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' AOS COLABORADORES

AREVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ tem por finalidade
a divulgacio de trabalhos relacionados com as atividades
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ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Azeite de oliva: incidéncia de adulteracdes
entre os anos de 1993 a 2000.

Olive oil: adulteration from 1993 to 2000

Sabria AUED-PIMENTEL "

Emy TAKEMOTO '

Regina S. MINAZZI-RODRIGUES !
Elza S. G. BADOLATO !

RIALA6/920

Aued-Pimentel,S. etal. - Azeite de oliva: incidéncia de adulteragdes entre os anos de 1993 a 2000. Reyv. Inst.

Adolfo Lutz, 61(2):69-75,2002

RESUMO. No periodo de janeiro de 1993 a setembro de 2000 foram analisadas no Instituto Adolfo Lutz
236 amostras de azeites de oliva sendo que em todas as amostras foi verificada a pureza através da analise
do perfil de 4cidos graxos. Em 136 amostras foi também verificado se a qualidade do produto era condizente
com a classificagdo da rotulagem. As medidas de absor¢ao no espectro ultravioleta, em 232 e 270 nm foram
os parametros empregados nesta avaliacdo. Foram observadas adulteragdes em 43 amostras (18,2%)
sendo que o principal tipo de fraude foi adi¢@o de dleos vegetais de menor valor comercial, principalmente
soja. Quanto a classificacdo da rotulagem, 7 amostras, das 136 analisadas (5,1%), apresentaram classificacio
ndo condizente com a qualidade declarada. Verificou-se que do total de amostras 77 foram colhidas pela
Vigilancia Sanitaria, sendo que destas 67 foram colhidas entre os anos de 1997 a 2000, em decorréncia dos
programas conjuntos estabelecidos entre o Instituto Adolfo Lutz e o Centro de Vigilancia Sanitaria.

PALAVRAS-CHAVE. azeite de oliva, adulteragio, parametros de qualidade e identidade.

INTRODUCAO

No Brasil ndo ha produ¢do comercial de azeite de oliva
sendo que a demanda interna ¢ atendida por azeites importados
de paises da Europa ¢ da Argentina. O mercado de azeite no
Brasil tem crescido nos ultimos anos. Entre 1996 ¢ 1998 houve
um aumento de quase 44%, isto ¢, a importagdo subiu de 16

para 23 mil toneladas (21). Devido as suas caracteristicas
sensoriais excepcionais € a uma produgio limitada, o azeite de
oliva apresenta elevado valor de mercado, sendo alvo
frequente de adulteragdes (7,11,12,14,20). A adulteragdo mais
comum ¢ a adigdo de outros dleos vegetais de menor valor
comercial (12,18,19,24), principalmente quando o azeite ¢
enlatado no Brasil (2,3,4,5,6,22,23). Entretanto outras fraudes

l Divisdo de Bromatologia ¢ Quimica do Instituto Adolfo Lutz Sdo Paulo, SP - Brasil.

Endereco para Correspondéncia - Av. Dr. Arnaldo 355 - CEP 01246902
e-mail spimente@jial.sp.gov.br
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relativas a qualidade do azeite sdo praticadas devido as
diferentes categorias de azeites existentes, o que pode confundir
os consumidores (1,7,13). O azeite de oliva de melhor qualidade
¢ conhecido como extra-virgem e ¢ obtido da primeira
prensagem a frio das olivas. Outros azeites de oliva de aroma
e sabor de boa qualidade, porém com valores maiores de acidez,
sdo classificados como fino e semi-fino. Categorias de
qualidade inferior incluem o azeite refinado, e o puro, sendo
que este ¢ uma mistura de azeite virgem e refinado e o tipo mais
encontrado no mercado brasileiro. O azeite “lampante”, é um
azeite virgem, imprdprio para o consumo humano por apresentar
sabor e aroma indesejaveis, originario de olivas de ma
qualidade.

O azeite de “orujo” é obtido pela extragdo com solventes
dos residuos de prensagem das olivas. Tanto o azeite
lampante *“ como o “orujo” devem ser refinados para tornarem-
se proprios ao consumo humano (7,8,15,20). O Conselho
Oleicola Internacional (COI) e a Comissdo do Codex
Alimentarius (FAO/WHO), tém estabelecido critérios de
qualidade e identidade para as diferentes categorias de azeite
de oliva (9,17). Recentemente foram revistos no Brasil os
Padrdes de Qualidade e Identidade de diversos dleos vegetais,
entre eles o azeite de oliva, sendo que estes constam na
Resolugdo 482/99 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
e inspiram-se nos critérios internacionais acima referidos (8).
Estes padrdes fornecem subsidios para a aplicagdo das
exigéncias legais, contidas no Codigo de Defesa do Consumidor
brasileiro e outras legisla¢des pertinentes, quanto a qualidade
dos produtos, pois podem indicar descri¢des, classificagdes
improprias de qualidade e/ou adulteracdes do azeite de oliva
comercializado no Brasil.

O Instituto Adolfo Lutz vem, ha muitos anos,
divulgando resultados de monitoramento da qualidade dos
azeites de oliva analisados naquele Instituto. Entre os anos de
1979 ¢ 1980, BADOLATO e colaboradores (6) analisaram 190
amostras de azeites de oliva e constataram que todas as
amostras envasadas no pais de origem eram puras, enquanto
42% das amostras envasadas no Brasil estavam adulteradas.
Entre os anos de 1985 a 1990, outro levantamento mostrou que
de 91 amostras analisadas, 19 estavam adulteradas (21 %) (2).

Em 1995 um estudo com 23 amostras de diferentes
marcas, compradas no comércio da cidade de Sdo Paulo,
constatou adulteragdes em 6 amostras. Verificou-se que 5
amostras estavam adulteradas com outros 6leos vegetais de
menor valor comercial. Constatou-se, também, que em 4
amostras a qualidade declarada na rotulagem nfo era
condizente com o produto (4,5).

O presente trabalho tem o objetivo de divulgar um
levantamento sobre a adulteragdo de azeites de oliva analisados
no Instituto Adolfo Lutz no periodo de janeiro de 1993 a setembro
de 2000, evidenciando um melhor controle das diferentes
categorias de azeites comercializados no Brasil e a crescente
atuacdo do Servico de Vigilancia Sanitaria na fiscalizag¢do deste
produto.

70

MATERIAL E METODOS

Material:

Foram analisadas no Instituto Adolfo Lutz (Laboratdrio
Central - SP), entre os anos de 1993 e 2000, 236 amostras de
azeites de oliva colhidas e enviadas por diversas fontes:
Vigilancia Sanitaria, PROCON, Departamento Estadual de Policia
do Consumidor -DECON, Instituto Nacional de Metrologia -
IPEM, Instituto de Pesos e Medidas - INMETRO, empresas
importadoras, entre outros.

Métodos:

Foi determinada a composic¢ao de acidos graxos de todas
as amostras para verificar a presenca de outros 6leos vegetais
em mistura. Os acidos graxos foram transformados em ésteres
metilicos de acidos graxos segundo metodologia descrita nas
Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (16). Os ésteres
metilicos de acidos graxos foram analisados por cromatografia
em fase gasosa e separados em coluna capilar de silica fundida,
com fases estacionarias polares (polietileno glicol ou ciano propil
siloxana). A identificac¢do foi feita pelo tempo de retencdo através
da co-cromatografia utilizando padrdes puros dos ésteres
metilicos dos acidos graxos. A quantificagdo foi feita por
normalizagdo de area.

Em 136 amostras foram feitas medidas de absor¢ao no
espectro ultravioleta em 232 e 270 nm. A leitura de absor¢ao do
azeite no UV, nos comprimentos de onda 232 e 270 nm, fornecem
informagdes para diferenciar as categorias do azeite, isto ¢é:
virgem, puro (mistura de virgem e refinado) e refinado.A
metodologia empregada seguiu a Norma Internacional
recomendada para o azeite de oliva pelo Codex Alimentarius
(10). As leituras foram feitas em espectrofotdmetro, com cubetas
de quartzo, nas solugdes do 6leo em ciclohexano, a 0,2% e 1%
(p/v) em 232 e 270 nm, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta um resumo sobre as caracteristicas
das amostras de azeites de oliva analisadas no Instituto Adolfo
Lutz, ano a ano, no periodo de janeiro de 1993 a setembro de
2000.

Avaliando as 236 amostras de azeite de oliva analisadas,
e considerando as determinagdes realizadas, foi constatado que
43 amostras, isto &, 18,2% apresentaram algum tipo de adulteragdo
(Figura 1). Destas, 39 estavam adulteradas com outros 6leos
vegetais de menor valor comercial. Em 31 amostras observou-se
a presenga de 6leo de soja como adulterante, sendo que 29 eram
amostras envasadas no Brasil. Em 5 amostras o provavel
adulterante era o 6leo de girassol, sendo 2 amostras envasadas
no Brasil e 2 na Argentina. Uma amostra foi encaminhada por
um importador como azeite de oliva a granel, entretanto
constatou-se que tratava-se de 6leo de colza. Duas amostras,
envasadas no Brasil, estavam adulteradas com gordura vegetal
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EAPROVADAS

OADULTERADAS

82%

Figura 1. Incidéncia de adulteragdo em amostras de azeite de
oliva analisadas no Instituto Adolfo Lutz 1999 — 2000 - total de
amostras: 236

Quadro 1. Composi¢ao de acidos graxos no azeite de oliva (8)

Acido graxo Nomenclatura g/100g
C14:0 Miristico <0,05
C16:0 Palmitico 7,5-20,0
Clé6:1 Palmitoléico 0,3-3.5
C17:0 Margarico <0,3
C17:1 Heptadecendico <0,6
C18:0 Estearico 0,5-5,0
ci18:1 oléico 55,0-83,0
C18:2 linoléico 3,5-21,0
C183 linolénico <0,9
C20:0 araquidico <0,6
C20:1 eicosendico <04
C22:0 behénico <0,2
C24:0 Lignocérico <02

Quadro 2. Valores das absorcgoes especificas a 270 ¢ 232 nm
para os diferentes tipos de azeites (8).

Produto K., K,,, com K.,
alumina (')

Azeite virgem extra <0,20 <0,10 <2,50
Azeite virgem 025 <0,10 <2,60
Azeite virgem comum <025 <0,10 <2,60
Azeite refinado <1,20 - <3,40
Azeite <1,00 - <3,30
Azeite virgem lampante  <0,25 <0,11 <3,70
Oleo de bagaco e/ou <2,50 - <5,50

carogo refinado

(') Para verificar a presenga de 6leos refinados, quando
K,,, exceder o limite da categoria correspondente deve
proceder a determinacdo de K apos passagem por coluna

R 270
de alumina.
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hidrogenada. Este tipo de adulterago ¢ incomum e s6 pode ser
confirmada através do perfil de cidos graxos obtido em coluna
cromatografica capilar de alta resolucéo, onde foram separados
os trans isdmeros dos acidos graxos insaturados, presentes em
gorduras hidrogenadas. Nestas amostras de azeite estes
compostos estavam presentes em grande proporgao,
configurando a adulteracdo. As Figuras 3 e 4 mostram
cromatogramas com o perfil de acidos graxos de amostras de
azeite de oliva puro, falsificado com 6leo de soja e com gordura
vegetal hidrogenada, respectivamente No Quadro 1 constam os
intervalos previstos para a composicdo dos acidos graxos do
azeite de oliva, segundo a Resolugao 482/99 da ANVISA.

Foi avaliada em 136 amostras a qualidade dos azeites em
funcdo da categoria declarada no rotulo. As medidas da
absorg¢@o especifica no ultravioleta, em 232 e 270 nm, foram os
parametros utilizados nesta avaliacdo. Sao estabelecidos limites
para os valores de absor¢@o naqueles comprimentos de onda,
para cada categoria de azeite (Quadro 2). O aumento da absor¢éo
naquelas regides do ultravioleta sdo indicativos da presenca de
compostos dienos e trienos conjugados formados, a partir de
acidos graxos insaturados, durante o processo de refino dos
oleos (7). Em 7 amostras (5,1%) a classificac@o apresentada na
rotulagem ndo era condizente com a qualidade do produto. As
rotulagens indicavam tratar-se de azeite virgem, entretanto, os
valores obtidos para as absor¢des no UV eram de azeites de
oliva puro, isto ¢ , uma mistura de azeite virgem e refinado,
sendo este de qualidade inferior a declarada. Das 7 amostras, 3
eram azeites envasados no Brasil, 2 azeites envasados na
Argentina, | azeite grego e uma amostra de azeite a granel de
procedéncia desconhecida.

Noventa e uma amostras (38,5%) foram encaminhadas
para analise por empresas importadoras, visando verificar a
qualidade dos produtos para efetivar a importacao.

A Figura 2 mostra, ano a ano, o total de amostras
analisadas, o nimero de adulteradas e de colhidas pelo Servi¢o
de Vigilancia Sanitaria. No total Foram colhidas 77 amostras,
isto € 32, 6% do total, sendo que 67 entre os anos de 1997 a 2000,
em decorréncia dos programas conjuntos estabelecidos entre o
Instituto Adolfo Lutz e o Centro de Vigilancia Sanitaria. Treze
amostras foram encaminhadas pelo DECON, Departamento
Estadual de Policia do Consumidor; 5 pelo PROCON; 21 pelo
INMETRO, Instituto Nacional de Metrologia; 1 pelo IPEM
Instituto de Pesos e Medidas; 2 pela Policia Federal; 1 pela
Fundagdo de Defesa do Consumidor. Em 1995 foram adquiridas
do comércio da cidade de Sdo Paulo, 23 amostras de azeite de
oliva, para a realizacdo de um estudo de monitoramento da
qualidade dos azeites de oliva (4,5)

Com relagdo a procedéncia das amostras verificou-se a
seguinte distribuicdo: 88 eram de origem argentina sendo 61
destas envasadas no Brasil; 46 espanholas; 9 italianas; 43
portuguesas; 4 gregas; | da Turquia e 45 amostras sem
procedéncia conhecida.

Cabe ressaltar que os parametros utilizados na avaliagdo
dos azeites, no presente trabalho, ndo sdo suficientes para
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1993 1994 1995 1996 1997 1998

[ Total de amostras
Amostras adulteradas

O Amostras enviadas pela Vigilancia
Sanitaria

1999 2000

Figura 2. Amostras de azeites de oliva analisadas no Instituto Adolfo Lutz entre os anos de 1993 a 2000
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Figura 3. Cromatogramas de amostras de azeites de oliva puro
(A) e adulterado com 6leo de soja (B) Condigdes
cromatograficas: Coluna capilar de silica fundida CP-Sil 88 de 50
m; 0,25 um; 0,25 mm di. Temperatura programada da coluna: 60
°C (2min) ; 3°C/min.; 135 °C (1min.); 3°C/min; 215 °C (Smin.).
Temperaturas do injetor e detector = 220 °C. Detector de
ionizagdo de chama. Gas de arraste hidrogénio. Velocidade linear
de: 40cm/s

Composigao dos principais acidos graxos (%):

A B
1 Acido palmitico (C16:0) 9,7 11,1
2 Acido palmitoléico (C16:1 cis 9) 06 0,1
3 Acido estedrico (C18:0) 29 35
4 Acido oléico (C18:1 cis 9) 751 254
5 Acido linoléico (C18:2¢is9,11) 9,0 523
6 Acido linolénico (C!8:3 ¢is 9,11,15) 0,7 55

Ll 20 an 40

Figura 4. Cromatogramas de amostra de azeite de oliva
adulterado com gordura vegetal hidrogenada. Condi¢des
cromatograficas: Coluna capilar de silica fundida CP-Sil 88 de 50
m; 0,25 um; 0,25 mm di. Temperatura programada da coluna: 80
°C (1min) ; 5°C/min. 220 °C (6min.). Temperaturas do injetor e
detector =220 °C. Detector de ionizac¢do de chama. Gas de arraste
hidrogénio. Velocidade linear de: 40cm/s.

Composigao dos principais acidos graxos (%):

1 Acido palmitico (C16:0) 11,7
2 Acido palmitoléico (C16:1 cis 9) 0.6
3 Acido estearico (C18:0) 3,7
4 Trans isoOmeros do acido C18:1 94
5 Acido oléico (C18:1 cis 9) 483
6 Acido vacénico (C18:1is 11) 32
7 Trans isomeros do acido C18:2 2,6
8 Acido linoléico (C18:2¢is9,11) 13,0
9 Acido linolénico (C!8:3 cis 9,11,15) 0,6
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assegurar a qualidade e identidade dos mesmos. Através da
composicdo de acidos graxos e das medidas de extingdo
especifica no espectro UV foi possivel detectar as fraudes mais
grosseiras. A avalia¢do de diversos outros parametros como:
composicdo de esterdis, conteudo de eritrodiol e uvaol,
composicdo de triacilglicerdis, entre outros, que estdo
contemplados na Resolugio 482 (8), € possivel avaliar com mais
seguranca a identidade e qualidade dos azeites. Desta forma, ¢
de fundamental importancia o aprimoramento técnico dos
laboratérios brasileiros no controle de 6leos vegetais, pois uma
avaliacdo mais refinada, podera indicar indices ainda mais
elevados de adulteragdo nos azeites comercializados no Brasil.

CONCLUSOES

Considerando os parametros analisados conclui-se que:

Das 236 analisadas, 43 amostras (18,2%.) apresentaram
algum tipo de adulterac@o.

Em 39 amostras foi observada a adi¢do de 6leos vegetais

de menor valor comercial no azeite de oliva, sendo que em 31
delas o dleo de soja foi o adulterante. A maioria das amostras
foram envasadas no Brasil (33) e eram de origem argentina.

Quanto 4 classificagdo de rotulagem, das 136 amostras
avaliadas 7 apresentaram no rdtulo a classificacio de azeite de
oliva virgem, entretanto verificou-se tratar-se de apenas azeite
de oliva, uma mistura de azeite virgem e refinado com qualidade
inferior ao azeite virgem.

A partir de 1997 o niimero de amostras de azeites de oliva
colhidas pela Vigilancia Sanitaria do Estado de Sao Paulo
aumentou sensivelmente, em decorréncia dos programas
conjuntos estabelecidos entre o IAL e a Vigilancia Sanitaria.
Fica ressaltada, desta forma, a importancia do desenvolvimento
de programas desta natureza a fim de contribuir para a garantia
da qualidade dos produtos oferecidos a populagéo.

Os parametros utilizados na avaliagdo dos azeites, no
presente trabalho, ndo sdo suficientes para assegurar a qualidade
e identidade dos mesmos. E necessario um aprimoramento
técnico dos laboratérios brasileiros para o controle de
adulteracdes mais elaboradas no azeite de oliva.

RIALA6/920
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ABSTRACT. In the period of January 1993 to September 2000 were analyzed at Adolfo Lutz Institute
236 samples of olive oils and in all of the samples the purity was verified through the analysis of the fatty
acids profile, using gas chromatographic techniques. In 136 samples it was also verified if the classification
on the label was in accordance with the quality. The absorption measures in the ultraviolet spectra, at 232
and 270 nm were the parameters evaluated. It was observed that 43 samples (18,2%) were adulterated and
the main fraud type was the addition of vegetable oils of lower commercial value, mainly soybean oil.
Considering the label evaluation, 7 samples (5,1%), of the 136 analyzed, presented incorrect quality
classification. It was verified that from the total samples, 77 were picked by the Sanitary Survey Watch
and, of these, 67 were picked from 1997 to 2000, due the cooperation programs established from 1997
between the Adolfo Lutz Institute and the Center of Sanitary Survey Watch of the State of S&o Paulo.

KEY WORDS. olive oil, adulteration, quality and identity parameters.
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RESUMO O referido trabalho teve como objetivo promover o enriquecimento protéico do Farelo de Arroz
Desengordurado (FAD), na forma de Pellets, pelo recobrimento e adsor¢ao de sangue bovino, em leito de
jorro, obtendo um produto final com teor protéico de 25%, destinado a ra¢do animal. Foram utilizados
como matéria-prima o FAD, e o sangue bovino. O processo de enriquecimento protéico foi desenvolvido
em um leito de jorro conico, com célula de vidro temperado, com 22 cm de didmetro e capacidade para 860
g de farelo. Os experimentos foram realizados segundo uma matriz de planejamento experimental fatorial
completo (2°), sendo trés fatores em dois niveis de variagdo, com ponto central: diluigdo — sangue/agua (1/
1, 1,5/1,2/1), Vazio de alimentagdo de sangue (600, 700 e 800mL/h) e temperatura (70, 80 e 90°C), tendo
como resposta a proteina bruta e o rendimento em massa. Os melhores resultados para o produto foram:
rendimento de 82,31%, e 23,81% de proteina, obtidos com dilui¢ao de 1/1, vazio de alimenta¢io de 800 mL/

h e temperatura de 70° C.

PALAVRAS-CHAVE: Enriquecimento protéico, Farelo dearroz, Racao animal.

INTRODUCAO

A produgdo agropecuaria da regido Sul do estado do Rio
Grande do Sul sempre se destacou nacional e internacionalmente
em grande parte pelo cultivo do arroz, envolvendo milhares de
trabalhadores, grande area de plantio e altos investimentos
governamentais e privados no setor. Para escoar e beneficiar
toda esta produgdo, varias industrias se estabeleceram,
determinando mais uma base sdcio-econdmica para a regido, e
também gerando uma série de sub-produtos do beneficiamento

que merecem toda a atenc¢do dos Orgdos de pesquisa e
desenvolvimento como as universidades. Por se tratarem, muitas
vezes, de composicdes ricas em nutrientes alimenticios, estes
sub-produtos sdo alvo de interesse para a reutilizagio, visto
que, muitas vezes sdo descartados ao meio ambiente, ou
compdem formulagdes de baixo valor agregado'.

Como um dos sub-produtos de grande interesse esta o
farelo resultante do beneficiamento de arroz , que apos a extragdo
do 6leo, resulta no Farelo de Arroz Desengordurado (FAD), que
se apresenta na forma de Pellets, resultantes do proceso de

: Enderego para correspondéncia — Fundag@o Universitaria do Rio Grande/RS.
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extrusdo (Pelletiza¢do), com alta estabilidade®. O FAD possui
cerca de 15% de proteinas e fibras, apresenta como principais
minerais cromo e cobre, que tem importante papel na formacao
de insulina, zinco e magnésio, importantes para o
desenvolvimento, e vitamina A'> .

O Farelo de Arroz Desengordurado Pelletizado é utilizado
como componente de formulagio de ra¢des para animais, com a
complementac¢do de micronutrientes, apresentando-se como um
produto com teor protéico de aproximadamente 14%.

Outra atividade agropecuaria importante economicamen-
te para a regido € o abate e industrializacdo de gado de corte, em
frigorificos.

A operacdo de abate gera alguns residuos e
subprodutos, como o sangue bovino, de grande interesse para
as pesquisas em alimentos, para utilizacdo direta e indireta na
alimentagdo humana, devido a suas caracteristicas nutricionais’.

O sangue é um rejeito rico em proteinas e ferro que pode
contribuir na suplementacdo do nivel protéico e fortificacio
dos alimentos com ferro, eliminando e diminuindo a anemia
ferropriva®?. Porém ¢ subutilizado na produgéo de farinha para
animais , ou entdo, no caso de pequenos frigorificos, despejado
em rios, contribuindo assim para a eutrofisagdo e poluicdo do
manancial hidrico'.

A utilizacdo mais usual do sangue bovino, como
componente de produtos de alto valor agregado, ¢ na industria
de produtos carneos, onde o sangue integral ou suas fracdes
podem ser utilizados como enriquecedor ou substituto de
proteinas. Uma das formas mais tradicionais de recuperagio
das proteinas do sangue ¢ a secagem, que deve ser
desenvolvida em condigdes estritamente controladas, para evitar
a desnaturagdo protéica, o que alteraria completamente as
propriedades funcionais, solubilidade, digestibilidade,
capacidade de emulsificagdo, e formagéo de gel'.

As principais caracteristicas do recobrimento em leito
de jorro € o movimento ciclico do material produzindo uma rapida
mistura axial das particulas no leito e um eficiente contato gés-
particula o que proporciona altas taxas de transferéncia de calor
e massa, caracteristica fundamental do leito de jorro®!.

Como sub-produtos da agroindustria da regido Sul do
estado, o sangue bovino e o Farelo de Arroz Desengordurado
se observados separadamente, se apresentam com limitagdes
tecnoldgicas ou nutricionais para sua utilizagdo em produtos
alimenticios!!. Por outro lado, se mostram excelentes para a
formulag@o de uma rag@o animal com alto teor protéico , e alta
qualidade protéica em termos de aminoacidos''?. Assim, o
trabalho teve por objetivo promover o enriquecimento protéico
do Farelo de Arroz Desengordurado (FAD) pelo recobrimento e
adsor¢do de sangue bovino, em leito de jorro utilizando a
metodologia do planejamento experimental fatorial.

MATERIAL E METODOS

Matéria-Prima
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As matérias primas utilizadas foram Farelo de Arroz
Desengordurado (FAD) na forma de Pellets, e sangue bovino,
coletados diretamente da linha de produ¢o, em empresas dos
municipios de Pelotas-RS (Irgovel S/A) e Capao do Ledo-RS
(Frigorifico Extremo Sul S/A).

EQUIPAMENTO PARA O ENRIQUECIMENTO
PROTEICO

O equipamento utilizado para a realizacdo dos
experimentos foi composto de um soprador radial, de 7,5 HP,
sistema de aquecimento de ar (resistores quartzo de 2400 W)
com controle termostatizado, valvulas globo para o controle da
vazao do ar, célula de enriquecimento protéico , ciclone Lapple
para a coleta de finos e sistema de aspersao de sangue na célula,
com duplo fluido, composto por uma bomba peristaltica e
compressor de ar comprimido com regulador de pressdo. Para a
caracterizacdo do ar de secagem, foram utilizados termoémetros
de bulbo umido e bulbo seco, inseridos na tubulagdo de
insuflamento de ar .

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento do sistema de enriquecimento
protéico, inicialmente foi feita a determinagao da altura do leito
(carga de Pellets de FAD), para tal foi necessario o
dimensionamento da célula de secagem. A partir da mesma,
determinou-se a carga de produto, através do estabelecimento
do regime de jorro estavel, até a condicdo de maximo
insuflamento de ar.

