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Avaliacao microbiologica e fisico-quimica da agua-de-
coco verde vendida no comércio ambulante

agua-de-coco verde, no interior

da semente, corresponde a cerca

de 25% do peso total do fruto e
€ composta basicamente por 93% de agua, 5%
de acucares, além de proteinas, vitaminas e sais
minerais’. Apresenta propriedades funcionais,
sendo utilizada amplamente pela cultura popular
para repor eletrolitos em caso de desidratacdo.
Tradicionalmente, é comercializada por ambulantes,
na forma in natura, dentro do préprio fruto ou em
vasilhames?. O fruto, por ser rico em nutriente,
pode propiciar rapido crescimento bacteriano apds
a abertura. As condicdes sanitarias do manipulador,
do ambiente e dos equipamentos utilizados para
abertura do fruto e o recipiente para a conservacao,
quando ndo servida no proprio fruto, podem ser fontes
de contaminagdo microbiana e assim interferir na
qualidade da agua do coco. Ainda, tal contaminagéo,
pode ser desencadeadora de alteragBes fisico-
quimicas, como o pH, o grau de acidez e a presenca
de substéncias solidas. As caracteristicas sensoriais
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Raquel Alves MAURICIO?, Teresa Marilene BRONHARO!,
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também podem ser afetadas, especialmente o sabor
e a cor®. Desse modo, independente da forma em
que é comercializada ha uma preocupacdo com a
garantia da qualidade da agua-de-coco, nos aspectos
fisico-quimico e microbioldgico.

Foram coletadas no comércio ambulante
na cidade de Aracatuba, estado de S&o Paulo 15
amostras de dagua-de-coco in natura envasadas
mecanicamente através da utilizacdo de um aparato
portatil (carrinho). As amostras foram devidamente
identificadas e acondicionadas em caixas térmicas
com gelo e encaminhadas para os Laboratorios de
Microbiologia e Quimica da Universidade Paulista,
Campus Aracatuba — SP. Os estudos foram realizados
no periodo de Junho de 2008 a Novembro de 2009. A
metodologia utilizada na analise microbioldgica para
determinacéo de salmonela e coliformes baseou-se
nas normas da American Public Helth Association®.
A Resolugdo RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001,
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria®,
que estabelece padrdes microbiolégicos para 0s

Bol Inst Adolfo Lutz. 2014; 24(2):7-9 « 7



alimentos, determina que a &gua-de-coco deve
apresentar auséncia de Salmonella e um maximo de
102 NMP/mL de coliformes termotolerantes.

Foram realizadas analises quanto ao pH,
acidez titulavel e solidos sollveis®. O valor de pH
foi medido em 50 mL de amostra, empregando-se
um pHmetro calibrado.

A avaliagdo das amostras revelou que das 15
amostras de agua-de-coco, 13 (86,7%) apresentaram
bactérias do grupo coliforme igual ou superior a 1.100
NMP/g e 2 (13,3%) apresentaram valores inferiores.
Quanto a pesquisa de coliformes termotolerantes,
das 13 amostras contaminadas com coliformes
totais, 11 delas (84,7%) apresentaram coliformes
termotolerantes, tendo sido detectada a presenca de
Klebsiella spp em 6 amostras (54,5%) e Escherichia
coli nas demais amostras (45,5%) Contagens altas
de coliformes também foram encontradas por
Carvalho e colaboradores® em mais da metade de
amostras de agua de coco avaliadas, inclusive com
presenca de coliformes termotolerantes.

A ocorréncia de bactérias do grupo coliforme
termotolerantes namaioria das amostras, eem nimero
superior ao permitido pela legislacdo vigente®,
evidenciou que as condi¢bes higiénico-sanitarias
de comercializacdo nao estavam adequadas.
Possivelmente, as inadequacbes ocorrem devido
ao desconhecimento das normas de higiene e das
condicdes sanitarias que devem ser cumpridas pelos
trabalhadores. Carvalho e colaboradores® concluiram
que a superficie do carrinho e os instrumentos
utilizados para a abertura do fruto constituem a
maior fonte de contaminagdo. Além disso, a maior
parte dos estabelecimentos de comércio ambulante
ndo possui sistema de abastecimento de agua
tratada, dificultando a higienizacdo dos utensilios
e ainda a higiene pessoal’. Ndo foi observada a
presenca de Salmonella, nas amostras analisadas,
estando de acordo com o encontrado por Carvalho e
colaboradores®.

Quanto as andlises fisico-quimicas, todas as
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amostras de A&gua-de-coco tiveram seus valores
de pH acima de 4, sendo o valor médio superior a
4,5. A Instrucdo Normativa N° 31, de 13 de agosto
de 20098 estabelece um valor minimo de pH da
agua-de-coco resfriada de 4,3 e um méaximo de
4,5. Resultados semelhantes foram encontrados
por Amaral e colaboradores®, cuja avaliacio de
amostras de &gua de coco apds a conservacao
através do congelamento, apresentaram valores de
pH acima de 4,7.

O valor médio encontrado para a acidez titulavel
das amostras foi de 0,121g de &cido citrico/100 mL
de amostra. Este valor est4 de acordo com o trabalho
desenvolvido por Costa e colaboradores®, para agua-
de-coco processada, que apresentou valores de acidez
na faixa de 0,11 e 0,12%.

O valor médio encontrado para solidos
soluveis (°BRIX) foi de 4,95, apresentando-se dentro
dos limites previstos pela Instrucdo Normativa N°
31, de 13 de agosto de 2009, que determina °BRIX
maximo de 6,70. Os aspectos fisico-quimicos da
agua de coco devem se sempre avaliados, uma vez
que estdo relacionados com o desenvolvimento de
reacdes enzimaticas indesejaveis™®.

As avaliagdes sensoriais das amostras de
agua-de-coco demonstraram que, das 15 amostras,
6 (40%) apresentavam-se fora do padrédo de cor
caracteristica de agua-de-coco, que, em condicdes
normais, varia de transparente a transltcida. Todas
as amostras apresentaram odor caracteristico de
agua-de-coco.

Este estudo demonstrou que a qualidade
microbioldgica, fisico-quimica e sensorial da
agua-de-coco foi insatisfatéria.  Dessa forma,
seu consumo pode colocar em risco a saude do
consumidor. Assim, os resultados apontam para
necessidade de um maior controle pelos 6rgdos
de Vigilancia Sanitaria dos pontos de venda deste
produto, contribuindo para a garantia da qualidade
do produto e, consequentemente para a salde dos
seus consumidores.
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A Estabilidade do Acido Peracético

acido peracético, uma

combinagdo de acido acetico

e peroxido de hidrogénio,
surgiu no mercado mundial na segunda metade do
século passado, sendo incluido como desinfetante/
esterilizante pela Portaria n°® 15 de 23/08/1988 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA
e reconhecido como principio ativo autorizado pelo
Ministério da Satde. E classificado pela legislacio
vigente!*como desinfetante de alto nivel com eficacia
microbiolégica comprovada, € biodegradavel,
proporciona alto poder germicida em baixas
concentracdes® e mantém suas propriedades em
presenca de matéria organica, sendo recomendado
como substituto ao uso do glutaraldeido 2% e do
hipoclorito 1%.

Ao selecionar um agente quimico para
desinfeccdo, principalmente de artigos criticos
hospitalares e dentarios, é importante avaliar
a eficacia na eliminacdo de microrganismos
patogénicos e a toxicidade em tecidos humanos. Em
adicdo, o agente ndo deve causar dano ao material
que esta sendo desinfetado, deve ser de uso simples
e de custo razoavel* °. O hipoclorito de sodio e o
glutaraldeido sdo desinfetantes recomendados e
aceitos universalmente.

A solucéo de hipoclorito a 1% atua por 10 a
30 minutos e € instavel, devendo ser armazenada ao
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abrigo da luz, ar e calor, para evitar perda de cloro
ativo. Possui odor forte e caracteristico, podendo
irritar os olhos e danificar roupas coloridas; é
inativado por matéria orgéanica e considerado
prejudicial ao meio ambiente.

A solucdo de glutaraldeido 2% também atua
por 10 a 30 minutos e pode provocar irritacdes nos
olhos. Seu uso em spray nao é recomendado, pois a
inalacdo de aldeidos pode ser tdxica aos tecidos nasais
e pulmonares; seu uso em 2010 foi proibido para
servigos odontoldgicos no estado de Sdo Paulo®. A
literatura apresenta registros da avaliacdo do impacto
negativo que o uso do glutaraldeido pode provocar a
salide dos trabalhadores que 0 manipulam (como, por
exemplo, dermatite, problemas respiratorios e asma
ocupacional), sugerindo o uso do acido peracético
como uma escolha mais segura a saude.

Com a preocupagdo pela preservagdo
do meio ambiente, o acido peracético saiu do
ambito medico hospitalar e ganhou utilizacdo na
desinfeccdo dos sistemas de producdo animal.
Estudos demonstraram que 0s acidos organicos sdo
menos efetivos na presenca de matéria organica; no
entanto, o acido peracético foi o0 mais eficaz frente
ao S.Aureus e E.Coli independentemente desta
presenca e igualmente efetivo frente & S Enteridis
na auséncia de matéria organica, revelando-se uma
opcao valida para desinfeccdo na avicultura organica



desde que seja precedida por limpeza criteriosa.
Neste contexto, 0 uso do &cido peracético também
é utilizado na lavagem de vegetais minimamente
processados, visando reduzir a carga microbiolégica
acompanhante e retardando a sua deterioracéo; é
também uma opcéo para a sanitizacao em superficies
de cozinhas domésticas. Atualmente, o hipoclorito de
sodio € o Unico sanitizante permitido pela legislacéo
brasileira para este fim; embora eficiente, seu uso
tem sido questionado pela provavel formagdo de
cloraminas orgéanicas (compostos de alto potencial
carcinogénico).

O objetivo deste estudo foi avaliar a
estabilidade do acido peracético em relagéo a perda
do ativo e a formacdo de acido acético durante o
periodo de validade de uma amostra comercial
contendo 5% do ativo.

O 4acido peracetico e 0 acido acético foram
determinados na amostra apdés um més da data de
fabricacéo registrada no rétulo do produto, e a cada
dois meses durante um ano (prazo de validade do
produto). A determinacdo do acido peracético foi
realizada por permanganometria e iodometria:
a amostra dissolvida em &cido sulfurico diluido
¢ titulada com permanganato de potassio para
a eliminacdo do peréxido de hidrogénio e, em

seguida, adiciona-se iodeto de potéassio — o iodo
liberado é titulado com solucdo padronizada de
tiossulfato de sodio; as determinacBes foram feitas
em cinco replicadas a cada més. A determinagéo
do acido acético foi realizada por titulometria de
neutralizacdo utilizando hidréxido de soédio 1,0
mol/L, também em cinco replicatas.

Os resultados obtidos estdo demonstrados na
Figura 1, onde podemos observar um decréscimo
do teor de acido peracético a partir do décimo més,
com aumento do teor de &cido acético. Este aumento
é explicado pela decomposicao espontanea do acido
peracético, com formacao de oxigénio e elevacao do
pH durante o armazenamento. A analise estatistica
utilizando ANOVA/teste de Tukey demonstrou
diferencga significativa comparando-se as médias no
inicio e no final da avaliacdo da estabilidade (p valor
menor que 0,05).

Uma vez que estudos demonstram que o &cido
peracético é eficaz na esterilizacdo em solucdes com
concentracdes de 0,2%, é importante determinar o
teor de &cido peracético presente na amostra para
uma correta diluicdo de uso, tendo em vista ainda
que, em baixas concentracBes, a decomposicdo é
acelerada, com a solucédo tornando-se muito instavel
e o teor sendo reduzido em até 50%°.

Estudo da degradacéo do acido peracético
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Alteracoes no aspecto e odor de medicamentos:
indicativos de desvio de qualidade

Assisténcia  Farmacéutica, parte

das diretrizes da Politica Nacional

de Medicamentos (Portaria GM/
MS n° 3.916/98)* é considerada uma das atividades
prioritarias da assisténcia a saude. Compreende um
conjunto de atividades relacionadas ao acesso e ao uso
racional de medicamentos destinados a complementar
e apoiar as agoes de atencdo a satde. O medicamento é
essencial, visto que nenhum outro fator, isoladamente,
influencia tanto a capacidade resolutiva dos servicos
de saude, sendo considerado insumo estratégico para
a melhoria da satde da populacéo.

A implementacdo das Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) em medicamentos?, obrigatoria e
regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), visa garantir a qualidade
da producdo de medicamentos. Os processos de
vigilancia estabelecidos pela ANVISA consistem
nas acbes de registro e auditorias nas industrias
farmacéuticas, monitoramento da qualidade dos
medicamentos, fiscalizacdo e farmacovigilancia
na pés-comercializacdo. A vigilancia pds-
comercializacdo é uma atividade que busca detectar
possiveis eventos adversos, falta de eficacia
terapéutica, ou desvios de qualidade que possam
acontecer depois que um produto entra na fase de
comercializacdo, e que ndo puderam ser detectados
nos testes e ensaios realizados durante a fase de
pré-comercializacdo®. A forma farmacéutica de um

NHelena Miyoco YANO, Blanca Elena Ortega MARKMAN,
Jaqueline Kalleian ESERIAN, Marcia LOMBARDO, Luz
Marina TRUJILLO, Valéria Adriana Pereira MARTINS

!Centro de Medicamentos Cosméticos e Saneantes - Instituto
Adolfo Lutz

medicamento é o estado final de apresentacdo que
as substancias ativas farmacéuticas possuem apods
seu desenvolvimento farmacotécnico, a fim de
facilitar a sua utilizacéo e obter o efeito terapéutico
desejado, com caracteristicas apropriadas a via
de administracdo. O Centro de Medicamentos,
Cosmeticos e Saneantes do Instituto Adolfo Lutz
participa do Monitoramento da Qualidade de
Medicamentos de Programas com a Vigilancia
Sanitaria como Saude da Mulher, Saide Mental,
Dose Certa, assim como atende queixas técnicas de
usuarios com relatos de desvios de qualidade que
incluem alteracdo da cor, presenca de particulas
estranhas, comprimidos fragmentados, entupimento
da agulha em suspensdes injetaveis, odor e sabor
desagradavel, presenca de grumos em suspensdes
para uso oral, vazamento do contetdo de capsulas,
capsulas empedradas, entre outros.

O objetivo deste trabalho foi analisar as
notificacbes de medicamentos, relacionadas a
alteracdo no aspecto que ocasionaram suspeita de
desvio de qualidade, em programas de monitoramento
da qualidade de medicamentos e notificacGes de
usuarios por meio dos servicos de vigilancia sanitaria.

