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CANG, C. B. e col. Mel: Fraudes ¢ condigOes sanitdrias. Rev. fust. Adolfo Lutz, 52 {1/2):
-4, 1992,

RESUMQ: A fim de verificar as condigdes higiénicas e a genuinidade do mel
consumido em Sfo Paulo, Capital, foram analisadas 173 amostras de méis enviadas as
Instifuto Adolfo Lutz por consumidores ou pela Vigildneia Sanitdria do Estado de Sio
Paulo, SP. Foram condenadas 12 amosiras {6.8%) come fraudadas, porgue, tanto as
determinacgdes fisico-quimicas, como as microseopias, demonstraram que os produtos eram
constituidos por xarope de agticar; 122 (70,5%) condenadas pela andlise microscopics, por
estarem e condigOes higiénicas insatisfatdrias, contendo fragmentos de insetos mortos,
fungos, nematdides, dcaros ou por conter elementos histoldgicos de cana-de-aghcar ou de
vegetais nioc caracterizados; S8 (33,5%), condenadas pela andlise fisico-quimica, por
estarem fora dos padrBes das Normas Higiénicas Sanitérias e Tecnoldgicas para mel,

aprovadas pela Secretaria de Inspe¢io de Predutos de Origem Animal.
DESCRITORES: Mel: adulteragiio em - Fraudes em - Condicdes sanitdrias de/ Andlise

fisico-guimica. Andlise microscdpia.

INTRODUCAO

Mel € o produto natural elaborado pelas abethas
a partir de néctar de flores e/ou exsudatos sacarini-
cos de plantas’. O pélen ¢ utilizado pelas abelhas
como fonte de proteinas e pode ou ndo estar presente
no produto, dependendo do meodo de colegiio e do
processo de extragdo e parif‘;aagégz. O mel pode
conter fragmentos de cera de abelha, abelhas mortas
e gridos de pdien; com a filtraglio os {nsetos e a cera
$30 removidos, assim como o péienz“

Com o ingremento do consumo de produtos
naturais, o mel tem sido utilizado e comercializado
mais intensamente, de modo gue aumenta também a

possibilidade de fraudes, adultera¢@es e manipu-
lagdo inadequada.

O cbjetive desta pesquisa fol o de divuigar téenicas
de andlise fisico-guimica e micrascopica do mel, tendo
em vista que na Hteratura existem poucos trabalhos
com essa finalidade, além de verificar as condigdes
sanitirias e a genuinidade dos méis consumidos na
cidade de S3o Paulo, procurando contribuir para a
defesa do consumidor ¢ estimular os apicultores na
realizagdo de um trabatho integro e confiavel.

MATERIAIS BE METODOS

Foram analisadas 173 amostras de méis enviadas
ao Instituto Adolfo Lutz por consumidores e pelo

* Realzzado nas Sepdes de Bebidas ¢ de Microscopis Alimgntar do Institute Adoife Lutz, Sio Paule, SP.
Apresentado na 3% Reunifio do Instituto Bicldgico em Sio Paulo, SP, 1960,

** Do Institute Adolfo Lutz
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Centro de Vigilincia Sznitdria de S0 Paulo, de 1987
a 1990,

A anslise fisico-quimica obedeceu aos segnintes
paradigmas: determinacdes de acidez, glicose, sa-
caroge, residuo minersl fixo e umidade, além das
reagdes Fiehe, Lugol e Lund, e foi realizada segundo
as técnicas descritas nas Normas Analiticas do Insti-
tute Adolfo lutz, 3 eéiqéog’ ‘.

A andlise microscépica compreendeu a identifi-
cagio dos grios de polen, de elementos histologicos de
vegetais, amidos, substincia amilifera slterada, sub-
stincia ameorfa, particulas carbonizadas ¢ pesquisa de
matérias extranhas (insetos, fragmentos de insetos, lar-
vas de insetos nematoides, acaros, otc), segundo meto-
dologia da Se¢lio de Microscopia Alimentar™” e

RESULTADOS

(s resultados obtidos estio relacionados no
quadro ! e nas Tabelas f e 2,

O quadre 1 apresenta o percentual de méis conde-
nados pelas analises fisico-quimicas e microscopicas.

A tabela 1 apresenta o ndmero de amostras de
méis condenados em cada determinacgdo fisico-
quimica em relagfo zos 58 méis condenados.

A tabela 2 apresenta as matérias estranhas iden-
tificadas microscopicamente ¢ o nimero de amostras
contendo cads uma, em relagio s 122 amostras
condenadas.

QUADRO 1
Amostra de méis condenados pelas andlises fisico-quimica ¢ microscopica
Amostra Total Condenagdo -
B Fisico-quimica Microscopica
nbo % I},o st % ...........
Mel 173 58 33,5 122 70,5
TABELA 1
Determinacdo Fisico-quimica dos 58 méis condenados
Mel
n’ %
Fiehe 28 . 483
Lugol 10 17,2
Tund 30 51,7
Acidez 21 36,2
Glicose 10 17,2
Sacarose 6 16,3
Residuo Mineral Fixo 4 8,9
Umidade 14 24,1

TABELA Z
Matérias estranhas em 122 méis condenados por microscopia

Matérias estranhas Armostrag
n® - %

Vegetais ndo caracterizados 43 352
Amido e substincia amilifera alterada 19 23,2
Substinciag amorfas 13 10,7
Cana-de-aglicar 10 8,2
Particulas carbonizadas 2 16
Fragmentos de insetos 82 67,2
Fungos 39 320
Nematdides e protozodrios 6 4.9
Insetos 6 4.9
Acaros 2 1,6
Protozodrios 2 1,6

Obs.: Os insstos & os fragmentos de inselos encontrados eram da espécie Apis mellifera (abelha).
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PISCUSSAC E CONCLUSORS

Os resultados das andlises de 173 amostras de mel
levaram 4 conclusiio de que 58 (33,5%) estavam fora
dos padrdes da legislagdo em vigor, em relagdo 2
analise fisico-quimica e 122 (70,53%) em relagio &
anélise microscopica. 47 {27,2%) amostras de mel
foram condenadas tanto pelas determinagdes fisico-
quimicas como pela andlise microscépica, sendo que
12 {6,8%) estavam fraudadas, ou seja, 0s produtos
eram constitu{dos por xarope de aglicar. Dos 58 méis
condenados pels andlise fisico-quimica, verificou-se
que 48,3% das amostras apresentaram reagio de Fiche
positiva, indicando adziggﬁo de xarope de glicose ao mel
ou superaquecimento™ ~, 51,7% dag amostras apresen-
taram reagdo de Lund fora do intervalo estabelecido
para o precipitado’, indicando que houve adigio de
proteinas ou perdas durante o processamento, 17,2%
das amostrag apresentaram reagio de Lugol positiva,
enguanio que a0 exame microscopice 23,6% das
arnoestras apresentaram amido ou substincia amilifera
aiterada. Esta diferenca pode ser explicada pela baixa
sensibilidade do métode quimico para detectar quanti-
dades pequenas de amido ou dextring, 36,2% e 24,1%
das amostras apresentaram teores, respectivamente, de
acidez e umidade elevados, indicando processo tec-
nolégico jnadeguado, acelerando o processo de fer
mentacao”.

A presenga de materias estranhas em 122 (70,3%)
amostras indica as péssimas condigdes de higiene dos
méis analisados.

A detecglio microscopica de vegetais ndo carac-
terizados e substincia amorfa indica, predominante-
mente, filtragdo inadequada, ¢ de amido, de
substincia amilifera alterada e de cana-de-agficar,
fraude e a de particula carbenizada, o emprego de
aquecimento e filtracio Impréprios,

Em alguns paises, come Inglaterra e Franga, 2
identificagio dos graoes de pélen, conhecida como
melissopalinologia, ¢ utilizada para indicar a pro-
cedéncia geogrdfica domel """, Entretanto, os resul-
tados das andlises microscdpicas e fisico-quimicas
dos meis fraudados, levaram a conclusio gue
aqueles foram confeccionados com xarope de aglicar
¢ adicionados de pdlen. Isto pode sugerir que, em
muitos méis, haja adicdo de pdlen; se fHssemos
pesquisar a origem geografica dos méis do comércio
pela identificaciio da espécie de planta através do
pélen, poderiamos chegar a conclusdes errbneas.

A presenca de nematdides pode ser explicada
pela falta de cuidade do apicultor ne trato com o mel
g a cera de abelha, uma vez que os nematdides vivem
no intestino da traga da cera (Galeria melonella) ™.

Os fragmentos de insetos foram respon-
sdveis pela condenagdo do maior nimero de
méis analisados (67,2%); em seguida aparecem
os fungos filariformes, leveduriformes ¢
esporos (32% das amostras),

RIALA 6/719

CANO, €. B. et al. Honey, adulteration and sanitary cons

(1/2):1-4, 1992,

. Rev. Inst, Adolfo Lz, 52

Samples of 173 honeys from the comerce of Sdo Paulo c¢ity, were analysed by
microscopical and chemical analysis to verify their authenticity and their sanitary condition.
The results showed that 12 samples {6,8%) were adultered, because they were cane sugar
sirup, 122 samples (70,51%;), were disapproved by microscopical examination, in unsani-
tary condition, containing insect fragments, dead insects, mold, nematode, mite or by the
detection of cane sugar histologic elements or another vegetable not characterized elements;
58 samples (33,5%) were disagreeing with the pattern of Brazilian Legislation.

DESCRIPTORS: Honey adulteration in Sanitary condition; Chemical analysis; Mi-

croscopical analysis.
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FRUTOSAMINA: UMA REVISAO DOS ULTIMOS DEZ ANOS

Heidi Pinto MARTINS*
Licia Nassi CASTILHO*

Riaia 6/736

Martins, H.P. ¢ ¢ol. - Frutosaminas: uma revisdo dos Ultimos dez anos. Rev. Inst. 4dolfo
Lutz.52(1/2%:101-104, 1992,

A mamutengio da taxa de glicose sangiiinea o proxima quanto possivel dos niveis
normais tem sido amplamente aceita como um %em indice de acompanhamento, podendo
reduzir significativamente as seqiielas do dizbetes’ . Medidas di4rias maltiplas da glicemia
n#o sfio freqiientemente wm caminho pritico no controle do diabético, embora pudessem
ser consideradas como o melhor método de controle,

Durante a década de 70, diversas téenicas para a mensuragdo_das hemogiobinas
glicadas tornaram-se acessiveis & grande maionia des laboratérios”, fornecendo uma
indicacio retrospectiva dos niveis de glicose sanguinea das Ultimas quatro semanas e tém
sido largamente adotadas come uma maneira usual deste mesmo controle diabético. A
maioria das téenicas tentam medir a HbAlc, originalmente descrita como a mais abundante
das frages glicadas da hemogobina que s¢ encontram aumentadas nos diabéticos.

Durante a ltima década varios métodos foram desenvolvidos para mensurar outras
profeinas glicadas além da HbAYc. A descoberta de que oudras proteinas séricas sfo glicadas
em caminhos andlogos ao da hemoglobina despertou muito interesse quanto a sua aplicagio
clinica. A albumina glicada tem sido indicada como um indice para o controle glicémico
num tempo de duas, trés semanas, um periodo mener do que o da hemaglabma glicada,
mas suficiente para ser adotada como controle

INTRODUCAD

Os métodos para a medida das proteinas 7g211-

cadas incluem afinidade cromatografica™™,
espectrofotometria baseada na reagfo do acido
tiobarbitdrico” e cromatografia liguida de alta re-
solugio (HPLC) de residuos lisina glicados apos
hidrélise das proteinas®. Cada um desses méto-
dos & capaz de dar bons resultados em mios ex-
perientes. Coatudo, com exce¢fio do método da
afinidade cromatogrifica os outros sfo muito
caros, exigindo aparethagem especial, o que di-
ficulta sua utilizag@o na rotina da maioria dos
laboratérios clinicos.

Em 1983 Johnson, Metcalf e Baker'" descreveram
um ensaio de fiutosaming baseado na habilidade dos
residuos cetoaminas glicades das proteinas séricas em
reduzir o corante azul de nitrotetrazolio (NBT). O
termo frutosamina se refere 3 estrutura do produto de

rearranjo da cetoamina (1-deoxi-1-E-llsli-albursina-
frutose) formada como o resultado da reagdo ndo
enzimatica entre a glicose ¢ o grupo E amino dos
residuos lisina da albumina. A interferéncia de outras
substidncias redutoras do soro (glicoso e uratos} na
determinagfo das frutosaminas pode ser evitada man-
tendo o pH da reacfo, ao redor de 10, 35,

A concentragdo da frutosamina reflete largamente
o nivel da albumina glicada e s& 20% da atividade
redutora se deve a outrag proteinas séricas

A facilidade com que o ensaio da frutosamina pode
ser automatizade ¢ a excelente precisfo analitica dos
aparelhos atuais proporcionam um coeficiente de
variaglo de 5%, mostrando que o ensaio é um dtimo
monitoramento para os pacientes diabéticos ‘. Apesar
destas vantagens, problemas surgidos com a calibragio
e otimizagio das condigSes de reagdo t8m limitado sua
aplicaciio em muitos laboratdrios.

* Pesguisadoras Cientificas da Divisio de Patologia do Instituto Adelfo Lutz, S3o Paule, SP.
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Mais recentemente, t8m sido estudados os efei-
tos da concentragdo protéica, gue influem princi-
paimente na especificidade analitica, ocasionando
confusdo na interpretagiio dos resultados. A falta
de consenso nas caracteristicas importantes do
ensaio reduz a confianga nas avaliagdes clinicas
efetuadas e revels dificuldades guando compara-
moes concentragdes de frutosamina obtidas em
centros diferentes.

O objetivo desta revisio & recomendar certos
procedimentos técnicos para evitar erros devido &
falta de conhecimento técnico, Nio é nogsa intengdo
recomendar o uso de um ensaio de frutosamina
sérica em lugar de outro, mas sim analisar as diversas
etapas da reagiio:

1. Condigles do ensajo
2. Calibragéio
3. Influéneia da concentragio protéica

MECANISMO DE REACAO

O mecanismo preciso pelo qual a protefna glicada
reduz ¢ corante azu! de nitrotetrazélio (NBT) em For-
mazana ¢ muito digcutido mas nio totalmente eluci-
dado, Jones ¢ cols,'? observaram que 47% da atividade
redutora da frutosaniina seriz inibida pela adigio da
enzima superdxido desmutase (uma enzima da fermen-
tagio do lixo). Isto permite entiio propor umn niecanismo
de reagdo com ¢ estudo dos radicais livres inter-
medidrios. A cetoamina que resulta da glicagfio das
prote{nas existe em equilibrio com seu tautdmero
eneaninol, Tanto a cetoamina como o eneaminol sio
capazes de reduzir o coxigénio molecular, formando
entio um radical superdxido que por sua vez reduz ¢
NBT. A fornmagio do radical superdxido implica numa
auto-oxidagdo simples de elétrons da ceteamina produ-
zindoum radical livre intermedidrio de proteina glicada.

Sakural e '}“suchiya20 propuseram recentemente
gm mecanismo alternativo no qual a forma enediol
da cetpamina & oxidada a radical alcoxi pelos ions
de metal pesado presentes como tragos contaminan-
tes no tampio do ensaic. O radical alcoxi é entdo
capaz de produzir radicais superéxidos.

CONDICOES DA REACAQ

Das condigdes do ensaio depende a sensibilidade
da reagio.

a} Temperatura

Areagdo entre a proteina glicada e NBT serealiza
mais facilmente em femperaturas elevadas ¢ a tem-
peratura de eleigiio foi 40°C, devendo ser constante
duranie todo o periodo da reagfo. A temperatura dos
banhos nos instrumentos utilizades na grande
maioria dos laboratdrios clinicos oscila entre 235, 30
eu 37°C. Alguns autores' estudaram as diferengas
entre 37 e 40°C e a temperatura de 37°C parece ser a que
melhor se adapta ag ensaic.

102

b) Comprimento de onda

Proteinas glicadas reduzem o corante NBT pro-
duzindo a formarana gue liga-se preferenciaimente
4 atbumina. O espectro de absorgio da proteina
glicada/ complexo corado reduzido parece ser dife-
rente de acorgo com a fonte de proteina glicada™.
Howey e cols.” observaram detalhadamente o especiro
de absorgiio do NBT reduzido na presenca de soro
humano e na auséneia de detergente e encontraram o
comprimento de onda de méxima absorbincia em 540
. A adigo de detergente Triton X-100 7 on uma
mistura de detergentes i0nico e ndo idnico © muda as
caracteristicas do espectro tanto na reagfo com soro
humano glicado/formazana come no DMF/for-
mazana {padrio priméario) tormando-os idénticos,
Outros agentes calibradores come dihidroxicetona'®
e polilisina glicada™ também formam produtos co-
rados com espectre de absorgio muito similar ao do
sorg humano-Formazam,

¢) Reagente tampdo e pH

Bzker e Johnson  descreveram um reagente tam-
ponado contendo 73mmoi/L de carbonato de sédio
mais 25 mmol/L de bicarbonato de sédio produzindo
um pH de 10, 35 2 25°C. Aconsetha-se calibrar-se os
pHmetros com calibradores comerciais (Hydrion pH
10 a 11 da Aldrich Chemical Ce. Ltd. Gillingham
UK.

dj Concentragdo do NBT

A concentragio do NBT no ensaio precisa ser
suficientemente alta para garantir uma lnearidade
acima de ne minimo trés vezes o limite maximo dos
valores normais.

e} Periodo de pré-incubagdo

O método original para determinagfo das
frutosaminas séricas  envolvia uma fase de pré-in-
cubagio dos reagentes e soros por dez minutos, antes
da primeira leitura. Trabalbos recentes’ !
sugerem tma diminuigio deste periodo de incu-
bagio.

1) Amostra/Proporgdo de reagentes

A diluigdo da amostra nfo deve exceder 1:1?
embora a maioria dos trabalhos optem por diluigdes
enfre 1:10 e 1:17,5.

CALIBRACAO DO ENSAIO

A)Usando um padrdo nfo sérice: 1-deoxi-1-mor-
folino-D-frutese (DMF).

O DMF foi utilizado pela primeira vez comg 2pmirﬁo
no ensaio da frutosamina por Johnson e cols.'? sendo
um composto sintético, quimicamente bem definido
como urna cetoarnina de fiicil preparagio, devendo ser
dissolvide numa solugfio de albumina para prevenir
mudangas ne espectro de absorgie do composto colo-
rido final, o azel de tetrazflio. O uso deste tipo de
calibrador pode tornar-se um problema se a formulacio
dos reagentes ndo incluir detergentesl’ . Uma
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forma encontrada por diversose autores para a min-
imizagio desta interferfncia foi o usg zdo DMF di-
luido em um “pool” de soro humano™".

Os precursores Bakere Johnson'* recomendam
padrdes de proteinas glicadas como calibradores
secunddrios para ¢ ensaio, que podem diminuir mas
nfio eliminar as slteragles no ensaio™ . O uso de
detergente na mistura de reagdio” " parece minimi-
zar os problemas relatados e também reduzir a
variagie interlaboratorial.

CGatros calibradores ém sido indicados e entre
eles a dihidroxicetona™™ ¢ espera-se sé um major
ptmero de publicagdes para gue ele possa ser aceito.
Lever e col.”” publicaram alguns trabathos prelimi-
nares com o uso de padrdes de Elisina e valina. Farr
& cols. sugerem o uso de globulina purificadas
como material de referéncia. A concentragio ideal
dos residuos de aminodcidos glicados foi caleulada
pela medida fluoriméirica do formaldeido liberado
da globulina glicada apds oxidagZo com periodato”,

Schielcher & Wieland®® desenvolveram um
método especifico para proteinas glicadas usando
cromatografia liquida de altaresolugio (HPLG) para
medir furosina (E-N(2- furolimetii}-L- lisina), um
derivado da lisina glicada liberado das frutosaminas
apds a hidrélise dcida. Este método tem sua apli-
cagio limitada sendo usado mais pgra pesquisas.
Recentementes, 0% mesmos autorey ¥ estudaram o
emprego de um polilisina glicada pela andlise ele-
mentar de carbono . Estes resultados confirmam
agueles obtidos com HPLG.

Efeito da concentragdo protéica. O resuliado da
medida das proteinas séricas glicadas tem side ex-
presso como % ou mumol da proteina total. A deter-
minagfo das frulosaminas séricas foi primeiro
descrita como wma medida simples da proteina
sérica glicada sem referfncia 3 proteina total.
Johnson e cols.””*7 e mais tarde Staley”™’ afinmam
que dentro da falxa da concentragiio fisiologica da

afbumina a relaglo de glicagfo protéica independe
da concentragiio da albumina porgue a conformagio
protéica das proteinas séricas € bem diferente da
forma carbenil reativa da glicose. Contudo um
ntimero grande de estudos tem publicado corre-
lagBes estatisticas significativas entre as concen-
fragdes da albumina e frutosamina séricas dentro das
faixas de normalidacieg’zg, durante a gravidez™ e
durante o iratamento de pacientes diabéticos em
ceto-acidose™ .

Outras substincias podem causar interferéncias
no resultado final da concentra¢io das frutosaminas
e entre elas t8m sido estudadas: heparina (80 060
UI/L), EDTA (5.5 g/1.), bilirrubina (428 umol/L),
triglicerideos (7.45 mmel/L), urates (0.93
mmol/L), ascorbato (0.57 mm.O-L) e cisteina (0.5
mmol/L) que podem produzir uma interferéncia
analitica de 0.1 a 0.3 mmol/L 2. Tanto a hipe-
ruricemia severa { 0.93 mmol/L) quanto a hiper-
trigliceridemia {7.45 mmol/L) s&o consegiiéncias
metabdiicas do descontrole do diabetes e uma incog-
nita que o faboratorio precisa levar em conta depen-
dendo da populagdo diabética,

Siedel e cols.’® CIMpregaTam uma variante téonica
acrescentando uricase (4U/L) que pode reduzir a
interferéncia des uratos e uma mistura de detergen-
tes ibnico e ndo-idnico (22g/1.) que pode reduzir a
interferéncia dos triglicerideos.

CONCLUSAO

A especificidade do ensaio de frutosamina depende
de vérios fatores que viio desde a concentragiio do NBT
sté¢ o tempo e temperatura de incubacio do ensalo.
Todas as recomendagdes desta revisdo foram coletadas
de trabalhos publicados nos itimos dez anos ¢ pro-
curam alerfar os pesquisadores para os problemas téc-
nicos que possam enfTentar nos laboratérios.
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DESCRITORES: Lutzomyia intermedia. Espermateca. Ancmalia.

INTRODUGAO

Os elementos estruturais da genitdlia, junfamente
com os da cabega, constifuem importantes parimetros
para a descrigho das espécies de flebotomineos. A
presenga de anomalias nestas estruturas pode com-
prometer a identificagio de exemplares ‘coletados na
natureza.

Alguns autores relatam o encontro de vdrias
destas aberragbes em flebotomos coletados em am-
biente patural ou até mesmo em exemplares de
coldénias mantidas em laboratdrio. Tais anomalias
sdo encontradas em estrufuras da genitdlia mascu-
lina, asas, antenas, variagio do nlimero de esper-
matecas, além de casos de intersexualismio.

No presente relato € descrita uma alteragio no
nimero de espermatecas em umn exemplar de Lutzomyia
intermedia coletado no dia 16.10.91 no Parque Estadual
do Morro do Diabo, mumicipio de Teodore Sampaio no
Estado de Sfo Paule (Latitude 22° 27" & 22° 40” Sul,
Longitude 52° 10°a 52° 22” Greenwich).

DESCRICAO DA ANOMALIA

Entre 0s 1.325 flebotomineos coletados na Bar-
raca de Shannon armada 4 margem de mata do Par-
que Estadual do Morro do Diabo em 16.10.91, foram
encontradas 870 fémeas de Lurzomyia intermedia
Lutz & Neiva, 1912, das quais um exemplar apresen-
tava trés espermatecas.