A determinagio da fluidodinamica do leito de jorro €
necessaria, para a verificacdo do comportamento das particulas
no processo, pois este sistema, utilizado amplamente como
secador, apresenta as melhores taxas de troca de energia e massa,
para uma situago de jorro estavel’, verificada pela determinagio
da curva fluidodindmica. Para a caracterizacdo do processo,
obteve-se uma curva fluidodinamica do leito, através da operacdo
do equipamento em condi¢des de trabalho (Pellets de FAD na
célula, temperatura de secagem: 60 e 80°C), tendo sido o sistema
colocado em condi¢des de operagdo, com a carga de pellets
estipulada, e determinando-se varios pontos de leitura para a
perda de carga na célula e na placa de orificio (mandmetros em
“U”), conforme o fluido de secagem (ar) escoava pela tubulagao.
Os pontos foram obtidos mediante a abertura gradual das
valvulas de controle de ar, com vazdes crescentes e decrescentes
(valvula de entrada e valvula de alivio). Os pontos foram tomados
desde a leitura minima possivel (variagdo perceptivel), até o
momento em que o jorro tornou-se pneumatico, sendo
determinadas as vazdes minima e maxima de jorro estavel.

Para o estudo das condi¢des de enriquecimento dos
Pellets de FAD foram determinados os fatores de variagdo, assim
como a faixa de operagao destes fatores, sendo eles: a temperatura
(60 290°C); ataxa de alimentagdo de sangue (600 = 800mL/h),
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e o grau de dilui¢do da corrente de sangue (1/1 = 2/1). Estes
parametros foram estabelecidos pela adaptagdo do equipamento,
e da matéria prima para as melhores condicdes de recobrimento,
através de varios testes preliminares, e valores de bibliografia.
Trabalhos anteriores®!° realizados no laboratério permitiram a
escolha destes fatores e sua faixa de variacao.

Também foram determinadas caracteristicas fisico-
quimicas para as amostras das matérias primas e do produto
final, de acordo com os métodos padronizados para cada analise.

DETERMINACAO DA PROTEINA E
RENDIMENTO NO PRODUTO FINAL

A proteina bruta das amostras enriquecidas foi
determinada segundo o método Macro Kjeldahl n® 979.09 da
A.O.A.C, sendo todas as andlises realizadas no proprio
laboratério de desenvolvimento do trabalho'.

Para a determinacdo do rendimento, considerou-se a
massa total envolvida no processo como base, e buscou-se
como valor tedrico final para os Pellets enriquecidos, um teor
de proteina bruta de 25%, de acordo com as caracteristicas de
um produto base para a composicdo de uma ra¢do animal. Foi
realizado um balango de massa e proteina, envolvendo o farelo
de arroz desengordurado in natura, e o sangue bovino, sendo
considerados seus valores iniciais de proteina bruta,
individualmente. Para o célculo, determinou-se a igualdade entre
os componentes de entrada e o produto de saida, considerando-
se amassa e o teor de proteina (em base seca, pois os valores de
umidade inicial dos pellets e do produto final foram considerados
indiferentes), ma.pa + ms.ps = mf.pf, onde: ma ¢ a massa de
pellets, ms é amassa de sangue e mf ¢ a massa final, assim como
pa ¢é o teor protéico dos pellets, ps é o teor protéico do sangue
e pf'é o teor protéico do produto final. Como valores conhecidos
teve-se: massa de pellets, teor de proteina dos pellets, teor de
proteina do sangue, massa de produto final (ms+ma), e proteina
do produto final.

Assim, pdde-se através do valor determinado para a
proteina do produto final, em 25%, determinar a massa de sangue
teodrica necessaria para alcangar-se este valor . O rendimento do
processo foi determinado pela diferenca entre a massa total em
base seca, de pellets e sangue, e a massa de produto final obtido,
em valores percentuais. Esta diferenca ocorre pela perda no
processo de leito de jorro (arraste pelo insuflamento de ar) e
aderéncia do material na célula de secagem

METODOLOGIA ESTATISTICA

Para analisar o enriquecimento protéico do FAD com
sangue bovino, utilizou-se um planejamento experimental fatorial
completo (2°) trés fatores (dilui¢do-sangue/agua, vazido de
alimentagdo de sangue e temperatura), em dois niveis de variag@o,
com ponto central em tréplica, tendo-se como resposta a proteina
bruta e o rendimento. Na matriz de planejamento experimental,

os valores das variaveis sao representados na forma codificada,
sendo os fatores e os respectivos niveis apresentados na Tabela
1.

Tabela 1. Variaveis e niveis utilizados no planejamento
experimental completo (23).

Niveis
Fatores -1  PontoCentral +1
Diluicdo —sangue/agua 1/1 1,5/1 2/1
Vazio de alimentacido ~ 600mL/h  700mL/h  800mL/h
Temperatura 70°C 80°C 90°C

A matriz de planejamento experimental foi montada
conforme a Tabela 2, apresentada nos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

DETERMINACAO DA FLUIDODINAMICA E
CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA

A caracterizagdo fluidodinamica do processo foi realizada
pela obtencdo da curva caracteristica de perda de carga na célula
de secagem em fungdo do adimensional de velocidade na mesma.
Para obter-se os pontos da curva, foi feita a abertura gradual da
valvula de insuflamento de ar para a célula de enriquecimento
protéico, e foi feita entdo a leitura da perda de carga, no
manometro em U conectado a célula. A relagdo v/vm
(adimensional de velocidade — velocidade de operagio/
velocidade de jorro minimo) foi determinada pelo célculo da
velocidade na célula, em cada ponto adotado, através do valor
de vazao calculado pela equa¢do do medidor de orificio. As
Figuras 1 e 2 apresentam as curvas fluidodindmicas a 60 e 80°C
respectivamente.
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Figura 1. Curva Fluidodinamica a 60°C do leito de jorro com FAD
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Figura 2. Curva Fluidodinamica a 80°C do leito de jorro com FAD

Através das curvas, pode-se perceber pelo
comportamento do sistema de particulas, as regides onde o leito
de jorro se encontra estavel (em destaque nas figuras), sendo
determinada a relagdo de v/vm de trabalho, dentro desta faixa,
onde obtém-se as maiores taxas de troca de massa e energia,
obtendo-se maior eficiéncia.

A determinacdo das caracteristicas fisico quimicas das
matérias primas foi feita de acordo com os métodos da A.O.A.C.,
e dos métodos fisicos padronizados no laboratério de
engenharia quimica e alimentos da Furg. Todas as analises
foram feitas em tréplica, e a caracterizacdo fisica foi
desenvolvida utilizando-se trinta particulas (Pellef) de FAD.
As Tabela 2 e 3 apresentam os resultados das analises
desenvolvidas.

Tabela 2. Caracterizag¢do do Sangue Bovino

Determinacio Sangue Bovino
Massa Especifica 1,064 +0,03 g/cm’
Viscosidade 22,7cp
Proteina Bruta 16,44+0,12%
Cinzas 0,70+0,03 %
Umidade 82,25+0,2%

A caracterizagdo do sangue apresentou valores
adequados aos encontrados em bibliografia>*'¢, para a mesma
matéria prima.

Os valores encontrados na caracterizagido do pellet ,
quando comparados com trabalho anterior’, desenvolvido no
laboratério, e valores da empresa fornecedora da matéria prima,
mostraram-se equivalentes, com pequenas variagdes nas
propriedades fisicas, provavelmente devido a desgastes e
ajustes das maquinas extrusoras.
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Tabela 3. Caracterizagao do Pellet de FAD

Determinacio Pellet de FAD
Diametro da particula 9,98+0,31 mm
Esfericidade 0,87+0,04

1,49+0,23 g/cm?
1,39+0,28 g/cm?

Massa especifica do sélido
Massa especifica aparente

Massa especifica do leito 0,67+0,018 g/cm®
de particulas

Porosidade do leito de particulas 048
Porosidade das particulas 0,068
Proteina bruta 15,5+0,14 %
Cinzas 11,19+0,3 %
Umidade 9,58+0,22 %

ANALISE ESTATISTICA DE PROTEINA E
RENDIMENTO DO PRODUTO FINAL - PELLETS
DE FAD ENRIQUECIDOS COM SANGUE
BOVINO

Como respostas para o processo de enriquecimento
protéico de farelo de arroz desengordurado com sangue
bovino, sdo apresentados na Tabela 4 os valores obtidos
nas corridas experimentais do trabalho. A primeira coluna
apresenta o numero das corridas, a seguir apresenta-se 0s
niveis de variacdo e os valores das respostas.

PROTEINA DAS AMOSTRAS DE FAD
ENRIQUECIDO COM SANGUE BOVINO

Os valores da proteina foram avaliados no software
STATGRAPHICS PLUS 2.1 for Windows, através da analise de
variancia do planejamento fatorial completo utilizado, conforme
apresentado na Tabela 5. Pode-se observar que a diluigdo, a
vazao de alimentagdo e a temperatura apresentaram significancia
ao nivel de 95% (valores menores que 0,05). As interagdes entre
as variaveis de estudo ndo se mostraram significativas. A analise
ndo sofreu interferéncias das amostras utilizadas, pois ndo houve
influéncia dos blocos.

A Figura 3, mostra o grafico dos efeitos principais para
proteina. Observa-se que a vazdo de alimentagdo de sangue
influencia o teor de proteina positivamente, ou seja, as amostras
de FAD enriquecidas na maior vazdo, apresentaram um teor
protéico maior, porém, analisando-se os efeitos isoladamente,
a dilui¢do e a temperatura influenciaram a resposta de forma
inversa, isto €, as amostras de FAD enriquecidas na maior
dilui¢do e maior temperatura apresentaram baixo teor de proteina.

O cubo de resposta para a proteina do FAD enriquecido
com sangue bovino permite a visualizagdo da melhor regido de
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Tabela 4. Matriz de Planejamento Experimental Completo (2*), com ponto central, para as respostas de proteina bruta e rendimento.

N° Diluicao Vazio de Alimentacio Temperatura Proteina Rendimento
- sangue (ml/h) °C (%) (%)
1 I:1 600 70 21,57 81,60
2 1:2 600 70 23,71 79,94
3 1:1 800 70 22,79 82,16
4 1:2 800 70 24,56 82,71
5 1:1 600 90 20,55 77,16
6 1:2 600 90 23,86 76,05
7 1:1 800 90 21,25 78,83
8 1:2 800 90 23,69 78,27
I 1:1 600 70 22,09 80,49
2’ 1:2 600 70 23,47 81,05
3 1:1 800 70 22,95 81,60
4 1:2 800 70 23,85 81,60
5 1:1 600 90 19,60 79,38
6’ 1:2 600 90 22,76 80,49
7 1:1 800 90 21,54 81,05
8’ 1:2 800 90 23,76 77,72
PC 1:1,5 700 80 21,31 83,27
PC 1:1,5 700 80 21,29 77,16
PC 1:1,5 700 80 21,47 82,71

Tabela 5. Analise de variancia dos fatores para a proteina do FAD enriquecido com sangue bovino.

Quadrado médio Teste F Nivel de significancia
Diluig¢do:D 18,81 31,06 0,0001
Vazio:V 291 4,81 0,045
Temperatura:T 3,99 6,59 0,022
DV 0,44 0,74 0,40
DT 1,53 2,53 0,13
VT 0,0014 0,00 0,96
Blocos 0,18 0,30 0,59
R=0,875

trabalho (Figura 4). Observa-se através dos valores situados
nos vértices que as melhores condigdes, com maior teor de
proteina , encontram-se nos niveis de maior vazao, menor dilui¢ao
€ menor temperatura.

RENDIMENTO DAS AMOSTRAS DE FAD
ENRIQUECIDO COM SANGUE BOVINO

Foi realizada analise de variancia dos valores de
rendimento das amostras de FAD enriquecido com sangue
bovino através do software STATGRAPHICS PLUS 2.1 for
Windows, apresentada na Tabela 6.

Pode-se observar na Tabela 6, que apenas a variavel
temperatura e a interagdo entre a diluicdo e a temperatura se
mostraram significantes ao nivel de 95% (valores menores que
0,05) , sendo as outras interagdes e fatores principais nio

significantes neste mesmo nivel. A andlise ndo sofreu
interferéncias das amostras utilizadas, pois ndo houve
significancia dos blocos.

O grafico dos efeitos principais sobre o rendimento,
apresentado na Figura 5, mostra que a temperatura influencia a
resposta negativamente, ou seja, quando trabalha-se em
temperaturas mais altas, tem-se uma diminui¢ao do rendimento
em massa para o processo de enriquecimento protéico. A diluigdo
e a vazdo ndo apresentaram-se significantes sobre a resposta
no nivel estudado.

Através da figura 06 pode-se observar como a interagdo
entre a temperatura e a dilui¢do influenciou a resposta de
rendimento do FAD enriquecido com sangue bovino, no grafico
dos efeitos conjugados.

Observando-se os efeitos conjugados ou interagdes, na
Figura 6, nota-se que a unica interagao significante, dilui¢do e
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Figura 3. Grafico dos efeitos principais para a proteina do farelo de arroz
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Figura 4. Cubo de resposta para a proteina do farelo de arroz
desengordurado enriquecido com sangue bovino.

Tabela 6. Analise de variancia dos fatores para o rendimento do FAD enriquecido com sangue bovino.

Quadrado médio Teste F Nivel de significancia
Diluigdo:D 0,077 0,02 0,89
Vazio:V 931 2,17 0,16
Temperatura:T 33,95 7.90 0,013
DV 0,0000062 0,00 0,99
DT 19,69 4,58 0,048
VT 2,78 0,65 043
Blocos 5,04 1,17 0,29
R=0,735
. " melhor condi¢@o (maior valor de rendimento) obtida na maior
i 1 vazdo, maior dilui¢do e menor temperatura.
£ 82p 1 CONCLUSOES
o
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Figura 5. Grafico dos efeitos principais para o rendimento do FAD
enriquecido com sangue bovino.

temperatura, se comporta de modo que na menor temperatura,
com o aumento da diluigdo tem-se um aumento no rendimento,
€ na maior temperatura tem-se uma diminui¢do do rendimento
com o aumento da diluigdo.

Utilizando o cubo de resposta para o rendimento do FAD
enriquecido com sangue bovino (Figura 7) com a finalidade de
determinar a regidao de trabalho, observa-se que os valores
encontrados se mostraram todos proximos de 80%, sendo a
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compativeis com dados relatados em bibliografia da area.

Para a analise estatistica da resposta proteina bruta e
rendimento em massa para o Farelo de Arroz Desengordurado
enriquecido com sangue bovino, utilizou-se um planejamento
experimental completo (2°), com ponto central, com trés fatores:
a diluig¢do — sangue/agua (1/1 e 2/1), a vazdo de alimentagio de
sangue (600 e 800mL/h) e a temperatura (70°C e 90°). Sendo, os
fatores significantes na analise estatistica, ao nivel de 95%,
para a resposta proteina, e especificamente significantes a
temperatura e a interagio entre diluicdo e temperatura para a
resposta de rendimento em massa.

O maior valor obtido para a proteina bruta do Farelo
de Arroz Desengordurado enriquecido com sangue bovino foi
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Massaro, A. F.; Pinto, L. A. de A.. Proteinic improvement of deffated rice bran, with bovine blood, using the
spouted bed technique . Rev. Inst. Adolfo Lutz, 61(2):77-84,2002.

ABSTRACT. The objective of this work was to obtain the proteinic improvement of defatted rice bran by
the coating and adsorption of bovine blood, in spouted bed, obtaining a final product with proteinic
content of 25%, destined to animal food. The raw material was defatted rice bran and bovine blood. The
proteinic improvement process was devolved in a conic spouted bed, with temperated glass cell, and 22 cm
of diameter and capacity to 860 g of bran. The experiments were organized in a matrix using the methodology
of the complete factorial experimental design (2°) with three factors in two variation levels and a central
point: diluition —blood/water (1/1, 1,5/1,2/1),), feeding flow of the solution (600, 700 ¢ 800mL/h) e temperature
(70, 80 e 90°C), having like answers the protein and the efficiency . The best answers obtained in the
enriched final product with diluition —blood/water (1/1), feeding flow of the solution (800mL/h) e temperature

(70°C) were: protein (23,81%), efficiency (82,31%)

KEY WORDS. Proteinic improvement, Rice bran, Animal food.

encontrado na regido de maior vazio de alimentagéo de sangue
(800ml/h), menor diluigdo — sangue/agua (1/1) e menor
temperatura (70°C).

O maior valor obtido para o rendimento em massa do
Farelo de Arroz Desengordurado enriquecido com sangue
bovino foi encontrado na regido de maior vazio de alimentagéo
de sangue (800mL/h), maior diluicdo — sangue/agua (2/1) e
menor temperatura (70°C). Devido a proximidade dos valores
de rendimento encontrados na faixa de dilui¢do estudada,
pode-se optar por trabalhar com a menor dilui¢do (1/1),
sacrificando-se em 1,1% o rendimento, mas agregando-se 5,4%
em proteina ao valor do produto final. Desta forma tem-se
como a melhor faixa de trabalho as condigdes obtidas para
uma maior resposta em proteina, ou seja, 23,81% e um
rendimento de 82,31%.
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Correia, M.; Roncada, M.J. Padroniza¢do de método e quantificacdo de matérias estranhas e filamentos
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RESUMO. Com objetivos de padronizar procedimentos analiticos e avaliar a contaminag@o por matérias
estranhas e filamentos micelianos de fungos em doces de frutas em pasta industrializados (bananada,
goiabada e marmelada), foram colhidas 57 amostras dos doces citados em supermercados da cidade de Sao
Paulo. Os métodos utilizados para determinacdo dos parametros estudados mostraram-se adequados.
Quanto aos resultados das analises, 54,4% das amostras apresentaram matérias estranhas (principalmente
fragmentos de insetos); 80,7% continham filamentos micelianos pela contagem Howard e 31,6% estavam
positivas para hifas de Geotrichum. Considerando a legislag@o de alimentos em vigor, 83,0% das amostras
de doces em pasta estavam positivas em pelo menos uma das trés determinagdes, podendo concluir que
os produtos analisados apresentaram alto indice de contaminacao, tendo como principal fator a presenga
de filamentos micelianos.

PALAVRAS-CHAVE: Metodologia; doces em pasta; analise microscopica; matérias estranhas; filamentos

micelianos; fungos

INTRODUCAO

Os produtos alimenticios, principalmente de origem
vegetal, nem sempre estdo isentos de matérias estranhas como
fragmentos de insetos, insetos adultos e suas fases
intermediarias, acaros ¢ pélos de animais.

Os insetos e os acaros, além de depositarem suas
dejecdes sobre os alimentos, causando doengas por fungos,
bactérias, virus, protozoarios e helmintos®'>#, também podem
contaminar os produtos com microrganismos que se

encontram aderidos ao seu corpo e pernas'®!>4 Além disso,
os acaros podem desencadear processos alérgicos em
individuos susceptiveis, quando ingeridos com
alimentos®>!%1°,

Entre os insetos, as moscas exercem papel importante na
contaminagdo de alimentos e sdo potencialmente prejudiciais a
saude humana, por serem vetores passivos de patogenos
causadores de doengas transmitidas por alimentos, como
Shigella, Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter jejuni
e Vibrio cholera''.

! Secdo de Microscopia Alimentar, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP, Av.Dr. Arnaldo, 355, CEP.: 01246-902, e-mail: mcorreia@ial.sp.gov.br

® Faculdade de Satde Pablica da Universidade de So Paulo, Sdo Paulo, SP.
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Os insetos, ao atacarem o alimento, facilitam a entrada
de bactérias e fungos e de invasores secundarios, como outros
insetos e acaros. Roedores e passaros, como primeiro nivel de
consumidores, além de se alimentarem do produto, os
contaminam com excrementos, pélos e penas, propiciando o
aparecimento de consumidores de terceiro nivel, como outros
insetos e acaros micofagos. Também os excrementos dos
consumidores de primeiro nivel sdo utilizados como substrato
para o crescimento microbiano e como alimento para alguns
consumidores de segundo e terceiro niveis'.

As frutas mantidas em caixas ou outros espagos
confinados formam um microclima favoravel ao desenvolvimento
dos fungos que podem estar presentes na lesdo causada pela
colheita ou pelo manuseio inadequado. O extravasamento de
liquidos tissulares da fruta facilita a germinagéo de esporos e,
mesmo que os fungos ndo se desenvolvam o suficiente para
produzir a doenca na fruta, na industrializagdo, apds o
processamento, podem deteriorar o produto’®.

Apesar dos fungos serem inativados na etapa de
processamento térmico, durante a industrializagdo e, portanto,
com resultados negativos nas culturas microbioldgicas, suas
estruturas (hifas) permanecem no produto, freqiientemente de
forma fragmentada, indicando que foi utilizada matéria-prima
contaminada com esses organismos ou condi¢des inadequadas
de higiene durante o processamento!’.

Entre os fungos que podem contaminar os alimentos
encontra-se o Geotrichum candidum Link, presente no solo e
em frutas e hortalicas em decomposi¢do. No campo, seus
esporos e fragmentos de micélio sdo transportados pela mosca-
da-fruta que, assim, contamina vegetais sdos, causando, entre
outros, a podriddo acida em frutas citricas e tomates. Esse fungo
apresenta como caracteristica o desenvolvimento e aderéncia
do micélio a superficie de equipamentos e utensilios utilizados
no processamento dos vegetais, como madeira, metal, borracha
e a¢o inoxidavel; em contato com o alimento, esse micélio se
desprende, causando contaminag¢do do produto final’.

Segundo a legisla¢do de alimentos em vigor®, em relagéo
aos parametros microscdopicos, os doces em pasta ndo podem
apresentar sujidades, partes de insetos, fungos, detritos
organicos ou substancias que indiquem a utilizacdo de
ingredientes em condic¢des insatisfatdrias ou tecnologia de
processamento inadequada.

Como a “Association of Official Analytical Chemists
International” (AOAC International)! estabelece métodos para
a determinag@o de matérias estranhas em geléias e gelatinas
mas ndo para doces de fruta em pasta, e métodos para contagem
Howard em néctar, puré, geléia e doce em pasta de diversas
frutas mas ndo para banana e marmelo, o presente trabalho foi
desenvolvido com objetivo de padronizar procedimentos
analiticos para matérias estranhas e filamentos micelianos em
bananada, goiabada e marmelada e de verificar o nivel de
contaminagdo desses doces industrializados e comercializados
em supermercados da Cidade de Sdo Paulo, quanto aos dois
parametros citados.
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MATERIAL E METODOS

1. Amostragem

Para a padroniza¢ido do método Howard para contagem
de filamentos micelianos em doces de frutas em pasta foram
colhidas, em supermercados da cidade de Sao Paulo, 12
amostras-teste, sendo 4 de bananada, 4 de goiabada e 4 de
marmelada, além de 4 amostras-teste de cada tipo de geléia das
frutas que apresentam diluicdo padronizada na metodologia da
AOAC (goiaba, amora, framboesa e morango).

Para verificar as condigdes higiénicas dos doces em pasta
industrializados, foram realizadas 3 colheitas de amostras de
mesma marca ¢ com numeros de lote/datas de fabricac¢do e/ou
validade diferentes em cada colheita, de todas as marcas
comercializadas nos principais supermercados da cidade de Sao
Paulo, no periodo de abril/1998 a janeiro/1999. Como o nimero
de industrias fabricantes foi diferente para cada tipo de doce,
das 57 amostras colhidas, 6 foram de bananada, 36 de goiabada
e 15 de marmelada (respectivamente, 2, 12 e 5 marcas).

2. Métodos

Matérias estranhas

O método 16.10.06/950.89a da AOAC! para determinagéo
de matérias estranhas (sujidades) em geléias de frutas, foi
utilizado para a analise das amostras de doces de frutas em
pasta, com a seguinte adaptacdo de metodologia: pesar 100 g de
amostra em frasco armadilha, adicionar 200 mL de 4gua filtrada a
50°C e aquecer em banho-maria até dispersao do material (Figura
1).

As matérias estranhas extraidas e retidas no papel de
filtro foram identificadas e quantificadas ao microscdpio
estereoscdpico, com aumento de 30 vezes.

Contagem Howard

No método 16.18.05/982.33AdB (AOAC)! para contagem
Howard de filamentos micelianos em produtos de frutas, o
sedimento obtido na etapa de centrifugacdo deve ser diluido
com solu¢do a 0,5% de carboximetilcelulose. Como o método
ndo estabelece a diluicdo que deve ser usada para produtos de
banana e de marmelo, foi adotado como parametro o teor de
solidos soluveis da amostra ou grau Brix (°Brix), medido em
refratdmetro, baseando-se nos valores de °Brix obtidos apds as
dilui¢oes dos sedimentos resultantes de frutas descritas no
método, ou seja: goiaba (1+3); amora, framboesa e morango
(146), para o que foram utilizadas amostras de geléias.

Foram testadas diferentes dilui¢des com solucdo a 5%
de carboximetilcelulose do sedimento das amostras de
bananada, goiabada e marmelada, para a obtengdo de valores
de °Brix em intervalo semelhante aquele das frutas padronizadas
no método citado. Também foi padronizada a aliquota da amostra,
utilizando-se 50 g.

O preparo das laminas e a contagem foram realizados
segundo o0 método 16.17.01/984.29ABC da AOAC!. Para cada
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Determinac¢io de matérias estranhas

Retirar pedagos de diferentes partes da amostra e pesar 100 g em frasco armadilha de 1000 mL. Adicionar 200 mL de
agua filtrada a 50°C e aquecer, em banho-maria, até dispersar a amostra, mexendo com a haste do frasco. Adicionar
10 mL de HCI, mexer, suspender a haste e prendé-la. Ferver o material em chapa aquecedora durante Smin. Esfriar até
a temperatura ambiente. Adicionar 25 mL de heptano e agitar em agitador magnético, durante 5 min. Completar o
volume do frasco com 4gua filtrada e mexer, com a haste, em intervalos de 5 min, durante 20 min. Deixar em repouso
10 min. Extrair em béquer de 400 mL, lavar o gargalo e a haste do frasco com agua filtrada e coletar no mesmo béquer.
Filtrar a vacuo o material do béquer, sobre papel de filtro riscado.

Contagem Howard para filamentos micelianos

Retirar pedagos de diferentes partes da amostra e pesar 50 g, em béquer de 400 mL. Adicionar 150 g de agua filtrada
e mexer com espatula para dispersar a amostra. Misturar bem o material do béquer ¢ transferir 40 mL para tubo
conico de centrifuga graduado, de 50 mL. Centrifugar a 2.200 rpm por 10 min. Deixar a centrifuga parar
espontaneamente e retirar os tubos. Decantar o sobrenadante sem mexer o sedimento. Ler o volume do sedimento
¢ diluir com solugio de carboximetilcelulose na proporgdo 1+4 (v/v).

Contagem de filamentos micelianos de Geotrichum

Misturar bem o material do béquer, transferir 40 mL para tubo conico de centrifuga graduado, de 50 mL, adicionar 10
gotas de solugdo de cristal violeta e misturar bem. Imediatamente apos a parada da centrifuga, retirar os tubos,
decantar o sobrenadante e ler o volume do sedimento. Diluir o sedimento na propor¢dol+3 (v/v) com solugdo de

carboximetilcelulose.

