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Editorial

O Boletim do Instituto Adolfo Lutz (BIAL) fechou o ano de
2011 com um aumento significativo no nimero de matérias publicadas
e isso se deveu a colaboragdo dos colegas pesquisadores tanto do IAL
Central como dos Regionais, que enviam seus artigos sempre em escala
crescente.

Os Coordenadores do programa PIBIC (Programa Institucional
Brasileiro de Iniciagdo Cientifica), ja no seu terceiro ano no Instituto,
e do PAP (Programa de Aprimoramento Profissional), estio sempre
colaborando nas edi¢ées do BIAL, enviando os resumos de seus
orientados; divulgando, dessa forma, a gama de pesquisas desenvolvidas
na Institui¢do. Continuem prestigiando o BIAL, pois ele é uma fonte
importante de divulgagdo tanto da producio de pesquisas como de
prémios, ganhos por nossos colegas.

Estou deixando a Coordenacio do BIAL e também a Institui¢io
em virtude de minha aposentadoria.

Ha 35 anos, a Institui¢do me recebeu com todo o carinho e aqui,
nesta Casa da qual me orgulho muito de ter feito parte de seu quadro
de funcionarios, fiz inimeros amigos, que levarei comigo em meu
coragao.

Tive excelentes mestres que muito contribuiram para meu
ingresso na carreira de Pesquisadora Cientifica e também colegas
antigos de bancada com larga experiéncia na minha area de atuagio,
a Parasitologia, que muito me ensinaram. A todos vocés que passaram
um dia pela minha vida e colaboraram para o meu crescimento pessoal
e profissional, meu MUITO OBRIGADA.

Posso dizer que sou uma pessoa realizada, trabalhei sempre na
area que um dia eu escolhi e nela cresci e saio da Instituicdo com uma
certeza: missdo cumprida.

Agradeco a todos os membros do BIAL pela colaboragio e,
em especial, a minha sempre presente colaboradora, Rocely A. Bueno
Moita, do Nucleo de Acervo do IAL.

Termino este Editorial com um pensamento:

“Comece fazendo o que é necessdrio, depois o que é possivel
e, de repente, vocé estard fazendo o impossivel.”
Sao Francisco de Assis

Domingas M. A. G. Vieira Torres
Coordenadora do BIAL
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Trabalho premiado pela Sociedade Americana de
Virologia, na categoria: Latin American Scholar Award

2010

Surto de meningite viral associado ao Echovirus 11, no

estado de Sao Paulo

sorotipo echovirus 11 (E-11) ¢

relatado entre os mais comumente

isolados no género dos Enterovirus
(EV) no mundo. O E-11 pode causar uma
grande variedade de sindromes clinicas, mas é
particularmente associado a casos graves de doenca
neonatal. De acordo com dados da literatura, o
sorotipo E-11 € um dos EV mais frequentemente
isolados nos EUA e na Espanha. No Brasil, ndo
existem relatos rotineiros da circulagdo dos E-11
nos casos de meningites virais. Este trabalho teve
o objetivo de relatar surtos de E-11 em duas regides
diferentes do estado de Sao Paulo, que deram origem
a casos de meningite em 2008. O Nucleo de Doengas
Entéricas do Instituto Adolfo Lutz (IAL) tem um
papel importante para a rotina diagndstica em surtos
de meningites virais no estado, colaborando com o
Centro de Vigilancia Epidemioldgica (CVE) para
elaboracdo de medidas em sadde publica, visando
a estabelecer condutas para a contencdo viral. O
laboratério recebeu amostras clinicas (liquor, fezes e
soro) de oito casos suspeitos oriundos de duas cidades

Braulio Caetano MACHADO!, Denise Hage RUSSO',
Adriana LUCHS', Telma Regina Marques Pinto
CARVALHANAS?, Rita de Cassia Compagnoli
CARMONA!, Maria do Carmo Sampaio Tavares
TIMENETSKY'

!Nticleo de Doencas Entéricas, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP
2Centro de Vigildncia Epidemiolégica do Estado, Sdo Paulo, SP

do interior, localizadas nas regides norte e oeste do
estado de S@o Paulo. As metodologias aplicadas para
o diagndstico laboratorial foram o isolamento viral,
utilizando duas linhagens celulares diferentes: RD
(Rabdomiosarcoma humano) e HEp-2 (Carcinoma
epidermoide de laringe humana). Para confirmagao
doisolamento e identificacio do sorotipo viral, foram
realizados os testes de RT-PCR (Reacdo em cadeia
pela polimerase — transcri¢do reversa) com primers
direcionados para a regido conservada do genoma
dos EV (5’NTR) e IFI (Imunofluorescéncia Indireta).
A titulagdo de anticorpos em amostras pareadas
de soro também foi realizada para o diagndstico
sorolégico. Os resultados obtidos mostraram que
cinco casos eram positivos e confirmaram o sorotipo
E-11 circulando em dois diferentes momentos (nos
meses de fevereiro e marco, agosto e setembro) em
regides distintas do estado. Analisando os surtos,
a cidade de Icém localizada na regido norte do
estado apresentou uma maior incidéncia de casos de
meningite viral. Em Avaré, municipio localizado na
regido oeste do estado, foi constatado um numero
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total baixo de casos (quatro confirmados), surgidos
nos meses de agosto e setembro de 2008. Em Icém,
o nimero de casos concentrados (doze confirmados)
entre fevereiro e marco foi muito alto para uma
cidade pequena de apenas 6800 habitantes; sendo,
aproximadamente, 5800 na drea urbana (local onde
ocorreram os casos) € que possuia um coeficiente
de incidéncia muito baixo. Segundo os dados da
vigilancia, o coeficiente de incidéncia saltou de 0,0%,
em 2007, para 183,1%, em 2008 (Coef./100.000
hab.). Essa cidade € localizada em uma regidao de
alta circulacdo de pessoas que buscam atividades
de turismo de fim de semana (pescaria e recreagao
em praias do rio Grande) e fica entre duas regides
importantes: Sao José do Rio Preto e a regido do
Pontal de Minas Gerais. Em uma das suas divisas,
fica localizada a cidade de Fronteira, que pertence
ao estado de Minas Gerais. Essa cidade sedia a
usina hidrelétrica de Marimbondo, uma das mais
importantes do Brasil, que emprega um grande
nimero de pessoas. No mesmo periodo, casos de
meningite foram relatados em trabalhadores rurais
que prestam servico para a usina. Esses trabalhadores
tétm o habito de compartilhar garrafas, copos e
por¢des de comida e sdo sempre conduzidos pelo
mesmo Onibus de acordo com a vigilancia municipal
da cidade mineira. Concomitantemente, a cidade de

8 « BolInst Adolfo Lutz. 2011; 21(2):7-8

Sao José do Rio Preto notificou 80 casos suspeitos
de meningite viral (dados do CVE). Nao é possivel
confirmar a origem desse surto, mas a relacdo com os
fatos previamente descritos € suposta, pois na cidade
vivem muitos trabalhadores da usina e pessoas que
frequentam a principal cidade da regido, que é Sao
José do Rio Preto. Os echovirus circulam facilmente
em ambientes carentes de condi¢des de higiene
adequadas e apresentam um padrao epidémico com
um surgimento abrupto dos casos seguido de um
decréscimo e, novamente, o surgimento de casos em
diferentes momentos e lugares. Conclusido, nosso
estudo documenta a circulagdo do E-11 e contribui
para as proximas investigacdes epidemioldgicas
da prevaléncia dos EV no estado de Sao Paulo,
fornecendo dados para um melhor entendimento
sobre a transmissdo e a evolugdo viral.

AGRADECIMENTOS

Ao Nucleo de Cultura de Células do IAL pelo
apoio no fornecimento das culturas celulares
utilizadas no trabalho. A equipe técnica do Centro
de Vigilancia Epidemiolégica e do GVE-XXIX, de
Sdo José do Rio Preto, pelo fornecimento dos dados
epidemioldgicos. Agradecemos também aos demais
membros da equipe do Nucleo de Doengas Entéricas
pela assisténcia técnica prestada.



Selecao da matriz de leite comercial utilizado para a
determinacao do iodo no leite materno

a gravidez, as necessidades de

iodo sdo aumentadas devido a
estimulagdo tireoidiana e as perdas
de iodo para o feto, podendo surgir com a caréncia
do iodo nutricional: hipotireoidismo neonatal ou
adulto, diminui¢do da fertilidade perinatal, retardo
do crescimento, deficiéncia mental, surdo-mudez,
variantes clinicas do cretinismo end€mico'. O
iodo encontra-se presente no corpo humano em
quantidades muito pequenas (15 a 20mg no adulto)
e apresenta um papel indispensavel na sintese dos
hormonios tireoideanos®. As medi¢oes de iodo sdo
utilizadas paraavaliaraingestdo emumadeterminada
populacdo’ e, a partir dessa metodologia, podemos
também estimar a concentra¢do de iodo excretado
no leite materno, nos produtos alimenticios, na d4gua
potavel e em tecidos tireoidianos e mamarios®.

O leite materno é constituido por vitaminas,
minerais, proteinas, aminoacidos e gorduras e ¢
produzido em diferentes periodos delactagao: colostro,
leite de transi¢do e leite maduro (Anvisa, 2007)°.

O teor de gordura no leite materno é de 1,85 g/
dL a 2,9 g/dL no colostro, de 2,9 g/dL a 3,6 g/dL no leite
de transigao e de 3,0g/dL a 3,8g/dL no leite maduro.

Para a execugdo deste estudo, foi realizada a
selecdo da matriz de leite comercial que fosse similar

e representativa ao leite materno.

Fernanda MARTINI*, Regina Maria CATARINO
Niicleo de Hematologia e Bioquimica, Centro de Patologia,
Instituto Adolfo Lutz

*Programa Institucional Brasileiro de Iniciagdo Cientifica
(PIBIC/CNPq)

O leite é o alimento de maior consumo humano
e o teor de gordura é o que difere os leites de integral,
semidesnatado e desnatado (tabela 1).

Dentre os diferentes tipos de leites comerciais
analisados e comparados com a constitui¢ao do leite
materno, selecionamos o leite comercial liquido
semidesnatado por conter uma quantidade de
gordura (3,0 g) em sua composi¢do muito semelhante
a quantidade de gordura encontrada no leite materno
(3,0-3,8 g).

Considerando-se que o leite é um
composto organico muito complexo e apoiado
em conhecimentos prévios quanto a fatores

interferentes que acometem a reagdo de iodo, a

Tabela 1. Informagdo nutricional da rotulagem de trés tipos
comerciais de leite liquido

Leite

Nutrientes Leite integral Leite desnatado

semidesnatado
Carboidratos 90¢g 9,6¢g 96¢g
Proteinas 62¢g 64¢g 6,6¢g
Gorduras totais 70g 30g ausente
Gorduras satu-
43g 20g ausente
radas
Gorduras trans Og ausente ausente
Fibra alimentar Og ausente ausente
Sédio 110 mg 119 mg 119 mg

Bol Inst Adolfo Lutz. 2011; 21(2):9-11 « 9



matriz de leite foi trabalhada de forma a eliminar
os possiveis interferentes na rea¢do de iodo com o
leite comercial selecionado. Para tal, foi necessario
seguir procedimentos de armazenamento e
acondicionamento (fase pré-analitica) das amostras
de leite comercial.

Importantes procedimentos foram seguidos
para se obter a garantia dos resultados das analises
(fase analitica), no que tange o preparo dos
reagentes e as solugdes de trabalho, estes seguiram
um protocolo de controle de qualidade estabelecido
em nosso laboratorio. Todas as etapas descritas
anteriormente foram realizadas seguindo a norma
da ABNT ISO/IEC 17025.

A matriz leite selecionada foi diluida 1:1 em
dgua milli-Q e centrifugada a 10.000 rpm a 4 °C
por 20 minutos. Apds a centrifugacao, observou-
se uma espessa camada de gordura (fase solida)
(figura 1) que foi separada (figura 2), retirando-se
a fase liquida, a qual foi utilizada para o preparo
das solugdes de trabalho 2,0pg/dL; 5,0pg/dL;
10,0pg/dL e 15,0pg/dL com solugdo de iodato
de potassio para cobrir toda a faixa do ensaio,
através da reagdo bioquimica colorimétrica
baseada no método de Sandell-Kolthoff (1937)°¢
recomendada pelo Conselho Internacional para
Controle das Desordens por Deficiéncia de Iodo
(sigla, em inglés, ICCIDD) adaptada em nosso
laboratorio.

Apos a digestdao do persulfato de amonio
com o iodo a 94 °C, as solu¢des apresentaram-
se transparentes (livres de macromoléculas do
leite) (figura 3), possibilitando a continuidade da
reagao, tendo como produto final a leitura com as
respectivasabsorbancias,demonstrando o conteudo
de iodo na matriz leite obtido por compara¢ao das
leituras com a curva analitica e expresso em ug/dL

(figura 4).
Foi avaliada a estabilidade de amostras
da matriz leite selecionada, respeitando sua

validade comercial e observamos que as amostras
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Figura 1. Demonstra¢io da camada de gordura do leite na parede do
tubo apds centrifugagao
Figura 2. Separagio da fase liquida apds centrifugagao

Figura 3. Digestdo do persulfato de amonio com o iodo na matriz de
leite selecionada

¢ e e o v T
o 5 10 15 20

Figura 4. Curva analitica realizada com as solugdes de trabalho em
duplicatas nas concentragdes conhecidas de iodo na matriz leite sele-
cionada em temperatura de 20 + 2° C



armazenadas a 4 °C apresentaram estabilidade
de dez dias e, a 20 °C negativos, seu aspecto fisico
permaneceu intacto durante quatro meses. Com base
nesses dados, preparamos as solu¢des de trabalho e
observamos que sdo estaveis somente durante dez
dias armazenadas a 4 °C.

A reagao de iodo ¢é preconizada na
Temperatura Ambiente (TA) de 20 + 2 °C, segundo
a OMS. No entanto, quando a TA se apresenta
acima de 22 °C, a reagdo que deveria acontecer
em um minuto é completada em menos de trinta
segundos, impossibilitando, assim, a leitura da
reagdo (figura 5).

Em todas as etapas da reacdo devem ser
tomados cuidados com a luz direta incidindo sobre
os reagentes manipulados desde o preparo das
solugdes de trabalho até o momento da leitura no
espectrofotdbmetro para obtencao da concentragao
do iodo.

A utilizagao de agua ultrapura é de fundamental
importancia no preparo de reagentes e solugdes.

A determinacio de iodo na matriz de leite
comercial pode ser aplicada desde que sejam
controladas as fases pré-analitica e analitica,
considerando os pontos criticos envolvidos em
todos os procedimentos da reagdo, tais como:

06 -
05 4
04 4
0.3
0.2
0.1 4

0 -

— —r
1] 5 10

Figura 5. analitica realizada com as solugdes de trabalho em duplica-
tas nas concentracoes conhecidas de iodo na matriz leite escolhida em
temperatura acima de 22° C

pesagem, pipetagem, temperatura e luminosidade.
Também analisamos as possiveis variabilidades
metodologicas e a suscetibilidade dos interferentes
que possam afetar a reacdo de iodo, visando a
melhoria da qualidade metodologica.

AGRADECIMENTOS
Ao Nucleo de Contaminantes Organicos, Centro de
Contaminantes, eao Centro de Imunologia do Instituto
Adolfo Lutz pela utilizagdo de seus equipamentos.
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Otimizacao da reacao em cadeia da polimerase para
deteccao de segmento tax do genoma proviral de

HTLV-1 e HTLV-2

s virus linfotrépicos de células T

humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e

HTLV-2) sdo retrovirus, cujo genoma
proviral se insere ao DNA da célula hospedeira,
podendo levar o individuo infectado ao estado de
portador assintomdtico ou doente. A regido tax do
genoma proviral desses virus diverge quanto a sua
composicao nucleotidica e ao tamanho do produto
gerado (proteina Tax) e, portanto, essa regido se
presta a estudos de epidemiologia molecular'~. Sabe-
se que a proteina Tax de HTLV-1 possui capacidade
de induzir células T citotéxicas a produzirem
citocinas e quimiocinas, responsaveis por processos
inflamatdrios graves, e que variantes da Tax sdo
descritas em diferentes isolados no mundo®“.
Assim, o presente estudo objetivou otimizar uma
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) capaz
de amplificar um segmento grande da Tax, para
posterior utilizacdo em estudos de epidemiologia
molecular. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Retrovirus do Instituto Adolfo
Lutz. Foram usadas na otimizagdo sete amostras de
DNA sabidamente positivas para HTLV-1 (n = 4)
e HTLV-2 (n = 3), disponiveis no Laboratério de
HTLV do Instituto Adolfo Lutz®. Apds ajustes nos
protocolos de amplificacdo (primers, reagentes e

12 « Bol Inst Adolfo Lutz. 2011; 21(2):12-13

Leila Dias Teixeira da COSTA*, Vanessa da Silva BUENO',
Mariana Cavalheiro MAGRI?, Adele CATERINO-DE-
ARAUJO!

