ISSN (impresso) 1984-235X
ISSN (on line) 1984-2368

Bol
InS

m do

uto Adolfo Lutz

Bol Inst Adolfo Lutz. 2015: ano 25, n. 1, p.1-26

et
tit



Diretor-Geral do Instituto Adolfo Lutz
Dr. Helio Henl Caiaffa Filho

Coordenadora
Maria Anita Scorsafava

Membros do Corpo Editorial
Cristina Takami Kanamura

Adriana Aparecida Buzzo Almodovar

Pedro Luiz Silva Pinto
Sergio Dovidauskas
Marcia de Souza Carvalho Melhem

Diagramacao
Claudia Cristiane de Araujo

Editoragao
Pedro Luiz Silva Pinto
Claudia Cristiane de Araujo

Nitcleo de Acervo do IAL
Rocely A. Bueno Moita

ISSN (impresso) 1984-235X
ISSN (on line) 1984-2368

Carta ao Editor

Avenida Dr. Arnaldo, 355
Cerqueira César — CEP 01246-902
E-mail: bial@saude.sp.gov.br

Sao Paulo, SP - Brasil

Telefone: (0XX11) 3068-2869
Nucleo de Acervo

EDITORIAL

E com grande satisfagdo que levamos a todos os profis-
sionais que atuam nas diferentes dreas do Instituto Adolfo Lutz
a edigdo N° 25, primeiro fasciculo, ano 2015, do Boletim do
Instituto Adolfo Lutz (BIAL). Ao longo dos anos, esse veiculo
de divulgagao técnico-cientifica vem sendo aperfeicoado com
o propdsito de alcancar maior visibilidade no ambito institu-
cional e em outras institui¢des afins. Neste sentido, destacamos
a atribuicdo em 2008 do ISSN impresso e on-line. Passados sete
anos desta iniciativa, faz-se necessaria uma nova reformulagio.
Assim, a partir de 2015, o BIAL passa a ser eletronico, agregan-
do maior agilidade a divulgacdo das informagoes e garantindo
facilidade de acesso a seus autores e leitores. O BIAL estard
disponivel em edigdo completa ou em artigos individuais, no
formato PDE, através do site do IAL: www.ial.sp.gov.br

O homem erudito é um descobridor de fatos que jd existem
mas o homem sdbio é um criador de valores que ndo existem e
que ele faz existir.

No meio da confusdo, encontre a simplicidade. A partir da
discordia, encontre a harmonia. No meio da dificuldade reside

a oportunidade.

A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltard ao seu
tamanho original.

Albert Einstein
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Investigacao laboratorial de surto de toxinfecgcao alimentar

qualidade dos alimentos é uma das

condigdes essenciais paraa promogidoe

manuten¢do da saude do consumidor.
No entanto, as doengas transmitidas por alimentos e
agua (DTA) continuam ocorrendo, e ¢ um trabalho
desafiador, tanto para as Vigilancias Sanitaria e
Epidemioldgica, quanto para um Laboratério de
Saude Publica, a investigagdo e a elucidagdo de um
surto de origem alimentar, principalmente, devido a
dificuldade na realizagdo do inquérito epidemioldgico
com os envolvidos e coleta das amostras dos alimentos
que foram efetivamente consumidos.

O objetivo deste estudo foi investigar surto de
toxinfeccdo alimentar ocorrido no refeitério de uma
Usina de Actcar e Alcool, localizada na zona rural da
regido de Ribeirdo Preto/SP, onde aproximadamente
cem individuos foram afetados, apresentando os
sintomas de diarreia e dores abdominais. Grande parte
destes individuos néo foi atendida no municipio onde
se deu o surto, pois residem em uma cidade vizinha.

Os alimentos enviados para andlise ao
laboratéorio de Microbiologia de Alimentos, do
Centro de Laboratdério Regional de Ribeirdo Preto
— Instituto Adolfo Lutz, foram carnes de porco e de
frango, além de outros produtos carneos como kafta
e hamburguer, servidos em dois dias, e selecionados
apos a realizagdo de um inquérito epidemiologico. Os
métodos analiticos empregados para a determinacao
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de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus
cereus, Clostridios sulfito redutores a 46°C, Salmonella
spp. e coliformes termotolerantes, foram realizados
de acordo com o Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods - American
Public Health Association (APHA, 2001)".

A carne de frango apresentou contagem de
Bacillus cereus acima de 10°UFC/g (Tabela 1). A cepa
de Bacillus cereus isolada mostrou-se potencialmente
produtora de enterotoxina (tipo diarreica), tendo sido
avaliada com o kit comercial BCET-RPLA TD09050A
(Oxoid), conforme Figura 1.

Salmonella spp. e Clostridios sulfito redutores
a 46°C nao foram isolados nas amostras relacionadas
ao surto.

Os individuos afetados ndo concordaram com
a coleta de fezes para realizagdo de coproculturas,
dados que seriam relevantes na elucidagdo do surto.
Contudo, os resultados obtidos indicaram o micro-
organismo Bacillus cereus como o provavel responsavel
pelo surto. Altas populagdes de B. cereus indicam o
crescimento e multiplica¢ao ativa do micro-organismo
sendo considerado um risco potencial a saude. Faz-se
necessaria a realizacao de cursos de educagdo basica
continuada em saude e higiene alimentar, bem como
o desenvolvimento de politicas sociais, econdmicas e
de saneamento essenciais para a preven¢ao de DTA.