Figura 1. Métodos empregados na analise de doces de frutas em pasta

duplicata foram contados 75 campos (3 montagens com 25

campos cada uma) e o numero de filamentos micelianos foi

calculado por:

N= n°de campos positivos x 100
75

onde: N = percentual de campos positivos para filamentos
micelianos

Nas analises das 57 amostras comerciais para avaliar a
contaminagdo por filamentos micelianos foi utilizada a dilui¢o
1+4 proposta neste estudo (Figura 1).

Contagem de Geotrichum

As amostras de doces de frutas em pasta foram
preparadas segundo o procedimento 16.19.13/982.34AdB
(AOACQ)', em duplicata, com 50 g cada (Figura 1). O preparo das
laminas, a contagem e o calculo do numero de filamentos
micelianos de Geotrichum foi realizado segundo o método
16.19.09/984.30ABC (AOAC)".

Para cada amostra, em duplicata, foram preparadas 2
laminas e a contagem dos filamentos micelianos foi realizada em
microscopio estereoscopico, com luz transmitida, e aumento de
30 a 45 vezes. Somente foram contadas as hifas com 3 ou mais
ramifica¢des caracteristicas de Geotrichum (hifas com
ramificagdes regulares e em 45°, aparentando uma pena)'.

O numero de filamentos foi calculado pela seguinte
formula:

N=Sx100

onde:
N = namero de filamentos micelianos/100 mL de preparagao
S = total dos filamentos micelianos contados nas 2 laminas

Para as trés determinagdes, os resultados foram expressos
como a média aritmética dos valores encontrados nas duplicatas.

As analises foram realizadas na Secdo de Microscopia
Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo/SP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Matérias estranhas

O método de determinaco de matérias estranhas em geléias
de frutas mostrou-se adequado para os doces de frutas em pasta,
com introduc@o da etapa de dispersao a quente da amostra, resultando
em uma extragdo das matérias estranhas com poucos elementos
histolégicos dos vegetais, que nao interferiram na identificagdo e
contagem das matérias estranhas presentes nos papéis de filtro.

Apresentaram matérias estranhas 31 amostras (54,4%),
sendo 1 (16,7%) de bananada, 27 (75,0%) de goiabada ¢ 3 (20,0%)
de marmelada.
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Tabela 1. Numero e percentual de amostras de doces de frutas em pasta, por tipos de matérias estranhas

Matérias estranhas

Amostras de doces de frutas em pasta

Tipos Intervalos Bananada Goiabada Marmelada
Ne % Ne % Ne %

Inseto 1-5 0 0,0 1 2.8 0 0,0
Larva 1-5 0 0,0 4 11,1 0 0,0
Exuvia 1-5 0 0,0 5 139 1 2.8
Ovo 1-5 0 0,0 9 25,0 0 0,0
Fragmento 1-5 0 0,0 19 52,8 1 2.8
de inseto 6-10 0 0,0 3 83 1 28

11-20 0 0,0 1 2.8 0 0,0
Acaro 1-5 1 28 8 22 1 28
Pélo de roedor 1-5 0 0,0 1 2.8 0 0,0
Total 6 36 15
Tabela 2. Dilui¢do e °Brix das amostras-teste de doces de frutas em pasta e geléias.

Tipos de doces N° de amostras Dilui¢do °Brix *
Goiabada 4 1+4 40
Bananada 4 1+4 38

Marmelada 4 1+4 37
Geléia de amora 4 1+6 33
Geléia de framboesa 4 1+6 33
Geléia de goiaba 4 1+3 40
Geléia de morango 4 1+6 34

*Média dos valores obtidos das 4 amostras-teste

Fragmentos de insetos e acaros foram os contaminantes
encontrados em maior percentual de amostras, enquanto pélo
de roedor foi isolado de 1 amostra de goiabada (Tabela 1). Uma
amostra (goiabada) apresentou simultaneamente 4 dos 7 tipos
de matérias estranhas isolados.

Os acaros isolados das amostras de bananada e de
marmelada foram identificados como pertencentes a Ordem
Acariforme: Familia Oribatidae; na goiabada, além destes, foram
identificados acaros da Ordem Parasitiforme: Familia Ascidae.

Contagem Howard para filamentos micelianos

Na Tabela 2 sao apresentados os resultados dos ensaios
para padronizac@o da dilui¢do das amostras-teste de doces de
frutas em pasta (representam a média dos valores obtidos nas 4
amostras-teste de cada tipo de doce de fruta em pasta) ¢ das
geléias utilizadas como padrao.

Como as amostras-teste de geléias de amora, framboesa,
goiaba e morango, apds a dilui¢do do sedimento, apresentaram
valores de °Brix entre 3,3 € 4,0, adotou-se esse intervalo de °Brix
a ser usado para as amostras de bananada, goiabada e
marmelada. Assim, empregando-se dilui¢ao 1+4 para os doces
em pasta, resultaram valores de °Brix entre 3,7 ¢ 4,0 ¢, portanto,
em intervalo semelhante aquele obtido para as amostras-teste
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de geléias.

A distribuigdo dos percentuais de filamentos micelianos
dos trés tipos de doces de frutas em pasta (Tabela 3), mostraram
existir uma maior contaminag¢o nas goiabadas, com 100% das
amostras apresentando fungos (valor minimo 9,0% e maximo
96,0% de campos positivos). Para marmelada, 53,3%
apresentaram hifas de fungos com maximo de 35,0% de campos
positivos. Em relagdo as bananadas, foi obtido o maior percentual
(66,6%) de amostras isentas de filamentos de fungos e, nos
positivos, o valor maximo de 12,0% de campos.

Resultados semelhantes foram obtidos por outros
autores® que, embora tenham utilizado dilui¢do da amostra
diferente da adotada neste estudo, encontraram amostras de
goiabada contendo até 100% de campos positivos para
filamentos micelianos ¢ de marmelada com até 30% de campos
positivos.

Contagem de Geotrichum

Assim como verificado nas analises de matérias estranhas
e de contagem Howard, as goiabadas apresentaram os maiores
percentuais de contaminagdo (Tabela 4), com 41,7% das
amostras contendo hifas de Geotrichum, com valor maximo de
2.300 filamentos/100 mL de preparacéo, sugerindo uma precaria
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Tabela 3. Numeros e percentuais de amostras por tipos de doces de frutas em pasta, quanto a contagem Howard para filamentos

micelianos.
Percentualde Bananada Goiabada Marmelada
campospositivos N° % N° % N° %

0 4 66,6 0 0,0 7 46,1

1—10 1 16,7 1 2.8 5 333
1120 1 16,7 2 55 0 0,0
21—30 0 0,0 4 11,1 2 133
31—40 0 0,0 3 84 1 6,7
41—50 0 0,0 4 11,1 0 0,0
51—60 0 0,0 2 55 0 0,0
61—70 0 0,0 7 194 0 0,0
71—80 0 0,0 6 16,7 0 0,0
81—90 0 0,0 4 11,1 0 0,0
91—100 0 0,0 3 84 0 0,0

Total 6 100,0 36 100,0 15 100,0

Tabela 4. Numeros e percentuais de amostras por tipos de doces de frutas em pasta, quanto a contagem de filamentos micelianos

de Geotrichum.

N° de filamentos Bananada Goiabada Marmelada

micelianos N° % N° % Ne %

0 6 100,0 21 583 12 80,0
1—500 0 0,0 0 0,0 0 0,0
501—1000 0 0,0 5 139 2 133
1001—1500 0 0,0 5 139 1 6,7
1501—2000 0 0,0 3 83 0 0,0
2001—2500 0 0,0 2 5,6 0 0,0

Total 6 100,0 36 100,0 15 100,0

selecao das frutas “in natura” ou utilizagdo de matéria-prima em
condig¢des higiénicas insatisfatorias. Em nenhuma amostra de
bananada foi encontrada hifa desse fungo.

Contagens de até 30.000 filamentos de Geotrichum em
amostras de marmeladas, 60.000 em bananadas e 80.000 em
goiabadas foram obtidas por outro autor?!, em estudo realizado
com esses doces, de marcas comercializadas em Sio Paulo,
concluindo que a utilizacdo de procedimentos de boas praticas
de fabricagdo como, por exemplo, rigorosa inspegdo de
equipamentos e utensilios utilizados na elaboragio desses doces
evitaria ou, pelo menos, diminuiria a contaminacao.

CONCLUSOES

* A adaptagdo do método para determinacgdo de
matérias estranhas em doces de frutas em pasta foi
adequada.

* A padronizagdo da dilui¢do da amostra para o método
Howard nos produtos cujas frutas ndo tinham

diluicdo estabelecida (banana e marmelo), permitiu a
contagem de filamentos de fungos em doces em pasta
dessas frutas.

Dos trés tipos de doces de frutas em pasta analisados,
a goiabada foi o que apresentou maior nimero de
amostras contaminadas, percentuais mais altos de
contaminacdo ¢ maior diversidade de matérias
estranhas (4 tipos).

Os doces de frutas em pasta apresentaram como
principal contaminante os filamentos de fungos,
determinado pelo método Howard, seguido pelas
matérias estranhas, em percentual significativo de
amostras (principalmente fragmentos de insetos).

O percentual de amostras de doces de frutas em pasta
com resultados positivos em pelo menos uma das
trés determinagdes (matérias estranhas, contagem
Howard e contagem de Geotrichum) foi de 83%, indice
que pode ser considerado alto e tendo como principal
fator a presenga de filamentos micelianos.
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Correia, M.; Roncada, M.J. Standardization of method and quantification of the extraneous materials and
mycelial of molds. I. Fruit pastes in sweets. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 61(2):85-90, 2002

ABSTRACT. In order to standardize analytical procedures and to evaluate the contamination for extraneous
materials and mycelial of molds in industrialized fruits pastes in sweets (banana sweet paste, guava sweet
paste and quince sweet paste), 57 samples of such sweet products were gathered in supermarkets from
Sao Paulo city, Brazil. The methods used for determination of the cited parameters revealed adequate. In
relation to the results of the analyses, 54.4% of the samples presented extraneous materials (mainly insects
fragments); 80,7% contained mycelial fragments for the Howard mold counting and 31.6% were positive
for mycelial fragments of Geotrichum mold. Considering the food legislation in force, 83.0% of the fruit
pastes in sweets were positive in at least one of the three determination, we can conclude that the analyzed
products presented high index of contamination, having as main factor the presence of mycelial fragments.

KEY WORDS: Metodology; fruit pastes; microscopic analysis; extraneous materials; mycelial fragments;

molds

REFERENCIAS

. AOAC. Official methods of analysis of AOAC International.

17" ed. Gaithersburg, U.S.A. Cap. 16. (1 CD-ROM), 2000.

. Blanco, C. et al. Anaphylaxis after ingestion of wheat flour

contaminated with mites. J. Allergy Clinical Immunology, 99:
308-313, 1997.

. Brasil, 1978. Resolu¢do Normativa n° 09, de outubro de 1978. Atualiza

a Resolugdo n° 52/77 da CNNPA. Diario Oficial da Repiblica
Federativa do Brasil, Brasilia, DF, p. 19.825-7, 11 dez. Secdo I, pt.
1.

. Fehlhaber, K.; Janetschke, P. Higiene veterinaria de los alimentos.

Zaragoza: Acribia; 1992, p. 57-83.

. Gorhan, J. R. Filth in foods: implications for health. In: Gorhan, J.R.,

editor. Principles of food analysis for filth, decomposition and
foreign matter, 3™ ed. Washington (DC): FDA; 1993. p. 27-32.
(FDA Technical Bulletin n° 1).

. Gorhan, J. R. The significance for human health of insects in food.

Annual Review Entomology., 24: 209-24, 1979.

. Jay, J. M.. Microbiologia moderna de los alimentos. 3° ed.

Zaragoza: Acribia; 1994, 221-233.

. Larkin, E. P. Food contaminants - viruses. Journal of Food

Protection, 44: 320-25, 1981

. Matsumoto, T. et al. Systemic anaphylaxis after eating storage-mite-

contaminated food. Internationat Archivies Allergy Immunology,
109: 197-200, 1996.

.Olsen, A. R. Regulatory action criteria for filth and other extraneous

materials. II. Alergenic mites: an emerging food safety issue.
Regulatory Toxicology Pharmacology, 28: 190-198, 1998a.

.Olsen, A. R. Regulatory action criteria for filth and other extraneous

materials. III. Review of flies and foodborne enteric disease.
Regulatory Toxicology Pharmacology, 28: 199-211, 1998b.

12.

13.

17.

18.

19.

20.

2

—_

Sanchez-Borges, M. Mite-contaminated food as a cause of anaphylaxis.
J. Allergy Clinical Immunology, 99: 738-743, 1997.

Schuller, L. As moscas domésticas e sua importancia na transmissdo de
intoxicacdes e infecgdes alimentares. Higiene Alimentar, 14: 28-
38, 2000.

.Sinha, R. N. Storage ecosystems. In: Gorhan, J.R., editor. Ecology

and management of food-industry pests. Ed. Arlington: AOAC;
1991. p. 17-30. (FDA Technical Bulletin n° 4).

.Stasny, J. T.; Albright, F..R.; Graham, R. Identification of foreign

matter in foods. Scanning Electron Microscopy, 3:599-610, 1981.

. Taylor, R. B. Introduccion al procesado de las frutas. In: Artley, D.;

Ashurst, P. R, editor. Procesado de frutas. Zaragoza: Acribia; 1997,
p. 1-19.

Yokoya, F. Método Howard para contagem de fungos em produtos
industrializados. Campinas: UNICAMP. 1993, 12 p.

Vasquez, A. W. Recognition of insect fragments. In: Gorhan, J. R,
editor. Training manual for analytical entomology in the food
industry. Washington (DC): FDA; 1977. p. 48-52. (FDA Technical
Bulletin 2).,

Vasquez, A. W. Hair structure and identification. 1977b. In: Gorhan, J.
R, editor. Training manual for analytical entomology in the
food industry. Washington (DC): FDA; 1977. p. 70-5. (FDA
Technical Bulletin 2).

Zamboni, C. Q.; Alves, H. I.; Santos, M.C. Contagem de filamentos
micelianos em doces em pasta de goiaba, marmelo, péssego e figo,
pelo método de Howard. Rev Inst. Adolfo Lutz, 41: 31-55, 1981.

.Zamboni, C. Q. Utiliza¢do do fungo Geotrichum candidum no

controle da industrializacio de produtos de frutas. Dissertacdo
de Mestrado, Sdo Paulo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sdao Paulo. 1986, 176 p.

Recebido em 23/09/2002 ; Aprovado em 05/12/2002



Rev. Inst. Adolfo Lutz,
61(2):91-96, 2002 ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Estratégias para a identificacio de espécies do complexo
Mycobacterium fortuitum.

Strategies for identification of the Mycobacterium fortuitum
complex species

Roberta M. BLANCO!

Vénia T. G INUMARU!

Maria Conceigdo MARTINS!*
Carmen M.S. GIAMPAGLIA'!
Suely Y.M. UEKT

Erica CHIMARA!'

JaliaT.U. YOSHIDA!

Maria Alice S. TELLES!

RIALA6/923

Blanco, R. M. etal. Estratégias para a identificacdo de espécies do complexo Mycobacterium fortuitum.
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 61(2):91-96,2002

RESUMO. As micobactérias de crescimento rdapido anteriormente classificadas como complexo
Mycobacterium fortuitum foram recentemente designadas M. fortuitum, M. peregrinum, M chelonae e M.
abscessus. A identificagdo dessas micobactérias ¢ importante para estabelecer a terapéutica adequada,
visto que possuem diferentes padrdes de resisténcia as drogas. Dentre 3.441 culturas de micobactérias
recebidas em 1999 no Setor de micobactérias do Instituto Adolfo Lutz, foram selecionadas 13 cepas,
classificadas como complexo M. fortuitum. O estudo incluiu o isolamento das coldnias para certificar-se da
pureza das culturas, a adi¢do de testes com carboidratos e citrato de sodio que separam as quatro espécies
citadas e o uso da técnica de PCR restriction analysis do gene 4sp65 (PRA) para elucidagio de resultados
duvidosos dos testes fenotipicos. Na andlise das 13 culturas, observou-se que oito apresentaram dois
tipos de colonias (lisa e rugosa) e as cinco restantes apenas um tipo. As identificacdes feitas com a técnica
de PRA e com os testes fenotipicos foram concordantes na maioria das cepas. Os resultados desse estudo
sugerem que a identificagdo de micobactérias devido a sua complexidade deva ser centralizada em laboratérios
de referéncia e implementada com testes especificos para cada espécie, que possibilitem a elucidagio
rapida do diagnostico.

PALAVRAS-CHAVE. Mycobacterium fortuitum, Identificagio fenotipica, PCR.

" Instituto Adolfo Lutz — Sio Paulo
* Endereco para correspondéncia — Setor de Micobactérias/Se¢do de Bacteriologia,
Av. Dr Arnaldo n° 351- 9° andar, Cerqueira César, cep 01246-902, Sao Paulo-SP, Brasil.
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INTRODUCAO

As infec¢des causadas por micobactérias de crescimento
rapido geralmente estdo associadas as espécies anteriormente
designadas complexo M. fortuitum, que incluiam M. fortuitum,
subespécies M. fortuitum e M. peregrinum e M. chelonae
subespécies M. chelonae e M. abcessus®. Essa designagio foi
usada até meados da década de 1980, pela maioria dos laboratérios
clinicos para informar o resultado das culturas. Em 1981, Silcox et
al.’? descreveram provas para a identificacdo das espécies M.
fortuitum e M.chelonae incluindo as subespécies, pois
observaram que nos Estados Unidos um niimero elevado dessas
micobactérias estava sendo notificado ao Center for Disease
Control and Prevention. Em 1992, Kusunoki e Ezaki® propuseram
que M. peregrinum e M. abscessus fossem nomeadas novas
espécies por possuirem caracteristicas individuais que as
diferenciavam de M. fortuitum e M. chelonae. Na nomenclatura
bacteriana atual constam as espécies M. fortuitum, M. peregrinum,
M chelonae e M. abscessus *, definidas com base em testes
genotipicos que permitem a caracterizagdo precisa do
microrganismo®>!%13, A identificagfio das espécies ¢ importante
para a conduta terapéutica adequada, pois cepas isoladas de casos
relacionados com doenga apresentam diferengas no padrdo de
susceptibilidade as drogas*!>!".

Essas micobactérias sdo ambientais mas patdogenos
oportunistas*!%, ¢ comum a sua presen¢a no solo, na agua
(rios, lagos e dgua tratada) e portanto podem ser contaminantes
de equipamentos médicos, broncoscdpicos, solucdes para
assepsia e materiais usados em cirurgia”!''®,

As doengas causadas por essas espécies incluem as
formas pulmonares, disseminadas, endocardite, feridas cirargicas
e traumaticas, doencas de pele ¢ de tecidos*!¢.

No Brasil, um relato de caso de ceratite por M. chelonae
apos cirurgia para corregdo de miopial!l, um resumo sobre
infeccdes cutaneas por M. abscessus e M. fortuitum apds
aplicagdes em mesoterapia ou cirurgia plastica’ e um artigo de
LEAQ’ sobre o risco crescente de infecgdes por essas espécies
de micobactérias, em pacientes submetidos a procedimentos
médicos invasivos, indicam a necessidade de respaldo
laboratorial para o diagndstico desses casos.

No Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz (IAL)
Sao Paulo, os testes fenotipicos usados até a presente data
identificavam M. fortuitum e M. chelonae e quando ndo era possivel
adefinigao dessas espécie, informava-se como complexo M. fortuitum.

O objetivo deste estudo foi reavaliar as cepas de 1.999
classificadas como complexo M. fortuitum, identificar as
espécies acima citadas adicionando novos testes fenotipicos e
usar a técnica de PCR restriction analysis do gene Asp65 (PRA)
para elucidacdio de resultados duvidosos.

MATERIAL E METODOS

Dentre 3.441 culturas de micobactérias recebidas em 1999
no Setor de Micobactérias do IAL foram identificadas 32 M.
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fortuitum, 23 M. chelonae e 13 classificadas como complexo M.
fortuitum que foram selecionadas para estudo. Para a
identificagdo foram usadas 25 provas fenotipicas citadas na
literatura internacional >&1415 O M. fortuitum é nitrato positivo,
ofloxacina negativo e galactosidade negativo e o M. chelonae é
nitrato negativo, ofloxacina positivo e galactosidase positivo.
As cepas classificadas como complexo M. fortuitum tinham o
perfil variavel com referéncia a essas provas nao sendo possivel
a definicdo da espécie.
As culturas conservadas em meio Lowenstein

Jensen (LJ) foram repicadas no mesmo meio e apos o crescimento
ressuspendidas em agua destilada estéril na turvacdo da escala
1 de MacFarland e diluidas 1/1000. Foi feita a semeadura com
alca, em placas com meio Middlebrook 7H11 para isolar as
colonias e certificar-se da pureza das culturas que foram
observadas com o auxilio de um estereoscopio para anotacdo
das suas caracteristicas. Em meio sélido as colonias dessas
espécies podem ser lisas ou rugosas, algumas apresentando
caracteristicas bem definidas *>'°. Os diferentes tipos de colénia
foram submetidos aos testes fenotipicos que constam na tabela
1. Os meios com agucares (manitol, frutose e succinato) e citrato
de s6dio foram usados nesse estudo para auxiliar na
diferenciagio das quatro espécies 81415,

As culturas com resultados discordantes nos testes com
carboidratos e citrato de sodio foram submetidas a técnica de
PCR-restriction enzyme analysis do gene hsp65 (PRA) %13,

RESULTADOS

Na analise das 13 culturas observou-se oito com dois
tipos de coldnia (lisa e rugosa) e cinco com apenas um tipo. As
culturas com dois tipos (16 isolamentos) foram identificadas
com os testes fenotipicos como M. fortuitum (trés) e M.
peregrinum (cinco). As cinco culturas com um tipo de coldnia
foram identificadas como: duas M. peregrinum (rugosa), uma
M. fortuitum (lisa), uma M. chelonae (lisa) e uma micobactéria
de crescimento lento acromdgena (lisa).

Alguns testes fenotipicos mais indicados para a
identificacdo dessas espécies constam da tabela 1. Nesta
observa-se os resultados esperados para cada espécie, os das
culturas originais classificadas como complexo M. fortuitum
(conforme registro do Setor) e os obtidos nos repiques apos
separagdo das colonias. Ocorreu mudanga no resultado de uma
ou mais provas em relacdo aos resultados da cultura original,
apenas a cepa trés e respectivo repique apresentaram o mesmo
perfil. O teste que apresentou maior varia¢do foi NaCl 5% e os
menos variaveis foram Acido picrico e Ofloxacina. Dentre os
repiques das cepas com dois tipos de colonia, observou-se em
cada tipo de coldnia variagdo de resultados em trés testes,
repique 4 (NaCl 5% e Arilsulfatase) e repique 5 (Acido picrico).

Nas provas com carboidratos e citrato de sddio
observou-se variagdo de resultados nos dois repiques das cepas
3,4 e 7 e perfis de resultados ndo especificos para essas espécies
nos repiques das cepas 10 e 13. Esses oito isolamentos foram
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Tabela 1 — Resultados da identificac@o fenotipica propostos na literatura para defini¢do das espécies e o observado das 13 cepas
(original e repiques) — Instituto Adolfo Lutz 1999

Provas fenotipicas

Resultado
3 £ EE o g 3
s E g 5 32 E ¢ E oz o3 %,
& Z Q2 =z £ £ 8 E =5 E£=
2238 2% & 2 2 = £ 53
Padiol - - - + + + - - - - 4+ M.che
Padrio2 + + + + + + - + - - - M.abs
Padrio3 +' + + - +V - +  + + - M.fo
Padrdio4 + Nc¢ + - + - + + +  + - M.pe
Cepa 1 + 4+ - -+ - - N N N N C.M. fo
Repique 1 + + -+ - + + o+ + - M.pe
Cepa 2 + - 4+ - 4+ 4+ + N N N N C.M.fo
Repique2 + + + - + + + + - + - M.fo
Cepa 3 + 4+ + - 4+ 4+ + N N N N C.M.fo
Repique3 + + + - + + + V. + + - M.pe
Cepa 4 + + - - - - + N N N N C.M.fo
Repique4 + + V - V - + + V + - M.pe
Cepa 5 + + + - - + + N N N N C.M.fo
Repique5 V. + + - + - + + - + - M.fo
Cepa 6 + 4+ + -+ - + N N N N C.M.fo
Repique6 + + - - + - + + - + - M.fo
Cepa 7 - + + - + + 4+ N N N N C.M. fo
Repique7 + + - - + + - + + 4+ V M.pe
Cepa 8 + 4+ + - - 4+ + N N N N C.M. fo
Repique8 + + - - + - + + + + - M.pe
Cepa 9 + + + + + + + N N N N C.M. fo
Repique9 + + - - + + 4+ + 4+  + - M.pe
Cepal0 - + - 4+ 4+ - + N N N N C.M. fo
Repique - - -+ + -+ - + o+ - CLA
10
Cepall + + + - 4+ 4+ + N N N N C.M.fo
Repique + + + - + + + + - + - M.fo
11

M.Che-M. chelonae, M. abs- M. abscessus, M.fo- M. fortuitum, M. pe- M. peregrinum,
C.M.Fo- complexo M. fortuitum

Aril 3d- arilsulfatase 3 dias, galacto- a galactosidase

cepas de 1 a 8 — dois repiques ( 1 coldnia rugosa, 1 coldnia lisa)

cepas 9 a 13 — 1 repique (apenas um tipo de colonia)

V- resultado varidvel nos repiques ( 1 positivo, 1 negativo), N- ndo realizado Nc- ndo consta
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Tabela 2 — Culturas submetidas a técnica de PRA para confirmagao da espécie

Cultura Numero de Identificagdo Identificagdo pelo PRA
isolamentos fenotipica

Repique 3 2 M. peregrinum M. fortuitum [
Repique 4 2 M. peregrinum M. peregrinum II
Repique 7 2 M. peregrinum M. peregrinum II
Repique 10 1 Micobactéria de M. nonchromogenicum Il

crescimento lento

acromodgena
Repique 13 1 M. chelonae M. chelonae 1

Bst  Hae Bst Hae

-~ f=]

el
QS S =
So So

M. peregrinum 11
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Figura 1. Padrdes de PCR- restriction enzyme analysis obtidos na identificagdo das cepas do complexo M. fortuitum

submetidos ao PRA para elucidagdo dos resultados duvidosos.
(tabela 2).