!Centro de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz

2Laboratério de Retrovirus, Niicleo de Doengas Sanguineas/
Sexuais, Centro de Virologia, Instituto Adolfo Lutz

*Programa Institucional Brasileiro de Iniciagdo Cientifica
(PIBIC/CNPq)

condi¢des de ciclagem), foi possivel obter produtos
de 1119 pb para HTLV-1 e 1134 pb para HTLV-2
(Figuras 1 e 2, respectivamente). Com os protocolos
otimizados, foram amplificadas mais 43 amostras
de DNA proviral (13 de HTLV-1 e 30 de HTLV-2),
obtidas de pacientes coinfectados pelo HIV/Aids
para posterior sequenciamento e busca de possiveis
assinaturas moleculares presentes em isolados que
circulam em Sao Paulo, em Londrina e regido.
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Figura 1. Bandas obtidas da amplifica¢do da regido Tax do genoma
proviral de HTLV-1, quando submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 1,3%

4. Higuchi M, Fujii M. Distinct functions of HTLV-1 Tax1 from
HTLV-2 Tax2 contribute key roles to viral pathogenesis. Re-
trovir. 2009;6:117.

5. Bueno VS, Magri MC, Caterino-de-Araujo A. Estabelecimen-
to de métodos moleculares para a amplificagdo da regido tax
do genoma proviral de HTLV-1 e HTLV.
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Figura 2. Bandas obtidas da amplifica¢ao da regido Tax do genoma
proviral de HTLV-2, quando submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 1,3%

Nota: artigo baseado na monografia de Leila
Dias Teixeira da Costa, apresentada no Programa
Institucional de Iniciacdo Cientifica do Instituto
Adolfo Lutz de Sao Paulo, area Imunologia/Biologia
Molecular, em 2011.
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Avaliacao da PCR em tempo real como teste confirmatoério
de infeccao por HTLV-1 e HTLV-2 no Instituto Adolfo

Lutz de Sao Paulo

iante de problemas detectados em

algoritmos de testes laboratoriais

para o diagnoéstico de infec¢ao por
HTLV-1/2 utilizados no Instituto Adolfo Lutz (IAL)
de Sao Paulo (Algoritmos 2007 e 2009)"?, o presente
estudo objetivou avaliar um novo algoritmo (2010)
que emprega como primeiro teste confirmatdrio
a PCR em tempo real (pol), seguida do ensaio
de Western Blot (WB)?. Avaliou-se também a
repetitividade e a reprodutibilidade dos ensaios de
PCR. Foram utilizados DNAs padroes de HTLV-1,
HTLV-2 e albumina humana (controle endégeno)
diluidos na razdo 10, para confirmacao do limite de
detecgdo das PCRs e construcdo de curvas padrao.
Foram realizadas duplicatas e replicatas nos ensaios
de PCR, analisadas as curvas de amplifica¢ao
quanto a: aspecto, slope (y), regressao linear (R?),
valores de ciclos threshold (Ct), média, desvio
padrao e coeficiente de variagdo (CV) (Figura 1). Os
resultados obtidos com os padroes confirmaram bom
desempenho, eficiéncia e repetitividade intraensaio
(CV < 1,6) e

reprodutibilidade interensaios
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(CV <£1,0). Posteriormente, foram submetidas a PCR
em tempo real e ao WB 84 amostras de sangue que
resultaram positivas na triagem soroldgica. Quando
comparados os resultados obtidos na PCR com os
de WB, notou-se que o teste molecular apresentou
maior especificidade (detectou sete casos que
resultaram inconclusivos no WB), porém menor
sensibilidade (deixou de detectar 13 casos WB
positivos). Os resultados negativos na PCR podem
estar relacionados a baixa carga proviral, ao estado de
imunossupressdo e ao uso de terapia antirretroviral
pelos pacientes, ja que 12 das 13 amostras de sangue
que resultaram PCR negativas eram provenientes
de individuos com HIV/AIDS. O ensaio molecular
confirmou redugdo de 44% no custo do diagnoéstico
confirmatério de infecgdo por HTLV-1/2 em
laboratorio que dispoe de equipamento e estrutura
para realizagdo da PCR em tempo real*. Concluindo,
nenhum dos testes confirmatérios (PCR em tempo
real e WB) sozinho pode ser aplicado em casuistica
atendida pelo IAL de Sao Paulo e confirma como
melhor algoritmo o de 2010.
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Figura 1. Curvas de amplificagdo na PCR em tempo real pol para HTLV-1, HTLV-2, albumina humana e
correspondente curva de regressio linear, de acordo com a concentragio de DNA alvo. A esquerda, curvas
vermelhas representam positividade, enquanto as verdes sdo negativas.
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Deteccao de genes de resisténcia microbiana produzidos
por Klebsiella pneumoniae isoladas de infeccdao ou
colonizacao hospitalar de varios hospitais do estado de

Sao Paulo

lebsiella pneumoniaesaobacilos gram-

negativos frequentemente envolvidos

em infec¢oes hospitalares. O principal
mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos
B-lactamicos  (penicilinas, cefalosporinas e
aztreonam) ¢ a produgdo de (-lactamases, enzimas
que degradam o anel P-lactamico contido na
estrutura dos antimicrobianos p-lactamicos. A
grande preocupacao desse tipo de mecanismo é em
relagdo a facilidade de transferéncia dos plasmideos
entre os isolados clinicos. Devido a extensa
disseminagdo de cepas resistentes a antibidticos,
especialmente de cepas produtoras de ESBL, existe
uma preocupagio redobrada em infec¢oes causadas
por K. pneumoniae. Além da produgiao de ESBL,
K. pneumoniae produtoras de outras P-lactamases
tém sido descritas, tais como carbapenemases KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase)' e metalo-
B-lactamases, as quais comprometem seriamente as
opgdes terapéuticas para pacientes infectados por
esses micro-organismos.

Os objetivos deste trabalho foram detectar
genes de resisténcia responsaveis pela produgio de
KPC em amostras de K. pneumoniae provenientes
de colonizagdo e/ou infecgdo hospitalar e avaliar se

ha disseminacéo clonal.
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Foram utilizadas 337 cepas de K. pneumoniae
suspeitas de serem produtoras de KPC, isoladas
de amostras clinicas de pacientes infectados ou
colonizados provenientes de varios hospitais do
estado de Sao Paulo, encaminhadas ao Nucleo
de Enterobactérias do Centro de Bacteriologia
Adolfo Lutz para
perfil de
antimicrobianos e producao de KPC e tipagem

do Instituto confirmacio

de identificagao, sensibilidade aos
epidemioldgica molecular. A confirmagio bioquimica
foi feita por métodos bioquimicos classicos
manuais. Em relacao aos testes de sensibilidade aos
antimicrobianos, as cepas foram primeiramente
submetidas ao teste de disco-difusdo. Cepas com
sensibilidade diminuida aos carbapenémicos
(imipenem, meropenem e ertapenem) e, portanto,
suspeitas de serem produtoras de KPC, foram
Etest (AB

Biomerieux, Solna, Sweden), para a determinagio

submetidas a testes dilucionais,
da concentragdo inibitéria minima frente aos

seguintes agentes antimicrobianos: cefotaxima,

ceftazidima, ertapenem, imipenem, imipenem/
imipenem+EDTA, meropenem, polimixina B e
tigeciclina. A leitura e a interpretagao dos resultados
foram feitas de acordo com o CLSI (2011)2, exceto

para tigeciclina e polimixina B (EUCAST)?. Cepas



com confirmagdo de sensibilidade diminuida
aos carbapenémicos foram encaminhadas para a
realizacdo da PCR para a confirmagdo da presenca
do gene bla,  (Rasheed et al, 2008)". Para a tipagem
epidemioldgica, utilizou-se o método de eletroforese
de campo pulsado (PFGE). A analise dos perfis foi
feita de acordo com os critérios de Tenover (1995)°.

As 337 cepas de K. pneumoniae analisadas
foram confirmadas como produtoras de ESBL e
apresentaram resisténcia ou sensibilidade diminuida
aos carbapenémicos. A porcentagem de resisténcia
foi elevada para a maioria dos antimicrobianos
(quase 100%)

apresentou CIM 2 1ug/mL (R) frente ao ertapenem e a

testados. A maioria das cepas

sensibilidade ao imipenem e meropenem foi variavel.
A porcentagem de resisténcia as cefalosporinas
de terceira geracdo (cefotaxima e ceftazidima)
também foi elevada. Tigeciclina e polimixina B
foram os antimicrobianos que apresentaram maior
sensibilidade, embora tenha ocorrido o aparecimento
de sensibilidade diminuida e resisténcia a essas drogas
(tabela 1). Em 208 cepas de K. pneumoniae (62%)
analisadas por PCR foram observadas a presenca de
uma banda de 1011 pb, correspondentes a presenca

do gene bla A andlise dos perfis de restrigao

KPC-2*
obtidos pela eletroforese em campo pulsado (PFGE)
mostrou que houve disseminagao clonal intra e inter-

hospitais. Esse mesmo clone encontra-se disseminado

Tabela 1. Concentra¢do inibitéria minima (CIM50 e CIM90)
referente a 142 cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC,
isoladas de diversos hospitais do Estado de Sdo Paulo

Antimicrobiano Int?:‘g’?:zlg ™ CIM,, (ug/mL)  CIM, (ug/mL)
Imipenem 0,5->32 4 >32
Meropenem 0.25->32 4 >32
Ertapenem 0,5->32 4 >32
Cefotaxime 3->32 >32 >32
Ceftazidime 6->256 128 >256
Tigecycline 0.125-4 1,5 2
Polymyxin B 0.19-128 1,0 2

em diversos hospitais no estado de Sao Paulo, com
grande enfoque para a drea metropolitana.

A opgdo terapéutica para casos de infecc¢do
por K. pneumoniae produtora de ESBL é a utilizagdo
de p-lactamicos carbapenémicos (imipenem,
meropenem e ertapenem), portanto, a producdo
de carbapenemases, como a KPC, limita bastante o
tratamento. Assim,acontinuidadedomonitoramento
da producdo de cepas produtoras de KPC e da
disseminagdo de um clone unico no estado de Sao
Paulo é de fundamental importancia no intuito de
se criar novas estratégias para evitar a disseminagao

desses micro-organismos em nosso meio.
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Analise de contaminantes em leite bovino:

determinacao de chumbo

contamina¢ido do leite bovino por

agentes quimicos é considerada um

problema de satide publica, uma vez
que é um alimento importante na dieta humana.
A ocorréncia de contaminantes quimicos em
alimentos pode causar reagdes de hipersensibilidade
e toxicidade, que podem ser agudas, cronicas e,
eventualmente, com progressdo lenta, como a agao
carcinogénica. Metais como chumbo e cddmio
podem estar presentes em fun¢do de diversos
fatores associados a condi¢des ambientais, praticas
tecnoldgicas e uso indiscriminado de produtos
quimicos na produg¢ao animal.

Para o chumbo,a Portarian®685,de 27/08/98,
estabelece o limite maximo em leite fluido pronto
para o consumo em 0,05mg/kg?. Comparativamente
aos adultos, as criangas, que compdem o grupo
mais vulneravel aos efeitos toxicos desse elemento,
que incluem deficiéncia de aprendizado, ingeririam
quantidades  significativamente = maiores  do
contaminante, ja que o seu consumo de leite é de
trés a quatro vezes maior. A Organizagdo Mundial

da Saude estabeleceu em 25pg/kg de peso corpdreo
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a Ingestdo Semanal Provisoria Toleravel de chumbo
por criangas (PTWI)>.

Este trabalho teve como objetivo a analise
de amostras de leite comercializadas no Brasil, com
o intuito de avaliar os niveis de chumbo. Foram
analisadas dez amostras de leite do tipo pasteurizado
integral, 137 do tipo UHT integral e 71 amostras de
leite em p¢ integral, totalizando 218 amostras.

As tomadas de ensaio consistiram de aliquotas
de 10mL para o leite fluido e de 1,2g de amostra para
o leite em po, correspondente a aliquota de leite fluido
reconstituido. As amostras foram mineralizadas e as
cinzas obtidas dissolvidas com 0,5mL de HNO, 65%,
grau analitico Suprapur, e transferidas para baldo de
10mL, com concentragao final de HNO, de 5% (v/v).
As concentragdes de chumbo foram determinadas
em um Espectrometro de Massa com Plasma de
Argonio Acoplado Indutivamente (ICP-MS), marca
Perkin-Elmer, modelo Elan DRC II. O resultado de
cada amostra foi obtido pela média de trés replicatas.
As amostras foram manipuladas para leitura em
uma sala limpa ISO classe sete. Para o calculo das
concentragdes, foi utilizada a média de trés isétopos



(206, 207 e 208) e, como padrao interno, empregou-
se uma solucdo de rénio de 5ug/L.

A validagdo do método foi efetuada com o
Material de Referéncia Certificado NIST (National
Institute of Standards & Technology, EUA) 8435
- Whole Milk Powder (valor certificado de 0,11
+ 0,05mg/kg), com recuperagio média de 91%,
para 13 preparagoes independentes. Os Limites de
Deteccdo (LD) e de Quantificagdo (LQ) obtidos
foram de 0,32pg/kg e de 0,97pg/kg, respectivamente.
O coeficiente de variagio foi de 10% para a
concentragdo de 1,0mg/L. A curva de calibragao
consistiu de concentragdes de 1-2-5-10-20-50ug/L
em HNO, 5% (v/v), com linearidade de R*> 0,999.

Os resultados obtidos, representados na
tabela 1, foram comparados ao valor limite de
0,05 mg/kg, de acordo com a legislagao brasileira®, e
todas as amostras foram consideradas satisfatdrias.

O CODEX Alimentarius tem recomendado
a adogdo de praticas para a redugdo dos niveis de
chumbo em diversos tipos de alimentos*. Nos paises
da Comunidade Europeia (CE), o valor tolerado para
o leite ja é de 0,02mg/kg’. Considerando que o limite
estabelecido pela legislacdo brasileira raramente é
alcancado, seria possivel uma redugdo de seu valor.
Adotando-se o limite da CE, a classificagdio dos
resultados seria relativamente modificada como
mostra a tabela 2, tornando insatisfatdria parte das
amostras, porém ainda em nimero reduzido.