) Coliformes termotolerantes Escherichia coli Staphylococcus aureus Bacillus cereus
Alimentos (NMP/g) (NMP/g) (UFC/g) (UFClg)
KAFTA <0,3 <0,3 <1,0 x 102 <1,0x 102
HAMBURGUER <0,3 <0,3 <1,0 x 102 <1,0x 102
CARNE DE
<0,3 <0,3 <1,0 x 102 <1,0 x 102
PORCO
CARNE DE
<0,3 <0,3 <1,0 x 102 >1,0x 105
FRANGO

Tabela 1: Resultados da analise microbiologica dos alimentos suspeitos de causarem surto de toxinfec¢ao alimentar ocorrido no
refeitorio de uma Usina de Agucar e Alcool na regido de Ribeirdo Preto/SP

Coluna 1 - controle do latex + cepa B. cereus
(caldo BHI incubado por 18 horas a 36°C e centrifugado

Coluna 2 - latex sensibilizado + cepa B. cereus
(caldo BHI incubado por 18 horas a 36°C e centrifugado

Coluna 3 - controle do latex + controle da toxina de B. cereus

Coluna 4 - latex sensibilizado + controle da toxina de B. cereus

Figura 1. BCET (tipo diarreica) - RPLA: Bacillus cereus enterotoxin - Reverse Passive Latez Agglutination
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Desafios na Criopreservacao de Leveduras

reconhecimento  da  relevancia

da biodiversidade fungica para o

desenvolvimento da biotecnologia e
outras areas da microbiologia tem conduzido estudos
sobre técnicas de conservacao dos mais diversos
micro-organismos. Contudo, ainda nao existe uma
férmula ideal que garanta a eficiéncia da estocagem e
preservacao, a longo prazo, de leveduras de interesse
médico. Este fato é observado com diversas espécies
de fungos que ainda esperam por metodologia
padronizada e adequada a sua conservagio, fazendo
da manuten¢do um campo de vasto potencial para
desenvolvimento de pesquisas tecno-cientificas'.

Estudos com micro-organismos estocados
representam importantes fontes de recursos genéticos
para avango biotecnologico e desenvolvimento
econdmico sustentavel, podendo contribuir com a
descoberta de novos farmacos e aplicagdes paraa satide
e meio ambiente, através de estratégias de isolamento
e selecao’. Devido a emergente importancia atribuida
a estocagem de amostras bioldgicas que muitas
instituicoes tém investido na construcao de cole¢des
de micro-organismos. A escolha da técnica depende
das caracteristicas dos agentes, das caracteristicas dos
métodos, dos custos de manutengdo, da importancia
do acervo e, principalmente, da disponibilidade de
equipamentos’.

Apbés a caracterizagdo fenotipica e/ou
genotipica da amostra, recomenda-se a utilizagdo de
métodos que garantam a qualidade da mesma a médio
e longo prazo, pois apds algum tempo o método de
preservagao pode levar a alteragoes significativas para
como, por exemplo, o pleomorfismo e surgimento de
contamina¢ao que sdo bastante comuns'.

A criopreservagao, seguida pela liofilizagao,
parece ser o método mais recomendado e viavel
em laboratério para a manutencdo de cepas de
leveduras. Outros métodos também podem ser
utilizados para este grupo, porém apds a recuperagao

Cirlene da Cunha CALDAS; Dulcilena de Matos CASTRO e
SILVA

Niicleo de Micologia-Centro de Parasitologia-Instituto Adolfo Lutz

da cepa esta pode ndo apresentar as caracteristicas
originais, tais como capacidade de esporulagio e
patogenicidade’. Um dos maiores desafios é realizar
o congelamento da amostra sem formacao de cristais
de gelo no interior das células. A formacdo de gelo
no meio intracelular causa ruptura do sistema de
membranas, resultando em perda da permeabilidade
e conseqiiente morte celular. Para congelar um micro-
organismo é necessaria uma solu¢do para suspensio e
um composto crioprotetor. Os crioprotetores podem
penetrar, ou ndo, no material celular e sdo capazes de
induzir o aumento da osmolaridade do meio externo,
prevenindo a formagdo de cristais de gelo durante o
congelamento®. O glicerol, além de facil aquisigdo e
simples manuseio ¢ o criopreservante mais utilizado
em banco de cepas mantidas na criopreservacao a
-20°C. Podem ser utilizados parasolu¢ao de suspensao,
ainda, leite desnatado, dimetilsulféxido (DMSO) ou
agua destilada. O leite desnatado apresenta baixo
custo e boa recuperagdo dos micro-organismos. O
DMSO também ¢ utilizado para congelamento de
células, porém, é toxico para algumas moléculas. A
concentragdo do crioprotetor pode ser influenciada
por outros componentes do diluente, pelo padrio
de resfriamento, pelos métodos de congelamento e
descongelamento’. Existeumaperdaprevisiveldecepas
mantidas sob criopreservaciao a —-20°C, relacionada
com a utilizagdo de glicerol, ou DMSO, em altas
concentragdes, devido a efeitos tdoxicos e, portanto,
deletérios aos micro-organismos, constituindo-se
um obstaculo na sobrevivéncia das estirpes durante
o congelamento. A concentragdo ideal de glicerol
deve ser aquela em que hd predominéancia de efeitos
protetores sobre efeitos toxicos®.

Para proteger o material celular existem
compostos  protetores extracelulares, como a
lactose e outros carboidratos, que promovem a
vitrificagdo da célula durante o congelamento,
tornando a membrana mais plastica, causando menos
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desidrata¢do, diminuindo a toxicidade por sais e
evitando a formacdo de cristais. A nivel molecular,
os carboidratos substituem as moléculas de agua na
estrutura das proteinas impedindo o colapso celular®.
Os carboidratos sdo bastante utilizados e adicionados
em meio de cultura com resultados variaveis. O soro e
sangue sao especificos para algumas moléculas®.

No protocolo de liofiliza¢ao, solugdo de
lactose e aminoacido, glutamato de sodio, tem sido
utilizado para suspensao de micro-organismos com
resultados de grande viabilidade; essa estratégia
tem sido, recentemente, utilizada também para
criopreservacdo de alguns micro-organismos. A
utilizacdo de aminoadcidos melhora a viabilidade,
pois neutraliza as reagdes entre os grupos amino e
carboxila funcionando como um tampao da umidade
residual®.

Em 2008, Silva et al* preconizaram como
protocolo de criopreservacao para a manutencgio de
leveduras o caldo BHI como umasolugao paranutricao
durante as 24 h antes do congelamento, obtendo
boa viabilidade das culturas. Em 2012, o Nucleo de
Micologia do IAL, criou um novo protocolo em que a
levedura nao aguardava o tempo de 24 h no flaconete
antes de ser congelada, sendo apenas o glicerol a 15%
utilizado como solugéo crioprotetora.

