x10°UFC/g ou mL) podem se tornar patogénicos

por isso indesejaveis na via oral e topica.
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Grifico 4. Resultados das contagens de bactérias aerobias, bactérias Gram negativas bile

tolerantes, bolores e leveduras das amostras de Curcuma longa obtidas do agricultor M de

Vargem Grande (VG), RJ no ano de 2015.

102
=

Localidade/Agricultor:
VG/M

Lote: A3

Ano: 2015

- Bactérias Aerobias
Totais

~ Fu E,agl}evem ras

(UFC/g)

* Bactérias Gram
negativa bile
tolerantes (UFC/g)

Os resultados apresentados no Grafico 4, em 2015, demonstraram que o agricultor M

conseguiu atingir um patamar de qualidade microbioldgica em todas as fases, em termos

quantitativos e qualitativos de acordo com o estabelecido pela OMS e Farmacopéia Brasileira

(WHO, 2011; ANVISA, 2010). Demonstrou-se que ¢ possivel melhorar a qualidade desde a

matéria prima até o produto final.
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Grafico 5. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas
bile tolerantes, de bolores e leveduras das amostras de Curcuma longa obtidas do agricultor J de

Pau da Fome (PF), RJ no ano de 2012.

| Graficos 1
Localidade fAgricultor:

PF/J
Lote: B

Ano: 2012

* Bactérias §
Totais

* Fungos e Leveduras

(UFC/g)

= Bactérias Gram
negativa bile
tolerantes (UFC/g)

Observou-se que os resultados apresentados no Grafico 5 encontram-se dentro dos
parametros estabelecidos pela OMS e pela Farmacopéia Brasileira em todas as fases de processo

de C. longa (WHO, 2011; ANVISA, 2010).
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Grafico 6. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas
bile tolerantes, bolores e leveduras das amostras de Curcuma longa obtidas do agricultor J de

Pau da Fome (PF). RJ no ano de 2013.

Localidade/Agricultor:
PF/)

Lote: B1
Ano: 2013

- Bactérias Aerdbias
Totais

* Fungos e Leveduras

(UFC/g)

* Bactérias Gram
negativa bile tolerantes
(UFC/g)

Os resultados apresentados no Grafico 6 para o agricultor J de Pau da Fome (PF) foram
satisfatorios, portanto dentro dos parametros estabelecidos pela OMS e Farmacopéia Brasileira
em todas as fases, em termos quantitativos e qualitativos, tornando-se o padrao de referéncia de

qualidade para fins comparativos (WHO, 2011; ANVISA, 2010).
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Grafico 7. Resultados das contagens de bactérias aerobias,de bactérias Gram negativas

bile tolerantes, bolores e leveduras das amostras de Curcuma longa obtidas do agricultor J de

Pau da fome, RJ no ano de 2014.

Grafico7

Localidade/Agricultor:
PF/)

Lote: B2
Ano: 2014

~ Bactérias Aerobias
Totais

- Fungos e Leveduras
(UFC/g)

* Bactérias Gram
negativa bile tolerantes
(UFC/g)

No Grafico 7, observou-se que o agricultor J de Pau da Fome continua mantendo o
padrio de qualidade microbiologica satisfatorio, demonstrando que ¢ possivel manter a

qualidade desde a matéria prima de C. longa até o produto final.
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Grafico 8. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas
bile tolerantes, bolores e leveduras das amostras de Curcuma longa obtidas do agricultor J de

Pau da Fome (PF), RJ no ano de 2015.

Localid ade /Agricultor:
PF/)

Lote: B3
Ano: 2015

- Bactérias Aerobias
Totais

- Fungos e Leveduras
(UFC/g)

* Bactérias Gram
negativa bile tolerantes
(UFC/g)

Os resultados apresentados no Grafico 8 demonstram que o agricultor J de Pau da Fome
permanece com o mesmo padrio em todas as fases. Mediante o presente resultado, foi
solicitado que relatasse sua experiéncia aos demais, uma vez que desde o inicio do trabalho
(2012) ele se manteve como padrdo de referéncia cumprindo em todas as fases do produto a
qualidade preconizada pela OMS e Farmacopéia Brasileira, ou seja, dentro dos limites pré-
estabelecidos de contaminagdo microbioldgica, desde a matéria prima até o produto final (WHO,

2011; ANVISA, 2010) havendo presenca apenas dos microorganismos comuns ao ambiente.
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Grafico 9. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas
bile tolerantes, bolores e leveduras das amostras de Curcuma longa obtidas do agricultor D de

Queimados(Q) , RJ no ano de 2013.

Localidade fAgricultor:
Q/D

Lote: C

Ano: 2013

* Bactérias Aerabias
Totais

* Fungos e Leveduras
(UFC/g)

* Bactérias Gram
negativa bile
tolerantes (UFC/g)

Nos resultados apresentados no Grafico 9 foi possivel observar um elevado ntimero de
bactérias aerobias, bolores e leveduras e de bactérias bile tolerantes e a presenga expressiva de
patogenos insatisfatorios, portanto, em desacordo com os parametros da OMS e Farmacopéia
Brasileira.

Em reunido para apresentacdo dos resultados o agricultor Q/D /2013 lote C, ficou
preocupado com seus resultados, demostrando interesse na melhoria da qualidade de suas
condi¢des de cultivo. Ressaltou que tinha um problema sério na dgua que usava no cultivo e
quanto a presenca de muitos animais nas suas plantagdes. Enfim, um tempo depois fomos

informados que ele optou por sair do Programa.

A Tabela 6 mostra todos os microrganismos identificados em cada amostra de Curcuma

longa.
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Tabela 6. Micro-organismos identificados em cada amostra de Curcuma longa obtidas dos 3

agricultores participantes VG/M, PF/J e Q/D nos anos de 2012 a 2015.

Fases Micro-organismos
VG/M/ 2012/ A Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Cronobacter
1. Rizoma fresco sakazakii,Citrobacter  freundii,Serratia ~ marcescens, Enterobacter
gergoviae,Hafnia alvei, Bacillus cereus,Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus, Shigella sp. e Aspergillus parasiticus

2. Rizoma seco Escherichia coli, Enterobacter cloacae,Cronobacter
sakazakii,Citrobacter  freundii,Serratia ~ marcescens, Enterobacter
gergoviae,Hafnia alvei,Bacillus cereus,Bacillus subtilis, e Aspergillus
parasiticus

3.Rizoma triturado  Escherichia coli, Enterobacter cloacae,Cronobacter
sakazakii,Citrobacter  freundii,Serratia ~ marcescens, Enterobacter
gergoviae,Hafnia alvei,Bacillus cereus,Bacillus subtilis, Shigella
sonnei e Aspergillus parasiticus

4.produto final(pd)  Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Cronobacter sakazakii,
Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Enterobacter gergoviae,
Enterobacter agglomerans , Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Bacillus pumilus e Aspergillus parasiticus

VG/M/ 2013/ A1l Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Cronobacter sakazakii e

1.Rizoma fresco Serratia marcescens

2. Rizoma seco Escherichia coli, Bacillus cereus , Bacillus subtilis, Enterobacter
aerogenes ,Raoultella planticola, Enterobacter cloacae e Serratia
marcescens

3.Rizoma triturado  Escherichia coli, Bacillus cereus , Bacillus subtilis, Enterobacter
aerogenes ,Raoultella planticola, FEnterobacter cloacae, Shigella
sonnei e Serratia marcescens

4. produto Escherichia coli, Enterobacter aerogenes ,Raoultella planticola,

final(pd)* Enterobacter cloacae e Shigella sonnei .