A analise de aspecto consistiu na avaliacao
visual do medicamento, tendo como referéncia a
sua especificacdo constante no registro na ANVISA.
Foram analisadas 36 amostras, constituidas de
diversas apresentagdes farmacéuticas e classes
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terapéuticas, nas modalidades de analises de
orientacdo e analises fiscal, constituidas de
comprimidos, cépsulas, suspensdes e solucgdes
injetaveis, solucbes, pd para suspensdes, e
suspensdes orais e géis.

Das 36 amostras analisadas quanto ao ensaio
de aspecto, 21(58,4%) apresentaram resultados
insatisfatorios, confirmando as queixas técnicas.
Na tabela 1 estdo apresentadas as diversas formas
farmacéuticas analisadas e o resultado referente ao
aspecto alterado, em relacdo a especificacao do produto.

Tabela 1. Formas farmacéuticas e resultados insatisfatorios

Formas Quantidade de Alteracoes
farmacéuticas amostras observadas
Rachados, esfarelados,
presenca de particulas
Comprimidos 16 estranhas, cor com
presenca de pontuagdes
mais escuras
Presenca de corpo
Solugdes 08 estranho, alteracéo de
cor, odor
Suspensao oral 01 Presenca de grumos
. « Presenca particulas ou
P6 para suspensao e 2
L 10 grumos apos a recons-
solucdo (injetavel) S
tituicdo
P6 01 Indicio de alteracdo do

produto (odor)

Na figura 1 estdo apresentadas as classes
terapéuticas analisadas e com seus respectivos

resultados.
Os desvios de qualidade no aspecto
dos medicamentos podem ser atribuidos a

diversos fatores como o teor de &gua acima do
limite, tamanho inadequado das particulas e
problemas com excipientes, no caso de pds para
suspensdes injetaveis, afetando diretamente a
suspensibilidade. A exposicdo a luz e ao calor,
embalagens inadequadas e alto teor de umidade
podem alterar a cor e odor do produto. Apesar da
implementacdo das BPF, desvios de qualidade
sdo detectados, sendo o0 monitoramento da
qualidade de medicamentos durante a fase pos-
comercializagdo um fator considerado importante
para garantir a seguranca de uso e a eficacia
terapéutica, promovendo o0 wuso racional de
medicamentos e prevenindo os riscos sanitarios®.
O Centro de Medicamentos, Cosméticos e
Saneantes do Instituto Adolfo Lutz tem participado
de programas de monitoramento da qualidade de
medicamentos com objetivo de colaborar nas
atividades relacionadas a promog¢do do acesso a
medicamentos pela populacdo, implementando
acOes ligadas a Vigilancia Sanitaria para oferecer
garantia quanto a qualidade e seguranca destes
importantes componentes de atencao a saude.

Antiécidos
Antianémico
Antibioticos
Antidiabético
Antihipertensivo
Antiparkisonianos
Antillcera

Repositor eletrolitico

B N° de amostras analisadas

B N° de amostras insatisfatorias

Figura 1. Amostras analisadas quanto as classes terapéuticas
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Obtencao do Certificado de Acreditacao de
Laboratorios de ensaios no instituto Adolfo Lutz

mercado mundial vem demandando

novas abordagens com respeito a

qualidade de produtos e processos.
Desta forma, os laboratdrios de ensaio e calibracdo
tém se estruturado no atendimento aos requisitos
de gestdo da qualidade, implementando uma
sistematica que propicie um adequado grau de
confiangca na prestacdo de servico. Para gerar
confianca na atuacdo de tais organizacGes que
executam atividades de avaliacdo de conformidade,
a acreditacdo é uma ferramenta estabelecida para
0 reconhecimento formal por um organismo de
acreditacdo, de que estas organizagOes atendem a
requisitos previamente definidos, demonstrando
competéncia para realizar suas atividades com
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resultados de medicbes confidveis e exatos,
com rastreabilidade metrolégica comprovada,
promovendo, desta forma, credibilidade e aceitacdo
além das fronteiras nacionais®.

No Brasil, a Coordenacdo Geral de
Acreditacdo de Laboratérios (CGCRE), da
Divisdo de Credenciamento de Laboratdrios
(DICLA), pertencente ao Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO),
é 0 organismo responsavel pela implementacdo do
sistema de acreditagdo de laboratorios de ensaios
e de calibragdo no Brasil e segue diretrizes que
0 colocam em equivaléncia com o de outros
organismos  internacionais  congéneres’. E
reconhecido por seus pares signatarios do Acordo



de Reconhecimento Multilateral com a International
Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC), com
o0 International Accreditation Forum (IAF) e com a
Interamerican Accreditation Cooperation (IAAC),
em cumprimento aos requisitos gerenciais e técnicos
da Norma ABNT NBR ISO/IEC 170253,

Assim, considerando o estabelecimento,
implementacdo e manutengdo do Sistema de Gestédo
da Qualidade de acordo com os requisitos da Norma
ABNT NBR ISO/IEC 17025, aliados a importancia da
necessidade de atendimento a clientes e autoridades
reguladoras, na emissdo de resultados analiticos
confiaveis, o Instituto Adolfo Lutz (IAL) em marco
de 2013, representado por quatro laboratérios
de analises fisico-quimicas e microbiologicas de
produtos e de fluido bioldgico, participou de processo
avaliativo junto ao INMETRO, para a obtencao do
selo de acreditacdo de ensaios.

Para este fim, desde junho de 2012, os
laboratérios candidatos a acreditacdo de ensaios:
Nucleo de Contaminantes Inorganicos, Nucleo
de Ensaios Biologicos e de Seguranca, Nucleo
de Microbiologia Alimentar e Nucleo de Ensaios
Fisicos e Quimicos em Cosméticos uniram esforcos
para a solicitacdo de registro junto ao Sistema
Orquestra da CGCRE. Este sistema tem o objetivo
de gerenciar e otimizar as atividades de acreditacdo
(ou extenséo de escopo de laboratdrios acreditados).
As atividades incluiram a compilacdo e o envio
de documentos de todos os laboratorios do IAL
candidatos a acreditacdo, para a formalizacdo e
analise prévia pelo CGCRE, para a concessdo de
avaliacdo, bem como no estabelecimento da equipe
de avaliadores.

No periodo de avaliacdo, foram verificados
os requisitos da Norma ABNT NBR ISO/IEC 17025
referentes aos itens gerenciais e técnicos, incluindo
politicas e procedimentos adotados no 1AL, bem
como o acompanhamento de analises laboratoriais
dos ensaios postulantes a acreditacéo.

Dentre os requisitos gerenciais, além da

analise documental de politicas, procedimentos e
anexos dos laboratorios candidatos, também foram
envolvidos outros setores do IAL, pertinentes a
avaliacdo, como: Nucleo de Qualidade; Centro de
Administracdo (Nucleo de Compras e Suprimentos,
Nucleo de Informética e Nlcleo de Suprimentos);
Centro de Infraestrutura; Centro de Recursos Humanos
(Nucleo de Selecéo e Desenvolvimento de Recursos
Humanos); Nucleo de Gerenciamento de Amostras,
Produtos e Processos; Nucleo de Gerenciamento de
Amostras Bioldgicas e Ouvidoria. Os principais itens
avaliados foram: controle de documentos; anlise
critica de pedidos, propostas e contratos; aquisicdo
de servigos e suprimentos; controle de trabalhos de
ensaio ndo-conforme; acao preventiva; acao corretiva;
atendimento ao cliente; reclamacfes; auditorias
internas e analise critica pela direcao.

Com relacdo ao atendimento dos requisitos
técnicos laboratoriais, dentre 0s principais
parametros de medicdo avaliados, destacaram-se:
métodos de ensaio; validacdo de métodos analiticos;
emprego de solucdo-padrdo ou de Material de
Referéncia Certificado contendo certificados
emitidos por empresa acreditada pela Norma 1SO
GUIA 34% acompanhamento de desempenho da
variabilidade de processos empregando cartas
controle; calibracdo de equipamentos; analise
critica de equipamentos calibrados; participacdo e
avaliacao de controle interno e externo da qualidade
e célculo de estimativa de incerteza.

Ap0s a avaliacdo e apresentacdo do Relatério
de Avaliacdo de Laboratério-RAV pelos avaliadores,
contendo as evidéncias dos itens conformes e ndo-
conformes, foram tomadas as agbes pertinentes
com relacdo as ndo-conformidades, dentro do
prazo concedido. Deste modo, em dezembro de
2013, o Instituto Adolfo Lutz recebeu o certificado
de reconhecimento formal da competéncia
técnica para a realizagdo de 68 ensaios fisico-
quimicos e microbiol6égicos, abrangendo: agua
para consumo humano; agua envasada; dgua para
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didlise; cosméticos, produtos de higiene, saneantes
e suas matérias primas; medicamentos, produtos
farmacéuticos, matérias primas e artigos para saude;
indicador bioloégico de esterilizacdo e sangue,
recebendo Ndmero de Acreditagdo CRL 0679°.

Assim, considerando a crescente demanda
por resultados de medicdo confidveis e com
rastreabilidade metroldgica comprovada, e visando
reforcar a confianca do publico nos servicos
prestados e incrementar a imagem de competéncia
e capacidade de inovagdo da Instituicdo, conclui-
se que a extensdo do escopo da acreditacdo de
ensaios no IAL é recomendavel aos laboratorios
que ja possuem ensaios acreditados, e que é
fundamental estimular novos laboratorios a postular
a acreditacdo, promovendo competéncia técnica no
atendimento a clientes no desenvolvimento de suas
tarefas de avaliacdo da conformidade de produtos, e
no atendimento a antigos e novos desafios de Saude
Publica.
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A descoberta, a ética e o sensacionalismo

atividade jornalistica estd em

constante busca de novos assuntos

e, consequentemente, de resultados
imediatos que alimentem o publico com
novidades. Em geral, a formula certeira passa pelo
sensacionalismo, exagero e pseudas polémicas.

Por outro lado, a pesquisa cientifica é
necessariamente mais lenta, uma vez que, requer
testes e comprovagdes que levam tempo para serem
validados. O tempo porém, nao constitui um fator
que impeca o pesquisador de divulgar a sua pesquisa,
ao contrario, lhe traz a fundamental seguranca para
expor a sociedade a conclusédo do seu trabalho.

Ha de se refletir sobre as formas pelas quais
os diversos veiculos de comunicacdo tém divulgado
os resultados da pesquisa cientifica. Sem duvida, ha
uma progressiva melhora na abordagem da ciéncia,
pela midia em geral, mas ainda enfrentamos a forca
das manchetes que resume e simplifica em uma
Unica frase “rentavel* a complexidade, o esforco e a
ousadia de uma pesquisa cientifica.

Assim, surgiu a ideia da Sintese da Criacdo
com o anuncio da primeira “bactéria sintética”.

A pesquisa do americano Craig Venter
permitiu que o nicleo genético de uma bactéria
projetado por computador e elaborado em

!Adelina Buzini COSTA E SILVA, “Cecilia Cristina Marque
dos SANTOS
'UNESP- IBILCE - Sao José do Rio Preto —SP (docente

aposentada)
Nucleo Ciéncias Quimicas e Bromatologicas-Centro de
Laboratorio Regional de Sdo José do Rio Preto

laboratdrio, constituisse na mais proxima forma de
vida que a ciéncia alcangou criar.

Sabe-se que Craig ndo partiu de matéria
inanimada e com ela produziu um ser vivo, e
sim apenas orientando-se por meio de softwares
reorganizou o material genético de uma bactéria
(2010): apagou o software bioldgico e enxertou
outro muito parecido.

Este ndo é o maior avanco genético de
todos os tempos. O titulo fica ainda, com Watson
e Crick, pais da biologia molecular, em 1953,
ao decifrar e propor uma estrutura para o &cido
desoxirribonucléico (DNA).

Charles Darwin (1859) com a teoria da
evolucao natural criou os fundamentos da biologia
moderna e seus preceitos ainda continuam, de que
“Todo ser vivo tem um antepassado” e a nova
pesquisa ndo criou um organismo a partir do zero.

Entretanto, a facanha de Craig significa um
salto para a engenharia genética com possibilidades
praticas nas areas de agronomia, producdo de
vacinas, “criacao de algas” que convertam o dioxido
de carbono em biocombustivel em escala eficaz do
ponto de vista econdmico, entre outras. Conforme
alguns pronunciamentos de pesquisadores, a
descoberta reforca a aplicagdo da tecnologia na
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resolucéo de problemas ligados ao meio ambiente.

Os geneticistas apresentam com cautela
0s resultados de suas pesquisas denotando certa
humildade. O sensacionalismo dos resultados de
Craig fica por conta da onda de euforia da “euforia
triunfalista” que percorreu de ponta a ponta do
planeta, pelas conexdes da internet.

E necessario cautela na aceitacio dos
resultados obtidos e cuidado na utilizacdo da retérica
evitando dominio do poder do conhecimento.
Tais pesquisas e, principalmente, a divulgagdo de
seus resultados por meios ndo cientificos e suas
consequéncias, nos faz refletir sobre a questéo
ética da pesquisa cientifica, uma vez que direta ou
indiretamente afetard o ser humano.

A humanidade ja passou por situacdes de
verdadeiras barbaridades e nos conduziu a criagao

da Declaragdo de Helsink, entendida como um dos
documentos que representam as teses democraticas
dos povos e, portanto, patriménio da humanidade,
pelo seu valor de referéncia como diretrizes éticas a
serem observadas em pesquisa.

Em 1999, houve uma tentativa de reverséo
de algumas teses historicamente humanitarias com
visdo exclusivamente no lucro. Em uma era de
globalizagdo e fundamentalismo econémico fica a
cargo do pesquisador preservar a sua independéncia,
a criatividade e sobretudo a sua responsabilidade
do bom uso de suas descobertas, lembrando que:
“A abelha por Deus foi amestrada. Sem haver um
processo bioguimico. Até hoje ndo houve nenhum
quimico pra fazer a ciéncia dizer nada” (Zé
Ramalho).
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Indicadores biologicos: seguranca no processo de

esterilizacao

s indicadores  bioldgicos sdo

caracterizados como uma preparagao

padronizada de micro-organismo
especifico, da ordem de 10° esporos de micro-
organismos por unidadedepapeldefiltroou carreador,
e gque apresenta resisténcia definida e estavel a um
determinado processo de esterilizagdo™2. Em geral,
sdo obtidos de culturas microbianas puras, de facil
cultivo e identificacdo, ndo devem ser patogénicos
e, fundamentalmente, serem apropriados ao tipo de
processo de esterilizagdo para o qual serdo utilizados®.
Sdo empregados na qualificacdo de desempenho
do equipamento de esterilizacdo, processos de
obtencdo de produto estéril em seu recipiente final,
esterilizacdo de equipamentos e componentes de
embalagem empregados em processos assépticos e,
ainda, no monitoramento de ciclos de esterilizacdo
em revalidagbes periodicast. E  importante
ressaltar que os indicadores biol6gicos devem ser
considerados apenas como um método adicional
de monitoramento dos processos de esterilizagéo e,
quando utilizados, devem ser tomadas precaucoes
estritas para evitar a transferéncia de contaminagéo
microbiana a partir dos mesmos®.