Considerando a toxicidade do chumbo e
a importancia do leite para a dieta do brasileiro,
principalmentedascriangas,areducdodaconcentragio
desse contaminante contribuiria para a melhoria da
saude da populagdo. Comparando os valores obtidos
com o limite estabelecido pela Unido Europeia,

verifica-se que é possivel aplica-lo a nossa realidade,
0 que, além da garantia da saide populacional, traria
o beneficio adicional de facilitar a comercializagdo do
produto nacional no mercado exterior.
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Anadlise de contaminantes em leite

leite ¢ um alimento rico em vitaminas

com uma composi¢do contendo

nutrientes fundamentais para o
desenvolvimento da satide humana. O seu consumo
diario tem sido estimulado, principalmente, para
criangas. Embora os beneficios que o leite traga
a saude sejam muitos, sabe-se que podem existir
etapas de contamina¢do durante o processo de sua
produgdo. Dessa forma, foi avaliada a contaminagao
por residuos de sulfonamidas (sulfametazina,
sulfadimetoxina e sulfametazol) e aflatoxina M1
em amostras de leite provenientes das capitais de
vinte estados do territério nacional e do Distrito
Federal, totalizando 305 amostras de leite integral,
sendo 136 de leite UHT, 64 de pasteurizados e 105
de leite em pod. Os residuos de sulfonamidas foram
extraidos com diclorometano e coluna de extracao
em fase solida de silica, separadas e quantificadas
por CLAE/fluorescéncia com derivagdo pré-coluna
com fluorescamina. A aflatoxina M1 foi extraida
a partir do leite desengordurado por coluna de
imunoafinidade, separada e quantificada por
CLAE/fluorescéncia. A contaminagdo de AFM1 foi
observada em 206 (67,6%) amostras de leite, sendo
108 amostras de leite UHT, 27 amostras de leite
pasteurizado e em 71 de leite em p6. Com relagao aos
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resultados de residuos de sulfonamidas, verificou-
se que uma amostra de leite em pé apresentou
contamina¢do por sulfametazol, uma amostra
de leite UHT por sulfadimetoxina e 19 amostras
apresentaram contaminagdo por sulfametazina
(trés leites UHT, seis leites pasteurizados e dez
leites em po). No entanto, todas as concentragdes
desses contaminantes estavam abaixo dos limites da
legislagdo vigente. A qualidade dos leites analisados

estava adequada para o consumo para a populagdo.
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Papel da resisténcia genotipica a nova classe de
medicamentos que atuam na integrase no resgate
terapéutico de pacientes infectados pelo HIV-1

altegravir (Merck®) foi o primeiro
antirretroviral inibidor da enzima

integrase do HIV-1 aprovado para
uso em pacientes infectados pelo HIV-1!, sendo
utilizado no Brasil atualmente para tratamento de
individuos multiexperimentados aos medicamentos
disponiveis e com evidéncia de falha no controle da
replicagdo viral, caracterizando seu uso como terapia
de resgate.” A presenca de mutagdes em codons que
codificam aminoacidos relacionados a atividade
enzimatica ou em sitios de ligacao entre farmaco e
enzima, alterando a conformagdo estrutural desta,
pode comprometer essa interagdo, levando a queda
da suscetibilidade do virus a droga e consequente
ineficacia do medicamento.” Ensaios in-vitro e
in-vivo identificaram as principais mutagdes de
resisténcia a este farmaco: N155H [substituicao
de uma asparagina (N) por uma histidina (H) na
posicdo 155], Q148HRK e Y143RHC. Entretanto,
essas mutagdes reduzem a capacidade funcional da

integrase e da replica¢ao viral, e a emergéncia de
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mutagdes acessorias € necessdria para restauragao
da capacidade de replicagdo do virus.*” Para avaliar
o perfil de resisténcia antirretroviral, foi padronizada
uma metodologia de sequenciamento genémico do
gene da integrase, apds extragdo de RNA viral isolado
de plasma de individuos infectados, submetido
as etapas de transcrigdo reversa, amplificagdo por
reagdo em cadeia da polimerase e sequenciamento
do produto amplificado. A sequéncia obtida é, entao,
submetida aos websites Geno2pheno e HIV Stanford
Resistance Database, os quais possuem ferramentas de
submissao capazes de avaliar o perfil de mutagoes das
sequéncias obtidas, apresentando laudo de resisténcia.
Atualmente, o Laboratério de Retrovirus do Instituto
Adolfo Lutz atende ao estado de Sao Paulo e a outras
cidadesdoBrasil,assumindoum papeldeproporcionar
a conduta médica a oportunidade de solicitagdo de
um teste genotipico ainda ndo disponivel na Rede
Nacional de Genotipagem (Renageno), permitindo
a avaliacdo de pacientes em falha terapéutica apos
introdugao dos inibidores de integrase em terapias
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de resgate. A alta taxa de conservacao da integrase
contribui para a eficacia dos inibidores dessa enzima
em pacientes multirresistentes para drogas que
atuam em outras etapas do ciclo viral. Entretanto, ha
elevada prevaléncia de polimorfismos em posi¢des
relacionadas indiretamente a resisténcia, o que pode
impactar na suscetibilidade aos inibidores de integrase
durante a terapia de resgate’. Devido a baixa barreira
genética do RAL e ao grande nimero de individuos
com reduzida suscetibilidade a todas as classes
antirretrovirais recomendadas para tratamento de
entrada e resgate, ha grande dificuldade de emprego do
RAL em esquemas terapéuticos capazes de suprimir
porlongos periodos a replicagio viral. E recomendado
0 uso desse medicamento acompanhado de duas
outras drogas antirretrovirais ativas (HAART) e nem
sempre esse cenario ¢ favoravel, tornando necessario
o uso do RAL associado a drogas parcialmente ativas,
justificando a necessidade de um teste genotipico
rapido e barato para detec¢do precoce da emergéncia
de mutagdes capazes de reduzir a atividade dos
inibidores de integrase.
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Caracterizacao das espécies de micobactérias isoladas

de surtos pos-procedimentos

\

invasivos quanto a

diversidade e ao perfil genético

género Mpycobacterium contempla
espécies do  complexo M.
tuberculosis e as denominadas
Micobactérias nao tuberculosas, constituindo um
grupo de bactérias geneticamente distintas e, em
sua maioria, de limitada patogenicidade®. Estas
podem ser classificadas de acordo com o tempo
de crescimento em micobactérias de crescimento
lento e em Micobactérias de Crescimento Rapido
(MCR)*. As micobactérias podem ser encontradas
em uma variedade de reservatérios ambientais
como reservatorios de aguas naturais, redes de
armazenamento e distribuicdio de agua, solo,
protozoarios, animais e humanos®. Além disso, sdo
patdgenos oportunistas que necessitam de uma
abertura da defesa do hospedeiro para infectar o
mesmo. Essas aberturas podem ocorrer por danos a
barreira da mucosa ou da pele, doengas pulmonares
de base ou imunossupressao causada por HIV,
cancer ou drogas'. Devido a sua natureza ambiental e

oportunista, as MCRs estao relacionadas com muitas
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infec¢des nosocomiais. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar os isolados de MCR provenientes de
surtos no estado de Sdo Paulo no periodo de 2007 a
2011 por sequenciamento do gene rpoB e pela técnica
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PGFE). Foram
avaliados 34 isolados de MCR provenientes da cidade
de Sao José do Rio Preto (SJRP), 35 de Campinas, oito
de Assis e dois de Santos. A identificagdo por PRA-
hsp65 e o sequenciamento do gene rpoB revelaram
que, dos isolados de SJRP, 30 eram M. abscessus ssp
bolletii e quatro M. cosmeticum/ M. canariasene.
Dos isolados de Campinas, 26 eram M. fortuitum
e 7 M. abscessus ssp. bolletii. Todos os isolados de
Assis eram M. abscessus ssp. bolletii e de Santos, um
era M. abscessus ssp. bolletii e outro M. abscessus ssp.
abscessus. A analise de 50 isolados por PFGE mostrou
seis grupos genéticos distintos. Os isolados de M.
fortuitum foram agrupados em dois grupos (MF1,
MF2), os isolados de M. abscessus ssp. abscessus em
um grupo (MAAL1) e os isolados de M. abscessus ssp.
bolletii em trés grupos (MAB1, MAB2, MAB3). O
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grupo MAB3 corresponde ao perfil encontrado nas
cepas causadoras do surto brasileiro, sendo CRM 273
a cepa tipo. Esses dados comprovaram a ocorréncia
de surtos e um pseudosurto nas regides estudadas.
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Perfil de células do infiltrado inflamatoério de Calomys
callosus infectados pelo Trypanosoma cruzi na fase

aguda da infeccao

doenca de Chagas causada pelo

Trypanosoma cruzi é um problema

de saude publica na América Latina.
Estima-se que ha entre 10-16 milhdes de pessoas
infectadas por esse parasita e outras milhares ainda
expostas ao risco de novas infecgoes.

O papel do sistema imune no desenvolvimento
da doenga de Chagas ainda ¢ desconhecido, devido
a poucas informagdes acerca das caracteristicas
imunoldgicas no sitio da doenga.

Um modelo experimental da doenca de
Chagas em Calomys callosus foi realizado, a fim de
identificar e semiquantificar as células do infiltrado
inflamatdrio no miocardio de Calomys infectados
pelo Trypanosoma cruzi das cepas Y (T. cruzi II), CL
(T cruziVI) e G (T. cruzil), na fase aguda da infecgao
e investigar as diferencas nas lesdes teciduais com
parasitas de grupos representativos de trés linhagens
filogenéticas do T. cruzi'.

Os animais foram sacrificados na fase aguda e
os coragdes foram retirados e incluidos em parafina.
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Cortes de coragdo foram processados para imuno-
histoquimica.

Coragdes de animais infectados com as cepas
Y e CL apresentaram um infiltrado inflamatério
linfomononuclear com macréfagos, linfécitos e
plasmocitos, além de polimorfonucleares neutrofilos
e eosindfilos, na regido atrial. No ventriculo,
observou-se uma miocardite focal discreta.
Observaram-se ninhos de parasitas no interior de
células musculares cardiacas. Coracdes de animais
infectados com a cepa G apresentaram um infiltrado
inflamatério leve e alguns ninhos de parasitas de
tamanhos variados.

Resultados preliminares obtidos através
infiltrado

inflamatdério de coragdes de Calomys calosus

de analises semiquantitativas do
infectados com as cepas Y, CL e G mostraram
um grande nimero de macréfagos nos coragdes
de animais infectados com as trés cepas. Animais
infectados com a cepa Y mostraram um maior
numero de células T CD8 que as demais cepas.
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Figura 1. Andlise semiquantativa de macrofagos, células T CD4,
T CD8 e B CD20 no coragdo de Calomys callosus infectados com
T. cruzi da cepa Y, CL e G na fase aguda da infecgao
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Havia um maior nimero de células T CD4 na
regido do atrio de animais infectados com a cepa
CL e no ventriculo de animais infectados com a
cepa G. O nimero de células B CD20 foi maior no
atrio e no ventriculo de animais infectados com a
cepa G em relagdo as outras cepas. De acordo com
Brener e Gazinelli (1997), as células T CD8 e os
macrofagos sdo células importantes no controle
da replicagdo do parasita na fase aguda da doenga
de Chagas. Nossos resultados sugerem que o
sistema imune de Calomys atua de uma forma
mais vigorosa quando infectado com a cepa Y,
por ser uma cepa mais infectiva e virulenta que
CLeG.
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Evolu¢cao molecular do HIV-1 em criancas vivendo com
HIV/AIDS com doenca avancada

introdu¢do dos  medicamentos

antirretrovirais na rede publica
possibilitou uma melhora dos

marcadores viroldgicos e imunoldgicos das
criangas portadoras de HIV/AIDS!, permitindo
um aumento expressivo da sobrevida nesse
grupo?. Contudo, a progressdo da doenga em
criancas infectadas no periodo perinatal difere
da progressao observada em adultos, tendo entre
os principais fatores a imaturidade do sistema
imune’. Além disso, a alta variabilidade genética
do virus associada a pressdo seletiva por parte
dos medicamentos permite a emergéncia de cepas
com resisténcia as drogas antirretrovirais. Com
1sso, o monitoramento clinico e molecular se
faz necessario para auxiliar no entendimento da
patogénese viral e para subsidiar a decisao clinica
na escolha da terapia de resgate ideal para cada
paciente.

Oobjetivodoestudo foiavaliaraevolu¢aode
caracteristicas moleculares das regides polimerase
e envelope do HIV-1, em crian¢as vivendo com
HIV/AIDS em fase avancada de doenca.

Foram analisadas amostras de 25 criangas
infectadas pelo HIV por transmissao vertical, em

seguimento clinico no Instituto de Infectologia
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Emilio Ribas e expostas a tratamento antirretroviral.
O sequenciamento genético das regides analisadas
foirealizado em dois momentos no periodo de 2005
22010 e as sequéncias foram derivadas de amostras
de plasma. A subtipagem da regido da polimerase
e do envelope foi realizada pelos websites REGA
HIV-1 e Genotyping NCBI, a predi¢ao de tropismo
viral foi realizada, em triplicatas, pela ferramenta
Geno2pheno 10% clonal, e o perfil de resisténcia
aos Inibidores de Protease (IP) e transcriptase
reversa (NRTI; NNRTI) foi analisado por HIV
Stanford Database e pelo IAS List Mutation, 2010.
Os dados clinicos e moleculares foram analisados
pelo programa Epilnfo6.

Os pacientes apresentaram, em média, 13
anos de idade (DP 6-18), uma média de carga
viral de 4.38 log ,52% eram do sexo masculino;
apresentaram, em média, 10 anos de tratamento
e utilizaram, em média, 4 (DP 1-8) esquemas
terapéuticos na segunda avalia¢do. O subtipo B foi
o mais prevalente tanto no gene pol (80%) quanto
no env (68%), sendo que no gene env as demais
amostras (32%) eram do subtipo F, enquanto no
gene pol observou-se uma frequéncia de 12%
de amostras recombinantes BE. Com relagdo a
contagem de células TCD4*, foi observada uma

Bol Inst Adolfo Lutz. 2011; 21(2):27-29 « 27



100%
90% -
80%
70%
60% -

50% -
40% -
30%
20% -
10% | I
L . : . ‘_‘J
sav TPV DRV

L

L

0% T T T T
ATV FPV DV LPV NFV

B 1?entrada 2% entrada

Figura 1. Frequéncia de resisténcia intermediaria/alta aos
Inibidores de Protease (IP) na primeira e na segunda entrada.
Abreviaturas dos IP: Atazanavir (ATV), Fosemprenavir (FPV),
Indinavir (IDV), Lopinavir (LPV), Nelfinavir (NFV), Saquinavir
(SQV), Tipranavir (TPV), Darunavir (DRV)

diminui¢ao de 28% nos niveis de TCD4" entre a
primeira e a segunda amostra (570 céls/mm?’ -
411 céls/mm’). Todas as criangas apresentaram
resisténcia a IPs, NRTIs, NNRTIs desde a primeira
para medicamentos de
segunda geracdo, em que os pacientes ainda nao

avaliacdo, inclusive
haviam sido expostos, como o Tipranavir (IP) e a
Etravirina (NNRTI). Asmutacoes M461/Le147V/A
apresentaram um aumento significativo (p < 0,05),
enquanto a D30N diminuiu (p < 0,05), essa ultima
podendo estar associada com o recolhimento do
farmaco Nelfinavir. Na primeira avaliagao, 37,5%
dos casos apresentaram tropismo X4, enquanto na
segunda entrada observou-se um discreto aumento
de 6,25%. Esse aumento pode estar associado com
o perfil de evolugéo clinica das criangas do estudo,
mas em virtude da pequena amostragem nao ¢
possivel afirmar essa relagao.

Os dados clinicos e moleculares observados
neste estudo demonstram um importante risco de
progressdo da doenca nesses pacientes, assim como
uma dificuldade na elaboragdo de tratamento
de resgate dessas criangas, visto que se observa
aumento de resisténcia a maioria dos medicamentos
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Figura 2. Frequéncia de resisténcia intermediaria/alta aos
Inibidores de Transcriptase Reversa andlogos de Nucleosideos/
Nucleotideos (NRTI) e ndo analogos de Nucleosideos (NNRTI) na
primeira e na segunda entrada. Abreviaturas dos NRTI: Lamivudina
(3TC), Abacavir (ABC), Zidovudina (AZT), Estavudina (D4T),
Didanosina (DDI), Emtricitabina (FTC), Tenofovir (TDF).
Abreviatura dos NNRTI: Efavirenz (EFV), Etravirina (ETV),
Nevirapina (NVP)

analisados e uma elevada proporgao de sequéncias
com resisténcia intermedidria ou alta em alguns
casos. Isso se torna mais impactante frente ao fato
que muitos medicamentos de nova geragao ainda
nao terem sido liberados para uso em algumas
faixas etarias dessa populagdo. Dessa forma, os
dados ressaltam a necessidade de estudos clinicos
que antecipem a liberagdo de novas terapias de
resgate para criancas em falha terapéutica e a
importancia de um monitoramento clinico e
molecular diferenciado para criangas portadoras
de HIV/AIDS.
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Atividades de Museologia e educacao nao formal no
MuslAL — Museu do Instituto Adolfo Lutz

MusIAL (Museu do Instituto Adolfo

Lutz) foi convidado e esta inscrito,

desde 2009, para o 1° Encontro
Paulista de Museus (em 2011, na sua terceira edi¢ao)
e tem participagdo ativa nos Nucleos Setoriais,
do SISEM (Sistema Estadual de Museus de Sao
Paulo), da Secretaria de Estado da Cultura de Sao
Paulo, e foi sede da primeira reunido da regido, em
2009. Os autores tém tido inclusdes decisivas para a
setorizagao nas tipologias de museus.

Jano primeiroencontro, pormog¢aodosautores,
foi discutida a abertura de espago para que museus
de Ciéncias pudessem reunir seus museo6logos e
técnicos, a partir do segundo encontro. Conseguiu-
se, assim, a inclusio do MusIAL em reunides
deliberativas da recém-formada area de “Museus e
Centros de Ciéncias’, inclusive com possibilidade
de fazer parte da RedPop (Red de la Popularizacion
de las Ciencias), da Unesco, a qual os autores ja
faziam parte, desde 2000, quando propuseram que
a RedPop abrisse uma ala para discussoes destinada
aos pequenos museus (como era o Mibio, museu
em que, entdo, militavam no Instituto Bioldgico). A
partir de 2000, por sugestao dos autores, nasceu a
“RedPop Lilliput” Em 2011, no 3° Encontro Paulista
de Museus, ja houve toda uma tarde para discussoes
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dos integrantes dos museus e dos centros de Ciéncias
do estado de Sao Paulo.