Os padrdes de PRA para identificagdo das espécies M.
Sfortuitum 1, M. chelonae 1 e M. peregrinum Il constam da figura 1.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Nossos resultados, conforme citam Yakrus et al'’,
mostram a dificuldade para diferenciar essas espécies de
micobactérias apenas com testes fenotipicos e ressaltam a
necessidade de que nos laboratdrios de referéncia estejam
disponiveis outros métodos para auxiliar nessa identificaco.

A adigfo dos testes de utilizagdo de agucares e citrato de
sodio possibilitou a diferenciagdo entre M. fortuitum e M.
peregrinum que ndo era possivel com os demais testes sugerindo
que, de imediato, pode ser util a utilizacdo desses testes para a
identificag@o de micobactérias de crescimento rapido.
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Constatamos diferencas de resultados em alguns testes
que podem ter sido induzidas por alteracdes nos meios de
cultura, nas temperaturas de incubag@o ou nas suspensdes
bacterianas. Além das varia¢des ocorridas devido a fatores
inerentes aos procedimentos, sempre que sao propostos testes
fenotipicos para identificacdo de uma espécie nem todos os
organismos pertencentes a ela expressam o mesmo resultado.
Devido ao exposto podem ocorrer interpretagdes erroneas dos
resultados de identificacdo ou ndo ser possivel a diferenciagio
dessas espécies que tém perfis fenotipicos muito proéximos.

Nesse estudo com as cepas do complexo M. fortuitum
observou-se uma que apds o repique foi classificada com os
testes fenotipicos como micobactéria de crescimento lento
acromoégena (identificagdo nao conclusiva) e pelo PRA foi
identificada como M. nonchromogenicum e uma (dois repiques)
identificada como M. peregrinum pelo fenotipico e como M.
fortuitum pelo PRA. Ringuet et al'. em estudos de
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sequenciamento com o gene Asp65, descreveram trés cepas de
M. peregrinum com caracteristicas intermediarias entre essa
espécie e M. fortuitum o que pode explicar a diferenga observada
nos resultados dos testes fenotipicos e PRA.

A comparagdo dos resultados dos testes fenotipicos e
PRA nio foi o objetivo desse estudo, mas exitem relatos de que
essa técnica ¢é util para elucidar resultados duvidosos e
estabelecer as espécies de micobactérias. Devallois et al?. usando
o PRA para o estudo de micobactérias ja caracterizadas por
outras técnicas, relataram a discriminagdo de algumas espécies
que ndo foram diferenciadas em estudos anteriores e propuseram
dois padrdes para M. chelonae, M. fortuitum e M. abscessus e
trés para M. peregrinum.

Nas 13 cepas estudadas foram observados os padrdes M.
Sfortuitum 1, M. peregrinum 11 e M. chelonael o que sugere a utilidade
desta técnica em estudos de freqiiéncia para fins epidemiologicos.

Conforme citado na literatura internacional, existem
desvantagens na identificacdo pelos métodos fenotipicos das
quais salienta-se a diversidade de testes necessarios para
defini¢do da espécie (muitas vezes ndo conclusiva) e o tempo
necessario para leitura das provas e conclusio do exame*!'*'".

Os resultados desse estudo sugerem que a identificacdo
de micobactérias devido a sua complexidade deva ser
centralizada em laboratdrios de referéncia e implementada com
testes mais especificos para cada espécie e que possibilitem a
elucidagio rapida do diagndstico.
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ABSTRACT. The rapidly growing mycobacteria, previously classified as Mycobacterium fortuitum
complex, has recently been designated M. fortuitum, M. peregrinum, M. chelonae and M. abscessus. The
identification of these mycobacteria is important for establishing the proper treatment, because they have
different patterns to drugs. Among 3,441 cultures of mycobacteria received in 1999 by the Mycobacteria
Laboratory of the Adolfo Lutz Institute, 13 cultures classified as M. fortuitum complex were selected to be
studied. The study included isolation of colonies in order to ensure the purity of the cultures, the addition
of tests with carbohydrate and citrate, which differentiate the four previously mentioned species and the
use of the PCR restriction analysis of hsp65 (PRA) for the analysis of dubious results in conventional
tests. In the analysis of the 13 cultures, it was observed that eight showed two types of colonies (smooth
and rough) and the remaining five showed only one type. The identification by PRA technique and by
conventional tests agreed to the majority of the strains. The results of this study suggest that the
identification of mycobacteria, due to its complexity, should be centralized in Reference Laboratories and

implemented with specific tests for each specie in order to give a rapid diagnosis.

KEY-WORDS. Mycobacterium fortuitum, fenotipic identification, PCR.
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RESUMO. Avaliar quantitativamente a apoptose (morte celular programada) e a taxa de proliferacao celular
no espectro das lesdes neoplasicas do colo uterino. Materiais e Métodos: Analisamos 81 biopsias cervicais
previamente diagnosticadas na Divisdo de Patologia do Instituto Adolfo Lutz segundo a classificagido da
OMS como sendo: neoplasia intraepitelial cervical de grau 1 NIC 1 =20, NIC 2 =19, NIC 3 =23 e carcinoma
de células escamosas (CCE) = 19. Foi utilizado o método imunoistoquimico para deteccéo das células em
proliferacdo (MIB-1) e o método de TUNEL para a apoptose. As células foram contadas através de
fotomicrografia digital, sendo que o nimero variou de 83 a2975 (média=1515,62) paraMIB-1 e 315a 3565
para apoptose (média = 1273,24). Resultados: Houve um aumento progressivo nas taxas de proliferagdo
(%) com a severidade da lesdo (NIC 1=22,7; NIC 2=34,5;NIC 3 =38,3; CCE=52,6 p<0,0001). O mesmo
foi obtido com as taxas de apoptose (%) (NIC 1 =0,30; NIC 2=0,55; NIC 3= 0,70; CCE=1,19 p<0,0001)
e o indice de renovagao celular (%) (NIC 1 =23,0; NIC 2 =35,0; NIC 3 =39,0; CCE = 53,8 p<0,0001).
Surpreendentemente a razdo das taxas proliferagdo / apoptose ndo mostrou aumento progressivo (NIC 1 =
75,6; NIC 2=62,7; NIC 3 =54,7; CCE =44,2). Conclusdo: Observamos aumento paralelo tanto nas taxas de
proliferacdo como nas de apoptose com o grau das lesdes cervicais. As taxas crescentes de apoptose
possivelmente representam a persisténcia de alguns mecanismos compensatorios de regulacdo da
populacdo celular.

PALAVRAS CHAVE. apoptose, proliferagio celular, epitélio escamoso cervical, imunoistoquimica
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INTRODUCAO

Uma das propriedades fundamentais de malignidade ¢
a vantagem seletiva de crescimento sobre os tecidos normais,
que parece derivar pelo menos em parte, de uma taxa inadequada
de morte celular das células neopldsicas. Em estudos
quantitativos, os tumores tendem a mostrar taxas de replicacdo
maiores do que as esperadas pela sua taxa de crescimento,
indicando algum tipo de perda celular'’. Entretanto, o controle
dessa populagio celular depende do equilibrio dos mecanismos
de proliferagdo e morte celular.

A morte celular ¢ comumente considerada um processo
patologico. Entretanto, em vdrias circunstancias (incluindo a
renovag¢do celular normal, o desenvolvimento embrionario e o
equilibrio trofico estabelecido pelo estado hormonal) a morte
celular ¢ induzida por estimulos fisioldgicos, e parece ter um
papel importante na regulagio do tamanho e da forma tecidual.
A morte celular sob estas circunstancias, ¢ chamada de apoptose,
sendo morfologicamente distinta da necrose que foi identificada
também em processos patologicos, incluindo neoplasias.

Ainda que as pesquisas da carcinogénese usualmente
estejam centradas na prolifera¢do celular®, o papel da apoptose
tem sido recentemente objeto de intensa investigacdo. Tem-se
descoberto que os mecanismos envolvidos na regulagido da
proliferagdo celular s2o freqiientemente superponiveis com os
da apoptose'®. Uma alteragdo desses mecanismos, pode,
portanto, resultar na sobrevivéncia de células geneticamente
lesadas que usualmente sofreriam apoptose, e desempenhar um
papel importante na evolugdo de lesdes neopldsicas e pré-
neoplasicas.

Diversos estudos t€ém mostrado relagdo entre taxa de
apoptose e progndstico em neoplasias malignas como
neuroblastoma? e adenocarcinoma de prostata’.

Apesar das neoplasias do colo uterino serem uma
questdo prioritaria em saude publica e este ser o modelo de
neoplasia mais bem estudado, somente recentemente tém
surgido publica¢des que avaliam as taxas de apoptose no epitélio
cervical, com neoplasias intra-epiteliais e invasoras. Nestes
estudos, resultados contraditorios tém sido obtidos. Enquanto
alguns autores relatam uma menor taxa de apoptose em lesdes
de alto grau'”?, outros obtiveram resultados justamente
contrarios®” 11418,

No presente estudo propomos avaliar quantitativamente
a taxa de apoptose e proliferacio celular em neoplasias epiteliais
cervicais para conhecermos melhor a cinética celular no espectro
das neoplasias cervicais.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas retrospectivamente 81 bidpsias de
colo uterino, processadas histologicamente e emblocadas em
parafina do arquivo da Divisdo de Patologia do Instituto Adolfo
Lutz. As amostras consideradas adequadas para este estudo

98

consistiram de 20 casos de neoplasia intraepitelial cervical grau 1
(NIC 1), 19 de neoplasia intraepitelial cervical grau 2 (NIC 2),23 de
neoplasia intraepitelial cervical grau 3 (NIC 3) e 19 de carcinoma
de células escamosas (CCE). Os critérios diagndsticos utilizados
foram os definidos pela Organizagdo Mundial de Satide *°.

Método Imunoistoquimico

Para avaliac@o da taxa de proliferaco, o material histologico
foi submetido a marca¢do imunoistoquimica com o anticorpo
monoclonal anti-Ag Ki-67 clone MIB-1, utilizando-se para
amplificagdo o método de Streptavidina-biotina-peroxidase'®, com
recuperacdo antigénica por aquecimento em panela de pressdo
com 4cido citrico 0,01M pH 6,0. O anticorpo primario MIB-1
(Immunotech) foi utilizado na dilui¢ao 1/100, com incubago por
30 minutos a 37°C e overnight (18 horas) a 4°C.

Método de Tiinel para detecco de apoptose

Para melhor detec¢do das figuras de apoptose foi
utilizado o método “in situ” para evidenciar as quebras de cadeias
de DNA (método de TUNEL) (Intergen Company). Apos a
desparafinizacdo e hidratacdo, os cortes foram submetidos a
digestao enzimatica com 20 pg/ml de proteinase K a temperatura
ambiente por 15 minutos e lavados com agua destilada;
tratamento com peroxido de hidrogénio 0,3% (H,0,) por 5
minutos a temperatura ambiente, para bloqueio da peroxidase
enddgena e lavagem com PBS.

Os cortes foram imersos em tampao de equilibrio a
temperatura ambiente por 10 minutos e entdo incubados com
solug@o de uso de enzima TdT a 37°C por | hora. Posteriormente
os cortes foram lavados com PBS, incubados com o conjugado
anti—digoxigenina peroxidase e substrato da peroxidase para
deteccdo dos sinais de apoptose. Contra-coloragdo com
Hematoxilina de Harris por 5 minutos e montagem dos cortes
com Entellan e laminula.

Contagem das células em proliferacio e das células apoptéticas

Para a avaliagdo de proliferacdo celular e de apoptose
realizamos a contagem de pelo menos 1000 células!! a excegdo
de alguns casos, onde devido as dimensdes pequenas da area
correspondente a lesdo foram contadas células em menor
quantidade. Os corpos apoptdticos mostraram-se corados em
castanho, sendo descartadas todas as células que néo
apresentassem caracteristicas morfoldgicas tipicas de apoptose,
mesmo quando marcadas com a coloragdo castanho.
Posteriormente foram relacionadas as porcentagens de MIB-1
(indices de proliferacdo) e indices apoptdticos. Os indices de
renovagdo celular (IR) foram obtidos através da somatdria dos
indices de proliferagdo (IP) + indices apoptoticos (IA)?. Todas
as contagens foram realizadas em imagens digitalizadas das
laminas correspondentes.

Analise estatistica
De cada categoria diagndstica foram calculados a média
e o desvio padrdo para comparagao entre si. Foi definido o valor
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de P<0,05 como estatisticamente significante e as médias
individuais foram comparadas usando o Teste “One Way
Analysis of Variance” (ANOVA).

RESULTADOS

O numero total de células contadas em cada caso variou
de 8322.975 (média=1.515,62) para MIB-1 e 315 a 3.565 para
apoptose (média=1.273,24).

A expressdo do antigeno Ki-67 (MIB-1) e dos corpos
apoptoticos em diferentes lesoes sdo mostrados nas Fig.1 e Fig. 2.

Figura 1. Coloragdo imunoistoquimica para MIB-1em NIC 3
(x 200). Nucleos positivos sdo indicados por setas ( V)
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Figura 2a. Corpos apoptoticos pelo método de TUNEL em CCE
(x400)

A tabela 1 mostra a média dos indices de proliferagéo
(IP), indices apoptoticos (IA) e indice de renovagdo celular (IR)
em NIC 1, 2 e 3 e CCE, com o valor de p< 0,0001 para os trés
indices. Ocorreu um aumento progressivo tanto nos indices de
proliferagdo celular como nos indices apoptdticos com a
severidade da lesdo.

A propor¢do das taxas de proliferagdo/apoptose nio
mostrou aumento progressivo (NIC 1="75,6; NIC 2=62,7; NIC 3=
54,7e¢ CCE=44.2).

A analise estatistica da reatividade imunoistoquimica
revelou diferencas significante (**) e altamente significante
(***) (p< 0,05) entre: NIC 1 e NIC 3 (p<0,05*), NIC 1 e CCE
(p<0,001***),NIC 2 e CCE (p<0,01**) paraMIB-1; NIC 1 e CCE
(p<0,001***); NIC 2 e CCE (p<0,01**) para apoptose, como
também entre NIC 1 e NIC 3 (p<0,05%), NIC 1 e CCE (p<0,001**%*)
e NIC 2 e CCE (p<0,01**) para o indice de renovacao celular.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O controle da populacdo celular tanto em situagdes
normais como neoplasicas depende do equilibrio entre
crescimento e morte das células. Na cérvix uterina normal as
células basais sao estimuladas a sofrerem proliferacdo, maturagéo
e descamacgdo sob a acdo de estrégenos de forma que a
populagdo se renova a cada 4 ou 5 dias’. Nas lesdes do colo
uterino relacionado com a infec¢do pelo HPV?!, ocorre morte
programada (apoptose) de células escamosas quando o agente
viral infecta as células epiteliais, como mecanismo de defesa do
hospedeiro, no intuito de evitar a producéo de novas particulas
virais. Acredita-se que a proteina E6, do HPV incorporado a
célula hospedeira, interfira com a proteina p53, fazendo com que

2b

Figura 2b. Corpos apoptdticos pelo método de TUNEL em CCE
(x400)
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Tabela 1. Imunoexpressdo em media + desvio padrdo dos indices de proliferagao, apoptotico e renovagdo celular nas neoplasias

cervicais do colo uterino.

Diagndstico N° casos IP (%) 1A (%) IR (%)
NIC 1 20 22,75+14,92 0,30+0,28 23,05+14,88
NIC2 19 34,50+£16,48 0,55+0,47 35,00+16,83
NIC3 23 38,35+14,27 0,70+0,54 39,00+ 15,67

CCE 19 52,68+19,00 1,194+0,93 53,8+23,73

IP = indice de proliferagdo, IA = Indice apoptético, IR = Indice de renovagio celular
NIC 1 = neoplasia intraepitelial cervical grau 1, NIC 2 = neoplasia intraepitelial cervical grau 2, NIC 3 = neoplasia intraepitelial

cervical grau 3, CCE = carcinoma de células escamosas.

ndo ocorra a apoptose e a atividade proliferativa esteja
aumentada®.

A proliferacao celular pode ser avaliada na rotina através
da contagem de mitoses. Existem entretanto alguns problemas
na identificagdo das mesmas, requerendo exame cuidadoso de
forma que, figuras duvidosas ou nucleos picndticos ndo sejam
aceitos®. Atualmente, o método mais empregado para avaliar a
proliferagdo celular, tem sido pela expressdo antigénica do Ag
Ki-67 detectada pelo método imunoistoquimico, sendo que sua
contagem ¢ expressa sob forma de porcentual de células
positivas’. O antigeno Ki-67 ¢ uma proteina nuclear presente
nas células em todas as fases do ciclo de divisdo celular, exceto
na G0’.

A apoptose ¢ o tipo de morte celular responsavel pela
delecdo das células em tecidos normais e tumorais. Os corpos
apoptodticos sdo morfologicamente reconhecidos ao exame
microscopico de rotina®, sendo este ainda atualmente o padrio-
ouro. Durante muitos anos a identificagdo da apoptose e sua
mensuragdo foi baseada apenas na morfologia'>!°. Tal estratégia
torna-se dificil em algumas situagdes como neoplasias
intraepiteliais, onde a presenga de leucdcitos intraepiteliais pode
simular corpos apoptoticos. Recentemente a identificagao
morfologica de células em apoptose tornou-se mais sensivel
com o auxilio da técnica de marcagdo de fragmentos de DNA
(TUNEL)®. Este método se baseia na ligagdo especifica de
nucleotideos marcados catalisada pela deoxinucleotidil
transferase (TdT) aos terminais 3°-OH do DNA, nas areas de
fragmentagao.

Neste estudo, avaliamos quantitativamente a
proliferagdo celular pela imunoreatividade do antigeno Ki-67
(MIB-1) e a apoptose através do reconhecimento morfoldgico
ressaltados pelo método de TUNEL em lesdes neoplasicas intra-
epiteliais (NIC 1, NIC 2 e NIC 3) e carcinomas cervicais.

Em nossa analise observamos um aumento progressivo
tanto nas taxas de proliferagdo como na apoptose com o grau
das lesdes cervicais. Houve diferenga significativa entre as lesdes
de baixo grau (NIC 1), alto grau (NIC 3) e invasivas tanto para os
indices de proliferagao celular como para apoptose. Tais achados
sdo semelhantes aos obtidos por Gerdes et al.”; Isacson et al.'’;
Harmsel et al.’; Sagol etal.'®; Dey etal.’ e Lee et al.'* que também
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observaram aumento progressivo tanto de proliferacdo como
de apoptose, a medida que aumentava a severidade das lesdes
neoplasicas do colo uterino. Paradoxalmente, Sheets et al.”? e
Rogovskaya et al.'” relataram diminui¢do progressiva de
apoptose nestas lesdes cervicais.

O aumento da taxa de proliferagdo ¢ um fenomeno bem
conhecido no desenvolvimento das neoplasias'®. Mas o
aumento da taxa de apoptose é, aparentemente, paradoxal. As
taxas crescentes de apoptose, encontradas por nds e pela maior
parte de outros autores®®*!'!® que investigaram o assunto,
possivelmente representam a persisténcia de alguns mecanismos
compensatérios de regulagdo da populagdo celular. Esta
persisténcia possivelmente ¢ insuficiente, no entanto, para
reestabelecer o estado normal de equilibrio da populagdo celular
encontrado nos tecidos normais, havendo um déficit relativo da
taxa de morte celular.

Os valores da razdo das células positivas para MIB-1/
corpos apoptoticos resultam no favorecimento da proliferacao
com a severidade da lesdo, como ocorreu com o aumento da
taxa de renovagao celular. Esse aumento progressivo do IR a
cada grau diferente da lesdo reflete a importancia dos eventos
de proliferacdo e morte celular no desenvolvimento das
neoplasias®.

Quando comparamos nossos achados com o
comportamento clinico, observamos que as lesdes de baixo
grau, as quais desaparecem espontaneamente, em cerca de 80%
dos casos apresentam indices de apoptose e proliferagao celular
significantemente mais baixo que os das lesdes de alto grau, os
quais raramente se curam espontaneamente. Tais dados devem
ser melhor estudados, eventualmente amparados com a tipagem
viral, uma vez que a apoptose como mecanismo de
“clareamento” da infecgfo viral deveria ser mais intensa nas
lesdes de baixo grau.

O entendimento da cinética tecidual ¢ fundamental
para melhor conhecimento dos processos envolvidos na
carcinogénese. O estudo das proteinas que regulam o ciclo
celular, tanto em direg@o a proliferacdo quanto a apoptose, deve
ser o proximo passo nessa linha de investiga¢cdo, bem como a
avaliagdo deste processo por meio da quantificag@o das regides
organizadoras de nucléolo marcadas pela prata (AgNor).
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ABSTRACT: To assess proliferative and apoptotic rates in squamous lesions of the uterine cervix. Material
and Methods: 81 cervical biopsies were classified as cervical intraepithelial neoplasia grade 1 CIN1 =20,
CIN2 =19, CIN3 =23 and squamous cell carcinoma (SCC) =19, according to WHO classification. Histological
sections were submitted to MIB-1 immunostaining by streptavidin-peroxidase amplification. In situ end-
labeling of DNA strand breaks by TUNEL method was used to enhance the detection of apoptosis. All
cells representative of the pertinent lesion were counted in each sample in digital photomicrographs and
the results were expressed as positive cells %. The groups were compared using a one-way analysis of
variance (ANOVA). Statistical significance was defined as a P< 0.05. Results: There was progressive
increase of proliferation rate (%) with the severity of lesion CIN 1 =22.7; CIN2=34.5; CIN3=38.3; SCC=
52.6 p<0.0001). The same was obtained with apoptotic rate (%) (CIN 1 =0.30; CIN 2=0.55; CIN 3=0.70;
SCC=1.19 p<0.0001), and turnover rate (%) (CIN 1 =23.0; CIN 2=35.0; CIN 3=39.0; SCC =53.8 p<0.0001).
Surprisingly, the ratio of proliferation/apoptotic rate did not show a progressive increase (CIN 1 = 75.6;
CIN 2 = 62.7; CIN 3 = 54.7;, SCC = 44.2). Conclusions: There is an increase in both proliferation and
apoptosis with increasing atypical in cervical lesions. Increase in apoptotic rate possibly represents

persistence of some compensatory regulation mechanisms of cell population.

KEY WORDS. apoptosis, cell proliferation, cervical squamous epithelium, immunohistochemistry
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Observacoes ecologicas de flebotomineos em area endémica de
leishmaniose tegumentar americana (LTA) no municipio de
Eldorado, Vale do Ribeira, Estado de Sao Paulo, Brasil, 1996-1997. 1
— Sazonalidade e freqiiéncia de L. ayrozai em diferentes ecotopos
com animais sentinelas em ambiente florestado

Sandfly ecological observations in Eldorado County, Ribeira Valley, Sdo
Paulo State, Brazil, an endemic area of American Cutancous Leishmaniasis.
Period between 1996 and 1997. I — Sazonality and frequence of Lutzomyia

ayrozai to different ecotopes with sentinels animals in forest enviroment.
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Taniguchi, H. H. et al. Observagdes ecoldgicas de flebotomineos em area endémica de leishmaniose
tegumentar americana (LTA) no municipio de Eldorado, Vale do Ribeira, Estado de Sdo Paulo, Brasil, 1996-
1997. 1 — Sazonalidade e freqiiéncia de L. ayrozai em diferentes ecotopos com animais sentinelas em
ambiente florestado. Rev. Inst. Adolfo Lutz,61(2):103-112, 2002

RESUMO. Com o objetivo de se avaliar a participagio de flebotomineos e de animais domésticos, domiciliados
e/ou silvestres na epidemiologia da leishmaniose tegumentar americana, foram realizadas observagdes em
area periurbana do municipio de Eldorado, Vale do Ribeira, Sdo Paulo. No interior da mata, as capturas de
flebotomineos ocorreram no periodo de janeiro de 1996 a dezembro de 1997, com armadilha de Shannon e
armadilhas luminosas, tipo Falcdo modificada e em ecdtopos artificiais para manutengdo de galinhas, marsupiais,
roedores silvestres, hamsters e cdes com papéis embebidos com vaselina liquida, além de um pano branco
estendido na parede dos recintos. A fauna de flebotomineos esteve representada por 10 espécies e um total
de 1.066 exemplares capturados. A presenca de iscas animais nao interferiu na diversidade das espécies de
flebotomineos. L. ayrozai foi a espécie predominante nesse ambiente revelando maior atividade nos meses
mais secos do ano, entre abril e julho. A presenca marcante dessa espécie em ambiente florestal, confere-lhe
condi¢des potenciais para o papel de vetor de Leishmania sp em seu ciclo silvestre na regido.

PALAVRAS CHAVES. Leishmaniose Tegumentar Americana, ecologia, vetores, L. ayrozai, Phlebotominae,
isca animal, Vale do Ribeira
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INTRODUCAO

Até a primeira metade do século XX, a regido do Vale do
Ribeira era considerada como area indene para Leishmaniose
Tegumentar Americana.

Os primeiros casos foram relatados por Forattini &
Oliveira'?, no municipio de Jacupiranga, seguido de um longo
periodo sem que novos casos fossem registrados.

A partir da década de 70, torna-se importante area de
transmissdo autdctone e, ja, apresentando feicdes de
transmissdo intra e/ou peridomiciliar (Rocha e Silva et alii®;
Tolezano et alii*).

No periodo de 1981 a 1995, foram detectados 914 casos
autéctones, distribuidos de forma ndo homogénea entre os
municipios da regido do Vale do Ribeira, com 22,9% desses,
registrados no municipio de Eldorado. Os maiores coeficientes
de incidéncia de LTA por 100.000 habitantes nesse municipio
foram nos anos de 1981 (139,8), 1985 (132,0), 1986 (179,1), 1987
(224,8) ¢ 1993 (403,5) (Domingos®). Ainda segundo essa autora,
no periodo em questdo, o coeficiente de incidéncia de LTA na
populagdo rural (167,6/100.000 hab.) mostrou diferenca
significativa em relago ao da populag@o urbana (12,5/100.000
hab.). Os casos ocorreram em ambos os sexos, em todas as
faixas etarias e 93,3% dos mesmos residiam na localidade
provavel de infeccdo. Os municipios com maior risco de
transmissdo (coeficientes de incidéncia mais elevados) foram
Eldorado, Pedro de Toledo, Barra do Turvo e Itariri e, também,
foram os que apresentaram as médias mais elevadas de
L. intermedia s.1. capturadas (Domingos®).

No periodo entre 1994 e 1997, foram registrados 178 casos
na regido do Vale do Ribeira, sendo Eldorado, Miracatu e Itariri
as localidades com maior numero de casos, 23, 23 e 50 casos,
respectivamente (Fonte: Divisdo de Zoonoses — Centro de
Vigilancia Epidemioldgica — Secretaria de Estado da Saude de
Sao Paulo).