VG/M 2014/ A2 Escherichia coli, Bacillus cereus Candida albicans Enterobacter
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4.Produto fina(p6d)  Staphylococus epidermidis e Bacillus subtilis
PF/J/B3/2015

1.Rizoma fresco Bacillus subtilis

2. Rizoma triturado  Bacillus subtilis
3. Produto  Bacillus cereus , Bacillus subtilis
fina(po)*
Q/D/C/2013 Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Cronobacter sakazakii,
1. Rizoma fresco  Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Enterobacter gergoviae,
Bacillus cereus, Stenotrophomonas maltophilia, Salmonella, Shigella
sonnei, Pseudomonas aeruginosa , Aspergillus parasiticus e
Aspergillus flavus.
2. Rizoma seco Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Cronobacter sakazakii,
Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Enterobacter gergoviae,
Klebsiella oxyoca, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Shigella sonnei
e Aspergillus parasiticus
3 Rizoma triturado  Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Cronobacter sakazakii,
Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Enterobacter gergoviae,
Pseudomonas stutzeri, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Shigella
sonnei e Aspergillus parasiticus
4.produto final(pd)  Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Cronobacter sakazakii,
Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Enterobacter gergoviae,
Salmonella sp.,  Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus

subtilis, Shigella sonnei Candida albicans e Aspergillus parasiticus

5.3 Resultados das andlises microbioldgicas nas amostras de Schinus terebinthifolius:

A Tabela 7 apresenta as contagens de micro-organismos presentes nas amostras de S.
terebinthifolius dos 4 diferentes agricultores no periodo de 2013 a 2015. Os Graficos 10 a 21
mostram a distribuicdo dos microrganismos presentes nas amostras obtidas dos 4 agricultores de

Schinus terebinthifolius nas suas 3 fases de cultivo e processamento.
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Tabela 7. Contagens de bactérias Aerdbias, de bactérias Gram negativa bile tolerantes, bolores e

Leveduras das amostras de

diferentes no Estado do rio de Janeiro no periodo de 2013 a 2015.

Schinus terebinthifolius obtidas dos 4 agricultores de localidades

Localidade/

Agricultor:

VG/M

VG/M
VG/M

VG/M

VG/M
VG/M

VG/M

VG/M
VG/M

RP/E
RP/E
RP/E

RP/E
RP/E

Produto

1.folhas frescas

2.extrato aquoso
3.sabonete
liquido

1.folhas frescas

2.extrato aquoso
3. sabonete
liquido

1.folhas frescas

2.extrato aquoso
3. sabonete
liquido

1.folhas frescas
2.extrato aquoso
3. sabonete
liquido

1.folhas frescas

2.extrato aquoso

Lote

Al-
003DS
Al

A10013.

03
A2-003
DS

A2

A2

A3-
003DS

A3
A3

B1
Bl
B1

B2
B2

Ano

2013

2013
2013

2014

2014
2014

2015

2015
2015

2013
2013
2013

2014
2014

Fase

Bactérias
Aerobias
Totais

(UFC/g)

1,5x10°

2,0x10°
1,5x10°

1,8x10*

1,0x10°
2,1x10*

1,0x10°

1,0x10
3,1x10

1,1x10°
1,0x10*
3,1x10°

2,4x10°
1,0x10°

Fungos

Leveduras

(UFC/g)

10?

10°
10°

10?

10?
10?

<10

<10
<10

<10
<10
<10

<10
<10

(¢

Bactérias
Gram
negativa bile
tolerantes
(UFC/ g)

10°

10°
10°

10?

10°
10°

10"

10°
10?

10?
10?
10°

10!
10!




RP/E

RP/E
RP/E
RP/E

PF/R
PF/R
PF/R

PF/R

PF/R
PF/R

PF/R
PF/R
PF/R

C/F10
C/F10
C/F10

C/F10
C/F10
C/F10

C/F10
C/F10
C/FIO

3. sabonete
liquido

1.folhas frescas
2.extrato aquoso
3. sabonete
liquido

1.folhas frescas
2.extrato aquoso
3. sabonete
liquido

1.folhas frescas

2.extrato aquoso
3. sabonete
liquido

1.folhas frescas
2.extrato aquoso
3. sabonete
liquido

1.folhas frescas
2.extrato aquoso
3. sabonete
liquido

1.folhas frescas
2.extrato aquoso
3. sabonete
liquido

1.folhas frescas
2.extrato aquoso
3. sabonete

liquido

B2

B3
B3
B3

CSo0016
C
C

C1S0016
A

C1

Cl

C2
C2
C2

D
D,
D,

D,
D,
D,

2014

2015
2015
2015

2013
2013
2013

2014

2014
2014

2015
2015
2015

2013
2013
2013

2014
2014
2014

2015
2015
2015

1,0x10?

1,0x10°
1,0x10
<100

1,2x10*
1,2x10°
2,5x10°

2,5x10°

2,1x10°
2,2x10"

3,1x10°
1,0x10
<10

1,8x10°
2,1x10°
1,0x10*

4,1x10°
2,3x10*
7,1 x10°

1,3x10*
1,6x10°
<10

<10

<10
<10
<10

1,5x10?
2,1x10?
<10

<10

<10
<10

<10
<10
<10

1,0x10*
1,5x10°
<10

<10
<10
<10

<10
<10
<10
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10°

10!
10!
10!

10?

<10
<10

<10
<10
<10

10°
10°
10°

10*
10*

10?
10?
10?
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VG/M= Vargem Grande/ Agricultor M

RP/E= Rio da Prata/ Agricultor E

PF/R= Pau da Fome/ Agricultor R

C/FIO = Curicica/ Campus da FIOCRUZ/NGBS
UFC/g= Unidade Formadora de Coldnia por grama

Grifico 10. Resultados das contagens de bactérias aerobias, de bactérias Gram negativas bile
tolerantes, bolores e leveduras nas amostras de folhas frescas de Schinus terebinthifolius obtidas

do agricultor M de Vargem Grande (VG), RJ nos anos de 2013, 2014 ¢ 2015.

Grafico 10

| Localidade /
‘ . Agricultor: VG/M

Fase 1

FOLHAS FRESCAS

Bactérias Aerdbias Tot
(UFC/g)

[FFungos e
Leveduras

(UFC/g)
' [E Bactérias Gram negativa
Y -

bile tolerantes
e (UFC/ g)
Lote A1-003DS 2013 Lote A2-003DS 2014 LoteA3-003Ds 2015

No Grafico 10 observou-se que todas as amostras de folhas frescas de S. terebinthifolius
nos trés anos consecutivos 2013 a 2015, foram satisfatorias quanto a qualidade microbioldgica

de acordo com a OMS e a Farmacopéia Brasileira (WHO, 2011; ANVISA, 2010).
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Grifico 11. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas
bile tolerantes, bolores e leveduras nas amostras de extrato aquoso de Schinus terebinthifolius

obtidas do agricultor M de Vargem Grande (VG) nos anos de 2013, 2014 ¢ 2015.

Localidade /
Agricultor: VG/M

Fase 2

EXTRATO AQUOSO

[F1Bactérias Aerdbias Totais
(UFC/g)

[FlFungos e
Leveduras
(UFC/g)

[F]Bactérias Gram negativa
bile tolerantes
(UFC/ g)

Lote Al Lote A3

No Grafico 11 observou-se uma elevadissima contaminacdo na fase de extrato aquoso,
nas amostras de Schinus terebinthifolius no ano de 2013, onde todas as amostras estdo
insatisfatorias em relacdo aos limites preconizados para bactérias aerdbias, bolores e leveduras,
bactérias bile tolerantes e devido a presenca de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e os indesejaveis: Bacillus megaterium, Pseudomonas stutzeri, Pantoeae
aglomerans, Enterobacter cloacae, Cronobacter sakazakii, Pseudomonas stutzeri, Burkholderia
cepacia, Pseudomonas florescens e Sphingomonas paucimobilis (Tabela 8), comprometendo o
produto final (sabonete liquido).

Estes  microrganismos, certamente sdo provenientes da 4gua e  dos
humano(VERSALOVIC et al, 2011).

Em reunido para mostrar os resultados, foi recomendado a andlise da agua e o
monitoramento das boas praticas durante o processo.

A partir de 2014 observou-se uma profunda mudanga na contagem de bactérias aerdbias,
bactérias bile tolorentes, bolores e leveduras, nos extratos aquosos que passaram a ser

satisfatorios.
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Em 2015 observou-se que todos os extratos estavam dentro dos padrdes, portanto os

resultados foram satisfatorios.

Grafico 12. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas
bile tolerantes, bolores e leveduras das amostras de sabonete de Schinus terebinthifolius obtidas

do agricultor M de Vargem Grande (VG), RJ nos anos de 2013, 2014 e 2015.

Localidade /
Agricultor: VG/M

Fase 3

SABONETE LiQUIDO

(UFC/g)

[ElFungos e
Leveduras
(UFC/g)

[E Bactérias Gram negativa
bile tolerantes
-_— (UFC/ g)
Lote A10013.03 2013 Lote A2 Lote A3 2015

‘ : [FlBactérias Aer6bias Totais
‘ 103

No Gréfico 12 os resultados do produto final (sabonete) no periodo de 2013
encontravam-se fora do preconizado. Apos reunido para apresentar os resultados, em 2014 foi
observado uma melhora. Em 2015 o produto final encontrou-se proprio para o uso com as
amostras dentro do estabelecido pela OMS e Farmacopéia Brasileira (WHO, 2011; ANVISA,
2010).
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Grafico 13. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas
bile tolerantes, bolores e leveduras nas amostras de folhas frescas de Schinus terebinthifolius

obtidas do agricultor E de Rio da Prata (RP), RJ nos anos de 2013, 2014 ¢ 2015.