O inseto ora mencionado foi diafanizado com
lactofenol e disposto entre lamina e laminula em
liguido de Berlese.

A preparagiio {lustrada pela foto e figura, mosira
as trés espermatecas, enumeradas aleatoriamente de
1, 2 ¢ 3, a partir da esquerda.

E possivel visualizar parte dos dutos individuais;
ndo se pode afirmar, contude, que o duto da esper-
mateca irés seja de faio menor que os demais, porém,
a ilustragio permite mensurar ¢ tamanho do corpo e
da cabega das espermatecas (Tabela) indicando que
aquela de ndmero trés é a de menor tamanho.

Tabela
Medidas, em pm, do tamanho das espermatecas
Hspermateca I 2 3
comprimento da cabeca 9,1250 71,7562 5,1328
largura da cabega 8,3265 6,4445 4,4484
comprimento de corpo 29,4281 28,0148 25,6640
largura do corpo 13,7445 13,4594 12,5754

* Seglo de Parasifoses Sistémicas do [nstitute Adolfo Lutz.
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FIGURA 1
Espermateca anomala de Lutzomyia intermedia

FIGURA 2
Genitalia de Lutzomyia intermedia apresentando 3 esper-
matecas. Objetiva 40x Ocular 10x Axiophot Carl Zeiss

Poucos sido os relatos referentes a anomalias em
genitélias de fémeas destes insetos (Sherlock, 1958;
Azevedo, 1946 e Moraes, 1988), sendo este inédito
nesta espécie.

CONCLUSOES

Os autores julgam importante o registro deste
tipo de anomalia, ainda mais considerando-se a
ocorréncia em Lu. intermedia, espécie dotada de
elevado potencial vetorial de Leishmania no Estado
de Sdo Paulo e regido Sudeste do Brasil.

Além do inusitado encontro, os autores ques-
tionam a necessidade de estudos para avaliagdo da
incidéncia e conseqiiéncias da ocorréncia desta
anomalia em natureza. Qual seria a razdo evolutiva
ou fisiolégica da provéavel fungio da 3* espermateca
e, eventuais alteragdes comportamentais, como por
exemplo, necessidade de maior niimero de repastos
sangiiineos e, conseqiientemente aumento do poten-
cial de transmissdo da Leishmaniose Tegumentar
Americana? Tratar-se-ia apenas de resultante de
anomalia genética mutacional? Neste caso: seria ou
ndo mutante recessivo?
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ABSTRACT: The MeCay cell line has showed high sensivity to rabies virus. This cell
line presents cythopatic effect (CPE), when infected with rabies virug. Three strains of
rabies virus were tested: CVS, ERA, and PV1 and three street virus were isolated: one from
a patient bitten by bat, other from a rabid dog and another from bovine. This cell line was
used for virus titration purposes due to the presence of cytophatic effect, two technigues
for observation of the CPE were used and were compared to the classical method of

intracerebral inoculation in mice.

DESCRIPTORS: McCoy cell line. Rabies Virus, (CVS, ERA, PVI and street virus).
Isolation, titration and cytopathic effect (CPE),

INTRODUCTION

Several authors studied a series of methods for
antibody or virus titration using microtechnigues for
rabies virus detection. Blancou er ai” compared four
techniques to determine the levels of antibody
against rabies virus (Rapid Fluorescence Focus In-
hibision Test; Plagne Reduction Test; Immunoenzi-
matic Test} and compared all of thers with Mouse
Neutralization Test Habel Test as reference”.

Perrin er alii® used rapid enzyme immunodiag-
nosis {(RREID) as a simple and rapid disgnosis
method for detection of rabies virus in the laboratory
routine, despite the necessary of a specific conjugaie
with peroxidase.

Webster'! used the infection of tissue culture
technigue {a suspension of murine neuroblastom
cells) using a multi-plate of 96 wells and the infec-
tion was put in evidence with immunofiucrescent
technique. This technique proved to be equivalent to
the mouse inoculation method.

Rudd ef al'® used the murine neuroblastom cell
line (C-1300; clone NA} for isolation of small quan-
tities of street virus, Thus it wes assumed by Wiktor
et al’” the slow adaptation of rabies virus into tissue

by the Instituto Adolfe Lutz, Sc Paulo - Brazil

culture, Tn 1978, Smith er alii'" showed the easy
adaptation of rabies virus to cell line CER (murine
neuroblastom) and compared it to the infection with
BHEK-21, clone 13, sensitized with DEAE - dexiran
and both cell lines showed eficiency for isolation of
rabies virus in vitro,

Other group of authers; Mannen ef a!iié, used the
microtechnique based on an enzime immuncassay
simifar to the fluorescent focus inhibition assay, bat
they used enzyme assay method {RAMIN), that 1g an
suthomatized method which permits a rapid test of
many samples and the results were similar to the
rapid fluorescent inhibition test (REFIT).

However, Heberling er alif’ developad a new as-
say based on Dot Immuncbiding Assay (DIA) for the
routine detection of antibody 0 various viruses in-
cluding rabies virus,

Following the observation from rabies virus rep-
lication and netorious cytopathic effect {CPE)
caused by this virs in the McCoy cell line®, this cell
line was used for tifration of rabieg viras. This cel-
lular lineage was used by Nogueira” for the isclation
of rabies virus from material of a suspected patient
bitten by bat as well as to show the easy adaptation
of vaccines (ERA, PV1 and CVS) of rabies virus.
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I this paper, the titration technigues were per-
formed by observation of CPE in loco and using
Karaya gum {Sterculia tree) as overlay for titration
of rabigs virus in McCoy cell line, Results obtained
with both methods are shown and compared to the
clagsical titration using intracerebral mice inocula-
tion.

MATERIAL AND METHODS

Cell Culture

A ae]hz}ar suspension of McCoy Cell ling
{4x]9 ceﬂfml) grew in Eagle’s medinm supplied
with 5% of foetal calf serum (FCS). Before inccula-
tion me virus was suspended in Eagle's medium
supplied with 2% of FCS.

Virus

Rabies virus used was the ERA strain {VdCbin(ﬂ
origin) adapted in McCoy cell line by sucesswe pas-
sages. The 6" passage which titre was 10% LDsofO 03
mil was inoculated intracerebrally in baby mice and the
end-point was calculated by the Reed-Muench method’,

Observing CPE in luoco
TITRATION

Ten-fold dilution of the virus was prepared for
titration in Bagle's medium plus 2% of FCS, 6,5 m!
of each dilulion were inoculated in each well of
multi-well plates Limbro Flow, with 24 wells.

The plates were incubated with 5% of COz at
33°C, during 30 minutes for virus adsorption. Then
each well was completed with 1.5 ml of maintenance
medium (Eagle’s plus 2% FCS), and again incubated
at 33°C. CPE was observed daily, and highest dilu-
tion of virus causing CPE (++} in 50% of wells was
considered the titration end-point.

Observing CFE Using Karayva Gum as Overlay
CELL CULTURES

The same cellular suspension of 4.0x10°7
cells/mi was used in each well, on the muiti-weli
plates (24 weils) with Eagle's medium plus 5% of
FCS for cellular growth.

VIRUS

It was used 0.2 mil of inocula of the same dilution
of the 6th passage of ERA strain in McCoy cell line
already referred to.

Overlay Karaya gum used wag from Sigma Labs.
It was prepared fo 2% (p/v) in deionnized water, at
the moment of use equal volume of Earle’s solution
fwice concentred and also antibiotic/penicilin/strep-
tomicin (500 U.L/mg) were added. The pH was
adjusted to 7.4-7.6 with NaHO; 7.5%.

PROCEDURE

After the incubation period of 48 hours, the celig
were fixed during 38 minutes with solution of for-
malin 209 in alcohelic solution 20%, the plates
were washed in distilled water and stained with

i8

alcoholic solutionr 20% and violet crystal 0.5%,
again the plates were washed and dried.

A unique large plague was evidenced with differ-
ent kinds of stain, the cells showed CPE and there
was a great difference in the morphology of the cells
in different stains.

Forty-eight hours were necegsary for the oc-
curence of CPE and the end-point considered was
the highest dilution were 30% of the area was af-
fected in 50% of the wells, figures not shown.
Titration in Baby Mice

Five-to-nine-day-old Swiss-Webster baby-mice
were used. The virus tifration foliowed the same dilu-
fions of the 6th passage of ERA strain already referred
to. The animals were inoculated intracerebrally with
0.3 ml of each dilution ten-fold performed.

Control animals with the same age were inocu-
lated intracerebrally with 0.03 m of sterile saline
solution, and observed during twenty-one days.

RESULTS

Preliminary studies showed the CPE caused in
McCoy cell line by rabies virus (Nogueira™ ), this celular
lineage is now use for titration purposes of rabies virug.

Figure ! shows the observation of CPE direcily
on the bottle of tissue culture. The end point wag
obtained with 50% (++) of mfectmty at ditutions 107
{in 50% of wells} at the 12" day. This figure shows
the curve of the increase in infectivity during the
days of observation.
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FIGURE 1

Perceniage of Infection Observed With The Presence of
Cytopathic Effect During the Observation Days.

For each dilution only one point was plotted (50% of
infoction}.

The percentage of infectivity was obtained from
the percentage of CPE observed in the microscope
field {+= 25%, ++ = 50%, +++ =75%, ++i+ = 100%)
in four wells for each dilution according to the
Reed-Muench method’,
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When Karaya gum was used as overlay the rapid  phology caused by virus action. In this case the
action of virus in the cell monolayer was observed  percentage of infectivity was evident, and the crite-
and 48 hours later the presence of CPE was also  ria used was the same.
obsered. Figure 2 shows the difference of cell mor-

i Y Fy

Differences of Morphology with Inoculation of Rabies Virus, (ERA strain), on McCoy Cell Line Using Karaya
Gum (SIGMA LABS).

After 48 hougs: A - Dilution 10-4; B - Dilution 10-%; C - Dilution 10-8 and D - Control cells. This observation was
performed with plannar objective 16/0.35 with IM - Zeiss microscope.

Figure 3 _shows_ the observation os CPE at a dif-  where morphological alterations caused by rabies
ferent magp1tude in the microscope observed with  virus, as well as stains differences, can be seen.
plannar objective 6.3/0.16 in IM-Zeiss microscope

FIGURE 3
Differences of Morphology with Inoculation of Rabies Virus (ERA strain) Where the Action of the Virus on
McCoy Cell Line is Observed.

Thes dilution ﬂbservz:d6 is the same as figure 2, but observed with other magnitude. A - Dilution 10-% B - Dilution
10-"; C - Dilution 10-" and D - Control cells. This observation was performed with plannar objective 6.3/0.16 with
IM - Zeiss microscope.
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CPE Compared to Classic Mice Inoculation.

The tritation of the three systems mentioned
above, with different volumes of inocula used is

shown in figure 4. Their results were equivalent
when the valnes were adjusted to the same volume,
as it can be scen in table L

100 - 1O}
P
- P
S 75k = 75}
= 3
= a
o —
w o
b Q
Z 50} = 30
™ w
o o
(4 4
& sl ¥ 25+
L : 1 i ] A i H
i 2 3 4 & &8 7 8 9 i 2 3 4 5 & 7 8 ©
DILUTION {(Log 1) DILUTION (Log 10}
@—& O,2ml INOTULUM (A) O—O CONTROL {A) A—A& 0,03 mi INOCULUM (1. C) O— CONTROL
B—# 05 mt INOCULLM (B} O---O CONTROL {B)
FIGURE 4

Titration of Rabies Virng (ERA sirain) Observed with Two Techniques (A AND B)
Compared to the Classic Intracerebral Inoculation in Baby Mice (C).

Titres Observed with the 67 Passage of RZ&?SL %i;as (ERA strain}, on the MeCovy Cell Line.
TITRE L.Dsp IDTC 56%

VOL. INOCULATED MICE IN LOCO WITH OVERLAY
0.03 mlmice 1052 - -
0.2 ml/well - - 1650
0.5 mb/well - 10%° -

1.0 mi* 10318 164 105

* The values of the titres were adjusted to the same inocalurs volume, evidencing the similarity of data.

Three different methods of observation were used. The titers were obtained by the end point technigue according

to Reed-Muench’s method.
DISCUSSION

Data ebtained in these preliminary studies show
the possibilities of the use of McCoy cell line for
titration of rabies virus. The use of Karaya gum as
overlay speeded the action of the virus, and the
results using 0.2 ml of inoculum per 2 ml of total
volume was comparable to the results obtained with
intracerebral inoculation of baby mice (0.03 ml}.

On the other hand, the direct observation of CPE
is efficient to obtain an increase of the tire during
viral replication. When the logarithm of each dilu-
tion is plotted against th days of CPE observation
(with more than 50% of infectivity) a sigmoid curve

20

is obtalned and its inflection is equivalent to the
result obtained with mice inoculation on the eight
day of CPE observatjon and with a dilution of about
10%¢ {sce Negueiras}. It was observed that the ob-
tainment of CPE in McCoy cell line after innocula-
tion with rabies virus can detect small amounts of
antige and is as sensitive and efficient as another
techniques such as RIFT (Rapid Inhibition Focus
Test) on murine nevrobiastom cells. O Besides, it has
the advantage that the Intermediary reaction of IFA
or enzyme linked reaction or UV microscope are
unnecessary. The costs decreased due to the absence
os laboratory mice as well as apother kinds of re-
agents,
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In spite of the relatively small nunber of samples

bovine and rabid dog) was efficient and confirmed
the isclation of street virus (patient bitten by bat;

by mice inoculation and by IFA technique.

RIALAG/722

NOGUEIRA, Y. L. - Virus da raiva em linhagem celular McCoy: Parte 11 Titulagfio. Rev.
Inst. Adelfo Lutz, 52 (1/2): 17-21,1992.

RESUMO: A linhagem celular McCoy tem demonstrado elevada sensibilidade ao virus
da raiva, Essa linhagem apresenta efeito citopitico (ECP) guande infectada com o virus
rabico. Foram testadas trés cepas de virus da raiva: CVS, ERA ¢ PVI ¢ foram isolados trés
virus de rua: um proveniente de paciente mordide por morcege, outre de origem canina ¢
outro de origem bovina. Utilizamos essa linhagem celular também para fins de titulagfio de
virus. Dada a presenga do efeito citopdtico, foram empregadas duas técnicas de observagio
do ECP e ambas foram comparadas ao método cléssico de inocalagée em cérebros de

camundeongos.

DESCRITORES: Linhagem celular McCoy. Virus da raiva (CVS, ERA, PVI e virus
de rua). Iselamento, titulaglio, ¢ efeito citopético (ECP).
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Jorge, L. 1. F.; SAKUMA, A, & INOMATA, E. I - Andlise histoldgica e bioquimica de
Momordica charantia L., (melio-de-sfio-caetane). Rew Inst. Adolfo Lutz, 52 {1/23:23
-26, 1992,

RESUMO: O presente trabalho visa identificar a espécie Mommordica charantia I.
através dos elementos histologicos caracteristicos de seus frutos e suas folhas, bem como
avaliar seus teores vitaminicos e proteicos. O vegetal foi coletado no estado nativo, no
municipio de Sio Jodo da Boa Vista, interior de $do Paulo. Fol empregada a seguinte
aparelhagem: microscopio Optico e espectrofotdmetro UV/Vigivel. Folhas e frutos reve-
laram teores de vitamina C, vitamina E e beta-caroteno em viming A que viabilizam seu
emprego como aiternativa alimentar. As folbas t&m um fricoma tector pluriceluiar com
cuticuda rugosa ¢ wm tricoma glandular constituido de s células pedicelares e quatro
células apicais. A cuticula que reveste o epicarpo é estriada. O mesocarpo € rico em
idioblastos amiliferos.

DESCRITORES: Momordica charantia 1.., melfo-de-sdo-caetano, meliozinho.

INTRODUCAQ bém ser consumidas cruas, em saladas 17

. Os brotos

As cucurbiticeas compreendem grande atmero
de espécies, muitas delas édulas, outras medicinais
e outras toxicas

A espécie Momordica charantia L., popular-
mente chamada de meldo-de-sdo-castano ou de
meldozinho ', é origindria da Asia, tendo se alas-
trado pelo mundo e sendo atualmente planta invasora
em todos os paises de clima tropical e/ou subtropi-
cal. Apresenta propriedades purgativa, emenagoga,
hipoglicemiante e anti-helmintica™

A presenga de substincias amargas € uma carac-
teristica quimica da familia, relacionada com a ri-
queza em ajcaldides, esterdides e saponinas que
apresenta '

Os frutos sfo comestiveis, Semlio cultivacdos para esse
fim na China e no sul da Africa’ . As sementes consti-
tuern um dos componentes do “curry”, podendo tam-

novos substitzem o espinafre, apos fervidos

MATERIAL E METODOS

Material

Piantay de Momordica charantia L. foram cole-
tadas no municipio de S3o Jodo da Boa Vista, interior
de Sio Paulo.

O estudo anatdmico foi efetuado no tergo médio
inferior de folhas frescas e no pericarpe dos frutos
da espécie.

Folhas e frutos “in natura”™ e separadamente,
foram homogeneizados através de triturago em
liquidificador, sendo entio empregados na determi-
nagdo orglnica.

Métodos

O estudo anatdmico foi procedido através de
cortes a mio livre, empregando-se medula de
sabugueiro como suporte. As estruturas foram inter-

* Realizado na Divisdo de Bromatologia e Quimica do_instituto Aéolfo Lutz, Sdo Paulo, SP. Apresentado no
Congresso de Ciéncia ¢ Tecnologia de Alimentos, S3c Paulo - SP, 2.

** Do Institute Adelfo Lutz.
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pretadas sob os aumentos do microscopio Optice e
reproduzidas com auxilic de cAmara clama e régua
micrométrica

Foram utilizadas as técnicas descritas nas Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz ' para as dosagens
das vitaminas B1, Bz, C, PP e E. A anélise de aminodei-
dos foi conduzida segundo GIRI & RAO ™.

Foi ntilizado o método de RODRIGUEZ e al. *°,
para dosagem de beta-caroteno.

RESULTADOS

Descrigdo macroscépica

Momordica charqntia L. é planta trepadeira, her-
bacea, muio ramificada, com folhas membranicess,
sub-orbicutares, 5-7 lobadas, %afzinhas stmples, deli-
cadas, lTongas, pubescentes ", Observadas ao
estereomicroscdpio, as folhas apresentaram nervuras
salientes, O peciolo & eilindrico, com protuberincias
discretas, observaveis sob os aumentos do estersomi-
croscopio, mas nio & vista desarmada (Fig. 1-G).

Descrigio anatdmica

Folhas, peciolo e frutos apresentam os seguintes
anexos epidérmicos: tricomas tectores pluricelulares
com 400um a 800um de comprimento ¢ tricomas
glandulares, relativamente menores, com cabega
constituida de quatro células e pedicelo com rés ou
quatro eclulas (Fig. 1-Ce 1-D). A figura 1-H mostra
detalhe da imsergio do tricoma tector. E lisa a
cuticula do tricema glandular. A cuticula do tricoma
feector é ligeiramente rugosa (Fig. 1-C). Os tricomas

. ir
)
G 8 i
i%F; Inoténquima
%rﬂema

Ciftoema

FIGURA 1
Mormodica charantia L.: Folhas e peciolo

tectores podem apresentar ligeiro estrangulamento
em alguma célula mediana.

Ha abundéncia de vasos espiralados, estreitos
largos em todas as partes do vegetal (Fig. 1-F). Nio
so observados vagos pontoados. Drusas mal for-
madas, relacionadas sos feixes vasculares, podem
ser observadas em idioblastos do parénquima da
folha e do peciole (Fig. 1-F}.

As células epidérmicas, em vista frontal, apresen-
tam paredes finas e sinuosas (Fig. 1-A e Fig. I-B). A
epiderme inferior apresenta estbmatos peguenos, de
paredes delgadas, do tipe anomocitico (Fig. 1-B).

Sdo observades pontos esbranquigados ao
estereomicroscopie na regifio limbo foliar, aos
pares, na face dorsal. Esses pontos correspondem
aos cistdlites. Observadoes ao microscdpio, os
cistblitos aparecem como dois semicirculos, de
contetido granuioso, em vista facial (Fig. 1-E).

O mesofilo ¢ do tipo homogéneo lacunoso, com
tendéncia a dorsiventral, Os feixes vasculares s8o co-
laterais nas nervuras de menor porte e bicolaterais na
regiio da nervura ceniral. A nervura central é bem
proeminente na face dorsal, apresentando tré€s feixes
vasculares do tipo bicolateral (Fig. 1-I = desenho
esquerndtico da nervura central em corte transversal).

O peciolo € aproximadamente cilindrico, com
feixes vasculares bicolaterais. Seu revestimento é
constituido de tecidos de desenvolvimento primério:
epiderme e colnguima (Fig. 1-J = desenho
esquemético do peciolo em corte transversal).

FIGURA 2
Momordica charantia L.
Fruto e envoltérios da semente
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Os frutos sfie ovdides, alaranjados, com pro-
jegbes do epicarpo. Bles atingem 10 em de compri-
mento e ndo tém amido uvando maduros. Em seu
interior encontram-se diversas sementes de fermato
lenticuiar, recobertas por uma pelicula vermetha,
muito t8nue, guarnecida de estdmatos anomociticos
¢ células amiliferas (Fig. 2-C ¢ Fig. 2-D), Os frutos
apresentam tricomas tecfores e glandulares idéntico
aos encontrados nas folhas, bem como vasos espi-
ralados grandes. As células do epicarpo tdm con-
torno poligonal, sendo bem justapostas, de
dimensdes relativamente pequenas ¢ fortemente pig-

mentadas de alaranjado (Fig. 2-A). Essas células sfo
recobertas por cuticula fortemente estriada, cuja ex-
pressfic macroscopica sdo as projegdes papilosas do
epicarpo do fruto. Os estdmatos do epicarpo sBo ano-
mociticos, como o8 estbmatos foliares. As células do
mesocarpo sdo grandes, de paredes delgadas e espar-
samente arranjadas (Fig. 2-B).

Determinagbes quimicas

O3 niveis dos teores de vitaminas e aminoacidos
considerados em grapos, médias de triplicatas, en-
contram-se listados nas tabelas 1 e 2.

TABELA 1
Aminograma: poreentagens do total de aminoécidos, considerados em grupos, apds hidrélise acida 33, em Mo-
mordica charantia L. “1n natura”

Rf Aminoécidos Frutos Partes
o (%) vegetalivas (%0)
6,1-0.2 Cistina . 1,8 0,9
0,2-03 Ifisina, taurina, histiding, arginina, 16,5 14,7
asparina
03-04 Glicina, acido aspdrtico, serina 22,4 21,2
04-.0,5 Acido glutimico, treonina 250 28,7
6,5-0,6 Alanina, prolina 8.5 52
0,6-07 Tirosina, triptofano 6.2 12,8
0,7-0,8 Fenilalanina, metionina i4,1 15,6
0,8-0,9 Leucina, isoleucina 2.5 0,8
TABELA 2
Teores de vitaminas enconfrados em Momordica charantia L.
Vitaminas Frutos Partes vegetativas
{mg/100g) (mg/108g)

Vitamina B 0,18 0,13
Vitamina By 0,20 0,48
Vitamina C 13,0 20,6
Vitamina PP 3,72 4.5
Vitaming B 18,7 28,3
Beta-caroieno .56 2,67

DISCUSSOES B CONCLUSOES

Momordica charantia 1.. apresenta o padrio
anatémico do género Momordica descerito por
METAALFE & CHALK” !'°: tipos de tricomas,
estdmatos ranunculiceos, cisidlitos, drusas, tipo de
mesofilo e auséneia de estrutura gecundéria, esta
Gitima também prevista por ESAU 2,

“Os frutos de Momordica charantia L., quando
maduros, sdo ricos em vitamina C”, afirmam MATSU-
MURA & TANAKA®. Embora preliminares, nossos
resultados parecemn indicar que as folhas da espéeie sio
ainda mais ricas nessa vitamina do que o3 seus frutos.

