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Resumo. No presente trabalho, objetivou-se avaliar a presenca de fungos micotoxigenos
em amostras de ragdes destinadas a alimentagdo de animais de companhia. Para isso, foram
avaliadas 20 amostras de estabelecimentos comerciais do municipio de Seropédica,
localizado na regido da Baixada Fluminense (Rio de Janeiro). As amostras foram trituradas,
homogeneizadas, diluidas e semeadas em diferentes meios de cultivo, onde foram
incubadas durante 5-7 dias a 25° C em estufas microbioldgicas. Ao final do experimento,
todas as amostras apresentaram crescimento fungico, com contagens variando de 100
UFC/g a 90000 UFC/g. Foi possivel identificar a presenca de Aspergillus niger, A.
ochraceus, A. fumigatus, A. terreus e Penicillium citrinum, espécies com alto potencial
toxigeno. Os fungos sdo organismos que estdo presentes em toda parte, sendo, portanto,
importantes contaminantes de tecidos, alimentos, bebidas e até mesmo medicamentos.
Dentre os alimentos de facil contaminacéo, esta a ragéo de animais de estimacéo, sobretudo
a peletizada vendida a granel. A introducdo desses microrganismos e Sseus possiveis
metabdlitos como as micotoxinas na dieta dos animais pode ocorrer devido a utilizacao de
ragGes com graos ja contaminados ou devido ao armazenamento sob temperatura e umidade
inadequadas. Considerando os efeitos que os fungos e as micotoxinas podem causar a salide
dos animais, estudos que visem avaliar o risco micol6gico e mico toxicoldgico das racdes
destinadas a alimentacédo de animais de companhia tém grande importancia nesse contexto,
fazendo parte de um monitoramento continuo desses tipos de contaminantes nas racdes.
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Presence of fungi in pet food sold in Seropédica, Rio de Janeiro, Brazil

Abstract. In the present work, the objective was to evaluate the presence of mycotoxigenic
fungi in feed intended for the feeding of companion animals. To that end, 20 commercial
samples were evaluated in Seropédica county, located in Baixada Fluminense region (Rio
de Janeiro). They were macerated, homogenized, diluted and seeded in different culture
media and were incubated for 5-7 days at 25° C in microbiological green houses. At the
end of the experiment, all samples showed fungal growth, with counts ranging from 100
UFC/g to 90000 UFC/g. It was possible to identify the presence of Aspergillus niger, A.
ochraceus, A. fumigatus, A. terreus and Penicillium citrinum, species with high toxicity
potential. Fungi are organisms present everywhere and are therefore important
contaminants in tissues, foods, beverages and even medicines. Among the easily
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contaminated foods is pet food, especially pellets sold in bulk. The introduction of these
microorganisms and their possible metabolites as mycotoxins in the diet of animals may
occur due to the use of feed with already contaminated grains or due to storage under
inadequate temperature and humidity. Considering the effects that fungi and mycotoxins
can cause to the health of animals, studies aimed at evaluating the mycological and
mycotoxicological risk of feed intended for feeding pet animals are of great importance in this
context, as part of a continuous monitoring of these types of contaminants in the animal feed.

Keywords: Animal feed, contamination, mycotoxins, microorganism

Introducéo

Fungos sdo organismos ubiquos, distribuidos no solo, na &gua, no ar, em vegetais e em material
organico, sendo considerados os maiores decompositores do planeta. Sdo uni ou pluricelulares,
eucariontes, heterétrofos e de facil disseminacdo. Além da capacidade dos fungos de, por si s@,
produzirem doencgas, alguns deles sdo capazes de produzir micotoxinas, que sdo biocontaminantes
toxigénicos, causadores de doencas e consequentemente letais (Bennett & Moore, 2015). Esses
organismos e seus metabdlitos toxicos entram na dieta dos animais quando ocorre a utilizacdo de ragdes
elaboradas com gréos ja contaminados, uma vez que produtos de cereais considerados improprios para
consumo humano séo frequentemente incorporados em formulacGes de ragdes, ou quando racfes séo
estocadas sob condi¢fes inadequadas. Ou seja, algumas culturas tornam-se contaminadas ainda no
campo, antes da colheita, enquanto que outras se contaminam apds a colheita, quando sdo armazenadas
em condicdes de elevada umidade e temperatura (Passos et al., 2013; Saath et al., 2021).