Frente ao quadro de ocorréncia da LTA no Vale do Ribeira,
limite sul da expansdo da doenga no Estado de Sao Paulo, este
trabalho teve como objetivo investigar aspectos relacionados a
participacdo de flebotomineos e de animais silvestres,
domiciliados e/ou domésticos na epidemiologia da leishmaniose
tegumentar americana no municipio de Eldorado, Regido do Vale
do Ribeira

MATERIAL E METODOS

AREA DE ESTUDO - A Estancia Turistica de Eldorado,
antiga Eldorado Paulista, localiza-se no Vale do Ribeira, 243 km
a sudoeste da Capital de Sdo Paulo, entre os paralelos 24°31°07”
S e€48°06°28” O, altitude média de 80 m a.n.m, com variagdes de
302100 m.

A populacio ¢ de, aproximadamente, 14.000 habitantes
com 32% residindo em area urbana, entretanto, 63,5% da
populacdo subsiste de atividade agropecuaria, extrativismo
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vegetal e pesca (Lepsch et alii®®).

A regido do Vale do Ribeira é considerada das menos
desenvolvidas do Estado. Em termos sdcio-econdmicos,
manteve-se a margem do desenvolvimento observado no
restante do Estado, principalmente em fun¢@o da topografia
acidentada e das condic¢des de clima e solo que dificultam as
praticas agricolas e da precariedade das vias de acesso a regido.
Apresenta poucas areas apropriadas para a agricultura - cultura
de banana, cha, e para a pecuaria ao lado de outras com vegetacio
natural intacta ou pouco alterada.

O relevo é predominantemente montanhoso mas, ao sul,
encontram-se planicies cobertas de vegetacdo abundante.
Intimeros ribeirdes recortam a regido, todos tributarios do rio
Ribeira de Iguape. Saltos, cachoeiras e grutas contribuem na
composicao paisagistica da area.

Segundo a Sociedade Brasileira de Espeleologia (1980),
aregido do Vale do Ribeira apresenta a maior concentragdo de
cavernas calcarias do Brasil, muitas delas constituindo
importantes sitios arqueologicos e paleontoldgicos, além de
importante polo turistico, como a Caverna do Diabo, em Eldorado.

O clima softe influéncia de duas massas de ar, a Tropical
Atlantica (influi na distribui¢do das chuvas) e a Polar Atlantica
(responsavel pelas baixas temperaturas, 2-3°C). A classificagdo
climatica de Képpen define o clima da regido como tipo “CFA”,
isto €, tropical umido, sem estacdo seca, sendo a temperatura do
més mais quente superior a 22°C, chegando a 30-35°C ¢ o total
de chuvas do més mais seco superior a 30 mm, com média anual
de 1619 mm. Os meses mais chuvosos sdo janeiro, fevereiro e
margo, excepcionalmente, dezembro, abril e maio, enquanto os
meses mais secos concentram-se entre julho e setembro (Lepsch
et alii®®).

A cobertura vegetal do municipio ¢ do tipo Floresta
Tropical Latifoliada, caracterizada por arvores com 30 m ou mais
de altura. Neste municipio, ainda, se encontram vastas areas de
florestas alteradas, capoeiras, area de reflorestamento e areas
de acdo antropica, que correspondem as areas de agricultura,
pastagens, ntcleos urbanos e desmatamento (Lepsch et alii®°).

LOCALIZACAO DOS ECOTOPOS - Em uma 4rea de
500 a 600 m?, adentrando 50 m no interior da mata, foram
construidos 5 recintos para a manutencéo de animais sentinelas,
com um minimo de alterac@o possivel na paisagem natural. Os
animais permaneceram expostos ao contato com as populagdes
de flebotomineos que, habitualmente, freqlientam esse ambiente.
As construgdes foram feitas em dimensdes adequadas para a
permanéncia das espécies animais, 14 expostas, segundo
orientagdo de veterinario, com fornecimento de agua e
alimentagdo apropriada “ad libitum”. Cada ecotopo albergou
uma espécie de animal, excetuando-se aquele destinado aos
roedores silvestres, em que diferentes espécies permaneceram
num mesmo recinto, porém, individualizadas nas gaiolas
destinadas a cada uma delas. O total de animais expostos
compreendeu 6 caes (Canis familiaris), 120 hamsters
(Mesocricetus auratus), 50 galinhas (Gallus gallus), 20
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marsupiais (Didelphis marsupialis), roedores silvestres (5
Akodon sp, 9 Oryzomys sp, 2 Oxymicterus quaestor, 7 Rattus
rattus). Os animais permaneceram em tempo integral, durante
todo o periodo da pesquisa —jan/96 a dez/97 - sendo substituidos
acada 2 ou 3 meses de permanéncia por outros da mesma espécie.

CAPTURA DE FLEBOTOMINEOS - Foram realizadas
no interior de mata com o uso de armadilha de Shannon;
armadilha luminosa, tipo Falcao, modificada; papel oficio A-4
(sulfite), embebido com vaselina liquida; pano branco (2x2 m)
estendido nas paredes do ecotopo.

Anteriormente a introdugdo dos animais nos recintos, foram
efetuadas algumas capturas de flebotomineos com o objetivo de
se conhecer a fauna ai presente, entre agosto e dezembro/95.

As capturas nos ecdtopos localizados no interior da mata
ocorreram com a seguinte periodicidade:

a) No periodo de janeiro/96 a dezembro/97, mensalmente,

um pano branco foi estendido em uma das paredes
internas de cada recinto, no horario das 18h30 as
21h30. Um individuo capturou os flebotomineos no
pano com o capturador de Castro, iluminado por um
lampido a gés.
Bimensalmente, de janeiro/96 a dezembro/97, 3 folhas
de papel Oficio A-4 branco (sulfite) embebidas com
vaselina liquida, alinhadas a 1 m do solo, permaneceram
expostas no interior de cada recinto, por 48 h.

b)

600

¢) Bimensalmente, de janeiro/96 a dezembro/97, foi
instalada, no interior de cada recinto, uma armadilha
luminosa, tipo Falcdo, modificada, no horario das 19h
as 8 h.

Também, foram realizadas capturas simultaneas, em
armadilhas de Shannon, montadas a 5 metros de
distancia dos recintos dos gambdas e dos hamsters,
respectivamente. Este procedimento ocorreu
mensalmente, no horario das 18h30 as 21h30, durante
o periodo de janeiro/96 a dezembro/97, com um
individuo capturando em cada ambiente.
Mensalmente, de janeiro/96 a dezembro/97, foi
instalada uma armadilha luminosa, tipo Falcao,
modificada entre 19h e 8h, a 10 m de altura em uma
arvore distante 15 m do recinto mais préximo.

d)

Durante o més de fevereiro/97 ndo foi realizada a captura
devido a inundag@o de parte das vias de acesso.

Para a quantificagdo da freqiiéncia de alguns dados,
utilizou-se da Média geométrica de Wiliams, visando facilitar a
visualizag¢do dos mesmos.

DADOS METEOROLOGICOS - Os dados
meteorologicos (temperatura, umidade relativa do ar e
precipitacdo pluviométrica) referentes ao periodo de janeiro/96
a dezembro/97 foram obtidos do Posto do DAEE — Registro/SP
(Figura 1).
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Figura 1 — Temperatura maxima ¢ minima, umidade relativa do ar e indice pluviométrico no periodo de janeiro/96 a dezembro/97

municipio de Eldorado, SP, Brasil.

105



Taniguchi, H. H. et al. Observagdes ecologicas de flebotomineos em area endémica de leishmaniose tegumentar americana (LTA) no municipio de
Eldorado, Vale do Ribeira, Estado de Sdo Paulo, Brasil, 1996-1997. 1 — Sazonalidade e freqiiéncia de L. ayrozai em diferentes ecotopos com animais
sentinelas em ambiente florestado. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 61(2):103-112, 2002

Tabela 1 — Numero e percentual de flebotomineos coletados em interior de mata, com ou sem a presenca de animais sentinelas.

Municipio de Eldorado, agosto/95 a dezembro/97.

Sem animais Com animais
ESPECIE M F TOTAL M F TOTAL %
L. intermedia sl 27 11 38 13,15 32 18 50 6,44
L. fischeri 3 62 65 2249 17 124 141 18,15
L. migonei 2 4 6 2,08 23 60 8 10,68
L. ayrozai 47 125 172 59,52 157 324 481 61,90
L. monticola - 6 2,08 3 10 13 1,67
L. ferreirana - 1 1 035 - - - -
L. pestanai - - - - - 2 2 0,26
L. edwardsi - 1 1 0,35 - - - 0,00
L. firmatoi - - - - 6 6 0,77
B. troglodytes - - - - 1 - 1 0,13
TOTAL 79 210 289 100,0 233 544 777 100,0
M=macho F=fémea
RESULTADOS representada pela galinha foi a que mais atraiu (56,9%) e

As capturas de flebotomineos realizadas no periodo de
agosto/95 a dezembro/97, com o emprego dos diferentes métodos
totalizaram 1.066 insetos, sendo 312 (29,27%) machos e 754
(70,73%) fémeas, distribuidos entre os género Lutzomyia (9
espécies) e Brumptomyia (1 espécie), com predominio de
L. ayrozai (61,26%), espécie com habitos silvestres, seguido de
L. fischeri (19,32%), L. migonei (8,35%) e L. intermedia s.1.
(8,25%). Essas quatro espécies totalizaram 97,18% em relacdo
ao total nesse ambiente (Tabela 1).

A Tabela 2 mostra a freqiiéncia das espécies mais
numerosas coletadas no interior de mata, computadas as
capturas em armadilha de Shannon, luminosa em copa de arvore
e nos diferentes ecdtopos construidos nesse ambiente. Nota-
se a abundancia de L. ayrozai e a pouca freqiiéncia de
L. intermedia s.1.

Diferenga na composi¢do das espécies obtidas em um
mesmo ambiente, utilizando-se de armadilhas de Shannon
montadas, simultaneamente, com distancia de 50 metros entre
elas, pode-se verificar na Figura 2. Essas capturas revelaram,
ainda a razdo macho/fémea igual a 1:2,9.

Em armadilha luminosa, tipo Falcdo modificada, colocada
em copa de arvore a 10 m de altura do solo, sem iscas animais,
observa-se nitido predominio de L. ayrozai sobre as demais
espécies, L. fischeri, L. monticola, L. migonei, L. intermedia s.1.
e Brumptomyia troglodytes (Figura 3).

As freqiiéncias de flebotomineos, segundo espécie e
animal sentinela nas 588 horas de captura em cada ecdtopo,
podem ser vistas na Tabela 3.

As coletas em papel branco embebido com vaselina
liquida totalizaram 2.208 horas ao término do segundo ano da
investigacdo em cada ecotopo e apenas 51 espécimens,
distribuidos entre as quatro espécies mais freqiientes. A isca
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L. migonei predominou (41,1%) sobre as demais espécies
(Tabela 4).

Nas capturas realizadas com pano branco estendido no
interior dos 5 ecotopos, localizados no interior da mata foram
gastos 69 horas de coleta em cada um deles. Coletou-se 267
exemplares: 11 (4,12%) L. intermedia s.1.; 51 (19,10%) L. fischeri;
21(7,87%) L. migonei e 84 (68,91%) L. ayrozai (Tabela 5).

DISCUSSAO

No interior da mata, foram utilizados os animais que
naturalmente habitam esse ambiente e outros que foram
introduzidos em fungio de sua freqiiéncia esporadica — os caes,
as galinhas, como representantes do grupo das aves, unicamente
como fonte sangiiinea, e os hamsters, como modelo experimental
para leishmaniose, largamente utilizado em procedimentos de
isolamento de Leishmania.

Os dados obtidos nesta investigacdo, apesar do
pequeno numero de exemplares capturados, corroboraram os
achados de Gomes'® nos quais, as espécies encontradas no
ambiente preservado do Vale do Ribeira, raramente dispersavam-
se além desses limites e, também, podem ser comparados aos
obtidos, ha 20 anos, por Gomes'> nessa mesma regido. Ocorreram
algumas varia¢des no tocante a alternancia de predominio entre
as espécies, provavelmente em funcdo da propria variagdo
microclimatica presente no local.

Todas as abordagens que se seguem foram efetuadas
considerando-se apenas as quatro espécies predominantes
(L. ayrozai, L. fischeri, L. migonei e L. intermedia s.1.).

A presencga de L. intermedia s.l., ainda que em pequeno
numero, pode significar a manifestacdo da capacidade de
freqiiéncia ou de coloniza¢do no ambiente florestal, matas de
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Tabela 2 — Distribuico mensal dos flebotomineos mais freqiientes capturadas no interior de mata. Municipio de Eldorado, SP,

janeiro/96 a dezembro/97.

L. intermedia s.1. L. fischeri L. migonei L. ayrozai TOTAL
Jan/96 2 10 4 10 26
Fev/96 1 12 1 3 17
Mar/96 3 5 6 7 21
Abr/96 - 9 2 56 67
Mai/96 3 7 3 ) 55
Jun/96 - - 4 19 23
Jul/96 1 2 1 68 72
Ago/96 - 4 3 11 18
Set/96 1 4 1 1 7
Out/96 5 6 3 8 2
Nov/96 4 13 11 10 38
Dez/96 1 2 6 - 9
Jan/97 - 2 4 1 7
Fev/97
Mar/97 4 4 1 12 21
Abr/97 4 12 4 114 134
Mai/97 6 8 4 50 68
Jun/97 3 8 1 48 60
Jul/97 - 2 1 1 4
Ago/97 - 3 2 5 10
Set/97 2 20 14 10 45
Out/97 5 2 1 - 8
Nov/97 5 4 4 1 15
Dez/97 - 2 2 4 8
TOTAL 50 141 83 481 755

Média de Williams

PROXIMO AOS PROXIMO AOS ROEDORES
MARSUPIAIS SILVESTRES

EIL. INTERMEDIA OL. FISCHERI [L. MIGONE! ®IL.AYROZAI OL.MONTICOLA OL. FIRMATO!

Figura 2 — Média de Williams, por captura, dos flebotomineos
capturados em armadilhas de Shannon, proximo aos ecotopos
com marsupiais e com roedores silvestres, no municipio de
Eldorado, SP, Brasil, periodo de jan/96 a dez/97, entre 10:30 ¢
21:30 horas.

W L. INTERMEDIA ML. FISCHERI
L. AYROZAI L. MONTICOLA

OL. MIGONEI
OB. TROGLODYTES

Figura 3 — Percentual de flebotomineos capturados em armadilha
luminosa instalada a 10 m de altura, mensalmente, no interior de
mata no municipio de Eldorado, das 19:00 as 8:00 horas, entre
jan/96 a dez/97.
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Tabela 3 — Flebotomineos mais freqtientes, coletados em armadilha luminosa, tipo Falcdo modificada, instaladas em ecotopos
construidos em interior de mata, no municipio de Eldorado, entre 19:00 e 8:00 horas no periodo de jan/96 a dez/97.

L. intermedia s.1. L. fischeri L. migonei L. ayrozai

Ne % Ne % Ne % Ne % x?
CAO 1 5,00 1 2,56 3 9,09 51 47,66 *130,64
GAMBA 5 25,00 8 20,51 3 9,09 8 748 1,83
GALINHA 3 15,00 2 513 5 15,15 21 19,63 *27,52
HAMSTER 5 20,00 14 35,90 3 9,09 17 15,89 *11,97
ROEDOR 6 30,00 14 35,90 19 57,58 10 9,35 6,27
TOTAL 20 100,0 39 100,0 33 100,0 107 100,0
v 2,31 *17,03 *26,00 *53,61

* =nivel de 0,05 de significancia

Tabela 4 — Flebotomineos coletados em folhas de papel branco (Oficio A-4) embebidas com vaselina liquida, expostas bimensalmente,
nos ecétopos com diferentes iscas construidos no interior de mata no municipio de Eldorado, SP, Brasil, no periodo de jan/96 a dez/
97.

L. intermedia s.1. L. fischeri L. migonei L. ayrozai

Ne % Ne % Ne % Ne %
CAO 1 14,29 - - - - 4 30,77
MARSUPIAL 5 7143 - - - - 3 23,08
GALINHA - - 10 100,0 17 80,95 2 15,38
HAMSTER 1 14,29 - - 4 19,05 4 30,77
ROEDOR - - - - - - - -
TOTAL 7 100,0 10 100,0 21 100,0 13 100,0
x> 8,03 *32,62 *45,82 2,46

* = nivel de 0,05 de significancia

Tabela 5 — Flebotomineos capturados no pano branco exposto, mensalmente, nos ecétopos com diferentes iscas construidos no
interior de mata no municipio de Eldorado, entre 18:30 e 21:30 horas, no periodo de jan/96 a dez/97.

L. intermedia s.1. L. fischeri L. migonei L. ayrozai

ISCAS Ne % Ne % Ne % Ne %
CAO 3 2727 17 3333 1 4,76 23 12,50
MARSUPIAL 1 9,09 5 9,80 2 9,53 15 8,15
GALINHA 3 2727 14 2745 6 28,57 64 34,78
HAMSTER - - 6 11,76 6 28,57 66 3587
ROEDOR 4 36,36 9 17,65 6 28,57 16 8,70
TOTAL 11 100,0 51 100,0 21 100,0 184 100,0
x> 2,39 8,51 3,03 *70,09

* = nivel de 0,05 de significancia

segunda formagdo ou capoeiras, por essa espécie, como ja
houvera sido detectada na primeira metade deste século quando,

ndo se descarta de todo, entretanto, ser esta espécie dotada de
condi¢des potenciais para o papel vetorial na hipdtese da

ainda, ndo ostentava qualquer destaque na transmissdo da
leishmaniose tegumentar (Barretto?). A presencga significativa
de L. ayrozai em ambiente de mata residual ou preservada ja
havia sido detectada por Gomes'¢, observando que essa espécie
ndo apresentava antropofilia em grau elevado e, portanto, “a
andlise dos resultados no Vale do Ribeira ndo permitiu concluir
que P. ayrozai possa assumir importdncia epidemiologica”,

108

existéncia de ciclos silvestres de circulagdo de Leishmania na
regido.

Nas coletas simultaneas em armadilhas de Shannon
distante 5 metros do ecoétopo dos gambas, igual distancia do
ecotopo com roedores silvestres e distdncia entre as duas de,
aproximadamente, 50 metros, observa-se que, proximo aos
marsupiais, L. ayrozai mostrou-se mais freqiiente, provavelmente
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devido a diferengas sutis entre os dois microclimas, as demais
espécies nao mostraram semelhante distribuicao.

Essas diferencas ja haviam sido detectadas por Barretto*:
“Em um mesmo lugar (casa, abrigo de animais, armadilha ou
posto de captura) a incidéncia dos flebotomos varia
consideravelmente com as condigdes atmosféricas. Todas as
causas que prejudicam a atividade dos flebotomos, tais como,
quedas da temperatura, pequeno grau higrométrico do ar,
ventos, chuvas, etc., fazem diminuir a incidéncia de flebétomos
em um dado ponto... Mas, ainda que as condicdes atmosféricas
sejam aparentemente idénticas, a incidéncia dos flebétomos
varia inexplicavelmente de um dia para outro, em um mesmo
lugar...”. A relagdo macho/fémea de 1:2,9 pode indicar maior
atratividade dessas armadilhas para as fémeas.

L. ayrozai é uma espécie comum em ambiente de mata,
tanto ao nivel do solo quanto em copa de arvore. Aguiar et alii
! ja haviam constatado que essa espécie apresenta tendéncia a
sugar as partes baixas do corpo, em iscas humanas a nivel do
solo e citam o encontro de Arias & Freitas (1977) em luminosos
em copa de arvore, assim como ocorreu em nossas investigacdes
(Figura 3).

As armadilhas luminosas instaladas nos diferentes
ecdtopos no interior de mata revelam que L. migonei foi a espécie
que compareceu em maior numero no recinto com roedores.
L. ayrozai, por sua vez, foi a espécie mais freqiiente (53,61%),
principalmente, nos ecotopos com cdo, galinha e hamsters,
conforme Aguiar et alii ? ja haviam observado na floresta do
Parque Nacional da Serra dos Orgdos, RJ.

No total, foram obtidos 60 machos e¢ 146 fémeas das
diferentes espécies, dando uma razdo entre sexos de 1: ,43.

O ecdtopo com o cdo foi o que apresentou o melhor
rendimento, com 56 (28,14%) dos flebotomineos coletados, a
este seguem: roedores (24,62%), hamsters (19,60%), galinhas
(15,58%) e, finalmente marsupiais (12,56%).

Das espécies predominantes, 71,8% dos exemplares de
L. fischeri foram obtidos junto aos hamsters e roedores
silvestres; 57,58% de L. migonei junto aos roedores silvestres;
47,66% de L. ayrozai no ecotopo com cdes, apresentando
diferengas significativas (%= 17,03, x*= 26,00 ¢ yx*= 53,61,
respectivamente) entre os flebotomineos coletados nas
diferentes iscas. L. intermedia s.l. compareceu com inexpressivos
10,05% neste tipo de ambiente silvestre.

L. migonei, embora adaptada a ambientes modificados,
também foi capturada em ambiente de mata. Alguns autores
referem-se a cianofilia dessa espécie em coletas no peridomicilio,
ressaltando, inclusive, sua possivel participacdo na cadeia de
transmissdo de leishmaniose tegumentar canina em Vargem
Grande, RJ, outros a cianofilia de L. migonei em floresta, fato
ndo observado neste estudo (Falqueto®; Sessa et alii **, Rangel
et alii*?).

As capturas com papel embebido em vaselina liquida,
provavelmente, sdo as que indicam mais fielmente a atratividade
exercida pelas iscas, tendo-se em vista que nas demais técnicas
empregadas, a luz funciona como reconhecido estimulo atrativo.

Embora em pequeno numero, a captura de L. fischeri
exclusivamente no ecdtopo com galinhas parece indicar certa
predilecdo por essa isca, como foi assinalado por Falqueto® e
também por Aguiar et alii®. Portanto, essa espécie estaria
buscando outra fonte que ndo o mamifero, tornando dificil
imaginar a manuteng@o de um ciclo enzodtico de (Leishmania
(V.) braziliensis).

Taniguchi et alii*® encontraram situacdo semelhante,
nesse mesmo municipio, em uma investigagdo envolvendo
galinheiro construido em margem de mata, onde observaram
predominio absoluto (74,78%) de L. fischeri, em relagdo a outros
flebotomineos, junto as galinhas, em margem de mata.

Embora nossas investiga¢cdes ndo tenham revelado maior
afinidade de L. fischeri por roedores, Gomes!'® encontra uma
discreta associag¢@o entre ambos, o que o faz pensar em uma
suspeita desse flebotomineo ter algum papel importante na
enzootia da leishmaniose regional.

Ja, L. migonei presente no ecotopo com galinhas, também
foi encontrado naquele onde se encontravam os hamsters,
parecendo demonstrar certo ecletismo para a fonte alimentar.

No ecdtopo com roedores, ndo se obteve nenhum
exemplar de flebotomineos, entretanto o galinheiro foi
responsavel por 56,86% dos insetos coletados no papel
embebido com vaselina liquida.

O valor desse tipo de coleta € atribuido a ndo interferéncia
humana (capturador) e nem de isca luminosa (armadilha
luminosa), embora pouca rendosa, reflete com maior fidelidade,
o poder de atragdo de determinada isca animal para os
flebotomineos.

Nas capturas com pano branco (Tabela 5) houve
diferenca significativa (y*>= 70,09) em rela¢do aos insetos
coletados nas diferentes iscas, tendo L. ayrozai predominado
no ecotopo com galinhas e com hamsters, esses ecotopos foram
os que apresentaram o melhor rendimento totalizando 61,79%
dos flebotomineos coletados no pano.

Cao e galinha atrairam 60,78% dos exemplares de
L. fischeri coletados por esse método. L. migonei foi atraido
igualmente pelos roedores silvestres (28,57%), hamsters
(28,57%) e galinhas (28,57%). L. ayrozai, espécie mais freqliente
nesse estrato, foi coletado em maior niumero no recinto com
hamsters (35,87%) e no galinheiro (34,78%), contribuindo os
recintos com caes (12,50%), roedores silvestres (8,79%) e gambas
(8,15) do total dessa espécie.

Dos 272 exemplares coletados, 52 machos e 220 fémeas,
mostrando a relacdo macho e fémea da ordem de 1:4,2. Essa
diferenca pode ser explicada em func¢do da menor atividade das
fémeas apos o repasto, tornando-as iscas faceis de captura ou
pelo fato dessas coletas terem sido no periodo noturno, quando
a atividade destes insetos ¢ maior a procura de repasto
sangiiineo, ocasido em que os capturamos, conforme verificou
Barretto*, em 1943 .

O encontro de fémeas em maior nimero que os machos
diferem de achados de outros autores. No nosso experimento,
observou-se que machos superaram as fémeas, apenas em
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coletas com papel embebido com vaselina liquida, nos demais
tipos de coletas, as fémeas encontram-se em superioridade
numérica’!'®!’.

A analise das coletas com luminosos, apenas em interior
de mata, revelou que cdes, galinhas e hamsters atrairam,
significativamente, L. ayrozai (y*=130,60; y*=27,52 e x>=11,97,
respectivamente) em relagio as outras espécies de flebotomineos
presentes nesse ambiente (Tabela 8), ndo conferindo a nenhuma
dessas iscas o papel de fonte sangiiinea preferencial. Gomes et
alii® ja haviam observado que em area florestada no Vale do
Ribeira, nenhuma espécie de flebotomineo demonstrou habito
cianofilico.

O mesmo tipo de analise foi feito considerando-se coletas
com papel embebido em vaselina liquida.

Nessa modalidade de coleta, também, verificou-se que o
tipo de isca ndo interferiu no conjunto das espécies coletadas,
mas na analise da espécie por ecotopo, ressalta-se que naquele
com galinhas, L. migonei e L. fischeri foram mais freqiientes
(*= 21,90) em relagdo as outras espécies. Nossos resultados
diferem daqueles obtidos por Falqueto® em armadilhas de Disney
com isca de c@o, instalado em interior de mata, naquela
investigacdo, o autor observou que o cio atraiu intensamente
L. intermedia s.1., L. migonei, L. whitmani e L. fischeri. Em
nossas observac¢des, nenhuma espécie de flebotomineos
compareceu, a niveis significativos, no ecétopo com cao.

Nas coletas com pano estendido nas paredes dos
recintos, L. ayrozai foi a espécie mais freqiiente naqueles com
cdo, gamba, galinha e hamsters ao longo do periodo, ressalta-se
que em 1996, L. fischeri prevaleceu no canil (y*= 13,24) (Tabela
5).