Localidade /
Agricultor: RP/E

Fase 1

FOLHAS FRESCAS

[ElBactérias Aerdbias Totais
(UFC/g)

[ElFungos e

Leveduras
10! (UFC/g)
— [E1Bactérias Gram negativa

e — bile tolerantes
Lote B1 2013 Lote B2 2014 Lote B3 2015 (UFC/ g)

Os resultados apresentados pelo agricultor E de RP (Gréfico 13) nos anos 2013, 2014 e
2015 para as folhas frescas de Schinus terebinthifolius, demonstram que as amostras nos trés
anos estavam satisfatdrias consequentemente cumprindo com os pardmetros da OMS e

Farmacopeia Brasileira.
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Grafico 14. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas
bile tolerantes, bolores e leveduras nas amostras de extrato aquoso de Schinus terebinthifolius

obtidas do agricultor E de Rio da Prata nos anos de 2013, 2014 ¢ 2015.

Localidade /
Agricultor: RP/E

Fase 2

EXTRATO AQUOSO

[E] Bactérias Aerébias Totais
(UFC/g)

[ElFungos e
Leveduras
(UFC/g)

[¥] Bactérias Gram negativa
bile tolerantes
(UFC/ g)

Lote B1 Lote B2 Lote B3

Os resultados apresentados pelo agricultor E de rio da Prata (Grafico 14) nos anos 2013,
2014 e 2015 em relagdo ao extrato aquoso de Schinus terebinthifolius mostraram que as amostras
nos trés anos estavam satisfatorias, nas contagens e auséncia de patégenos cumprindo assim, com

os parametros da OMS e Farmacopéia Brasileira.
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Grifico 15 - Resultados das contagens de bactérias aerobias, de bactérias Gram negativas
bile tolerantes, bolores e leveduras das amostras de sabonete de Schinus terebinthifolius obtidas

do agricultor E de rio da Prata (RP), RJ nos anos de 2013, 2014 e 2015.

Localidade /
Agricultor: RP/E

Fase 3

SABONETE LiQUIDO

[F1Bactérias Aerdbias Totais
(UFC/g)

[EIFungos e
Leveduras
(UFC/g)

[ElBactérias Gram negativa

" bile tolerantes

(UFC/ g)

Lotes1 2013 loteB2 2014 loteB3 2015

Os resultados do agricultor E de rio da Prata (Grafico 15) nos trés anos consecutivos
mostraram que as amostras de sabonete liquido de Schinus terebinthifolius estao satisfatorias, nas
contagens de microrganismose com auséncia de patdégenos cumprindo com o estabelecido pela

OMS e Farmacopeia Brasileira, desde a matéria prima até o produto final.
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Grafico 16. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas
bile tolerantes, bolores e leveduras nas amostras de folhas frescas de Schinus terebinthifolius

obtidas de agricultor R de Pau da Fome, RJ nos anos de 2013, 2014 ¢ 2015.

Localidade /
Agricultor: PF/R

EIN

FOLHAS FRESCAS
[E1Bactérias Aerdbias Totais
(UFC/g)

[ElFungos e

Leveduras
(UFC/g)
[E1Bactérias Gram negativa

bile tolerantes
(UFC/ g)

Lote CS0016 2013 Lote CS0016-1 2014 Lote C2 2015

Observou-se no Grafico 16 que as amostras de folhas frescas de Schinus terebinthifolius
obtidas do agricultor encontram-se dentro dos padrdes de qualidade microbiologica preconizados
pela OMS e Farmacopéia Brasileira, por terem sido satisfatorias nas contagens de

microrganismos e auséncia de patdgenos, como demonstrado na Tabela 8.
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Grafico 17. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas bile
tolerantes, bolores e leveduras das amostras de extrato aquoso de Schinus terebinthifolius

obtidas do agricultor R de Pau da Fome (PF), RJ nos anos de 2013, 2014 ¢ 2015.

Localidade /
Agricultor: PF/R

Fase 2

EXTRATO AQUOSO

[E]Bactérias Aerdbias Totais
(UFC/g)

[E Fungos e
Leveduras
(UFC/g)

[El Bactérias Gram negativa
bile tolerantes
(UFC/ g)

Lote C1 Lote C2

Os resultados apresentados no Grafico 17 mostram que o extrato aquoso Schinus
terebinthifolius encontram-se dentro dos padrdes da OMS e Farmacopéia Brasileira, com todas

as amostras satisfatorias nas contagens de microrganismos e auséncia de patdgenos.
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Grafico 18. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas
bile tolerantes, bolores e leveduras nas amostras de sabonete de Schinus terebinthifolius obtidas

do agricultor R de Pau da Fome, RJ nos anos de 2013, 2014 ¢ 2015.

Localidade /
Agricultor: PF/R

Fase 3

SABONETE LiQUIDO

[E1Bactérias Aerébias Totais
(UFC/g)

[EFungos e
Leveduras

(UFC/g)
[® Bactérias Gram negativa

v ' bile tolerantes

(UFc/ g)

Lote C 2013 Lote C1 2014 Lote C2 2015

Observa-se no Grafico 18 que o produto sabonete liquido encontra-se dentro dos padroes
da OMS e Far.Brasileira com todas as amostras satisfatorias nas contagens e auséncia de

patdgenos. Portanto, satisfatorio desde a matéria prima até o produto final.
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Grifico 19. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas
bile tolerantes, bolores e leveduras das amostras de folhas frescas e extrato aquoso de Schinus

terebinthifolius obtidas do agricultor FIO de Curicica, RJ nos anos de 2013, 2014 e 2015.

Localidade /
Agricultor: C/FIO

Fase 1

FOLHAS FRESCAS e
EXTRATO AQUOSO

[F1Bactérias Aerdbias Totais
(UFC/g)

[ElFungos e
Leveduras
(UFC/g)

[FIBactérias Gram negativa
bile tolerantes

(UFC/ g)

Lote D1 Lote D3 Lote D3 2015
folhas frescas folhas frescas extrato aquoso

No Gréfico 19 observou-se que:

- O lote D, folhas frescas 2013 - as contagens estdo dentro dos padrdes, porém com
presenca de Staphylococcus aureus e Bacillus megaterium, Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus, Pantoeae aglomerans e Cronobacter sakazakii.

O lote D, folhas frescas 2014 - observou-se melhora nas contagens e auséncia de
patogenos, portanto, cumprindo com o estabelecido pela OMS e Farm. Brasileira.

O lote D; folhas frescas 2015 - mostra as contagens dentro dos padrdes e auséncia de
patdgenos, cumprindo com o estabelecido pela OMS e Farm. Brasileira.

O lote D3 extrato aquoso/2015 - também encontra-se dentro do permitido pela OMS e

Farmacopéia Brasileira.
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Grafico 20. Resultados das contagens de bactérias aerdbias, de bactérias Gram negativas
bile tolerantes, bolores e leveduras nas amostras de extrato aquoso e sabonete de Schinus

terebinthifolius obtidas do agricultor FIO de Curicica, RJ nos anos de 2013, 2014 e 2015.

Localidade / Agricultor:
C/FIO

Fase 2

EXTRATO AQUOSO e
SABONETE LiQUIDO

[ElBactérias Aerébias Totais
(UFC/g)

[ElFungos e
Leveduras
(UFC/g)

104
102 [EBactérias Gram negativa bile
) tolerantes

(UFC/ g)

Lote D1 Lote D2 2014 Lote D3 2015

extrato aquoso extrato aquoso sabonete léquido

Observou-se no Grafico 20:

- O lote D; extrato aquoso/2013 - o numero elevado nas contagens e presenca de
patégenos como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, Bacillus
megaterium, Pseudomonas stutzeri, Pantoeae agglomerans, Enterobacter cloacae, Cronobacter
sakazakii, Brevundimonas diminuta, Pseudomonas florescens e Sphingomonas paucimobilis.
(Tabela 4 e Tabela 8) comprometeram o produto final.

Foi recomendado o monitoramento das boas praticas no pré e pds cultivo, andlise da
agua utilizada para produgdo do extrato e a verificagdo do destilador (provavelmente fontes de
contaminagdo), devido a presenga de micro-organismos indicadores de 4gua contaminada.