HALL et a!.S, encontraram 33% de proteina em
base seca nas folhas de Momordica charantia 1.,

percentagem comparavel & que se observa em folhas
Ricinus communis, Vigna sinensis e Manihot escy-
lenta. O aminograma apresentado nesse frabalho
mostya que as partes vegetativas da espéceie sio tio
protéicas quanto seus frutos, Sde também de valor
bicidgico os teores de vitamina E ¢ de beta-caroteno
encontrades nas folhas e nos frutos.

RODRIGUEZ e col.® identificaram os caro-
tendides em diversas fases de maturagho do fiuto de
Momordica charantia L. Nos trabalhamos com frutes
completamente maduros, e, nesse estigio nossos resul-
tados sBo concordantes com os deles. RODRIGUEZ et
al. 13, apresentam teor de 5,3u/g de beta-caroteno no
fruto completamente maduro, e o valor por nés encon-
trado foi de 0,56 mg/100g, ou seja, 5,6 p/g.
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A concentragiio de beta-caroteno presente nas
partes vegetativas da planta é bem superior d concen-
tragio observada nos frutos. O teor de 2,87 mg/100g
de beta-caroteno que encontrames, corresponde a
4272,0 U/ 100g de vitamina A, sendo superior a0 da
cenoura (3666,0 Ul/100g) que & considerada uma
das maiores fontes conhecidas de beta-carotenc™.
Contudo, afirmagdes conclusivas neste sentido
somente poderdo ser feitas apos doseamentos repeti-
dos, empregando-se amostras de diversas procedéncias
¢ dando-Thes um tratamento estatistico,

As principals caracteristicas anatémicas desse
vegetal sdo: tricoma tector pluriceluiar de dimensdes

relativamente grandes ¢ com cutieula rugosa, tri-
coma glandular pegueno e com trés células pedun-
culares e guatro células apicais, estdmatos
ranunculdceos nas folhas {epiderme inferior). e nos
frutos, vasos espiralados, drusas pequenas e malfor-
madas, cistdlitos,
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ABSTRACT: The work wishes to identify the species Moamordica charantia L. through
more characteristics histologycal elements of its fruits and leaves, as well as evaluate their
vitamin and protein levels. The vegetable was collected in native form, at S3o0 Jodo da Boa
Vista, in 830 Paulo, Brazil, It was employed the following equipaments: optical microscop
and stereomicroscop and spectrophotometer UV/Visible. Leaves and fruits showed levels
of vitamin C, vitamin E and beta-caroten in vitamin A that allow their application as
alternative alimentary. The leaves have a tector pluricellular hair with wrinkle cuticle and
a glandullar hair with three basis cells and four head ones. The cuticle of the epicarp is

striated. The mesocarp is rich in starch cells,

DESCRIPTORS: Memordica charantia L., melio-de-sfo-caetano, meldozinho.
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ABSTRACT: In September 1987 an outbreak of exanthematous iliness ressembling

erythma infectiosum occurred at an elementary school of Sdo Paulo city. Attempts to isclate
virus from the nasofaryngeal secretion and urine and serum samples collected from the ill
children in acute phase of iilness resulted negative. Nevertheless, parvovirus-like particles
of about 24 nm in diameter were observed by negative staining electron microscopy in
concentraded urine of seven out of eight ill patients and in nasopharyngeal secretion of one
out of four patients. No similar viral particle was observed in concentred urine samples
coliected on the same occasion from their classmates without evident signs of illness, This
is & proposal of an alternative test for a rapid and sensitive presurnptive diagnosis of human
parvovirus infection.

DESCRIPTORS: Erythema infectiosum. Parvovirus infection. Presumptive diagnosis.

INTROBUCTION

1t is generaly accepted that human garvovims B
19, discovered by Cosarter gf. in 1975! ,isthe cause
of erytema infectiosum ™ 1% It also became ap-
parent that the infection by this virus may be asso-
ciated with arthraigia, aplastic crisis, spontanecus
abortion and intra-uterine fetal deathj’ »6.7,20,22
Asymptomatic infection has been reported in house-
hold members'® 1%, Antibody o human parvovirus
is most often acqguired within the age of 5 and 10 yers
and about 60% of blood donor poplation are seropo-
sitive™ * .

Parvovirus B 19 seems to be widespread through-
out the world. Seroprevalence studies indicated that
25-40% of aduits in Europe and in the United States,
as well as in Australia, Africa and Brazil had aati-
bodies to this virus” 1 12 | Fifth discase outbreak
have been reported from Eungland. Japan, Finland
and Canada and most of the cases occurred in late
winter and early spr-inga’n’mw . In Brazil, the evi-
dence of B 19 virus infection in cases of erythema
infectiosum was firstly obtained in Belem by the
IgM antibody assay B3

The inability to grow parvovirus B19 in suffi-
cient quantity to produce antigen for diagnostic

* Servigo de Virologia, Instituto Adolfo Lutz. S80 Paule, SP. Brasil. Correspondence to: Sueko Takimoto
PhD, Se¢do de Virus Respiratérics ¢ Entéricos, Servigo de Virologia, Instituto Adelfo Lutz, Av. Dr.

Arnaldo, 355, G1246-202 Sio Paule, SP, Brasil.
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assays has preciuded the widespread availability of
tosis for this virus, and sera from humains remain
the sole source of this antigen. The specific immu-
noglobulin M (TgM) antibody assay is the most util-
ized way to detect BI9 infection. The IgM is usually
present 7 days after the onset of iliness and persists
for 2-3 months" > 1% *°, The virus replicates in bone
marrow explant culturet rich in cells of the erythroid
series which is nor aplicable to thg routine detection
. . L 17 . .
of B19 virus in clinical samples " " ™", Virus antigen
has been detected by counterimmunoelectrophore-
sis, radioimmunossay or enzyme immunoassay .
Viral DNA has been detected by dot-blot hybridisa-
tion and more recently by the use of polymerase
chain reaction assay (PCR)™ +23 The presence of
parvovirus particles may be detected in sera and
respiratory secretion by electron microscopy and
viral DNA was also found in the urine of this pa-
tients.”

in September 1987, an outbreak of exanthema-
tous febril iliness clinically and epidemiclogically
suggestive of erythema infectiosum occurred at an
elementary school of Municipal Area of Sdo Paulo
City in the Sapitary District of Butantd. About 50
children of both sex attending the school within the
age of 7 to 9 years were affected by the illness. The
clinical symptoms were maculo-papular exanthem
in the face and lacy reticular aspect in the torax and
superior members, The fever was low around 37.5°C
or absent in some children. Among the chidren, four
had only slapped cheek and four had erythema in
both face and Himbs.

With aim to investigate the etiologic agent if il
patients were inoculated into tubes of Hep2, BHK-
21, MCR-5, Vero and MDCK celi cultures. The virus
isolation attemps in these cell cultures resulted nega-
tive,

Based on previous studies that the human par-
vovirus B19 is the etiologic agent of erythema infec-
tiosum, the clinical specimens were tested for the
presence of parvovirus particles. Urine of eight chil
dren and nasopharyngeal secretion (NPS) and sera of
four children of a fotal of 12 students with erythema
infectiosum, and uringe of 13 asymptomatic children
were examinted for the presence of parvovirus-like
particle by negative staining electron microscopy. The
urine samples were previously concentrated 1060 t0 400
fimes by Minicon Bi5 {Amicon Co). Viral particle
measuring about 24 mm were detected in the urine of
seven il patients. Four urine satiples were positive after
concentrating 100X, but three specimens needed 400X
concentration before the viral particles being detected,
and one was negative. Viral particles of similar size and
morphology were seen in the NPS of one out of four
children studied, but none was found in the sera of these
childrenn. Otherwise the attempts to find similar viral
particles in sera and urines 15 asymptomatic class-
mates collected on the same occasion resulted negative.
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DISCUSSION

Other viruses are also associated with exan-
thems as enteroviruses, Herpesvirus Group, ade-
noviruses, measles virus, rubella virus, although
differing of B19 infection in both clinical and
epidemiological aspects. The possibility of the
iliness in the present investigation being caused
by rubeila virus, measles virug or Herpesvirus
Group was discarted because they have envelope
in the outer membranes and are larger than the
virug found in the present investigation (rubella
measures virus, 58 mm, measles virus, 150-400
mm and Herpesvirus Group 160-200 mm). En-
teroviruses and adenoirnses are cultivable in the
virus isolation system utilized in this study.

It seems that erythema infectiosum is a relatively
fate event in parvovirus B19 infection. This may
explain the fact that no viral B19-like particle was
found in sera of these patients and this is in accord-
ance with previous studies™ .

Examination of urine for the presence of micro-
organism helps in the diagnosis of certain infectious
diseases. The success of detection viruses depends
upon the ameunt of virus being excreted in the urine,
It iz possible that if the virus is excreted in urine in
low number, the commonly used procedures may not
be sensitive enough to detect it. However, if the urine
sample is concentrated prior to being tested, the
probability of virus detection may increase consid-
erably ! Minicon B-15 {Amicon Co.) has been used
for concentration of urine, cerebrospinal fluid or
other physiological fluid'®. It contains membranes
with a cut-off of 15,000 molecular weight, being
able to retain the smallest viral particles and even
proteins.

Due to the vnavailability of the specific immune
serum to BI% virus a more specific and sensitive
tecnigue as immune electron microscopy could
notbe employed in the present investigation. On the
other hand, factors like clinical sympioms,
epidemiologic basis, size of the particles found and
age of the ill patients suggest that the exanthematous
iliness which affected these students was caused by
parvovirus B19.

Although being an expensive equipament,
nowadays most of Institutions of Health engaged
in the virological studies in Brazil has at least one
electron microscope as a too! for diagnestic pur-
poses. The results obtained demeonstrate that the
technigue used in the present investigation may be
applied for the routine presumptive diagnosis of
human parvovirus infection. The advantage of this
method of diagnosis for B 19 virus infection is the
simplicity and rapidity.
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RESUMO: Em setembro de 1987 ocorreu em uma escola primaria municipal da cidade
de 53¢ Paulo, um surto de deenga exantemdtica clinicamente compativel com eritema
infeccioso. As tentativas de isolamento de virus de amostras da nasofaringe, urina e soro
de deentes cothidos na fase aguda da doenca resultaram negativas, No entanto, particulas
virais de cerca de 24 nm de difmetro semethantes ao parvovirus foram observadas zo
niicroscépio eletrnico pela coloragfio negativa em sete das oife amostras e na secregdo da
nasofaringe de wma das quatro amostras colbidas de doentes. Por outro lado niic foi
visualizada nenhuma particula viral semethante em amostras de urina igualmente concen-
tradas, colhidas nz mesma ocasifo de 15 colegas de classe que nfo apresentavam sinais
evidentes da doenga. A presente investigagfo apresenta uma alternativa para diagnéstico
presuntivo rdpide de infecgdo por parvovirus humano.

DESCRITORES: Eritema infeccioso. Infecgiio por parvovinus, Diagndstico presuntivo.
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RESUMO: Com a finalidade de estabelecer uma metodologia para a determinagio de
bixina em sementes de urucum, foi formado um Grupo de Estudo para a padronizagio de um
método. Dois tipos de andlise foram selecionados: uma utilizando o cloroférmio e sementes
meddas gue dosa bixina e outra utilizando o solugio de hidroxido de potdssio e sementes infeiras
que dosa a nerbixina. © melhor método foi o que utilizou o clorofdrmio. Para equiparar o feor
de norbixina encontrado pelz extragio com hidréxido de potdssio ao teor de bixina obtido pelo
outro tipo de analise utilizado, foi usado o fator de corregiio de 1,1601.

DESCRITORES: Sementes de urucum. Uracum. Bixina. Norbixina, determinagio.

Bixa orellana 1.

INTRODUGAO

Os corantes natuzais pertencem a um das ¢lasses
de aditivos para alimentos permitidos pela legislagdo
brasileira’.

Atualmente, hd grande interesse em substituir os
corantes artificiais pelos naturais. Destes corantes, o
mais utilizade em alimentos e que se encontrd o
mercado & o urucum.

O urucueiro ¢ uma planta de clima tropical que
atinge de dois a seis metros de altura. E formada de
folhas, flores e as cdpsulas gue envelvem as semen-
tes. Estas sementes possuem conformagdes arredon-
dadas revestidas por uma polpa de coloragio
avermelhada que contém o pigmento”.

A partiv da remogio da camada externa das se-
mentes da &rvore de urucam {Bixa orellana 1) por
varios processos sfio obtidos os extratos lipos-
soliveis e hidrossoliveis®.

O extrato liposselfivel contém diversos componen-
tes coloridos, sendo o principal 2 bixina ¢ o extrato
hidrossolvel contém como principal components co-
loride, a norbixina, produto de hidrdlise da bixina.

Para os dois extratos jd existem metodologias
para determinagio dos seus coranfes’, o que ndo
aconlece com as sementes.

A necessidade de se conhecer o teor de ¢orantes em
sementes foi abordada durante o Seminério de Coran-
tes Naturais realizade no Institufo de Tecnologia de
Alimentos, em setembro de 1988° , onde um grande
ntmere de intersssados, eatre os quals produtores,
comerciantes e pesquisadores se fez presente.

Surgiu, entdo, a idéia de se formar um Grupo de
Estudo para estabelecer uma metedologia tnica,
para determinaciio de bixina em sementes de
uracum. Essa padronizagio foi estabelecida apds um
estude colaborative conduzido neste trabalho.

MATERIAL E METODOS

Material

As sementes utilizadas durante todo o estudo
foram gentilmente fornecidas pela firma Bacnleré
Agro-Industrial Lida.

Treze laboratdrios participaram do estude co-
laborativo ¢ os mesmos encontram-se codificados
por letras do alfabeto.

* Realizado na Se¢lio de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz.

** Do Institute Adelfo Lutx,
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O Grupo de Estudo de Urncum estabeleceu dois
tipos de determinagio. Estes foram conduzidos apds
infimeros procedimentos, nos quals foram verificadas
as melhores condigdes tais como tomada de amostra,
trituragfo, modo de extragio ¢ solventes utilizados,
Métodos

1. Determinacgfo de bixina

Aparethagem
Moinho de facas ou equivalente
Espectrofotbmetro

Reagentes

Cloreférmio p.a.
Procedimenio:

Amostrar 100 g de sementes ¢ moer em um
moinho de facas ou equivalente.

Pesar com preciso de mg, cerca de 2 g da semente
moida e transferir para um erlenmeyer de 300 ml. Adi-
cionar 100 ml de clorofémmio e agitar vigorosamente
durante trés minutos. Filtrar através de 13 de vidro, rece-
bendo o filirado em balfio volumétrico de 250 ml, Retornar
o resicduo e a 14 e reextrair com 50 mi de clorofSrmio.
Filtrar através de 13 de vidro, recebendo o filtrado no
mesmo balfo volumétrico. Repetir o procedimento de
extracio com aliquota de 50 2 30 ml de cloroférmio ou
até a completa extragic dos pigmentos. Completar o
volume com clorofoimio. Repetir uma aliquota de 10 mi
e transferir para um baliio volumétrico de 100 ml. Com-
pletar o volune com cloroférmio. Pipetir uma aliquota de
10 mi e diluir com cloroférmio de 10 ml ¢ diluir com
cloroférmio em balfo volumétrico de 100 ml. Fazer a
leitura a 470 nm, usande cloroformio como branco.

A concentracio de bixina é encontrada usando:
Eltn = 2826,
2. Determinagfo de norbixina

Espectrofotometro
Reagentes

Hidroxido de potdssioa 5% e a 0,5%
Procedimento

Pesar com precisdio do mg, cerca de 25 g de semen-
tes em um erlenmeyer de 500 ml. Adicionar 150 ml de
soluglio de KOH a 5%, fervente. Aquecer a ebuligio
mantendo-a por wm minuto. Esfriar em dgua corrente.
Filtrar através de 18 de vidro para um balfo volumétrico
de 1000 ml e lavar o residuo com 100 m! de dgua
destilada. Repetir o processo de lavagem muais seto
vezes. Completar o volume com agua destilada, Retirar
uma aliguota de 2 mi desta solugdo e transferir para um
baldo volumétrico de 1000 mi, completando-o com
sodugio de KOH a (,5%. Fazer 3 leitura em especiro-
fotdmetro a 423 nm, em cela de | cm de percurso
optico, usando comeo branco a solugiio de KOHa 0,5%.

A concentragio de norbixina é encontrada usando
%
Siem = 3473,
A % de norbixina encontrada muitiplicada pelo
fator 1,037 dd a % de bixina.
Andlise estatistica

Os cileulos estatisticos utilizados para verificar a
variagio entre os dois métodos estudados foram a média
(x}, desvio padriio (8) e coeficiente de variagho (CV),

0 fator de corregdo final de um método para outro
foi estabelecido calculando-se a nova média apds a
eliminagiio dos valores fora do intervalo (x + §).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados de andlises realizadas pelos labe-
ratorios participantes, em sementes de urucum pelos
deis procedimentos em questdo sio mostrados na ta-

Aparelhagem bela 1.
TABELA |
Resultados de bixina, em sementes de urucum obtidos no estudo colaborative™
] Bixina (%)
LABORATORIO Extraciio com cloroférmio Exiraglio com solugio de KOH

A 2,40 2,32
B 2,31 -
C 2,24 2,10
D 2,20 2,27
IS - ,
F 2,22 -
G 2,35 -
H 2,44 2,11
I - -
J 2,45 1,94
K 2,46 2,19
L 2,48 2,43
M - 2,17
Média + Desvio padrio (X + §) 2,36 £ 0,11 2,19 + 0,13
Coecficiente de variaglio {CV) (%) 4,60 6,85

{*} Valores que representam média da andlise em duplicata

{-) Dado nio recebido
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Quande se determina o teor do corante de urucum
pelo método do clerofdrmio, o0 que estamos dosando
¢ a bixina, enquanto que no caso do método de KOH,
¢ a norhixina gue é o produto de hidrdlise da bixina.

Portanto, ¢ teor de norbixina encontrado deve ser
multiplicado pelo fator 1,037 para expressar o teor
de bixina na amostra.

Foi observado que a determinagdo utilizando
solugio de KOH apresentou resultades inferiores em
relaglo ao do cloroférmio. Também foi observado
que a variaglo entre 0§ dois procedimentos era cons-
tante, sendo, portanto, possivel expressar o teor de
bixina, independenie do procedimento utilizado,
pela introdugdo de um fator de correglo.

Esse fator de correglio foi estabelecido também
através de andlises realizadas pelos laboratdrios par-
ticipantes, em cinco ensaios, utilizando-se os dois
procedimentos anteriormente citados.

As tabelas 2, 3, 4, 5 ¢ & mostram os valores
encontrados pelos dois procedimentos ¢ o fator de
corregio obtido,

Na tabeia 7 observam-se os fatores de correglo
obtidos nog ¢inco ensaios, ¢ o fator de correcdo final
foi de 1,1601.

Dessa maneira multiplicando o teor de norbixing
encontrado por 1,1601, este pode ser equiparado ao
teor de bixina obtido pela extragio com cloroformio.

TABELA 2
Resultados de bixina obtidos no primeiro ensaio do estude colaborative®

Bixina (%)

Fator de corregio

LABORATORIO Ex{rag?o com Eixtrai;ﬁo com Norbixina/Bixina
cloroférmio solugio de KOH
A 1,943 1,657 1,1726
B 1,810 (1) 1,680 (1} 1,0774
C 2,000 (1) 1,690 (1) 1,1834
D 1,843 1,653 i,1149
E 1,913 1,703 1,1233
F 1,840 (2) 1,650 €2} 1,1152
G 1,836 1,435 1,2753
H 1,780 (2) 1,540 {2) 1,1558
i 2,066 (13 1,730 (1) 1,1734
Média + Desvio padrio (X + $) 1,1484 40,0299
Coeficiente de variagiio (CV) (%) 2,60
* Valores que representam média de tr€s determinagfes.
(1) Resultado de duas detenminagdes.
(2) Resultado de uma determinagdo.
TABELA 3
Resultados de bixina obtidos no segundo cnsaio do estude colaborative®
Bixina (%9)

LABORATORIO Extrac?io com Extragﬁe com iff?g i)cgfng?érii%ig
cloreformio solughio de KOH
A 2,153 1,827 1,1784
B 1,896 1,503 1,1184
C - - -
D . " -
E 1,946 (1) 1,740 (1) 1,1184
F 2,036 (2) 1,730 (2) 1,1734
G - - -
H - - -
I . - -
J 1,930 1,657 1,1648
Média + Desvio padiio (X + $) 1,1722 + 0,0688
Coeficicnte de variagio (CV} (%) 0,59

*Valores que representam média de trés determinages,
(1) Resultade de duas determinagdes.

(2) Resultado de uma determinago.

(-) Dado ndo recebido
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TABELA 4
Resultados de bixina obtidos no ferceire ensaio do estudo colaborativo™
Bixina (%)
LABORATORIO Extracio com Extragio com iifé ;;:?g;iiz
cloroformio solucio de KOH
A 2,603 2,240 1,1620
B 2,300 1,793 1,2827
s - - -
D - - -
E 2,604 (1) 2,099 (1} 1,2403
F 2,350 (2) 2,140 (2) 10980
G . . -
H - - .
I - - ) .
J 2,270 1,990 1,1407
Média = Desvio padrio (X + S) 1,1797 +0,0504
Coeficiente de variagio (CV) (%) 4,26
* Valores que representam média de trés determinagles,
(1) Resultado de duas determinagdes.
(2) Resuitado de uma determinagio.
(~} Dado nio recebido
TABELA 3

Resultados de bixina obtidos no quarto ensaio do estudo colaborative®

Bixinz (99)

LABORATORIO Extragio core

Extragio com

Fator de corregio
Norbixina/Bixina

L cloroformio solugdio de KOH
A 1,976 1,845 1,0677
B 1,923 1,577 1,2194
'S - . .
D 1,477 1,630 0,3061
B 2,024 (1) L701 () 1,189%
F 1,870 (2) L7 (2 1,6929
G . - -
H - - .
i . . .
J 1,836 1,577 1,1604

Média + Desvio padrio {X + %)
Coefleiente de variacdo (CV) (%)

* Valores que representam média de trés determinagbes.
(1) Resultado de duas determinagdes.
{2) Resuitado de woa determminagio.

{-) Pado nio recebido
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TABELA 6
Resuitados de bixina obtides no quinte ¢nsaio do estudo colaborativo®
Bixina (%)
LABORATORIO  Extragio com Extragio com iﬂmr,df’ corregao
bl ¥ orbixina/Bixina
cloroférmio solugdo de KOH
A 2,419 2,213 1,0931
B 2,256 (2} 1,890 (2} 1,1805
s . . -
b 2,080 1,936 10777
E 2415 (1) 2,075 (1) 1,1639
F 2,370 (2) 2,084 (2) 1,1372
G - . -
H - - -
I - . -
¥ 2,190 (1) 1,886 (1) 1,1612
Média & Desvio padriio (X £ 8) 1,1541 £ 0,0147
Coeficiente de variagio (CV) (%) 1,27
* Valores que representam média de trés determinag@es.
(1) Resultado de duas determinagGes.
(2) Resuitade de uma determinagio.
{(-) Dado ndo recebido
TABELA 7

Fatores de correcBo obtidos nos cineo ensaios

Tomada Fator de corregiio

i 1,1484

2 1,1797

3 1,1722

4 1,1461

5 1,15341
Meédia + desvio padrio (X £ %) 1,1601 + 0,6150
Coeficiente de variagdo {CV) (9%) 1,29

CONCLUSOES

Com base no estudo realizado, concluiu-se que:

1. A melhor metodologia para a determinagiio de
bixina em sementes de urucum utiliza cloroférmio

para extrag@io e leitura espectrofotométrica a 470
nm.