A partir de 2011, a convite do IBRAM
(Instituto Brasileiro de Museus), 6rgio da PNM
(Politica Nacional de Museus), do Ministério da
Cultura, Brasilia; o MusIAL participou, juntamente
com outros 1.005 museus de todo o Brasil, com
3.080 eventos, da “9* Semana de Museus - Museu e
Memoria’, de 16 a 20 de maio; a fim de comemorar o
Dia Internacional dos Museus, em 18 de maio, criado
pelo ICOM (International Council of Museums).

O programa consistiu em trazer para o MusIAL
uma atividade que vinha sendo desenvolvida pelos
autores desde o final da década de 1980. No inicio, foi
uma disciplina de curso de po6s-graduagao lato sensu:
“Museologia e Educagdo Ambiental’, oferecido pelo
Ministério da Satde e pelo Instituto Butantan. Tinha
80h/aula com teoria e pratica, inclusive no campo,
com expedi¢oes. Quando o apoio do Ministério da
Sadde foi cortado, o publico a quem o curso estava
destinado solicitou, insistentemente, que o mesmo
fosse retomado. Entdo, sob os auspicios do Instituto
Butantan, os autores continuaram a ministra-lo; agora,
nao como matéria de um curso de especializacao,
mas como um curso tedrico/pratico de 40h/aula
(cinco dias intensivos, periodo integral), com a



obrigatoriedade de que os quatro grupos, de cinco
alunos cada, elaborassem um programa museoldgico,
que chegasse a montagem dos quatro museus e suas
respectivas inauguragdes, com autoridades presentes,
promogdes em Orgaos de imprensa e tudo o que uma
inauguragdo de museu deve propiciar.

Foramdadasdezenasdessescursos,noInstituto
Butantan e no Instituto Biologico, para onde os
autores se transferiram, em 1998. Foram oferecidos
em periodos de férias escolares para que professores
de escolas publicas e particulares pudessem
frequenta-los. Foram também ministrados, no
Mibio, a pedido da Secretaria de Estado da Educagéo
de Sao Paulo, com patrocinio da Capes, dois cursos
de aperfeicoamento de professores da rede publica,
com a finalidade de lhes dar instrugdes especificas
para a criagdo de museus escolares e comunitarios,
nos seus bairros e arredores.

Asnoticias correram. Universidades passaram
a solicitar que o curso fosse ministrado entre seus
professores e seus graduandos, em suas diversas
areas; como uma nova visdo para a guarda da
memdria e a divulgacao de agdes positivas em seus
locais de trabalho. Tudo perpassa pela produgao de
materiais de baixo custo destinados a interatividade
e a inclusdo de pessoas portadoras de necessidades
especiais de aprendizado. A alternativa para isso
foi ministrar cursos basicos/tedricos de 20h/aula,
com todo o conteudo dos anteriores, porém sem as
praticas de montagem de exibigdes. Outras dezenas
desses cursos foram ministradas no decorrer
dos anos.

Desdeinicio de 2006, os autores se transferiram
para o Instituto Adolfo Lutz. Com isso, trouxeram
o know how e a tradicao de suas praticas didaticas.
Foi quando um curso de museologia, basico/tedrico,
de 20 horas, foi oferecido pelo MusIAL, durante
a 9* Semana de Museus, do Ibram, para publico
interessado, interno e externo. Foram oferecidas
vinte vagas, com gratuidade de inscri¢do. Néao se
sabia, até entdo, que as atividades daquela semana

seriam veiculadas por diversas midias e por um livro/
catalogo com todas as atividades oferecidas em todo
o Brasil. Surpreendentemente, ja na primeira semana
de inscri¢cdes, foram recebidos muitos pedidos a
mais, inclusive de outros estados. Incluiram-se mais
quinze vagas. Devido a auséncia de local maior para
abrigar além desse numero, foi feita uma lista de
pessoas interessadas excedentes.

Como os autores trabalham diretamente
com Museografia Inclusiva (destinada a todas as
tipologias de pessoas portadoras de necessidades
especiais), deve-se fazer constar que, nesse primeiro
curso, tivemos um académico da Faculdade de
Pedagogia da USP, portador de deficiéncia visual.
Isso ndo s6 abrilhantou todo o desenvolvimento
da teoria que era tratada, como desenvolveu, nos
outros alunos, a real abertura para a percep¢ao das
necessidades do “outro’, na vida cotidiana, seja na
familia, no trabalho, na escola ou no museu. Por
outro lado, todos: alunos e professores, aprenderam
de maneira pratica o que aquele colega tinha de
excepcional em seus outros sentidos e percepgoes,
inclusive com apetrechos de informatica e novas
tecnologias assistivas para cegos.

O sucesso desse curso obrigou os professores
a agendar um segundo curso de museologia do IAL,
que foi oferecido, de 4 a 8 de julho, a 23 alunos.

Diante da demanda e de acordo com o publico-
alvo (professores da rede publica e particular,
trabalhadores de museus, profissionais da area da
Educacao, na lida com educagdo nao formal), ficou
estabelecido que, a partir de 2012, o curso sera
oferecido na primeira semana de janeiro e de julho
de cada ano, por serem meses de férias escolares.
Dessa forma, os profissionais poderio frequentd-lo
sem perda de dias de trabalho.

Vale um comentario: no segundo curso, trés
alunos eram policiais militares, que dao seus plantdes
no Museu da Policia Militar de Sao Paulo. Atendendo
ao convite dos mesmos e de seus comandantes, o0s
autores fizeram uma visita oficial aquele museu. Alj,
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ficaram sabendo da atuagdo daquele 6rgao, no final
do século XIX, com a funda¢do da Policia Maritima
e Aérea de Sao Paulo, em 1892, com a finalidade de
vistoriar e policiar navios e aeronaves que chegavam
a Sao Paulo e ao Porto de Santos. Era esse pessoal
da Policia Maritima que subia nos navios, coletava
material bioldgico para exames de saude e alimentos
naturais e processados para analises sanitarias. Isso
causou imediato interesse nos autores, uma vez
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que o Instituto Bacterioldgico (atual, Adolfo Lutz)
iniciou suas atividades no mesmo ano; tendo, assim,
sua historia ligada aquela ala policial do estado de
Sao Paulo. No mesmo dia foi feito um acordo de
inten¢oes bilaterais para se trabalhar, em parceria,
entre 0 MPM (Museu da Policia Militar) e o MusIAL
(Museu do Instituto Adolfo Lutz). Certamente, as
duas facetas se complementardo e escreverdo um
novo capitulo da histéria da satide do Brasil.



52 Primavera dos Museus — Mulheres — Museus — Memoria

IBRAM
Museus), vinculado ao Ministério da

(Instituto  Brasileiro de

Cultura, promove eventos em todo o
Brasil, com o intuito de levar as comunidades novos
rumos, novos pensares e novas possibilidades de
interacao. Em 2011, prop6s as comunidades de todo o
nosso territdrio o evento: “5* Primavera dos Museus”,
com o tema “Mulheres, museus e memorias”

O MusIAL (Museu do Instituto Adolfo Lutz)
realizou atividades especificas de sua area de atuacao,
como museu de area cientifica de saide publica, na
semana de 19 a 23 de setembro de 2011. Promoveu
um encontro para todos os interessados internos
e externos ao Instituto, intitulado “A presenca
feminina na pesquisa da saude publica brasileira — A
histéria do Instituto Adolfo Lutz contada através de
suas pesquisadoras”.

Foram atividades didrias que, no final,
durante avaliagdo informal e de acordo com uma
quantidade enorme de manifestagdes verbais
presenciais, por telefone ou por e-mail, temos
certeza de que atingiram os objetivos basicos e os
ultrapassou de maneira visivelmente satisfatoria e
até prazerosa, as expectativas.

Aquela semana consistiu de uma programacao
intensa no auditério Augusto D’Escragnole Tonay,

Silvana Campos da Rocha CALIXTO, Pedro Antonio
FEDERSONI JR.

MusIAL - Museu do Instituto Adolfo Lutz

Niicleo de Acervo - Centro de Planejamento e Informagdo,
Instituto Adolfo Lutz

para horario de almoco (das 11h as 13h), com um
brunch de confraternizagdo, no final de cada grupo
de eventos didrios.

O comité organizador do evento programou
duas palestras em cada dia, proferidas por mulheres
Pesquisadoras Cientificas (PqC), que estdao no topo
da carreira e com tempo de servigo em sua area,
superior a trinta anos.

A afluéncia ao evento foi macicga, contrariando
as expectativas, uma vez que em outras ocasioes as
atividades dessa tipologia (cultura, generalidades,
assuntos museu-relacionados...) nao foram tao
concorridas por pesquisadores e assistentes da casa.

Com esse programa, fez-se a escolha de dez
PqCs para proferir palestras e cada uma delas foi
apresentada por outra pesquisadora de mesmo
patamar de conhecimento. A cada uma delas
(palestrantes e apresentadoras) foi solicitado que
as palestras fossem gravadas em 4udio e, em um
futuro breve, fossem entrevistadas pelo o programa
de Histdria Oral da Saude (HOS), promovido pelo
MuslIAL. Todas aceitaram; portanto, em principio,
teremos vinte depoimentos de HOS.

Como o evento focou a presenca da mulher
nos programas de museus e memoria, a PqC
Silvana Campos da Rocha Calixto, do MusIAL,
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discorreu sobre o tema sugerido pelo IBRAM, com
um titulo de palestra, que deveria, propositalmente,
causar ambiguidade de interpretagao: “As mulheres
na vida do Dr. Adolpho Lutz’, significando, em
primeiro lugar, as mulheres de sua vida particular
(sua mae, suas irmas, a esposa e a filha) e em uma
segunda avaliagao, representando pesquisadoras,
assistentes, técnicas, auxiliares que desempenharam
sempre papel de vulto dentro da pesquisa no
Instituto que leva seu nome. Essa palestra deu
um ar de informalidade salutar para todos os
discursos seguintes; uma vez que a maior parte dos
funcionarios nao conhecia a histéria do ser humano
Adolpho Lutz, com seus crescimentos pessoais,
conquistas, vitorias, decepgdes e recomecos. Uma
vida realmente marcante.

O inicio do encontro se deu com rapidas
palavras dos coordenadores da mesa de abertura;
os PqCs: Luiza Terezinha Madia de Souza,
representando a Diretoria Geral; Regina Gomes
de Almeida, diretora do Centro de Planejamento
e Informacdo e Pedro Antonio Federsoni Janior,
coordenador do evento.

Cada PqC apresentadora fez um breve
relato sobre o seu relacionamento particular com
a palestrante e enumerou itens basicos de seu
curriculo.

As palestras, duas a cada dia tiveram a seguinte
ordem:

Dia 19

11h - Silvana Campos da Rocha Calixto -
Apresentada por Pedro Antonio Federsoni
Junior

12h - Myrna Sabino - Apresentada por Adriana
Palma de Almeida
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Dia 20

11h - Jalia Maria Martins de Souza Felippe -
Apresentada por Luz Marina Trujillo

12h - Mirthes Ueda - Apresentada por Adele
Caterino Aratjo

Dia 21

11h - Domingas Maria A. G. V. Torres -
Apresentada por Helena Hilomi Taniguchi

12h - Dilma Scala Gelli - Apresentada por Deise
Aparecida Pinatti Marsiglia

Dia 22

11h - Regina Gomes de Almeida apresentou as
atividades atuais dos Laboratérios Regionais

12h - Mariza Menezes Romao — Apresentada por
Regina Gomes de Almeida

Dia 23

11h - Sénia Maria Miranda Pereira — Apresentada
por Raimunda Telma de Macedo

12h -
Apresentada por Maria do Carmo Sampaio

Luiza Terezinha Madia de Souza -
Timenetsky

Ao final, o diretor geral, Prof. Dr. Alberto
José da Silva Duarte, teceu comentarios a respeito
da importancia do evento, projetando o nome do
Instituto e de seus colaboradores e colaboradoras,
em todos os niveis de atuagdo, pelo Brasil, a partir
dos certames promovidos pelo IBRAM.

Faz-se obrigatério o agradecimento formal
a todos funcionarios e convidados externos, pelo
apoio dado a esse desafio abracado pelo MusIAL.
Os comentarios posteriores a essa atividade
comprovaram que esse tipo de iniciativa deve ser
repetido tantas vezes quantas forem possiveis para
que os vinculos profissionais sejam pontos de apoio

para a coesdo entre os servidores do Instituto.



Vital Brazil Mineiro da Campanha — Uma carreira de lutas,
conquistas e méritos em defesa contra o ophidismo

MuslIAL (Museu do Instituto Adolfo

Lutz), pertencente ao Nucleo de

Acervo, tem, sob sua guarda, uma
quantidade considerdvel de documentos escritos,
fotografados e filmados. Entre eles, relatorios anuais,
livros de registro de exames executados em seus
laboratérios, livros agendas de laboratério, livros de
técnicas laboratoriais, livros de visitas.

Entre eles, agendas didrias com registros
do doutor Adolpho Lutz e seus “Ajudantes
Médicos” (como eram intitulados na época). Um
desses ilustres personagens, o doutor Vital Brazil
Mineiro da Campanha, que ingressou no Instituto
Bacterioldgico, no dia 1° de junho de 1897,
conforme figura anexa.

B - “de 1897
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Figura 1. Caligrafia do doutor Adolpho Lutz - 1° de julho (de 1897)
(quinta-feira). Entrou para o Instituto para o lugar de ajudante do
doutor Vital Brazil Mineiro da Campanha

Tendo os autores amizade estreita com os
descendentes do doutor Vital Brazil, devido a
convivéncia nos 33 anos em que estiveram no
exercicio de fung¢des no Instituto Butantan, criado
por aquele vulto da ciéncia e por ter estreitado
ainda mais esses lacos, quando da organizagao

Pedro Antonio FEDERSONI JR., Silvana Campos da Rocha
CALIXTO

MusIAL - Museu do Instituto Adolfo Lutz - Niicleo de Acervo
Museu — Centro de Planejamento e Informagdo, Instituto
Adolfo Lutz

e inauguracdo da Casa de Vital Brazil, em
Campanha, Minas Gerais, em 1988; foi feito um
convite, pelo atual presidente daquela Casa (senhor
Erico Vital Brazil), para que fosse escrito um
capitulo, que constaria de um livro comemorativo
do centendrio de publica¢do do livro “A defesa
contra o ophidismo”, escrito por Dr. Vital Brazil,
em 1911. Essa obra mudou o rumo das pesquisas
sobre venenos e envenenamentos por serpentes
peconhentas, tanto no Brasil, como no mundo.

Ao se passarem cem anos de sua entrega
ao publico; entdo, por iniciativa da Casa de Vital
Brazil (Campanha, MG), Instituto Vital Brazil
(Niteroi, R]), do Instituto Butantan (Sao Paulo, SP)
e patrocinadores, seria editado o livro: “A defesa
contra o ophidismo - cem anos depois”.

O MuslAL foi convidado a participar dessa
edicdohistdrica, mostrando excertos daquelaagenda,
que indicam o caminho seguido por Vital Brazil
e Adolpho Lutz, no percurso de suas incansaveis
pesquisas laboratoriais. O capitulo, paginas 73 a 85,
teve como titulo: “Vital Brazil Mineiro da Campanha:
uma carreira de lutas, de conquistas e de méritos em
defesa contra o Ophidismo”. O langamento do livro
se deu, primeiramente, no Instituto Vital Brazil, em
Niterdi, em 28 de abril, e no Instituto Butantan, em
Sao Paulo, em 4 de julho de 2011; com sessoes de
autografos pelos autores dos capitulos.
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Nessa pesquisa de documentos originais,
ficou patente a perseveranca de um e o apoio dado
pelo outro. Vital Brazil, incansavel, dedicando-se
inteiramente as pesquisas do Instituto Bacterioldgico,
desempenhando papel de quimico, bioquimico,
médico, legista; ora mergulhado em sua bancada,
melhorando técnicas para corar tecidos e
micrdbios; ora em necrotérios, fazendo necropsias
em suspeitos de morrerem por febre amarela,
tifo entre outras enfermidades da época; ora
examinando aguas para possivel uso humano. Em
cada momento, porém, distante do atropelo do
cotidiano, que havia um periodo livre, voltava-se

para suas serpentes peconhentas.
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Figura 2. 12 de julho (de 1897) (segunda feira). “Experimenta-
se um novo methodo de colorar cilios. Reinoculagdo de herpes
tonsurans do gato. Preparam-se instrumentos para trabalhos sobre
veneno de cascavel - Dr. Lutz - Acompanhei o Dr. Lutz em todos
esses trabalhos, auxiliando-o em todos eles” Dr. V. Brazil

Foi tanto o empenho em salvar vidas de
pessoas picadas por ofidios, que isso lhe deu como
prémio a simpatia de seu diretor Adolpho Lutz,
o qual permitiu que se fizessem tais pesquisas
ofidicas em local isolado, mas préximo das
instalacdes do Instituto Bacteriologico. Lutz foi
o grande incentivador de Vital Brazil, com quem
discutia técnicas, meios seguros de captura dos
animais na natureza, métodos de coleta e guarda
das peconhas conseguidas nas extragdes cada vez
mais frequentes.