A cepa recomendada, por compéndios
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farmacopéicos, para o processo de esterilizagdo por
calor seco ou Oxido de Etileno é Bacillus subtilis,
Cujos esporos sao mortos com relativa facilidade em
processo térmico a vapor, diferenciando-se devido
a seu crescimento em pelicula sobre meios liquidos
e producdo de pigmento laranja. Para processos de
esterilizacdo por calor umido, a cepa recomendada
¢ Geobacillus stearothermophilus, por apresentar
resisténcia ao vapor de agua, &cido peracético
e peroxido de hidrogénio, sendo relativamente
sensivel ao calor seco®.

A preparacdo de suspensdes estoque dos
esporos dos micro-organismos selecionados requer
procedimentos apropriados como: cultivo, coleta,
purificacdo e manutencdo!. Sua disponibilizacdo
comercial apresenta-se em tiras de papel ou
cupons metalicos?, e a producdo deve obedecer a
padrdes rigidos e serem realizados em laboratdrios
qualificados. Deste modo, alguns requisitos devem
ser considerados com relacdo ao micro-organismo
teste: apresentar quantidade suficiente de acordo
com padrdo determinado (1 milh&o de esporos ou
10° esporos bacterianos por papel de filtro ou outro
carreador), oferecendo maior desafio ao processo;
deve permitir a penetracdo do agente esterilizante;
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além de leitura inequivoca entre o resultado positivo
e o resultado negativoZ.

O Nucleo de Ensaios Biologicos e de
Seguranca do Centro de Medicamentos, Cosméticos
e Saneantes, através da execucdo de analise de
indicadores bioldgicos de esterilizacdo, atua
na verificacdo da adequacdo de processos de
esterilizacdo, visando assegurar sua eficacia para o uso
pretendido. Assim, no periodo de Fevereiro de 2007
a Outubro de 2013, foram avaliadas 1235 amostras
de indicadores bioldgicos de esterilizagdo, sendo
1148 (92,9%) pertencentes ao género Geobacillus
stearothermophilus e 87 (7,1%) ao género Bacillus
subtilis, seguindo as recomendacgdes preconizadas
pela Farmacopéia Americana, USP 352 edigéo®.

A analise dos resultados obtidos indicou
que 71 (6,2%) do total das amostras de indicadores
biologicos de esterilizacdo destinados a avaliacéo de
processos por calor umido apresentaram resultados
insatisfatorios, tendo sido evidenciado crescimento
microbiano, sugerindo que o processo ao qual
foram submetidos ndo demonstrou eficiéncia, ndo
eliminando os esporos contidos na preparacdo. Neste
caso, 0 equipamento empregado para O processo
de esterilizacdo deve ser avaliado quanto ao seu
desempenho, devendo ser realizada sua manutencéo
corretiva. Com relacdo a avaliacdo das amostras de
indicadores biologicos de esterilizacdo destinados
a avaliacdo de processos por calor seco, observou-
se que apenas 01 (1,1%) do total deste grupo,
apresentou resultado insatisfatorio, ndo eliminando
0S esporos da preparacao.

Foi evidenciado também que 74 (6,4%)
das amostras de indicadores bioldgicos destinadas
a avaliacdo de processos por calor umido,

apresentaram resultados ndo conclusivos, pois 0s
controles positivos (os quais ndo foram submetidos
ao processo de esterilizacdo), encaminhados
juntamente com as amostras, ndo demonstraram
sinal de crescimento microbiano, permitindo supor
que os indicadores bioldgicos apresentavam desvio
da qualidade requerida.

A utilizacdo de indicadores biol6gicos
constitui-se em uma ferramenta adequada para a
avaliacdo da eficacia dos processos de esterilizacdo,
minimizando os erros de interpretacio. E importante
garantir a confiabilidade da esterilizacéo de materiais
ou produtos, visto que um resultado falso-positivo
pode ocasionar um dano econémico e operacional,
onde artigos seréo re-esterilizados sem necessidade.
Entretanto, o resultado falso-negativo gera uma
sensacédo de seguranca indevida e um potencial risco
ao paciente, pois ndo detecta falhas no equipamento
de esterilizacdo.
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Monitoramento do desempenho do eletrodo fon
seletivo de fluoreto através de métodos estatisticos

comportamento nao-nernstiano do
eletrodo ion-seletivo de fluoreto
a baixas concentracbes ja havia
sido constatado em 1966, quando Frant e Ross
publicaram o primeiro artigo descrevendo a sua
construcdo, funcionamento e aplicagdo®. Esta perda
de linearidade tem sido atribuida a contaminacéo
dos reagentes das solucGes-tampdo utilizadas e a
variacao na solubilidade do cristal de LaFs; dopado
com Eu** (a membrana sélida que constitui o
sensor): por exemplo, o citrato utilizado em alguns
tampdes poderia complexar com a membrana
cristalina, aumentando a solubilidade do LaFs; o
acetato, também utilizado em tampdes, ndo somente
complexaria como também participaria de reacdes
de troca idnica ndo reversiveis com a membrana,
0 que resultaria na associacdo definitiva acetato-
membrana, caracterizando um envenenamento
gradual e progressivo do eletrodo, comprometendo
sua exatiddo e precisao? 3.
Neste trabalho apresentamos 0
monitoramento do desempenho do eletrodo ion-
seletivo de fluoreto durante dois anos consecutivos
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na analise de aguas de abastecimento publico
(fevereiro de 2012 a janeiro de 2014), utilizando
métodos estatisticos (ANOVA dois fatores com
repeticdo seguida de testes Tukey, e estatistica PG
da 1SO 8466-1%). O objetivo foi acompanhar uma
possivel perda de linearidade a concentracdes mais
baixas com o uso frequente do eletrodo, de modo a
antecipar agdes corretivas no sentido de manter a
qualidade analitica dos resultados.

As andlises de fluoreto foram conduzidas por
potenciometria com eletrodo ion-seletivo (marca
Digimed, modelo DMI-FL2), utilizando 5 solucdes-
padrdo (0,30 a 1,50 mgF7/L) para a construgdo de
curvas analiticas, e tampdo TISAB 11l (pH = 6,0)
na proporcdo 1:10 (tampdo:amostra). As analises
estatisticas (softwares Microsoft Excel2010® e
OriginPro9.0®) foram conduzidas em dez medidas
de potenciais de cada solucdo-padréo, com os dados
sendo coletados no ultimo més de cada um dos
quatro semestres abrangidos por este estudo (Tabela
1), utilizando-se nivel de significancia igual a 0,05.
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Tabela 1. Potenciais (mV) das solucdes padréo de fluoreto no Gltimo més de cada semestre.

Solugdo padrao

0,3 mgF/L 0,5 mgF-/L 0,8 mgF/L 1,0 mgF/L 1,5 mgF/L
Semestre 1 164,6 150,6 138,6 132,2 123,3
164 150,9 138,7 133,5 123,1
160,7 149,2 138,4 132,7 122,3
162,7 150,7 138,9 132,9 121,6
161,7 149,4 137,1 130,7 120,4
162,4 152,4 140,1 134,5 123,3
164 152,8 140,8 134,1 123,5
163,9 153 140,5 133,6 122,6
162,5 151,1 138,8 133,1 122
162,4 151,8 139,8 133,1 123,5
média + desvio padrao 162,9 + 1,2 151,2 + 1,3 139,2 £ 1,1 133,0 £ 1,1 122,6 + 1,0
Semestre 2 163,3 152,4 139,9 134,4 123,3
162,4 150,8 139 133,5 122,8
161,8 151,6 139,3 133,7 122,3
162,6 152,6 139,5 134,7 123,7
163,1 151,8 139,8 133,4 123,3
162,5 150,7 139,3 133,5 124
163,4 152,8 140,2 135,4 124,4
162,9 149,7 138,8 133,1 122,5
163,9 152,3 140,2 134,9 124,2
163 151,5 139,7 133 122,6
média + desvio padrao 162,9 + 0,6 151,6 + 1,0 139,6 + 0,5 134,0 + 0,8 123,3 £+ 0,7
Semestre 3 159,7 150,7 138,5 132,6 122,4
161,9 150,3 138,5 132,7 122,6
162 149,6 139 132,7 121,6
159,7 149,1 138,1 132,5 122,2
163,8 153,1 140,2 135,6 124,1
165,5 155,1 142,9 136,8 126,2
164,8 153,6 141,2 135 124,5
164,7 153,9 141,4 135,7 124,8
163,6 152,7 140,7 134,9 123,5
163,3 151,1 139,6 134,1 122,8
média + desvio padrao 162,9 + 2,0 151,9 + 2,0 140,0 + 1,5 1343 + 1,6 123,5+1,4
Semestre 4 161,6 148,2 139,2 133,7 123,4
161,2 151,2 139 133,8 123,4
162,2 152,9 141,3 135,7 125,8
159,1 153 142,4 136 125,9
165,2 153,1 141,5 136,4 125,8
163,7 152,4 140 133,1 123,9
164 152,3 141,1 135,5 124,4
163,8 152,1 139,4 133,8 124,1
165,5 151 141,1 134,3 124,8
162,8 151,1 139,8 134,4 123,6
meédia + desvio padrao 162,9 + 2,0 151,7 + 1,5 140,5 + 1,1 134,7 + 1,1 124,5 + 1,0
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Observando os dados da Tabela 1, verifica-
se que as médias mensais dos potenciais entre 0s
semestres ndo podem ser diferenciados para uma
mesma concentracdo de solucdo padrdo devido
as dispersdes dos dados (expressas como desvio
padrdo). Contudo, observa-se também uma tendéncia
de aumento de potenciais para as concentracgdes 0,8;
1,0 e 1,5 mg/L. Este aumento sugere uma perda
gradual da linearidade entre os pontos da curva de
calibragdo, como mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Potenciais médios em funcéo do logaritmo
da concentracéo de fluoreto.

A ANOVA de dois fatores (com repeticao)
dos dados individuais de cada semestre indicou
diferenca estatisticamente significativa entre os
semestres (F_.. =2,65; F_ .,,=6,15; p=0,00053).
Os testes Tukey entre os semestres indicou que 0s
potenciais relativos ao terceiro e quarto semestres
eram significativamente diferentes dos potenciais
relativos ao primeiro semestre (p =0,0256;

sem3/seml

psem4/seml:0’00027)'
A estatistica PG* aplicada as médias mensais

ao final de cada semestre apresentou as seguintes
estimativas: 8,2 (1° semestre); 12,3 (2° semestre);
22,7 (3° semestre); 23,2 (4° semestre) — os valores
de PG para o 3° e 4° semestres superaram o valor de
Foabeiado (19ual a 18,5), indicando que uma regressao
polinomial de segunda ordem apresentaria um
melhor ajuste aos dados destes semestres do que
uma regressao linear.

Dos testes estatisticos aplicados, somente
a estatistica PG foi capaz de estimar a perda
de linearidade ao longo do tempo, na faixa
de concentragfes utilizada na construgdo das
curvas analiticas. Em adigdo, o aumento gradual
desta estatistica, aproximando-se inicialmente
do valor limite (igual a 18,5) e posteriormente
ultrapassando-o, sugeriu diminuicdo gradual de
eficiéncia do eletrodo no periodo, 0 que conduziu a
acao de providenciar a sua substituicdo ao final do
4° semestre.
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Comparacao de dois ensaios imunoenzimaticos para
pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1/2 em populacao

infectada pelo HIV

Brasil ¢ o pais do continente

americano com 0 maior nudmero

de pessoas infectadas pelo virus
linfotrépico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1)
com estimativa de 800.000 infectados®. Jd 0 HTLV-2
é endémico em indios da Amazo6nia e em usuarios de
drogas injetaveis?. Em 1993, a sorologia para estes
virus tornou-se obrigatéria em Bancos de Sangue
no Brasil®. Desde novembro de 1998, o Instituto
Adolfo Lutz de Sdo Paulo realiza a sorologia para
HTLV-1/2 em populacdo de risco e tem observado
problemas no diagndstico, principalmente de
HTLV-22. Foi observado que o emprego de apenas
um ensaio imunoenzimatico (EIA) para pesquisa
de anticorpos especificos era insuficiente para
detectar todos 0s casos verdadeiramente positivos
e assim passou-se a utilizar dois EIA de principios
e composicOes antigénicas diferentes*®. A partir
de 2013, encontram-se disponiveis no mercado
nacional apenas kits de 32 geracdo que utilizam
peptideos sintéticos e/ou proteinas recombinantes
como antigeno e conjugado. O presente estudo
objetivou comparar a eficiéncia de dois kits EIA
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de 3% geracdo disponiveis no mercado nacional:
um de procedéncia estrangeira e outro nacional na
triagem de infeccdo por HTLV-1/2 em pacientes
do CRT DST/Aids de S&o Paulo. Amostras de
sangue de 1.608 pacientes infectados pelo HIV que
aceitaram participar do estudo e assinaram o TCLE
(Plataforma Brasil CAAE 11302512.0.0000.0059)
foram testadas quanto a presenca de anticorpos
anti-HTLV-1/2 usando os kits Murex HTLV I+,
Diasorin, UK e Gold ELISA HTLV-I/Il, REM, SP,
seguindo as instrucdes dos fabricantes. Os resultados
foram avaliados em relacdo aos obtidos nos testes
confirmatodrios de Western Blot (HTLV Blot 2.4, MP
Biomedicals) e/ou PCR em tempo real “in house”
(pol) (protocolo de Costa et al., 2011)’. Houve
deteccdo de 51 amostras de sangue reagentes pelo
kit Murex. Destas, uma resultou negativa no WB e
na PCR. O kit Gold ELISA detectou 49 amostras
reagentes: ndo detectou a amostra WB e PCR
negativa e outra amostra com perfil indeterminado
no WB (presenca de rgp46-11 e p24) e PCR positiva
para HTLV-2. O resultado da densidade Gtica/cut
off (DO/CO) desta amostra de soro no Gold ELISA



foi 0.251/0.281 (0,9), ou seja, na zona cinza (em
evidéncia na Figura abaixo).
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Figura. Resultados de DO/CO obtidos com os kits Murex e Gold ELISA dos casos de coinfec¢do HIV/HTLV em relacéo aos resultados de WB e
PCR em tempo real pol para HTLV-1 e HTLV-2, usando GraphPad Prism e os programas estatisticos de Kruskal-Wallis ANOVA (a) (p=0,0006)

e Mann-Whitney U-test (b)

Os resultados obtidos mostram que o Kit
Murex foi 100% sensivel e 92% especifico para
detectar casos de infeccdo por HTLV-1/2 nesta
casuistica. Mostram também que o kit Gold ELISA
deixaria de detectar um caso de infeccdo por HTLV-
2 caso ndo fosse considerada a zona cinza. Estes
resultados diferem parcialmente dos obtidos com
amostras da rotina do Centro de Imunologia onde os
dois kits se mostraram 100% sensiveis®, e confirmam
a dificuldade de diagndstico de infec¢do por HTLV-
2 em populacéo infectada pelo HIV. Apesar dos dois
kits poderem ser utilizados isoladamente na triagem
de infeccdo pelos HTLV-1/2, os resultados obtidos
apontam para a necessidade de submeter amostras
com resultados inconclusivos no EIA (zona cinza)
aos testes confirmatdrios de WB e/ou PCR.
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A crianca febril sem causa aparente tem realmente

uma virose?

ebre sem uma causa aparente é comum

em criancas abaixo de trés anos de idade.