2. O fator de corregio para equiparar o teor de
norbixina encontrade por extragfio com KOH, ao
teor de bixine obtido pela extragio com cloroférmio
¢ de 1,1601.
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YABIKU, H. Y. & TAKAHASHI, M. Y. - Determination ox bixin in annatto seeds:
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ABSTRACT: In order to establish the methodology for determination of bixin in
annatto seeds, a Group of Study was formed. Two kind of analysis were selected: ong nsing
chloroform, which gives bixin, and other using KOH, which gives norbixin. The best
method were chloroform to extract the pigment. In order to compare the level of the bixin
found by extraction with KOH to the level obtained by the other methed, it is necessary to
use correction factor of 1,16G1.

DESCRIPTORS: Annatto seeds. Bixin, norbixin, determination. Bixg orellana L.
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SILVA, E. A. M. S. e col. - Perfil de Resisténcia de Mycobacterium tuberculosis no Estado
de S3o0 Paulo, 1986 a 1994,

RESUMO: Com o objetive de determinar o perfil da resisténcia do Mycobacterium
tuberculosis ds drogas empregadas no tratamento da tuberculose no Estade de Sao Paulo,
foram estidadas 1.668 cepas obtidas de amostra de escarro, sendo 254 doentes sem
tratamento prévie ¢ 1.414 na vigéneia de tratamento. A taxa de resisténcia inicial foi de
16,54% e a adquirida de 47,45%. A isonfazida apresentou resisténeia global de 10,62% e
a rifampicina de 6,69% mostrando que as drogas mais importantes empregadas no
tratfamento da tuberenlose estdo apresentando altas faxas de resisténcia. Este fato causa
preocupagio pois pode implicar na faléncia do tratamento, acarretando sérias conseqiién-

cias para o controle da doenga.

DESCRITORES: Drogas antituberculose, Mycobacterium tuberculosis - resisténcia

as drogas, tuberculose.

INTRODUCAQ

A tuberculose continua apre:l;emado altos indices
de prevaléncia a nivel nacional’.

Com o advento de drogas antituberculose con-
siderou-se gue grande parte dos problemas causados
por esta doenga estariam resolvidos. No entanto, ndo
foi este o resultado observade, devido ao fenmeno
biologico da resisténcia as drogas presentes em fo-
das as micobactérias. O Mycobacterium tuberculo-
sis adquire resisténcia 4s drogas por mutago’,

Fatores relacionados com a administragiio de uma
droga iselada, doses terap€uticas, irregularidade do
tratamento, assim como intolerdncia do paciente a
um ou mais medicamentos, podem levar a uma se-
legdo de mutantes resistentes. A ocorrncia deste
processo implicard em sérios problemas a nivel in-
dividual, epidemiolégico e conseqlientemente no
Programa de Controle da Tuberculose' 15 14 13

Fundamentados nestas consideragdes propusemos
o estudo do perfil de resisiéncia inicial e adquirida do
Mycobacterium tuberculosis no Estado de Sio Paulo.

MATERIAIS E METODOS

Foram estudadas 1.668 cepas de Mycobacterium
tuberculosis isoladas a partir de amostras de escarro,
obtidas de pacientes com tuberculose pulmonar, As
amostras foram divididas em dois grupos:

1) Duzentas e cingilenta e guatro amostras de
pacientes sem histéria de tratamento prévio, segundo
informagéo referida na requisigio de exame, ntilizadas

2,13

para a determinac8o da resisténcia inicial” ",

2) 1.414 ameostras de pacientes em fratamento ¢
com resposta medicamentosa desfavordvel, utili-
zadas para a determinagiio da resisténcia adquirida.

O3 dois grupos de pacientes eram provenientes de
ambulatérios e hospitais da rede piblica das regides

* Trabalhe realizado o Institute Adeifo Lutz - Laboratéric Central e Laboratério I de Sorocaba,

** Pesquisadores Cientificos do Instituto Adolfo Lutz.
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de Sorpcaba, Baixada Santista, Capital e Grande Séo
Paulo, abrangendo em termos de populagdo, 60% do
Estado de Sio0 Paulo.

Para isolamento das cepas, as amostras de escarro
foram descontaminadas pelo método Petroff, semeadas
no meio de Lowenstein-Jensen e incubadas a 37°C. As
micobactérias isoladas foram identificadas como My-
cobacterium tuberculosis através de suas pro-
priedades culturais e bioquimicas. As micobactérias
de crescimento lento nfo cromogénicas, niacina e
nitratoredutase positive e a presenga de catalase ter-
molabil caracterizaram o Mycobacterium abercudosis .

A sensibilidade do Mycobacterium tuberculosis
ds drogas foi determinada através do método das
proporgées" . As drogas examinadas e ag concen-
tragbes criticas utilizadas foram: isoniazida (INH)
0,2 meg/mi, estreptomicina (SM) 4,0 meg/ml, etam-
butel (EMB) 2,0 meg/ml, rifampicina (RFP) 40,0
meg/ml e pirazinamida (PZA) 200,0 meg/ml, sendo

que as solugdes estoques de cada droga foram
preparadas na concentragio de 10.000 mcg/mi e
conservadas a-20°C.

RESULTADOS

As 1.668 cepas de Mycobacterium tuberculosis
submetidas aos testes de sensibilidade apresentaram
o0s seguintes resultados:

RESISTENCIA INICIAL: a taxa de resisténcia
inicial encontrada foi de 16,54% (tabela ). Entre as
drogas analisadas constatou-se que a maior faxa de
resisténeia, por droga isolada, fol para estreptomi-
cina (4,34%) seguida da isoniazida (2,76%), rifam-
picina (0,79%) ¢ pirazinamida {0,39%). Nio se
verificou resistdéneia inicial ao etambutol. A taxa de
resisténcia a isoniazida em associagdo com a rifam-
picing foi de 2,76%. Para outras associagBes das
drogas utilizadas as cepas revelaram baixas taxas de
resisténeia (tabela 2).

TABELA ]
Perfil de resisténcia das capas de M. tubercwlosis, Estado de S#o Paulo, janeiro de 1986 a julho de 1950,
Grupos ! L& 2 —
Perfil de @ 9 2 °
Resisténcia (1) i v " e
Senstveis 212 $3,46 743 32,55
Resistentes ; 42 16,54 ... 671 47.45
Total | 254 106,00 1414 100,00
{*) Pacientes sem {ratamento prévio
{**} Paclenfes em tratamento
(1) drogas utilizadas: isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol ¢ estreptomicina.
TABELA 2
Resisténcia inicial e adquirida, Estado de S0 Paulo, janeiro de 1986 a julho de 1990,
Resisténeia Inicial Aéqm?lda
Drogas n2 04 2 6
INH 7 2,76 98 6,93
RFP 2 0,79 21 1,49
PZA 1 0,39 22 1,56
EMB 0 6,00 5 0,35
SM 1 4,34 49 3,47
INH + RFP 7 2,76 119 8,42
INH + SM 5 1,97 104 7,36
INH+PZA 1 0,39 31 2,19
INH + EMB 0 0,00 5 0,35
PZA +SM 1 0,39 12 8,85
PZA + EMB 0 0,00 2 0,14
SM + EMB 4] 0,00 i 6,07
RFP + SM + PZA 1 0,39 13 0.91
INH + RFP + SM 4 1,58 167 7.57
INH + RFP + EMB i 0,39 14 0,99
INH + RFP +PZA 1 0,39 32 2,26
INH + RFP + SM + PZA 0 0,00 14 0,99
INH + RFP + SM + EMB 0 0,60 13 6,92
INH + RFP + SM + EMB + PZA 0 0,50 9 0,63
TOTAL DE CEPAS RESISTENTES | 42 16,54 674 47,45

Obs: niimero de cepas estudadas: 254 para resistdncia inicial e 1414 para resisténcia adquitida.
INH = isoniazida; RFP = rifampicina; 8M = estreptomicina, EMB = etambutol e PZA = pirazinamida
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RESISTENCIA ADQUIRIDA: a taxa de Tesistén-
cia adquirida nas amostras examinadas foi de
47,45% (tabela ). Verificou-se que a major taxa de
resisténcia apresentada foi a isoniazida (6,93%)
seguida pela estreptomicina (3,47%), pirazinamida
{1,56%) e rifampicina (1,49%). A taxa de resisténcia
ao etambutol foi baixa (0,35%). O indice de resistén-
cia & associagdo isoniazida e rifampicina foi de
8,42%, mantendo-se alias as taxas de resisténcia as
associagdes de drogas nas quals a rifampicina,
isoniazida e estreptomicina estfo presentes.

DISCUSSAQ

Segundo Temanm, s taxa de resistdacia inicial
esperads para paises em desenvolvimento é de
15,03%; a encontrada no presente estudo foi de
16,54%, proxmza da encontrada na Reglao Sudeste
(15, 45%) ¢ em Santa Catarina (18, 32%) acima
porém, da taxa nacional (11,81%) e mais bana que
a do Estado do Amazonas (25, 3{3%)

As resisténeias globais da isoniazada ¢ rifam-
picina foram de 10,24% e 6,29% respectivamente,
(tabela 3),

TABELA 3
Resisténeia global inicial e adquirida &s drogas.
Resisténcia Inicial Adquirida

Drogas n? 8% n° %
Isoniazida 26 10,24 546 38,61
Estreptomicina 22 8,66 322 22,77
Rifampicina 16 6,29 235 16,61
Pirazinamida 5 1,97 135 9,54
Etambutol - 0 0,60 44 31
TOTAL DE CEPAS ESTUDADAS 254 106,00 1414 100,00

entendendo-se por resisténcia global a taxa enconfrada
para a droga isolada mais as taxas de resisténeiaparaa
mesma droga nas associagdes medicamentosas. Sabe-
se que 0§ esquemas esterilizantes no tratamento da
tuberculose apdéiam-se na agdo bactericida da
isoniazada e rifampicina, associada ao poder de
penetracio da primeira droga. Taxas tdo expressivas
de resisténcia desestruturam o esquema terapéutico
utilizado entre nés no combate & doenga, trazendo
inconvenientes i conhecidos no tratamento da tu-
berculose, tais como longa duragiio, efeitos cola-
terais das dregas alternativas, persisténcia da

baciloscopia positiva ¢ a presenga de bacilos resis-
fentes vidveis que ao transmitirem poderfo causar
infeccBo tuberculosa por bacilos resistentes.

A determinagio da resisténcia do Mycobacterium
tuberculosis deve ser uma atividade continua nos
laboratdrios de Satde Publica ¢ a andlise periddica
dos resultados obtidos com esta investigagio fornece
subsidios que garantem a eficdcia do tratamento da
tuberculose.

SIEVA, E. A M. et al. - Resistence pattemn of Mycobacterium tuberculosis from $io Paulo
State, Brazil, 1986 to 1990. Rew. Inst. Adolfo Lutz, 52 {1/2): 37 - 40, 1992.

ABSTRACT: In order to determinate the situation of antituberculosis drug resistance
in the State of Sio Paulo, 1668 strains of Mycobacterium tuberculosis have been studied;
254 of them were obtained from sputum of patients without previcus medical treatment
and 1414 of patients during the treatment. The initial resistence rated 16.54% and the
acquired resistence rated 47.45%. The Mycobacterium rniberculosis showed a isoniazid
global resistence of 10.62% and rifampicin global resistence of 6.69% showing that the
most important drugs used in the tuberculosis treatment are presenting high resistance rate,
This fact is worrisome, since if can cause the treatment failure and conseguently, cause

difficulties 1o the disease control.

DESCRIPTORS: Antituberculosis drugs, Mycrobacterinm tuberculosis, drug tesis-

tance. Tuberculosis,
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SILVEIRA, N. V. V. e col. — Estabilidade do teor de iodo no sal, apds tempo de prateleira
¢ cocglio, Rev, Inst, Adolfe Lutz, 52 (1/2): 41-45, 1992,

RESUMO: Foi verificada a estabilidade do teor de lodo no sal refinado e moido,
durante o tempo de prateleira, no perfodo de dois anos, armazenado em condigdes
ambientais. Dezenove amostras recém-iodadas foram coletadas em usinas beneficiadoras
de sal e analisadas a cada trés meses. Constatou-se que o teor de iode permaneceun
inalterado. As amostras também foram analisadas apds cocglio com agua, por uma ¢ duas
horas, no inicio e final do presente irabalho. Na desagem do teor de iodo ne sal foi utilizada
a técaica indicada nas Normas Analiticas do Instituto Adelfo Lutz. A determinagio da
estabilidade do iodo no sal &€ imprescindivel para fixar o praze de validade desse produto,
uma vez que o sal indado é o mais eficiente meio de profilaxia existente na ocorréncia do
bdcio. E, por este trabaiho, ficou constatada a estabilidade do teor de iodo no sal no periodo

de dois anos nas condigBes estabelecidas.

DESCRITORES: 8al, iodo determinagdo. lodato, estabilidade no sal.

INTRODUCAQ

A iodagio do sal de cozinha, dada sua importin-
cig no combate a0 bdeio, tem sido uma preocupagio
de interesse do geverno brasileire, trazendo infor-
magdes para o aprimoramento do Programa de Com-
bate ao Bdcio Endémico. Ainda hoje, em diversos
paises, existem endemias alimentares, abrangendo
grupos populacionais com sérios problemas de
saude puiblica™

A deficiBneia de iodo constitui um fator importante
na etiologia do bocio. Esta deficiéncia é uma das causas
do cretinismo endémico em dreas bocigenas, ¢ as pes-
soas afetadas podem sofrer conseqii#acias com danos
irreversiveis no sistema nervose central™ * ™

A prevengiio do bécio endémico é feita, princi-
palmente, com o aumento de ingest#o de iodo no sal,
1as provaveis zonas bocigenas. A recomendacic de

ingestiio didria € de 70 a 100ug para criangas e 100
a 150pg para adultos™ 5 13,

A maneira mais vidvel e confidve! de se conseguir
a ingestdo de quantidades controladas de iodo, pela
totalidade da populagio, é através da iodaco do sal.
E a forma ideal de distribuicio de iede, pois tanto
abrange a alimentag@o humana, como a animal

No Brasil, nas aitimas décadas, o governo tem
tomado providéncias, através da implantagio de Pro-
grama de Combate ao Bécio Endémice, distribuindo
equipamentos e o iodato de potdssio as indistrias
salingiras, facilitando assim o cumprimente da leg-
islagéio exigtente? % & 11, 14,

Pelz legislagfio brasileira, o sal, refinade ou
moido, é considerado imprdprio para consumo hu-
mano, se tiver teor inferior a 10 mg ou superior a 30
mg de iodo metaldide por quilograma do produto™
A COrganizagio Mundial da Saude - OMS, pre-

* Realizado na Se¢do de Laticinios do instltuto Adolfo Lutz, SP, Apresentado no XII Co&gmsso Brasileiro

de Ciéncias ¢ Tecneologia de Alimentos, 8§
** Do Instituto Adolfo Lutz.

. Paule,
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screve como Otimo, para programas de io}da@ﬁo, uma
média de 40 +- 10 mg/kg de iodo no sal’,

Ainda que o iodato de potdssio seja estdvel
quando puro, a sua permanéneia no sal de cozinha
vai depender das condiges em que este se encontra,
como o teor de umidade, o sistema de acondiciona-
mento ¢ o tempo de armazenamento' . Foi determi-
nado o praze de dois anog para a realizaglo desta
pesquisa, depois de serem consultados os t#cnicos
da Fundaglio Nacional de Saude - FNS, que consta-
taram ser este o prazo méximo de armazenamento
do sal nos pontos de venda, uma vez que se trata de
um produto de alta rotatividade e de pouco interesse
na formagio de estoques especulatives, devido ao
seu baixo prego de comercializagfo.

MATERIAL E METODO

Foram escolhidas 19 amostras de sal recém-io-
dadas, sendo dez de sais refinados ¢ nove de sais
moidos, em diferentes vsinas beneficiadoras e en-
viadas ao laboratdrio do Instituto Adolfo Lutz para
andlise, As amostras foram numeradas de 01 a 19,
homogeneizadas, divididas, cada uma, em oito lotes,
os quais foram codificados de “A” a “H”, scondi-
cionadas em sacos de pldsticos, seladas em seladora
apropriada e armazenadas em prateleira em con-
digBes ambientais,

Depois deste preparo, o teor de iodo foi dosade
em triplicata, nas 19 amostras do primeiro lote,
codificada como “A”. Na mesma ocasido foi tam-
bém dosado o iodo em amosiras deste lote, submeti-
das & cocgdio com dgua por wmna e duas horas.

O rabalhe fol iniciado em margo de 1990, A cada
irés meses, a dosagem deiodo nos sals armazenades foi
repetida, durante dois anes, nas 19 amostras dos lotes
codificados de “B” a“H”. No més de margo de 1992,
repetiu-se a dosagem de iodo no (limo lote codificado
como “H”, submetido & cocglio poruma e duas horas.

Pela variaglio de umidade que ocorre nos sais de
cozinha, foram determinados os teores de substin-
cias volateis das amostras, para subseqitente cédlculo
do teor de iodo na base seca.

A quantidad de fodo no sal foi dosada na forma de
iodato, utilizando selugio padronizada de tiossulfato de
30dio, ¢ a determinaco das substincias volateis, pela
dessecagio em estufa a 150°C, conforme metodologia
das Normas Analfticas do Institito Adolfo Lutz ™.

Na anilise estatistica dos dados obtidos das
amostras, foi empregado o teste de *1” de Student,
segundo a descriglio de Spiegel .

RESULTADOS

Os resuliados obtidos neste trabalho estiio repre-
sentados nas fabelas I, 1l e I11.

TABELA
Tempo zero 3meses G meses 9 meses i2 meses 15 meses I8meses 24 meses
N%da A B C D E F G H
Amostra
01 2.08 2.08 2.08 2.18 2.07 2.15 2.18 2.13
0z 1.52 1.52 1.47 1.52 146 1.39 1.39 1.38
03 1.20 1.2% 1.17 1.17 112 117 117 1.14
04 131 1.30 1.30 i.30 1.13 1.20 1.29 1.30
05 .71 1.73 L.73 1.74 161 1.56 1.72 1.70
06 2.04 2.09 2.04 2.03 1.87 1.86 1.86 2.02
o7 1.73 1.73 1.62 1.62 1.50 L5 161 170
08 2.19 2.19 2.19 2.19 2.14 2.15 2.12 2.18
09 1.65 1.71 1.7 1.71 1,70 1.70 170 1.70
1¢ 224 2.29 2.20 2.13 2.07 2.07 2,18 2.23
i1 119 1.18 1.19 1.13 1.12 1.12 1.12 1.14
12 1.28 123 1.23 123 117 1.17 117 122
i3 1.76 175 171 1.71 1.59 1.70 1.75 1.75
14 1.93 1.87 1.93 192 1.92 1.92 1.%1 1.92
i5 2.35 235 2.24 229 2.23 2.23 223 231
16 278 217 2.78 2.67 2.69 2.68 292 2.82
17 2.46 2.45 2.45 2.40 2.34 2.34 223 2.34
18 1.99 2.00 1.94 1.94 1.87 1.87 1.92 1.97
19 3.30 311 3.30 330 3.31 3.2% 318 329

Teor de Todo no Sal, mg por 100 g, Calculados na Base Scca
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TABELA II

Teores de fodo nas amostras "A", mg por 100g, Caleulados na base seca,

NYda 61 02 03 04 65 06. 07 08 09 1¢ i1 iz 13 14 15 i6 17 i8 19
Amosita

Direto 2,08 152 1,20 131 1,791 204 1,73 219 165 224 119 1,28 1,76 193 235 2,78 246 19 330

Fervara 2,08 1,52 1,20 1,31 1,70 204 1,73 2,19 1,65 224 1,19 1,28 1,76 1,87 235 2,798 245 199 3,30
1 hora

Fervara 2,08 1,53 1,20 131 1,69 204 173 2,14 165 224 125 1,28 1,76 1,87 235 2,78 245 199 3,25
2 horas

T661 ‘sp-1p ) TS mnT

TABELA i1

Teores de lodo nas amostras "H", mg por 100g, Calculados na base seca.

N%da 01 02 03 04 03 06 07 08 09 10 11 12 13 14 i5 16 17 18 19
Amostra

Dircto 2,13 138 114 130 170 202 1,70 218 1,70 223 1,14 122 175 1,92 231 282 234 197 3,29

Fervura 2,13 1,36 L1l 130 170 1,97 1,70 2,18 1,75 228 1,08 1,12 L80 1,8 233 28% 238 197 3724
1 hora

Fervara 2,13 138 111 133 1,68 1,99 1,75 224 169 223 1,15 123 1,80 1,92 231 287 233 196 324
2 horas
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DISCUSSAQ E CONCLUSAO

Nio houve redugdo dos teores de iodo dursnte
operfode de dois anos, nas amostras anmazenadas
em condigdes ambientais normais. Também nio foi
constatada perda de iodeo nas amostras submetidas a
cocgdo de uma e duas horas.

A variagio dos resaltados apresentados nas tabelas €
inerentes A técnica vohumétrica utilizada na dosagem do
teor de iodo. Ocorre, também, pela dificuldade de ho-
mogeneizagio do sal na baixa concentragdo, que ¢
exigida pela legisiaglo vigente (1 a3 3 mg por cento).

Ao teste “t” de Student, verificou-se que a
variagfo dos teorss de iodo medidos durante o
periodo de deis anos néo foi significativa (p<0,5}.
Tampouco foi observada variag@o significante nas

amostras submetidas a cocgio de uma e duas horas
(p <0,5).

Sugerimos para fixa¢do do prazo de validade do
produto sal iodado, seja de dois anos, o gne garanie
que a populagio esteja ingerindo quantidades con-
troladas de iodo na alimentagio via oral, como pro-
filaxia do bécio endémico.
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SILVEIRA, N. V. V. et alii - Todine content stability in salt after boiling and sheiflife. Rev
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ABSTRACT: The main obietive of this work was to verify the jodine contents stability in
ground and refined salt during a two years shelf life under normal storage conditions. Nineteen
samples of recent iodized salt were collected and analysed at intervals of three months.

Samples were also boiled for two hours in the beginning and at the end of the period.
The methodelogy used was the “Nommas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz”. The
confirmation of the stabilify of iodine contents in the salt became a must not only because
it was necessary to fix a validity period for iodized salt but also because the addicton of
iodine fo the salt is the most efficient way to prevent and combat goiter. This work
conclusion shows that iodine contents in ground and refined salt is stable for the period of

two years in the conditions established.

DESCRIPTORS: lodine in salt; Stability of the iodine in salt, Determination of iodine salt.
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JORGE, L. L F. e col. - Ocimum micranthum Willd - Manjericio do Brasit, CaracterizagBes
histolégica e quimica. Rev Inst. Adolfo Lutz, 52 (1/2) : 1992.

RESUMO: Folhas de Qcimum micranthum Willd sio estudadas sob os aspectos
quimico e anatdmico. B assinalada a presenca de um pélo glandular ¢ de um pélo tector,
ambos pluricelulares. Estdmatos diaciticos ocorrem em ambas as epidermes ¢ os feixes
vasculares sdo colaterais, A andlise quimica revelou presenga de 1,8 cineol, cénfora,
eugenol e sesquiterpencs em sew dleo essencial. Os monoterpenos perfazem mais de 50%
dos terpendides totais presentes em folhas do vegetal coletado em solo brasileiro (ocorre
inversdo dessas porcentagens relativas quando se analisam folhas da mesma espécie

coletadas em solo peruana).

DESCRITORES: Ocimum micranthum Willd, Manjericiio. Alfavaca. Oleo essencial.