A criopreservagdo continua sendo a
metodologia de escolha para o banco de leveduras
deste Nucleo, pois conduz a situagao de dorméncia
metabdlica e, em conseqiiéncia, as culturas se mantém
estaveis. Considerando o exposto, em 2014 foi iniciado
um protocolo utilizando apenas o leite desnatado com
glutamato de sodio para congelamento de leveduras,
e avaliaremos futuramente se este procedimento
¢ satisfatorio para a manuten¢do de biobanco de
leveduras.
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Preparo de DNA para reacao de sequenciamento: comparacao

entre duas técnicas

pds a amplificagdo de um segmento
gendmico por reagdo em cadeia pela
polimerase (PCR), ha necessidade de
purificagao do produto caso este DNA siga para rea¢ao
de sequenciamento, e principalmente, clonagem.
Essa purificagdo tem como objetivo a remogdo de
oligonucleotideos nao utilizados — primers, primer-
dimers —, excesso de deoxinucleotideos trifosfatados
(ANTPs) e DNA polimerase, pois poderiam afetar as
reacoes mencionadas'.
A purificagdo do DNA pode ser feita de
maneiras diversas, como:
1. utilizando em etapas sequenciais proteinase K,
solu¢ao de fenol:cloroférmio (1:1, v/v), cloroférmio,
solugdo de acetato de amdnio e etanol, e etanol a
70%;
2. utilizando cromatografia, através de kits comerciais
que purificam os acidos nucleicos usando as
propriedades da silica;
3. ultrafiltracdo, utilizando membrana porosa
anisotrépica, hidrofilica e nao-absorvente, na
qual macromoléculas maiores do que os poros da
membrana sao retidos;
4. separa¢do magnética, através da ligacdo reversivel
do DNA com superficies solidas magnéticas"?.
O primeiro método é demorado e trabalhoso e os
outros dependem de kits ou colunas comerciais'?.
Na rotina de laboratérios de satde publica,
a purificagdo antes da reagdo de sequenciamento, a
partir de banda tnica visualizada em gel de agarose,
¢ geralmente realizada a partir do volume resultante
da reagdo de PCR por meio de kits comerciais, que
atendem as necessidades de rapidez e facilidade.

Silvana  Beres = CASTRIGNANO!, Fabiola Lorenzi
DERGOVICS?, Teresa Keico NAGASSE-SUGAHARA!

!Niicleo de Doengas Respiratorias - Centro de Virologia - Instituto
Adolfo Lutz

Laboratério de Sequenciamento Genético - Centro de Virologia -
Instituto Adolfo Lutz

Aventando a eventual indisponibilidade destes kits
comerciais, aqui foi avaliado se a simples precipitacdo
do DNA interferiria na reagdo de sequenciamento
deste produto a ponto de impedir a andlise da
sequéncia obtida em sequenciador automatico. Neste
estudo, o resultado da rea¢do de sequenciamento de
duas amostras (U6 e U9) cujo DNA foi precipitado por
meio de acetato de sddio e etanol foi comparado com
o obtido nestas mesmas amostras purificadas através
de kit comercial que se vale das propriedades da silica.
As duas amostras de DNA amplificado tinham banda
unica visivel no gel de agarose, com mesmo nimero
de pares de base nucleotidicas (pb) e diferente massa.

Os produtos de amplificagdo utilizados, de
419 pb, resultaram de duas amplifica¢des sequenciais,
a segunda feita em quadruplicata, e do produto obtido
foi feito um pool. Apds a verificagdo do produto de cada
um dos pools em gel de agarose (Fig. 1A), o volume
foi acertado para 200 pl e dividido em duas aliquotas
iguais. Uma das aliquotas de cada amostra (U6/
Kit e U9/Kit) foi purificada com kit High Pure PCR
Product Purification (Roche) seguindo as instrugdes
do fabricante’. A outra aliquota de cada amostra
(U6/Et e U9/Et) foi purificada conforme protocolo
publicado' com algumas modificagdes, como segue:
a 100 pl do produto foram acrescentados 10 pl de
acetato de sodio (3M, pH5,2) e em seguida 250 pl
de etanol absoluto gelado (proporg¢ao 25:1 de [etanol
absoluto]:[acetato de sédio 3M]). Seguiu-se incubagdo
por 15 min/temperatura ambiente e centrifugacao
por 20 min/18400 g/4 °C. O sobrenadante foi retirado
e a seguir foram adicionados 300 pl de etanol 70 %
gelado. Procedeu-se a nova centrifugacdo por 10
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min/18400 g/4 °C. Apds remogao do sobrenadante,
o pellet foi seco por aproximadamente 5 min/60
°C e em seguida foi ressuspenso em 50 pl de agua
ultrapura livre de DNases e RNases. Apos analise
do produto em gel de agarose (Fig. 1B), foram
feitas reacoes de sequenciamento das amostras com
primers senso e antissenso e kit BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing*, com volume final de 10 pl.
Procurou-se deixar as quatro reagdes das amostras
U6 com quantidades semelhantes de DNA entre si,
estimadas em 20 ng de DNA em comparagdo com
o padrao de massa (Fig. 1B), e as quatro reagdes das
amostras U9 com quantidades semelhantes de DNA
entre si, estimadas em 9 ng de DNA. A precipitagdo
pos-sequenciamento foi feita de forma igual para
todos os produtos, utilizando acetato de sédio e
etanol, mantendo as mesmas razdes descritas acima.
O sequenciamento foi realizado no sequenciador
automatico ABI 3130 xl Genetic Analyzer (Applied

s U3

PM Us

Kir

Et

(A) (B)

Us PM

Biosystems).

Comparando-se visualmente as bandas de
DNA de U6 foi possivel perceber que U6/Et parece ter
maijor massa na banda de 419 pb quando comparado
a U6/Kit (Fig. 1B). No caso da amostra U9 nao parece
haver diferenca em relagcdo a massa de DNA das duas
bandas de 419 pb, mas é perceptivel que a banda
abaixo de 100 pb, provavelmente de primer-dimers,
que era visivel na Fig. 1A, permanece de forma nitida
em U9/Et, mas nao em U9/Kit (Fig. 1B). Também
pode ser notado que antes da purifica¢ao/precipitagao
havia um arrasto préximo as bandas de 419 pb (Fig.
1A), e apos a precipitacdo e purificagdo outras bandas
espurias bem fracas ficaram visiveis (Fig. 1B). Este
fato provavelmente deve-se ndo a purificagio ou a
precipitagdo, mas sim a maior precisdao na separagao
das bandas no segundo gel devido a espessura do
pente usado para fazer os pocos (1,5 mm e 0,8 mm na
preparagdo do gel da Fig. 1A e 1B respectivamente). A

ve U PMM
Kit FEt

Ed0pb=10ng

400ph=20ng

2Ulpb=1ngs
100pb=5ag

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose (1,3 %, 80 V) das amostras U6 e U9.