De acordo com dados da Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentacgdo e a Agricultura (FAO)
(WHO, 2002), estima-se que 25% da producao mundial de gréos seja contaminada por micotoxinas. Os
principais géneros flngicos produtores dessas toxinas sao Aspergillus, Fusarium e Penicillium, sendo
as de maior importancia as aflatoxinas, ocratoxinas e fusariotoxinas, por apresentarem grande potencial
de toxicidade (Okuma et al., 2018).

Considerando todos os efeitos que os fungos e as micotoxinas podem causar a salde dos animais,
esse trabalho teve por objetivo avaliar o risco micoldgico e micotoxicoldgico de racdes destinadas a
alimentacdo de animais de companhia (conhecidas como pet food) no municipio de Seropédica,
localizada na regido da Baixada Fluminense (Rio de Janeiro).

Material e métodos

Um total de 20 amostras de ra¢fes de animais de companhia, vendidas a granel, desembaladas e
expostas, foi obtido de diversas lojas comerciais localizadas no municipio de Seropédica. As amostras
foram coletadas com o uso de luvas, acondicionadas em sacos tipo ZipLock® posteriormente
identificados, retirando-se a maior quantidade de ar possivel e enviadas ao laboratério de Micologia e
Micotoxicologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. No laboratério, estas amostras
priméarias (um kg) foram cadastradas, trituradas, homogeneizadas e quarteadas obtendo-se duas
subamostras para as analises de prova, processadas imediatamente, e de contraprova, as quais foram
armazenadas.

A andlise de cada amostra foi realizada pelo método de diluicdo em placa para isolamento e contagem
da micobiota total. Cada amostra de racéo (10 g) foi homogeneizada em Erlenmeyer estéril com 90 mL
de agua peptonada 0,1% estéril e, a partir desta diluicdo inicial (10-1), aliquotas de 0,1 mL foram
semeadas nos meios de cultivo dicloran rosa de bengala cloranfenicol (DRBC) (Pitt & Hocking, 2009),
agar dicloran glicerol 18% (DG18) (Pitt & Hocking, 2009) e meio &gar dicloran cloranfenicol peptona
(DCPA) (Nelson et al., 1984).

As placas foram incubadas durante 5-7 dias a 25° C em estufas microbioldgicas com controle
eletronico de temperatura. Todas as placas foram observadas diariamente, selecionando-se para
enumeracgdo aquelas que continham entre 10 a 100 UFC/g (unidades formadoras de coldnias por grama
de alimento).
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A identificagdo, em nivel de género, de todas as colénias consideradas como diferentes foi realizada
segundo Samson et al. (2004) e De Hoog & Guarro (2020), de acordo com suas caracteristicas macro e
microscopicas. As colbnias fungicas identificadas como Aspergillus e Penicillium foram sub cultivadas
em tubos inclinados de agar extrato de malte (MEA) e as de Fusarium em V-8 juice agar (V8) e
armazenadas até posterior identificacdo das espécies, segundo as chaves taxondmicas apropriadas de
cada grupo particular: Klich (2003) para o género Aspergillus, Pitt (1987) para o género Penicillium e
Nelson et al. (1984), com modificagdes, para espécies pertencentes ao género que possam ter sido
revisadas taxonomicamente segundo De Hoog et al. (2020).