- No lote D, extrato aquoso/2014 - verificou-se a reducao acentuada do numero de
bactérias, bolores e leveduras , mas ainda ocorreu presenca de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas florescens e Sphingomonas paucimobilis.

- O lote D3 extrato aquoso/2015 — No Grafico 19, encontra-se dentro do permitido pela

OMS e Farmacopéia Brasileira.
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- O lote D3 sabonete liquido/2015 — observou-se que o monitoramento da dgua e a troca
do destilador foram importantes, pois os resultados melhoraram em todas as fases, colocando o
produto em conformidade com os padrdes estabelecidos pela OMS e Farmacopéia Brasileira. O
que demonstrou que € possivel melhorar o produto desde a matéria prima até o produto final

(sabonete) adotando em todas as fases as boas praticas de cultivo e producao.

Grifico 21. Resultados das contagens de bactérias aerobias, de bactérias Gram negativas bile
tolerantes, bolores e leveduras nas amostras de sabonete de Schinus terebinthifolius obtidas do

agricultor FIO de Curicica, RJ nos anos de 2013, 2014 ¢ 2015.

Localidade /
Agricultor: C/FIO

Fase 3

SABONETE LiQUIDO

[F1Bactérias Aerdbias Totais
(UFC/g)

[ElFungos e
Leveduras
(UFC/g)

[EBactérias Gram negativa
bile tolerantes
(UFC/ g)

Lote D1 Lote D2

Observa-se no Grafico 21 um contagem de bactérias aerdbias e bile tolerantes, no
produto final (sabonete liquido) em 2013 e 2014, com presenca de Bacillus megaterium,
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Pantoeae agllomerans, Cronobacter sakazaki,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas stutzeri, Brevundimonas diminuta, Pseudomonas

florescens e Sphingomonas paucimobilis.
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A Tabela 8 mostra os micro-organismos identificados de cada amostra de Schinus

terebinthifolius.

Tabela 8. Micro-organismos identificados de cada amostras de Schinus terebinthifolius obtidos
de 4 agricultores de 4 localidades, Vargem Grande (VG), Rio da Prata (RP), Pau da Fome (PF) e
Curicica (C), nos anos de 2012 a 2015.

Fases Micro-organismos

VG/M Al- Acinetobacter sp., Enterobacter clocae,  Bacillus circulans,
003DS/2013 Bacillus cereus e Aspergillus parasiticus

1.folhas frescas

VG/M Bacillus  megaterium,  Pseudomonas  stutzeri, = Pantoeae
2.extrato aquoso aglomerans, Enterobacter cloacae, Cronobacter sakazakii,

Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Pseudomonas
florescens, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Sphingomonas paucimobilis
VG/M Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Staphylococcus
3. sabonete liquido aureus, Pseudomonas stutzeri , Cronobacter sakazakii e

Escherichia coli

VG/M A2-003 Bacillus circulans, Bacillus cereus, Bacillus megaterium,
DS/2014 Enterobacter cloacae, Pantoeae agglomerans, Aspergillus
1.folhas frescas parasiticus

VG/M Pseudomonas  aeruginosa, Sphingomonas  paucimobilis,
2.extrato aquoso Burkholderia cepacia, Pseudomonas florescens,

VG/M Pseudomonas florescens, Enterobacter cloacae, Cronobacter
3. sabonete liquido sakazakii e Pseudomonas aeruginosa

VG/M/ A3/2015 Bacillus circulans, Bacillus cereus,Bacillus megaterium e Bacillus

1.folhas frescas subtilis



VG/M

2. extrato aquoso
VG/M

3. sabonete liquido
RP/E/2012

1.folhas frescas

2. extrato aquoso
3. sabonete liquido
RP/E/2013

1. folhas frescas

2. extrato aquoso
3. sabonete liquido
RP/E/2014

1. folhas frescas

2. extrato aquoso

3. sabonete liquido
RP/E/2015
1.folhas frescas

2. extrato aquoso

3. sabonete liquido
PF/R/C/ 2013
1.folhas frescas
PF/R/C/2013
2.extrato aquoso
PF/R/2013

3. sabonete liquido
PF/R/C/2014
1. folhas frescas

2. extrato aquoso
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Bacillus circulans, Bacillus cereus e Bacillus brevis

Bacillus circulans e Bacillus brevis

Bacillus subtilis, Pantoea agglomerans e Hafnia alvei

Bacillus subtilis,
Bacillus subtilis e Bacillus cereus

Hafnia alvei e Bacillus circulans

Bacillus circulans

Bacillus circulans

Bacillus circulans e Bacillus cereus

Bacillus circulans

Bacillus circulans

Bacillus subtilis e Pantoea agglomerans

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis, Bacillus cereus e Hafnia alvei

Bacillus pumilus

Bacillus pumilus e Hafnia alvei

Hafnia alvei e Bacillus circulans

Bacillus pumilus e Bacillus cereus



3. sabonete liquido
PF/R/C/2015

1. folhas frescas

2. extrato aquoso
3. sabonete liquido
C/F10/D4,2013

1.folhas frescas

2. extrato aquoso

3. sabonete liquido

C/F10/D,,2014
1.folhas frescas

2. extrato aquoso

3. sabonete liquido
C/F10/D4,2015
1.folhas frescas

2. extrato aquoso

3. sabonete liquido

Bacillus pumilus

Bacillus subtilis, Bacillus cereus e Hafnia alvei

Bacillus subtilis, Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Bacillus megaterium, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,
Pantoeae agllomerans, Cronobacter sakazaki e , Staphylococcus
aureus

Bacillus megaterium, Pseudomonas stutzeri, Escherichia coli,
Pantoeae  agglomerans,  Enterobactercloacae,  Cronobacter
sakazakii, Pseudomonas aeruginosa,Brevundimonas diminuta,
Escherichia coli,

Pseudomonas florescens, Staphylococcus

aureus e Sphingomonas paucimobilis

Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas aeruginosa, Brevundimonas

diminuta, e Pseudomonas florescens

Bacillus subtilis , Pantoea agglomerans, e Aspergillus parasiticus

Staphylococcus  aureus, Pseudomonas  florescens e
Sphingomonas paucimobilis
Bacillus cereus e Staphylococcus aureus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

A escassez de referéncias, que monitorem microbiologicamente todas as fases do
processo produtivo de fitoterdpicos, ndo permitiu a comparacdao dos resultados obtidos neste
estudo, que avalia desde a obtencdo da matéria prima, as fases de manipulacdo e o produto
final. A literatura ¢ rica em apresentar estudos de contaminagdo microbioldgica na matéria

prima e no produto final, ndo justificando a origem do elevado nivel de contaminacdo do
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produto final (fitoterdpicos). Varios trabalhos como exemplo: ”Avaliacdo da contaminagdo
microbiana em fitoterapicos” (FARIA, 2012), observa-se a presen¢a de micro-organismos no
produto final (fitoterapicos). Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter planticola, Cedecea davisae, Enterobacter gergoviae, Serratia marcescens,
Cronobacter sacazakii, Klebsiella oxytoca, Hafnia alvei, Citrobacter freundii, Staphylococus
aureus, Salmonella sp., Staphylococus epidermidis, Bacillus circulans, Bacillus subtilis,
Bacillus coagulans, Bacillus cereus, Candida albicans e Aspergillus Parasiticus, outro estudo
realizado na Ardbia Saudita, a contaminagcdo por Bacillus cereus foi extremamente
significativa atingindo um percentual de 45% das amostras (ALWAKEEL, 2008). O Bacillus
cereus estava presente em oito das amostras pesquisadas neste estudo. E em estudo avaliando a
utilizacdo de suplemento nutricional a bases de ervas contaminado por Bacillus subtilis
estabeleceu-se uma relagdo com consumo e toxicidade em células hepaticas
HepG2 (STICKEL, et. al.; 2009). A revisao da literatura identificou a presenga de aflatoxinas
em fitoterapicos em estudos realizados na Malasia e Tailandia. A aflatoxina pode ser produzida
por Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus e sua presenga no organismo humano pode ter
efeito carcinogénico, teratogénico e mutagénico (ALIL, et al; 2005, Tassaneeyaku et al; 2004),
todos no produto final. Também em amostras de fitoterdpicos analisadas no INCQS sob
intervencdo da vigilancia sanitaria, (analise fiscal), em torno de 95% estavam em desacordo
com o estabelecido pela Farmacopeias, devido ao elevado nivel de contaminagdo e presenga de
patogenos.