Criou-se, assim, o que é conhecido desde
sempre como “Laco de Lutz”, que é um “pegador
seguro” de serpentes, idealizado por quem lhe deu
0 nome.
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Tudo isso, em meio a um torvelinho de
inovagdes, em culturas, coloragdo de tecidos e
de seres microscopicos, necropsias em animais,
acompanhamentos de experimentos in vivo.
Naquela época, no Instituto Bacterioldgico, ndo
havia domingo, feriado, festa nacional ou religiosa;
os livros eram preenchidos todos os dias com
descri¢oes de atividades as mais diversas.

Percebe-se que, no decorrer das descri¢cdes
de pesquisas orientadas, havia inumeras outras
aleatorias, investigando parasitismo e infecgdes em
animais (nem sempre animais comunsdelaboratorio;
mas aves, como sabids, candrios do Brasil = canarios
da terra, tatus, gambas, burros...). Nota-se que Dr.
Lutz sempre aproveitava até o tltimo instante e ia até
as ultimas buscas, respeitando o animal estudado,
mesmo depois de morto; procurando por parasitas e
manifestagdes patoldgicas em seus 6rgaos internos,
que pudessem levar os pesquisadores a desvendar os
mistérios das enfermidades.
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Figura 3. 23 de setembro (de 1897). “Tenho acompanhado o Dr.
Lutz em todas as autopsias feitas neste mez. Continuo ocupar-
me com o estudo de coloragdo de cilios e procedo ao estudo
differencial de duas coldnias provenientes de um caso de febre
typhoide autopsiado no dia 17” Dr. V. Brazil

Em alguns pontos das descrigdes manuscritas,
fica impossivel digitaliza-la para publicagdo; motivo
pelo qual apresentamos em transcrigao:
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Figura 4. 25 de setembro (de 1897). “Examinou-se - um candario
do Brazil (fémea) - que morreu hontem por inoculagio do
veneno de cascavel, encontrou-se no coracdo duas filarias. No
sangue encontrou-se grande nume de embrydes. Continuou-se as
experiéncias com o veneno ophidico; inoculou-se novamente o
veneno de jararaca em quantidade mto maior (20 gottas da solu¢ao)
tendo o passarinho apresentado logo apds, digo 10 minutos depois
da inoculagdo simpttomas paralyticos nas pernas, vindo a falecer
uma hora depois da inoculag¢io. Inoculou-se a mesma dose (5 gottas
da solucao diluida) de veneno de cascavel em um passarinho: - nada
de anormal apresenta por enquanto. Tirou-se, veneno da cascavel
obrigando-a a morder em um vidro de relégio. O veneno assim
obtido foi dividido em trés gottas. Com uma destas gotas, matou-se
um passarinho em vinte minutos. Duas outras fémeas de canario do
Brazil ndo tinham filarias, as trés ndo tinham plasmédios.”

Outubro de 1899 - Transcrigdo de Partes de um relato do
Dr. Adolpho Lutz, durante a Peste Bubonica em Santos.
“.. Estive em Santos com o Dr. Ribas o dia 15e 16 e
outra vez de 17 de tarde para 19 de manhd. Observei
trés doentes de peste bubonica fazendo nos 2 pungoes
de bubées para fins de cultura, trabalhando com o
Dr. Vital. Tirou-se tambem sangue para inocculagdo.
No dia 17 o Dr, Vital fez uma autopsia e outra no
dia 18 em dous doentes fallecidos desta moléstia um
mineiro e outro preto sergipano.

A pungdo de um bubdo forneceu uma cultura
que injetada no rato branco (coxa) em pequena
quantidade produziu a morte em menos de 28
horas com muitos bacillos no bago e no lugar da
inocculagdo. Um rato apanhado doente mostrava
grande numero de bacillos mais ou menos typicos,
no bago e no sangue. As culturas derdo bactérias
em forma de cadeias.

Depois destes, vi mais alguns casos cldssicos dos
quaes um que mais tarde falleceu, forneceu ao

Dr. Oswaldo Gongalves Cruz (que chegou do Rio
mandado pelo Governo Federal) material para
culturas e inocculagbes. As preparagoes feitas com
thiamina phenicada ficardo bem nitidas.

O Ajudante Dr. Vital Brazil teve uma infec¢do
modificada por injecoes de serum feitas em parte
ja durante a incubagdo. Soffri pessoalmente duas
injeccoes uma de 18, outra de 5 grammas seguidas
ambas erythema e oedema bastante forte.”

Além de ter sido um prémio poder escrever
esse pequeno testemunho da vida dos dois
cientistas, foi um orgulho poder mostrar ao
publico que, em uma época em que pouco se tinha
de tecnologia, de conhecimentos distribuidos
por midias eletronicas, se fazia muito; talvez
mais que hoje nos campos das ciéncias naturais,
médicas e humanas.

Deixamos no final do capitulo, por nés escrito,
o0 seguinte comentario que endossamos agora:

Em 1911, Vital Brazil publicou um livro de
adverténcias e ensinamentos sobre o ofidismo. Seu
nome se transformou em exemplo obrigatério,
quando se discursa sobre perseveranca. O livro
intitulado “Defesa contra o ophidismo”, traduzido
para o francés, foi e é um marco na historia da
medicina brasileira.

Ao completar seu centenario, esse livro, para
nos, autores deste capitulo, significa muito mais que
um roteiro percorrido entre palavras, conceitos ou
diretrizes médicas. Nos que temos a oportunidade
de consultar originais que demonstram aquela
luta sem tréguas... Nos nos sentimos motivados a
continuar nossa humilde ajuda histérica... Nos que
vemos caligrafias, por vezes serenas e desprovidas
de maiores percalgos; mas, por outras, caligrafias
vigorosas, crivadas de preocupagdes de vida ou
morte, caligrafias ndo tiao “cali” (= bela); mas
nervosas, que se vingam diante da morte, que néo
pode ser evitada... Nos temos em maos vibragoes
histéricas que jamais se apagarao.
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Deixamos, aqui, como testemunho a nossa
admiracao multiplicada inumeras vezes por esses
vultos que salvaram nossos antepassados, para que
os pudéssemos louvar hoje.

“A defesa contra o ofidismo” foi o “grito
escrito” de um homem de valor, que soube louvar a
vida; a sua propria e a de seus irmaos “brazileiros”
e do mundo.

38 « Bol Inst Adolfo Lutz. 2011; 21(2):35-38

REFERENCIA

1.

A defesa contra o Ophidismo - Edi¢do comemorativa — 100
anos - Vital Brazil



Superdosagem de solucao oftalmica de nitrato de prata
1% em produto manipulado

solucdo oftdlmica de nitrato de prata

¢ um medicamento anti-infeccioso

de uso obrigatério nas primeiras
horas de vida em neonatal, como profilaxia da
conjuntivite neonatal gonocdcia'. A infec¢do é
usualmente adquirida durante o parto, quando a
mae é portadora de algum dos agentes etioldgicos.
Devido a dificuldades em detectar se a mae €
portadora ou ndo, procede-se a aplicagcao do colirio
de solugdo de nitrato de prata em todos os recém-
nascidos antes de completarem uma hora de vida®.
Essa técnica é regulamentada no Brasil pelo Decreto
n® 9.713, de 19/04/1997, e alterado pelo Decreto n®
19941 (1982)".

Caso a profilaxia no recém-nascido néao
aconteca, é possivel identificar a infeccao nas
primeiras 48 horas de vida, quando se manifestam
sintomas como secre¢do ocular abundante.
Recomenda-se a coleta de material para exames
bacterioldgicos e bacterioscopico, sendo que se inicia
o tratamento mesmo antes do resultado definitivo
dos referidos exames'.

Outra conjuntivite bastante comum é quando
ocorre uma irritagao por aplicagdo de determinadas
substancias na superficie ocular'. Nesse contexto, é
necessario certificar a qualidade do colirio de nitrato

de prata empregado; uma vez que em concentragdes

Helena Miyoco YANO, Luz Marina TRUJILLO, Fernanda
Fernandes FARIAS, Marcelo Beiriz DEL BIANCO, Rita
Cristina Agostinho GUARDIA, Mariangela Tirico
AURICCHIO

Niicleo de Ensaios Fisico e Quimico em Medicamentos, Centro
de Medicamentos, Cosméticos e Saneantes, InstitutoAdolfo Lutz

altas, essa substancia pode ser corrosiva em contato
com os olhos, podendo acarretar visdo embacada,
vermelhidao, dor e queimadura severas dos tecidos
com danos aos olhos'. Através de um caso de suspeita
na concentragdo de nitrato de prata em solucdo
de uso oftdlmico para fins hospitalares, o Nucleo
de Ensaios Fisico e Quimico em Medicamentos
do Instituto Adolfo Lutz, no ano de 2008, recebeu
amostras de colirio de nitrato de prata a 1% para
determinagéo do teor, de tal forma que este trabalho
visou avaliar a qualidade dessa solu¢do oftalmica
manipulada. Para determinar o teor, preparou-se
uma de tiocianato de amdnio 0,02 M para quantificar
o nitrato de prata na solugdo-amostra, realizando-se
a titulagao. Repetiu a analise seis vezes. Em seguida,
determinou-se o pH da solu¢ao-amostra e realizou-
se os testes de identificagdo de ion prata através da
reacao de precipitacdo. Tratou-se a solucao-amostra
com 4cido cloridrico para verificar a formagao
de precipitado branco, que deve ser insoluvel em
solu¢do de acido nitrico e facilmente solivel em
solu¢do de hidréxido de amonio 6M. Tratou-se a
solu¢do-amostra também com hidréxido de aménio
6M e pequena quantidade de formaldeido. Por
aquecimento, verificou depositar a formagdo de
espelho de prata metalica na superficie do recipiente,
conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira,

Bol Inst Adolfo Lutz. 2011; 21(2):39-40 « 39



42 ed. 1988°. O resultado do ensaio de pH estava de
acordo com a literatura farmacopeica na faixa entre
4,5 a 6,0; bem como o ensaio de identificagdo do ion
prata’. O teor obtido de nitrato de prata do colirio
manipulado correspondeu a trinta vezes acima
do declarado na rotulagem do produto, ou seja,
solugdo a 30g% em nitrato de prata. A titulagao com
tiocianato de amonio é um método volumétrico
de precipitagio que objetiva dosar substancias
precipitaveis pelo ion tiocianato, utilizando como
agente titulante a solu¢do-padrao de tiocianato de
amonio. A reagdo estequiométrica que ocorre é:
Ag" + SCN™ > AgSCNYV; como demonstra, ocorre
precipitacao do tiocianato de amonio*. Conforme
resultado obtido do teor na amostra, a quantidade
de nitrato de prata acima do uso convencional pode
causar queimaduras em qualquer area de contato,
podendo ser fatal se engolido e danoso se inalado,
pode levar também a uma conjuntivite quimica,
trazendo danos muitas vezes irreversiveis ao
paciente; principalmente, tratando-se de individuos
suscetiveis como os recém-nascidos®. E necessério
que se estabeleca uma garantia da qualidade dos
medicamentos manipulados, uma vez que essa vem
sendo criticada por diversos setores como clinicas
médicas, hospitais e o préprio consumidor, o qual
no final de todo processo sera o mais afetado.
Muitas vezes, tal fato decorre da impossibilidade
das farmacias de manipulagdo em realizarem um
controle de qualidade durante o processo, assim
como a analise do produto final, fazendo com que se
tornem crescentes os relatos de casos de dbitos por
uso desses medicamentos’.

As farmacias de manipulagido devem seguir as
recomendagoes previstas na RDC 67/07 da Anvisa
e as Boas Praticas de Manipula¢do em Farmacia.
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Um grande obstaculo é garantir que incorporem
um rigido controle de qualidade tanto em
matérias-primas quanto em produtos acabados’.
E imprescindivel uma conscientiza¢io maior dos
estabelecimentos de farmacias de manipulagao
em implantar as normas da garantia da qualidade
em conjunto com agdes da vigilancia sanitaria
para garantir seguranca, eficacia e qualidade dos
medicamentos manipulados.

Este trabalho
medicamento manipulado de solugdo oftalmica

apresenta um caso de
de nitrato de prata, de uso frequente em hospitais
para recém-nascidos. Esse medicamento apresentou
desvio da qualidade, podendo ocasionar graves
sequelas ao paciente. Dessa forma, conclui-se que ha
uma necessidade de um controle maior nas farmaécias

de manipulagdo e suas boas praticas.
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Levantamento de

rotulos e algumas analises de

identificacao de produtos manipulados e coletados
pela Vigilancia Sanitaria e Policia no periodo de junho
de 2004 a marco de 2010, analisados pelo Centro de
Medicamentos, Cosméticos e Saneantes do Instituto

Adolfo Lutz Central

medicamento manipuladoéespecifico

e personalizado para cada usudrio e é

fundamental que sua elaboracdo seja
com qualidade e seguranca'. A sua manipulagdo, na
forma mais simples, € a fabricacdo artesanal de uma
formulagao para atender as necessidades de tratamento
ou ao diagnéstico de determinado paciente?. A falta de
padronizacdo das técnicas e dos produtos utilizados
para a obtencao do medicamento € um dos principais
problemas que atualmente afeta o setor magistral' e que
desvios da qualidade de medicamentos manipulados
podem provocar consequéncias irreparaveis na saude
do paciente.

O medicamento é um dos componentes
fundamentais da atengdo a saude da populagao e
sua utilizagdo racional contribui para a qualidade de
saide dos pacientes. No entanto, o uso inadequado
ou indevido do medicamento pode causar maiores
maleficios do que beneficios a saide dos individuos
e para a sociedade’.

O Centro de Medicamentos, Cosméticos e
Saneantes do Instituto Adolfo Lutz recebeu amostras
de produtos manipulados de fairmacos de origem
sintética no periodo de junho de 2004 a margo de

Helena Miyoco YANO
Niicleo de Ensaios Fisicos e Quimicos em Medicamentos, Centro
de Medicamentos, Cosméticos e Saneantes, Instituto Adolfo Lutz

2010 para analise de rotulagem e identidade, de
acordo com adentnciaacompanhadacomaamostra.
Este estudo objetiva analisar amostras de produtos
de farmdacia de manipulagio (medicamentos
manipulados ou matérias-primas) contendo como
ingrediente ativo farmacos de origem sintética,
bem como andlises de identificacgio de compostos
declarados nos rotulos de produtos farmacéuticos
coletados em farmdcias magistrais.

Os resultados obtidos no periodo de 2004 a
2010 das amostras em desacordo com os dizeres da
rotulagem estao apresentados da figura 1.