Esses encontros sdo concordantes com as afirmativas
de varios autores que consideram o uso de iscas animais como
indicativos de afinidades hematofagicas, em que as preferéncias
alimentares dizem respeito a disponibilidade de fonte sangiiinea,
a variedade da flora e fauna dos locais investigados, as
diferencas geograficas que poderiam implicar nas preferéncias
alimentares dos flebotomineos ou ainda, do ecletismo alimentar
dos flebotomineos, fazendo uso da fonte disponivel'": 82,

Acregido do Vale do Ribeira sofreu, no inicio dos anos de
96 e 97, grande inundagio pelo transbordamento do rio Ribeira
de Iguape, decorrentes de precipitacdes elevadas conforme
pode-se observar na figura 1. Provavelmente em funcéo desse
episddio, aliado ao “fendmeno E/ Nino” que acometeu o
continente americano naquele periodo, as coletas tenham sido
pouco rendosas. Os provaveis criadouros tenham sido,
parcialmente, danificados pela agdo das aguas.

Nesse periodo as temperaturas maximas oscilaram entre
27,2°e 41,0°C enquanto as minimas variaram de 7,0°a 21,0°C; a
umidade relativa manteve-se entre 82 e 92%, esse fator parece
ndo ter afetado na distribui¢do dos flebotomineos.

De qualquer forma, o produto das coletas revelou que as
espécies mais freqiientes como L. intermedia s.l, L. migonei,
L. fischeri e L. ayrozai predominaram nos periodos mais secos
do ano (abril a agosto) o que corrobora os achados de Gomes®,
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no Vale do Ribeira.

Em 1996, e em 1997, as coletas em interior de mata tiveram
predominio de L. ayrozai, em particular no periodo pds-chuva,
de abril a junho, superando, em numero, o conjunto de todas as
demais espécies. Esse periodo foi responsavel por 65,63% de
todos os exemplares coletados, revelando que houve diferenga
significativa entre as coletas nos meses trabalhados (*=714,76).

Esses resultados encontram eco nas investigagdes de
Gomes”, que estudando a biologia de L. intermedia s.1. no Vale
do Ribeira, confirma a dispersao ubiqiiitaria dessa espécie, com
predominio absoluto em ambientes abertos e de margem de mata,
onde a acdo humana se fez presente. Nossos resultados
concordam quanto a distribui¢do sazonal dessa espécie, ausente
em periodos com altos indices pluviométricos, com maiores
densidades verificadas no outono e inverno, aproximadamente
40 dias apds o término das chuvas. As explosdes de alados
podem ser explicadas pela ndo destrui¢do total dos criadouros
pelas aguas.

Ainda no Vale do Ribeira, Domingos et alii’, concluem
que L. intermedia s.1., embora de forma irregular, esta presente
ao longo do ano, com picos no verdo e inverno, antes ou apos
o periodo de chuvas.

As pequenas variacdes encontradas na distribuicdo
sazonal das espécies mais freqiientes, talvez estejam fortemente
influenciadas por fatores locais, especialmente relacionados
as condi¢des micro e macroclimdticas. conforme afirma
Gomes'®.

Na Regido do Planalto, em Itupeva, SP, L. intermedia
s.L, L. whitmani, L. fischeri, L. migonei e L. pessoai, também
apresentaram varia¢do sazonal concordante com os periodos
mais secos do ano (Mayo et alii®!).

Em outras regides do Estado ou do pais, ocorreram
variagdes em relagdo a atividade sazonal das principais espécies,
embora sem analisar estatisticamente os valores locais de
umidade relativa, temperatura ou indice pluviométrico, pode-se
inferir que essas diferencas estejam relacionadas com as
variagdes climaticas e paisagisticas locais. Assim, em Teodoro
Sampaio, no Estado S3o Paulo, Forattini!® verificou que nos
meses mais frios e secos (junho-agosto) havia queda na
densidade de L. whitmani e L. intermedia s.l. retornando aos
indices mais elevados nos meses mais quentes e umidos
(dezembro-fevereiro), fato semelhante foi observado por
Barretto* em estudos no Estado de Sdo Paulo e por Condino et
alii’ , quase sessenta anos apos o primeiro inquérito.

No Parque Nacional da Serra dos Orgdos, Rio de Janeiro,
as espécies acrodendroéfilas revelam maior atividade nos meses
frios e secos e maior presenca de L. ayrozai ao nivel do solo
nos meses quentes e umidos. (Aguiar et alii' ).

Teodoro et alii **, no norte do Parand, relatam maior
atividade nos meses mais quentes e umidos.

Em habitats antrépicos no municipio de Jussara, Parana,
Teodoro?’, também relata a ocorréncia da maior atividade de
L. intermedia, L. whitmani, L. pessoai, L. fischeri e L. migonei
nas épocas de temperatura e indice pluviométrico mais
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acentuadas, obtendo 83,38% dos exemplares no verdo e outono.
Todavia em Corguinho, MS, o pico de atividade de L. whitmani
coincide com o inverno (Galati e alli %)

Em area urbana de Corumba, Mato Grosso do Sul,
L. cruzi, espécie sugestiva de participagdo na transmissao de
leishmaniose visceral na localidade, pela sua predominancia no
peri e intradomicilio, cerca de 90,0% das espécies coletadas,
apresenta picos no verdo, outono ¢ primavera (Galati ez alii').

CONCLUSOES

1. A fauna flebotominica no municipio de Eldorado
esteve representada por 10 espécies: L. intermedia
s.l.; L. fischeri, L. migonei,, L. ayrozai, L. monticola;
L. ferreirana, L. pestanai, L. edwardsi; L. firmatoi e
B. troglodytes.

2. No interior de mata verificou-se acentuada presenga

de L. ayrozai, seguido por L. fischeri, L. migonei,
L. intermedia s.l., constituindo-se as espécies
predominantes nesse ambiente.

3. L. ayrozai manteve maior atividade nos meses de
abril a julho, periodos mais secos.

4. A presencga de iscas animais ndo interferiu na
variedade das espécies de flebotomineos coletados.
Verificou-se que em interior de mata houve
predominio de L. ayrozai.

5. Apresengamarcante de L. ayrozai, no ambiente florestal,
restrita ao ambiente nd3o modificado ou pouco
modificado, confere a essa espécie condigdes potenciais
para o papel de vetor na hipdtese da existéncia de ciclos
silvestres de circulagdo de Leishmania nessa Regido.

6. A predominancia de L. ayrozai nos ecétopos com
roedores, sugere a participacdo desses
flebotomineos no ciclo silvestre de Leishmania sp,
no municipio de Eldorado.
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ABSTRACT. Observations were made in periurban area in Eldorado county, Ribeira Valley, Sdo Paulo
State, Brazil for the purpose of assessing the participation of phlebotomines, domestic, domiciliar and wild
animals in the epidemiology of American Cutaneous Leishmaniasis. Several artificial ecotopes were installed
within the forest for the capture of phlebotomines between January 1996 and December 1997. Ten sandfly
species represented by 1,066 specimens were captured during this period. Lutzomyia ayrozai was
predominant in the forest. The greatest peak occurred from April to July. Lu. ayrozai could be an important
vector in enzootic cicle of Leishmania in this region.

KEY WORDS . American Cutaneous Leishmaniasis, ecology, vectors, L. ayrozai, Phlebotomine, animal

bait, Vale do Ribeira
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RESUMO. As leveduras estdo amplamente distribuidas no ambiente sendo também habitantes normais do
corpo humano. Sao consideradas patdgenas oportunistas causando infeccdes que variam desde superficiais
até profundas e fatais. O conhecimento da microbiota normal pode ajudar o médico a ter perspectiva sobre
uma possivel fonte e a importancia de microrganismos isolados de infec¢des. O estudo teve como objetivo
verificar a presenca de leveduras em amostras de mucosas bucal, vaginal, anal e de fezes de individuos
aparentemente saudaveis ou que apresentavam algum sintoma de infec¢o fungica. Foram utilizados para
isolamento os meios de agar Sabouraud cloranfenicol, Biggy agar, CHROM agar Candida e Pagano Levin
agar. Isolou-se leveduras em 40.7% (35/86) das amostras bucais, 26.2% (11/42) das amostras vaginais de
pacientes assintomaticos, 44.8% (13/29) das amostras vaginais provenientes de mulheres com desconforto
vaginal, 34.6% (9/26) das amostras anais, 77.5% (31/40) das amostras de fezes. C. albicans foi a espécie
prevalente em todos os tipos de amostras. As fezes apresentaram diversidade de espécies representadas
pelos géneros Candida, Saccharomyces, Rhodotorula, Trichosporon, Cryptococcus, e Hansenula
atualmente, Pichia.

PALAVRAS - CHAVE. Candida albicans, leveduras, fezes, microbiota, mucosas.
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INTRODUCAO

As leveduras sdo ubiquas no meio ambiente, sendo
encontradas no solo, na dgua, nos vegetais e como habitantes
do corpo humano, fazendo parte da microbiota normal enddgena.
Podem estar presentes em espécimes clinicos, como resultado
de contaminago ambiental, colonizagido ou processo infeccioso.
Portanto, o significado de sua presenga em material bioldgico
depende do numero de amostras positivas com o mesmo
organismo em um mesmo paciente, do numero de coldnias
formadas e se o material é proveniente de sitios estéreis ou
n5_026,44'

Por fazer parte da microbiota humana, as leveduras sido
consideradas patégenas oportunistas € podem causar muitos
processos infecciosos que variam desde quadros clinicos
benignos ou assintomaticos até aqueles graves e fatais. Estas
infec¢des ndo tém limitagdo geografica porque ocorrem
principalmente em pacientes com predisposi¢do a elas. Os
principais fatores envolvidos s2o: desajuste hormonal, uso de
imunossupressivos ou antimicrobianos de amplo espectro por
periodos prolongados, uso de cateter venoso, alimentagdo
parenteral e doencas como diabetes mellitus, neoplasias,
leucemias, AIDS e outras que causam diminuicdo do sistema
imunologico®!%4,

Entre as leveduras, os géneros de maior importancia
médica sdo: Candida, Cryptococcus, Hansenula atualmente,
Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Torulopsis e
Trichosporon.

Segundo Kurtzman e Fell?!, sdo descritas 163 espécies
do género Candida das quais cerca de 20 ja foram associadas a
processos infecciosos.

Estas espécies e, principalmente, C. albicans vivem
normalmente na orofaringe, secrecio bronquica, vagina, urina,
fezes colonizando o trato respiratorio, geniturindrio e
gastrointestinal?>3,

A incidéncia de infeccdes mistas por multiplas espécies
de leveduras esta crescendo, principalmente devido ao aumento
de pacientes imunocomprometidos e ao uso de antimicrobianos
de amplo espectro!134%. Embora C. albicans continue sendo a
levedura mais freqiientemente envolvida nos processos
patoldgicos, a emergéncia de outras espécies tem sido claramente
evidenciada. Varios autores tém relatado um aumento no nimero
de infecc¢des devido a C. fropicalis, C. parapsilosis, C. krusei,
C. lusitaniae, C. glabrata e outras 1423283145,

O conhecimento da microbiota normal de qualquer parte
do organismo ajuda o médico a ter perspectiva sobre a possivel
fonte e importancia de microrganismos isolados de infec¢des
clinicas. Um exemplo ¢ a identificagdo de microrganismos de
fontes exogenas ou enddgenas ao homem, para estudos de
infec¢des hospitalares!>4!.

Atualmente, nos EUA, o género Candida é reconhecido
como o quarto patdgeno responsavel por infecgio sist€émica
hospitalar, com taxa de mortalidade entre 55 a 70%°233.

O objetivo deste estudo foi verificar a presencga de
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leveduras em mucosas e fezes de individuos aparentemente
saudaveis ou ndo através da utilizagdo de quatro meios seletivos
para leveduras.

MATERIAL E METODOS

1. Pacientes e amostras biologicas

No periodo de maio de 1999 a setembro de 2000 foram
colhidas 223 amostras biologicas provenientes das mucosas da
boca (86), da vagina (71), do anus (26) e fezes (40) de 86 pessoas
incluindo pacientes atendidos pelo Sistema Integrado de Saude
da USP e de voluntarios ao trabalho representados por
universitarios, funcionarios da satde e pessoas diretamente
ligadas a eles. Todos tinham idade acima de 21 anos, do sexo
masculino ou feminino, aparentemente saudaveis ou
apresentando alguma sintomatologia para infec¢do fungica. Os
mesmos receberam explicagdo acerca da investigagdo e
consentiram na sua inclusdo na pesquisa, preenchendo um
protocolo de permissdo e avaliacdo. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz Central -
Séao Paulo.

As amostras das mucosas foram coletadas por “swabs”
esterilizados, e imediatamente introduzidos em tubos contendo
1 mL de solugdo fisioldgica. As amostras de fezes foram colhidas
em frascos plasticos esterilizados comercializados para cultura
e diluidas na propor¢do de 1g para 5 mL de solucdo fisioldgica
esterilizada.

2. Leveduras: isolamento e identificacio

As suspensdes das amostras de fezes e dos contetidos
vaginais, orais e anais foram homogeneizadas em vortex. Volumes
de 100 mL das respectivas amostras foram semeados por
espalhamento em varias dire¢des nas placas de Petri contendo
os seguintes meios de cultura: dgar Sabouraud dextrose (Difco)
acrescido de cloranfenicol 100 mg/L, CHROMagar Candida
(Probac), Pagano Levin agar (Difco) e Biggy agar (Difco). Apos
incuba¢do a 30°C por 72 horas um exemplar de cada variante
colonial foi repicado em tubo com dgar Sabouraud dextrose para
manutengdo e posterior identifica¢do. Esta foi baseada nas
provas de filamentacdo; produgdo de tubo germinativo,
ascosporos, urease e fenoloxidase; zimograma, auxanograma,
crescimento em diferentes temperaturas de incubagdo como
recomendado por Kurtzman e Feel?!. Utilizou-se também o sistema
de identificacdo comercial AP120C AUX (bioMérieux). As placas
foram reincubadas por até 7 dias para favorecer o crescimento
de leveduras fastidiosas.

RESULTADOS

Das 86 pessoas investigadas, 57 ndo apresentavam qualquer
sintomatologia para infeccdo e 29 mulheres queixavam-se de
desconforto vaginal como ardor, prurido, odor fétido ou corrimento.
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Tabela 1. Isolamento de leveduras de diferentes materiais bioldgicos

N°de amostras contendo varias

Material biologico e Grupo de pacientes Culturas positivas (x) leveduras associadas
n/N % x=2 x=3 x=4 ou mais
Mucosa bucal: Sem protese dentaria + ndo fumantes 22/64 34,4% 2 1 -
Com proétese dentaria + ndo fumantes 8/14 57,1% - - -
Sem proétese dentaria + fumantes 5/8 62,5% 1 - -
Com prétese dentaria + fumantes 0/0 0% - - -
Mucosa vaginal:
Assintomaticas 11(42) 26,2% 3 - -
Sintomaticas 13(29) 44.8% 2 - -
Mucosa anal:  Assintomaticas 9(26) 34,6% 4 1 -
Fezes:
Assintomaticos 31(40) 77,5% 15 6 2

n /N = n°de amostras positivas / n® total de amostras

Foram isoladas leveduras em 40,7% (35/86) das
amostras bucais; 26,2% (11/42) das amostras vaginais de
mulheres assintomaticas; 44,8% (13/29) das amostras vaginais
de pacientes que apresentaram desconforto vaginal; 34,6% (9/
26) das amostras anais; 77,5% (31/40) das amostras de fezes
(Tabela 1).

Entre as culturas de amostras da cavidade bucal obteve-
se isolamento de uma a trés espécies de leveduras, conforme
apresentado na Tabela 1. C. albicans foi a espécie prevalente
em culturas monomicrobianas (uma espécie de levedura) e
polimicrobianas (duas ou mais espécies de leveduras) conforme
demonstram as Tabelas 1 e 2.

De 24 amostras vaginais com culturas positivas
provenientes de pessoas sintomaticas ou ndo, 19 (79,2%)
apresentaram culturas monomicrobianas enquanto que em 5
(20,8%) foram isoladas duas espécies (Tabela 1). C. albicans
foi a espécie prevalente tanto para pessoas sintomaticas como
assintomaticas (Tabelas 2 e 3).

Nas culturas de fezes predominou o isolamento com mais
de uma espécie de leveduras (74,2%), sendo encontrado culturas
monomicrobianas em 25,8%. Entre as culturas de amostras anais
observou-se o isolamento de um tipo de levedura em 44,6% (4/
9) e o isolamento de duas espécies em 55,6% (5/9) conforme
apresentado na Tabelal.

As Tabelas 2 e 3 exibem as espécies isoladas nos
diferentes materiais biolégicos. Em amostras de fezes observou-
se oito espécies do género Candida além dos géneros
Saccharomyces, Rhodotorula, Trichosporon, Cryptococcus e
Hansenula.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

O ser humano pode ser portador de leveduras,
principalmente do género Candida'®***. Contudo, a prevaléncia
das espécies nos diferentes sitios anatdmicos depende do tipo
de amostra clinica investigada, da metodologia utilizada no
processo de isolamento, assim como dos diversos grupos
populacionais, o que dificulta as comparagdes entre os diferentes
estudos >4,

A natureza comensal de Candida sp enfatiza a forma
oportunista da candidose oral *. A literatura relata 30 a 65% da
incidéncia de leveduras na cavidade oral, sem evidéncia de
infecg¢do!?. Diversas Candida sp tém sido isoladas como
comensais na cavidade bucal, incluindo C. albicans, C. tropicalis,
C. stellatoidea, C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii e
C. glabrata™*.

Entre as amostras clinicas investigadas neste trabalho,
foram obtidos 40,7% de culturas positivas para leveduras em
secrec¢do de cavidade bucal, sendo C. albicans isolada na maioria
das ocasides (Tabelas 1 e 2). Resultados estes pertinentes com
a literatura citada.

Nenhum paciente apresentou alteragdes na cavidade
bucal, e as leveduras isoladas foram consideradas comensais.
No entanto, ao avaliar as fichas dos pacientes, observou-se
que 14 deles faziam uso de proteses dentarias totais ou ndo
sendo todos ndo fumantes (Tabela 1). O uso de protese total é
um importante fator que favorece a colonizagéo de leveduras '*
720, Na exclusdo desses pacientes, verificou-se uma taxa de
34,4% (22/64) de pessoas sadias e colonizadas por leveduras.
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Tabela 2. Espécies de leveduras isoladas em culturas monomicrobianas nos diferentes materiais biologicos.

Amostras biologicas

Espécie Mucosa bucal® Mucosa vaginal Mucosa anal® Fezes® Numero total de
amostras positivas (%)
Sem prétese  Com prétese  Sem protese  assintomaticas —sintomaticas
e ndo fumantes e ndo fumantes e fumantes

Candida albicans 15 7 2 7 8 1 4 44(68,7%)
Candida parapsilosis 3 1 1 1 6(9,4%)
Candida glabrata 2 2 4(6,2%)
Candida tropicalis 1 1(1,6%)
Candida guilliermondii 1 1(1,6%)
Candida fabianii 1 1(1,6%)
Rhodotorula rubra 1 1 1 1 1 5(7,7%)
Rhodotorula minuta 1 1(1,6%)
Trichosporon sp 1 1(1,6%)
TOTAL 19 8 4 9 12 5 7 64 (100%)

*Nao houve amostras de pacientes com protese dentaria e fumante; ® pessoas assintomaticas
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Tabela 3. Isolamento de mais de uma espécie de levedura em culturas em diferentes materiais bioldgicos.

Combinacdes de espécies

Amostras bioldgicas

Mucosa Fezes! Total

Bucal  Vaginal ~ Anal‘

C. albicans + R. rubra

C. albicans + C. parapsilosis

C. albicans + C. glabrata

C. albicans + T. inkin

C. albicans + C. tropicalis

. albicans + C. guilliermondii

C. albicans + C. fabiani

C. albicans + C. krusei

C. albicans + C. guilliermondii + R. rubra
C. albicans + C. parapsilosis + R. rubra
C. albicans + C. parapsilosis+ C. bombi
C. albicans + C. parapsilosis+ S. cerevisae

Q

C. albicans + C. parapsilosis + C. krusei+ C. tropicalis + R. rubra + T. mucoides

C. parapsilosis + C. rugosa + H. anomala
C. parapsilosis + R. rubra

C. parapsilosis + T. inkin

C. parapsilosis + C. guilliermondii

C. parapsilosis + C. zeylanoides

C. parapsilosis + R. rubra+ T. inkin

C. parapsilosis + C. krusei + T. asahii

C. parapsilosis +R. rubra + S. cerevisae + T. inkin
C. parapsilosis + R. rubra + C. albidus®
C. krusei + T. inkin + S. cerevisae

C. krusei + C. zeylanoides

C. krusei + R. rubra

C.glabrata + T. mucoides

T. asahii + R. rubra

12 1 2
lb
I° 1
e

lc

la

—_ N =

1 14

._._._._._._._
UGG GGG GH GGG NG Y O T O Y Gy G GGy G UG G NG T NS SO

1

Amostras bioldgicas de pacientes: “sem protese dentaria e ndo fumante, ® sem protese dentaria e fumante, ¢ sintomatica,

dassintomatica; ¢ Cryptococcus albidus
*nimero total de amostras positivas

Este resultado foi proximo aos de Wray et al.* e Jorge et
al.?’, de 35 a 37,4%. Porém, inferior a outros autores que
observaram de 47% a 52% 3. Estas diferengas provavelmente
aconteceram, devido ao tipo de populaco atendida na presente
pesquisa, que constituia- se de pessoas com bons habitos de
higiene bucal e na sua maioria ndo fumantes (64/72) conforme
demostra a Tabela 1.

Oito dos 14 usuarios de protese (57,1%) foram
colonizados por leveduras. Considerando que esses pacientes
ndo apresentavam manifestagdes clinicas e ndo eram fumantes,
isto contribui com a idéia de que apenas a presenga do
microrganismo ndo determina a doenga e sim a somatoria de
varios fatores relacionados ao fungo tais como producdo de
enzimas, adesdo, dimorfismo, produ¢do de toxinas e
principalmente aos ligados 4 defesa do hospedeiro™*.

Foram observadas culturas mistas em quatro amostras
da cavidade bucal com diferentes combinac¢des de espécies

(Tabela 3). Culturas de amostras bucais com duas espécies ou
mais também foram observadas por outros autores®* no entanto,
os dados da presente pesquisa divergiu de Candido et al.** que
encontraram C. tropicalis na maioria das associagoes.

O isolamento de C. albicans em secregdes vaginais nao
implica, necessariamente, em quadro patologico, sendo de
aproximadamente 30% a freqiiéncia desta em mulheres normais®
2636 No presente estudo encontrou-se 26,2% de culturas
positivas neste grupo de pacientes estando de acordo com a
literatura citada.

Os fungos dos géneros Candida, Saccharomyces,
Rhodotorula e Trichosporon podem ser isolados da vagina
humana!'8-2737,

No presente trabalho, verificou-se uma predominancia de
C. albicans em ambos os grupos de pacientes (assintomaticas e
sintomaticas). Segundo varios autores, esta espécie ¢ isolada em
mais de 80% dos pacientes assintomaticas ou ndo?3%%,
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E importante ressaltar que C. glabrata foi isolada somente
em amostras de pacientes sintomaticas. Esta espécie tem sido
relatada como agente de infecgdes vaginais por Geiger et al.'®,
Hurley et al.'’, porém tem sido também isolada de pessoas
saudaveis®?’. Em cinco ocasides foram detectadas culturas com
mais de uma espécie de levedura demonstrando a possibilidade
de culturas mistas neste tipo de material ?’. As associa¢des foram
distintas para cada paciente conforme demonstra a Tabela 3.
Moura?” também relatou associa¢des de leveduras em culturas
de secrecdo vaginal em pacientes com sintomatologia e
encontrou uma predominancia na combinagido entre C.
parapsilosis e C. tropicalis. Candido et al.® obtiveram de 23
pacientes, duas culturas mistas de amostras vaginais, sendo
observada as associacdes entre C. albicans e C. tropicalis, R.
rubra e C. tropicalis.

Devido a natureza comensal, algumas controvérsias t€ém
ocorrido quanto a interpretagdo de resultados de culturas
positivas para leveduras em amostras vaginais.
Tradicionalmente, qualquer crescimento de leveduras do género
Candida era considerado achados patogénicos neste sitio
anatdomico®. No entanto, alguns autores tém relacionado a
presenca de sintomas a quantidade de leveduras presentes na
vagina'82838,

Odds et al.?® correlacionaram a concentragio de Candida
na vagina com os sinais e sintomas de candidose vaginal. Entre
106 mulheres abrigando leveduras na vagina, sem outra causa
patoldgica genital presente, os autores encontraram uma
associacdo significativa entre a quantidade de leveduras em
individuos com sintomas de prurido e corrimento vaginal
anormal. Nao foram observadas diferencas entre o nimero de
leveduras vaginais e o uso de contraceptivo oral e antibidticos
ou o estagio do ciclo menstrual. O prurido e o corrimento vaginal
foram portanto, fortes indicadores de infec¢@o por Candida.

Hopwood et al.'” consideraram um niimero acima de 10
colonias de leveduras, isoladas de “swab” vaginal, como critério
para diagnostico.

Considerando as 29 pacientes com queixa de ardor,
corrimento, prurido, irritacdo e odor fétido, obteve-se culturas
positivas em 44,8% (13), sendo que, destas, 11 apresentaram
em média contagens superiores a 10 unidades formadoras de
colonias. A presenca de leveduras em pacientes assintomaticas
ocorreu em 26,2%, sendo que a maioria delas (7/10) apresentaram
contagem inferior a 10 coldnias.

Apesar da amostragem ser pequena, os dados
demonstraram claramente a importancia da contagem de
leveduras em secregdes vaginais. Segundo Odds et al.?,
amostras colhidas com “swabs” n2o sdo ideais para analise
quantitativa, porém eles consideram uma metodologia razoavel
para uma analise semi-quantitativa.

Essencialmente, todas as areas do trato gastrointestinal
humano podem abrigar espécies de Candida. Em individuos
saudaveis sdo relatados indices de 80%*.

Alguns trabalhos correlacionaram a presenca de fungos,
especialmente leveduras e casos de diarréia em humanos. As
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diarréias por leveduras podem ocorrer especialmente em
criancas, quando nenhuma outra espécie patogénica for
encontrada e o numero de leveduras for significativo, seguido
de falha na terapia antibacteriana e sucesso com drogas
antimicoticas'>#.