A maioria dos estudos que abordam o controle de qualidade de fitoterapicos sugere
necessidade de uma regulagdao mais rigida e especifica desta espécie de produto. A adogao de
Boas Praticas no manejo agricola, monitoramento das Boas Praticas na industria e controle
microbioldgico rotineiro (SAHOO; MANCHILKANTI; DAY, 2010; ALWAKEEL, 2008;
KOSALEC; CVEK; TOMIC, 2009; ENAYATIFARD; ASGARIRAD; KAZEMI-SANI,
2009).

Nessa tese foram encontrados todos estes micro-organismos além de Shigella sonnei e
Klebsiella oxytoca, Aspergillus flavus e Aspergilus paraticus dentre outros, em todas as fases
do processo produtivo do sabonete liquido proveniente de S. terebintipholius ¢ o pd da

Curcuma longa.
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Por isso esta tese se pautou na avaliagdo da origem da contaminagdo que ocorre desde a
manipulacdo até o produto final (fitoterapico) em todas as fases, para determinar pontos
criticos de possivel origem da contaminag¢ao microbiologica e com isso melhorar a qualidade
do produto.

Afim de diminuir e eliminar riscos a saide, numa abordagem interdisciplinar para
prevenir, garantir e proteger a populacdo num acesso seguro e racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, fortalecendo os programas de fitoterapia com abastecimento de matérias primas
de qualidade oriundas de agricultores capacitados, potencializando as opgdes terapéuticas da

rede SUS.

5.4 Micro-organismos patogénicos encontrados neste estudo

A determinacdo do numero total de bactérias aerdbias — contagem do ntimero total de
bactérias em produtos e matérias-primas nao estéreis, ¢ aplicado para se determinar se o produto
satisfaz as exigéncias microbioldgicas farmacopeicas.

As bactérias Gram-negativas bile tolerantes compdem uma familia das mais importantes
conhecidas pelo homem, constituida por um grande grupo de bactérias Gram-negativas
anaerdbias facultativas (com algumas excecdes), nas quais estdo incluidos importantes patogenos
causadores de doencas de origem alimentar, como Escherichia coli e Yersinia enterocolitica e
bactérias dos géneros Salmonella, Shigella, Cronobacter, Klebsiella e Serratia. A presenca destas
bactérias indica um potencial problema ou falha no processo (VERSALOVIC, 2011).

Espécies de Salmonella — bastonete Gram-negativo, flagelado, anaerdbio facultativo e
intracelular, pertencente a familia Enterobacteriaceae. As bactérias desta espécie sao tipicamente
adquiridas por via oral, sendo geralmente isoladas de vegetais e frutas frescas . A manifestacao
clinica da infec¢do por salmonela (salmonelose) pode ser dividida em quatro doengas padroes:
febre tifoide, gastroenterite, bacteremia e outras complicagdes de salmoneloses ndo tifoides.
Além disso, o individuo infectado também pode se tornar um portador cronico, carregando o
micro-organismo de forma assintomadtica, mas sendo uma fonte de transmissao (VERSALOVIC,
2011).

Escherichia coli — bastonete Gram-negativo, flagelado e anaerobio facultativo, também

pertencente a familia Enterobacteriaceae. E uma bactéria comensal que pode ser encontrada na
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microbiota intestinal de uma variedade de animais, incluindo o homem. Entretanto, nem todas as
cepas sdo inofensivas, sendo as patogénicas capazes de causar doengas debilitantes em tecidos
intestinais e extra intestinais, como gastroenterite, intoxica¢ao alimentar, infec¢des nos tratos
urinarios e respiratorios, as vezes podendo levar ao obito . A E. coli faz parte da microbiota
intestinal de varios animais, liberada nas fezes, sua presenca usada como indicador de
contaminagao fecal (VERSALOVIC, 2011).

Staphylococcus aureus — coco Gram-positivo, imovel e anaerdbio facultativo. Suas
células sdo agrupadas em massas irregulares ou como cachos de uvas devido a sua divisdo celular
ocorrer em mais de um plano. E um micro-organismo versatil e oportunista, capaz de persistir e
se multiplicar em uma variedade de ambientes e causar uma ampla variedade de doengas em
humanos e animais. Comumente encontrado como comensal associado a pele, glandulas e
membranas mucosas, principalmente nas mucosas nasais, o S. aureus ¢ um dos principais
responsaveis por infec¢des hospitalares e comunitarias, causando doencas superficiais e
invasivas, muitas vezes apresentando consequéncias severas ¢ podendo levar ao Obito. As
infecgdes podem ocorrer em locais como pele, tecidos moles, trato respiratorio inferior e sangue,
levando a patologias como dermatites, mastite, abscessos, pneumonias, osteomielite, endocardite
e bacteremia (JORGENSEN; PFALLER, 2015).

Espécies de Shigella — bastonete Gram-negativo, imdvel e anaerdbio facultativo,
pertencente a familia Enterobacteriaceae. O homem ¢ seu unico hospedeiro natural e a forma de
transmissdo predominante € pela rota oro-fecal. Esta bactéria causa doencas pela infeccdo do
intestino e producdo de toxinas, como diarreia aquosa, disenteria e inflamacdo do intestino. A
infec¢do por Shigella também pode levar a complicacdes agudas e com risco de morte, como a
sindrome metabolica, complicagdes intestinais (megacolon tdxico, prolapso retal, perfuracao
intestinal) e sepse (JORGENSEN; PFALLER, 2015).

Citrobacter freundii, esta bactéria pode ser isolada de andlises clinicas como agente
patogénico - causadores de doenca, podendo ser encontradas nas fezes dos humanos e animais
(JORGENSEN; PFALLER, 2015).

Enterobacter ¢ uma bactéria patogénica causadora de infec¢des oportunistas, incluindo
bacteremia, infec¢es respiratorias, de pele e tecidos moles, infeccdes do trato urinario,

endocardite, infecgdes intra-abdominais, artrite séptica, osteomielite e infec¢des oculares.
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Algumas cepas podem se tornar muito resistentes a tratamento como resultado da sua presenca
em ambientes hospitalares (JORGENSEN; PFALLER, 2015).

Pseudomonas aeruginosa — bastonete Gram-negativo, flagelado e aerébio. E um micro-
organismo versatil e encontrado em diferentes ambientes, incluindo solo, 4gua, animais e plantas.
E considerado mais um patdgeno secundario ou oportunista do que causador de infecgdes
primarias em pacientes saudaveis, apesar disso, ¢ um micro-organismo de importancia clinica,
visto que ¢ um dos principais patdégenos causadores de infecgdes hospitalares em pacientes
debilitados ou imunodeficientes. A maior parte das cepas de P. aeruginosa envolvidas em
infecgdes sdo de bactérias invasivas e produtoras de toxinas que podem causar doengas como
pneumonia, queimaduras, feridas, infeccdes intestinais e urindrias, otite e ceratite
(VERSALOVIC, 2011).

Candida albicans — Fungo presente na microbiota intestinal e genitourinaria em 70% dos
humanos. E um patdgeno oportunista, causando normalmente infeccdes brandas ou
assintomaticas em individuos saudaveis e infecgcdes mais severas em individuos com sistema
imunolégico debilitado. Os exemplos mais comuns de infecgdo por C. albicans sdo a candidiase
orofaringea e a candidiase vulvovaginal. Adicionalmente as infecgdes em mucosas, o micro-
organismo pode causar infec¢des sistémicas e invasivas, que sdo infecgdes potencialmente letais,
onde o fungo atravessa a barreira epitelial e atinge a corrente sanguinea (candidemia), podendo
infectar quase todos os orgaos (VERSALOVIC, 2011).

Aspergillus flavus;, Aspergillus parasitucus - esses fungos tem a capacidade de atacar
unhas, olhos, cabelo e especialmente a pele, os quais sdo denominados de dermatofitos e
queratinofitos, onde sua acao resulta em infecgdes na regido como pé-de-atleta e dermatofitose e
produzem micotoxinas. Seus esporos causam enfermidades alérgicas (VERSALOVIC, 2011).

Bacillus cereus anaerdbio facultativo,formador de esporos, producao de enterotoxina, uma
das quais resistente ao calor e pH entre 2 e 11. Via oral — sindrome emética(vomitos) e diarréias
causadas pelas toxinas hemolisina BL e Hbl e enterotoxinas nao hemoliticas Nhe e citotoxina K
CYtK. Via topica - infec¢des cronicas da pele e ceratite (VERSALOVIC, 2011).