Embora infeccdo viral seja a suspeita
principal na maioria dos casos, geralmente ndo séo
realizados testes para detecgdo de virus. E importante
que se invista na pesquisa para compreensao das causas
dessa febre, e, se confirmado que na maioria dos casos
a infeccdo é viral, talvez haja uma diminuicdo de
tratamento de criancas febris com antibioticos de amplo
espectro. A partir desta problematica, comum também
no Brasil, um grupo de pesquisadores da Washington
University School of Medicine, dos Estados Unidos da
América, fez estudos bem delineados e abrangentes,
utilizando técnicas diversas em amostras de pacientes
com idades entre 2 a 36 meses, atendidos no pronto-
socorro com temperatura maior ou igual a 38°C sem
causa aparente e para 0s quais, por critérios clinicos,
havia sido indicada coleta de sangue para exame
laboratorial.

Em um dos artigos, amostras de sangue e de
swab da nasofaringe foram testadas por um amplo
painel de reacGes em cadeia pela polimerase (PCR)
especificas para virust. Foram dois os grupos controle
da mesma faixa etaria, um de criancas afebris
submetidas a cirurgias ambulatoriais e outro de
pacientes com febre e infecgdo bacteriana provavel
ou comprovada. A defini¢do de positividade de uma
crianca para um virus era o encontro do mesmo
em sua amostra de sangue ou secrecao nasofaringea.

Silvana Beres CASTRIGNANO
Ncleo de Doengas Respiratdrias — Centro de Virologia —
Instituto Adolfo Lutz

Os autores detectaram um ou mais virus em 76% das
75 criancas com febre sem causa aparente, 40% de
15 criangas com febre e infeccdo bacteriana definida
ou provavel e 35% de 116 criancas afebris. Os virus
predominantes foram adenovirus, herpesvirus humano
6, enterovirus e parechovirus, que estavam presentes
em 57% das criancas febris sem causa aparente, 13%
das criangas com febre e infeccéo bacteriana definida ou
provavel e 7% das criancas afebris. Antibioticoterapia
foi receitada para 51% das crian¢as com infeccéo viral
e sem evidéncia de infeccéo bacteriana.

Outra abordagem do assunto foi feita através
do estudo do viroma humano de criancas febris por
causa desconhecida e afebris, analisando amostras
de swabs nasofaringeos e de plasma, totalizando
176 amostras?. Utilizaram, para essa avaliacio, a
tecnologia de sequenciamento de nova geracao
(plataformas 454 e Illumina). Analisando os dados
com ferramentas de bioinformatica foi possivel
detectar 25 géneros de virus, incluindo achados
esperados de alguns patégenos conhecidos como
adenovirus, enterovirus e herpesvirus humanos
6 e 7, assim como virus cuja patogenicidade
é desconhecida. Também foram encontrados
virus inesperados, achado possibilitado pelas
caracteristicas da técnica, que é independente do
conhecimento prévio de quais virus poderiam estar
naquela amostra. No entanto, técnicas de PCR
especificas algumas vezes foram mais sensiveis
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do que o sequenciamento de nova geracdo para
deteccdo de um virus em particular. Em média, as
amostras de nasofaringe e de plasma de criancas
febris tinham 1,5 a 5 vezes mais sequéncias virais,
respectivamente, do que amostras de criancas
afebris. As amostras de criancas febris também
continham maior diversidade viral do que amostras
de pacientes sem febre. E os dados indicaram que
as maiores diferengas entre o viroma das criangas
febris e afebris estavam nas amostras de plasma.

Um terceiro artigo avaliou a possibilidade
de distincdo entre infeccdo viral e bacteriana pela
analise do perfil de expressao génica dos leucocitos
do sangue periférico, baseado no fato de que virus
e bactérias acionam programas transcricionais
especificos da resposta imune do hospedeiro®. Foi
utilizada técnica de microarray (microarranjos)
para comparagdo de amostras de 30 criancas febris
positivas para adenovirus, herpesvirus humano 6
ou enterovirus ou com infecgdo bacteriana aguda e
35 criancas afebris. Os resultados mostraram que o
perfil transcricional distinguiu criangas com infecgéo
bacteriana daquelas com infeccéo viral com melhor
acuracia do que a contagem tradicional de globulos
brancos no sangue periférico. Além disso, os perfis
de expressdo génica diferenciaram criancas febris
positivas para virus tanto em relacdo aos controles
assintomaticos infectados com o mesmo virus quanto
em relacdo as criancas afebris nas quais virus ndo
foram detectados.

Estudos que tratam de um assunto tdo
comum e que preocupa pediatras e pais no mundo
todo — febre sem causa aparente em criancgas jovens
— merecem ser divulgados, ainda mais quando
apresentam um bom desenho e avaliacdo de amplos
parametros como no conjunto dos artigos aqui
apresentados. Estes estudos investigaram presenca
de virus por deteccdo especifica (com PCR),
estudo do viroma (com sequenciamento de nova
geragdo) e a resposta imune do hospedeiro através
do estudo do perfil transcricional (com microarray)

e compararam os resultados obtidos em grupos de
pacientes com grupos controle. Os proprios autores
citaram alguns vieses que podem ter existido em
relacdo a selecdo dos sujeitos das pesquisas e de suas
amostras™>®, mas que ndo diminuem a importancia
dos resultados. Os artigos ajudam a ampliar a visao
sobre o assunto, incluindo a contribui¢cdo que 0 uso
de novas tecnologias pode trazer. Os resultados
mostraram que realmente € provavel que muitos
dos episddios de febre sem causa aparente nessa
faixa etaria sejam devidos a virus, pois as criancas
febris apresentaram maior positividade de virus
patogénicos e maior quantidade de sequéncias virais
e diversidade viral em relagdo aos grupos controle.
Os resultados também indicaram que a deteccao de
um virus em uma crianga febril ndo necessariamente
prova ser o agente responsavel pela doenca; e que
a decisdo de suspensdo de antibioticoterapia nédo
pode ser feita com base unicamente no achado de
um virus, ja que pacientes com doencas bacterianas
podem ter virus detectados concomitantemente em
suas amostras bioldgicas, inclusive no sangue. Sem
duvida, os autores pavimentaram o caminho para que
mais estudos sejam feitos com o fim de estabelecer a
variedade de pat0genos virais associados a febre nessas
criangas pequenas, e a possibilidade de ajuda que o
perfil transcricional podera trazer na diferenciacédo
entre infeccdes virais e bacterianas. Com a melhor
compreensdo do papel dos virus na febre sem causa
aparente havera uma tendéncia a diminuicdo da
prescricdo desnecessaria de antibidticos.
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Estudo retrospectivo da qualidade microbiologica e
fisico-quimica da agua de solucoes alternativas de
abastecimento na Regiao Metropolitana da Baixada
Santista, Estado de Sao Paulo, no periodo de 2008 a 2014

aguaoriunda das solucdes alternativas

coletivas e as individuais, ndo é

rotineiramente monitorada quanto a
qualidade mas pode se alterar por estar em contato
direto com o0 meio ambiente e, muitas vezes, ndo
ter nenhum tratamento preventivo. Logo, pode
representar risco a saude dos consumidores.

Na Regido Metropolitana da Baixada Santista
(RMBS), Estado de Sdo Paulo, observam-se
deficiéncias nos dados disponiveis quanto a cadastro
de bicas e de pocos destinados ou utilizados para
abastecimento publico?, e & qualidade de suas aguas.
“Em vista disso, este trabalho apresenta...”um
estudo retrospectivo da qualidade da dgua de bicas,
nascentes e pocos localizados nos nove municipios
da citada regido, no periodo de outubro de 2008
a julho de 2014. Foram analisadas 305 amostras
no Centro de Laboratério Regional de Santos do
Instituto Adolfo Lutz (IAL), sendo 273 (90%)
relacionadas a analises solicitadas por empresas
ou particulares mediante taxa paga e 32 (10%) por
demanda das Vigilancias Sanitarias municipais.

Relativamente as analises em &gua de pocos,
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os solicitantes ndo informaram se a finalidade das
requisicdes era atender a norma paulista que dispensa
a outorga para uso de recursos hidricos superficiais
e subterraneos®. Uma das obrigaces do usuario é
apresentar comprovante da qualidade bacteriologica
e fisico-quimica da agua bruta, de acordo com
determinados parametros estabelecidos pela Portaria
2914/2011 do Ministério da Satde (MS)3.

Os parametros avaliados foram basicamente
0s previstos na norma acima citada®: coliformes
totais e termotolerantes (Escherichia coli), pela
técnica do substrato definido (Colilert®, descrita na
metodologia da APHA (2005); cloreto, cloro residual
livre e fluoreto (nas aguas tratadas); cor aparente,
dureza total, ferro, nitrato, nitrito, odor, pH, solidos
totais dissolvidos, sulfato e turbidez, segundo as
normas analiticas do IAL” . Somente o ensaio para
amdnia ndo foi analisado por raz@es técnicas.

Do total de 305 amostras analisadas, 84 (28%)
foram reprovadas, com base nas Portarias 518/2004 ou
2914/2011 do MS, que revogou a primeira’. Os ensaios
com maior percentual de resultados insatisfatorios em
relacdo ao total de amostras analisadas foram: cor
aparente, E. coli e ferro, conforme a Figura 1.
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Figura 1. Percentual de amostras reprovadas e ensaios com maiores
percentuais de resultados insatisfatorios em relacéo a totalidade de
amostras analisadas

Deve ser ressaltado que a cor € um parametro
estético(podendo afetar a aceitabilidade do
consumidor) mas valores elevados podem indicar
qualidade inadequada da &gua, uma vez que a cor pode
ser originada da presenca de ions metalicos naturais
(ferro e manganés, por exemplo), substancias humicas,
plancton, etc, e também de residuos industriais.

Foram encontrados alguns valores bem
elevados, sendo o maior de 210, isto e, 14 vezes
acima do limite legal (15 Unidades Hazen)3,
verificado em 2009, para amostra de agua de um
poco particular situado no Guaruja.

O ferro, se presente em altos niveis em aguas
subterraneas, como a de pocos, constitui-se também
em problema estético, tornando a agua amarelada
e com sabor estranho, inviabilizando seu uso
domestico e industrial. Os valores insatisfatorios nao
estiveram muito superiores ao maximo estabelecido
(0,3 mg/L)3, porém a agua de um poco particular,
localizado em Itanhaém, atingiu 5,1 (em 2014), ou
seja, 17 vezes superior ao mencionado limite.

Os coliformes totais ndo sdo patogénicos,
porém indicam possivel presenca de dejetos animais
e humanos na agua, a ser confirmada pela pesquisa
de E. coli. Estiveram presentes junto com outro(s)
parametro(s) com resultado insatisfatorio em 33
(11%) das amostras, sendo que isoladamente em

16 (5%) das mesmas. No entanto, estes resultados
sdo considerados satisfatorios, pois se trata de um
ensaio preliminar ao da pesquisa de E. coli, com a
legislagdo prevendo agOes corretivas e a coleta de
novas amostras para a realizacdo de analises até que
se revelem satisfatorias®.

Jé& a presenca de E. coli ocorreu tanto em aguas
de bicas, coletadas apenas em Santos, como em agua
de pocos de varios municipios da RMBS, sendo as
amostras oriundas de particulares ou encaminhadas
pela Vigilancia Sanitéaria.

Considerando 0 exposto, sugere-se um
monitoramento constante da qualidade das aguas de
solucdes alternativas de abastecimento por parte da
Vigilancia Sanitaria nos municipios ora monitorados.
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Deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase na
ictericia neonatal: avaliacao de 10 anos do Instituto

Adolfo Lutz-SP

0 periodo neonatal, a ictericia

presente apos 24 horas do nascimento

com bilirrubina total méxima até
12mg/dL é considerada fisiologica, refletindo uma
adaptacdo neonatal ao metabolismo da bilirrubina.
Porém, quando a ictericia surge antes das 24horas ou
os valores de bilirrubinas totais apresentam acima de
12mg/dL é um alerta para investigacdo de processos
patologicos. Uma das causas da hiperbilirrubinemia
indireta patologicas em recém-nascidos (RNs) é
a deficiéncia da glicose -6-fosfato desidrogenase
(G-6-PD), uma enzima que tem a funcao de proteger
os glébulos vermelhos frente aos danos provocados
por estresse oxidativo, 0s responsaveis pela reducéo
da vida média dos eritrocitos.

A deficiéncia de G-6-PD é a enzimopatia
eritrocitaria mais comum da humanidade, afetando
milhdes de pessoas em todo o mundo. A grande
maioria dos individuos afetados é assintomaética.
No entanto, eles correm o risco de ter uma grave
anemia hemolitica aguda ap0s exposi¢do ao estresse
oxidante induzido por alguns farmacos ou produtos
quimicos, por processos infecciosos ou pelo
consumo da fava Vicia faba.

No periodo neonatal, a complicacdo mais

Marilena OSHIRO; Vania Maria CACAQ; Cristiani
Martinez SALZONE

Ncleo de Hematologia e Bioquimica -Centro de Patologia-
Instituto Adolfo Lutz

severa que a deficiéncia de G-6-PD pode causar
é a encefalopatia bilirrubinica crénica (EBC) ou
kernicterus que pode agravar para uma paralisia
cerebral do tipo atetdide ou ao Obito. Nos ultimos
anos, varios paises tem relatado alta incidéncia
desta deficiéncia nos casos de kernicterus. No
Brasil, é estimado que aproximadamente 1,9
milhdes de brasileiros possam desenvolver ictericia
neonatal grave, com risco de kernicterus, associado
a deficiéncia de G-6-PD".