(A)
(B)

Mini-Sub Cell GT (BioRad);

Amostras depois da purificagdo ou precipitagio; ; volume
Technologies).

PM = padrio de peso molecular (100 pb DNA Marker, Bioron);

Amostra ap6s a amplificagdo por PCR e antes da purificacdo/precipitagdo; volume de amostra/pogo: 8 pl. Cuba de eletroforese Wide

de amostra/pogo: 3 pl. Cuba de eletroforese Horizon 58 (Life

PMM = padrio de peso molecular e massa (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen);

Et = precipitado com etanol;

Kit = purificada com Kit High Pure PCR Product Purification (Roche).
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analise do sequenciamento, utilizando parametros de
qualidade dos cromatogramas pelo programa SeqMan
do pacote Lasergene (DNASTAR Inc.), mostrou que
as amostras U6, sequenciadas com o primer senso e o
antissenso tiveram qualidade semelhante; no entanto,
ficou visivel no cromatograma linha de base suja
das sequéncias advindas das amostras precipitadas,
0 que ndo aconteceu com as amostras purificadas.
Aparando os cromatogramas com alto rigor de
qualidade (SeqMan), foi possivel construir uma
sequéncia contigua (contig) de 406 e 398 nucleotideos
(nt) para as amostras U6/Kit e U6/Et respectivamente.
Quando foram aparadas as sequéncias U9 exigindo
alto rigor de qualidade, o programa SeqMan manteve
as sequéncias U9/Kit e gerou a partir delas um contig
de 399 nt, mas eliminou todas as sequéncias de U9/
Et. Com a diminuig¢do do rigor de corte por qualidade
do cromatograma nas sequéncias U9/Et, o programa
SeqMan mostrou que as duas sequéncias U9/Et
cobriram 383 dos 399 nt do contig gerado pela amostra
U9/Kit, com somente 3 nt de diferenga entre elas. A
inspecdo visual do cromatograma das sequéncias U9/
Et mostra picos mais baixos em relagdo a U9/Kit, dado
que esta de acordo com os sinais dos nucleotideos
dessas sequéncias avaliados pelo programa EditSeq
do pacote Lasergene.

Conclui-se que, na falta de kit de purificagao
de DNA, os resultados encontrados sugerem que
a precipitacdo do DNA possa ser usada antes de
reacao de sequenciamento, principalmente se houver
disponibilidade de quantidade alta de massa de DNA.
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Nitrato e nitrito em agua mineral envasada comercializada

na cidade de Sao Paulo

gua mineral natural é caracterizada
pelo conteido definido e constante
de determinados sais minerais,
oligoelementos e outros constituintes, considerando
as flutuagdes naturais', diferentes das aguas de
abastecimento. O seu consumo vem aumentando no
Brasil e varios motivos podem estar envolvidos, dentre
os quais pode-se citar: melhor sabor, a crenca de que
tenha qualidade superior a agua de abastecimento
potavel e, até mesmo, devido a falta desta ultima.
Este estudo se concentrou na avaliagdo do
conteudo de nitrato e nitrito das dguas minerais
naturais, nao carbonatadas, comercializadas na
cidade de Sao Paulo, considerando o aumento do
consumo de agua mineral e a toxicidade do nitrato
e do nitrito, cujos niveis podem indicar também
a degradagdo da fonte. Para tanto, os autores
avaliaram amostras de daguas envasadas em um
tipo de embalagem reciclavel (1,5L de capacidade)
e em um tipo de embalagem retornavel (20L).
Foram coletadas 42 amostras de agua mineral
natural envasada de 18 marcas diferentes em garrafoes
de 20L e 65 amostras de agua mineral natural envasada
de 15 marcas diferentes em garrafas de 1,5L, total
de 107 amostras. As amostras foram adquiridas no
decorrer de 2011 em diversos pontos do comércio
da cidade de Sao Paulo e analisadas prontamente
ao chegarem ao laboratério. As amostras foram
denominadas de acordo com a cidade de procedéncia/
origem e numeradas quando duas ou mais amostras
eram oriundas de uma da mesma localidade.
Nitrato e nitrito foram determinados
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por espectrofotometria UV/VIS*. Os limites de
quantificagdo para nitrato e nitrito foram 0,18 mg
L' e 0,01 mg L*, respectivamente. Os resultados das
determinagdes de nitrato estdo apresentados nas
Figuras 1 e 2. Os valores obtidos nas andlises foram
confrontados com os declarados nos rétulos das
embalagens.

Nenhuma das amostras analisadas apresentou
nitrato em concentra¢des acima do valor maximo
permitido (VMP) pela Resolugao RDC n° 274/2005":
50mgL"'em NO,". Segundo os dados apresentados nas
Figuras 1 e 2, algumas amostras apresentaram valores
de nitrato superiores aos declarado no rétulo e sdo
essas que merecem atengdo. Amostras provenientes
de fontes proximas de regides urbanizadas, como
as Sao Paulo 1 e 3 e Serra Negra 2, apresentaram
concentra¢des mais elevadas de nitrato.