Descrigdo histologica,

INTRODUCAO

O género Ocimum é constituido de diversas
espécies, a maioria delas nativa no Brasil. S3o plan-
tas medicinais {antiespasmédicas, antifingicas e es-
hmuiantes) conhecxdas poyuiarmente como
manjericio ou alfavaca.” L3, 810,10,

Ocimum micranthum Wiild, a alfavaca-do-
campo, & arbusto de até 2 m de altura, com folhas
pequenas e gec:oiadas ovadas, agndas e levemente
pubescentes Ocorre do Caribe ¢ do Peru até
Estado de Santa Catarina no Brasii'' 2. £ muito
aromética, rica em 6leo essencial, B antiqﬁissimo o
emprego culinario da aifavaca ou manjerico, Trata-
se de um habito originrio da India, onde a planta é
também natlva, tendo passado peio Oriente Médio,
atingindo egipcios, drabes, gregos e Tomanos’, Na
Coldmbia ¢ no Equador, segundo PINKLEY 0, é
preparado am ché de propriedades alucinogénicas
devido & presenca de N, N éimetiitriptamina nesta
espécie, ou em outras que entram na composigio da
referida bebida'®,

MATERIAL E METODOS

Folhas de Ocinnen micranthum Willd foram coletadas
em hortas domésticas de residéncias desta Capital, SP.

O estudo a2natdmico das folhas foi conduzido
mediante cortes 4 mio lvre, empregando-se micro-
scopia dptica, microprojegdo e corantes histoldgicos
para a interpretagio e representagio dos elementos
histolégicos caracteristicos.

A snilise quimica do bleo essencial extrafdo das
folhas por arraste com vapor d'dgua no apareiho de
Clevenger modificado ™", foi feita por espectrometria
de massas. Os espectros de massas obtidos através de
ionizagdo por impacto eletrdnico (IE) foram feitos em
um sistema composto de cromatégrafo a gas modelo
Varian 3400 acoplado a um espectrémetro de massas
Finnergan modelo TTD/800.

RESULTADGS
I - Exame microscipico

Ocimum micranthum Willd é uma planta ar-
bustiva, com folhas pecioladas, pequenas (cerca de

* Rcahzado ne Instituto Adolfo Lutz e no Instituto de Quimica {USP).

** Do Institute Adolfc Lutz.
*xx Do Instituto de Quimica (USP),
#x%% Da Faculdade de Ciéneias Farmac@uticas (USP).
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3 em de comprimento por 1,5 cm de largura na
proporgio mediana), ovais, opostas, com peciolo
curto e margens ligeiramente denteadas (Fig. 1-A).

l

FIGURA 1
Qcimum micranthum Willd - Folha
A - Aspecto Imactoseopico

B - Epiderme superior (tr. gl. = tricoma glandular; tr.
gl = tricoma glandular; tr. tec. = tricoma tector).

C .- Epiderme inferior

D - Tricomas (diversos detalhes)

As epidermes foliares sdo praticamente in-
distintas. Epiderme superior e epiderme inferior,
quando observadas de face, mostram células de
paredes finas e ondulosas, guarnecidas de estéma-
tos do tipo diacitico (Fig. 1-B e Fig. 1-C). O corte
transversal revela pequena diferenga de dimensdes
relativas entre elas: as células da epiderme inferior
sBo ligeiramente maiores e alongadas tangencial-
mente que as células da epiderme superior (Fig.
2-A), onde predominam células radialmente alon-
gadas.

O mesofilo é dorsiventral, com numa camada.de
parénguima paligddico e cinco ou seis camadas de
parénquima lacunoso. Ha um tricoma tector plu-
ricelular simples constituido de trés a seis células,
cuticula verrucosa, base alargada, ipice afunilado
¢ disposigiio ligeiramente curva (Fig. 1-C). O tri-
coma glandular (guando completamente desen-
volvido) apresenta uma célula basal (peddnculo),
uma célula intermediéria {colo) e uma regido se-
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Ag nervuras sdo diseretas, sendo mais proeminentes
na face inferior do que na superior (Fig. 2-B).

Heloema

ce: lengquima

FIGURA 2
Ocimum micrapthum Willd - Cortes transversais foligres
A - Corte transversal ao nivel do himbo foliar em sen
tergo médio inferior (ep. sup. = epiderme superior; ep.
inf. = epiderme inferior; p. pal. = parénquima
palicédico; p. lac. = parénquima lacunoso)

B - Corte transversal ao nivel da nervura central, no
tergo médio inferior da folha (desenho esguemético).

cretora {cabe¢a) constituida de quatro células (Fig.
1-C e Fig. 1-D). Em fases iniciais e/ou inter-
medidrias de desenvolvimento, otricoma glandular
pode apresentar-gse como wm tricoma de cabega
unicelular (Fig. 1-D). O tricoma glandular aparece
inserido em depressdes das c¢élulas epidérmicas
(Fig. 1-D e Fig. 2-A).

Os feixes vasculares sfo do tipo colateral. Ao
nivel de nervura mediana ocorre colénguima na
periferia de ambos os lados da folha (Fig. 2-B).

2 - Exame quimico

O cromatograma de ions totais evidenciou a pre-
senga de trés monoterpenos predominantes ne o6leo
essencial de Ocimum micranthum Willd, dos quais
dois monoterpenos foram identificados por seus
espectros de massas como sendo 1,8-cineol e cinfora.
O cugenol foi também identificado como uma das
substincias predominantes no dleo essencial. Os ses-
quiterpenos estio presentes em proporgdes menores
que os monoterpenos, e ndo foram identificados.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

MARTELLI ef alii °© afirmam que Ocimum mi-
cranthum Willd distingue-se das outras espéoies do
mesmo género pela estrutura do seu rizoma, Con-
tudo, observando os trabathos de FIGUEIREDO® e
de MORPHY et aliis, chegamos & conclusdo de que
a simples observagiio do tamanho e da disposigio
das folhas é suficiente para destacar-se a espécie
Ocimum micranthum Willd da espécie Ocimum
nudicaule Benth. A nossa preocupagio neste tra-
balho ¢ fornecer subsidios & identificacio de
Ocimum micranthum Willd quando nio dispusermos
de folhas integras para tanto, situagfo muito comum
de acontecer com plantas de emprego medicinal ¢fou
alimeniar. Nosso trabatho mostrou que as carac-
teristicas anatdmicas foliares de ambag as espécies
sio muito semelhantes, e portanto de pouca utilidade
diagndstica 4 Sabemos também que plantas conheci-
das como dregano € como manjerona apresentam
idénticos elementos histologicos 4, somando as di-
ficuldades para os anatomistas. Diferengas anatémi-
cas enire as Labiatae empregadas como condimentos,
se houver, serfio guantitativas, ¢ nunca ou quase
nunca qualitativas.

A estrutura morfoldgica das glindulas segue o
padrio geral descrito para a familia: ha um pedin-
culo (célula basal), uma célula intermedidria (colo)
de forma aproximadamente piramidal entre a regifio
basal e as células da regifio secretora, em niimero de
quatro. Com o desenvolvimento, as células da “ca-
bega” {regifio secretora) se deformam, constituindo
uma bolsa cuticular carregada de 6lec essencial
nesta regifo. Nas folhas adulfas a estrutura celular
do'tricoma glandular é desorganizada, restando ap-
enas & bolsa cuticular cheia de secre¢io e alguns
resquicios da estrutura inicial” |

O éleo essencial de Ocimum_ micranthum Willd
coletado possivelmente na India’ e no Pern”, assim
come o 6leo essencial da mesma espéeie coletada em
S#o Paulo, possui eugenol entre os seus constituintes
mais abundantes. O 1,3-cineol esté presente no dleo
essencial tanto da planta brasileira como da planta
peruana. A cinfora, no entanto, aparece como com-
ponrente predominante apenas na primeira. Sesqui-
terpenos sdo relativamente mais abundantes no dleo
essencial do Ocimwm micranthum Willd pernano do
que no dleo da mesma espécie coletada em solo
brasileiro.

0Oz dleos essenciais de espécimes de Ocimum
nudicaule Benth, coletados em Mato Grosso do Sul
e em S3o Paulo nio apresentaram, como constituin-
tes mais abundantes, nenhuma das substincias iden-
tificadas nos 6leos das amostras de Qcimum
micranthum Willd estudadas ¢/ou discutidas neste
frabalho. O principal constituinte do dlec essencial
de QOcimum nudicaule Benth, coletadg no Mato
Grosso do Sul é o metil-chavicol (98%) ~.

Do exposto concliimos que as caracteristicas
quimicas sfo mais distintivas que as caracteristicas
anatémicas para as espécies de Ocimum, e portanto,
de maior importincia diagndstica. As compesiges
quimicas destes dleos essenciais apresentam diferen-
¢as qualitativas e guantitativas mesmo quando se
comparam exemplares da mesma espécie coletados
em solos diversos. Per exemplo, a planta brasileira
de Ocimum micranthum Willd contém cinfora em
seu Oleo essencial, jd os espéeimes peruano e indigno
do mesmo vegetal nfo.
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ABSTRACT: We have analysed leaves of Ocimum micranthum Willd {manjericiio)
about its anatomic and chemical characteristics. Those characteristics included the presence
of the tector and one glanduiar hair, diacitic stomas on both epidermis ag well as colateral
vascular bundles. The chemical analysis revealed the presence of 1,8-cineol, camphor,
eugenol and sesquiterpenes in its assential oil, More than 50% of the whole terpencs present
in the leaves of these vegetables in Brazilian soil are monoterpenes, Other studies showed
that these relative percentages are inversed in plantes of the Peruvian soil.

DESCRIPTORS: Ocimum micranthum Willd, Manjericiio, alfavaca, oleo essencial,

histologycal description.
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RESUMO: Moscas (Drosophila melanogaster) foram criadas em meio de cultura 3
base de banana e agar, adicionado de cinco diferentes concentrages de Dicofol, pesticida
bastante usado na cifricultura paulista. A cromatografia gasosa com detector de captura de
elétrons de parte extraida da amostra com solvente orgdnico, tormon possivel quantificar
residuos do produto em todas as amostras de larvas ¢ de imagos analisadas. Os resultados
encontrados em imagos ¢ larvas sugerem um acimule de Dicofol durante o cicle de

desenvolvimento das moscas,

DESCRITORES: Dicofol. Moscas (Drosophila melanogaster). Imagos, larvas, deter-

minagio.

INTRODUGAD

A aglo conjunta dos insumos aplicades a agricul-
tura, notadamente o emprege de agrotdxices, tem
permitido 0 aumento da produgZo. Todavia, o use
indiscriminado de um admero sempre crescente de
prodates altamente t6xicos, tem contribuido para o
desequilibrio ambiental, causando sérios prejuizos
até mesmo para a espécie humana,

Os compostos organoclorados, nestas ditimas
décadas, tém sido amplamente utilizados, de forma
a tornarem-se parte integrante de ciclos bis]é?oog,
geeig%écos ¢ quimicos, A detecgdo na dgua * 1o
solo™"” e na atmosfera’, mostra que o acimulo tem
alcangadzoénivcis téxicos afetando pepuiaqﬁe§i<}g
péssaros™ peixes’ ¢ eutros animais™ ™
agravando o problema da poluigio ¢ aumentando a
contaminacio da gaéeia alimentar como demonstrado
por Uhnak e col.} , a0 analisarem amestras de batats,
trigo, leite, ovos, carne e leite materno, durante os

anos de 1975 a 1983,

No Brasil, os erganoclorados estio proibidos
para uso agricola desde setembro de 1985 {Portaria

329 do Ministéric da Agriculfura) com algumas
excegdes como ¢ o caso do Dicofol para culturas de
algodiio e citras,

O Dicofol 1, 1-bis {clorofenil} - 2, 2, 2 - triclore
efanol é um 6leo viscoso de cor marrom, soldvei na
maioria dos solventes orgnicos e comercialmente
encontrade como concentrade emulsiondvel e péd
molhdvel 2 18,5% ¢, como po seco a 5%. Tem amplo
emprego coino acaricida em culturas de laranja do
Estado de Sio Paulo.

Diante das poucas informagdes sobre persisténcia
de compostos organociorados em insetos foi verificada
a possibilidade de larvas e imagos desta mosca desen-
velvidas em meio de cultura contendo o Dicofol serem
passiveis de armazenar este composto.

MATERIAL E METODOS
Meio de Cultura
fgua 1.000 ml
agar i2g
banana-nanica 8og
fermento Fleischmann i5g

© * Da Segio de Adifivos ¢ Pesticidas Residuais do instituto Adolfo Lutz — Sdc Paulo — Brasil.
** Do Instituto de Biociéneias, Letras ¢ Ciéncias Exatas de Sio Jesé do Ric Preto —- Universidade Estadual

Paudista — UNESP.
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xarope Karo 25 mi
cide propidnico 22 mi
solugio alcodlica de Nipagin 2ml

Reagentes
n-hexano para anélise de residuos
éter etilico para andlise de residuos
diclorometano para andlise de residuos
sulfato de sodio anidro granuiade
silica gel 60,- 0,063-0,2000 nm {70-
230mesh) Merck, aquecida por uma noite a
360° e desativada com 3% de dgua
4cido sulfirico concentrado
xileno mais emulsificante
padrio de dicofol

AMOSTRAS

Moscas de espécie Drosophila melanogaster de
um estogue montado em margo de 1986 a partir de
oito fémeas ¢ mantido em cdmara de temperatura
comstante a 25,0 + 1,58°C.

A partir de uma soluglio contendo 2g/ml de Dicofol
em xileno com emulsificante, preparou-se misturas de
100m1 de meio de cultura com 10, 20, 40, 60 e 80 mg
de Dicofol respectivamente. De cada uma destas mis-
turas foram tomados 6,0 ml em tubos de ensaio onde
foram colocados dez casals de moscas com s diag
paraum perfodo de oviposigio de 24 horas. Decorridos
quatro dias os tubos foram deixados em freezer por
uma hora ¢ em seguida foram adicionados 3,0 mi de
dgua destitada a + 2,0°C visando a imebilizacio das
larvas que eventualmente estivessem vivas. A seguir os
tubos foram agitados de forma 2 desprender as larvas
da parede e do meio de cultura.

As larvas (A) provenientes de cada tubo foram
lavadas com dgua destilada em peneira fina até que
todo ¢ resfduo do meio fosse retirado. Procedida a
secagem com pape! absorvente foram armazenadas
em frascos de vidro até o momento da andlise.

Os imagos (B) foram obtidos a partir de 100
casais virgess com trés dias de idade, apds um
periode de oviposicio de 24 horas. Quando da emer-
géncia eram coletados diariamente e apds ripida
eterizagdo acondicionados em frascos de vidro até a
realizagio da andlise.

Paralelamente montou-se um grupo com moscas
desenvolvidas em meio de cultura sem dicofol e um
outro grupo com moscas desenvolvidas em meio de
cultura contendo 0,4 mi de xileno com emulsificante
para se verificar a influéncia do solvente. Para obtengiio
das amostras controle, procedeu-se da mesma maneira
acima citada para se obter as larvas {A) ¢ imagos (B).

Todas as amostras foram mantidas congeladas até
o momento da analise.

PROCEDIMENTO

Pesar a amostea ¢ misturar com sulfato de sédio
anidre granulado. Macerar em almofariz e extrair o
pesticida com 3 x 5 mi de nexano. Reunir os extratos
hexédnicos em tubo e adicionar 0,1 ml de 4cido
sulffirico concentrado. Agitar. Decantar e transferir
a camada superior com pipeta Pasteur. Para coluna
cromatografica contende 4,5 g de silica desativada.
Eluir com 45,0 ml de solugdo a 25% de éter etilico
em hexano. Concenirar, e injetar em cromatdgrafo a
gds com detector de captura de elétrons nas seguintes
condigdes:

Temperatura da coluna: 204°C
Temperatura do detector: 230°C
Temperatura do injetor: 225°C
Velocidade do gis de arraste: 30 ml/min

Coluna de vidro espiralada de 1/8 de polegada de
didmetro interno, com seis pés de comprimento e
fase estaciondria 1,5% OV 17 + 1,85% OV 210 em
gds Chrom Q II 100/120 mesh.

A sensibilidade do aparelho foi ajustada de maneira
a se obter uma deflex3o de 60% da escala do papel
registrador, com 200 pg de dicofol ¢ ruido de 0,1 mm.

Um teste prévio mostrou que o dicofol ndo é
destruido no tratamento com acide sulfdrico.

Para ge avaliar & metodologia foi adicionada a
amostra isenta do pesticida, 5 m! de uma solugio
de dicofel a 10 ng/ml e obteve-se uma recu-
peracgdo de 84%.

RESULTADO E DISCUSSAQ

Em todas as amostras analisadas verifi-
camos, pela (tabela [), que houve retengio de
quantidades elevadas de Dicofol em ambas as
fases do desenvolvimento das moscas {larvas e
imagos). Nes grupos controle dois de A ¢ dels
de B, como era esperado, nio foi detectado
resfduo ne limite de 0,01 mg/kg. Verifica-se
também que ,a quantidade de residuos nas lar-
vas € menor, o que sugere um efeito cumulativo
do composto no imago. Hd uma relagio direta,
nas duas fases do desenvolvimento, entre as
quantidades do composte detectadas nasg
amostras, com a congentragio de Dicofol adi-
cionada ac meio de cultura, exceto para imagos
tratados com 20 mg.
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TABELA 1
Congentragfo de dicofol em larvas e imagos de Drosophila melanogaster

Concentragio de Dicofol Larvacontrole  Larva (A} Imago confrole  Imago (B)

adicionada ao meio mg'kg mgkg mgkg mg'kg

mg/100ml (ppm) (ppm) {ppm) (pprm)
0,0 <(,01 —_ <0.01 —
0,0 <6,01 — <0,01 —
16,0 24,22 e 36,35
20,0 — 40,43 e 81,00
40,0 — 66,33 e 103,17
60,0 e 99,51 400,82
80,0 — 123,13 223,88

O armazenamento de Dicofol em tecide gnimal
foi avaliado primeiramente por Smith e col.” utili-
zando r2tos como organismo-teste. Os autores veri-
ficaram gue apds dez semanas de dieta com 10
mg/kg {ppm) do composto, a conceniraglo no tecido
adiposo dag f8meas foi o dobro da detectada nos
machos.

Os resultados sEo concordantes com os de outros
autores trabalhando com diferentes organismos, tais
corao os de Barbera ¢ col.” que detectaram também
Dicofol em peixes, com os de Montone’ que encon-
trou residuos e organoclorados fanto em peixes
como emlgéssaros marinhos ¢ com os de To-Figuei-
ras e col.”” no homem,

A concentragio de residuos detectada nos imagos
mostra efeito cumulativo do composto ac longo do
éesenvelvimer;‘eej 0 que estd de acordo com
Karakaya e Ozalp” gue ja haviam observado gque
niveis de organoclorados aumentavam de acordo
com o tempo de exposigdo,

CONCLUSAO

Os maiores niveis de Dicofol nos imagos, entre
wn e meio para quatro vezes oOs respectivos niveis
nas larvas, sugerem um actimulo do produto durante
o ciclo de desenvelvimento das moscas.

RIALA 6/720

BARRETTO, H. H. C. er al. - Cumulative effect of Dicofol in Tarvas and imagines of
Drosophila melanogaster. Rev. fast. Adolfe Lutz. 52{1/2): 3-8, 1992.

ABSTRACT: Flies (Drosophila melanogaster) were reared on banana-agar medium
with five different concentrations of dicefol pesticide very large used in paulista citrus. Gas
chromatograph with eletron capture detector its possible to quantify residues of the
chemical in all samples of larvae and imagines examined. Results found suggest an
accumulation of dicofo! during the development of the flies,

DESCRIPTORS: Dicafol, Flies (Drosophila melanogaster). Larvae, Imagines, Deter-

mination.
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RESUMO: Com o objetivo de determinar a composigio em 4cidos graxos de Sleos
vegetais comestiveis nacionais, fol analisado um total de 221 amostras de dleos de algodio,
amendoim, arroz, babagy, girassol, milhe ¢ sojz, comercislizados no Estado de Sio Paulo,
empregando-se a técnica de cromatografia em fase gasosa. Todos os valores de dcidos
graxos enconirados estiveram compreendidos dentro dos Hmites aplicados pela Comissio
do Codex Alimentarius ou, no caso do éleo de arroz, proximos aos referidas na literatura
internacional. Os 6lecs de algodio, amendoim, girassol, mitho e soja apresentaram elevados
teores de dcidos linoléico (em média, 53,7%, 38,0%, 66,7%, 47,3% e 54,5%, respecti-
vamente) e, no caso do 6leo de soja, significativo teor de dcido linolénico (em média, 7,1%),
arnbos considerados dcidos graxos essenciais, conferindo a esses dleos destacado valor
nutricional. Os resultados obtidos poderfio ser aproveitados na elaboragiio de tabelas de
composigdo de alimentos ou em futura revisdio das normas brasileiras relativas 2 identidade
& qualidade dos 6leos e gorduras comestiveis.

DESCRITORES: Oleos vegetais comestiveis, Acidos graxos, Cromatografiz em fase
gasosa, Oleos comestiveis, composi¢ao. Acidos graxes essenciais.

INTRODUGAO

Os dleos e gorduras, uma das maiores classes de
alimentos, ao lado dos carboidrates e das proteinas,
sdo importantes na dieta humana pelo sen destacado
papel como fonte de energia e de dcidos graxos
essenciais para o organismo, Carpenter et alii”, Mas-
son’’, Mc Graw-Hill'*, Mercadante ¢ Rodriguez-
amayal . Devido a isto, torna-se necessario um
estudo de sua composigdo, principalmente quanto
a0s teores de &cidos graxos, pois estes representam
até 96% da mesma, Hartman & Esteves’. Tais dados
sp imprescindiveis na elaboragiio de normas e pa-
drBes de gnalidade e também na confecgdo de tabe-
ias de composigio dos alimentos, - Rossell et ali'®,
Através da andlise da composicio dos dcidos graxos
de éleos e gorduras € também possivel detectar adul-
teragdo nestes produtos e a degradagiio de alimentos

que, em muitos cases, comega pela oxidagio de
acidos graxos ¢ insaturados, Mercadante ¢ Ro-
driguez-amaya

Cabe destacar gue nove dleos de origem vepetal
figuram na relagio dos dez Oleos ¢ gorduras mais
produzidos no mundo, cuja lideranga estd como bleo -
de soja, seguido pelo de dendé. Lagolz, Record '/
No Brasil, 90% do dleo consumido corresponde ao
de soja gue tem em nosso pals o segundo produtor
mundial, Lago”. Ressalte-se que cerca de 70% do
volume produzido de dleos vegetais sio empregados
para consumo humano, principalmente na forma de
margarina, gordura para panificaglo, dleos para
salada e fritura, Ratray"™.

Para identificar os dleos comestiveis, a téenica da
cromatografia em fase gasosa, que determina & com-
posigio em dcidos graxos , tem apresentado os me-

* Realizado no Labgratério da Divisdo de Bromatologis ¢ Quimica do Iustitute Adolfo Lutz, Sio Paulo, SP.

Apresentado no 7° Encontro Nacional de Analistas de Alimentos, S&o Paulo, 1591,

** Do Instituto Adolfo Lutz,
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Thores resultados, substifuindo, conseqilentemente,
os métodos classicos, como 0s indices de iodo e de
refragao Badolato er ?iu . Holeman'®, Rossell e
alit' » Spencer et alii*’, Sreenivasan™~. Entretanto,
a8 normas legais vxgenies no terrxtérzo brasileiro,
Brasil”, ndo incluem a referida composicio nos pa-
drdes de identidade dos dleos ¢ gorduras destinados
4 alimentagdo humana, exceto 4p&ra 0s 0leos de colza
e de semente de uva, BRASIL™°. Além destes cons-
tam das citadas normas os seguintes 6leos: algodiio,
amendoim, arroz, babagu, coco-da-bala, dendé, ger-
gelim, girassol, mitho, oliva, ouricuri e soja.

Qs trabaihos publicado sobre a composigio em
scidos gaxos de bleos comestiveis fabricados no
Brasil ou importados e aqui comercializados, como
¢ 0 caso do éleo de oliva, objetivam avaliar fraudes,
Badglato et alii™ ©, Soares & Amaya™, Szpiz et
alii*”, Tavares ef alii””, Vidal ez alii® , & nio neces-
sariamente a obtengo de dados atualizados sobre a
composigdo dos mesmos. Dentro da literatura con-
sultada, o Hnico gue teve este ¢ ?jﬂti"@ foi o de
Mercadante e Rodrigaez-Amaya . 0 qual avaliou
a composigio em dcidos graxos de dleos comestiveis
comercializados na cidade de Campinas.