Através de dados secundarios, originarios
das informacdes dos registros internos do Nucleo
de Hematologia e Bioquimica do Instituto Adolfo
Lutz — SP, foi estimada a prevaléncia da deficiéncia
da G-6-PD nos casos de investigacdo de ictericia
neonatal, no periodo de janeiro de 2004 até julho de
2014. As procedéncias das solicitacdes para analise
da atividade da G-6-PD eram somente dos hospitais
e ou maternidades da cidade de S&o Paulo. Foram
incluidos neste levantamento apenas neonatos, ou
seja, criancas com até 28 dias de vida. O método
utilizado para a determinagdo quantitativa da
atividade da G-6-PD utilizado no laboratério é
baseado na oxidagédo da glicose-6-fosfato (G-6-P) a
6-fosfogliconato (6-PGA) e na reducdo do NADP
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a NADPH, analisado por espectrofotometria no
comprimento de onda a 340nm, conforme protocolo
publicado por Beutler em 1984. Foi definido
como deficientes 0S neonatos que apresentavam
atividades enzimaticas para G-6-PD < 7,0 Ul/
gHb, representando 50% do valor de referéncia do
metodo utilizado. Para os recem-nascidos femininos
com atividades intermediarias, ou seja, suspeito
genotipicamente como heterozigotos, atividades
entre 7,1 e 13,1 Ul/gHb sendo o limite superior
baseado em 60% da atividade do grupo de RNs
normais (21,9 Ul/gHDb).

Foram avaliados 141 RNs masculinos e
122 RNs femininos. No grupo do sexo masculino
foram encontrados 37 com deficiéncia da G-6-PD,
representando 26,2 % entre os 141 investigados.
Dos 122 RNs femininos, 8 (6,6%) apresentaram
atividade abaixo de 7,0 Ul/gHb e 15 (12,3%)
expressaram atividades intermedidrias, totalizando
23 (18,9%) com a enzimopatia.

O gene da G-6-PD estd localizado no
cromossomo X e, portanto a deficiéncia é ligada ao
sexo. Por esta razdo, o defeito é totalmente expresso
nos homens afetados e nunca é transmitido de pai
para o filho (homem), mas sim, de mée para filho.
Apresentam atividades enzimaticas bem definidas.
Neste estudo, a maioria dos deficientes presentaram
menos do que 20% da atividade enzimatica do
grupo de RN masculino normal. A média desta
atividade no grupo de RNs do sexo masculino
classificado como deficientes foi de 1,7 Ul/gHb,
representando somente 7,7% da atividade do grupo
de RNs masculinos normais (21,9 Ul/gHb). J4, nas
mulheres deficientes, a média da atividade foi de
3,58 Ul/gHb. As intermediarias apresentaram uma
média de 11,47 Ul/gHb com intervalo entre 7,6 e
13,1Ul/gHb.

A dificuldade de diagndstico desta
enzimopatia estd nas mulheres heterozigotas.
Nesta condicdo, um dos cromossomos X pode
ser inativado aleatoriamente (hipotese de Lyon),
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provocando o surgimento de duas populagcdes de
glébulos vermelhos, células deficientes e células
normais?, com propor¢des bastante variadas entre
elas. Este fendmeno pode resultar em atividades
enzimaticas residuais que vao desde 30% a 60%,
0 que leva a uma expressdo fenotipica bastante
variavel. A probabilidade de ter resultados falsos
negativos é muito maior do que resultados falsos
positivos. Cerca de 10% de heterozigoto feminino
tem atividade normal da G6PD, 10% tém atividade
baixa e outros 80% tem atividade intermediaria ou
“borderline”?.

Vale a pena ressaltar que, ndo SO neste
trabalho como numa investigacdo de diagnostico,
as RNs classificadas como intermediarias devem ser
consideradas apenas como suspeitas até que se tenha
a confirmacdo da mutacgéo por avaliagdo molecular.
E preciso ainda, lembrar que os eritrcitos jovens ou
reticulocitos possuem expressdo maior da atividade
enzimatica da G-6-PD comparada com as células
senis. Nos RNs é normal encontrar reticulocitos em
torno de 6%, o qual pode superestimar a atividade
real. E que também, podem existir patologias
associadas que agravam a sintomatologia, por
exemplo, a Sindrome de Gilbert.

Todos os RNs incluidos neste estudo tinham
ictericia sem definicdo da causa. A determinacdo da
atividade da G-6-PD é um exame, na sua maioria,
solicitado somente ap0s a exclusdo de causas mais
frequentes como as imunolodgicas e infecciosas. A
prevaléncia estimada da deficiéncia de G-6-PD
encontrada neste estudo foi de 22,81%, incluindo os
RNs do sexo feminino intermediérios. E um indice
elevado comparado com outros estudos relacionados
com bilirrubinemia na populacdo brasileira. Em
Natal/RN foi encontrado uma frequéncia de 2% nos
RNs ictéricos. No Rio Grande do Sul, prevaléncia
de 4,6% nos RNs conduzidos a fototerapia. Neste
mesmo estado, em Porto Alegre, 8,7% dos pacientes
com ictericia, incluindo individuos com 1 dia de
vida até 82 anos de idade tinham a enzimopatia.



Prevaléncias mais elevadas nos RNs sdo relatadas
nos paises como Paquistdo com 15%, Turquia com
18% ou Taiwan com 24%.

Do exposto, pode-se concluir que, apesar de
ser uma estimativa, a prevaléncia apresentada para
a deficiéncia da G-6-PD nos RNs ictéricos € alta,
podendo ser considerado um problema de saude
publica.

Chamamos atencéo especial das autoridades
publicas de satde brasileira no sentido de avaliar
a exigéncia da pesquisa da atividade da G-6-PD
em todos os recém-nascidos. Com esta medida,
0 Brasil estaria acatando a recomendacdo da
Organizacdo Mundial da Saude, que se recomenda
a triagem neonatal desta enzimopatia nos paises
que apresentam uma prevaléncia acima de 5% na

populacdo masculina*. No Brasil esta prevaléncia é
em torno de 10% na populacéo negroide.
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Diversidade de isolados clinicos de Cryptococcus gattii
por Multi-locus sequence typing no Estado de Sao Paulo

eveduras do género Cryptococcus

apresentam comportamento ubiquo

e sdo responsaveis por causar
infeccbes em mamiferos, especialmente em seres
humanos. A criptococose € uma micose sistémica,
causada por Cryptococcus neoformans e C. gattii,
que se distribui mundialmente e apresenta carater
endémico no Nordeste do Brasil. A apresentacdo
clinica da doenca pode variar desde quadro pulmonar
assintomatico até meningoencefalite grave, podendo
levar ao 6bito a depender de fatores, como: carga
fungica inicial, imunidade do paciente e espécie do
agente etioldgico*?

Até a década passada, acreditava-se
que Cryptococcus neoformans era uma Unica
espécie subdividida em quatro sorotipos A, D
(C. neoformans var neoformans e var. grubii) B,
C (C. neoformans var gattii), e um hibrido AD.
Através da diferenciacdo fenotipica e genotipica
esses agentes foram divididos em duas espécies: C.
neoformans e C. gattii’. Posteriormente, Meyer e
colaboradores em 1999 e 2003, por metodologias de
DNA-Fingerprinting e PCR-RFLP, subdividiram as
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espécies C. gattii e C. neoformans em quatro subtipos
cada: VGI - VGIV e VNI - VNIV'?L As variaveis
descritas apresentam semelhancas aos sorotipos
descritos previamente, no entanto, sem total
equivaléncia. Meyer e colaboradores (2009)°, a fim
de uniformizar os métodos moleculares utilizados
e para melhor compreender a epidemiologia dessa
doenca, publicaram um consenso sobre Multi-
locus sequence typing (MLST) e Cryptococcus. As
ferramentas moleculares levaram a analise mais
precisa dos subtipos e permitiram associacdes
com viruléncia, perfis de resisténcia e distribuicdo
geogréaficat24569¢13,

O objetivo desse trabalho foi estudar
isolados clinicos de C. gattii no estado de Séo Paulo
com vistas a aprimorar o conhecimento sobre a
diversidade genética desse agente.

Em colaboracdo com Centers for Disease
Control and Prevention (CDC-Atlanta, GA, EUA)
foram analisados por técnica de MLST, 56 isolados
clinicos de C. gattii (sendo isolado 1 por paciente)
obtidos da colecéo de culturas do Instituto Adolfo
Lutz-Sdo Paulo, abrangendo o periodo de 1994-



2012. Os isolados foram purificados e plaqueados
em agar de extrato de levedura-peptona dextrose
(YPD) adicionados de 0,5% de NaCl a partir das
culturas liofilizadas. Os DNAs foram extraidos
usando-se kit UltraClean (MO BIO Laboratories).
A técnica molecular de MLST utilizando os genes
dos loci 7 (CAP59, URAS5, IGS1, PLB1, SOD1,
GPD1, LAC1) foi realizada de acordo com o
respectivo Consenso, assim como o sequenciamento
dos 7 genes utilizando “Big Dye terminator®. Os
resultados foram comparados no banco de dados
(http://mlst.mycologylab.org). Os produtos do
sequenciamento foram compilados e analizados
nos programas BioEdit e Sequencher. A arvore
filogenética foi construida utilizando-se o programa
MEGA5.0.

Foram obseservadas mutacgdes
correspondendo a novos alelos nos gendtipos VGI
e VGII foram observadas. Para o tipo molecular
VGI, ainda que, apenas 4 isolados tenham sido
estudados, um novo alelo foi observado para o
gene SOD. Para o tipo molecular VGII, foram
observados 12 alelos inéditos, que ndo estavam
presentes no banco de dados do MLST. Dentre
estes, foram identificados 4 novos alelos para o
gene 1GS1, 3 novos alelos para o gene CAP59, 2
novos alelos para PIB 1 e SOD1 e um novo alelo
para PLB1. Ndo foram encontrados novos alelos
para os genes LAC1 e URAS.

Dos 56 isolados compreendidos nesse
estudo, 21 (37,5%) apresentaram STs que, até
entdo, ndo estavam incluidos nas bases de dados
(ST300-319 e ST325), sendo que, a configuracao
de um novo ST pode ser gerada por novos alelos ou
por uma nova combinacdo de alelos, previamente,
conhecidos.

Foram identificados 3 grandes grupos,
sendo um deles de isolados VGI (4 isolados) e
2 grupos VGII (7 e 47 isolados). Os resultados
deste estudo demonstraram grande diversidade
de STs, ao contrario dos encontrados em estudos
realizados na Austréalia e EUA, os quais indicaram
baixa diversidade molecular, com grande nimero de
cepas clonais dentre os entre isolados de C. gattii
VGII%®8, Os grupos clonais englobados no gen6tipo
VGII descritos no estudo norte-americano foram
subdivididos em VII &, b e ¢, dos quais apenas VGII b
foi descrito em amostras provenientes da Australia®®
. A anélise filogenetica dos isolados analisados neste
estudo revelou um dnico isolado clonal de VGII a
e apenas isolados com perfis genéticos similares
aos de VGII b e c. Apesar da auséncia de genotipos
VGII b e c, perfis moleculares semelhantes foram
encontrados em isolados deste estudo.

Na figura 1 pode ser observada a arvore
filogenética de todos os isolados, comparados
com amostras-padrdo dos genotipos ja conhecidos
VGIIl a, b e c. Grande diversidade genética na
América do Sul foi, também, observada por Fraser
e colaboradores que, embora estudando ndmero
menor de isolados, observaram alta heterogeneidade
dentre os gendtipos, com todos os perfis moleculares
distintos entre si (7/7, 100%)° .

Este é o primeiro relato da ocorréncia de um
subtipo molecular com caracteristicas de VGIIc na
América do Sul. O estudo mostrou, ainda, grande
diversidade genotipica entre isolados de C. gattii no
Estado de S&do Paulo. A correlacdo desses achados
com fatores de viruléncia e resisténcia a antifingicos
motivam futuros estudos que contribuam para
0 conhecimento de um principais agentes da
criptococose e sua importancia clinica.
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Figura 1. Arvore filogenética de 56 isolados clinicos de C. gattii e amostras-padréo de gendtipos VGlla, b e ¢ (nos circulos)
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Uso de fungicidas na agricultura e resisténcia a
antifungicos na clinica médica

s compostos  azolicos  sdo

substancias quimicas usadas na

pratica medica para tratamento
de infeccbes flangicas e, também, utilizadas
como fungicidas na agricultural. Na década de
90, a resisténcia adquirida aos farmacos azolicos
(fluconazol, itraconazol, voriconazol, etc.) era
incomum em leveduras. Desde entdo, é crescente
0 numero de citacbes sobre ocorréncia de cepas
resistentes a um, ou mais, desses medicamentos.
As razdes para a emergéncia desse fendmeno com
grande implicacdo clinica sdo apenas, parcialmente,
conhecidas. Dentre as hipoteses mais plausiveis
estdo aquelas relacionadas ao uso frequente de
fluconazol em esquemas profilaticos, pré-emptivos
ou terapéuticos. De modo similar, o uso amplo de
fungicidas agricolas poderia exercer presséo seletiva
em isolados fungicos presentes no meio ambiente
exposto a esses compostos.

Em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados
Unidos e assumiu o posto de maior mercado mundial
de agrotdxicos. Em 2010, o consumo de agrotoxicos
no Brasil teve acréscimo no ano de 190% e os
fungicidas corresponderama 14% nessemercado?. De
acordo com a FAO (2008)3, o consumo de fungicidas
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atingiu uma area potencial de, aproximadamente,
800 mil hectares. Os nimeros apontam o uso amplo
de ingredientes ativos como fungicidas em areas de
plantacdo de hortalicas no Brasil, podendo ser 8 a
16 vezes maior nessa producdo do que o utilizado
na cultura da soja. Isso indica que, cerca de 20% da
comercializacdo de fungicidas no Brasil destinam-
se ao uso em plantagdes de hortalicas consumidas
pela populagdo?. O aumento do uso de agrotdxicos
na agricultura causa contaminacéo residual do solo
com esses produtos. Quando os agrotoxicos sao
aplicados, existe a possibilidade dessas substancias
quimicas exercerem alguns efeitos em micro-
organismos ndo necessariamente aqueles para o0s
quais foi destinada a sua aplicacdo, inclusive aqueles
da microbiota de solo®. A exposicdo ambiental a
componentes azo6licos abre caminho para a selecédo
e multiplicacdo de fungos resistentes a esses
compostos®. Assim, isolados resistentes podem ser
inalados ou ingeridos ou, ainda, introduzidos por
traumatismos em individuos que trabalham em
plantacGes ou vivem proximo a essas areas. Desse
modo, poderiam ser justificadas muitas infecgdes
causadas por cepas resistentes a tratamento
antifangico com farmacos azdlicos. De modo



curioso, a transmissdo pessoa a pessoa de cepas
com reduzida sensibilidade ao fluconazol, durante
tratamento médico, é praticamente impossivel, de
modo a apoiar a hipdtese da selecdo ambiental de
cepas resistentes pos-exposicao a compostos azois.