O nitrato pode estar presente naturalmente
nas aguas subterrdneas em baixas concentragdes,
mas sua presenca nos aquiferos ¢ principalmente em
decorréncia da falta de redes de esgoto, ou ainda, de
descargas de nitrogénio organico e amoniacal como,
por exemplo, de industrias quimicas, siderurgicas,
farmacéuticas, alimenticias, frigorificas e matadouros.
O nitrato ao penetrar no solo pode atingir o lencol
freatico com o movimento das aguas subterraneas, pois
existe uma migrag¢ao do liquido em subsolo, das areas
de maior pressdo para as de menor pressao. Segundo a
Organiza¢ao Mundial da Saude, umavez que o aqiiifero
apresente altos niveis de nitrato, a contaminagido
podera durar décadas, mesmo que a origem da
contaminag¢ao de nitrato seja reduzida drasticamente®.
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A toxicidade do nitrato deve-se ao fato
que ele pode dar origem ao nitrito. Ele pode ser
reduzido a nitrito no organismo e provocar a
metahemoglobinemia infantil que se caracteriza
por diminuir o oxigénio livre na corrente sanguinea
causando cianose e asfixia. Esta doen¢a também pode
afetar adultos com predisposi¢ao hereditaria, pessoas
com ulceras pépticas ou gastrite cronica e pacientes
em dialise>. Além disso, o nitrato, ao se converter
a nitrito no organismo, pode reagir com aminas
secunddrias e tercidrias e dar origem a nitrosaminas
e nitrosamidas, ambas carcinogénicas, sendo que
quando houver ingestdao do nitrito a intoxicagdo é
direta’. A Italia, um dos paises com maior producdo e
consumo de aguas envasadas, recomenda o limite de
10 mg L' para nitrato em aguas envasadas destinadas
ao publico infantil’. Caso esta legislacao se aplicasse
ao Brasil, neste estudo 12,3% das amostras de dguas
envasadas em garrafas de 1,5L e 19% das aguas de
garrafoes de 20L estariam improprias para o consumo
infantil.

Cinco amostras apresentaram nitrito com
teores acima do VMP (0,02 mg L")', quatro delas da
fonte Sao Paulo 3 e uma de Serra Negra 2. Os teores de
nitrato destas amostras também foram superiores aos
declarados no rétulo, o que pode indicar deterioragdo
dessas fontes.

Os dados obtidos nesta avaliagdo preliminar
evidenciam a necessidade de monitoramento continuo
dos teores de nitrato nas dguas minerais provenientes
de regides densamente urbanizadas, além de um
controle do risco de degradagio da fonte, e de se
estabelecer pardmetros indicadores da qualidade
da dgua mineral envasada comercializada. Sugere-
se que na composi¢cdo quimica das aguas minerais
conste obrigatoriamente a concentragdo de nitrato,
e que a mesma seja revista com maior frequéncia,
indicando a porcentagem de flutuagdo aceitavel desse
contaminante.

14 « Bol Inst Adolfo Lutz. 2015; 25(1):12-14
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Avaliacao da qualidade de diferentes marcas de alcool gel
comercializadas na cidade de Sao Paulo

alcool é um composto quimico organico,

muito utilizado em institui¢oes de saude

como antisséptico e na desinfecciao
de artigos e superficies, para eliminar ou reduzir
a carga microbiana, cuja utilizacdo data de longo
tempo na histdria. O alcool esta entre os antissépticos
mais seguros, por possuir baixa toxicidade, efeito
microbiocida rapido e ser de facil aplicagdo.
Estudos investigaram a efetividade e tolerancia ao
procedimento de fric¢ao com solugdo alcodlica versus
lavagem com sabdo e concluiram que o alcool é mais
efetivo, porém ressaltaram, que o procedimento
de fricgdo com o alcool ndo substitui a lavagem das
maos, se estiverem sujas’. O gel contendo alcool
em sua formulagdo representa a busca por produto
germicida com amplo espectro, mesmo na presenga
de matéria organica, tempo minimo de inativagdo dos
micro-organismos, além da facilidade de aquisicao
e baixo custo. A Resolu¢do RDC n° 42, de 25 de
outubro de 2010° dispde, sobre a obrigatoriedade
de disponibilizacdo de preparagdes alcoolicas para
friccao antisséptica das maos pelos servigos de saide,
reparticoes publicas e escolas no pais. Os produtos
destinados a higienizagdo das maos sdo classificados
como de risco 2, com obrigatoriedade de registro
junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA. O objetivo do presente estudo foi avaliar
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diferentes marcas de alcool gel disponiveis no mercado,
verificando a atividade antisséptica e o teor de alcool’.

A avaliagdo da atividade antisséptica foi
realizada de acordo com a NF EN 1040, 2006:
Quantitative suspension test for the evaluation of basic
bactericidal activity of chemical disinfectants and
antiseptics* e a quantificagao do teor de alcool etilico
foi realizada através de densimetro digital Mettler DA
300, utilizando as tabelas de conversao da AOAC -
Association of Official Analytical Chemists®.

Para a realizagdo do estudo foram adquiridas
no mercado 16 amostras de alcool gel de diferentes
marcas. Das 16 amostras 87,5% (14) nao apresentaram
teor de alcool etilico minimo de 70% p/p, conforme
preconiza a Legislagigo RDC n°. 42/2010 para este
tipo de produto e 12,5% (2) ndo comprovaram sua
atividade antimicrobiana. Entretanto, foi observado
que produtos com teor de alcool etilico abaixo de 70%,
demonstraram eficiéncia na redugéo, de pelo menos, 5
cicloslogaritmicos, conforme preconizaa metodologia
adotada, quanto a avaliacao da atividade antisséptica.
O estudo sugere uma revisao que estabelega um valor
mais flexivel quanto ao teor de alcool etilico para o
produto na forma de gel, semelhante ao preconizado
para preparagdes alcodlicas para higienizagao das
maos sob a forma liquida cuja concentragao final
aceita é de 60% a 80%.
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Um olhar sobre o fluoreto em

gua mineral natural é aquela obtida

diretamente de fontes naturais ou

por extragdo de dguas subterraneas. E
caracterizada pelo conteido definido e constante de
determinados sais minerais, oligoelementos e outros
constituintes, considerando as flutuagdes naturais’.
Um desses elementos é o flior que pode estar presente
naturalmente na agua devido a presenca de cristais de
fluoreto nas rochas subterraneas, emissoes e efluentes
industriais, ou lixiviagdo de fertilizantes usados em
areas agricolas’.

A presenca de fluoreto deve ser verificada pois,
segundo dados da Organizagdio Mundial da Saude
(OMS), concentragdes entre 0,9 e 1,2 mg L' podem
causar uma leve fluorose dentaria, dependendo
da quantidade de agua ingerida e da exposi¢do a
outras fontes de flior (como, por exemplo, ar e
alimentos). A OMS recomenda 1,5 mg L'! como valor
maximo nos locais onde a ingestao total de fluoreto
¢ aproximadamente (ou maior que) 6 mg por dia’.
Segundo a Portaria n° 2914, de 12 de dezembro de
2011, em tabela de padrio de potabilidade para
substancias quimicas que representam risco a saude
(Anexo VII), o valor maximo permitido (VMP) de
fluoreto na agua potavel é de 1,5 mg L' °. Maiores
concentragdes de fluoreto (3 a 6 mg L"), podem levar
a fluorose do esqueleto, principalmente quando ha
alto consumo desta agua.