A classificacdo de Aspergillus spp. foi baseada na semeadura em trés meios béasicos: agar Czapek
extrato de levedura (CYA); &gar Czapek extrato de levedura sacarose a 20% (CY20S) e MEA. Foi
preparada uma suspensao de conidios a partir de cada cepa em agar semisolido, em seguida, uma alga
de platina em forma de agulha foi introduzida nessa suspensdo de conidios, inoculando-a em trés pontos
equidistantes nos meios de cultivo citados.

A chave proposta para Penicillium spp. foi baseada na semeadura em trés meios basicos: CYA; MEA
e &gar nitrato glicerol a 25% (G25N). Para maior eficiéncia e aproveitamento do sistema, determinadas
placas de Petri foram inoculadas com duas cepas diferentes que foram testadas (Pitt, 1987). A preparagdo
do indculo e inoculagdo nos meios de cultivo foram iguais a utilizada para Aspergillus spp.

As colbnias de Fusarium spp. foram semeadas ap6s o cultivo monospdrico nos meios agar folhas de
bananeira (AFB), modificando a metodologia original que utiliza 0 meio agar folhas de cravo (CLA), e
em tubo inclinado contendo meio agar batata dextrose (ABD). Os meios foram incubados por 7-14 dias
a 24°C, obedecendo a um fotoperiodo de luz branca/luz negra de 12 horas.

Resultados e discussado

Foram analisadas 20 amostras de racdes para pet vendidas a granel, das quais todas foram positivas
para o crescimento de fungos filamentosos. Pelas analises, foi possivel o isolamento de oito géneros
fangicos, sendo eles Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Eurotium, Fusarium, Paecilomyces,
Byssochlamys, Stachybotrys, dentre os quais Aspergillus foi o mais frequentemente detectado, se
fazendo presente em 17 das 20 amostras e apresentando incidéncia de 60,61% nas mesmas (Figura 1).
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Figura 1. Incidéncia dos géneros flngicos nas amostras de rages para pet vendidas a granel na cidade de Seropédica

Do género Aspergillus, foram identificadas as espécies A. niger, A. ochraceus, A. fumigatus, A.
terreus, enquanto do género Penicillium, foi identificada somente a espécie P. citrinum.

O menor nimero de unidades formadoras de colnias por grama de alimento obtido no experimento
foi de 100 UFC/g, enquanto que o maior foi de 90000 UFC/g (Tabela 1). Os resultados mostram que
houve significativo crescimento fingico, caracterizando um risco em potencial a satde dos animais que
estdo submetidos a essas ragdes, principalmente, em casos de debilidade e imunidade comprometida,
podendo a infeccdo evoluir para um quadro grave.
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A RDC 331 (BRASIL, 2019) e a IN 60 dispdem sobre os padrdes microbiolégicos dos alimentos, no
entanto, ndo estipulam parametros microbioldgicos para alimentacdo animal, apesar da legislacdo
brasileira ndo estabelecer limite maximo quanto a presenca de fungo permitida nas ra¢Ges para animais.
Um estudo realizado por Santos et al. (2000) sugere um padréo de recomendag6es microbioldgicas para
racdes fareladas, sendo a contagem menor que 10* UFC/g considerada de nivel bom. Ragdes com
contagem entre 10* UFC/g e 10° UFC/g consideradas aceitaveis e quando maior que 10° UFC/g
inaceitavel. Apesar de todas as amostras analisadas estarem dentro do limite “bom” e “aceitavel”,
estabelecidos neste estudo, a presenca dos fungos é preocupante ja& que a exposicdo cronica aos
metabolitos toxicos desses microrganismos causa efeitos deletérios no organismo do animal.