Em fezes, C. albicans tem sido predominante em varios
grupos incluindo recém nascidos, criangas com e sem diarréia,
adultos saudéveis ou com alguma anormalidade e em pacientes
HIV positivos 1342,

No presente trabalho foram obtidas culturas positivas
para leveduras em 77,5% (31/40) das amostras de fezes analisadas.
A elevada freqtiéncia no isolamento de leveduras deve-se
provavelmente a utilizagdo de quatro meios de cultura no

isolamento primario.
Fezes apresentou uma microbiota diversificada de
leveduras representadas pelos géneros Candida,

Cryptococcus, Saccharomyces, Rhodotorula, Trichosporon e
Hansenula, sendo predominantes C. albicans e C. parapsilosis
(Tabelas 2 e 3). Estes dados estdo de acordo com Tallero et al.*?,
que detectaram em 2.221 amostras de fezes, as mesmas espécies
inclusive as menos freqiientes, Cryptococcus albidus e Candida
rugosa com predominancia de C. albicans e C. parapsilosis.
No entanto, a presente pesquisa encontrou 74,2% de culturas
mistas por leveduras (Tabelas 1 e 3) divergindo dos autores
acima que encontraram 35%. Esta divergéncia pode ser ocorrido
devido a populagdo estudada, bem como a metodologia utilizada,
uma vez que os mesmos utilizaram apenas agar Sabouraud como
meio seletivo para leveduras no isolamento primario.

Considerando que o intestino age como reservatdrio de
leveduras, com grande potencial de colonizar a pele da regido
perianal, foram colhidas amostras de 26 pacientes aparentemente
normais. Obteve-se 34,6% de culturas positivas para leveduras
com predominacia de C. albicans e C. parapsilosis encontrando
em cinco ocasides culturas mistas com diferentes associagdes.
Maffei® observou uma freqiiéncia menor (28,7%), no isolamento
de leveduras em amostras anais de gestantes encontrando
também C. albicans e C. parapsilosis como espécies
predominantes. Candido et al.® encontraram valores ainda
menores (24%) em amostras anais e observaram uma cultura
mista apresentando associagao entre C. albicans e R. rubra. A
maior freqiiéncia, no isolamento de leveduras, observada no
presente trabalho em relagéo aos trabalhos citados, pode também
ser justificada pelo uso de mais de um meio de cultura no primo
isolamento.

Apesar de fezes e mucosas anais representarem o
conteudo intestinal, ¢ esperado que a freqiiéncia de leveduras
nessa tltima seja menor, principalmente devido a quantidade de
material representada pelas diferentes amostras.

Concluindo, os dados do presente estudo refletem a
grande diversificacdo de leveduras na microbiota humana da
boca, vagina, anus e fezes. Este conhecimento ¢ importante
visto que hoje em dia o maior risco de infec¢do ocorre através
de microrganismos de nossa propria microbiota.

Muitas espécies, antes consideradas nao patogénicas,
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hoje sdo reconhecidas como causadoras de infecgdes,
provocando muitas vezes quadros graves. Além disso, algumas
delas, como por exemplo C. krusei, conferem resisténcia
intrinseca a certos antifingicos, comumente usados nos
tratamentos, e outras como C. dubliniensis, podem adquirir

rapidamente resisténcia aos mesmos. Estes fatores aliados ao
aumento da incidéncia de pessoas imunodeprimidas, t€ém levado
a necessidade de um maior conhecimento da microbiota bem
como de metodologias mais apropriadas para o isolamento e
identificacdo de leveduras.
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ABSTRACT. The yeasts are widely distributed in our environment, being also normal inhabitants of our
bodies. Yeasts are considered to be opportunistic pathogens causing infectious processes ranging from
superficial to deep and fatal ones. The knowledge of the normal microbiota can help physicians to obtain
a perspective about the possible source and importance of microorganisms isolated from infections. The
objective of the present study was to determine the presence of yeasts in samples of the oral, vaginal, and
anal mucosae and in fecal samples from apparently healthy individuals or individuals who presented
symptoms of fungal infection. The media used for isolation were Sabouraud chloramphenicol agar, Biggy
agar, CHROM agar Candida and Pagano Levin agar. Yeasts were isolated from 40.7% (35/86) of the oral
samples, 26.2% (11/42) of the vaginal samples from asymptomatic individuals, 44.8% (13/29) of the vaginal
samples from women with vaginal discomfort, from 34.6% (9/26) of the anal samples, and 77.5% (31/40) of
the fecal samples. C. albicans was the predominant species in all sample types. Feces presented species
diversity represented by the genera Candida, Saccharomyces, Rhodotorula, Trichosporon, Cryptococcus,

and Hansenula nowadays Pichia.

KEY WORDS. Candida albicans, feces, microbiota, mucosae, yeasts.
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RESUMO. Foram realizadas analises microbioldgicas, fisico-quimicas e microscopicas de 15 amostras
diferentes de polpa de fruta congelada de uma unica marca comercial, com o objetivo de verificar a
qualidade destas polpas, uma vez que, sdo consumidas in natura. Os resultados obtidos indicaram que,
do ponto de vista microbiologico, todas as amostras analisadas atendiam a legislagdo em vigor. Entretanto,
as andlises fisico-quimicas mostraram que, das 13 amostras que apresentam limites estabelecidos pela
legislagdo vigente, 4 (31%) se enquadravam como produto em desacordo com a mesma legislagdo. As
polpas de abacaxi e morango ndo apresentam padrdes legais de identidade e qualidade. As andlises
microscopicas mostraram que 60% das amostras apresentaram fragmentos e/ou larvas de insetos e acaros.
Foram também detectados fragmentos micelianos. Os resultados indicaram que 53% das amostras foram
enquadradas como produtos inaceitaveis para o consumo, quanto as caracteristicas microscopicas.
Portanto, existe a necessidade de estabelecer métodos que sirvam como padrio para o controle microscdpico
destes produtos, além da exigéncia de contagem de filamentos micelianos em polpas de frutas congeladas.

PALAVRAS CHAVE: Polpas de frutas congeladas, microbiologia, microscopia, analises fisico-quimicas.

INTRODUCAO

As frutas por serem pereciveis, deteriorarem em poucos
dias, tém sua comercializac¢@o “in natura” dificultada a grandes
distancias. Além disso, estima-se que perdas pos-colheita variem
de 15 a 50%. A produgdo de polpas de frutas congeladas se
tornou um meio favoravel para o aproveitamento integral das
frutas na época da safra evitando os problemas ligados a
sazonalidade®.

" Instituto Adolfo Lutz — Laboratério de So José do Rio Preto, SP.

Alegislagio brasileira do Ministério da Agricultura define
polpa de fruta como o produto ndo fermentado, nido
concentrado, ndo diluido, obtida pelo esmagamento de frutos
polposos, através de um processo tecnoldgico adequado, com
um teor minimo de s6lidos totais proveniente da parte comestivel
do fruto, especifico para cada um destes mesmos °.

As polpas devem ser preparadas com frutas sas, limpas,
isentas de matéria terrosa, de parasitas e detritos de animais ou
vegetais. Nao deverdo conter fragmentos das partes nido

* Enderego para correspondéncia: * Universidade Estadual Paulista — Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos — Campus S&o José do Rio

Preto, SP.
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comestiveis da fruta, nem substancias estranhas a sua
composi¢do normal. Deve-se também observar as caracteristicas
microscdpicas, como auséncia de sujidades, parasitas e larvas’.

No rétulo da embalagem do produto devera constar a
denominacdo “polpa”, seguido do nome da fruta de origem. As
caracteristicas fisicas, quimicas e organolépticas deverdo
corresponder as provenientes do fruto de sua origem,
observando-se os limites minimos e maximos fixados para cada
polpa de fruta, previstos nas normas especificas’.

A polpa de fruta tém grande importancia como matéria
prima em industrias de conservas de frutas, que podem produzir
as polpas nas épocas de safra, armazena-las e reprocessa-las
nos periodos mais propicios, ou segundo a demanda do mercado
consumidor, como doces em massa, geléias e néctares’. Ao
mesmo tempo também sio comercializadas para outras industrias
que utilizam a polpa de fruta como parte da formulagido de
iogurtes, doces, biscoitos, bolos, sorvetes, refrescos e alimentos
infantis.

Atualmente com a tecnologia disponivel, o mercado de
polpas de frutas congeladas tem tido um crescimento razoavel e
apresenta grande potencial mercadoldgico em funcdo da
variedade de frutas com sabores exoticos bastante agradaveis.
Devido a inexisténcia de padrdes para todos os tipos de frutas,
encontram-se no mercado produtos sem uniformidade.
Considerando tal fato, este trabalho teve como objetivo realizar
um levantamento das caracteristicas microbioldgicas,
microscopicas e fisico-quimicas de diferentes polpas de frutas
congeladas.

MATERIAL E METODOS
Obtencao das amostras

Foram adquiridas de um supermercado de grande porte
da cidade de Sao José do Rio Preto - SP, 15 polpas congeladas,
em triplicatas, das frutas: cupuacu, acerola, goiaba, cacau,
manga, caja, uva, caju, mamao, meldo, abacaxi, siriguela, umbu,
morango ¢ acai. Todas da mesma marca comercial, mesmo
lote e dentro do prazo de validade. As amostras foram
transportadas ao laboratorio para andlise sob refrigeragdo
em caixa de isopor.

A) Analise microbiolégica
Preparo das amostras

Cada amostra foi reconstituida segundo as indica¢des
do rétulo na embalagem, ou seja cada saco de polpa de 100g foi
diluido em 200 mL de agua destilada estéril. Pipetou-se 10mL da
amostra, que, a seguir, foi transferida para um erlenmeyer
contendo 90 mL de agua destilada estéril com posterior
homogeneizagdo (dilui¢do 101). A partir desta diluigdo procedeu-
se as demais dilui¢des decimais seriadas até 10°3.
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Determinaciio do niimero mais provavel de coliformes totais

Cada amostra foi inoculada em 3 séries de 3 tubos
contendo 9 mL de caldo lauril sulfato triptose com 1 mL das
dilui¢des 10, 102, 10. Homogeneizou-se ¢ incubou-se a 35°C
durante 48 h. O célculo do nimero mais provavel (NMP) de
coliformes totais foi realizado com o auxilio da tabela de Hoskins®.

Determinaciio do niimero mais provavel de coliformes fecais

Foi utilizada a técnica dos tubos multiplos, usando-se o
caldo EC. Apds a inoculag@o, os tubos foram incubados a 44,5°C,
em banho maria, por 24 h. O calculo do numero mais provavel
(NMP) de coliformes fecais foi realizado com o auxilio da tabela
de Hoskins®.

Pesquisa de Salmonella sp

Foram homogeneizados 25mL de cada polpa de fruta
reconstituida em 225 mL de caldo lactosado adicionado de 0,5%
de Na,SO,. Apos a incubag@o a 35°C por 24 h, ImL dessa
suspensao foi transferido para 10 mL de caldo selenito-cistina,
e incubado a 35°C. Depois de 24 h, 48 h e 5 dias foram realizadas
semeaduras por esgotamento em placas de Petri contendo agar
SS (Salmonella-Shigella) e 4dgar verde brilhante. As coldnias
suspeitas foram submetidas a testes sorologicos®.

B) Anélise fisico-quimica
Preparo das amostras

Cada uma das polpas de frutas foi preparada segundo
instrugdes do rdtulo, ou seja, 100g de polpa para 200 mL de
agua destilada, com excecdo do agai, e foram submetidas as
analises fisico-quimicas descritas a seguir, determinadas para
cada tipo de polpa de fruta de acordo com a legisla¢do®.Os
resultados foram expressos em relagdo a amostra original.

Solidos soltuveis em °Brix

A determinacio de sélidos soltveis (°Brix) foi realizada
em refratdmetro da marca PZO-Warszawa-Poland.

Determinacéo do pH

A determinacao do pH foi realizada em um potenciometro
da marca Analion - pm 608.

Outras determinacdes

Os teores de umidade, cinzas, sélidos totais e proteinas
foram determinados segundo metodologia descrita em AOAC
(1995)%, respectivamente, métodos 934.06, 490.26, 920.151 ¢
960.52.
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Os parametros acidez titulavel, acido ascorbico, gordura
e acucares redutores (em glicose) e ndo redutores (em sacarose)
foram determinados como descrito nas Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (1985)"!, segundo os métodos 4.7.1,31.6.1,
4.10,4.13.2 e4.13.3, respectivamente.

Carboidratos totais

A determina¢do dos teores de carboidratos totais foi
realizada por diferenga:

% carboidratos totais = 100 - % ( umidade + cinzas +
proteinas + lipideos)

C) Analise microscopica

Foi realizada a determinac@o de fragmentos de insetos
(para polpas com °Brix entre 8 e 20); larvas e ovos de insetos
(para as polpas com °Brix entre 13 e 20); determinac@o de matérias
estranhas por flutuacdo (polpas de frutas com °Brix entre 6 e
7,9)1. A contagem de micélios de fungos foi realizada pelo método
de Howard como descrito em Citrus Handbook?®.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A) Analise microbiolégica

Os resultados das analises microbioldgicas realizadas
para as polpas congeladas mostraram que estas se encontravam
adequadas para o consumo, uma vez que estdo de acordo com
a legislacdo vigente, a qual estabelece auséncia de Salmonella
em 25g e um limite maximo para coliformes fecais de 1,0 NMP/g
de amostra’.

B) Analise fisico quimica

Os resultados das andlises fisico-quimicas estdo
demonstrados nas Tabelas 1 e 2. Na Tabela 1 estdo representadas
as caracteristicas fisico-quimicas encontradas no produto
rotulado como polpa de agai do tipo B (médio). A Instrugio
Normativa n° 1 de 07/01/00 apresenta diferencas entre as
defini¢cdes para os produtos “polpa de agai” e “acai tipo B
(médio)” e estabelece limites diferentes para estes 2 tipos de
produtos’. Na rotulagem do produto analisado, encontra-se uma
divergéncia relacionada a descricdo do produto, por parte do
fabricante, ficando o mesmo numa situacgéo intermediaria entre
as definigdes, dificultando o enquadramento legal do produto.

De acordo com os resultados encontrados o produto se
enquadra melhor como agai tipo B (médio), pois seu teor de
solidos totais foi de 11,04% e os limites legais estabelecidos
estdo na faixa de 11,0 a 14,0%?°. Ainda nesta mesma Tabela 1
pode-se observar que o produto estd em desacordo com a
legislacdo vigente, por apresentar teor de proteina, abaixo dos
limites minimos estabelecidos (6,0 g/100gms).

Tabela 1. Resultados das caracteristicas fisico-quimicas da
polpa de agai.

Acai Polpa® Agai®
Proteinas (g/100 g ms*) 0,90 + +
Lipideos (g/100 g ms*) 4347 + +
Carboidratos totais 53,30 +
(g/100 g ms*)
Acgucares redutores Nao +
em glicose (% p/p) encontrado
Agucares nio redutores - +
em sacarose (% p/p)
Acidez titulavel em 2,86
solugdo normal (% v/p)
Acidez em acido 0,17 +
citrico (% p/p)
PH 425 +
°Brix 6,0
Sélidos totais (% p/p) 11,04 +
Cinzas (% p/p) 0,26
Umidade (% p/p) 88,96

* gms = gramas de matéria seca
a = andlises requeridos pela legislacdo para polpa
b = analises requeridos pela legislacdo para acai

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos das analises
fisico-quimicas das polpas das outras frutas congeladas. Nesta
pode ser observado que cupuagu, cacau, caja e meldo estio em
desacordo com a legislagdo vigente® pois, apresentaram teores
de solidos totais e s6lidos soluveis (°Brix) menores que os limites
minimos estabelecidos, indicando que pode ter sido adicionada
agua a estas polpas. Porém a composi¢ao observada pode indicar
que as frutas foram colhidas durante o periodo das chuvas, o
que promoveria a dilui¢ao dos solidos.

Nao foram detectados agucares ndo redutores
(expressos em sacarose) em todas as amostras de polpa
congelada.

A polpa de cupuagu apresentou, também, um teor
percentual de agucar total menor que o estabelecido pela
legislag@o, provavelmente devido a porcentagem maior de
umidade (89,7%) da polpa. Das 15 polpas de frutas estudadas,
apenas 13 so consideradas na legislacdo vigente®. Destas, 4
(31%) estdo em desacordo com os pardmetros legais.

Em relag@o as polpas de abacaxi e morango, a legislacdo
vigente ndo apresenta padrdes fisico-quimicos de identidade e
qualidade. Neste trabalho foram realizadas determinagdes fisico
— quimicas com a inteng¢ao de que possam servir de referéncia
para trabalhos futuros ou como base para o estabelecimento de
padrdes de identidade e qualidade.

Algumas das polpas de frutas tém sido estudadas e os
resultados obtidos relatados por diversos autores “'> 1, Para
polpa de acerola, por exemplo, cujo pH determinado foi de 3,3,
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encontra-se dentro da faixa relatada na literatura (3,0 2 3,5). Em
relagdo aos sélidos totais o resultado encontrado foi superior
ao encontrado por Oliveira et al., (1998) *. Em relacéo a acidez
em acido citrico, os dados foram similares aos encontrados por
Nogueira (1991) e superiores aos encontrados por Oliveira et
al., (1998) e Alves et al., (1995). Esta variacdo pode ser explicada
pelo grau de maturago do fruto, uma vez que, a medida que o
fruto amadurece o teor de acido citrico diminui'. O teor de
vitamina C encontrado foi de 1374,2 mg/100g, apesar de ser um
valor alto, encontra-se na faixa de 831,7 a 1607,0 mg/100g, que é
descrita por estes mesmos autores' '3,

A polpa de caju apresentou um valor de pH (3,4) inferior
ao valor relatado por Oliveira et al., (1998) (pH =4,2), porém o
contetudo de vitamina C ¢é superior (270 mg/100g) ao relatado
por este autor (143,0 mg/100g).

Analise microscopica

As polpas de frutas ndo podem apresentar sujidades,
fragmentos de insetos, fungos, leveduras, detritos organicos
de outras substancias que indiquem a utiliza¢do de ingredientes
ou condi¢des de higiene insatisfatorias ou processamento
tecnologico inadequado’.

Considerando que as frutas estdo sujeitas a
contaminagdo por pragas em todas as etapas do processo de
industrializacdo, pode ocorrer a presenca de matérias estranhas,
como fragmentos, larvas e ovos de insetos e dcaros nesses
produtos™.

A qualidade e a vida titil de um produto alimenticio como
os sucos industrializados estdo intimamente relacionadas com
as condi¢des da matéria prima, transporte, processamento e
embalagem'®.

Nas analises das 15 amostras de polpas de frutas, as sujidades
encontradas foram: fragmentos de insetos, larvas, dcaros e um inseto
inteiro (Tabela 3). Nesta Tabela, foram estipulados intervalos de
contetido de sujidades segundo o tipo e niimero presentes em cada
produto. Esta mesma tabela, mostra que as polpas de morango, manga
eacerola, além de estarem contaminadas com fragmentos de insetos,
apresentaram uma ou mais das outras sujidades.

Analisando a Tabela 3 observa-se que a porcentagem de
amostras com auséncia de fragmentos de insetos foi de 40%, e
que a maior contaminac¢do nos produtos analisados foi por
fragmentos de insetos (60%).

A maior frequéncia de contaminag@o ocorreu na faixa de
1 — 5 fragmentos de insetos incidindo em 53% das amostras
contendo esse tipo de contaminante, e dessas 20% estavam
imprdprias para o consumo por conter acaros, larvas e insetos.

A legislagdo vigente® exige auséncia de sujidades, porém
diante dos resultados obtidos ¢ necessario que se estabeleca
um limite de tolerancia para fragmentos de insetos, devendo-se
manter a exigéncia de auséncia de sujidades para larvas, ovos,
insetos e nematoides.

Neste estudo também verificamos a presenca de fungos
nas polpas de frutas e empregamos o método de Howard para
contagem de filamentos micelianos como meio para verificar a
qualidade destes alimentos, como demonstrado na Tabela 4 .

Tabela 2: Resultados das determinagdes fisico-quimicas das polpas de frutas congeladas.

Polpa de: Acido. °Brix Acidez Acidez Acidez Umidade Solidos  Acucares pH

Ascorbico titulavel  eméacido  emécido (%op/v) totais redutores

(mg/100g) (% v/p) Citrico tartarico (% p/p) emglicose

(%pp)  (%plp) (% p/p)

Cupuagu 258 82 294 1,9 - 89,7 10,3 47 33
Acerola 13742 9,0 21,0 14 - 90,9 9,1 838 33
Goiaba 62,1 8,7 12,0 0,8 - 89,2 10,8 6,0 38
Cacau - 132 14,1 0,9 - 85,1 149 10,7 3,6
Manga - 13,5 15,6 1,0 - 85,1 149 6,0 33
Caja - 7.5 21,6 14 - 91,9 8,1 8,0 2,7
Uva - 19,5 138 - 1,1 80,0 20,0 20,0 29
Caju 2700 12,0 15,0 1,0 - 81,1 189 139 34
Mamaio - 10,0 36 03 - 89,5 10,5 10,1 43
Melao - 6,0 6,9 0,5 - 93,5 6,5 42 45
Abacaxi* - 11,7 12,0 0,8 - 88,2 11,8 92 3,5
Siriguela 11,7 16,5 13,0 1,2 - 814 18,6 10,0 30
Umbu - 10,5 258 1,7 - 894 10,6 5,7 2,6
Morango* 12,8 6,75 14,7 09 - 92,5 75 55 34

* = sem padrao na legislagdo
"= ndo detectado
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Tabela 3. Matérias estranhas leves em polpas de frutas.

Matérias estranhas leves Polpa de Fruta
Tipo Incidéncia
Fragmentos de insetos 0 Maméao, caju, umbu, uva, a¢ai, meldo
1-5 Cupuagu, abacaxi, goiaba, siriguela, cacau, manga, caja,
morango
5-10 Acerola
Larvas 1-2 Morango, manga
Insetos 1-2 Morango
Acaros 1-2 Acerola

Tabela 4. Resultados de filamentos de fungos em polpas de frutas utilizando a contagem de Howard.

Campos positivos contendo filamentos de fungos (%)

0-10 11-20 21-30 31-40

41-

50 51-60 61-70 71-80 81-90

Caju cupuagu umbu
Acai
Abacaxi
Goiaba
Uva
Siriguela

Melédo

cacau,

caja

Acerola, mamao morango

manga

Observamos que embora ndo tenha sido verificado o
crescimento de microrganismos, foi constatada e verificada a
presenca de fungos ndo viaveis caracterizando o emprego de
matéria prima ndo selecionada e deteriorada.

Devido ao fato de que para as polpas de frutas ndo ha
padréo na legislagdo quanto aos limites de tolerancia, foi utilizado
suco de laranja concentrado como referéncia e neste, ¢ tolerada
a contagem de até 10% de campos positivos com filamentos de
fungos®. Fazendo uma comparag@o entre os resultados obtidos
das polpas e o limite permitido para o suco concentrado de
laranja, foi considerado aceitavel a polpa cuja porcentagem de
campos positivos com filamentos micelianos for de até¢ 10% e
inaceitavel todas aquelas cujos valores ficaram acima de 10%.

Os resultados obtidos mostraram que as polpas de frutas
de cupuagu, umbu, cacau, caja, acerola, manga, mamao e morango
ou seja, 53% das polpas analisadas, apresentaram porcentagem
de campos positivos em filamentos micelianos acima de 10%,
enquadrando-se como produtos inaceitaveis para o consumo,
indicando que foi utilizada matéria prima deteriorada, enquanto

que as condi¢des higiénicas das frutas utilizadas na producdo
das polpas de caju, abacaxi, goiaba, uva, siriguela, meldo e agai,
foram satisfatorias.

Sugerimos, que deveria ser incluida na legislacdo de
polpas de frutas em vigor a exigéncia de contagem de filamentos.

CONCLUSOES

As analises realizadas indicaram que, do ponto de vista
microbioldgico, todas as amostras atendiam a legislagao em vigor.
As analises fisico-quimicas indicaram que 4 (31%), das 13 amostras
com limites estabelecidos, se encontraram em desacordo com a
legislagdo. Nas analises microscopicas foi encontrado que 60%
das amostras apresentaram fragmentos e/ou larvas de insetos e
acaros. Como foram encontrados fragmentos micelianos nas
amostras de polpas de frutas congeladas, sugere-se que seja
estabelecida a contagem destes filamentos nesses produtos, com
base em metodologia padronizada.

125



Bueno, S. M. et al.. Avalia¢do da qualidade de Polpas de Frutas Congeladas. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(2):121-126, 2002

RIALA6/927
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ABSTRACT. Microbiological, physical-chemical and microscopic analyses of 15 samples of frozen fruit
pulp, from a single commercial brand, were carried out to verify pulp quality, because they are consumed
in natura. The results have shown that, from the microbiological point of view, all samples were in compliance
with the present legislation. However, the physical-chemical analyses showed that 4 (31%) of the samples
were not in compliance with this legislation. The identity and quality of pineapple and strawberry pulp are
not contemplated by the legislation. The microscopic analyses showed that 60% of the samples presented
fragments and/or larvae of insects and acarids. Micelial fragments were also detected. The results indicated
that 53% of the samples were unacceptable for consumption according to the legislation. Therefore,
methods need to be established in order to serve as a model for the microscopic control of these products,
in addition to the necessity of counting micelial filaments in frozen fruit pulp.

KEY WORDS. Frozen fruit pulp, microbiological, microscopic, physical-chemical analyses.
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RESUMO. Hemoderivados de origem animal s3o amplamente empregados no preparo de meios de cultura
utilizados em praticas laboratoriais de interesse em Satide Publica. Para avaliagdo da qualidade deste
produto foram testados dois sistemas de coleta de sangue em carneiro. O sistema tradicional, utilizando
seringa, e um sistema em bolsa confeccionada em cloreto de polivinila (PVC) atéxico. Foram utilizados 40
carneiros adultos, machos e fémeas, distribuidos de forma aleatoria em dois grupos compostos por vinte
animais cada. O sangue coletado para o estudo foi manipulado com assepsia em ambiente estéril, sendo
posteriormente incubado a 37 °C durante 24 horas e semeado em placas com agar Mueller Hinton sangue
(MHS) e em tubos com caldo de infusdo cérebro coragdo (BHI). Os dados obtidos demonstraram a
conveniéncia do uso da bolsa em PVC, por ndo apresentar crescimento bacteriano em nenhuma das
amostras testadas.

PALAVRAS-CHAVE. Bolsa de PVC; sangue desfibrinado; coleta de sangue de carneiro; contaminagio;

hemoderivados.