Stenotrophomonas maltophilia—patdgeno emergente que apresenta resisténcia a maioria
dos antimicrobianos, associa¢des: bacteremia, septcemia, sinusite, endocardite, pneumonia,
meningite, infeccao ocular, mastoidite, infecgdes de feridas cirurgicas, bursite, ectima gangrenosa

e abscesso hepatico (VERSALOVIC, 2011).
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Burkholderia cepacia — muito atrativa na biorremediagdo de solos e dguas contaminadas,
dada a capacidade de algumas estirpes de metabolizarem varios herbicidas como hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos(PAHs),ftalato,tricloroetileno,entre outros (VERSALOVIC, 2011).

Enterobacter cloacae ¢ facultativamente anaerobia sua morfologia ¢ em forma de
bastonete, Encontra-se amplamente distribuida em 4&gua, esgotos, solo, carne, ambientes
hospitalares; na pele e trato intestinal do homem e outros animais comporta-se como comensal.
Esta associada a infec¢des do trato urinario, infecgdes do trato respiratério, sepse € bacteremia
(JORGENSEN; PFALLER, 2015). Esta espécie de bactéria gram-negativa foi identificada em 9
amostras dos fitoterapicos.

Enterobacter gergoviae esta enterobacteria possui respiragdo aerdbica e ¢ um micro-
organismo movel geralmente isolada em hospitais e associadas a infec¢des do trato urindrio. No
Brasil esta bactéria foi pesquisada e isolada em baratas provenientes de hospitais. Estudos
comprovaram sua associagao a surtos hospitalares (PRADQO; et al, 2002).

Cronobacter sakazakii como as demais enterobacterias estad presente em plantas, solo e
intestinos de animais e humanos. Sua morbidade esta relacionada a doengas do trato respiratorio,
fluido cérebro espinhal (MURRAY; et al, 2007).

Hafnia alvei é um bacilo gram negativo, relacionado com diarréia em humanos, porém
seu mecanismo de viruléncia ndo se encontra bem definido. (MURRAY, et al, 2007; MURRAY,
et al, 2007).

Klebsiella — leucocitose, trombocitopenia, coagulagdo intravascular desseminada(CID),
que pode originar choque por hemorragias generalizadas, e eventual morte (VERSALOVIC,
2011).

Enterobacter sp., Serratia marcescens —trato intestinal de roedores e insetos,provocando
onfalite. Onfalite consiste em infec¢do da cicatriz umbilical. A cicatriz umbilical é uma ferida
adquirida, universal e singular, e oferece um bom ambiente para proliferagdo bacteriana.

Pseudomonas stutizeri -septicemia, osteomielite e artrite, endocardite, meningite,

pneumonia ¢/ou empiema, ectima gangrenosa, ventriculite (VERSALOVIC, 2011).
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6- CONCLUSAO

As plantas naturalmente possuem um grande numero de bactérias e fungos com
predominancia das bactérias formadoras de esporos, muitas vezes originarios do solo ou
derivados de estrume, no entanto a contaminacao microbiana pode ocorrer também através da
manipulagdo por pessoal infectado durante as fases de fabricacdo de um produto fitoterapico. O
nao cumprimento das BPF’s no cultivo e produgdo podem causar contaminagdo adicional. Este
estudo demonstrou que ¢ possivel melhorar a qualidade do produto através do constante
monitoramento em todas as fases..

Apo6s a descoberta de pontos criticos, reunides e estabelecimento e cumprimento das boas
praticas no cultivo e em todas as fases do processo, os resultados demonstraram que houve
melhoria da qualidade dos produtos, segundo os limites microbioldgicos estabelecidos pela
Organizacdo Mundial de Satde e Farmacopéia Brasileira.

A inclusdo da avaliagdo microbiologica, em todas as fases do processo € extremamente
relevante, uma vez que pode garantir a diminui¢do da contaminacdo microbiologica no produto
final. A eficacia do monitoramento € observada pelos resultados que demonstram que os produtos
alcancaram a qualidade microbioldgica preconizada pela OMS e Farmacopeia Brasileira.

Conclui-se que ha a necessidade de uma visdo mais abrangente no ambito da Vigilancia
Sanitaria com relagdo a qualidade das Plantas Medicinais e Fitoterapicos, principalmente os
utilizados pelo Sistema Unico de Saude (SUS), subsidiando interven¢des sobre os riscos
sanitarios e certificagdo de matérias primas, garantindo assim a qualidade desde a matéria prima

até o produto final.
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APENDICE A - MATERIAL, EQUIPAMENTOS, SOLUCOES E MEIOS DE
CULTURA

1. Materiais e equipamentos:

Pipetas graduadas de 1,2, 5 ¢ 10 mL
Erlenmeyer de 250mL

Placas de Petri

Tubos de ensaio 16 x 150 mm ou similar
Tubos de ensaio 18 x 180 mm ou similar
Alga de inoculagao

Espétulas e pincas

Capela de fluxo laminar

Banho termostatico

Estufas bacteriologicas

2. Soluc¢odes e meios de cultura

2.1 - Solucio tampao de cloreto de sodio-peptona, pH 7,0

Fosfato de potassio MONObASICO ........eevveeeiieniieeiieniieiienieeneen 36¢
Fosfato dissddico dihidratado ..........cccceeeviieeiiieeiiiecieeeeeeen 72 g
Cloreto de SOAI0.....cuuiieeiieeiieeeiieecee e e 43¢
Peptona (carne ou caseina).........coccueeeveveeeniienniieeniieeeniee s 1,0g
Agua purificada ...........ocooeveeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL

Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.
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2.2 - Tampao fosfato pH 7,2 — Solugio estoque

Fosfato de potdssio mONObASICO...........eeevvereevieeniiieeiree e 340¢g
Hidroxido de s6dio 4% Adicionar aproximadamente ................ 175 mL
Agua purificada ..........o.oooeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL

Dissolver o fosfato de potassio monobdasico em 500 mL de agua, acertar o pH para 7,2 +
0,2 com hidroxido de sodio 4%. Completar o volume com 4gua, esterilizar e conservar sob
refrigera¢do. Quando da utilizagdo diluir a solug@o estoque com agua na proporcao de 1 para 800

(v/v) e esterilizar.

2.3 - Diluente Universal

Fosfato de potassio MONODbASICO.......c..eevueerieeiieiiienie e 36¢g
Fosfato dissodico dihidratado............ccceeveveveiienieeniienieeiieieeeee, 72 ¢g
ClIOreto de SOAIO ....eeviieiieiiieieeiie ettt e 43¢
Peptona de carne ou de caseina..........ccceeeeveereenerneeieneeniennnn 10g
Lecitina de gema de OVO........coeeveriirieniiiiinicecceeee e 30g
L-histidina ..oocveeeeiiieieeeee e 1.,0g
Polissorbato 80........cccuiieiiieeiieeiieeeee e 30,0 g
AU PUIIFICAA ... 1000 mL

Pesar e dissolver os ingredientes na dgua destilada agitando constantemente. Aquecer se

necessario. Ajustar o pH para 6,8 + 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

2.4 - Caldo neutralizante DEY-ENGLEY

Caseina enzimatica hidrolisada............cccccoeviiiiiiniiiiiieiececee e, 50¢g
Puarpura bromocresol.........ccveeeiiieiiiieciieeeeeee e 20,0 mg
Extrato de Levedura ..........cccooooiiiiiii i 250¢g
Tiossulfato de SOAI0........eevuiieiiiiiieiiee e 6,00 g
Tioglicolato de SOAIO .....cc.eevviiriiieiieiie e 10g
BisSulfito de SOAI0......ccuiieiiieeciie et 2,50¢g

PolisSOTDAto 80 .....ooceiiieiieeeie e e 5,00 g
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DIEXIIOSE. ...eeenetieeitee ettt ettt ettt e 10,0 g
LECTEINA. 1.ttt ettt ettt ettt e et et eestaeebeessaeenbeesnaeensaas 70 g
YN 4§ - TSP SPRUUSR 1000 mL

Pesar e dissolver os ingredientes na agua destilada agitando constantemente. Aquecer se

necessario. Ajustar o pH para 7,6 + 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

2.5 — Agar ferro Kliger (KIA)

Peptona ......eooiiiiiiee e I5¢g
ALAT ..ottt et e e I5¢g
LACLOSE .evveeeiiieeeiie ettt ettt et 10g
Peptona ProtéiCa .........cccvieriieriieiiieiieeie ettt 5¢g
ClLOreto de SOAIO ....eeuvieiiiieiieeie et S5¢g
Extrato de 1evedura ............cooeeeiieiiiiiiieieeee e 3g
EXtrato de Carme ........c.eeveciieeeiiieeiieeeee et 3g
DEXLIOSE ..vvieiiieeiiee ettt ettt e e e e e enees lg
Tiosulfato de SOAI0 .....cooueieiiiiiiiiieie e 0,30 g
SUlfato fEITOSO ....eeuviriiiiieieeee e 0,20 g
Vermelho fenol .......ccccovieiiiiiiiee e 0,024 g

Esterilizar o meio em autoclave a 121°C durante 15 min. Com Ciclo Validado. Esfriar em

posicao inclinada.