As principais causas em que a rotulagem foi
condenada foram devido a ndo constarem: CNPJ do
estabelecimento, nome do prescritor ou do paciente,
componentes da formula¢do sem as respectivas
quantidades e posologia, que sdo itens necessarios
segundo preconizado pela RDC n°®67/2007*. Quanto
a analise de identificagdo de compostos declarados
nos rotulos de produtos farmacéuticos, foram
realizados de acordo com a solicitagao da Vigilancia
Sanitaria. Seguem alguns casos analisados:

o Recebemos dois medicamentos manipulados,
uma soluc¢ao de Fyat K (formulagao contendo 6%
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de iodo) e de cromoglicato de sddio 2% (solugdo
nasal), em que o paciente lactente fazia uso
concomitante de ambos os medicamentos. Apds
analise laboratorial de identificacio de iodo e
cromoglicato de sddio®, verificou-se que os rétulos
dos medicamentos estavam trocados, constando-
se um grave erro de desvio da qualidade por
parte do produtor do medicamento. O iodo ¢
uma substancia irritante e capaz de provocar
queimaduras em contato prolongado com a pele.
Recebemos da autoridade sanitaria, que estava
em visita de rotina em farmacia de manipulagao,
dezesseis amostras de  matérias-primas
farmacéuticas que declaravam conter: biotina,
vitamina B6, vitamina B1, cinarizina, 6xido de
zinco,N-acetilhidroxiprolina, GABA,isossorbida,
simeticona, ciproheptadina, acido nicotinico,
vitamina C, carisoprodol, metoclopramida,
loratadina e tibolona e uma identificacido
em que esses produtos corresponderiam,
respectivamente, as substancias: bromazepam,
diazepam, anfepramona, mazindol, nortriptilina,
sulpirida, amitriptilina, clodiazepdxido,
sertralina, buspirona, femproporex, fluoxetina,
imipramina, sulpirida, paroxetina e oxandrolona,
todas correspondendo a farmacos controlados
pela Portaria 344/98. Apds analise laboratorial
utilizando técnicas de cromatografia em camada
delgada e espectrofotometria’, verificou-se
que as amostras ndo correspondiam ao que
estava declarado no rétulo e sim a identificagdao
correspondente. ~ Podemos  afirmar  que
ingredientes ativos diferentes daqueles declarados
nos roétulos de produtos caracterizam-se como

uma fraude®.
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Os resultados niao satisfatorios das avaliacoes

de rétulos de produtos manipulados e os casos

relatados anteriormente sdo muito preocupantes e

uma investigacao continuada por parte da Vigilancia

Sanitaria em conjunto com laboratérios oficiais em

produtos farmacéuticos sao imprescindiveis para

atuar de modo a garantir a qualidade e a seguranca

desses produtos distribuidos e comercializados,

visando a eliminar, diminuir ou prevenir os riscos

sanitarios como incapacidades e doengas’.
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Solucao de hipoclorito de
vegetais comestiveis

higiene estd diretamente relacionada a

limpeza, seja no sentido pessoal, seja

no ambiental e constitui em habito que
previne oindividuo de certas doengas. Tal procedimento
pode envolver apenas a remog¢do da sujidade, como
também uma desinfecc¢ao ou esterilizacio.

Nesse contexto, a higieniza¢ao alimentar é
o processo responsavel pela remo¢io dos micro-
organismos presentes nos alimentos, minimizando
a contaminagao e a liberac¢ao de toxinas microbianas
que podem ser um fator de risco para possiveis
doengas de origem alimentar. Dessa forma, a
higienizagdo objetiva tornar os alimentos seguros
para o consumidor, mantendo suas boas qualidades,
sem alterar sua composi¢ao’.

Entre os alimentos que necessitam de
higienizagdo estdo os vegetais comestiveis, como
frutas, verduras e legumes; que sdo colhidos
diretamente do solo, proporcionando uma grande
carga de contamina¢ao de micro-organismos como
bactérias, protozoarios e helmintos®.

Além do solo, outros fatores estdo envolvidos na
contaminagao microbiana desses alimentos de origem
vegetal como a qualidade das aguas empregadas
na irrigagdo, as condigdes de acondicionamento,
armazenamento, de transporte e manipulagdo dos
mesmos durante a coleta e a distribuicao?.

sédio na higienizacao de
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'Universidade Paulista - Unip - Instituto de Ciéncias
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Sendo assim, torna-se necessario o cuidado
com uma lavagem adequada e a sanitizagio de
frutas, legumes e verduras antes do consumo para a
reducdo da carga microbiana’.

Uma das formas mais utilizadas para a redu¢iao
de micro-organismos ¢ através do uso da solugdo de
compostos clorados de origem inorganica como o
hipoclorito de s6dio’. A agao germicida desse produto
esta voltada para a membrana celular dos micro-
organismos, interferindo no transporte de nutrientes
e promovendo a perda de compostos celulares'.

Ohipoclorito desédio, como agente sanitizante
de frutas, verduras e legumes, é empregado em
concentragdes entre 100 e 250 partes por milhao
(ppm)*. Nessas concentragdes, apresenta-se com
amplataxamicrobicida,a¢dorapida, baixatoxicidade,
baixo custo e varias formas de estocagem?®.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o
teor de hipoclorito de sddio em solugdes destinadas
a sanitizacao de vegetais comestiveis como frutas,
verduras e legumes.

Foram avaliadas trés amostras de marcas
diferentes de produtos a base de hipoclorito de sédio
destinados a sanitizacdo de vegetais comestiveis
como frutas, verduras e legumes. Essas amostras
foram nomeadas de A, B e C para garantir o sigilo das
marcas. Os referidos produtos foram adquiridos em
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estabelecimentos comerciais do comércio varejista de
uma microrregido do noroeste paulista. A limita¢ao
do numero de amostra se deu pelo esgotamento das
marcas comercializadas na drea de abrangéncia do
estudo. Os valores do teor do cloro ativo (%) contido
nos produtos foram analisados, em duplicata, por
volumetria de oxirreduc¢do através da iodometria.
A iodometria é um método indireto de titulacao,
que consiste na dosagem de espécies oxidante pela
adicdo de um excesso de iodeto (I"), que é oxidado
a iodo e, posteriormente, titulado com uma solu¢ao
padrao de tiossulfato de s6dio (Na S O.,).

Os valores de hipoclorito de sodio (%),
designados de esperados, sdo iguais aqueles
constantes nos rétulos dos produtos, conforme
declarados pelo fabricante.

Todas as analises foram realizadas no més
de setembro de 2011, dentro do prazo de validade
estabelecido pelo fabricante, que é de seis meses.

A partir das analises realizadas nos trés produtos,
destinados a sanitizagao de frutas, verduras e legumes,
a base de hipoclorito de sodio, de diferentes marcas,
os quais foram adquiridos em estabelecimentos
comerciais do comércio varejista de uma microrregiao
do noroeste paulista, verificou-se que os valores, em
percentagem, para o produto A foi acima do esperado;
para o B abaixo e para o C o valor estava de acordo com
a especificagao do rétulo (tabela 1).

Os resultados obtidos indicaram que a
maioria das marcas de solu¢do de hipoclorito de
s6dio empregada para a higienizagdo de frutas,
verduras e legumes estava de acordo com os

Tabela 1. Valores (%) de cloro ativo em produtos destinados a
higienizac¢do de vegetais comestiveis (n = 3) adquiridos no comércio
varejista de uma microrregido do noroeste paulista, 2011

Teor de cloro ativo (%) Teor de cloro ativo (%)

Produtos

esperado obtido
A 0,96 1,2
B 2,5 2,0
C 2,0a2,5 2,2
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valores declarados pelos fabricantes. Contudo, o
monitoramento desses produtos se faz necessario,
ja que esse principio ativo ¢ altamente instavel e
pode atingir cifras nao satisfatérias, mesmo ainda
dentro do prazo de validade.

Conclui-se queasanitizagdo de frutas, verduras
e legumes pode ser comprometida pela qualidade do
produto, a base de hipoclorito de sddio, utilizado ja
que pode ocorrer divergéncia entre o valor divulgado
e aquele presente no produto.
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Nocardia spp.: provavel agente etiolégico para pacientes
com sintomas de doenca infecciosa

género  Nocardia  compreende

varias espécies, reconhecidamente,

causadoras de doenca (nocardiose)
em humanos e animais. Geralmente, a nocardiose é
considerada uma infec¢do oportunista e, na maioria
dos casos primdrios, apresenta-se como doenca
pulmonar, embora em casos de trauma podem
ocorrer abscessos locais'. A maioria dos pacientes
com a doencga, clinicamente reconhecida, tem
fatores debilitantes subjacentes. A difusdo a partir
dos pulmdes pode-se manifestar como bacteremia,
empiema, abscesso cerebral, pericardite, sinovite,
ou infecgdo nos tecidos moles. Ulceras da cdrnea e
peritonite também ja foram descritas. Tipicamente,
nocardiose ¢é caracterizada por uma resposta
inflamatoria aguda, terminando em necrose
e formagao de abscesso, granulomas nao sdo
normalmente formados®. O diagndstico clinico de
nocardiose é dificil, em que sinais, sintomas e exames
radiologicos podem sugerir, presumivelmente, a
doenga. Diagndstico soroldgico nao é confiavel e
nao esta disponivel comercialmente. A investigacao
adequada das amostras clinicas através de exames
microscopicos e cultura continua sendo a principal
forma de diagnodstico. A deteccdo do micro-
organismo em esfregacos corados e o isolamento

de Nocardia spp. em meios de cultura, geralmente,
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nao sdo dificeis’. Nocardia spp. sdo caracterizadas
como bactérias gram-positivas, parcialmente alcool
acido-resistentes, estritamente aerdbias e formam
filamentos ramificados que se fragmentam em forma
de bastonetes pleomorficos ou elementos cocoides.
Esses micro-organismos sdo de crescimento lento
e seu isolamento em amostras clinicas requer um
periodo de incubagdo prolongado, podendo-se
estender por duas ou trés semanas. As espécies
desenvolvem-se, satisfatoriamente, na maioria dos
meios ndo seletivos utilizados para o isolamento
de bactérias e fungos®. Existem varios relatos na
literatura de nocardiose em humanos®. A maioria dos
casos é adquirida através da inalacdo. Um nuimero
menor de casos é devido aintrodu¢do traumatica dos
micro-organismos por via percutanea. Nocardiose
parece ndo ser transmitida de pessoa para pessoa
e, geralmente, ndo é adquirida nosocomialmente.
No entanto, tem havido raros relatos de grupos
de pacientes infectados com Nocardia spp.,
ocupando leitos préximos em enfermarias®. Este
estudo revisou, retrospectivamente, possiveis
diagnésticos de nocardiose no periodo de janeiro
de 2000 a dezembro de 2009 no Instituto Adolfo
Lutz, Laboratério de Ribeirdo Preto - SP. Foram
investigados 197 isolados bacterianos provenientes

de culturas de amostras clinicas, cuja caracterizagao
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morfotintorial foi sugestiva de Nocardia spp. Todos
os isolados foram semeados em agar Mueller-
Hinton com 5% de sangue de carneiro e incubados
a 35-37 °C em condig¢des aerdbias por 3 a 10 dias.
Apos esse periodo, as culturas foram submetidas
a exames microscopicos, com a realizacio de
esfregagos corados pelos métodos de Gram e
Kinyoun®. Entre as amostras clinicas investigadas,
167 foram provenientes de pacientes com suspeita
de tuberculose (escarro = 157, urina = 4, lavado
bréonquico alveolar = 3, bidpsia pulmonar = 1,
lavagem gastrica = 1, raspagem de cdérnea = 1), um
de fibrose cistica (escarro), um de abscesso cerebral
(secrecdo), oito de abscesso cutaneo (secre¢do), dez
de meningite (sangue = 4, liquido cefalorraquidiano
= 4), um de pneumonia (escarro), sete de sepse
(sangue) e dois de uretrite (corrimento uretral). A
idade dos pacientes variou de um més a 85 anos
(média de 40,5 anos), sendo que 73,6% pertenciam
ao sexo masculino e 26,4% ao sexo feminino. Todos
os isolados suspeitos de Nocardia spp. apresentaram
colonias com aspecto cotonoso, devido a formagao
de micélio aéreo, com tons de coloragdo variando de
branco, coral, ou alaranjado. Na microscopia foram
observados bacilos Gram-positivos ramificados e
acido-resistentes. A aparéncia da col6nia, morfologia
celular e alcool acido resisténcia, podem variar de
acordo com o tempo de crescimento da cultura, o
tipo de amostra e as falhas nas técnicas de coloragao.
Nocardiose pode ser uma infec¢ao localizada ou
disseminada, que se manifesta com diferencas
clinicas e microbiolégicas. Este estudo avaliou o
nimero provavel de nocardiose durante um periodo
de dez anos, no entanto, estudos adicionais sao
necessarios. A importincia de identificar Nocardia
spp. tem sido exaltada por varios pesquisadores no
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diagnostico de nocardiose em seres humanos. Esse
micro-organismo, geralmente, quando observado
em uma amostra clinica, pode ser considerado como
bactéria comensal e outras vezes, devido a resisténcia
ao alcool acido, o bacilo pode ser confundido
com micobactérias, acarretando atraso ou falha
no diagnoéstico da infecgao, levando a tratamento
inapropriado. Este estudo enfatiza a importancia
da caracterizagdo fenotipica como uma ferramenta
para identificar Nocardia spp., bem como aten¢ido
quanto ao seu isolamento em cultura. Sem duvida,
uma identificagdo precisa quanto a espécie e testes
de suscetibilidade dos isolados sao extremamente
importantes no diagndstico e no tratamento dos
pacientes.
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Estudo comparativo entre o exame parasitoldgico

positivo, as técnicas
imunocromatografico

soroldégicas e o
rapido

teste
no diagndstico da

leishmaniose canina no municipio de Adamantina-SP

o estado de Sao Paulo, 54 municipios
apresentam casos humanos e caninos
autoctones de Leishmaniose Visceral
Americana (LVA), em diversas regides do estado,
incluindo diversos municipios da Alta Paulista', onde
se encontra o municipio de Adamantina (figura 1),
cujo primeiro caso humano ocorreu em 2004, sendo
até o momento detectados 78 casos da doenga®. Os
inquéritos caninos tém sido realizados conforme
preconizado’ e, no ano de 2010 apds treinamento
pelo Instituto Adolfo Lutz, o municipio iniciou a
realizagdo do exame parasitolégico para auxiliar no
diagndstico em animais. Além disso, o municipio
tem realizado o novo teste diagndstico para
leishmaniose TR-DPP (teste imunocromatografico
rapido), que futuramente serd implantado no
Programa de Controle da LVA, utilizando sangue
total dos animais, fornecendo dados para que esse
tipo de amostra seja utilizada no teste, pois até o
momento tem se preconizado o uso com soro.
Este trabalho objetiva analisar os resultados
do exame parasitologico realizado no municipio de
Adamantina, comparando com as técnicas soroldgicas

Wiverson Moura SILVA!, Jamille Merino DEMISCKI1,
Osias RANGEL?, José Eduardo TOLEZANO?, Roberto
Mitsuyoshi HIRAMOTO?
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Campinas; *Niicleo de Parasitoses Sistémicas, Centro de
Parasitologia e Micologia, Instituto Adolfo Lutz

utilizadas no diagnoéstico da leishmaniose canina e
verificar a concordancia utilizando TR-DPP.

Exame parasitolégico: foram coletados
aspirados de linfonodo, por médico veterinario.
As laminas foram coradas e a leitura realizada
no municipio, sendo utilizado para o estudo o
resultado de 43 laminas positivas. Teste Rapido
Imunocromatografico (TR-DPP) (Bio-Manguinhos/
Fiocruz); amostras de sangue foram coletadas
e o teste realizado conforme descrito na bula.
Ensaio Imunoenzimatico (EIE) (Bio-Manguinhos/
Fiocruz); amostras de soro foram enviadas para
o Instituto Adolfo Lutz em Sao Paulo e os ensaios
realizados conforme descrito na bula. Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI): amostras de
soro também foram enviadas para o Instituto Adolfo
Lutz, em Sao Paulo, e os ensaios realizados conforme
descrito na bula.

Analisando os testes soroldgicos DPP, EIE e
RIFI pelo teste exato Fisher, foi demonstrado que
nao existe diferenca entre DPP e EIE (p = 0.24)
para deteccdo das amostras positivas. Quando a

comparagdo foi realizada utilizando EIE/IFI ou DPP/
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IFL, demonstrou-se que as distribuicdes sao diferentes.
Na analise da associagdo EIE/IFI, demonstrou-se
que a sensibilidade para detectar casos positivos
foi de 51,2% IC (35,7 - 66,4); enquanto DPP/EIE, a
sensibilidade para detectar casos foi de 81,1% IC (64,3
- 91,4). O DPP realizado com sangue demonstrou
bons resultados no diagnoéstico dos animais positivos.
A associagio DPP (sangue)/ELISA apresentou o
melhor conjunto para detectar o maior numero
de animais positivos, embora haja necessidade de
analise com maior nimero de amostras e inclusao
de amostras negativas no exame parasitoldgico para
comparagao com as técnicas soroldgicas. A realizagdo
do exame parasitoldgico no municipio tem agilizado
o diagndstico, confirmado casos positivos e apoiado
os estudos para melhoria do diagndstico sorologico
da leishmaniose visceral canina.

REFERENCIAS
1.  McNeil MM, Brown JM. The medically important aerobic
actinomycetes: epidemiology and microbiology. Clin.

Microbiol. Rev. 1994;7:357-417.

2. Alfaresi M, Elkosh A. Rapid identification of clinically relevant
Nocardia species using real-time PCR with SYBR Green and
melting-curve analysis. ]. Med. Microbiol. 2006; 55: 1711-5.

48 « Bol Inst Adolfo Lutz. 2011; 21(2):47-48

&t AV
IDERP AL RS
=GBl Py

HAELT

2
o
245

14t

R
A

o

¥,

>
¢

A,
ﬁ!
o
!\?