Tabela 1. Contagens nos meios de diluicdo unidades formadoras de col6nias por grama de alimento para pet (UFC/g) vendidas
a granel na cidade de Seropédica

Amostras Tipo de amostras DRBC! DG18? DCPA3
A01 Standard 300 19000 100
A02 Premium 200 1800 100
A03 Premium 200 300 200
A04 Super premium 2000 6100 2000
AQ5 Super premium 300 1500 200
A06 Premium 200 30000 300
A07 Standard 400 20000 200
A08 Premium 200 60000 600
AQ9 Super premium 0 50000 400
Al10 Premium 800 6000 1300
All Premium 100 5000 200
Al12 Premium 6000 60000 23000
A13 Premium 100 90000 3000
Al4 Premium 300 30000 2000
Al5 Premium 200 3000 0
Al6 Premium 0 1500 100
A17 Premium 32000 6000 10000
Al8 Super premium 0 800 0
Al19 Super premium 200 900 1000
A20 Standard 0 7000 0
Média 2175 19945 2235
Mediana 200 6050 250

IDRBC: Agar dicloran rosa de bengala cloranfenicol. 2DG18: Agar dicloran glicerol 18%. 3SDCPA: Agar dicloran cloranfenicol peptona

Em outros estudos (Campos et al., 2009; Chaves et al., 2019; Faria et al., 2021) também pesquisaram
a presenca de fungos contaminando alimentos destinados ao consumo animal e observaram a
prevaléncia da contaminacdo por Aspergillus, resultado semelhante ao observado nesta pesquisa.

A racdo seca é hoje a principal fonte de alimento dos pets, pois possui alta praticidade, é considerado
um alimento completo ja que é desenvolvida com todos 0s componentes nutricionais necessarios a cada
fase de vida e boa aceitacdo pelos animais. Um alimento de qualidade garante ao animal uma condicao
corporal saudavel, crescimento e desenvolvimento adequados e uma boa imunidade (Krolow et al.
2021), além de caracteristicas como pelagem sedosa e brilhante, importantes para muitos tutores.
Diferentes opgdes estdo disponiveis no mercado, dentre elas estdo a Standard, considerada mais
economicamente acessivel, a premium de valor comercial intermediario e a super premium que é a mais
cara, no entanto, essas caracteristicas estdo relacionadas & maior ou menor qualidade da proteina, que
dara maior ou menor digestibilidade, e ndo a qualidade microbiolédgica da ragéo.

Em pesquisas realizadas por Singh & Chuturgoon (2017) e Singh et al. (2017) com analise
comparativa de contaminacgdo entre racGes peletizadas para gatos “vendidas em mercearias” e as de
marcas premium pdde-se constatar que o valor de mercado n&o € suficiente para determinar a qualidade
da ragdo com relagdo a contaminagdo fingica, pois foi observada maior presenca de Aspergillus sp. nas
amostras de racdo premium. Constatacdo que também pode ser feita com os resultados deste estudo,
onde a incidéncia de contaminagdo em amostras de ra¢des do tipo standard, premium e super Premium
foi muito préxima. Todos esses estudos somados ao crescimento flngico positivo em todas as amostras
analisadas neste trabalho mostram que apesar dos avancos obtidos na industria pet com a ampliacdo de
estratégias para o combate a contaminacéo fungica em seus produtos, esses microrganismos ainda estdo
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presentes na alimentagdo animal. Tal presencga é ainda mais evidente em ragdes vendidas a granel, ja
que essas estdo frequentemente expostas as diversas particulas e sujidades presentes no ar.

A presenca de fungos do género Penicillium na alimentacdo animal é preocupante devido a
capacidade toxigénica da espécie (Carciofi et al., 2006; Pires et al., 2014), assim como dos géneros
Aspergillus e Fusarium. Portanto, os resultados deste trabalho mostram a importancia do monitoramento
e da adocdo de medidas de prevencdo e controle contra a contaminagao fangica das ragfes para garantir
a saude e bem-estar dos animais domeésticos.

Concluséao

Alimentos fornecidos aos animais de companhia encontram-se contaminados por diversas espécies
flngicas potencialmente toxigenas, revelando o risco da ocorréncia de micotoxicoses de evolucdo
crbnica nesses animais, visto que a maioria se alimenta de racdo por toda a sua vida. 1sso evidencia a
necessidade de pesquisas voltadas para a analise da qualidade microbiol6gica desses alimentos,
prezando pela saude animal.
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