2.6 Agar eozina azul de metileno (EMB)

Digestao péptica de tecido animal ............cccveeeeiieeniiieeniieeciee e 10g
Fosfato dipOtaSSICO ..eeeuviieiiieeeiie ettt e 2g
LACLOSE ...ttt e e 10 g
EOSINA — Y it 0,4¢g
AZUl de MEIENO ...veeeiiiieiiieciie e 0,065 g
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pH 7,1 + 0,2 . Esterilizar por autoclave a 121°C durante 15 minutos. Arrefecer até 45 -
50°C e misturar bem o meio, a fim de oxidar o azul de metileno (ou seja, restaurar a sua

cor azul) e a suspensao do precipitado, o qual ¢ uma parte essencial do meio.

2.7 Caldo caseina-soja

Peptona de caseina pancreatica .........c.oeceeeveeeieenieenieeieenie e 170 g
Farinha de soja obtida por digestao papainica ...........ccccceveeeveeruveeveeneennnenn 30g
ClIOTeto de SOUIO.....ceuieeiiieiieeiiieiie ettt et ettt sbeesaaeebeesaaesnsaens 50¢g
Fosfato de potassio diDASICO.......ccuieuieriiiiiieiieeieee e 25¢g
Glicose monohidratada............cc.ceceriiniiiiiniiniiineee e 25¢g
AGUA PULIFICAA. ... 1000 mL

pH 7,3 £ 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

2.8 Agar caseina-soja

Peptona de caseina pancreatiCa............eeeueereeeieieniieerieeieeie e 150¢g
Farinha de soja obtida por digestao papainica ..........ccccceeveuveeecieeencveeenneennns 50¢g

(03 10) (e {0 S 014 Lo PR 50¢g
ALAT ittt et e ettt e et e e ab e e e atee e 150¢g
AQUA PUIIFICAA ..., 1000 mL

pH 7,3 £ 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

2.9 Agar Violeta Vermelho Neutro Glicose

Extrato de 1@VedUra ............cooiiiiiiiiiiiieeieeee e 30g
Peptona de gelatina pancredtica........uevvierieriienieeniieeieeiie e 70¢g
SIS BIHIATES. ... evieiiiieeiiieeeieeecee ettt e e e e 1,5¢
(03 10) (e {0 S0 14 U0 SR 50g
Glicose monohidratada............c.oeoieriieiiiiiiiiiiieee e 10,0 g
ALGAT oot 150¢g
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Cristal VIOICTtA......eeeieeiieeiiecieee et 2,0 mg
Agua PUurificada ...........o.oveveieeeeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL

pH 7,4 £ 0,2.. Aquecer até ebuli¢ao. Nao esterilizar em autoclave.

2.10 Caldo de Enriquecimento para Enterobactérias Mossel

Hidrolisado de pancreatico de gelatina ...........cccceevveeciienieeneennen. 10,0 g
Glicose monohidratada............ccccueeeeiiieeiiieniie e 50¢g
Bile de boi desidratada ............oecueeiiiiiiiiiie, 20,0 g
Fosfato de potassico MONODASICO. ........cecuviervierieeiieeiieniieeiee s 20¢g
Fosfato dissodico dihidratado...........cccceevevievieeciienieeiieieeieeie e 80¢g
Verde brilhante 15,0 mg
Agua purificada 1000 mL

pH 7,2 £ 0,2. Aquecer a 100 °C durante 30 minutos. Esfriar imediatamente.

2.11 Caldo MacConkey

Hidrolisado de pancreatico de gelatina.........c..ccoceeveevenieneennenee. 20,0 g
Lactose monoidratada ...........cccccveeeviieeniieeiieecieecee e 10,0 g
Bile de boi desidratada............ccocueeeriiieniieeiee e, 50¢g
Purpura de bromocresol ..........occuvieriieeriiieniieeieeeeece e 10,0 mg
Agua pUTificada ..........c.ovevieeeeeeeeeeee e 1000 mL

pH 7,3 £ 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

2.12 Agar MacConkey

Hidrolisado de pancredtico de gelatina............cccceeviveiiienirenennne. 17,0 g
Peptona (carne ou Caseina)..........ceceeveeeruierieeniieniienieeieesie e 30g
Lactose monohidratada ............ccccoecveeriiieniieiiieeeeee e 10,0 g
Cloreto de SOI0 ..eeevvieeiiieeiieecieeeee e e e 5,0g
Bile de boi desidratada ..........cccoeoveeiiiiiiiiiieiiiee e I,5¢g
Vermelho NEULTO ......ccvveeiieiiieiieie et 30,0 mg
Cristal VIOIEta ....cvvveeiiieeieecee e 1,0 mg
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Agua purificada ...........co.cooovviveoeeieieeeeeeeee e, 1000 mL
pH 7,1 £ 0,2. Ferver 1 minuto com constante agitagao.

Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

2.13 Agar xilose, xisina, desoxicolato

KALOSE vttt ettt ettt ettt ettt ettt st eaaeennee e 35¢
| B 5501 - TSP 5,0g
Lactose monohidratada ............ccceeviiiiiiniiiiiiniieec e Sg
SACATOSE. ..eeeuiiieeiiie et e etiee ettt e et e e e e e e e e e e e sbee e s e e nanee s 75 ¢g
ClOreto de SOAIO ....eevieeiiieiiieiieeie ettt e 50¢g
Extrato de levedura............oooeeiiiiiiiiiiiieeee e 30g
Vermelho fenol.........ooooiiiiniiiineecne 80,0 mg
ALZAT oottt et e e et e e abeeennreeeas 135¢g
Desoxicolato de SOAI0........cevieruieriiiriieeiieiiecte et 25¢g
Citrato de amoOnio feITICO........eovueiviiriirieiiriereeeeeecceee e 0,8 ¢g
Tiossulfato de SOAI0........oecueeriiiiiieiiieiee e 6,8 ¢g
AU PULIFICAAA ..o 1000 mL

Ajustar de forma que apods aquecimento seja pH 7,4 = 0,2.

Aquecer até a ebulicdo.Nao esterilizar em autoclave.

2.14 Caldo Enriquecimento Salmonella Rappaport Vassiliadis

Peptona de S0Ja .....cccveeeeiiiieiie e 45¢
Cloreto de magnésio hexahidratado...........c.ccecevveeriiieniiieeniiecieeeen 290¢g
ClLOTeto de SOAIO ...eeeuvieiiieiieeiie ettt 80¢g
Fosfato de potassio diDASICO .......ccueevueieiieniiieiieeie et 04¢g
Fosfato de potdssio MONODASICO. .......ceeeeueeeriieeriiieeiieeeiieeeieeeeiee e 0,6 g
Verde malaquita ........c.ccoeevvieiiiiieiiie e 36,0 mg
AGUa PUIFICAAA ... 1000 mL

pH 5,2 £ 0,2. Esterilizar em autoclave em temperatura que ndo exceda a 115 °C.

2.15 Agar Cetrimide
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Hidrolisado de pancreatico de gelatina ............cccceevveeiiienieeciienieenenns 200 g
Cloreto de MAGNESIO ...vvvevieeiieiieeiieiie et eieeeteeieesreeteeseaeeseeseneenseens l4g
Sulfato de POLASSIO ..eeeuvvieeiiieeiiieciie ettt e esaaee e 10,0 g
CetrIMIAA ....oeeeiieciee et et e e e e e sr e e e ereeeaaeas 03¢g
ALBAT oottt e et eenabee s 13,6 g
AGUa PUIFICAda ..., 1000 mL

Glicerol 10,0 mL
Ferver 1 minuto com constante agitacdo. Ajustar o pH de forma que seja 7,2 + 0,2.

Esterilizagdo em autoclave usando ciclo validado.