Segundo o Coédigo de Aguas Minerais
(CAM),a agua mineral sera classificada de acordo
com sua composicio quimica e essa classificagdo
esta a cargo do Departamento Nacional de Produgéo
Mineral (DNPM). O DNPM podera classificar a
agua de acordo com o elemento predominante ou,

agua mineral envasada
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ainda, estabelecer classifica¢do mista, quando sua
composi¢ao apontar mais de um elemento, ion ou
substancias raras dignas de nota’.

Nesse estudo observamos que no rétulo de uma
marca das aguas minerais analisadas apresentava 0,01
mg L de flGor e estava classificada como fluoretada.
Atualmente, essa classificagdo nao seria possivel
pois a Portaria n° 540 de 18/12/2014 estabeleceu
limites minimos dos elementos dignos de nota para a
classificagao das aguas minerais, e no caso de fluoreto
este limite ¢ 0,02 mg L'. A Comunidade Européia
considera como agua mineral fluoretada aquela que
contém mais de 1 mg L' de fluoreto.

Neste estudo preliminar foram coletadas 107
amostras, sendo 65 amostras de agua mineral natural
envasada de 15 marcas diferentes em garrafas de 1,5L,
e 42 amostras de 4gua mineral natural envasada de 18
marcas diferentes em garrafoes de 20L. As amostras
foram adquiridas em diversos pontos do comércio da
cidade de Sdo Paulo e denominadas de acordo com
a cidade de procedéncia/origem. Cabe ressaltar que
todas as aguas amostradas em seus rotulos estavam
classificadas como fluoretadas.

O fluoreto foi determinado por método
potenciométrico usando-se o eletrodo de ion seletivo
para fluoreto acoplado ao potencidmetro, sob agitacao.
Foi usado o tampao TISAB III e a relagdo tampao:
amostra foi de 1:10. A curva analitica de fluoreto foi
linear para a faixa 0,1 a 1,6 mgF- L', e o coeficiente
angular esteve sempre dentro do intervalo 52,0 a 59,0,
que ¢ o indicado para o eletrodo usado. O limite de
quantificaao foi 0,1 mg L.

Os resultados das determinacdes de fluoreto
estdo apresentados nas Figuras 1 e 2.
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Nas 42 amostras de garrafées de 20 L a
concentragao de fluoreto variou de 0,1 a 1,60 mg L-1
(Figura 1) e nas 65 amostras em garrafas de 1,5L a
variagdo ocorreu de 0,1 a 1,13 mg L-1 (Figura 2). A
maioria das amostras, 41 de garrafoes de 20L e 61
de garrafas de 1,5L, apresentaram niveis de fluoreto
inferiores a 0,6 mg L-1. Uma das amostras de 20 L e
cinco amostras de 1,5 L (7,7%), apresentaram valores
acima de 0,8 mg L-1 e duas destas mais que 1,0 mg
L-1de fluoreto, sendo que o rétulo trazia o valor de
0,12 mg L-1. Os valores obtidos nas analises foram
confrontados com os declarados nos rétulos das
embalagens e houve variagdes dos niveis de fluoreto.
Isto também foi observado por outros autores.

Segundo a ANVISA, na Resolugdo n° 274 de
22 de setembro de 2005, o fluoreto pode representar
um risco a saude se a agua mineral envasada contiver
mais que 1 mg L-1 neste caso, o rétulo deve trazer
obrigatoriamente a seguinte adverténcia, em destaque
e em negrito: “Contém Fluoreto” Quando conter mais
de 2 mg L-1, devera constar no rétulo a mensagem:
“O produto nao é adequado para lactentes e criancas
com até sete anos de idade”.

Frequentemente, o consumidor ndo esta atento
para o fato de que algumas aguas minerais classificadas
como fluoretadas nao contém a quantidade necessaria
de fluoreto para a prevenir a cdrie dentdria. E preciso
estar alerta e verificar nos rétulos das d4guas minerais
o teor de fluoreto de cada uma delas; algumas vezes
esse teor se aproxima do da dgua de abastecimento
fluoretada.

Criancas de até um ano de idade podem
desenvolver fluorose em dentes deciduos quando
a ingestao didria de fluoreto estiver acima de 0,07
mg kg-1 de peso corporal e isto pode ocorrer
quando férmulas infantis, que ja contém fluoreto na

composicao, forem reconstituidas com agua contendo
0,8 mg L-1 ou mais de fluoreto. A legislagdo alema,
por exemplo, no intuito de orientar os consumidores,
prevé que aguas envasadas contendo menos de 0,7
mg L-1 tenham no rétulo os dizeres “adequado para o
preparo de alimento infantil”.

Sugere-se que na composi¢do quimica citada
no roétulo das dguas minerais envasadas conste
obrigatoriamente a concentragao de fluoreto e frases
de alerta ao consumidor quanto ao seu teor. Além
disso, que esta seja revista com mais frequéncia e que
as autoridades competentes estabelecam porcentagens
de flutuagdes aceitaveis desses teores.
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Frequéncia dos diagndsticos citopatologicos cérvico-vaginais

detectados no Nucleo de Anatomia Patolégica do Instituto
Adolfo Lutz nos anos de 2012 e 2013

cancer de colo de ttero continua sendo
uma importante causa de mortalidade
feminina. Segundo o Instituto
Nacional do Céncer (INCA), a estimativa para o ano
de 2014 ¢é de 15.590 novos casos, correspondendo a
quarta neoplasia mais frequente em mulheres'.
Trata-se de uma doenca de evolugdo lenta,
cujo desenvolvimento esta relacionado a diversos
fatores de risco, como inicio de vida sexual precoce
e correlacionado a infec¢ao pelo Papilomavirus
Humano (HPV). Por esta natureza, é possivel a
aplicacdo de medidas de prevengdo, sendo uma das
principais o rastreamento populacional através do
exame citopatologico (Papanicolaou) para detecgdo
de lesdes neoplasicas e pré-neoplasicas®. Além disso,
no ano de 2014, a vacina¢do quadrivalente contra o
virus do HPV para adolescentes, entre 11 e 13 anos,
serd introduzida no calendario vacinal brasileiro’.
Para garantir a eficiéncia do programa de
controle do cancer de colo de utero, o Ministério
da Saude (MS) recomenda medidas de controle
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de qualidade interno que envolvem, dentre outros
critérios, a determinacao dos indices de positividade
e de satisfatoriedade das amostras®. Tais agdes
tornaram-se obrigatdrias para os laboratérios de
citopatologia segundo a Portaria n° 1504, de 23 de
Julho de 2013, que instituiu a Qualificagao Nacional
em Citopatologia na prevenc¢ao de cancer de colo de
utero (QualiCito)°.