Alguns estudos mostraram correlagéo entre
cepas ambientais e clinicas, tendo os dois grupos
de cepas 0 mesmo perfil de resisténcia a compostos
azolicos. Em particular, cepas de Aspergillus spp.,
fungo filamentoso amplamente distribuido em
meio ambiente possuem resisténcia cruzada (a
ambos: farmacos e fungicidas azdlicos) e esse fato
impacta o tratamento de pacientes com aspergilose
bronco pulmonar alérgica ou outras formas de
aspergilose’®° Por estas razdes a avaliagio continua
da ocorréncia de fungos em locais submetidos a
aspersdo de fungicidas, que apresentem fendtipos
resistentes a compostos azoélicos e, ainda, a busca
da origem dessa resisténcia sdo procedimentos
relevantes para a epidemiologia da resisténcia
clinica nas micoses muco-cutaneas e invasivas.
Contribuir para o conhecimento da microbiota de
meio ambiente agricola pode gerar subsidios para
medidas preventivas de ambito clinico e condutas
terapéuticas.
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Qualidade microbioldgica da agua para consumo
humano na Regiao Metropolitana da Baixada Santista,
Estado de Sao Paulo, no biénio 2011-2012

Portaria n® 2.914 de 12 de dezembro
de 2011 do Ministério da Salde?
dispde sobre os procedimentos de
controle e de vigilancia da qualidade da agua para
consumo humano e seu padrdo de potabilidade,
com intuito de oferecer a populacdo uma agua de
boa qualidade destinada a ingestdo, preparacéo e
producdo de alimentos e a higiene pessoal, que nao
ofereca risco a saude humana.
A Regido Metropolitana da Baixada Santista
é constituida pelos municipios de Bertioga, Cubatéo,
Guaruja, Itanhaém, Mongagud, Peruibe, Praia
Grande, Santos e Sdo Vicente, com uma populagédo
fixa superior a 1.600.000 habitantes, a qual chega a
triplicar no verdo devido ao turismo. O Programa
de Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo
Humano — PROAGUA instituido em 1992, no
Estado de Séo Paulo, é coordenado pelo Centro de
Vigilancia Sanitaria (CVS) da Secretaria de Estado
da Saude, por meio do Grupo de Vigilancia Sanitaria
(GVS) de cada regido administrativa. O GVS-XXV
atua na Baixada Santista em conjunto as Vigilancias
Sanitarias (VISA) municipais e o Centro de
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Este trabalho teve por objetivo avaliar a
qualidade microbiologica da agua para consumo
humano na Regido Metropolitana da Baixada
Santista, no biénio 2011-2012, a coleta das amostras
foi realizada pelas equipes da Vigilancia Sanitaria
municipais, cabendo aos fiscais a dosagem de
cloro residual livre (CRL) e a medicdo do pH e da
temperatura da agua.

As andlises de agua para consumo
humano foram verificadas quanto aos parametros
microbioldgicos  estabelecidos pela  Portaria
n® 2.914/2011' e os ensaios foram realizados
no Centro de Laboratério Regional de Santos
do Instituto Adolfo Lutz. Os parametros
microbioldgicos avaliados foram presenca de
coliformes totais e Eschericha coli de acordo com
o “Standard Methods for Examination of Water
and Wasterwater” 20052,

Os resultados obtidos nas analises
microbiolégicas das amostras de agua estdo
descritos na tabela 1. No periodo de janeiro de 2011



a dezembro de 2012 foram analisadas um total
de 3.519 amostras de &gua da regido da Baixada
Santista; provenientes dos municipios de Bertioga,
Cubatdo ; Guaruja, Itanhaém, Mongagué, Peruibe,
Praia Grande, Santos e S&o Vicente, verificou-se
a presenca de coliformes totais em 425 amostras,
como descrito na tabela 1. Segundo a Portaria
n® 2.914/2011 a presenga da Escherichia coli na
agua de consumo humano indica que a amostra €
considerada insatisfatoria, foram observadas 23
amostras positivas para esta bactéria, 0 municipio
de Bertioga apresentou 2 amostras (8,6%), Cubatédo
3 (13,0%), Mongagua 1 (4,3%), Praia Grande 3
(13,0%), Santos 6 (26,0%) e Séo Vicente 8 (34,7%).
Os municipios de Guaruja, Itanhaém e Peruibe nédo
apresentaram amostras insatisfatorias.

Os resultados obtidos mostraram que, do
total de 3.519 amostras analisadas, 23 (0,6%)
foram consideradas insatisfatoria pela presenca de
E. coli, outras 425 (12%) apresentaram coliformes
totais consideradas satisfatorias de acordo com a
legislacdo em vigor.

A presenca de coliformes totais em amostras
de 4gua na saida do tratamento é considerada
insatisfatoria de acordo com a Portaria n® 2.914/2011,
porém, a observacao destes microrganismos na agua
coletada na rede de abastecimento publico ndo é
considerada insatisfatoria.

Saliente-se que a comparacgéo dos resultados
obtidos nas amostras condenadas pela presenca
de coliformes termotolerantes/Escherichia coli no
biénio 2005-2006° foram 190 amostras (6,1%), em
2007-2008* 147 amostras (4,7%), e em 2009-2010°
175 amostras (5%), observou-se que, no biénio
2011-2012 houve uma reducdo para 23 (0,6%) das
amostras insatisfatorias.

Os dados obtidos demonstram que neste
biénio (2011-2012) o Programa PROAGUA na
Regido Metropolitana da Baixada Santista esta
sendo eficaz no que diz respeito a oferta da qualidade
da agua para a populacdo e a sua manutencdo bem
como a importancia da participacdo dos Laboratdrios
de Saude Publica com as Vigilancias Sanitarias
(VISAS) municipais.

Tabela 1. Amostras de aguas provenientes do PROAGUA da regi&o metropolitana da Baixada Santista, Estado de S&o Paulo, no biénio 2011-
2012, com resultados em desacordo com a legislacdo em vigor segundo 0s municipios e parametros microbioldgicos

Amostras insatisfatorias

Coliformes totais Escherichia coli

Municipio Amostras analisadas

Bertioga 412 (11,7%)
Cubatéo 291 (8,2%)
Guaruja 587 (16,6%)
Itanhaém 367 (10,4%)
Mongagua 176 (5,0%)
Peruibe 272 (7,7%)
Praia Grande 382 (10,8%)
Santos 670 (19,0%)
Séo Vicente 362 (10,2%)
TOTAL 3519

33 (7,7%) 2 (0,4%)

36 (8,4%) 3 (1,0%)

80 (18,8%) 0

27 (6,4%) 0

48 (11,2%) 1 (0,5%)

37 (8,7%) 0

51 (12,0%) 3(0,7%)

67 (15,7%) 6 (0,8%)

46 (10,8%) 8 (2,2%)
425 (12,0%) 23 (0,6%)
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O uso do acido glioxilico em formulacoes cosmeéticas

acido  glioxilico ou  acido

formilférmico é um acido orgéanico

de formula C,H,O, €& o mais
simples dos aldeidos, conhecido como liberador de
formaldeido em altas temperaturas. Existem poucos
relatos na literatura com relagdo a sua decomposicao;
estudos realizados em amostra padrédo, temperaturas
até 200 °C por GC/MS — SPME nos limites de
deteccdo do equipamento de 1x10° concluiu que
ndo foi possivel quantificar o formol identificado
durante o processo de decomposicdol; em outro
estudo foi quantificada a formacdo de formaldeido
em quantidades equivalentes a existente no ar?.
A NR15 — Portaria 3214/78, estabelece limites de
formaldeido no ar abaixo de 1,6 ppm e da Legislacao
de conservante em produtos cosméticos permite
0 uso de até 0,2% p/p®. O mercado brasileiro vem
utilizando o acido glioxilico como alternativa segura
ao uso formaldeido em produtos que tém como
finalidade alisamento/relaxamento dos cabelos. O
alisamento do cabelo utilizando o &cido glioxilico
ndo ocorre pela reagdo entre o formaldeido liberado
e o0 cabelo, e sim pela reacdo entre o &cido e a
estrutura dos aminodacidos através do processo de
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desnaturacdo da proteina, reacdo entre o radical
aldeidico com os grupamentos aminicos e as pontes
de dissulfeto, que ap6s enxague e associado ao
calor da chapinha (180° a 230°C), originando uma
estrutura bio-polimerizada, conferindo o efeito
de alisamento®. A ANVISA — Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria informa que os produtos
que utilizam o acido glioxilico com a finalidade
de alisamento/relaxamento dos cabelos estéo
irregulares e ainda ndo existe uma regulamentacao
para seu uso como principio ativo. Os fabricantes
de produtos a base de 4acido glioxilico, néo
descrevem na formulacéo que este tem a finalidade
de alisar ou relaxar os cabelos e sendo utilizado em
concentragcdes que variam de 10 a 20% p/p como
regulador de pH; o produto acabado apresenta pH
abaixo de 2,0 e esta notificado na ANVISA como
risco 1°, ou seja, produto considerado de potencial
de baixo risco. Outro grande problema dos produtos
a base de acido glioxilico € a adicdo de formaldeido
em sua composic¢do, pois os dois sdo aldeidos e
impossibilita a quantificagdo de formaldeido pelo
método de sulfito; identificando apenas a presenca
de formaldeido.
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O objetivo deste estudo foi avaliar os
produtos para cabelos denominados como escovas
progressivas ou térmicas notificadas na ANVISA
como risco | (possuem propriedades béasicas ou
elementares, que ndo necessitam comprovar sua
eficacia, ou seja, produtos com baixo potencial de
risco); encaminhadas para analise no Instituto Adolfo
Lutz no periodo de janeiro de 2013 a julho de 2014,
quanto ao ensaio de pH, a presenca do &cido glioxilico
e a adigdo de formaldeido em sua formulag&o.

Para a avaliagdo dos produtos foram
realizados os ensaios de determinacdo de pH por
potenciometria, a identificacdo do acido glioxilico e
formaldeido por reacdo qualitativa utilizando acido
cromotropico e acido sulfdrico e a quantificacao
do formaldeido pela reacdo com o sulfito de sodio
quando ndo declarado no rotulo do produto e/ou
em sua formulacdo a presenca do acido glioxilico,
cuja documentacdo de notificacdo do produto foi
solicitada junto a ANVISA.

No presente estudo, foram avaliadas 57
amostras de produtos cosmeéticos de diferentes
marcas ¢ denominagdes: “anti frizz”, selante,
mascara, relaxante, tratamento capilar dentre
outras denominagdes. Do total avaliado 59,65%
estavam insatisfatorias por apresentar teor de
formaldeido acima do permitido pela legislacdo
vigente (0,2 %p/p) e ndo possuir notificacdo na
ANVISA. Os valores de formaldeido encontrados
nas amostras quando foi possivel quantificar (sem
a presenca do acido glioxilico na formulagéo) estdo
demonstrados na figura 1. O teor de pH em 52
amostras apresentou valores normais para este tipo
de produto entre 5,5 e 7,0; exceto para 05 amostras
cuja formulacdo continha o acido glioxilico sem a
presenca de formaldeido, estas amostras o teor de
pH encontrado estava abaixo de 2,0; sendo que duas
amostras apresentaram pH igual a 0,9 e os produtos
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estavam notificados na ANVISA como risco I. O
estudo concluiu que existe uma necessidade de
regulamentar o uso do &cido glioxilico, pois quando
comparamos estes produtos quanto ao valor de pH
com a legislacdo de saneantes® e a classificagdo na
OECD - Organisation for Economic Co-operation
and Development estas determinam que: produtos
que apresentam pH abaixo ou igual a 2,5 e acima ou
igual a 11,5 séo considerados corrosivos e necessitam
de registro e avaliacdo para restricdo de uso; ndo
sendo observado, esta a conduta nos produtos
cosmeéticos avaliados. Alertamos também para 0 uso
indiscriminado do formaldeido principalmente por
parte do profissional do saldo de cabeleireiro que
manipula estes produtos diariamente, o que podera
acarretar danos a saide do mesmo.
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Contribuicao para a Epidemiologia da criptococose no
Estado de Sao Paulo- dados do Instituto Adolfo Lutz de
Ribeirao Preto no periodo de cinco anos