2.16 Agar Sal Manitol

Hidrolisado de pancredtico de caseina .........ccceveeevieeiienieeieenieeieens 50¢g
Peptona péptica de tecido animal ............ccceeeeveevieeciienieeiieieeieee, 50¢g
EXtrato de CAINE ......ccovieeeiieiieiiecieee ettt 10g
D-manitol ..c..ooviiiiniiiie e 10,0 g
Cloreto de SOAI0 .....eeuviriiiiiiieiieeceeeeec et 75,0 g
ALZAT oottt e e et e et e e et e e taeeetaeeenaee s 150¢g
Vermelho fenol ........cccovieiiiiiiieiee e 25,0 mg
AQUA PULFICAAA ..o, 1000 mL

Ferver 1 minuto com constante agitacdo. Ajustar o pH de forma que seja 7,4 + 0,2.

Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

2.17 Agar Batata-dextrose

Infusdo de batata ..o 200,0 g
L1 Q0 (01 PP 200 g
YN e | PSPPSR PR 150¢g
AU PUIIFICAA. ......c..oeeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL

Suspender 39 g em 1000 mL de agua. pH 5,6 &+ 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo
validado. Se pretende pH 3,5, adicionar aproximadamente 14 mL de solugdo estéril de acido

tartarico 10% (p/v) ao meio aquecido a 45-50 °C.
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2.18 Agar Sabouraud-dextrose 4%

DEXITOSE .evveeeeiriiee ettt e e e e e e e e et e e e e ntr e e e ennnaaeeean 40,0 g
PEPLONAS ..oviieeiiiiee e e 10,0 g
N 2 | OSSR 150¢g
AU PULIFICAAA ... 1000 mL

pH 5,6 = 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

2.19 Caldo Sabouraud-dextrose

DEXLIOSE ..veeeiiieeiiie ettt e ettt et e e e e ennee s 200 g
PePLONAS ...ooiniiiieee e e 10,0 g
AgUa PUIIFICAA ..., 1000 mL

pH 5,6 = 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

2.20 Agar Seletivo para Candida segundo Nickerson

Extrato de levedura ...........cooevieiiniiniiiiicecececeee 10g
Peptona farinha de S0ja.........cccueeiieriiiiiiiiieeeee e 20¢g
L€ 1103 1 o USRI 10,0 g
GLICOSE ..ttt e 10,0 g
Indicador bismuto-sulfito .........ccceeeviiieriiiieniie e 20¢g
AAT o 150¢g
Agua purificada ............co.ooeeveeeeeeeieeeeeeeeeeeee e, 1000 mL

Dissolver 40 g em 1000. mL de dgua. pH 6,5 £ 0,2. Esterilizar sob vapor fluente.

2.21 Meio Reforcado para Clostridium

Extrato de carne .......cccceevvvvveeeeiviiiinnnnnen, Seeeee et e e r—————————aaaas 10,0 g
Peptona .......ooviiiiiiieee e 10,0 g
Extrato de 1evedura .........coocvvveiiieiiiiieee e 30g
AmIdO SOIUVEL....ccuiiiiiiiiiii s 10g
Glicose MONOIdratado ..........cceeveeriieniieniieiieeie et 50¢g
Cloridrato de CiSteINa..........ceeeeiieeiiieeiiee et 0,5¢g

Cloreto de SOI0 ...ccvvieeiiieeiieeeieeee et e S50¢g
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Acetato de SOAIO ...ccueievieeiieiieeiieee e 30g
YN 2 | OO SRRRPR 0,5¢g
AGUA PUITTICAAA ..o 1000 mL

Deixar intumescer o Agar e dissolver aquecendo a ebuli¢do, agitando constantemente. Se
necessario ajustar o pH de forma que seja 6,8 + 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo

validado.

2.22 Agar Columbia

Hidrolisado de pancreatico de caseina .........ccceeevvevvenveenieennnnnne 10,0 g
Peptona de carne digestao.........ceeveeeiieniiiniienieiiceee e 50¢g
Digesto pancreatico de COragao ........ocueerurrriienieeiiieeieenie e 30g
Extrato de 1evedura...........cooovieriieiieniieieceeceeeee e 50¢g
Amido de MITNO......c.oooiiiiiieiicieeceece e 10g
Cloreto de SO0 ....covevuiiriiiiiiieieeieetee e 50g
Agar, de acordo com o poder gelificante..............cccceueenee. 10,0-15,0 g
AU PULIFICAA ..., 1000 mL

Deixar intumescer o agar e dissolver aquecendo até ebuli¢do, agitando constantemente. Se
necessario ajustar o pH de forma que seja 7,3 £ 0,2. Esterilizar em autoclave usando ciclo
validado. Esfriar para 45 a 50 °C e adicionar, se necessario, sulfato de gentamicina

correspondente a 20 mg de gentamicina base, verter em placas de Petri.

3. Solucdes - reagentes:

3.1 Reagente de Kovacs:

P-Dimetilaminobenzaldeido ............ccoocieeiieniiiniiniieieieee S5¢g
Alcool amilico (NOrMAL) ......c.ovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerees 75 mL

Acido cloridrico (concentrado) .............ooeoeueeeeeeeeeeeeeeeennn. 25 mL
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Dissolver o p-dimetilaminobenzaldeido em alcool amilico normal.

Adicionar o acido cloridrico vagarosamente. Estocar a 4°C.

3.2 Reagente de Ehrlich

P Dimetilaminobenzaldeido ...........cccoooeeviiiiiiniiiiiiiieee 5¢g
Etanol,95%0 ...uuveeeeeeeee e 95 mL
Acido cloridrico (concentrado) ..........oceeeeeeereeeeervereenenn. 25 mL

3.3 Reagente para o teste de oxidase

N,N - Dimetil - p - fenilenodiamina ............ccccceevveerrveenneennen. lg
Agua purificada ............cocooovvveveeeeeeeeeee e, 100 mL

Este reagente pode ser usado no periodo de até 7 dias se for estocado em frasco escuro

sob refrigeragao.

3.4 Reagente para o teste de vermelho de metila

Vermelho de metila ...........ccoooiiiiiiiiiiniiiieeee 0,10 g
Etanol 95%0 ...ooueeiiiieieeee e 300 mL
AgUa PULTFICAA. ... 500 mL

Dissolver o vermelho de metila em 300 mL de etanol. Completar o volume para 500 mL

com agua purificada.
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3.5 Reagentes para o teste de Voges-Proskauer
e Solugdo 1
AIa-NATIO] ..o 5¢
A1C00] (ADSOIULO) ..o 100 mL
e Solugdo 2
Hidroxido de potasSio ........ccceeeiueenieiiiienieeieeee e 40¢g

Agua purificada............ooovoveevieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mL

3.6 Corante Azul Algodao Lactofenol

FENOL .o eaeennnennnnes 20,00 mL
ACIAO TACCO .vvvvevevrveracirreireeeee e esee s 20,0 mL
GLCEIOL ..ot 40,0 mL
Agua purificada .........cc.cooovveveeeeeeeeeeeeee e 20,0 mL
AZUl AlZOAA0 .. 0,05¢

3.7 Reagentes para Nitrato (GREISS-ILOSVOY)
Reagente A :0-Naftilamina 0,5% ou Dimetil-L-Naftilamina a 0,6%
o-Naftilamina........ccooceeeiieiiiiiie e 5,0g

(ou N,N-Dimetil-L-Naftilamina)................ccceeeurrenne. 6,0g
Acido acético (SN) 30%........cvveevereeeeeerererrrrnnen, 1000mL



144

Dissolver o reagente em um volume menor que 1000 mL de 4cido acético SN,aquecendo
levemente.

Transferir a solugdo para frasco volumétrico de 1000 mL e acrescentar solugdao de acido
acético SN até completar 1000 mL.

Filtrar a solucdo através de algodao absorvente lavado.

Estocar em frasco fechado e escuro.

Reagente B : Acido Sulfanilico a 0,8%

Acido SUIfANTICO. ..., 8¢g
Acido acético (5N) 30%........oveveveeeeeeeeereeeeeeeenes 1000mL

Dissolver o acido sulfanilico em um volume menor que 1000 mL de 4cido acético SN.
Transferir a solugdo para frasco volumétrico de 1000 mL e acrescentar solugdo de acido
acético SN até completar 1000 mL.

Estocar em frasco fechado e escuro.

3.8 Solucio salina 0,85% - pH 7.2
Cloreto de SOI0 ...ccuvvveriiieiieeeiie et 85¢g
Agua purificada ...........coocoveeveeveveieeeeeeeeeee e, 1000 mL
pH 7,0+0,2