T
N
TN
¢

'

'y‘,
%
o
s
2
'at 15?:?‘- -t
o
j'l
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Aplicacao da técnica de hibridizacao “in situ” para auxilio
diagndstico e progndstico em amostras histoldgicas

(ISH) ¢
uma técnica molecular que se

hibridizagao “in situ”
baseia no pareamento e na ligacdo
dos

complementar a uma sequéncia-alvo do DNA ou

nucleotideos de wuma sonda especifica
do RNA em amostras histologicas e citoldgicas. A
sonda utilizada pode ser marcada por radioisétopos
(mais sensiveis) ou substidncias ndo isotdpicas como
enzimas, fluoréforos, biotina ou digoxigenina (mais
estaveis)'?,

O objetivo dessa técnica é determinar a
presenca ou a auséncia de sequéncias especificas de
DNA ou RNA nas amostras para identificar sitios
cromossomais, alguma particularidade celular do
espécime estudado, a presenga de virus, parasitas
e bactérias e visualizar as alteragdes morfologicas
associadas as suas agdes. A identificacao da
sequéncia dentro das células é estabelecida pelas
propriedades fundamentais dos acidos nucleicos,
suas habilidades de anelamento com uma ou outra
sequéncia especifica para forma¢ao de hibridos,
podendo ocorrer combinacdes entre DNA-DNA,
DNA-RNA e RNA-RNA?%’.

Antes de iniciar a rea¢ao da ISH propriamente
dita, é necessaria correta aquisicdo e preparo, a
fixacdo e o processamento histolégico adequado da
amostra, que sdo fases pré-analiticas importantes

para obtencdo de resultados de qualidade, ou seja,

Lidia Midori KIMURA, Suely NONOGAKI, Neuza Kasumi
SHIRATA
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a garantia de boa preservagdo da sua morfologia e a
eficiente hibridiza¢ao da sonda "*°.

A sensibilidade da ISH ¢ considerada mais
alta em amostras de tecidos congelados quando
comparada com as fixadas e incluidas em parafina. A
fixacdo devera ser realizada de maneira a preservar
de forma adequada os aspectos morfologicos das
células e dos acidos nucleicos. Podem ser utilizados
blocos de parafina que foram arquivados ha varios
anos para estudos retrospectivos desde que os
aspectos anteriormente mencionados tenham sido
preservados*’.

A etapa inicial da ISH consiste na protedlise
com o uso de enzimas como a pepsina e a
proteinase K, seguida da desnaturagdo do dcido
nucleico em temperaturas elevadas, que podem
variar de 60 a 80°C. Em seguida, é realizada a
hibridizacao com sondas de DNA ou RNA (em
temperaturas que variam de 37° a 60°C). Apos a
hibridiza¢ao, o anelamento das sondas é detectado
por técnicas de autorradiografia ou reagdes
de imuno-histoquimicas, conforme o tipo de
marcador utilizado (fluoréforos, enzimas, biotina,
digoxigenina)®**.

As sondas utilizadas para detecgio de DNA
ou RNA, idealmente com 50 a 300 pares de bases,
devem considerar, principalmente, a especificidade,
a eficiéncia e a facilidade de penetra¢do no tecido.
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As sondas utilizadas podem ser***

«DNA dupla fita: geradas por
amplificagdo de sequéncias especificas de DNA
ou cDNA, derivados da transcriptase reversa do
mRNA.

«RNA fita simples (riboprobes): geradas por
transcricdo do RNA a partir do DNA, utilizando a
RNA polimerase. Os hibridos RNA-RNA sdo mais
estdveis que os DNA-DNA e DNA-RNA.

« DNA fita simples: gerada através da PCR, sdo de

clonagem e

alta especificidade e mais estaveis que as geradas
por clonagem, nao necessitam de desnaturagao.

« Oligonucleotideos sintéticos: sio os mais acessiveis,
possuem de 15-50 pares de bases geradas por um
sintetizador automatico. Por terem sequéncias
curtas, os hibridos podem ser facilmente desligados
em lavagens pos-hibridizagao, resultando falsos
negativos.

« Oligoprobes podem ser gerados a partir de um
moldede DNA ouacombinagdodeumafitasimples
de oligonucleotideos com um bacteriéfago.

Para garantir a qualidade do procedimento,
faz-se necessario o uso de controles positivo e
negativo do procedimento e uma amostra positiva
paraa sequéncia em estudo. Para o controle negativo,
pode-se utilizar uma sonda com uma sequéncia nao
especificaeparao positivo,umasondaque demonstre
a integridade de algum componente celular na
amostra estudada. Para o controle positivo da
sequéncia em estudo, pode-se utilizar uma amostra
conhecida que tenha apresentado positividade por
alguma outra metodologia. A interpretagdo dos
resultados deverd ser feita mediante a avaliacdo
critica do padrdo de positividade associadas as
alteragdes histologicas e as informagdes clinicas’.

Varios estudos tém aplicado essa metodologia
paradiagnostico e prognodstico de neoplasias cervicais
provocadas pelo papiloma virus humano (HPV),
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além de outros virus DNA como citomegalovirus,
herpes simplex virus, Varicella zoster, Epstein-Barr
virus, adenovirus etc. Muitos desses virus citados
podem ser detectados pela reacio em cadeia da
polimerase (PCR), mas a ISH pode demonstrar a
localizagdo precisa nos tecidos estudados*®.
Concluimos que com os modernos
refinamentos técnicos e a disponibilidade de
varias sondas comerciais, a hibridiza¢ao “in situ”
torna-se uma pratica rotineira, tanto na pesquisa
como nos diagndsticos laboratoriais. E um
método poderoso para a localizagdo de DNA ou
RNA em células ou micro-organismos, podendo
contribuir na elucida¢ao de varios diagndsticos, na
compreensdo dos processos patoldgicos e estudos

epidemiolégicos de muitas doengas.
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Controle da Leishmaniose Visceral Americana (LVA) no
estado de Sao Paulo. Estudo de corte de caes em areas
endémicas do municipio de Bauru (2008-2011)

Leishmaniose Visceral Americana

(LVA) é uma zoonose que representa

um grave problema de satude publica,
causada por Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi'. As agdes do Programa de Controle
(PCLVA)> estao em constante questionamento,
devido as dificuldades na operacionalizagdo de suas
estratégias e sua efetividade. Os cdes sdo importantes
fontes de infecgdo para os vetores, tornando-se o alvo
preferencial nas agdes de controle. A partir do estudo
de um corte de cdes de algumas areas endémicas
para LVA no municipio de Bauru, objetivou-se
avaliar o impacto da retirada de cées infectados no
controle da transmissao. No periodo de 2008 a 2011
foram realizados inquéritos sorologicos semestrais
em todos os domicilios nos bairros Santa Terezinha
e Parque Manchester. Nos bairros Vanuire e Jardim
Helena, os inquéritos foram anuais, tal como
preconizado no PCLVA. Para os diagndsticos, foram
utilizados os testes Ensaio imunoenzimatico (Elisa-
Biomanguinhos) e Imunofluorescéncia indireta
(RIFI-Biomanguinhos). Ao longo do periodo de
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estudo, observou-se que nos bairros Santa Terezinha
e Parque Manchester, com inquéritos semestrais, a
soroprevaléncia inicial foi de 11,66% (21/180); no
segundo inquérito, 6,21% (10/161) e no terceiro
inquérito, 5,55% (10/180) (fig. 1).

11,66
2 4

soroprevaléncia (%)
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Figura 1. Soroprevaléncia nos inquéritos semestrais realizados nos
bairros Santa Terezinha e Parque Manchester, municipio de Bauru,
estado de Sao Paulo (2008-2011)

No quarto inquérito realizado nos bairros
Santa Terezinha e Parque Manchester, observou-se
a prevaléncia de 1,85% (3/162). A partir de entdo,
para os bairros com inquéritos semestrais, observou-
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se uma recrudescéncia da prevaléncia da infec¢ao
canina com aumento para 5,44% (16/294) no quinto
inquérito, 9,66% (20/207) no sexto e 9,73% (22/226)
no sétimo.

A partir do segundo ano foram incluidos
dois bairros: Vanuire e Jardim Helena, considerados
areas controle com inquéritos anuais. Nesses bairros,
a prevaléncia no primeiro inquérito foi de 12,35%
(31/251). Apos 12 meses, no segundo inquérito
nos bairros controle Vanuire e Jardim Helena, a
prevaléncia foi de 7,62% (17/223) (fig.2).
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Figura 2. Soroprevaléncia nos inquéritos anuais realizados nos
bairros controle, Vanuire e Jardim Helena do municipio de Bauru,
estado de Sao Paulo (2009-2010)

As observagoes realizadas em relagdo a
dindmica das populagdes caninas nesses bairros
revelaram elevadas taxas anuais de ingresso de
novos caes, entre 11,7 e 60,6%, seja por reposigao
ou por estabelecimento de novos moradores,
em particular no Parque Manchester que é um
bairro novo. O presente estudo demonstra que o
impacto das agbes de controle da LVcanina sofre
influéncia direta da composicao e da estabilidade
das populagdes desses animais, uma vez que 7%
dos novos caes ja chegam infectados nesses bairros.
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Os autores concluem que o sacrificio de caes
infectados revela-se insuficiente como medida para a
eliminagdo datransmissaoda LVA. A dindmicaatual
caracteriza-se pela retirada de animais infectados
e a reposi¢ao de suscetiveis ou mesmo de outros
infectados, promovendo assim a perpetuagdo
dos focos de transmissdo. Torna-se imperioso a
completa revisdo das estratégias e do PCLVA.
Apoio financeiro - CNPg/Doengas
negligenciadas — Proc. 410556/2006-8.
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Avaliacao da qualidade microbioldgica e fisico-quimica
daagua paraconsumo humano naregiao metropolitana
da Baixada Santista, estado de Sao Paulo, no biénio

2009-2010

agua é um elemento essencial da
vida, possuindo multiplos usos
indispensaveis a um amplo espectro
dasatividadeshumanas,bem comonapreservagdoda
vida aquatica. Assim, a manutengdo de sua qualidade
¢ uma prioridade universal, exigindo a atengédo
das autoridades competentes no cumprimento da
legislacao referente a sua potabilidade, especialmente
a Portaria n® 518/2004 do Ministério da Saude'.
Nesse contexto, foi instituido em 1992, no
estado de Sdao Paulo, o Programa de Vigilancia
da Qualidade da Agua para Consumo Humano
(PROAGUA), no qualatuam em conjuntoa Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) estadual e municipal e a rede
de laboratdrios do Instituto Adolfo Lutz (IAL). E
coordenado pelo Centro de Vigilancia Sanitaria
(CVS) do estado de Sao Paulo, por meio do Grupo
de Vigilancia Sanitdria (GVS) de cada regido, como
o GVS-XXV na Regiao Metropolitana da Baixada
Santista, sediada em Santos, compreendendo esse
municipio e os de Bertioga, Cubatio, Guaruja,
Itanhaém, Mongagud, Praia Grande, Peruibe e
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Sdo Vicente; com uma populagdo fixa superior a
1.600.000 habitantes, chegando a triplicar no verao
devido ao turismo.

Cabedestacarqueessaregidovemapresentando
resultados insatisfatérios para amostras analisadas
no Programa PROAGUA, variando entre 27% e
33% nos biénios 2001-2002, 2003-2004, 2005-2006
e 2007-2008%.

Este trabalho objetiva avaliar os resultados da
qualidade da dgua para consumo humano na referida
regido no biénio 2009-2010, em cumprimento ao
citado programa.

Foram avaliadas 3514 amostras de agua para
consumo humano, sendo 92,5% provenientes do
sistema de abastecimento publico e 7,5% de sistemas
alternativos, como pogos, nascentes etc.; inseridas no
Programa PROAGUA, no biénio 2009-2010, quanto
a determinados pardmetros microbioldgicos e fisico-
quimicos estabelecidos pela Portaria n® 518/2004 do
Ministério da Saude'.

A coleta das amostras foi feita pelas equipes
da Vigilancia Sanitaria dos municipios da Regiao
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Metropolitana da Baixada Santista. O método de
amostragem utilizado no momento da coleta foi
o recomendado pela citada portaria, cabendo aos
fiscais a dosagem de cloro residual livre (CRL) e
a medi¢do do pH e da temperatura da agua. Por
problemas técnico-operacionais em algumas das
VISAs, ndo houve determinagdo de CLR e pH em
parte das amostras.

Os demais ensaios foram realizados no Centro
de Laboratdrio Regional de Santos/SP do IAL, tendo
os microbioldgicos (presenca de coliformes totais
e Eschericha coli), seguindo as técnicas descritas
no “Standard Methods for Examination of Water
and Wasterwater’, 2005% e os fisico-quimicos
(cor, fluoretos, odor e turbidez), as metodologias
publicadas pela ANVISA/MS, 2005*.

Os resultados obtidos mostraram que, do
total de 3.514 amostras analisadas, 1.301 (37,0%)
revelaram inconformidade com as normais legais
vigentes. Se comparados aos biénios 2001-2002,
2003-2004, 2005-2006 e 2007-2008%, observou-se
que, no biénio 2009-2010, foi superada a faixa de
variacdo de amostras com resultados insatisfatorios
(entre 27% e 33%).

Como pode ser observado na figura 1, 18%
das amostras analisadas foram condenadas quanto
ao exame microbiolégico, das quais 13% relativas
aos coliformes totais e 5% a Escherichia coli. Todos
os municipios da regido estudada apresentaram
resultados insatisfatdrios, sendo que Cubatiao mostrou
major positividade para Escherichia coli, seguido de
Santos e Bertioga com relacdo aos dois pardmetros.

Quanto aos ensaios fisico-quimicos, 34,3% das
amostras analisadas estiveram em desacordo com
a legislagdo, como mostra a figura 2. O parametro
cor aparente foi que apresentou maior discordincia
(16,9%), seguido pela turbidez (5,2%) e pelo fluoreto
(5,1%). Nos dois parametros iniciais, o municipio
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de Itanhaém destacou-se negativamente e no
ultimo, Bertioga. Todos os municipios da regiao
também revelaram resultados insatisfatorios para
os referidos ensaios.

Detectaram-se niveis acima do recomendado
para cloro residual livre (2,0 mg/L) ou auséncia
em um numero significativo de amostras, o que
prejudica a desinfec¢do da dgua para consumo'.
obtidos
necessidade de continuidade do Programa Proagua

Os  resultados demonstram a
na regido metropolitana da Baixada Santista e a
importancia do trabalho conjunto dos laboratérios
de saude publica com as Vigilancias Sanitarias
(VISAs) municipais, uma vez que a qualidade da
agua é uma prioridade a saude humana.

Faz-se necessdrio que as VISAs continuem
tomando medidas cabiveis perante as empresas
tratadoras e fornecedoras de agua, face aos
beneficios para a populagdao que deve receber agua
para consumo de qualidade satisfatoria.
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Problemas nodiagndstico laboratorial de C. neoformans

e C. gattii

7z

riptococose € micose sistémica
causada por levedura capsulada do
género Cryptococcus spp. Embora
compreenda, aproximadamente, 39 espécies,
somente as espécies Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii sdo consideradas patogénicas.
Anteriormente, a espécie C. neoformans estava
dividida em duas variedades: C. neoformans var.
neoformans e C. neoformans var. gattii. Devido as
diferencas fenotipicas, genotipicas e epidemioldgicas,
os taxonomistas estabeleceram a separagao
definitiva das variedades em duas espécies distintas:
C. neoformans e C. gattii'.
Dados (2004)

mostraram que a criptococose era a segunda infec¢do

do Ministério da Saude

oportunista do Sistema Nervoso Central (SNC) mais
frequente no Brasil. Apesar da diminui¢ao do nimero
de casos brasileiros da doenca, ela ainda é considerada
importante pela sua morbimortalidade®. Do ponto de
vista clinico e epidemioldgico, essa micose se divide
em: criptococose oportunista, associada a condi¢oes de
imunodepressdo celular causada predominantemente
por C. neoformans e criptococose primaria, associada
a hospedeiro aparentemente imunocompetente,
causada predominantemente por C. gattii®.

Devido ao seu tropismo pelo SNC, o Liquido
Cefalorraqueano (LCR) é o material bioloégico mais
utilizado para o diagnéstico laboratorial, porém
outros materiais podem ser analisados: sangue,

Marilena dos Anjos MARTINS, Sandra Regina Brasil Stolf
PUKINSKAS

Nucleo de Micologia, Centro de Parasitologia e Micologia,
Instituto Adolfo Lutz

escarro, lavado bronquico, medula dssea, urina,
bidpsia e secre¢do prostatica.