O presente estudo apresenta a frequéncia
e a distribuicdo por faixa etdria dos diagnodsticos
citopatologicosdasamostras,cérvico-vaginaisnosanos
de 2012 e 2013 no Laboratério de Citologia Oncética,
do Nucleo de Anatomia Patoldgica do Instituto Adolfo
Lutz (LCO - IAL), provenientes majoritariamente da
regidodo ValedoRibeira,alémdosdadosdocontrolede
qualidade interno laboratorial, conforme preconizado
pelo MS. Os resultados foram obtidos através do
programa Tab para windows - TabWin" Versao 3.6b
a partir do banco de dados Sistema de Informacgio
do Cancer do Colo do Utero SES-SP (SISCOLO).

Em 2012, no LCO-IAL, foram realizados



13.063 exames, com 178 (1,36%) casos insatisfatdrios.
Dentre os casos satisfatorios, 11.976 (92,94%) foram
diagnosticados como sendo negativos para alteragdes
pré-neoplasicas e neoplasicas, 607 (4,71%) foram
classificados como atipias escamosas de significado
indeterminado possivelmente nao neoplasicas (ASC-
US), 85 (0,66%) exames como atipias escamosas de
significado indeterminado em que nao se pode excluir
lesao de alto grau (ASC-H), 50 exames (0,38%) foram
classificados como atipias glandulares de significado
indeterminado possivelmente ndo neoplasica (AGC-
US), trés (0,02%) como atipias glandulares em que
nao se pode excluir lesao de alto grau (AGC-H), 293
(2,27%) lesoes intraepiteliais de baixo grau (LSIL),

49 (0,38%) como sendo lesdes intraepiteliais de alto
grau (HSIL) e dois (0,01%) como carcinomas espino-
celulares (CEQ).

Em 2013, foram realizados 12.186 exames, com
359 (2,95%) casos insatisfatorios. Dos satisfatorios,
11.087 (90,98%) diagnosticados como negativos para
alteragdes pré-neoplasicas e neoplasicas, 397 (3,26%)
ASC-US, 33 (0,27%) ASC-H, 36 (0,30%) AGC-US,
229 (1,88%) LSIL, 39 (0,32%) HSIL, um (0,01%)
HSIL sem excluir microinvasao (HSIL micro), quatro
(0,03%) CEC e um (0,01%) adenocarcinoma invasor
(AdenoCa invasor). Os resultados do controle de
qualidade interno dos anos de 2012 e 2013 avaliados
em conjunto sdo exibidos na Tabela 1.

Tabela 1. Indices recomendados pelo Ministério da Satide/INCA para controle interno de qualidade dos exames
citopatoldgicos cérvico-vaginais

Indice Férmula Valores
LCO - IAL* Recomendagao MS
Perce.ntua.l de firpostras Ne de insatisfatérios x 100 2.95% Inferior a 5%
insatisfatorias Ne exames
3% a 10%
Indice de positividade I;X:I;:;(zgie:f;gizjos x 100 9,01% Variavel de acordo com
a populagdo atendida
Percentual de ASC Ne de ASC-US e ASC-H x 100 61.34% )
dentre alterados Total de exames alterados OER
ASC-US + ASC-H
Razao ASC-SIL 1,84 Inferior a 3,0

LSIL + HSIL

* Indices do LCO-IAL com base nos diagndsticos realizados no periodo de 2012 e 2013.

Em ambos os anos, a maior propor¢ao relativa
de casos de LSIL foi nas faixas etarias até 25 anos, e
os casos de HSIL na faixa de 25 a 29 anos. Em 2012,
houve um caso de carcinoma na faixa entre 30 a 34

anos e outro entre 50 e 54 anos. Os quatro casos de
carcinoma ocorridos em 2013 foram em pacientes
acima dos 60 anos (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2. Frequéncia dos diagnésticos citopatoldgicos cérvico-vaginais estratificados por faixa etaria referentes aos exames
realizados no ano de 2012, no LCO-IAL

DIAGNOSTICO
Exames Exames
Faixa etaria ASCUS ASC-H AGC-US AGC-H LSIL HSIL CEC iliiriiii riiliziiii
12 a 14 anos 1 - - - 5 - - 6 48
15al9ans 60 - 1 - 6 4 - 130 88
20 a 24 anos 79 8 1 - 55 3 - 146 1.239
25a29amos 60 7 5 - 33 8 - 13 1538
30 a 34 anos 56 6 9 1 24 7 1 104 1.642
35a39ams 6 1l 5 1 3% 6 - 123 153
40 a 44 anos 62 9 11 - 15 4 - 101 1.467
45ad9anos 8 8 4 1 20 6 - 9% 136l
50 a 54 anos 57 6 5 - 12 5 1 86 1.135
55a59ams 47 9 1 - 11 1 - 6 85
60 a 64 anos 35 8 7 - 3 2 - 55 602
_ >6damos 29 13 1 - 12 3% - 58 784
Total 607 85 50 3 293 49 2 1.089 13.063

Tabela 3. Frequéncia dos diagndsticos citopatoldgicos cérvico-vaginais estratificados por faixa etéria referentes aos
exames realizados no ano de 2013, no LCO-IAL

DIAGNOSTICO

i Ari HSIL AdenoCa Exames Exames
Faixa etaria ASCUS ASC-H AGC-US LSIL HSIL micro CEC invasor _Alterados realizados