Considerando o abordado anteriormente, este fra-
balho tem como objetivo determinar a composigio
em deidos graxos de Oleos vegetais comestivais (al-
godio, amendoim, arroz, babagu, girassol, mitho e
soja), de fabricacio nacional, comercializados no
Estado de S3o Paulo, a fim de que os resultados
obtidos possam contribuir com futera revisdo das
normas e padres de bleos e gorduras bem como na
elaboragdo de tabelas de composigio de alimentos.

"MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram analisadas neste trabalho amostras de
oleos vegetais comestiveis comercializados no
Estado de Sdo Paylo, de diversas marcas, enviadas
para analise ao Insfituto Adolfo Lutz por parte de
orglos de fiscalizacio da Secretaria da Sadde do
mesmo Estado, pelo Departamento Estadual de
. Policia do Consumidor (DECON), ou pelos proprios
fabricantes ou impoitadores.

Para estabelecer a composigio em dcidos graxos,
foram consideradas apenas as amosiras gue se reve-
laram puras, num total de 221, assim discriminadas:
oito amostras de 6leo de algoddo, 21 amostras de
$leo de amendoim, 46 amostras de 6leo de arroz, 19
amostras de Sleo de babagu, I amostras de éigo de
girassol, 70 amostras de éleo de milho ¢ 47 amostras
de dleo de seja. Segundo informagiio dos fabrican-
tes, as amostras dos dleos de algoddo, girassol e
milhe foram submetidas ao processo de “winteri-
zagdn”, com o objetivo de tornd-las resistentes ao
frio.

Cromategrafia gasosa

Das 46 amosiras de 6leo de arroz, oito correspon-
deram a marcas comerciais e 38 tiveram seus lipidios
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extraidos em laboratdrio, a partir do arroz em casca,
em aparelho extrator de Soxhlet, usando-se éter
etilico como solvente, para se estabelecer ¢ perfil
cromatografico dos respectives oleos ¢ utiliza-los
como padrdes. Os lipidios extraidos dessa forma,
bem como todas as demais amostras, foram meti-
lades segundo a técnica descrita nas Normas Analiti-
cas do Instituto Adolfo Lutz

A anilise dos ésteres metilicos dos dcidos graxos
foi efetuada num cromatégrafo a gas, com detector
de ionizagio de chama, acoplado a wim infegrador.
Foi usada uma coluna de ago inoxiddvel, de seis pés
de comprimento por 1/8 de polegada de diimetro
interno, empacotada com succinato de dietileno ghi-
col (DEGS) a 20% sobre Chromosorb W/AW como
suporte s0lido, numa temperatura programada de
150 a 190°C, empregando-se nitrogénio como gds
de arraste.

Identificagdo e quantificagdo dos deidos graxes

A identificagdo foi conduzida comparando os
tempos de reftengfo com padrSes conhecidos. A
gquantificagio foi feita com um integrador.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas 1 a 7 apresentam os valores minimo,
médio e maximo obtidos quanto & composicioe em
4cidos graxos dos Oleos analisados, bem como as
taxas aplicadas pela Comissio do Codex Alimen-
tarius” para z referida composigdo. As figurag 1 a7
mosiram o$ repectivos perfis cromatogréficos para
cada um daqueles dleos.

Todos og Oleos examinados tiveram os valores de
dcidos graxos compreendidos dentro dos limites
adotados opelo Codex Alimenmriusg, com excegio
deo dleo de arroz, pois o Codex ndo costuma incluir
o oOleo de arroz nos seus padrfes de qualidade ¢
identidade para 6leos ¢ gorduras comestiveis. Entre-
tanto, e comparado 4 literatura internacional, Mas-
son ", o teor médio dos dcidos graxos saturados e
insaturades dos 6leos de arroz ora analisados se
aproxima daqueles.

Quanto a0s Oleos de arroz, mithe, algodio e soja os
resultados obtidos, inclusive quanto aos totais de 4ci-
dos saturados e insaturados, se assemelharam aos de
Mercadante e Rodrigues-amaya ™, gue analisaram tais
bleos, comercializados na cidade de Campinas.

No tocante ao Oleo de babacu, os resultados
vieram & confirmar seu elevado grau de saturagio
(83,1%), devido principalmente ao alto contetido de
acido laurico (43,0%), o que lhe proporciona uma
grande estabilidade contra oxidagdo, maior do que
0s outros 6leos comerciais, Young™, ponte impor-
tante ge considerarmos que este élec é usado na
fabricagc de margarinas e gorduras compostas e,
regionalmente, para frituras, Hartman e Esteves

Verificou-se gue 03 dleos de amendoim, algodio,
girassol e soja exibiram teores médios de &cido
oléico préximos ao limite minimo fixado pela
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Comisséio do Codex Alimenmriusg, enquanto gue 0s
valores médios do acido linoléico se aproximaram
do limite maximo. Esta varia¢do provavelmente se
deve a fatores climéticos, edafoldgicos, local de
cultivo, tipo e grau de maturagfio dos frutos ou
sementes, que influenciam na composicio dos 6leos
vegetais, Tango 423 Quanto ao 6leo de milho, em-
bora ndio tendo se comportado da mesma maneira
com relaglo aos dois dcidos, revelow um teor médio

de 4cido linoléice equiparado aos dos citados dleos.
Ressalte-se que este dcido é considerado um 4cido
graxo essencial, conferindo aos referidos dleos na-
cionais ym destacado valor nutricional. No caso do
Oleo de soja , esse destague deve ser estendido ao
significativo teor de Acido linolénico encontrado no
mesmo, 4 que se trata também de 4cido graxo essen-
cial.

TABELA 1
Composigio dos dcidos graxos do leo de amendoim
) Valor % (p/p)*
Acido graxo Minimo Méximo Médio _Codex
Alimentarius
C<14 - - - <04
Miristico - - - <0,6
Palmitico 14,1 15,8 13,0 6,0 - 16,0
Palmitoléico <0,1 0,7 0,1 <1,0
Margérico ' - - - <g,1
Heptadecendico - - - <01
Estearico 2,0 5,3 33 1L3-65
Oléico 34,2 43,2 40,2 35,0-72,0
Linoléico 33,0 420 38,0 13,0 - 45,0
Araquidico 0,4 3,2 1,1 1,0-3,0
Linolénico 0,2 2,2 1.0 <0,3
Gadoiéico - - - 0,5-2,1
Behénico 0,7 39 2,4 1,0-50
Ericico - - - 0,3
Lignocérico - - - 0,5-3,0
Total de AGS 14,6 28,2 19,8 -
Total de AGI 674 88,1 79,3 -
Relagio AGS/AGE 1746 1731 1/4,0 -
* Resultados de 21 amosiras.
AGS = deidos graxos saturados.
AGI = 4cidos graxos insaturados,
TABELA 2
Composigio dos dcidos graxos do blec de arroz.
.. Valor % (p/py*
Acido graxo Minimo Méximo Médio Masson (13)
Miristico 0,1 0,6 0.4 -
Paimitico 12,5 215 17,2 -
Palmitoléico <0,1 L6 02 -
Estedrico 1,1 3.8 24 -
Oléico 43,4 54,4 48,7 -
Linoléice 20,7 36,0 290 -
Araquidico <{,1 <0,1 <01 -
Linciénico 0,4 2.0 1,5 -
Behénico <{,1 2,7 0,5 -
Total de AGS 13,7 28,6 20,5 18,6
Total de AGI 64,5 94,0 79,4 80,3
Relacio AGS/AGI 1/4,7 1/3,3 1/3,9 1/4,3

* Resultados de 46 amostras.
AGS = dcidos graxos saturados.
AGI = icidos graxos insaturados
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TABELA 3
Composiglo dos écidos graxes do dleo de babagu.

Valor % {p/p)*

Acido graxo Minimo Méximo Médio (jbden
) IMeniarius
Caprilico 3,1 6,0 4.9 2,6-73
Céprico 4.3 5.9 3.1 1,2-7,6
Léurico 40,0 46,8 43,0 40,0-55,0
Miristico 16,2 20,1 17,5 11,0-27,0
Palmitico ) 80 8,9 8.1 5,2-11,0
Estesrico 30 3.8 3.5 1,8-74
Ottico 11,4 18,6 14,6 9,0-20,0
Linoléice 1,2 38 2.3 1,4-6,6
Total de AGS 74,6 82,5 83,1 -
Total de AGT 12,6 22,4 16,8 -
Relaciio AGS/AG] 1/0,2 1/0,2 1/0,2 -
* Resultados de 19 amostras.
AGS = 4cidos graxos saturados.
AGT = dcidos graxos insaturados.
TABELA 4
Composicio dos dcidos graxos do dleo de mitho “winterizado®
) Valor % (p/p)*
Acido graxo Minime Maximo Médio Aiirriciﬁ:;us

Laurico - - - <03
Miristico <1 <{,1 <01 ¥
Palmitico 9.0 14,0 13,7 2,0-14,0
Palmitoléico <@l 0.50 0,1 <05
Estedrico 1,1 4,0 2.2 0,5-4,0
Oléico 320 40,7 355 24,0-42,0
Linoléico 40,5 51,4 473 34,0-62,0
Agaquidico <0,1 0,7 0,1 <1,0
Linoiénico <1 2,0 1,1 <20
Gadoléico - - - <{,5
Behénico <0,1 0.2 <{,1 <{3,5
Lignocérico - - - <0,5
Total de AGS 10,1 18,9 16,0 -
Total de AGI 72,5 94,6 84,0 -
Relagio AGS/AGT 1/7,2 15,0 1/5,3 -

* Resultados de 70 amosiras,

** Provavelmente devido a um erro de impressio, o valor aplicado Ipek} Cedex Alimentarius (8) foi de 9,0-14,0%

para o dcido miristico. Até 1989, o mesmo Codex (7} aplicava o valor <9,1%.
AGS = dcidos graxos saturados.

AGI = 4cidos graxoes insaturados.
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TABELA 5
Composigio dos dcidos graxos do Slee de algodio “ winterizado”
) o Valor % (p/p)*
Acido graxo Minimo Méximo Meédio _ Codex
Alimentarius
C<i4 - - - <{0,1
Miristicc 0,5 0.9 0,7 0,4-2,0
Palmitico ' 21,7 259 23,6 17,0-31
Palmitoléico <01 1,0 0,4 0,5-2,0
Hstedrico <0,1 2,8 2,2 1,0-4,0
Olétco 17,2 20,9 18,5 13,0-44,0
Linoléico 50,3 57.7 53,7 33,0-59.0
Araquidico <Q,1 <g,1 <{g,1 <g,7
Linolénico <0,1 0,3 0,1 0,1-2,1
Gadoléico - - - < 0,5
Behénico <0,1 0,1 <{,1 <0,5
Ericico - - - <{,5
Lignocérico - - - <0,5
Total de AGS 222 294 26,5 -
Total de AGH 67,5 79,9 73,7 -
Relagdio AGS/AGI 1/3,0 12,7 1/2,8 -
* Resultados de 8 amostras.
AGS = dcidos graxos saturados.
AGI = §cidos graxos insaturados.
TABELA 6
Composigdo dos dcidos graxos do Glee de girassol “ winterizado”
’ Valor % (p/p)*
Acido graxo Minimo Miximo Meédio ; C’odax.
Alimentariuy

C<1i4 - - - <04
Miristico <0,1 <{,1 <g,1 <{,5
Palmitico 6,4 7.8 70 0 3,0-10,0
Palmitoléico <0,1 0,1 <{,1 < 1,0
Estedrico 3,0 5.6 4,1 1,0-10,0
Oléice 19,4 240 217 14,0-35,0
Linoléico 62,6 68,2 66,7 55,0-75,0
Araquidico <g,1 0,3 0,1 <15
Linolénico <Q,1 0.1 <01 <{,3
Gadoiéico - - - <{,5
Behénico <{,1 0.6 0.3 < 1,0
Ertcico - - - <0,5
Lignocérico - - - <0,5
Nervénico - - - <§,5
Total de AGS 9.4 14,3 14,5 -
Total de AGI 82,0 924 88,4 -
Relagio AGS/AGI 1/8,7 1/6,5 17,7 -

* Resultados de 10 amostras.
AGS = 4cidos graxos saturados.
AGE = geidos graxos insaturados.
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TABELA 7
Composigio dos dcidos graxes do 6leo de soja.
Valor % (p/p)*
Acido graxo Minimo Mixime Médio . Codex.
Alimentarius

C<iq4 - - - <{,1
Mirlstico <0,1 <, <{,1 <0,5
Palmitico 8.6 14,0 115 7,0-14,0
Palmitoléico <@, 0,5 <01 <0,5
Hstearico 1.4 55 3,5 1,4-5,5
Otéico 19,0 27,5 23,2 19,0-30,0
Linoléico 493 62,0 54,5 44,0-62,0
Araquidico <0,1 0,2 <{,1 < 1,0
Linolénico 4,7 11,0 7.1 4,0-11,0
Gadoléico - - - < 1,0
Behénico <1 <{0,1 <0,1 <0,5
Total de AGS 10,6 19,7 15,0 -
Total de AGE 73,0 101,0 84,8 -
Relagiio AGS/AGH 1/7,3 /5,1 1/5.7 -

* Resultados de 47 amostras,
AGS = dcidos graxos saturados.
AGI = dcidos graxos insaturados.
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Cromatograma de 6leo de amendoim puro.
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Cromatograma de dleo de amoz puro.
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Cromatograma de éleo de milho puro.

Cromatograma de 6leo de semente de algodio puro.
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CONCLUSAO

Os bleos de amendoim, algodio, girassol, mitho
& 30ja apresentaram alto teor de acido linoléico e, no
caso do bleo de soja, significativo teor de 4cido
linolénico, ambos considerados acidos graxos es-
senciais que lhes confere um destacado valor nu-
tricional,

Dada a importincia dos dcidos graxos na com-
posicio dos 6leos e gorduras, espera-se que os resul-
tados obtidos possam contribuir na elaboragio de
tabelas de composigiio dos alimentos, assim como
possam ser aproveitados em futura revisfo das nor-
mas nacionais relstivas 4 identidade ¢ qualidade dos
Oleos ¢ gorduras comestiveis.

BADOLATOQ, E.8.G. et al.- Fatly acid composition of edible vegetabie oils commercialized
in Sdo Paulo State. Rev Inst. Adolfo Lutz, 52 (1/2): 51-62, 1952,

ABSTRACT: In order to determine the fatty acid composition of pure edible vegetable
oils produced in Brazil and on sale in Sdo Paule State, were analised 221 samples, by
gas-liguid chromatography. These samples included babassu, cern, cottonsesd, peanut, rice
bran, soybean and sunfloower oils. The contents of fatty acids found for all the oils were
within the range applied by the Codex 4limentarius Commission and, for rice bran oil, the
results agreed with those mentioned in the intemational literature. Some of these oils (corn,
cottonseed, peanut, soybean and sunflower) showed a high content of linolec acid {in
average, 47,3% , 53,7% , 38,0% , 54,5% and 66,7% , respectively) and, in the case of
soybean oil, significative content of linolenic acid (in average, 7,1%), both considered as
essential fatty acids, that gave to the referred Brazilian oils a considerable nutritional value.
The fatty acids values found can contribute to the elaboration of food composition tables
and can also be included in the Brazilian legal standards of edible oils and fats.

DESCRIPTORS: Edible vegetable oils. Fatty acids. Gas-liguid chromatography .
Hdible oils, composition. Essentials fafty acids.
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BACTERIOFAGOS FECAIS EM AGUAS, VERDURAS CRUAS NAO
LAVADAS E OUTROS PRODUTOS ALIMENTICIOS: OBSERVACOES

QUANTO AO SEU ACHADO DURANTE SURTO DE HEPATITE
INFECCIOSA E EM CONDICAO NORMAL.*

Dilma Seala GELLI *k

Aldo de SOUZA **

RIALAG/730

GELLIL D. §,; e col. - Bacteridfagos fecals em sguas, verduras cruas nio lavadas e outros
produtos alimenticios: observagfes quanto ac sen achado durante surto de hepatite
infecciosa ¢ em condigiio normal. Rev. Inst. Adolfc Lutz. 52 (1/2): 63-69,1992.

RESUMO: Esse estudo relata resultados referentes 4 ocorréncia de fagos (colifagos e
shigelafagos) em 304 amostras de 2guas, nove de esgoto ¢ 268 de verduras cruasndo lavadas
ndo relacionadas com ocorréncia de infecgdes humanas por virus entéricos € em 14
amostras de 4gus, 8 de verduras cruas nio lavadas e 41 outros produtos alimenticios (17
de leite cru, 17 de pds para o preparo de alimentos e.7 de alimentos prontos), coletadas em
um rmunicipio de S8o Paulo onde ocorria wm surto de hepatite infecciosa, A porcentagem
de positividade para fagos nas amostras coletadas no lcal onde ocorriz o surto foi maior
(20,63%) do que nas amostras controle {(8,58% dag amostras de verduras e 7,57% das
amostras de dgua). Considerando-se somente as amostras de dgua de pogo e nascente (nio
cioradas) ¢ de verduras, verifica-se que a positividade foi de 50% nas amostras associadas
ao surto e 8,58% nas amostras controle. Todas (100%) as amostras pesitivas do grupo
controle revelaram presenga de colifagos, enquanto os shigelafagos foram encontrados em
53,38% dessas amostras. Por oufro lado, nas amostras associadas ao surto, a occorréncia de
colifagos foi de 46,15% ¢ de shigelafagos, 100%. O trabalho apresenta ainda consideragBes
sobre esses achados, discutindo o papel dos bacteridfagos fecais como indicadoes micro-
bianos de contaminagBo fecal e como indicadores da presenga de outros virus entéricos, e

seu valor na avaliagdo microbiana de produtos alimenticios, inclusive dgua.
DESCRITORES - Colifagos e shigelafagos. Indicadores virais de poluigio fecal.

Hepatite infecciosa e bacteriofagos.

INTRODUCAO

Os agentes de Doengas Veiculadas por Alimentos
incluem virus entéricos patogénicos ac homem, en-
tre os quias estio os enterovirus, adenovirus, re-
ovirus, o virus da hepatife mfeccmsa s que
causam diarréias ep1éemxcas 347,89, 13 % No
periodo de 1974 - 78 o “Centers for Dssease Con-
trol” dos Estados Unidos relatou a ocorréncia de 21
surtes de infecgdes entéricas por virus, envolvendo
994 pessoas, veiculados comprovadamente por ali-
mentos . Na Inglaterra, Appleton e col. © sugeriram
que diarréias de eticlogia desconhecida si3o muito

provavelmente causadas por agentes virais veicu-
lados por alimentos. Na Austrilia, infecgdes pelo
virus Norwalk foram relacionadas ao consumo de
ostras cruas’. Hntretanto, o virus que com maior
fregii®ncia estd associado ao consumo de alimentos,
¢ o agente da hepatite infecciosa™

A determinagéio analitica de particulas virais pa-
togénicas viaveis nfio é realizada rotineiramente na
andlise de produtos alimenticios. Esta determinagiio
depende de instalagdes especiais de laboratdrio e de
pessoal devidamente treinado, pois é atividade
analitica complexa; mesmo em alimentos envolvi-

* Trabalho realizado na Segio de Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz.

** Da Secdo de Microbiologia Alimentar do Institute Adolfo Lutz.
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dos epidemiologicamente na suza transmissdo, esta de-
terminagdo nio é realizada — periodo de incubagfio
refativamente longo, praficaments impedindo a andlise
pela auséncia de restos alimentares dispeniveis}’!;’s‘

Os virus sdo veiculados passivamente pelos ali-
mentos, sem se multiplicarem, pois sdio parasitos
intracelulares obrigatdrios, dependentes de céluja
viva para se expressarem biologicamente. En-
tratanto, as particulas virais presentes nos produtos
alimenticios sofrem a influéncia de fatores que
podem interferir com sua viabilidade: temperaturas
altas, secagem, aclio de solugBes desinfetantes e de
aditivos gquimicos, antagonistas microbianos, proces-
so0s de lavagermn relacionados a capacidade de aderén-
cia fisica em superficies, principalmente dos vege-
tais, entre outros™ "’

A selec3o dos microorganismos “indices” ou
“indicadores” de contaminagio de erigem fecal &
baseada em alguns pardmetros gue incluem sus
origem e proced@ncia, presenga constante na micro-
biota intestinal da populagio, ndo multiplicagio e/ou
dificuldade de adaptacio e permanéncia no ambiente
comum e determinacio analitica simples, barata e
relativamente répida, de ficil interpretagio e pa-
dronizacio, Meste contexto, Escherichia coli, coli-
formes de origem fecal e enterococos sdo os que
apresenfam maior importdncia, interesse, reproduti-
bilidade analitica ¢ metodologia padxanizada3'8. En-
tretanto, oufras caracteristicas devem ser avaliadas
para que os indicadores assinalados sejam conside-
rados absolutos. A resistncia quimica e fisica das
formas bioldgicas, por exempleo, pode diferir quande
s€ comparam as bactérias entre si, com as particulas
virais e com os agentes de infecgBes parasitdrias,
Assim, os dados de presenga/auséncia de bactériag
de origem fecal em um produto alimenticio ndo estdo
inquestionavelmente relacionados com a pre-
senga/auséneia de a%entes de infecgBes entéricas
virais e parasitarios =

Os bacteriéfagos de origem fecal estdo asso-
ciados a determinados grupos de bactérias entéricas.
Suas caracteristicas de resisténcia e permanéncia no
meo ambiente e nos produtos aliment{cios sdo mais
proximas e semelhantes aos dos virus entéricos. A
determinacio analitica dos bacteriéfagos € simples,
baseada na sua capacidade de infectar, se mulitiplicar
e lisar ceialas bacterianas héspedes especifi-
cas” > B2 Dentre os bacteridfagos usados como
indicadores, os colifagos, hospedeiros da Fs-
cherichia coli, s8o considerados por muitos autores
como indicadores de qualidade da dgua potével,
representando uma contaminagio de origem fecal e
possivel presenga de outros virus entéricos. Consi-
dera-se, para tanto, a presenga de E. coli e de seus
fagos no trato intestinal dag diferentes espécies de
animais de sangue quemes’ BILT outros fagos
como 0s de Shigella spp e de Samonella spp, so
fambém considerados de interesse™ . Na Franga,
tanto a pesquisa de colifagos como de shigelafagos
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séio determinagfes analiticas para a certificagio da
gualidade microbiologica da dgua

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a
presenga de bacteriofagos de origen: fecal (colifagos
e shigelafagos) em amosiras de produtos alimen-
ticies coletadas durante ocorréncia de surto de hepa-
tite infecciosa, comparando os resultados com os
obtidos de amostras coletadas em condigdo de nor-
malidade {controles).

MATERIAL E METODOS

Amostras de dgua: 304 amostras de controle,
sendo 233 de pogos cavados, 36 de nascentes, 31 de
rede de distribuigio piblica ¢ quatro de recreagio
(piscinas), 14 amostras de dguas de municipio onde
ocorria surto de hepatite infecciosa, sendo dez da
rede de distribuigfio publica, nfo clorada e guatro de
ric e lagoa. O namero total de amostras de dgna
analisada foi de 318.

Amostras de esgoto: nove amosiras, coletadas na
regido da cidade de S3o0 Paulo.

Amostras de verduras cruas ndo lavadas: 268
amostras de controle, procedentes do
CEASA/CEAGESP, cultivadas em cerca de dez dife-
rentes municipios do Estade e oito procedentes do
municipio onde ocorria o surto, cultivadas em hortas
comunitéria e particular. O niimero total de amostras
de verduras analisadas foi de 276. Amostras de pro-
dutos alimenticios: 41, procedentes do munlcipm
onde ocorria o surto, seﬂdo 17 de leite cru ndo
pasteurizado, 7 de produto prontos para ¢ consumo
{sorvete, iogurte, pastel e doces de confeitaria) ¢ 17
de poOs para o preparo de alimentos destinados &
alimentagdo escolar da maioria dos municipios
brasileiros, cuja inddstria fabricante estd situada no
municipio em questio. As amostras positivas destes
pos para o preparo de alimentos foram analisadas
também apds o preparo, gue fei realizade seguindo
as instrugdes contidas no rotule do produto.