riptococose €& micose sistémica

causada por leveduras encapsuladas

do género Cryptococcus
responsaveis, principalmente, por alteracbes do
trato respiratorio e sistema nervoso central. As
espécies de importancia clinica sdo C. neoformans
e C. gattii. C. neoformans é cosmopolita, ocorre
em diversos substratos organicos, freqlientemente
associa-se a habitat de aves, excretas secas, ricas
em fontes de nitrogénio. C. gattii é encontrada,
preferencialmente, em regides de clima tropical e
subtropical. Anteriormente, seu habitat natural estava
relacionado ao Eucalyptus spp atualmente, observa-
se diferentes padrbes geograficos de ocorréncia
fungo-arvore-madeira em decomposicdol. O
trabalho tem como objetivo contribuir com o0s
estudos epidemioldgicos da criptococose no Estado
de Sdo Paulo, Brasil, especificamente nas regifes
compreendida & Rede Regional de Assisténcia
4 Saude - RRAS 13. Foram analisados 23 casos
de criptococose com diagndstico laboratorial
confirmado no Instituto Adolfo Lutz de Ribeirdo
Preto no periodo de janeiro de 2009 a janeiro de
2014. Leveduras encapsuladas foram isoladas da
cultura do liquido cerebroespinhal. A identificacao
da espécie seguiu os métodos tradicionais de
assimilacdo de carbono e nitrogénio, hidrolise da
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uréia, produgdo de fenoloxidase em agar Niger e
crescimento em meio de canavanina - glicina- azul
de bromotimol (CGB). O teste de sensibilidade
para o0 fluconazol (FZ) foi realizado no Instituto
Adolfo Lutz de S&o Paulo seguindo os critérios
estabelecidos pelo EUCAST. Os pacientes eram
originarios das cidades de Barretos (18), Ribeirdo
Preto (05) e Araraquara (1). A idade variou de 09
a 67anos e 17 (73,9%) foram do sexo masculino.
C. neoformans ocorreu em 18 (78,3%) pacientes, C.
gatti 01 (4,4%) e em 04 somente foram identificados
quanto ao género. O total de 11 (84,6%) isolados
de C. neoformans foram suscetiveis ao FZ com
concentracdo inibitoria minima (CIM) variando de
0,25 a 2,0 ug/mL, 1 (7,7%) foi sensivel dependente
da dose (SDD) com CIM de 4,0 ug/mL e 1 (7,7%)
resistente com CIM de 8 ug/mL. A Unica amostra
de C. gatti foi resistente ao FZ apresentando CIM
de 8 ug/mL (Tabela 1.). A determinacdo da espécie
e a deteccdo de cepas resistentes ao FZ, antifingico
amplamente utilizado na terapia dessa micose,
principalmente na fase de manutencdo do tratamento
sdo dados importantes visto que, criptococose
apresenta padrdes diferentes dependendo da espécie
e do hospedeiro. A resisténcia ao FZ do Unico C. gatti
isolado corrobora com os achados na literatura de que
essa espécie pode ser mais refratria ao tratamento?2,
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Pacl?:n te Sexo Idade Municipio Identificacéo IglIJI::/(I)rF\):zr(?I
1 M 43 Barretos C. neoformans NR
2 M 31 Bebedouro C. neoformans NR
3 M 55 Bebedouro C. neoformans NR
4 M 30 Barretos C. neoformans NR
5 M 41 Monte Alto Cryptococcus sp NR
6 M 36 Barretos Cryptococcus sp NR
7 M 38 Batatais Cryptococcus sp NR
8 F 9 Sertdozinho Cryptococcus sp NR
9 M 29 Bebedouro C. neoformans NR
10 M 45 Barretos C. neoformans 0,25 ug/mL
11 M 45 Barretos C. neoformans 0,5 ug/mL
12 F 39 Barretos C. neoformans 0,5 ug/mL
13 M 42 Jaboticabal C. neoformans 1,0 ug/mL
14 M 50 Barretos C. neoformans 0,25 ug/mL
15 F NI Barretos C. neoformans 0,5 ug/mL
16 F 47 Barretos C. neoformans 0,5 ug/mL
17 M 26 Barretos C. neoformans 1,0 ug/mL
18 F 48 Bebedouro C. neoformans 0,5 ug/mL
19 19 44 Barretos C. neoformans 1,0 ug/mL
20 20 51 Araraquara C. neoformans 2,0 ug/mL
21 21 38 Barretos C. neoformans 4,0 ug/mL
22 22 67 Barretos C. neoformans 8,0 ug/mL
23 23 59 Ribeirdo Preto C. gattii 8.0 ug/mL

NI= Néao informado, NR= Nao realizado
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Cryptococcus neoformans: importancia no diagnostico
clinico das formas polimorficas

criptococose, micose  sistémica

causada por leveduras do género

Cryptococcus, é uma das principais
doencas invasivas em humanos. Estima-se que cerca
de 957.000 casos de meningite por Cryptococcus
spp. ocorram todo ano no mundo em individuos
portadores do virus HIV, resultando em mais de
600.000 mortes®. Embora a meningoencefalite seja a
forma letal, a infeccdo pulmonar é a mais freqlente,
desde que, a via de aquisicdo da criptococose €
por inalacdo de células fungicas. A criptococose
também pode apresentar-se de forma disseminada,
afetando 6rgaos como pele, rins, figado e bagco. Duas
espécies, C. neformans e C. gattii, sdo atualmente
reconhecidas como 0s agentes mais comuns?.

A criptococose € considerada uma das
doencas definidoras de AIDS pelo Ministério da
Saude e um problema de satde publica em nosso
pais. Devido ao fato de ndo ser uma doenca de
notificacdo compulsoria, é dificil definir o namero
de casos e de ébitos relacionados a essa grave
micose, contudo, as taxas de mortalidade por
criptococose em pacientes com AIDS variam entre
45% e 65%3. Outras condicBes imunossupressoras,
além da AIDS, estdo relacionadas a criptococose por
C. neformans como o uso extensivo de corticoides
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e transplantes de orgdos. A infec¢do por C. gattii,
por sua vez, ocorre geralmente em individuos sem
imunossupressao aparente?,

As principais caracteristicas utilizadas na
identificacdo de Cryptococcus spp. séo: observacao ao
exame direto de células leveduriformes, com ou sem
brotamento, envoltas por capsula mucopolissacaridica,
realizado por coloracdo com tinta da China, tanto do
material biolégico quando do isolado. Entretanto,
alguns estudos tém demonstrado que Cryptococcus
spp. pode apresentar alteracbes em seu aspecto
fenotipico habitual que podem dificultar no correto
diagnostico etioldgico. Sabe-se que tais alteracdes,
ou polimorfismo, podem funcionar como mecanismo
que tornam esta levedura capaz de resistir as pressdes
do ambiente e ajudar a sua manutencdo dentro do
hospedeiro. Dentre essas alteracdes estdo a formacéo
de pseudohifas e aumento ou diminui¢do do tamanho
celular observadas na amostra bioldgica, como: liquor,
tecidos, urina e outros liquidos ou secregBes corporais®.

A formacéo de pseudohifas em células de C.
neformans parece estar relacionada a baixa viruléncia
desses isolados como visto em inoculagdo em
camundongos. Foi observado que animais inoculados
com isolados produtores apenas de blastoconidios
adoeceram e morreram logo apos 26 h de incubagéo,
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enquanto os que foram inoculados com formas de
pseudohifas permaneceram saudaveis durante o
mesmo periodo. Ao analisarem a interacdo de C.
neformans e de amebas Acanthamoeba polyphaga,
um dos seus predadores naturais, Neilson e
colaboradores observaram que, além da formacéo de
pseudohifas, essas estruturas ndo eram fagocitadas®.

A formagdo de células menores ou maiores
do que as usuais, denominadas de formas anés ou
microformas (< 1um de didmetro) e células gigantes
ou titds (>10 a 100um de diametro) € outro aspecto do
polimorfismo em Cryptococcus neoformans. Embora
as células titds produzam tambem células-filhas de
tamanho normal, supde-se que o desenvolvimento de
tais células esteja relacionado ao ciclo celular, desde
que, por algum motivo ndo ocorre fissdo, fazendo
com que essas sejam tetraploides e octoploides,
contendo maior quantidade de DNAG®. Feldmesser
e colaboradores verificaram que uma proporgéo
significativa de ceélulas fangicas em pulméo de
camundongos aumentou de tamanho (900 vezes)
em relagdo ao seu cultivo in vitro’. Resultados
semelhantes foram observados por Bouklas e
colaboradores durante infeccdo experimental, o
que leva a acreditar que a presenca de células com
tamanho maior do que as formas tipicas pode estar
relacionada a cronicidade da doenca®.

As células ands sdo, em geral, encontradas
dentro de macrdéfagos, mas a interferéncia dessa
ocorréncia para evolucao da infeccéo € desconhecida.
As células titds sdo mais resistentes a fagocitose,
aléem de possuirem a capacidade de tolerancia a
danos oxidativos e nitrosativos do hospedeiro.
A maior resisténcia associada a capacidade de
escape do sistema imunologico é benéfica para a
sobrevivéncia de Cryptococcus spp. em pulmdes no
processo inicial da infeccdo; porém, provavelmente,
podem impedir a sua disseminacdo para 0 sitio
principal da doenca, o sistema nervoso central®.

Até o momento, pouco se sabe sobre freqiiéncia
e natureza do polimorfismo celular em isolados de

C. neformans, seja pelo aumento de tamanho celular
ou pela pseudofilamentagcdo, mas alguns estudos
demonstram que estas formagdes atipicas podem
estar relacionadas a viruléncia e a cronicidade da
infeccdo o que pode ter impacto na clinica médica®.
Arelevancia clinicadaocorrénciade polimorfismo
celular é intrigante e h& muito que se desvendar sobre
a patogénese da criptococose causada por isolados
contendo formas anomalas. Isto ressalta a importancia
de estudos sobre a biologia celular deste agente a fim
de se valorizar estes achados durante a infeccéo.

Da mesma forma nd& se conhece o
comportamento dos isolados polimorficos frente a
farmacos utilizados no tratamento da criptococose e
seu estudo poderia contribuir para desenvolvimento
de ferramentas para auxiliar, ou predizer, evolugéo
clinica e direcionar melhor a terapia.
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Avaliacao da acao desinfetante do ferrato(vi) em agua

para o consumo humano

jon ferrato(VI) apresenta formula
molecular FeO 42‘ e é um composto
com grande potencial de oxidacao-
reducdo. Foi identificado por Stahl em 1702
quando este, fundindo salitre e limalhas de ferro e
dissolvendo a mistura em agua, obteve a formacao
de um produto de coloragdo plrpura instavel®. Tal
molécula, em condicBes controladas, apresenta a
conveniéncia de ndo fornecer subprodutos toxicos
quando empregada nos processos de desinfeccdo?.
Assim, 0 seu uso tem mostrado resultados
satisfatorios no que diz respeito a preservacdo da
salide humana e a sustentabilidade do meio hidrico®.
Desta forma, o ion ferrato(VI) tem sido
utilizado para o tratamento e controle de odores
em meio liquido e gasoso, para a precipitacao
de substancias, como o ferro e 0 manganés em
substituicdo a cloracdo, e na desinfeccdo de grandes
volumes hidricos*. Ainda, possui aplicacdes na
degradacdo de poluentes sintéticos, na oxidacdo de
poluentes inorganicos, na remoc¢do das substancias
hiimicas e no tratamento de lodo de esgoto®.
A acdo desinfetante do ion ferrato ocorre
pela oxidacdo da molécula da agua, gerando
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radicais peroxidos, elétrons hidratados e oxidrilas,
espécies altamente oxidantes®. Além de ndo fornecer
subprodutos nocivos, o ferrato(VI) ainda se reduz
para ferro (111), um coagulante por exceléncia?.

Embora a atuacdo do ion esteja relacionada
a suscetibilidade especifica do micro-organismo, 0s
efeitos bactericidas do desinfetante ferrato(\V1) sdo,
em sua maioria, atribuidos a mecanismos oxidativos
de degradacéo direta das células ou de destruicédo de
enzimas especificas que interferem na atividade celular®.

Em geral, ap6s a descoberta do uso da

cloracdo e seus potenciais efeitos negativos na
salde, a busca por desinfetantes alternativos tem
sido avaliada para a sua substituicdo®. Atualmente,
outros desinfetantes como o0 0zdnio, o peréxido de
hidrogénio, a radiacdo ultravioleta, o permanganato
de potassio, o hipoclorito de célcio em pastilhas e
também o ion ferrato(VI) tém sido utilizados para
tratamento de aguas e efluentes®.

No Brasil, o controle microbiolégico da
agua para o consumo humano se fundamenta
principalmente na presenca de bactérias do grupo
coliforme®. Este grupo representa parametro
microbiolégico basico, uma vez que partilha a
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capacidade de se desenvolver no intestino humano e
causar doencas de cunho significativo para 0 mesmo.
Os coliformes podem ser divididos em subgrupos
conforme as suas caracteristicas: coliformes totais,
que inclui os géneros Escherichia, Citrobacter,
Enterobacter e Klebsiela; e os coliformes fecais ou
termotolerantes que tem por principal componente
a Escherichia coli e alguns coliformes do género
Klebsiella’. Sendo entdo relevante a possibilidade
da transmissdo destes micro-organismos através da
agua, é importante identificar a condicdo sanitaria
da mesma. Uma vez confirmada a presenca de
micro-organismos patogénicos, as medidas para
a desinfeccdo seletiva deverdo ser aplicadas para
sanar o problema.

Nesse cenario, mediante a vigente proposta
de sustentabilidade do meio ambiente e visando a
preservacdo e renovacao da integridade hidrica, o
jon ferrato, empregado em condi¢cdes adequadas de
pH, temperatura e tempo de contato, torna-se uma
alternativa frente a desinfeccdo com cloro e seus
derivados, uma vez que as dosagens empregadas,
alem de ndo formarem subprodutos como o0s
trihalometanos (THMs) e os acidos haloacéticos
(HAAs), tém mostrado serem eficientes para
inativar/destruir as bactérias do grupo coliformes
sem haver recrescimento dias apds o tratamento?®.

A avaliacdo das concentracOes efetivas de
ferrato(\V1) para a desinfeccdo da agua para consumo
humano torna-se relevante para a consolidacdo deste
jon como alternativo ou substituto dos produtos
presentemente empregados.

O objetivo deste estudo é avaliar a
concentracdes de ion ferrato(V1) capaz de eliminar
Escherichia coli em agua.

Foi preparada uma suspensdo de Escherichia
coli (ATCC 25922), em agua destilada estéril, na
concentragdo de 1,7x10° células/100mL (NMP), que
foi distribuida em 10 frascos de polietileno estéril,
em volume de 100 mL para cada um deles. Desses,
dois ndo receberam tratamento e serviram de controle
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para o desenvolvimento bacteriano. Os demais,
em duplicata, receberam concentragdes de 0,8 pL;
1,5 uL; 2,3 uL e 23 pL de solucdo de ferrato(\V1)
(Footoxi® — Foothills Industria e Comercio Ltda.).
Tais frascos foram protegidos da acdo da luz e
mantidos em temperatura ambiente por periodo de
24 horas e 168 horas. Apds 24 horas, numa série
de cinco frascos, um para cada concentracdo de
ferrato(VI) e um sem tratamento, foi realizada
pesquisa quantitativa para E. coli. Ap6s 168 horas,
0 mesmo procedimento foi realizado com a outra
série de cinco frascos.

O pH das amostras em tratamento foi
monitorado devido ao fato deste ion demonstrar
maior integridade em potenciais alcalinos e neutros®.

A pesquisa de E. coli foi realizada através
do Sistema Quanti-Tray Colilert® que emprega
um substrato cromogénico®. Os resultados foram
expressos de acordo com a tabela de NMP (nimero
mais provavel em 100 mL de agua).

Foi verificado o desenvolvimento bacteriano
nos frascos contendo suspensdo de coliformes
(17x10° NMP) tratados com 0,8 pL; 1,5 uL e 2,3
puL de Ferrato(VI) no tempo reacional de 24 horas.
O tratamento de igual suspensdo bacteriana com
a maior concentracdo de ferrato(VI) (23 uL),
em mesmo tempo reacional, apresentou menor
contagem de célula bacteriana, apos cultivo, se
comparado com os frascos onde foram empregadas
menores concentracoes do desinfetante (Tabela 1).

No tempo reacional de 168 horas, para
a mesma concentracdo de E. coli, foi verificado
desenvolvimento bacteriano apenas no frasco
tratado com a menor concentracdo de Ferrato(V1)
(0,8 uL) (Tabela 1).

Na concentracdo de 23 pL (maior dose), o
ferrato(\V1) inativou 94% da suspenséo bacteriana em
apenas 24 horas (menor tempo). J& na concentragdo
de 1,5 uL de ferrato(V1), a inativagdo foi satisfatoria
apenas no tempo reacional de 168 horas, fato nao
observado no tratamento desta mesma concentragéo



no tempo reacional de 24 horas (Tabela 1).