O diagnostico laboratorial da criptococose
consiste, principalmente, na pesquisa direta da
levedura capsulada no material biolégico com tinta
da China e no isolamento em meios de cultura.
Pesquisa de antigeno e técnicas moleculares também
podem ser utilizados.

Micoldgico direto e cultura de LCR apresentam
sensibilidade variavel, a saber: nos pacientes com Aids
ela varia em torno de 80% a 100%, respectivamente; e
nos pacientes imunocompetentes, ela esta em torno de
30-50% e 89%, respectivamente (Moretti et.al, 2008).

No processamento das amostras bioldgicas
LCR, ¢
centrifuga¢ao, por 10 minutos a 2.000 rpm. O

liquidas, como importantissima a
volume minimo ideal é de 3mL.

Para micolégico direto com tinta da China,
coloca-se, sobre lamina de microscopia, uma gota de
tinta nankin ou nigrosina e uma gota do sedimento.
Observar ao microscopio optico em 40x a presenga
de levedura capsulada.

Nossa experiéncia mostra que amostras de
LCR niao centrifugadas e a ndo diluigdo da tinta
nanquim (1:4 em sol. fisiolégica) podem levar a
falsos resultados negativos. Em pacientes com Aids, a
levedura pode produzir pouca ou nenhuma capsula.
Nesses casos, a capsula pode nao ser visualizada;
porém, na observa¢ao da morfologia da levedura,
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o contorno da parede e as inclusoes citoplasmaticas
sdo caracteristicas. Como o resultado do micolégico
liberado pelo
laboratorio, em caso de duvida quanto a presenca

direto deve ser rapidamente
de capsula, liberar o resultado como: presenca de
leveduras sem capsula com morfologia caracteristica
de Cryptococcus spp ou simplesmente presenca de
levedura. A inexperiéncia de alguns laboratoristas
pode levar a falso resultado positivo nos casos em que
houver extravasamento de material citoplasmatico
dos neutrofilos, o que leva a formagédo de halo ao seu
redor, porém nao ¢ uniforme*.

Para o isolamento de Cryptococcus spp, podem
ser utilizados véarios meios de cultura como: agar
sangue, chocolate, Sabouraud e infusdo de cérebro e
coragao (BHI). Nao devem ser utilizados meios que
contenham cicloheximida (Actidione, Roche®) como
o meio Mycosel® e Micobiotic®, pois essa substancia
inibe o crescimento da levedura. Incubar por até 15
dias a temperatura de 30 °C, com leituras diarias.
Normalmente, o crescimento é por volta de 48 a 72h.
A utilizagdo de agar Niger auxilia na identificagdo
presuntiva de Cryptococcus spp, pois nesse meio
somente as colonias desse género apresentam
coloragdo marrom.

Ap6s crescimento em cultura, a identificagdo
da espécie deve ser iniciada pela pesquisa de capsula
nas colonias de leveduras com tinta da China. O
mesmo procedimento devera ser aplicado quando da
utilizagdo de meios cromogéncios (meios utilizados
na identificagdo presuntiva de leveduras do género
Candida), em que o Cryptococcus spp cresce com
tonalidade rosa ou creme, a mesma encontrada em
outras leveduras; portanto, o laboratorista nao suspeita
do crescimento de Cryptococcus nesse meio. Deve-se
ter cuidado, principalmente, em isolados de sangue e
liquor de realizar a pesquisa de capsula nas coldnias
antes de liberar um resultado presuntivo para espécies
de Candida em um meio de cultura que também cresce
Cryptococcus spp e outros géneros de leveduras. Tal
fato é observado em nosso laboratorio, para onde sao
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encaminhadas culturas de leveduras, principalmente
de corrente sanguinea, previamente identificadas como
Candida sp e, ao serem reidentificadas, tratavam-se
do género Cryptococcus spp.

A identificagdo das espécies de Cryptococcus
pode ser realizada por método manual de
assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio e
provas complementares como hidrélise da ureia,
crescimento em varias temperaturas e prova de
CGB (Canavanina, Glicina e indicador azul de
Bromotimol) (Fell et al., 1998). A prova de CGB ¢
de facil execucdo e deve ser utilizada apenas para
separar as duas espécies antes englobadas como
C. neoformans. O teste de CGB pode apresentar
resultado falso positivo se for semeado um indculo
pesado de levedura ou se houver contaminagao.

Os laboratoristas que utilizarem métodos
comerciais e ndo realizarem prova complementar de
CGB para a diferenciagao das espécies C. neoformans
e C. gattii, mesmo que esses métodos cheguem ao
resultado de C. neoformans (taxonomia antiga que
engloba as duas novas espécies), deverdo liberar
o laudo como Cryptococcus spp ou pertencente ao
complexo das espécies C. neoformans/C. gattii.
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Descarte de residuos formados em uma titulacao de
precipitacao para a determinacao de cloreto

utilizagdo de substancias quimicas
em laboratdrios de quimica analitica
requer cuidados na hora de descartar
os residuos formados apds os ensaios realizados.
Para minimizar a contaminagdo gerada no ensaio
para a determinacdo de cloretos por titulacao de
precipitacao com nitrato de prata, foi desenvolvido
o procedimento a seguir.
Na determinagdo do cloreto por precipitacdo
com o nitrato de prata, tendo como indicador o
cromato de potassio, gera-se residuo de ions cromato
elons prataem solugao aquosa. Como esses elementos
sdo considerados toxicos, esse procedimento objetiva
de maneira simples a eliminac¢do desses ions presentes
na solugdo, na forma de residuo sélido, utilizando o
cloreto de bario para precipitar o cromato.

Titulagao de precipitacao
Nesta determinagdo ocorrem as seguintes
reacoes:

3Ag"+Cl" + CrO,? — AgCl | (precipitado branco)
+ Ag CrO, | (precipitado tijolo)

Apds a titulagdo com o nitrato de prata, filtrar
a solugdo para a retirada do residuo de cloreto de
prata e cromato de prata. Na soluc¢ao filtrada ha ions
cromato, acrescentar algumas gotas de hidréxido de
amonio concentrado (ou hidréxido de sédio a 40%) e

Maria Anita SCORSAFAVA
Niicleo de Aguas e Embalagens — Centro de Contaminantes -
Instituto Adolfo Lutz

cloreto de bario solu¢ao a 10%, (ocorre a precipitagio
do cromato de bério, que é um precipitado amarelo
claro), até a solu¢ao nao ter tracos amarelos.

CrO,” + Ba*” — BaCrO, |

Adicionar 0,5 ou 1mL a mais de cloreto de
bario a 10%, agitar e, a seguir, adicionar carbonato ou
bicarbonato de amonio (ou de sédio). Com isso, todo
o excesso de bario fica precipitado como carbonato
de bario (precipitado branco) que é filtrado.

Ba" + CO,*> — BaCO, |

Filtrar essa solugdo. Nos papeis de filtro
teremos: o precipitado do cloreto de prata, de cromato
de bario e de carbonato de bario, que passam a ser
um residuo sélido, apds seco a temperatura ambiente
sao descartados como metais (prata, cromo e bario).
NBR 10004 da ABNT.

AgCl | +Ag2CrD4 |

\/ \ \/

Figura 1. Descarte de residuos de prata e cromo
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Os residuos gerados nesse procedimento sido
classificados pela Resolu¢do no 358, de 29 de abril de
2005, como grupo B: residuos contendo substancia
quimica que pode apresentar risco a saude publica
ou ao meio ambiente, devido a sua toxicidade.

Algumas consideragdes sobre a toxicidade
desses elementos: o cromo na sua forma de oxidacao
trés (Cr*’) é essencial para o ser humano, quando
ingerido em tragos, porém em excesso passa a ser
toxico. Sua principal fungdo estd relacionada ao
metabolismo da glicose, do colesterol e de acidos
graxos. E encontrado naturalmente no solo, na
poeira e nos gases de vulcoes. Sdo trés os numeros de
oxida¢do do metal: cromo zero, trés e seis. O cromo
seis e 0 zero sdo produzidos por processos industriais,
em que é empregado, principalmente, para fazer agos
inoxidaveis e outras ligas metalicas. Na forma do
mineral cromita, é utilizado naindustria de refratarios
para fazer tijolos de fornos metalirgicos, em
galvanoplastia, cromados, manufatura de pigmentos,
curtume de couro e tratamento de madeira. O cromo
seis é um carcinégeno humano, em contato com a
pele causa dermatites alérgicas. Ha ainda suspeita
de que esse composto quimico pode afetar o sistema
imunologico de seres humanos.

O bario em excesso no organismo pode causar
vomitos, diarreias, dor abdominal e ainda desalojar o
potassio das células. Niveis altos de bario associados
com uma razao Ca/Mg alta foram correlacionados
com infarto do miocardio.
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A prata foi usada pelos gregos e pelos
romanos desde a Antiguidade como bactericida e
antibiético. E téxica para o meio ambiente, pois mata
os micro-organismos indiscriminadamente, néo
s6 os patogénicos. Afeta a capacidade reprodutiva
de alguns organismos aquaticos, invertebrados,
podendo atingir inclusive os peixes. Ingestio em
altas doses pode causa sangria.
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Avaliacao da qualidade

da agua destinada aos

trabalhadores do setor canavieiro das regides de Assis,
Bauru e Marilia, do estado de Sao Paulo, Brasil

propésito primdrio para a exigéncia

da qualidade da dgua € a protecdo a

saide publica. Os critérios adotados
para assegurar essa qualidade objetivam fornecer
uma base para o desenvolvimento de a¢des que, se
adequadamente implementadas junto a populacao,
garantirdo a seguranca do fornecimento de 4gua
através da eliminacdo ou da redu¢do da concentragao
minima de constituintes na dgua conhecidos por
serem perigosos a sadde’.

A ampliagdo do cultivo da cana-de-agtcar, o
aumento da produgdo do setor sucroalcooleiro e o
consequente crescimentodonimerodetrabalhadores
expostos aos riscos nesse ambiente de trabalho,
levou a Secretaria de Estado da Satude, por meio do
Centro de Vigiladncia Sanitaria (CVS), a implementar
o Programa Paulista em Saude do Trabalhador
(VISAT) do setor canavieiro com a finalidade de
fazer intervenc¢des nas condigdes de risco a saude, as
quais esses trabalhadores estao expostos?.

O estado de Sao Paulo é o maior produtor
de cana-de-agucar do Brasil e até meados de
2007 abrigava 175 usinas distribuidas por 130
municipios de 13 regides de saude (Aragatuba,

Regina Célia Arantes STANCARI', Francisco Lopes DIAS
Jr.!, Mara Aparecida Garnica SUAIDEN?, Roséingela
Aguilar da SILVA?, Luci Ochi FERREIRA?, Roberto Costa
SANTOS?

'Nucleo de Ciéncias Quimicas e Bromatologicas, Niicleo de
Ciéncias Biomédicas, Centro de Laboratério Regional II -
Instituto Adolfo Lutz de Bauru

*Niicleo de Ciéncias Quimicas e Bromatoldgicas, Centro de
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Araraquara, Barretos, Bauru, Campinas, Franca,
Marilia, Piracicaba, Presidente Prudente, Ribeirao
Preto, Sdo Joao da Boa Vista, Sdo José do Rio Preto,
Sorocaba)?.

O Programa Visat do setor canavieiro em
conjunto com o Programa de Vigildncia da Qualidade
da Agua para Consumo Humano (PROAGUA)
desenvolveram o projeto: “Condi¢des de hidratagao
e qualidade da agua do trabalhador canavieiro’,
com o objetivo de eliminar, minimizar e controlar
os riscos decorrentes das condi¢cdes de hidratacdo e
qualidade da agua oferecida a esses trabalhadores.

A Portaria no 518, de 25/03/2004, do
Ministério da Saude, estabelece que o controle
da qualidade da agua para consumo humano,
desde a captacdo, passando pelo tratamento até a
distribuicao deve ser realizado pelos responsaveis
pela operacgao do sistema ou da solugdo alternativa
de abastecimento de dagua e monitorada pelas
Secretarias de Satude Estaduais e institui planos de
amostragem e os padrdes de potabilidade restritos
ao trecho que se inicia na capta¢ao e se encerra nas
ligagdes domiciliares dos consumidores*.
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Buscando contribuir com as ag¢des de satde
publica, o presente estudo objetiva conhecer a
qualidade da agua fornecida aos trabalhadores
canavieiros de 31 usinas das regioes de Assis, Bauru
e Marilia que, em fun¢ao das caracteristicas dessa
atividade, sdo transformados em grupos vulneraveis
e expostos a riscos a satde.

No periodo de maio a julho de 2008 foram
analisadas 72 amostras de agua coletadas pelas
vigilancias sanitarias municipais das respectivas
regides em estudo. Os dois pontos de coletas
estabelecidos foram os reservatorios dos onibus de
transporte dos trabalhadores e os caminhdes-pipa
utilizados para reabastecimento durante a jornada de
trabalho. As andlises foram realizadas pelos Nucleos
de Ciéncias Quimicas e Bromatoldgicas dos Centros
de Laboratdrios Regionais do Instituto Adolfo Lutz
de Bauru e Marilia.

Os parametros avaliados foram: microbiologicos
e E
substrato enzimatico, segundo Standard Methods

(coliformes totais coli) pela técnica do
for Examination of Water and Wastewater® e fisico-
quimicos (cor, turbidez, nitrato e fluoreto) conforme
Métodos fisico-quimicos para andlise de alimentos
do Instituto Adolfo Lutz®. A analise de cloro residual
livre foi realizada em campo pelos técnicos das
Vigilancias Sanitdrias por meio de kit comercial.

Das 32 (44%)
estavam de acordo com as legislagdes em vigor e

72 amostras analisadas,
40 (56%) estavam em desacordo em, pelo menos,
um dos parametros avaliados. A Portaria n° 518 do
Ministério da Saude, de 25/03/2004, estabelece que
em dgua para consumo humano, incluindo fontes
individuais como pogos, ndo é permitida a presenca
de Escherichia coli ou coliformes termotolerantes
em 100 mL da agua*. No presente estudo, 10 (14%)
das amostras apresentaram bactérias do grupo
coliformes totais e 6 (8%), E. coli. A detecgdo de E.
coli, mesmo em um numero reduzido de amostras,
indicou a veiculagao hidrica de micro-organismos
patogénicos, demonstrando que esses trabalhadores
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estdo expostos ao risco de contrairem doengas
diarreicas, podendo debilita-los ou incapacita-los
para o trabalho.

A avaliacdo dos resultados de cloro residual livre
mostrou que 21 (29%) das amostras apresentaram
concentragdes abaixo de 0,2 mg/L (concentragao
minima exigida)*. Esse resultado chama a atencéao
porque a presenca de cloro é fundamental para o
processo de desinfec¢do. A adi¢ao intencional de
cloro na agua tem por finalidade garantir a qualidade
microbiolégica em relagdo as bactérias e aos virus
durante transporte e distribuicdo, tornando-a
segura para o consumo. Os resultados obtidos
indicam alguma falha no processo de tratamento
ou transporte/distribuicao da agua, demonstrando a
necessidade de intervengao da Vigilancia Sanitaria
para que o problema seja solucionado.

Em relagdo a turbidez, apenas uma amostra
(1%) estava acima do limite estabelecido de 5 UT
A turbidez na agua indica a presenca de material
particulado, o qual pode dificultar o processo de
desinfec¢do, tornando-o ineficiente na eliminagao
de micro-organismos patogénicos.

Considerando a  Resolu¢ao  SS-250,
de 15/08/19957, que estabelece os limites de
concentragdo para ions fluoreto no estado de Sao
Paulo, 30 (42%) das amostras estavam abaixo de
0,6 mg/L e 2 (3%) acima de 0,8 mg/L. A andlise dos
resultados de fluoreto revela a necessidade de um
maior controle do processo de fluoretagao da agua
para assegurar o beneficio da preven¢ao da carie
dentaria e da fluorose, pois o consumo diario de agua
contendo concentragdo fora da faixa estabelecida
pode contribuir para danos em relagao a satide desses
trabalhadores. Em relagdo a cor e a concentracao
de nitrato, todas as amostras analisadas estavam de
acordo com a legislagao*.

Os dados obtidos com este estudo sdo
representativos da situagdo de abastecimento publico
de dgua destinada ao consumo dos trabalhadores
canavieiros das regides de Assis, Bauru e Marilia



e mostram a importancia da vigilancia e do

monitoramento neste setor e a necessidade de

agOes investigativas e corretivas para garantir o

fornecimento de agua com qualidade.
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