Cepas receptoras de fagos: E. cofi TP 5530 ¢
Shigelia sonnei 1P 6310, ambas origindrias da
Colegdo de Culturas do Instituto Pasteur de Paris,
Franga, e mantidas liofilizadas pela Segdo de
Cole¢iio de Culturas do Instituto Adolfe Lutz Cen-
fral.

Metodologia de andlise: Para a determinagio de
preseca de bacteriofagos fecais em dgua, utjlizou-se
a metodologia descrita por Serres e col.” . Para a
determinacdo nos demais produfos, utilizou-se o
mesmo método, com as adaptagBes pertinentes no
que se refere ao preparo da amostra para andlise:
enxaguadura das amostras de verduras em 100 ml de
dgua peptonada tamponada e homogeinizacio de 25 g
de cada um dos demais produtos em 225 ml de dgua
peptonada tamponada. Foram retiradas allquotas de
10 mi tante do liguido de enxaguadura como do
homogeneizado, para a determinacio dos fagos de
E. coli e §. sonnei. As etapas da metodologia utili-
zada incluem enriquecimento do possivel fago pre-
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sente, em meio de cultura contendo 2 cepa receptora
especifica, filtragem em membrana para a retirada
das bactérias pregentes {ou inativagio térmica das
bactérias em forma vegetativa) e observagiio de lise
sobre cultura da cepa receptora especifica sobre
superficie de agar em placa.

Leitura dos resultados: Foram consideradas posi-
tivas para a presenga de colifagos e/ou shigelafagos,
as amosiras que apresentavam lise complets das
cepas receptoras. Em caso de lise incompleta e por-
tanto duvidosa, procedeu-se 4 analise por micros-
copia eletrénica para a confirmacio da presenga dos
fagos - visualizagio das particulas virais e sua re-
fagfio com as célulay da bactéria receptora.

belas 1, 2 e 3. Astabelas | ¢ 2 se referem &s amosiras
- controle: verduras cruas nfo lavadas, procedentes
do CEASA/CEAGESP (tabela 1) e amostras de dpua
(tabela 2). A tabela 3 se refere aos resultados das
amostras coletadas de municipio onde ocorria surto
de hepatite infecciosa. Nio constam de tabelas os
resultados das duas amostras de pos para o preparo
de alimento analisadas apds preparo e cocglo, que
foram negativos, e os resultados das nove amostras
de esgoto, que revelaram sete amostras positivas
(77,78%) sendo que, das mesmas, todas revelaram a
presenga de colifages (100%) e duas, a presenga
também de shigelafagos (28,57%). As figuras 1 e 2
sdo fotografias obtidas da confirmagio positiva de

resultados duvidosos em plaeas.
RESULTADOS

Os resultados de presenca/auséncia de colifagos
e shigelafagos encontrados estiio expressos nas ta-

TABELA
Incidéneia de bacteriofagos fecals (colifagos ¢ shigelafagos) om amostras-controle de verduras cruas sem lav-
agem (coletadas em condigdes normais).

Tipo Total de Negativas Positivag (%)*
amostras ‘ (%) Total  Celifagos Shigelafagos ‘

Alface 116 106 (89,08) 13 (10,92} 13 (100) 3(23,08)
Escarola 54 50 (92,59) 4{741) 4 (100} 2 {50,00)
Almeirdo 58 52 (89,66) 6 (10,34 6 (100) 3 (50,00}
Agrido 23 23 {100} 0 (0) - -

Ricuia 10 10 {100) 0 - -

Acelga 2 2 {100} 0 - -

Couve e 2 2 {106y 040} - -

Brocoli

Total 268 245 (9142 23 (8,58) 23 (100) 8(34,78)

* A porcentagem de colifagos e shigelafagos expressa se refere ao total das amostras positivas.

TABELA 2
Incidéncia de bacteridfagos fecais (colifagos e shigelafagos) em amostras- controle de dguas (coletadas em con-
digfo normal)

Origem Total de Nega:tivas Positivas (%)*
amostras (%) Total Colifagos Shigelafagos
Pogo 233 220 (94,42) 13 (5,58) 13 (160) 13 (100)
Nascente 36 26 (72,22 10 (27,78 10 (100) 0 (D)
Rede 31 314100) 00 - -
Recreagio 4 4 (100} 0 {0} - -
Total 304 281 (92,43) 23(7,57) 23 {100) 13 (36,52)

* A porcentagem de colifagos e shigelafagos expressa se refere ao total das amostras positivas.
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TABELA 3
Incidéncia de bacteriéfagos fecais (colifagos e shigelafagos) em amostras coletadas de municipio durante surto
epidémico de hepatite infecciosa.

Tipo Total de Negativas Positivas (%)*
amostras (%) Total Colifagos Shigelafagos

Agua ** 14 7 (50,00) 7 (50,00) 3(42,86)  7(100)
Verduras *** 8 4 (50,00) 4 (50,00) 2(50,00) 4 (100)

Leite cru 17 17 (100) 0(0) - -

Alimento pronto **** 7 7 (100) 0(0) - -

Pé para preparo ***#* 17 15 (88,24) 2 (11,76) 1(50,00)  2(100)

Total 63 50 (79,37) 13 (20,63) 6(46,15) 13 (100)

* A porcentagem de colifagos e shigelafagos expressa se refere ao total de amostras positivas.
** Inclui dgua de rede (10 amostras - 50 % positivas) e de rio e lagoa (4 amostras, 2 positivas).

*#% Inclui alface (2 amostras) e 1 amostras de cada dos seguintes: bréocoli, escarola, almeirdo, repolho, espinafre
e couve.

*¥*** Inclui sorvete, iogurte, pastel e doces de confeitaria.

*#** Produtos destinados & merenda escolar (pds para o preparo de sopa, mingau e molho). Apds o preparo
conforme instrugdes contidas no rétulo, as amostras foram negativas para os bactericfagos pesquisados.

Mg

FIGURA1

Microscopia eletrénica de shigelafago
Técnica: impregnagdo pelo acido fosfotungstico (coloragio negativa).

Aumento: 12.000 vezes.

66




GELLI D. S. & SOUZA, A. de - Bacteritfagos fecais em dguas, verduras cruas nio lavadas e outros produtos
-alimenticios: observagdes quanto ao seu achado durante surto de hepatite infecciosa e em condigio normal.

" Rev. Inst. Adolfo Lutz 52 (1/2): 63-69, 1992.

Microscopia eletrénica de colifagos.

FIGURA 2

Técnica: impregnagdo pelo 4dcido fosfotungstico (coloragio negativa).

Aumento: 12.000 vezes.

Interpretagdo dos Resultados

A andlise comparativa dos resultados expressos
nas tabelas mostra diferenga significativa entre a
tabela 3 com as demais. A porcentagem da presenga
de fagos nas amostras coletadas em municipio que
estava em situagdo epidémica € maior (20,63%) do
que nas amostras-controle respectivamente, 8,58%
das verduras e 7,57% das dguas). Se considerarmos
somente as amostras de dgua de pogo e nascente (nio
cloradas) e de verduras, contidas na tabela 3, esta
diferenga ¢ ainda maior, ou seja, 50% das amostras
procedentes do municipio em questio, sdo positivas
para os fagos pesquisados. Os resultados destas de-
terminagdes nos outros produtos alimenticios, con-
tidos na tabela 3, ndo indicam veiculagdo significativa
destes microorganismos.

E importante assinalar que as amostras de esgoto
revelaram 77,78% de positividade, o que pode ser
considerado uma condigdo de normalidade, pela
origem e procedéncia fecal dos fagos.

No que se refere & incidéncia de colifagos e de
shigelafagos, os resultados também diferem. A in-
cidéncia de colifagos considerando somente as
amostras positivas de verduras-controle, é de 100%,
assimcomo nas de dguas-controle (tabelas 1 e 2) e
nas amostras de esgoto, sendo menor a incidéncia de
shigelafagos - respectivamente 34,78%, 56,52% e
28,57%. Ao contrario, nas amostras coletadas no

municipio que se apresentava em situagdo
epidémica, a presenga de colifagos é de 46,15%,
enquanto os shigelagos sdo prevalentes (100% das
positivas). A excegdo se refere as amostras-controle
de dgua de pogo, que, apesar de revelar incidéncia
baixa de positividade (5,58%), em todas foi consta-
tada a presenga concomitante de colifagos e de
shigelafagos, conforme tabela 2.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O papel dos fagos como indicadores de qualidade
microbiolégica é discutivel. Alguns autores conside-
ram que os mesmos sdo importantes, ndo sé por sua
origem fecal, mas sobretudo pela similaridade
bicldégica com outros virus entéricos patogénicos do
homem. Assim, estes autores se referem principal-
mente & importincia que os fagos podem ter na
avaliagdo da qualidade e na indicagdo de risco a
satde ?ela é‘gua de consumo, incluindo a 4gua mi-
neral®! HIBIHIST - a o verduras, considerando a
dgua de irrigagdo e a possivel aderéncia da particula
viral em sua superficie, sio tambem consideradas. O
papel de indicador de qualidade e risco que os fagos
podem ter na avaliagio de outros produtos alimen-
ticios, por outro lado, é tema pouco explorado,™,
sendo que a maioria dos autores se referem especi-
ficamente aos virus entéricos gato%énicos e nio a
indicadores de sua presenga, 7101318 A im_
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portincia da dgua e das verduras consumidas cruas
nas infecgBes entérica virais estd relacionada com as
observagdes e dados da epidemiologia destes agentes.
Entretanto, considerando as dificuldades para a deter-
minagdo analitica destes virus na maioria dos labo-
ratérios, a necessidade de agilizar as atividades de
Vigilancia Sanitiria e Epidemioldgica e de buscar uma
simplificagio analitica, os fagos sdo considerados
especialmente interessantes como microorganismos
indicadores da avaliagio destes pméutos3’4’ :

Os dados obtidos no presente trabalho sugerem
que os fagos fecais podem ser considerados como
microrganismos indicadgres importantes, conforme
observagdes anteriores, ”.,

Ainda, indicam que a determinacfio tanto dos
colifagos como dos shigelafagos € de interesse. A E.
coli é uma bactéria entérica presente no intestino dos
animais de sangue quente, como microbiota normal,
sendo gue a mesma e seus fagos t8m refago direta
com contaminacio de origem fecal por gualquer
destas espécies animais, incleindo o homem. Esta
associagio & diferente para Shigella sonnei e seus
fagos, uma vez gue esta bactéria é um paidgeno
exclusive do homem e que seus fagos devem estar
presentes predominantemente no intestino da popu-
laglo humana™*, A prevaléncia dos shigelafagos nas
amostras coletadas no mamicipio onde ocorria surto
de hepatite infecciosa comparada 4 das amostras-
conirole sugere que 0s mesmos t8m importdneia na
clucidagio dos veiculos de agentes virais humanos.

Os resultados obtidos das amostras de produtos
alimenticios prontos para consumo sfo insuficientes

para concluir sobre a importincia deste indicador
microbiano para estes produtos. A presenca de
amosiras positivas de pos para o preparo de alimen-
tos asgim como de verduras, atestam a distribuigfo
dos fages principalmente pela via hidrica, uma vez
que a indistria e as hortas nsavam dgua do municipio
afetado. Entretanto, a auséncia de surto de hepatite
infecciosa em municipios que receberam produtos
desta mesma indistria permife concluir que os mes-
mos ndo veicularam a doenga.

Os dados disponiveis e os obtidos no presente
trabalho levam a conclusio sobre a necessidade de
levantamentos mais amplos e da complementagio
das observagdes aqui contidas, incluindo a determi-
nagio de fagos de outras bactériag entéricas pa-
togénicas ao homem, como a Salmonella spp. A
padronizagio metodolégica para fins de comparacio
dos resultados entre os diferentes laboratérios, in-
cluindo a definigiio dos receptores bacterianos
especificos em fungdo das caracteristicas da lise das
bactérias especificas ¢ igualmente imortante para o
correto dimensionamento do significado dos bac-
teriofagos fecais para atividades de vigilincia
sanitiria e epidemioldgica de produtos alimenticios
¢ agua.
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GELLL D. 5. er al. - Fecal bacteriophages in water, not washed and fresh green salads and
other food products - Observation about its presence during infeccious hepatitis
outbreak and in normal condiction. Rev. Inst. Adolfa Luzz, 52 (1/2): 63-69, 1992,

ABSTRACT: This study shows results about phages occurence {(coliphages and
shigellaphages) in 304 samples of drinking water, 9 of wastewater and 268 of not washed
fresh green salads not refated with viral human infections by enteric virus and in 41 samples
of water, 8 of not washed green salad and 41 samples of others food products (17 raw milk,
17 powedered products and 7 ready-to-eat products), collected in & municipality of Sio
Paaulo during a infectious hepatitis outbrezk. The percentage of phages positivity in the
local where was occurring the outbreak wag greater (20,63%) than the samples control
(8,58% of green salad’s samples and 7,57% of water’s samples). Considering only well and
spring water’s samples {not clorinated) and green salads, it is observed that the posivity is
5% among the outbreak’s samples and 8,58% among the control samples. All (100%) of
the control group positivies samples showed colophges and 53,38% shigellaphages. On the
other hand, the samples related with the outbreak were 4615% positive for coliphages and
100% positives for shigellaphages. It is made some consideration about these results,
discussing the role of fecal basteriophages as microbial indicator of fecal contamination
and as indicator of others enteric virus® presence and its importance in the microbial

evajuation of food products, including water.

DESCRIPTORS: Coliphages and shigellaphages. Viral indicators of fecal contami-
nation. Infeccious hepatitis and bacteriophages.
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SILVA, E. A. M. e col. A Bacteriologia da tuberculose: Atividades do Instituto Adolfo Lutz,
Sorocaba, S3o Paulo, Brasil. Rev. Inst. Adolfo Lutz 52 (1/2)y: 71-76, 1952,

RESUMO: Com o objetivo de avaliar os métodos bacteriolégicos para diagnéstico e
controle de tratamento da tuberculose pulmonar, os autores analisaram os dados obtidos
no periodo de 1980 - 1990, no Instituto Adolfo Lutz de Sorocaba. A baciloscopia foi
realizada em 26803 amostras de escarro de 11.295 sintométicos respiratdrios, sendo
examinada uma média de 2,34 amostras por pacientes. Pela baciloscopia 1.147 casos novos
foram encontrados. No controle de tratamento 28,405 amostras foram examinadas com
uma positividade de 41,12%. Neste periodo foram realizadas 21.134 culturas ¢ obteve-se
3.634 cultaras positivas no controle de tratamento e 1.902 no diagnéstico; 274 casos novos
de tuberculose foram diagnosticados pela cultura. Das 5.536 culturas positivas, 5.431 cepas
pertenciam ao complexo Mycobacterium tuberculosis, pertencentes ao complexo Myco-
bacterium avium - intracellulare e uma cepa identificada como Mycobacterium szulgai;
1.668 cepas de Mycobacterium tuberculosis foram submetidas ao teste de sensibilidade as
drogas ¢ o resultado fol de 16,53% de resisténeia entre os pacientes sem tratamento prévio
¢ 47,45% entre os pacientes em tratamento. Os autores concluem pela necessidade de uma
metodologia organizada e coerente com as condigdes de cada regifo, para que a bacteri-
ologia seja importante suporte 80 Programa de Controle da Tuberculose.

DESCRITORES: Tuberculose. Bacteriologia. Diagnéstico.

INTRODUCAO infecciosos °, e a maioria estd localizada nos paises sub-

Hi mais de cem anos, em 24 de marco de 1882 desenvolvidos ¢ em desenvolvimento.

precisamente, Robert Koch descobria o agente da tuber-
culose. Em sua época, este ato produziu grandes expec-
tativas de uma vitéria sobre a doenga ¢ a esperanga da
redugiio do sofrimento fisico, mental e dos problemas
econdmicos acarretados. Hoje, a Organizagio Mundial
da Saiide’ estima que ocorrem no mundo, por ano, aproxi-
madamente oito milhdes de casos de tuberculose com
cerca de trés milthdes de mortes. Existem quinze milhdes
de doentes, sendo que ametade destes casos s3o altamente

Diante das dificuldades para atingir o desenvolvirnentio
sdcio-econdmico, resta a esses paises ainda afligidos pela
tuberculose, redobrar esforgos para tornar acessiveis
medidas especificas para controlar a tuberculose com
mais eficAcia ¢ com menor custo p(gsgnei. Esses esforgos
da Organizagio Mundial da Saide™ ”, tomaram forma de
um programa de controle através damtcgra@éo dos servigos
gerais da satde na luta contra a tuberculose, Bm tais’
programas a busca demsasrepxwmnoponsodegamda
¢ a bacteriologia sua ferramenta pnrmpai

* Trabalho realizado no Institute Adelfo Lutz — Laboratério I de Sorocaba.

*¥ Pesquisadorgs Cientificos do Instituto Adolfo Lutz.
*+x Biologistas do Instituto Adolfo Lutz, |
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A bacteriologia permite identificar os
baciliferes responsdveis pela cadeia infecciosa da
tuberculose e encaminhd-los para o tratamento
adequado. O fato de os casos com exame direto
positivo serem agueles gue estdo mais enfermos,
que t&m a maior probabilidade de morrer se ndo
tratados, assim como digseminar a infeccdo, ori-
enta as metas para 0$ programas de controle e a
utilizagio adequada dos recursos.

Diante do exposto, os autores avaliam as ativi
dades da bacteriologia da tuberculose, na periodo de
1980-1990, em Sorocaba, Sio Paulo.

MATERIAIS E METODOS

No periodo de 1980-1990 foram examinadas no
Instituto Adolfo Lutz - Laboratdrie I de Sorocaba,
§7.539 amostras de escarro provenientes de in-
dividuos aduitos e sintométicos atendidos nos Cen-
tros de Satide e Hospitais da regido, para diagndstico
ou contrele de tratamento da tuberculose pulmonar.

A regifio de Sorocaba estd situada na regifo
sudeste do Estade de S3o Paulo e tem uma populagio
de 2.023.330 habitantes. ¥ uma regife sdcio-
econdmica de nivel médio, cuja economia baseia-se
principaimente na agropecudria. Atnalmente, uma
franca zona indusirial se desenvolve na cidade sede
da regiic que é Sorocaba.

O atendimento médico € oferecido & populagio
pelo Estado, através do Sistema Unico de Satide de
maneira municipalizada, guardande uma hierarquia
quanto &s atividades de satde. Gerenciando essas
atividades estfo os Escritérios Regionais de Saude
{ERSA), sendo que o Instituto Adolfo Lutz - Labo-
ratério I de Sorocaba, fornece o suporte laboratorial
para as Vigilincias Sanitiria e Epidemioldgica da
regido,

Neste periodo, foram examinadas 26.803
amostras para o diagnéstico de 11.295 sintomaticos
respiratdrios, 28.405 amostras de pacienies em
tratamento e 2.33 1 amostras sem informagio quanto
a0 diagndstico ou controle de tratamenio.

A metodologia utilizada para baciloscopia, cul-
tura, identificagdo e teste de sensii}ﬂ%{igée, seguiy as
normas internacionais preconizadas™ .

A baciloscopia foi realizada rotineiramente em
todas as amostras pelos métodos de Ziehl-Neelsen e
fluorescéncia, sendo que os resultados assinalados
para fins de padronizacio de metodologia sdo os da
téenica de Ziehl-Neelsen.

A cultura foi realizada, no diagndstico, em to-
das as amostras com quantidade suficients, apds a
realizagdo da baciloscopia, enquanto que no con-
trole de tratgmento a realizagfio das mesmas
estava condicionada a solicitagio médica. Todas
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asculturaspositivasforamidentificadasatravésdas
caracteristicasculturaispigmentagiodascoidnias
eprovasbioquimicas.

Os testes de sensibilidade as principais drogas
antituberculosas, isonizadas, rifampicina, pi-
ranzinamida, estreptomicina e etambutol, foram
realizados em 254 culturas isoladas de pacientes
sem tratamento prévio e de 1.414 pacientes du-
ranie o tratamento, se 05 mMesmos apresentassem
resposta terapéutica desfavordve] com bacteriolo-
gia positiva apods o terceiro més de tratamento.

RESULTADOS

Das 57.539 amostras de escarro examinadas pela
baciloscopia, obteve-se 1.714 amostras positivas
para o diagnostico, 11.682 amostras positivas no
controle de tratamento ¢ 2635 amostras positivas sem
informacio quanto ao diagndstico on controle de
iratamento. Na tabela 1, tem-se as variagdes anuais
destes resultados. '

As 26.803 amostras de escarro provenientes de
11.285 sintomaticos respiratorios apresentaram po-
sitividade de 15,17% correspondendo a 1.147
(10,15%) casos novos de tuberculose positives a
baciloscopia. A média de amostras examinadas por
paciente foi de 2,37.

As 28.405 amostras de escarro de pacientes em
fratamento apresentaram 11.682 (41,12%) amostras
positivas ao exame direto.

Das 13.392 amostras submetidas a culiura do
diagnéstico 1.902 foram positivas, sendo que, 274
(2,42%) casos foram diagnosticados apenas pela
cultura, isto &, apresentaram baciloscopia negativa e
cultura positiva (tabela 2).

Das 7.742 culturas realizadas com amostras de
escarro provenientes de pacientes em tratamento,
3.634 (49,93%) apresentaram resultados positivos.

No perfodo estudado, 5.536 calturas positivas
foram identificadas, resultando 5.531 cepas per-
tencentes ao complexo Mycobacterium tuberculo-
sis, quatro ao complexo Mycobacterium avium -
intracellulare e uma cepa ao Mycobacterium szul-
gai (tabela 3},

As 1.668 cepas de Mycobacterium tuberculosis
submetidas ao teste de sensibilidade as drogas apre-
sentaram os seguintes resultados: em 254 cepas iso-
ladas de pacientes sem tratamento prévieo 42
(16,53%) apresentaram resisiéneia e em 1.414 cepas
isoladas de pacientes em tratamento fol encontrado
resisténeia em 671 (47,45%) cepas.

As resisténeias isoladas para cada droga e para

as principais associagdes de drogas consiam na
tabela 4.
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TABELA 1
Exames baciloscopicos realizados no Instituto Adolfo Lutz - Laboratdrio [ de Sorocaba, Sio Paule, no periodo
de 1980 a 1990.

Diagnéstico Conirole de Tratamento Sem Informagio® Total de
Ao Amosiras
Amostras  Amostras  Amostras  Amostras Amostras Amostras Analisadas
Analisadas  Positivas  Analisadas  Posifivas  Analisadas  Positivas
1980 3460 117 3368 a16 182 67 7018
1681 3932 152 3252 1112 194 i8 7378
1982 4044 196 4097 1648 177 19 8278
1983 4098 170 3989 1804 133 G9 8220
1984 2727 150 3481 1650 127 08 6335
1985 2251 217 2556 980 172 17 4978
1984 1687 140 2102 876 165 17 3954
1087 1153 78 1468 647 170 i3 2791
1088 1214 98 1625 812 269 32 3108
1989 985 137 1450 816 427 61 2863
19580 1291 259 1017 421 315 64 2623
__TOTAL 26803 1714 28405 11682 2331 265 57539

* Sem informagio quanto ao diagnodstico ou controle de tratamento,
Fonte: Dados de relatdrio estatistico do Instituto Adolfo Lutz - Laboratério I de Sorocaba - S.P.

TABELA 2
Niero ¢ porcentagem de casos novos de tuberculose diagnosticados pela baciloscopia e cullura, no Instituto
Adolfo Lutz - Laboratério I de Sorocaba, no periodo de 1980-1990.