15a 19 anos 42 2 1 62 - - - - 107 809

25a29 anos 46 3 4 23 11 - - - 87 1.322

35a 39 anos 35 3 4 14 4 - - - 60 1.431

45 a 49 anos 42 - 4 16 2 - - - 64 1.203

55 a 59 anos 24 1 2 4 3 - - - 34 894

> 64 anos 23 7 - 6 4 - 2 - 42 704

Os dados apresentados mostram uma
precocidade no aparecimento de lesdes de alto
grau, fato que pode estar relacionado ao inicio de
atividade sexual precoce e fatores sdcio-econdmicos
regionais do Vale do Ribeira, como baixa renda
per capita e baixo indice de desenvolvimento
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humano®. Ressalta-se também a importancia do
controle interno de qualidade, exigéncia atual
da QualiCito> e comparagdo dos resultados,
especialmente do indice de positividade e percentual
de ASC dentre os alterados com outros laboratérios.
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Comparacdao de meétodo titulométrico oficial com método
titulométrico automatico na determinacao do cloro ativo presente
nas aguas sanitarias e hipocloritos

agua sanitaria é uma solu¢ao aquosa

com a finalidade de desinfecgdo e

alvejamento, em que a substincia
ativa é o hipoclorito de s6dio ou de calcio, com teor de
cloro entre 2,0 e 2,5 % p/p, podendo conter apenas os
seguintes componentes complementares: hidréxido de
sodio ou célcio, cloreto de s6dio ou calcio e carbonato
de sodio ou calcio. A solugdo de hipoclorito com a
finalidade de alvejamento e/ou desinfecgdo, cuja
substancia ativa também ¢ o hipoclorito de sédio ou
calcio, difere da agua sanitaria por ser um produto
mais concentrado, com teor de cloro ativo entre 3,9
e 5,6 % p/p, podendo conter estabilizantes, corantes,
fragrancias, sequestrantes e/ou tensoativos em sua
formula¢do. O controle da concentracdo de cloro
ativo é importante, pois a ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria) define o intervalo entre 2,0 a
2,5 % p/p para fins de registro do produto, uma vez
que uma quantidade menor do que o estabelecido na
legislagao implica que o produto ndo sera eficiente,
e acima do permitido significa que uma quantidade
maior de cloro (liberado na forma de gas) pode ser
inalado'.

O presente estudo teve como objetivo
otimizar o método utilizado na rotina do laboratério,
comparando o método manual (oficial) a um sistema
alternativo automatizado. O método oficial utilizado
na determina¢ao do cloro ativo é um procedimento
analitico simples e classico; baseia-se na titulagdo
por iodometria cujo principio é adicionar iodeto de
potdssio a amostra em meio acido para a liberacao de
iodo, que é titulado com uma soluc¢ao padronizada de
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tiossulfato de sédio 0,1 molar, utilizando solucio de
amido como indicador do ponto final da titulagao.

Para a determinacdo automdtica utilizou-se
o titulador automatico da Metrohm Pensalab cujas
buretas estavam devidamente calibradas de acordo
com a Rede Brasileira de Calibragdo (RBC), e a
reagdo procedeu-se da mesma maneira que o ensaio
oficial exceto por ndo fazer uso do indicador para
observar o final da reagdo. No titulador automatico, é
possivel produzir diretamente uma curva de titulacao
relacionada com uma titulagdo potenciométrica e
o registro ¢ dado em mV em fungdo do volume de
titulante adicionado; conforme figura 1, o processo é
automatico e, ao final, a concentra¢ao da substancia é
determinada pelo software do equipamento.

Para o presente estudo efetuou-se a
determinagdo de cloro ativo utilizando seis (06)
replicatas para cada método analitico em 03
amostras, sendo duas de agua sanitdria (A e B) e
uma de hipoclorito de sédio (C), sendo que este
produto é uma matéria prima, portanto, possui maior
concentracgdo de cloro ativo. A comparagdo entre os
métodos manual e automatizado foi realizada por
meio de médias, seus respectivos desvios padrio e
suas variancias. Para concluir o estudo utilizou-se o
teste F mono-caudal, pois o objetivo é demonstrar que
o método automatico é mais preciso que o manual.
Calculou-se o valor de F, obtendo se os resultados
que estdo demonstrados na tabela 1. O resultado de
F observado foi maior que F critico (5,050) no nivel
de confianca de 95,0 %, assumindo que nao existe
igualdade entre as varidncias do método automdtico e



manual. Observou-se ainda que as médias entre ambos
foram proximas, e que o desvio padrao no método
automatico foi muito pequeno demonstrando uma
melhor precisdo®. Para o calculo de incerteza foram
avaliados os seguintes componentes: a concentragdo
da solucdo de tiossulfato de soédio, a incerteza
definida no certificado de calibragdo das buretas
(de vidro e a do titulador automdtico), a variagdo de
temperatura, a incerteza do volume final, a incerteza
da massa referente a calibra¢ao da balanca analitica e
a incerteza da repetibilidade do ensaio. O resultado

final da incerteza com 95 % de confianga para o teor
de cloro ativo foi + 0,02 % p/p e k= 2,0, calculado para
as amostras de agua sanitdria e hipoclorito de sddio3.
Concluimos que o método manual pode
ser substituido pelo método automatico, pois este
apresentou uma melhor precisao e é muito mais rapido,
oferecendo ainda as vantagens de eliminar provaveis
erros sistematicos de procedimento tais como: ajuste
inadequado do menisco do volume na bureta, uso
de indicador em maior ou menor quantidade que o
necessario e visualizagdo do ponto final da reagao.
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Figura 1. Ponto de equivaléncia do teor de cloro da automdtica da amostra de agua sanitaria utilizando o titulador
automatico acoplado ao eletrodo de platina e como titulante a solu¢éo de tiossulfato de sddio 0,1 M.

Amostras A

B C

Média (% p/p) 2,47 2,46

Desvio Padrao 0,02 0,001

“DPR (%) 0,80 0,04
Teste F 400

2,39

0,01

0,42

2,39 3,95 3,97
0,001 0,03 0,001
0,04 0,76 0,02

100 900

*DPR= desvio padrao relativo; F critico = 5,050

Tabela 1. Resultados de anilise por titulacdo manual e automatica das amostras de dgua sanitdria e hipoclorito

de sédio.
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