Os resultados neste estudo e os resultados
expressos por Schuck et al. (2004) em estacdes
de tratamento de esgotos, demonstraram
comportamento  desinfetante compativel, com
decréscimo de micro-organismos proporcional a
contaminagéo do efluente tratado.

Verificou-se que a concentracdo de E. coli
na agua utilizadas neste estudo foi muito maior do
que a concentracdo média encontrada nas amostras
tratadas por Schuck (2004), e que, portanto, o
jon demonstrou ser efetivo em ambos 0s casos,
dependendo das condicOes de tratamento.

Portanto, o ferrato(\VI) € um desinfetante
eficaz contra E. coli, sendo que o seu desempenho
no tratamento de &gua € proporcional a sua
concentracédo e ao tempo de contato.
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Aplicacao do ensaio de migracao total na avaliacao das
embalagens, equipamentos e revestimentos poliméricos
destinados a entrar em contato com alimentos

s embalagens e equipamentos

poliméricos destinados a entrar

em contato com alimentos, nas
condices previsiveis de uso, ndo devem ceder
aos mesmos, substancias indesejaveis, toxicas ou
contaminantes, que representem um risco a saude
humana 2,

A maioria dos testes efetuados em
embalagens para alimentos € denominada provas de
cessao ou testes de migracdo, que sdo determinacdes
cuja finalidade é avaliar a quantidade de substancias
passiveis de migrar da embalagem para o alimento.
A importancia de tais determinagdes prende-se ao
fato de que esses migrantes, além de potencialmente
toxicos ao homem, podem alterar as caracteristicas
do alimento 3.

Os ensaios de migracdo simulam as
condicBes que a embalagem e o alimento serdo
submetidos em funcdo do tipo de alimento, tempo
e temperatura de contato. O ideal seria que estes
ensaios fossem feitos colocando-se a embalagem
em contato com o alimento que se pretende embalar.
Entretanto, isto se torna impraticavel, uma vez que
a concentracao de migrantes é normalmente baixa e
a complexidade quimica da maioria dos alimentos
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iria interferir em sua dosagem. Devido a esta
impossibilidade, a legislacdo nacional assim como
as legislacOes de varios paises, estabelece o uso de
solventes simulantes que tentam reproduzir o pH, o
teor de gordura e eventual graduacdo alcodlica dos
alimentos 2.

O Nucleo de Aguas e Embalagens,
pertencente ao Centro de Contaminantes do
Instituto Adolfo Lutz, controla a qualidade das
embalagens, equipamentos e  revestimentos
poliméricos, destinados a entrar em contato com
alimentos, através de analises que, visam determinar
a compatibilidade da embalagem com o alimento, a
sua ndo interferéncia com os caracteres sensoriais
do produto e a migragdo total de componentes da
embalagem para o alimento. O objetivo desse
trabalho foi aplicar o ensaio de migracdo total
na avaliacdo das embalagens, equipamentos e
revestimentos poliméricos destinados a entrar em
contato com alimentos, no periodo de janeiro de
2011 a dezembro de 2014.

A metodologia analitica para o controle
de embalagens, equipamentos e revestimentos
poliméricos encontra-se descrita na legislagdo
nacional vigente - Resolucdo RDC N° 51/10 da



ANVISA/MS*. Para o ensaio de migracéo, simulou-
se as condigdes em que o material polimérico e o
alimento serdo submetidos. Para alimentos aquosos
ndo acidos utilizou-se como solvente simulante agua
deionizada (18,2MQ-cm a 25°C); para alimentos
aquosos acidos, solucdo de &cido acético a 3%
(m/v); para alimentos gordurosos, solucéo de etanol
a 95% (v/v) e para alimentos alcoolicos, solucéo de
etanol a 10% (v/v) 34,

Do total de 464 amostras analisadas, 382
(82,33%) foram consideradas satisfatorias e 82
(17,67%) estavam em desacordo com os limites
estabelecidos pela legislacdo em vigor * (Resolugio
RDC 51/10), de 8,0 mg/dm? ou 50,0 mg/kg,
conforme Tabela 1.

Tabela 1. Numero de amostras de embalagens, equipamentos e
revestimentos poliméricos analisadas no periodo de janeiro de 2011
a novembro de 2014.

NUmero de Amostras

Total de

(AT Amostras
Satisfatéoria  Insatisfatoria

2011 126 26 152
2012 117 32 149
2013 87 15 102
2014 52 9 61
Total 382 82 464

Os dados obtidos neste trabalho evidenciam
a Importancia do ensaio de migragdo total na
avaliacdo das embalagens, equipamentos e
revestimentos poliméricos destinados a entrar
em contato com alimentos e a necessidade de
continuo monitoramento no controle da qualidade
desses produtos, de forma a garantir o consumo de
alimentos mais seguros por parte da populacao.
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jon ferrato(VI) apresenta férmula
molecular FeO > e é um composto
com grande potencial de oxidacao-
reducdo. Foi identificado por Stahl em 1702
quando este, fundindo salitre e limalhas de ferro e
dissolvendo a mistura em agua, obteve a formacéo
de um produto de coloragio parpura instavel®. Tal
molécula, em condigdes controladas, apresenta a
conveniéncia de ndo fornecer subprodutos toxicos
quando empregada nos processos de desinfecco?.
Assim, 0 seu uso tem mostrado resultados
satisfatérios no que diz respeito a preservacdo da
salide humana e a sustentabilidade do meio hidrico®.
Desta forma, o ion ferrato(VI) tem sido
utilizado para o tratamento e controle de odores
em meio liquido e gasoso, para a precipitacdo
de substancias, como o ferro e 0 manganés em
substituicdo a cloracéo, e na desinfeccéo de grandes
volumes hidricos®. Ainda, possui aplicacbes na
degradacéo de poluentes sintéticos, na oxidacéo de
poluentes inorganicos, na remocdo das substancias
hiimicas e no tratamento de lodo de esgoto®.
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A acdo desinfetante do ion ferrato ocorre
pela oxidacdo da molécula da &gua, gerando
radicais peroxidos, elétrons hidratados e oxidrilas,
espécies altamente oxidantes®. Além de ndo fornecer
subprodutos nocivos, o ferrato(VI) ainda se reduz
para ferro (111), um coagulante por exceléncia?.

Embora a atuacdo do ion esteja relacionada
a suscetibilidade especifica do micro-organismo, 0s
efeitos bactericidas do desinfetante ferrato(\V1) sdo,
em sua maioria, atribuidos a mecanismos oxidativos
de degradacéo direta das células ou de destruicdo de
enzimas especificas que interferem na atividade celular®.

Em geral, ap0s a descoberta do uso da

cloracdo e seus potenciais efeitos negativos na
salde, a busca por desinfetantes alternativos tem
sido avaliada para a sua substituicdo®. Atualmente,
outros desinfetantes como 0 0zonio, 0 perdxido de
hidrogénio, a radiacdo ultravioleta, o permanganato
de potassio, o hipoclorito de célcio em pastilhas e
também o ion ferrato(VI) tém sido utilizados para
tratamento de aguas e efluentes®.
No Brasil, o controle microbiologico da



Leite Pasteurizado e ultra-alta temperatura (UAT):
Avaliacao do indice crisoscopio e valor de pH

leite € obtido da ordenha completa

e ininterrupta em condicdes de

higiene, de vacas leiteiras sas,
bem alimentadas e em repouso. E submetido a
tratamentos térmicos com o proposito de proteger
a saude humana das doencas veiculadas por
microrganismos patogénicos, além dos deteriorantes
e enzimas que ocasionam alteracGes quimicas que
afetam a sua qualidade®.

Os tratamentos térmicos podem ser por
pasteurizagdo lenta (LTLT “Low Temperature
Long Time”, 63°C/30min.); rapida (HTST “High
Temperature and Short Time”, 75-120°C/15 seg.)
ou muito rapida (UHT “Ultra Hight Temperature”,
135°C/4 seg.), desempenhando o ultimo maior
valor comercial por prolongar a validade do leite na
temperatura ambiente?.

Pela legislacéo brasileira® o leite pasteurizado
¢ submetido a 72-75°C/15-20 segundos em
pasteurizador de placas, seguido de resfriamento
imediato até no méaximo 4°C, com envase em
circuito fechado para evitar a contaminacdo. O leite

Maria Auxiliadora de Brito RODAS1; Jacira Hiroko
SARUWTARI-SATO"; Anita Akiko TAKAHASHI*; Davi
Perini TEMERLOGLOU%*; Luciana SEPAROVIC*; Giuliana
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“Bolsistas FUNDAP( Fundagéo do Desenvolvimento
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!Ncleo de Quimica, Fisica e Sensorial-Centro de Alimentos
- Instituto Adolfo Lutz

UHT* deve passar por processo de fluxo continuo a
130-150°C/2-4 segundos e imediatamente resfriado
a temperatura inferior a 32°C, sendo envasado sob
condicbes assépticas em embalagens estéreis e
hermeticamente fechadas.

O controle de qualidade visa avaliar
integridade e condi¢des sanitarias. O leite fluido deve
apresentar aspecto de liquido opaco, sem grumos,
coagulos, floculos ou mucosidade e a camada de
gordura ndo deve ser filante; deve ter cor branca ou
levemente amarelada e odor e sabor caracteristicos
%, As analises fisico-quimicas envolvem a gordura,
acidez, densidade, indice crioscépico (IC), solidos
ndo-gordurosos e alizarol, devendo estar ausentes
de neutralizantes de acidez e reconstituintes
de densidade®. No leite UHT, ainda se avalia a
estabilidade ao etanol (68%)*, pois é aceito como
indicador de acidez, mistura do leite com colostro
ou leite proveniente de animais com mastite®.

A estabilidade térmica do leite varia em
funcédo do pH. A velocidade de alteracédo depende do
pH inicial e disponibilidade de oxigénio necessario
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a formag&o de &cido a partir da lactose. A velocidade
da producdo do é&cido é fator importante para
coagulacao pelo calor, pois o pH de coagulagdo é
baixo!. A legislagdo ndo prevé determinar pH,
mas é fundamental pois visa detectar aumentos
na concentracdo de &cido lactico e estabilidade ao
calor, podendo indicar qualidade microbiol6gica
inadequada. O pH do leite fresco varia de 6,6-6,8
a 20°C. Se for proveniente de glandulas mamarias
inflamadas, como mastite, fica com pH levemente
alcalino (7,3 a7,5)".

Pela medida do IC pode-se detectar adi¢do
fraudulenta de &gua ao leite ou ineficiéncia
no sistema de ordenha. O valor desta medida
corresponde a temperatura na qual o leite congela,
e isto ocorre a - 0,55° C, que por ser constante se
considerada uma prova de precisdo®. Qualquer
alteracdo acarreta prejuizos a inddstria, visto que
ha menor rendimento de producdo, com perda
da qualidade dos subprodutos, além de ser sério
problema de salde publica. A legislacdo ndo prevé
determinar 1C no leite UHT, apenas no leite fresco
e pasteurizado.

O estudo objetivou avaliar os valores de pH

e IC de leite pasteurizado e UHT. Foram avaliadas
1556 amostras de leite, sendo pasteurizado (1395)

e UHT (161). Ao todo, envolveram 103 usinas
brasileiras distintas, 72 ligadas a pasteurizacao e 47
ao processo UHT. As amostras encontravam-se em
suas embalagens originais conservadas e na validade.

Na medida do pH ou atividade i6nica (ion
H™) utilizou Potencidmetro digital (DM 20, marca
DIGIMED), onde o eletrodo padrdo mede a diferenca
de potencial entre ele e leite, sendo ela expressa
em unidades de pH a 25°C. Houve calibracdo do
equipamento com solugbes-tampéo pH 4, 7 e, logo
apos, trés leituras consecutivas da amostra.

O IC foi medido por leitura direta em
Crioscopio digital aferido com solu¢fes-tampéo de
cloreto de sddio 6,859 g/L (-0,408°C ou -0,422°H)
e sacarose 100 g/L (-0,600°C ou -0,621°H), com
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tolerancias de 2 miligraus Hortvet (0,002°H).
O resultado € expresso em graus Celsius (°C) e
convertido em escala Hortvet (°H), com tolerancia
de +0,002 °H, sendo a conversao feita pela relagdo: T
(°H) =1,0356 x T (°C). As leituras foram realizadas
em triplicata.

Os resultados obtidos estdo na Tabela 1, onde
se verifica que em ambos os tratamentos térmicos
os valores de pH e IC se situaram bem proximos.
O pH médio do leite UHT (6,80) foi ligeiramente
superior ao pasteurizado (6,60), mas conformes
aos valores da literatura’. Para IC, o leite UHT
apresentou média (-0,526°C) praticamente idéntica
ao pasteurizado (-0,532° C), sendo a mediana
-0,530° C. Neste ensaio, 100% das amostras de leite
pasteurizado estavam de acordo com a legislacéo,
porem para leite UHT, os valores obtidos podem
servir de referéncia para inser¢do no regulamento.
O mesmo ocorre para 0 pH de ambos 0s processos
de conservacao do leite.

As analises oficiais do leite sdo realizadas
por Unidades Operacionais da Rede Brasileira de
Laboratdrios de Controle de Qualidade do Leite,
pela Coordenacdo Geral de Apoio Laboratorial
(CGAL) do Ministério da Agricultura, Pecuéaria
e Abastecimento (MAPA) ou credenciada, que
podem, a critério, utilizar os dados informativos
constantes neste trabalho.

Pelo contexto, se propde que leites tratados
por processos pasteurizados e UHT sejam, doravante,
avaliados quanto aos valores de pH e IC, como prova
de integridade, autenticidade e sanidade do alimento
destinado ao consumo humano. Isto faz com que a
adulteracdo do leite pela aguagem, utilizacdo de
reconstituintes de densidade (substancias e misturas
pré-balanceadas estranhas ao leite) e problemas
técnicos e higiénico-sanitarios estritamente ligados
ao processo tecnoldgico sejam minimizados, melhor
controlados e ou extintos da cadeia produtiva, desde
sua coleta até o consumo final, beneficiando a saude
da populagéo.



Tabela 1. Valores de pH e indice crioscopico (IC) de leite pasteurizado e leite UHT

IC (°H)

Mediana 6,60 -0,530 -0,549 6,80 -0,530 -0,549
Média 6,62 -0,532 -0,547 6,80 -0,526 -0,551
Desvio padrédo 0,14 0,041 0,048 0,20 0,054 0,042

Coeficiente de variacao 0,218 -0,0766 -0,0874 0,0232 -0,1033 -0,0767
N° Amostras 333 1395 1395 83 161 161
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