INTRODUCAO

Hemoderivados de origem animal sdo amplamente
empregados no preparo de meios de cultura utilizados em praticas
laboratoriais. Os meios sdo formulados com o intuito de permitir
o desenvolvimento de bactérias de interesse biomédico,
possibilitando sua identificago e o estudo de suas propriedades
bioldgicas, entre elas a capacidade de produzir hemdlise . O
enriquecimento de meios de cultura como agar sangue e agar

' Instituto Adolfo Lutz - Servigo de Biotério

* Endereco para correspondéncia: Av. Dr. Arnaldo 355, 01246 - 902, Cerqueira César - Sdo Paulo -

chocolate ¢ freqiientemente obtido através da adi¢do de sangue
desfibrinado de carneiro’. A qualidade do sangue empregado
para enriquecimento de meios de cultura € importante, sendo
dependente de varios fatores entre os quais a saide do animal,
a presenca de substancias que podem causar interferéncia no
crescimento de microorganismos, e os métodos utilizados para
processamento do sangue durante a elabora¢do do produto®.
Com o objetivo de avaliar a qualidade do sangue em relagdo a
esterilidade, foram testados dois sistemas para a coleta de

SP, e- mail: jaraeffray@hotmail.com
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sangue em carneiros. O sistema tradicional, em que a coleta ¢
realizada através de seringa, e o sistema que utiliza bolsa
confeccionada em cloreto de polivinila (PVC) atdxico.

MATERIAL E METODOS

1. Animais

Foram utilizados 40 carneiros adultos saudaveis, sem
raca definida, machos e fémeas, submetidos a controle zootécnico
e sanitario, distribuidos de forma aleatoria em dois grupos
compostos por 20 animais cada.

Os animais foram mantidos em instalagdo rural, em
sistema semiconfinado recebendo rac¢do balanceada,
suplementacdo de sal mineral e 4gua ad libitum.

Todos os procedimentos que envolveram os animais
foram realizados de acordo com os principios €ticos que orientam
a experimentacdo animal, com o intuito de evitar a dor e o
sofrimento 7.

2. Materiais e Equipamentos

Foram utilizados dois sistemas para coleta de sangue:

Grupo A - sistema aberto, utilizando seringa hipodérmica
de vidro estéril com capacidade para 50 mL, provida de agulha
40x12 (figura 1). Frascos de vidro estéreis com capacidade para
500 mL, contendo 80 gramas de pérolas de vidro e uso de Bico
de Bunsen para transferéncia do sangue.

Grupo B - sistema fechado, utilizando bolsa
confeccionada em PVC atdxico, medindo 145 mm x 250 mm, com
capacidade total de 1000 mL e capacidade util de 400 mL de
sangue desfibrinado, contendo 80 gramas de pérolas de vidro,
conectada a um tubo de silicone de 1 m de comprimento, provido
de agulha 40x16, em aco eletropolido (figura 2). Este sistema foi
esterilizado através de radiacdo gama e produzido por
J.R.Comércio de Produtos Hospitalares Ltda. (Campinas-SP).

3. Procedimentos para sangria e controle de esterilidade

Os animais foram contidos em decubito lateral para coleta
do sangue. Foi realizada tricotomia na regido da veia jugular
externa e anti-sepsia com solug@o de alcool iodado previamente
a venopungdo®. O garrote foi aplicado na regido do pescogo.

No grupo A, a venopungio foi feita com agulha 40x12
conectada a seringa para coleta do sangue. Apos atingir o volume
de 50 mL, a seringa foi desconectada e imediatamente outra
seringa foi conectada a agulha inserida na veia do animal,
retirando-se desta forma, aliquotas de 50 mL de sangue por vez.

A transferéncia do sangue da seringa para o frasco estéril
contendo pérolas de vidros, foi feita dentro da area de seguranga
proporcionada pelo bico de Bunsen (figura 3). Apds a
transferéncia, o frasco foi vedado com tampao estéril e agitado
manualmente durante aproximadamente 15 minutos para o
processo de desfibrinizagdo do sangue.

No grupo B, apds a venopungido com agulha 40x16
conectada de forma permanente ao sistema, o sangue foi
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Figura 1. Grupo A - Sistema aberto de coleta de sangue com
seringa.

Figura 2. Grupo B - Sistema fechado de coleta de sangue com
bolsaem PVC.

Figura 3. Grupo A - Transferéncia do sangue através de seringa
para frasco estéril.
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coletado diretamente para a bolsa em PVC, disposta em posicao
inferior ao animal, até que o volume necessario seja alcangado.

A vedagdo do sistema foi realizada manualmente através
de um nd, feito no tubo de ligago entre a agulha e a bolsa, que
foi agitada manualmente por 15 minutos para desfibrinizagido do
sangue. Os frascos e bolsas com sangue foram identificados e
transportados para o laboratorio para monitoramento.

O sangue proveniente dos grupos A e B foi manipulado
em ambiente estéril, sendo posteriormente incubado em estufa
a 37 °C durante 24 horas para ser semeado com assepsia em
placas com agar Mueller-Hinton, enriquecidas com 5% de sangue
de carneiro (MHS) e tubos contendo 3 mL de caldo de infusao
cérebro e corago (Brain Heart Infusion Broth - BHI).

Para verificagcdo de esterilidade, as placas MHS e os
tubos BHI foram incubados a 37 °C por 24 e 48 horas
respectivamente. A partir do crescimento bacteriano observado,
foram feitos esfregagos em lamina para serem posteriormente
corados pelo método de Gram.

4. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de
Fisher para determinagdo de eventuais diferencas significantes
entre os grupos testados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos apos os respectivos periodos de
incubac@o, demonstraram que o sistema que utiliza bolsa em
PVC nao apresentou contaminacdo detectavel pela metodologia
empregada. O sistema aberto, que utiliza seringa, revelou a

presenca de contaminagio em 35 e 40 % das amostras testadas,
conforme os resultados apresentados nas tabelas I e II,
respectivamente.

A partir das colonias bacterianas obtidas das placas e
tubos que apresentaram contaminag@o, foram feitos esfregacos
em laminas, que corados pelo método de Gram indicaram a
presenca de cocos Gram positivos. Neste estudo, nao foi
realizada a identificagdo dos microrganismos.

Para analise estatistica foi utilizado o teste de Fisher,
que afasta a hipdtese de casualidade, uma vez que o resultado
observado (p<0,01) comprovou existir diferenca significante
entre os métodos utilizados.

CONCLUSOES

A obtengdo de sangue de carneiro para elaboragido de
produtos bioldgicos apresenta dificuldades operacionais, pois
além de ser um material extremamente vulneravel a contaminacao
por microrganismos, ¢ coletado em condigdes de campo,
geralmente distante de instalacdes adequadas.

Com o objetivo de obter um produto de qualidade,
indispensavel as praticas laboratoriais voltadas ao diagnostico
e pesquisa, foi desenvolvida uma bolsa em PVC atoxico, que
por se constituir em um sistema fechado e estéril, proporciona
condi¢gdes ideais para a execucdo de sangria em animais,
praticamente independente das condigdes ambientais.

Neste trabalho demonstrou-se que no sistema aberto,
usado tradicionalmente, além da possibilidade de incidéncia de
contaminagdo freqiiente, ocorrem prejuizos financeiros e de
atendimento ao cronograma das atividades decorrentes,
chegando a determinar a contaminagdo de 40% das amostras

Tabela I. Distribuigdo do numero e percentual de amostras semeadas em MHS segundo a presenga de contaminagao.

GRUPOS
AMOSTRAS A B
Ne % Ne %
Contaminadas 7 35 - -
Nio contaminadas 13 65 20 100
Total 20 100 20 100
p=0,00416
Tabela II. Distribui¢io do niimero e percentual de amostras semeadas em BHI segundo a presenga de contaminacg@o.
GRUPOS
AMOSTRAS A B
Ne % Ne %
Contaminadas 8 40 - -
Nio contaminadas 12 60 20 100
Total 20 100 20 100
p=0,00163
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coletadas. No sistema fechado, que utiliza bolsa em PVC, ndo
foi detectada contaminagdo, bastando a simples tricotomia e
desinfeccdo da regido onde foi efetuada a venopuncgéo.

O aumento na qualidade do sangue obtido, aliado a

reduc¢do de custos, bem como a praticidade operacional, indica
a vantagem da utilizagdo do sistema fechado proporcionado
pela bolsa de PVC na produgio de insumos destinados a testes
diagnosticos e pesquisas de interesse em Satde Publica.
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Barbosa; J. A. de R. et al. Evaluation of two systems for sheep blood collection used for preparing culture
media. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 61(2):127-130, 2002.

ABSTRACT. Animal-origin hemoderived products are largely employed for culture media that account
for laboratory practice of interest for Public Health. In order to evaluate the quality of this product, two
systems of blood collection were tested, the traditional system that makes use of syringe, and a bag
system made of atoxic polyvinyl chloride (PVC). Forty adult sheep, males and females, distributed at
random in two groups of twenty animals each, were used. Blood used in this study was collected with
asepsis, in a sterile environment, incubated at 37 °C for 24 hours, and then streaked out on Mueller Hinton
blood agar plates and seeded in tubes with Brain Heart Infusion Broth (BHI). Our data showed that the
PVC bags did not present any bacterial growth in the tested samples, indicating to be better than the
traditional system.

KEY WORDS. PVC blood bag; defibrinated blood; sheep blood collection; contamination; hemoderivatives.
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Ristori, C. A., Pereira, M. A.dos S.,. Gelli,D. S O efeito da pimenta do reino preta moida frente a contaminagio
in vitro com Salmonella Rubislaw. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(2): 131-133,2002

RESUMO. As especiarias e seus derivados tém sido usados no preparo de alimentos ha milhares de anos,
conferindo-lhes sabor e aroma diferenciados. A agdo inibitdria das especiarias e seus extratos nos diferentes
microrganismos tem sido relatada. O objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo antibacteriana da pimenta do
reino preta moida (Piper nigrum L.) e de seu 6leo essencial frente a uma cepa de Salmonella Rubislaw. Os
efeitos da pimenta e seu 6leo adicionados em meios de cultura foram avaliados em dois experimentos. No
primeiro foram preparados dois tipos de meio de cultura sélidos, um com 1% de pimenta do reino e o outro
com 1% de 6leo essencial diluido em etanol, adicionados de caldo tripticase de soja (TSB) e agar. As
semeaduras foram feitas em superficie de dilui¢des decimais (10! até 107) da cepa de S. Rubislaw, em fase
estacionaria. Apds a incubacdo a 35°C durante 24 a 48h, procedeu-se a contagem das colonias. No segundo
experimento, ImL da diluigdo 10~ da mesma cepa, em fase estacionaria, foi adicionadaa 100mL de TSB com
o0 6leo diluido em etanol, para uma concentragdo final de 100pg/mL. Apds 24h de incubagdo a 35°C foram
realizadas contagens padrdo em placas. Os resultados obtidos nos experimentos ndo demonstraram efeito
inibitorio da pimenta do reino preta moida e de seu 6leo essencial na cepa estudada.

PALAVRAS-CHAVES. pimenta do reino preta moida, Salmonella Rubislaw, atividade antibacteriana

" Instituto Adolfo Lutz Central — Sio Paulo, S.P. Se¢do de Microbiologia Alimentar
* Endereco para correspondéncia: Av. Dr. Arnaldo, 355 — 01246-902 — Sdo Paulo — SP
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As especiarias e seus derivados tém sido usados no preparo
de alimentos ha milhares de anos, conferindo-lhes sabor e aroma
diferenciados. O Brasil € o segundo maior produtor de pimenta no
mundo’, sendo que um dos componentes que contribuem para
aumentar o seu valor como condimento ¢ o seu 6leo essencial. A
acdo inibitoria das especiarias e seus extratos nos diferentes
microrganismos tem sido relatada em diversos estudos!'>+%°,

O interesse renovado no uso de especiarias como
agentes antibacterianos € atribuido basicamente a duas razdes:
(1) a seguranca dos aditivos quimicos ¢ constantemente
questionada havendo uma tendéncia ao uso de substancias
naturais de plantas; (2) a reducdo do sal ou do agticar em alimentos
por razdes dietéticas tende a aumentar o uso de outros temperos®.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acao antibacteriana
da pimenta do reino preta moida (Piper Nigrum L.) e do seu 6leo
essencial frente a uma cepa de Salmonella Rubislaw.

Nesse estudo foi utilizada cepa de S. Rubislaw, obtida de
pimenta, por ter sido este sorotipo o mais freqlientemente isolado
em amostras deste produto, analisadas pela Se¢do de
Microbiologia Alimentar, do Instituto Adolfo Lutz Central. A
cultura da cepa, em fase estacionaria, foi obtida em caldo BHI
(Brain Heart Infusion) a 35°C por 18-24h (cerca de 10°UFC/mL),

Foram realizados dois experimentos, baseados nos testes
de Beuchat', um com meios de cultura sélidos e outro, em caldo.
Beuchat testou a sensibilidade do Vibrio parahaemolyticus
frente especiarias secas adicionadas em meios de cultura nas
concentragdes finais de 0.1-1.0% e seus 6leos essenciais nas
concentragdes finais de 10 e 100 pg/mL. De acordo com os
resultados apresentados no referido trabalho, foram escolhidas
as concentragdes mais altas de 1% e 100 pg.

No presente estudo, o primeiro experimento foi realizado
preparando-se dois meios de cultura, um adicionado de 1% de
pimenta do reino preta moida de trés marcas diferentes (A, B e
C) e o outro com 1% de 6leo essencial de pimenta do reino preta
diluido em etanol absoluto. O meio de cultura base foi: 3 g de
caldo tripticaseina de soja (TSB) em p6 e 1g de agar para
solidificacdo em 100mL de agua destilada. O controle negativo
dos meios foi realizado sem adi¢ao do 6leo essencial ou pimenta,
isto ¢, apenas o meio base sem adi¢do. Apds a esterilizacdo em
autoclave a 121°C por 15 minutos, o meio foi distribuido em
placas de Petri (15-18mL/placa). Foram feitas diluicdes decimais
até 107 da cultura de S. Rubislaw, em fase estacionaria, em dgua
peptonada tamponada a 1%. De cada dilui¢@o 0,1mL foi semeado
em superficie de placas de Petri (7 placas) contendo o meio

so6lido preparado anteriormente. As placas foram incubadas em
estufa a 35°C e as Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
contadas ap6s 24 e 48h de incubag@o.

No segundo experimento, o 6leo essencial foi diluido
em etanol (0,1mL de dleo para 10mL de etanol) e uma aliquota de
0,1mL dessa solugdo foi adicionada em 100mL de TSB resultando
em uma concentragdo final de 100pug de 6leo por mL. Como
controle, o etanol puro foi adicionado ao TSB. Aliquotas de
ImL da cultura de S. Rubislaw diluida até 10~ foram inoculadas
em TSB adicionado do dleo e no TSB controle. Apds incubacdo
do caldo a 35°C por 18/24h, foi retirada uma aliquota de ImL para
ser realizada a contagem padrdo em placas, de acordo com
SWANSON etal.!.

Cada experimento foi repetido trés vezes. Os resultados
ndo demonstraram diferencga significativa entre os meios
controles e os meios testes, mostrando assim que a pimenta do
reino moida e o seu 6leo essencial ndo foram eficientes para
inibir o desenvolvimento de S. Rubislaw, quando em
concentragdes de 1% (experimento 1 — Tabela 1) e 100pg/mL
(experimento 2 —Tabela 2).

A composi¢io do dleo essencial de pimenta é complexa’.
E importante ressaltar que os niveis dos compostos que
possuem ag¢ao antibacteriana podem variar em funco da espécie
de pimenta, das condi¢des de cultivo da mesma e da forma de
extraco, o que afeta diretamente a atividade inibitoria do 6leo
essencial’. Os componentes dos dleos essenciais exercem
atividade antibacteriana por 1) interferéncia na dupla camada
fosfolipidica da parede celular por aumento da permeabilidade e
perda dos constituintes celulares; 2) alteracdo de uma variedade
de sistemas enzimaticos, incluindo aqueles envolvidos na
producio de energia celular e sintese de componentes estruturais
e 3) inativagio ou destruigdo do material genético®.

Alguns fatores citados por diferentes autores podem
explicar os resultados obtidos no presente trabalho: a quantidade
de oleo essencial presente na pimenta pode variar’; o 6leo
essencial pode néo se solubilizar de forma adequada’, a variagdo
na composi¢éo do 6leo em fungdo das condigdes de cultivo'®.
Além disso, estudos tém demonstrado que, de maneira geral, as
bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes a a¢do do dleo
essencial®**.

Observa-se que nesse estudo foi testada apenas uma
cepa e sorotipo de Salmonella e que pode existir diferenca no
comportamento de outras cepas, assim como de sorotipos, no
que se refere a sensibilidade frente a estes compostos naturais.

Tabela 1 — Contagem padrao (UFC/mL) e niimero (em Log10) de S. Rubislaw em meio de cultura adicionado de trés tipos de pimenta
do reino preta moida e de seu 6leo essencial na concentragio final de 1%.

MEIOS DE CULTURASOLIDOS
CEPA TSB controle TSB + pimenta TSB + pimenta TSB + pimenta TSB + 6leo
(Amostra A) (Amostra B) (Amostra C) essencial
S. Rubislaw 1,6x10° 8,8x108 2.2x10°8 3.9x10¢8 3,0x10°
UFC/mL
(Log 10) (9,20) (8,94) (8,34) (8,59) 9,48)
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Tabela 2 - Contagem padrdo (UFC/mL) e nimero (em Log10) de S. Rubislaw em meio de cultura adicionado de 6leo essencial de

pimenta do reino moida preta em concentragdo de 100pg/mL.

MEIOS DE CULTURA LIQUIDOS
CEPA TSB controle TSB + o6leo essencial
S. Rubislaw 9,0x10° 1,1x10°
UFC/mL
(Log 10) (8,95) (9,04)
RIALA6/929

Ristori, C. A., Pereira, M. A.dos S.,. Gelli,D. S The effect in vitro of ground black pepper on contamination
with salmonella rubislaw . Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(2):131-133, 2002

ABSTRACT. Spices and their derivatives have been used in food housekeeping for thousands of years,
bringing about differentiated flavor and aroma. Inhibitory action of the spices and their extracts on the
different microorganisms has been reported. The objective of this work was to evaluate the antibacterial
action of the ground black pepper (Piper nigrum L.) and of its essential oil on Salmonella Rubislaw strain
culture. The effect of the pepper and its oil addition in culture medium was evaluated in two experiments.
In the first one two types of solid culture medium had been prepared, one with 1% of ground black pepper
and the other with 1% ethanol oil solution, added to broth tripticase soy (TSB) and agar. Sowings of
dilutions (10" up to 107) of the Salmonella strain, in stationary phase had been made in agar surface. After
incubation at 35°C for 24/48h, standard count method was carried out. In a second experiment, ImL of the
same strain dilution 1073, in stationary phase, was added to 100ml of TSB with the oil diluted in ethanol, to
a final concentration of 100pug/mL. Standard count was carried out after 24h of incubation at 35°C. The
results gotten in the experiments had not demonstrated inhibitory effect of the ground black pepper and its

essential oil for the studied strain.

KEY WORDS: ground black pepper, Salmonella Rubislaw, antibacterial activity
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Avaliacao de metodologias para a detecgﬁo de insetos, seus
fragmentos e de residuos de terra diatomacea em graos e farinha
de trigo

Atui, M.B. Avaliaciio de metodologias para a deteccio de insetos, seus fragmentos e de residuos de terra diatomacea em graose
farinha de trigo. Curitiba; 2002. [Tese de Doutorado - Faculdade de Ciéncias Biol6gicas, Area de Concentra¢do em Entomologia da

Universidade Federal do Parana].

Os métodos atuais para deteccdo de insetos e seus
fragmentos em trigo e derivados sdo dispendiosos, demorados,
_necessitam de extensiva preparagao da amostra, pessoal treinado
e equipamentos caros. Recentemente, foi desenvolvido um
método de imunoensaio, tipo ELISA, para ser aplicado a graos
inteiros e moidos, baseado na detec¢io da miosina do miisculn
do inseto. Este método pode representar um grande avango na
metodologia de analise, reduzindo tempo, custo e possibilitando
o screening de um grande niimero de amostras de trigo em grao
e de farinhas. Este procedimento permite determinar com
antecedéncia o nivel de infestagdo por insetos de cargas de
trigo em grdo antes do processamento, permitindo a
rastreabilidade e certificagdo da qualidade das farinhas. O teste
ELISA foi utilizado para detectar a presenga e avaliar a
degradagio da miosina em gréos de trigo infestados com larvas
de 4¢ instar de Rhyzopertha dominica (Fabricius) (Coleoptera:
Bostrichidae) em quatro tratamentos (1, 14, 28 e 56 dias)
armazenados a 32°C e 65% de umidade relativa. O teste foi
sensivel para a detecgdo da miosina que se degradou
rapidamente, durante as duas primeiras semanas depois que a
larva foi morta, ndo mostrando diferencas significativas apds
este periodo. A porcentagem de degradacdo, apds,
aproximadamente, dois meses foi de 41,9%. O teste ELISA foi
utilizado também para medir a degradacfio da miosina em
amostras de farinha de trigo armazenadas por 32 dias em
temperatura ambiente (24°C). A concentragio da miosina no
comego do estudo foi de 3,345 ng/pogo e no fim de 2,382 ng/
poco, mostrando uma redugéo de 28,8%. A miosina degradou-
se rapidamente durante os primeiros oito dias de armazenamento,
ndo mostrando diferencas significativas apds este periodo. A
detecgiio da miosina pelo teste ELISA foi comparada com o
método da hidrélise acida para contagem de fragmentos de
insetos em amostras de farinha de trigo. Amostras de 1 Kg de
trigo em grio foram infestadas com 0, 1,2, 4, 8, 16 adultos de R.
dominica e moidas para obtengio da farinha. O nfimero de
fragmentos de insetos detectado por ambos métodos foi
proporcional ao nivel de infestagio. A contagem varioude 4,4 a

73,2 fragmentos de insetos nas amostras com 1 e 16 insetos,
respectivamente. O limite minimo de detecgdo do ELISA €de 0,5
insetos e 0 miximo é de 10 insetos por 50 g de amostra. As
absorbancias obtidas foram menores que a dos padrdes para
todos os niveis de infestacdo provavelmente pela degradaciio
da miosina ou porque o kit nfo é tdo sensivel para R. dominica,
uma vez que ele foi- desenvolvido para Sitophilus granarius.
Este representa uma ferramenta para triagem e verificagdo da
infestagdo em trigo em grio e farinhas, possibilitando o
monitoramento da qualidade sanitéria, porém, néo deve ser usado
em amostras de farinhas armazenadas por mais de dois meses.
ModificacGes sdo necessdrias para aumentar a sensibilidade do
kit a todas as pragas de produtos armazenados.

Como a utiliza¢do de terra diatoméacea para o controle
de insetos de gridos armazenados tem crescido
consideravelmente, foi avaliado um método para a deteccdo
deste pé inerte em grio de trigo e farinha. Dentro dos programas
de certificacfo da qualidade, torna-se necessério, a existéncia
de uma metodologia para a deteccéio destes pés inertes em
grios, pois a sua presenca pode indicar que o produto tratado
é de qualidade superior, ou seja ndo recebe aplicagdo de
inseticidas liquidos. Amostras de trigo em gréo foram tratadas
com 250, 500, 750, 1000, 2000, 4000, 6000, 8000 e 10000 g/t de
pos inertes. De cada tratamento, tomou-se 50 g de trigo em
grio e uma porgdo idéntica transformada em farinha, as quais
foram analisadas para a detec¢@o das carapagas. A recuperagao
das particulas s6 foi possivel no trigo em grio, sendo a
quantidade encontrada proporcional 2 usada no tratamento.
Quanto as amostras de farinha, ndo foi possivel recuperar
particulas devido 2 massa formada quando se adiciona, dlcool
ou 4dgua, dificultando a separag@o. A utilizagdo de dgua foi
mais adequada que o dlcool para separagfio do material, mesmo
nas amostras tratadas com pequenas quantidades de pé inerte
(250 g/t). As metodologias estudadas, tanto para a detecgio
de insetos e fragmentos, quanto para terra diatomdcea, sdo
instrumentos indispensdveis para a avaliacdo da qualidade
sanitdria de grios armazenados e seus derivados.

Tese disponivel na biblioteca do Instituto Adolfo Lutz.
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Hazards analysis and critical control point in whole wheat flour
processing.

Nogueira, M. D. Hazards analysis and critical control point in whole wheat flour processing. Sdo Paulo, 2000. [Dissertagio de

Mestrado/ Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-USP]

Food safety is a major concern facing the food industry
today. Hazard Analysis Critical Control Point (HACCP) provides
a structured approach to the assurance of safety of products.
The aim of this study was to verify the use of HACCP system in
amilling industry, precisely in the whole wheat flour production.
At first step two hazards were analyzed: deoxynivalenol (IDON)
and allergenic mites in whole wheat flour. Thirty (30) lots of
flour were collected in an industry which capacity was 15 ton./
h in S@o Paulo city. Those lots had 30 sub-samples of argentine
(A) wheat, 17 sub-samples of brazilian (B) wheat, 30 sub-samples
of wheat for milling (M), and 30 sub-samples of whole wheat
flour (FTT) that were analyzed in a five months period (from 97/
october to 98/march). Light filth was isolated from grains and
flour, according to Official Methods of AOAC International.
Methodology of extraction of light filth from whole wheat flour
was studied to know the repeatability according to ACAC
methods. Fungi isolation was performed according to AOAC/
FDA Bacteriological Analytical Manual (1992) methodology;

genera were identified according Gelli et al.(1990), Samson et al
(1995), and Pitt and Hocking (1997). Detection and quantification
of deoxynivalenol (DON) were done by thin layer
chromatography (TLC) according to Sabino et al. (1989). The
most significant light filth contamination in wheat were mites
(A=90%; B=53%; M="77% e FT1 =57%), argentine wheat had
as a predominant mites the family Tarsonemidae and flour had
Acaridae. The average fungal contamination in grains was 99%,
95% e 94% in argentine, brazilian and wheat for milling
respectively. The predominant genera was Aspergillus spp (A=
79,0, B=39,3% e M=64.2 %), and Fusarium was the least frequent
in wheat (A=2,7%; B=2,8% e M=1,5%). Only one lot of whole
wheat flour was contaminated by DON at level 231 ng/g. This
study showed that HACCP system is appropriated for control
hazards in milling industry. However, DON should be controlled -
before wheat get into industry, and this control must be
registered. Mites are new emergentes to cause allergy by
ingestion and have to be controlled by GMP procedures.

* Available in library of Conjunto das Quimicas da Universidade de
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Sdo Paulo and in the library of Instituto Adolfo Lutz.
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