Sintomaticos ' Resultados Obtidos Total de
Ano  Respisatérios  BRaciloscopias Positivas Culturas Positivas Casos Novos
© % e % e %

1980 1038 75 7,69 12 0,57 87 8,22
1981 13350 98 7,04 25 1,12 120 8,89
1982 1273 124 9,74 6o (3,3¢ 133 10,45
1983 1222 116 0,49 34 1,48 150 12,27
1984 1319 145 7,96 44 2,72 149 11,30
1985 1312 132 10,06 27 2,04 159 12,12
1985 1003 84 837 22 1,85 106 10,57
1987 718 62 8,63 28 3,09 o0 12,53
1988 742 67 9,03 31 4,18 o8 13,21
1989 409 o1 18,24 16 3,20 107 2144
1950 799 196 24,53 26 3,25 222 27,78
TOTAL 11295 1147% 10,15 274 242 1421 12,58

* Casos novos diagnosticados pela baciloscopia.
** Casos noves dizghosticados apenas pela cultura.
Fonte: Dados registrados do Instituto Adolfo Lutz - Laboratdrio | de Sorocaba - 830 Paulo.
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TABELA 3
Culturas realizadas e identificadas no Instituto Adolfo Lutz - Laboratério | de Sorocaba
S&o Paule, no periodo de 1980 a 1990,

Diagnostico Controle de Tratamento  Total de Total de Culturas

Ano  Amostras Amostras Amostras Amostrag Culturas  Identificadas como  MOTT*

Analisadas Positivas Analisadas Positivas  Positivas M. Tuberculosis
1980 1311 112 1077 328 440 440 -
1981 1053 173 887 398 57 370 Ha)
1982 1322 150 203 316 506 506 -
1983 1936 210 1054 541 751 751 -
1984 14435 182 911 504 686 686 -
1983 1228 149 592 301 450 450 -
1986 1348 244 621 257 501 501 -
1987 812 115 535 310 425 425 -
1988 940 117 319 280 397 3686 1{b)
1989 802 162 515 292 454 454 -
1996 1095 248 228 107 355 352 3@
Total 13392 19802 7742 3634 5536 5531 5

* MOTT - Mycobacteria other than M. rwberculosis (Micobactérias outras gue nfo o M. fuberculosisy:
g) M. avium-intracellulare
b) M. szulgai

Fonte: Dados de registros do Instituto Adolfo Lutz - Laboratdrio I de Sorocaba - Sio Paule,
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TABELA 4
Resisténeia inicial ¢ adquirida, Estado de Sdo Paulo, janeiro de 1986 a julho de 1990.

Drogas Resisténcia Resisténcia

Tnicial Adquirida

n° % n° Yo

INH 7 2,76 98 6,93
RFP 2 0,79 21 1,49
PZA H 039 22 1,56
EMB 0 0,00 5 -035
SM il 433 49 347
INH+RFP 7 276 119 842
INH+SM 5 1,96 104 735
INH+PZA 1 035 31 2,19
INH+EMB 0 0,00 5 0,35
PZA+SM 1 0,39 12 0,84
PZA+EMB 0 0,00 2 0,14
SM+EMB g 0,00 1 6,07
RFP+SM+PZA 1 0,39 13 0,91
INH+RFP+EMB 1 0,39 4 099
INH+RFP+8M 4 1,57 107 7,56
INH+RFP+PZA 1 039 32 2,26
INH+RFP+SM+PZA 0 0,00 14 6,99
INH+RFP+SM+EMB 0 0,00 13 4,92
INHHRFP+SM+EMB+PZA 0 0,00 g 0,63
TOTAL DE CEPAS 42 16,54 671 4745

RESISTENTES

Obs: Nameros de cepas estudadas: 254 para resisténcia inicial
. 1414 para resisténcia adquirida
INH = isoniazida; RFP = rifampicing; PZA = pirazinamida;

SM = estreptomicina ¢ EMB = etambutol.

DISCUSSAQ

A baciloscopia ¢ o método de escolha para o
diagndstico da tuberculose em regies de alta in-
cidéncia come a de Sorocaba, B um método simples,
rapido, econdmice e confidvel. A alcool-dcide re-
sistBneia caracteristica das micobactérias é o funda-
mento do método de coloragiio, por isso a
especificidade da baciloscopia no diagndstico da
tuberculose, se nio ¢ absoluta, entretanto, aproxima-
se de 180% em regides de baixa incidéncia de mico-
bacterioses.

Outra limitagio do exame direto € a sensibili-
dade, uma vez que cerca de 19° bacilos per mililitro
de escarro sdo necessdrios para que 2 prebabilidade
do exame positivo seia de 100%. Esta observacéio
justifica o fato de as formas primiria e menos
avangadas de tuberculose pulmeonay, 7geralmer;te niao
serem detectadas por esie método™

Apesar destas limitaglSes, em nossos estudos a
baciloscopia constituiy wma asma importante no diagndstico

da wberculose pulmonar A variagio da positividade
ocorred devide a alteracdes po atendimento médico
4 populagho, neste perfodo, sendo que nos tltimos
anos, houve um aumento de casos diagnosticados,
gragas & descentralizagio dos servigos de saide e
conseciiente  melhorla no  atendimento.

Ao analisarmos a cultura verificamos que a
mesma proporcionou um acréscimo de 2,42% em
relagio ao total de casos diagnosticados, equivalente
a um rendimento de 19,28% se considerarmos o total
dee pacientes diagnosticados (tabela 2).

O acréscimo na descoberta de casos fornecido
pela cultura mostrou-se significative, evidenciando
a necessidade da realizagdo da culfura no momento
de diagnostico, principalmente nas formas iniciais
da doenga.

Além do exposte, a realizagfio da cultura permite
o isolamento ¢ identificagio do Mycobacterium tu-
berculosis ¢ de outras micobactérias, possibilitando
a diferenciagio enfre tuberculose ¢ as micebacte-
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rioses, que sdo doengas causadas por outras mico-
bactérias que ndo a Mycobacterium tuberculosis.
Nosso servigo registrou quatro casos de infecgles
pulmonares causadas pelo Mycobacterium avium -
intracelulare e um caso devido ao Mycobacterium
szulgai.

Os resultados de resisténcia obtidos com a reali-
zagio de testes de sensibilidade &s drogas foram
importantes na avaliagio do tratamento e dos esque-
mas terapéuticos utilizados, e constituem importan-
teg pardmetros epidemiologicos na organizagio do
Programa de Controle da Tuberculose.

Ao analisar os dados obtidos neste periodo, os
autores ressaltaram a importdncia de uma meto-
dologia organizada, sistemdtica ¢ coerente com a
realidade de cada regifio para que um fiel dimen-

sionamento do problema auxilie a adoglo de es-
tratégiasnocombate dtuberculose.

A gvaliagfo destes dados nada tem de original
nos ‘locais que desenvolvem uma metodologia
completa no diagnédstico bacterioldgico da tuber-
culose, o que € raro entre nds. Continnamos a
frisar a importéncia da baciloscopia, no Programa
de Controle da Tuberculese, identificando as for-
mas infectantes responsdveis pela cadeia infec-
ciosa da deenga. Com a descentralizacdo das
atividades de saide o nimero de exames di-
minuiy, a positividade aumentou e vem crescendo
em todo mundo, no Brasil e também em nosss
regifio, quem sabe pelos aspectos sociais da
doenga.

SILVA, B, A. M. et al. - Tuberculosis bacteriology: activities of Instituto Adolfo Lutz,
Sorocaba, S3c Paulo, Brazil. Rev. Inst. Adelfo Lutz §2 (1/2): 71-.76, 1992,

ABSTRACT: This study was made to evaluate the bacteriological methods used for

the diagnosis and the tratment of pulmonary tuberculosis. The data were obtained by
Instituto Adolfo Lutz Sorccaba in the period of 1980-1990. The direct microscopical
examination was made in 26803 sputum samples from 11206 respiratory sintomatics. It
was examined an average of 2.34 samples per pacient. 1147 new cases were discovered by
microscopical examination. To the treatment control 28405 samples were obtained from
patients in treatment and 1902 in the diagnosis. 274 new cases of pulmonary tuberculosis
were diagnosed by the culture only. From the 5563 positive cultures, 5431 strains belonged
to the Mycobacterium tubercitlosis complex, 4 to the Mycobacterium avium - intracellulare
complex and one was identified as Mycobeterium szulgai. The sensibility test to the
antituberculosis drugs was performed in 1668 strains of Mycobacterium tuberculosis. It
was found resistant strains in 16,53% of patients with no previous treatment and in 47,45%
of patients in treatment. The authors concluded that it is important te have an organized
and approppriated methodology of tuberculosis diagnosis in each region. In this case, the
bacteriological methods would be of important help to the Tuberculosis Control Progran.

DESCRIPTORS: Tuberculosis. Bacteriology. Diagnosis.
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SILVEIRA, N. V. V. e col. - Avaliagiio de parfimetros fisico-quimicos na detecgfio do extrato
solivel de soja em misturas ldcteas. Rev. Inst. 4. Lutz, 52 (1/2): 77-81, 1992.

RESUMO: Foram estudadas as composigbes centesimais e os perfis cromatogrificos
dos dcidos graxos das gorduras de extrato sollivel de soja, de leite em pd integral e de suas
misturas, nas proporgdes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 gramas do extrato soltivel
de soja para completar 100 gramas da mistura, com ¢ leite em p6 integral. A finalidade
deste trabatho foi avaliar a possivel aplicagio na determinacfio do extrato selivel de soja
em misturas licteas. Pela andlise da composiciio centesimal pbde-se detectar a presenga do
extrato soltivel de soja nas misturas g partir de dez por cento, que revela um aumento de
proteinas e diminuicio de gordura ¢ carboidratos. Em relagio 3 andlise dos dcidos graxos,
somente a partir de 20 por cento de adigfio do extrato soluvel de sojs &s misturas padrio,
pdde-se verificar a presenca do extrato de soja, principalmente, pelo aumento do teor do

cido linoléico apresentado.

DESCRITORES: Extrato soltivel de soja em misturas lcteas, avaliagdo. Pardmetros
fisico-quimicos parz detecgio do extrato soltvel de soia em nisturas licteas.

INTRODUCAO

Os técnicos dos orgdos responsdveis pela
aquisicio de produtos i&cteos destinados 4 merenda
escolar, fazem a avaliagfo dos mesmos comparando
as formulagbes apresentadas pelos produtores com
os resultados dos laudos analiticos fornecidos pelos
laboratérios oficiais das amostras correspondentes.
Fsses dados vio orientar og nutricionistas na con-
fecglo dos cardapios destinados 4 merenda escolar.
As analises feitas em laboratdrios oficiais exigem
cuidados para escolha dos métodos utilizados, pois
se destinam a detectar e prevenir frandes contra a
saude piblica e 4 economia popular

Para detectar a presenga do extrato soltivel de soja
em misturas ldcteas, ja foram estudados muitos
métodos: pela identificagdo e guantificagio de pro-
teina de origem animal e vegetal, através deo perfil
cromatografico dos seus amingdcidos; por métodes
imunolégicos e eletroforéticos” !

Nos fltimes anos, tem sido crescente o em-
prego da soja e seus derivados na formulagio de
produtes para a alimentagio humana. A soja pode
oferecer proteina de bos qualidade e s sua ade-
quaciio 4 saliide é possivel quando o preduto tem
uma formulagdo balanceada em alimentos proces-
sados. O extrato de soja oferecido com a comple-
mentacio de aminosacidos essenciais, val fornecer
0 nitrogénio necessério para criangas em idade
escolar e para adultos carentes desses nutrientes.
E um alimento também indicado como alternativa
do leite nas dietas nuzf;menaas ?ara individuos
com intolerdncia i lactose®

£ certo que a adigdo do extrate de scia & mis-
tura lactea, em substituiglo ao leite em po, & fi-
nanceiramente um atrativo. A sua presenga é
permitida em véarios produtos licteos, desde que
seja declarada nas suas formulagdes, quando se

* Realizado nas Segdes de Laticinios e de Cromatografia Gasosa do Instituto Adoifo Luiz, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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tratar de merenda escolar. E, na rotulagem, nos de-
maiscasos” ™

A proposta deste trabalhe é avaliar parmetros
para detectar extrato solivel de soja em alimento
Heteo, pelo estudo da composi¢do centesimal e com-
paraclio dos perfis cromatogrifices dos dcidos
graxos, das gorduras do extrato sobivel de soja
desidratado, leite em po integral, como padrdes e as
misturas dos mesmos, em quantidades conhecidas,

MATERIAL E METODO

Foram preparadas misturas padrdo de leite de
vaca em pé integral com extrato soldvel de soja puro.
O extrato solivel de soja, nas misturas, enconirava-
se nas seguintes proporgdes: 00, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 ¢ 100 por cento, correspondendo a
numeragio das amosiras, respectivamente do
namero 1 ao nldmero 11.

As composigdes centesimais foram determinadas
em todas as amostras de leite em pd integral do
extrato soldvel de soja e das suas misturas, segundo
o8 métodos indicados nas Normas Anallticas do
Instituto Adolfo Lutz para alimentos”.

Os dcidos graxos, presentes na gordura ex-
traida das amosiras pelo método de Soxhlet, foram
determinados pela cromatografia em fase gasosa.
Os ésteres dos dcidos graxos e o glicerol foram
transformados em. metil ésteres, segundo meto-
dologia descrita nas Normas Analiticas do Insti-
tute Adolfo Lusz ¥ Utilizou-se um cromatégrafo a
gas, com detector de ionizagio de chama, de
marcaz CG - modelo 500. Para a separagio dos
metil ésteres dos dcidos graxos, foi utilizada uma
coluna capilar de sflica fundida, de 25 om de
comprimento, tendo um filme de polietileno glicol
{PEG), como fase estaciondria. Foram obedecidas
as seguintes condigfes de operaglo: temperatura
programada de coluna: 60 a 260°C; velocidade de
programagio; 10°C/minuto; temperatura do inje-
tor e do detector: 260°C; gas de arraste:
hidrogénio, com fluxo aproximado de 0,8 mli/mi-
nute. Qs dcidos graxos foram identificados
através de seus padrBes de ésteres metilicos e a
quantificagio feita por normalizagio de drea
através de um integrador, marca CG - modeio 300.

DISCUSSAC E CONCLUSAQ

Na tabela 1, encontram-se relacionados os
dados da composicdo centesimal ¢, na tabela 2, as
porcentagens dos acidos graxos das amostras
analisadas.
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Os resultados apresentados nas andlises das com-
posicies centesiinais das misturas padrio, indicados
na tabela 1, mostram que na proporgéo que guments
a guantidade de exirato solivel de soja adicionado
a0 leite em pé integral, aumentam os tecres de pro-
teinas e diminuem consideravelmente 0§ teores de
gordura e glicidios, Segundo dados da literatura, o
extrato de soja contém mais proteinas e menos gor-
%3;1343 carboidratos do que o leite em pd integral ™

A partir de 16% de extrato soltivel de soja adi-
cionado, é possivel observar uma discrepineia nos
valores normais daqueles constituintes do leite em
p6 integral. Entretanto, considera-se gue nio hd
nada gue comprove a presenga do extrato selivel de
soja nas misturas padriio.

Avaliando o perfil cromatogrifico dos #cidos
graxos apresentados pelag amostras puras e suas
misturas, observou-se gue s porcentagem obtida
para ¢ dcide linonéico mostrou ser o parfmetro mais
sensivel na indicagio da presenga do extrato de soja
(tabela 2). Isto porque a gordura de soja contém altos
teores daquele dcido graxe, maior que 45%6, en-
guanto gue na gordura de leite de vaca, os teores sdo
mais baixos, inferiores a 5% (tabela 3). Com relagio
aos outros dcidos graxos, o caprico, caprdico,
caprifico, mirfstico, palmitico, ldurico, a presenga do
adulterante s6 € observavel para niveis de adiglio
superiores a 60%, devido & ampla faixa de variagio
daqf&eies 4cidos graxos, na gordura do leite de vaca
417 para baixos niveis de adi¢iio, os valores desses
Acidos graxos situaram-se dentro da faixa carac-
teristica da gordura do leite da vaca. A partir de 20%
de adigio de extrato soiivel de soja as misturas
padrio, o teor de icido linoléico situa-se bastante
acima do limite normalmente encontrado na gordura
do leite em @éi’ v

O estudo da composigio em 4cidos graxos nio
pode ser considerado decisive na avaliagdo da
presenga do extrato selivel de soja no leite em pod
integral, visto que apenas um, deatre os varios
acidos graxos, apresentou seus valores normais
alterados, e s6 ocorrendo para adigdes superiores
a 20%.

Do estudo realizado, conclui-se que a partir da
composigiio centesimal das amostras estudadas,
percebe-se a presenga do extrato selivel de soja
com 10%, no minime, de adigio. A partir do perfil
cromatogréfico dos dcidos graxes, pelo teor do
acido linoléico, tem-se g indicagio da presenga do
extrato solivel de soia com 20%, no minimo, de
adicdo.
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TABELA 1
Composicio centesimal obtida para o leite em pd integral, misturas de leite em pé integral com extrato solilvel
de soja ¢ para o extrato soliivel de soja pure (%PP).

AmostrasN®  LRI*  Misturas de leite em p6 integral com extrato solivel desoja ~ ESS**

Determinagdes 01 02 03 04 05 66 67 08 09 10 11
100% 90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10% 00%

Unnidade 28 29 36 30 30 32 29 33 33 31 31

Cinzas s7 57 60 55 53 53 55 54 54 56 55

Gordura 270 275 261 250 248 243 233 216 21,6 216 221

Protefna 272 304 329 342 369 370 394 432 432 475 519

Glicidios 373 335 320 323 300 302 289 265 230 222 174
TABELA 2

Composicio de dcidos graxos de gordura de leite em pé integral, misturas de leite em pé integral com extrato
de soja ¢ de extrato solfvel de soja puro (%P/P de metil ésteres).

Amostras N®*  LPL* Misturas de leite em pé integral com extrato soldvel de soja ESS**

Determinacoes 01 02 43 04 05 66 07 68 09 10 i 51
100% 90% B0% 70%  60%  50%  40% 0% 20%  10%  00%

“Acido butirico 1.2 . . - _ . . - . . -
C 4:0) ’

Acido 2.6 1,8 1,9 07 1,7 07 1,0 1,1 0,4 - -
Caproico

(3 6:0)

Acido L6 1,2 1,3 1,0 L2 07 05 - - - -

C;‘é;rili.co
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Acido caprico . -
(C 10:0) 39 24 24 21 22 12 L1 08 05

Acido Laurico 3 - -
iolduico 29 27 27 25 24 16 L4 09 06

Acido 19,5 11,0 102 97 87 64 58 41 29 12 .
Miristico

(C 14:0)

Acido 0.9 1,2 1,1 1] 09 08 905 04 . - .
Miristoléice

€ 14:1)

Cis 16 1,4 1,2 12 12 1,0 14 0% 04 - -
Acido 272 306 29,1 289 269 241 247 20 167 150 126
Palmitico

({C 16:0)

Acido 36 L8 17 22 15 13 L1 08 06 - .
Palmifoléico

16:1)

Cyy 1,5 16 08 07 - . - - . - -

Acido 124 14,7 105 95 95 &8 85 78 64 51 4,1
Estearico
(C 18:0)
A%go]glfico 21,2 26,1 251 261 250 245 243 240 222 237 183
Acido 47 49 98 12,2 155 198 235 265 361 448 469
Linoléico
(C 18:2)
Acido 0,7 0,9 15 1,3 13 1,9 22 27 4,1 6.1 8,1
Linolénico ’ ’
(C 18:3)

* L.PI1 = Leite em pd integral
** E.8.8. = Extrato soltvel de soja puro
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TABELA 3

Dades Obtidos da Literatura *

Composigio em Acidos Graxos da Gordura de Leite de Vaca e d? 6*f)Eeo de Soia (% P/P de Metil Esteres).

Acidos Acidos Acido Acido Acido Acide Acido Acido Acide Acido Cis Acido Acido Ci7 Acide Acido Acido Acido Acido

Graxos Butirico Caproico CéaprilicoCaprice Capricol Laurico Lauro-  Miristico Miris- Paimi-  Palmi- Estedrico Oféico Lino-  Araqui- Lino-
éico leico léico tico léice ) léico  dico lénico

Gordura 0,4 0.6 0.2 1,2 19 63 0,5 0,5 226 i1 03 45 16,7 03 0.3

de leite a a a a tr* a r* a a a a a a a a a r* a

deVaca 2,0 34 4,7 5.2 6,1 20,8 3,0 1,7 416 39 1,0 1986 388 2.2 22

Gordura 3.0 1,5 0.5 1,0 2,5 ] 250 8,0 30,0 40 0,4

deleile a a a a — a — a — — A - - g a a a C

de Vaca 4,0 3,0 2,0 35 50 0 29,0 13,0 40,0 508 1,0

Oleo 7.0 2,0 190 480 40

desoja — - — — — — — <0,5 — — & <0,5 — & a a <10 &

12,0 5,5 300 58,0 10,0
* {r = {ragos

"T661 18- W(7/1) TS ‘@ offopy I8uf ey 'seadY] LS

wa efos 9p [2AN0S 0JENXS 0P 0850213p B soowumb-0o1syy sonswgied ap OBdBIRAY D 12 A A N VIIHATIS
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SILVEIRA, N, V. V, ef gl. - Evaluation of physical-chemical parameters for detection of
soy soluble extract in lacteous mixture. Rew. Inst. ddolfo Lutz, 52 (1/2): 77-81, 1892,

ABSTRACT: Studies were performed on centesimal composition and chromatografic
profiles of fatty acids drawn out from soy soluble extract fat derived, from whele milk
powder and from their mixtures in the proportions of 10, 20, 30, 40, 58, 66, 70, 80 and 90
grams of the soy extracis to complete 100 grams of the mixtures with the whole milk
powder. The purpose was to evaluate the possible presence of soy soluble extract in milk
mixture, From the analysis of the centesimal composition the presence of the soy scluble
extract can be detected in mixture starting from 10 per cent, which shows a protein
increasing and fatand carbohidrate decrease. Regarding the detection of soy soluble extract
through the analysis of fatty acids, safe results should only be considered if soy soluble
extract presence is superior to 20%, specially by the evaluation of the linoleic acid content.

DESCRIPTORS: Soy soluble extract in lacteons mixture. Lacteous mixture evalu-
ation. Physical-chemical parameters for detection of soy soluble extract in lacteous mixture.
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INCIDENCIA DE AFLATOXINAS EM PACOCAS DE AMENDOIM CONSU-
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FREITAS, V. P. §. & BADOLATO, M. 1. C. - Incidéncia de aflatoxinas em pagocas de
amendoim consumidas na cidade de Campinas, Estado de S&o Paulo. Rew Inst. ddolfo
Lutz, 52 (1/2): 83-87, 1592,

RESUMO: Foram analisadas um total de 316 amostras de pagocas de amendoim de 4
marcas diferentes e de 2 tipos: GIBI {doce} ¢ GT {creme) coletadas semanalimente, no
perfodo de janeiro a dezembro de 1988 em fibricas e depésitos na cidade de Campinas,
onde se localiza um grande niimero de fibricas de doces de grande, médio e pequene porte
bem comeo varios depositos de doces. Foi utilizada a técnica de cromatografia em camada
delgada. Das 316 amostras analisadas, 205 (64,95%) encontravam-se contaminadas com
aflatoxinas numa faixa de 4 a 1951g/kg e destas, S1,58% continham teores acima do limite
tolerado pela legistagio brasileira (30ug/kg).

DESCRITORES: Aflatoxinas, determinacdo em pagocas de amendoim. Pagocas,
determinacio de aflatoxinas. Cromatografia em camada deigada.

INTRODUCAO

A contaminag¢do de alimentos com substincias
toxicas produzidas por fungos e outros microorga-
nismos, constitui um grave problema por suas impli-
cagBes na saide humana e na disponibilidade de
alimentos de origem animal ¢ vegetal.

As micotoxinas s3o compostas de diversas estru-
turas quimicas, proéﬂadas gfss fungos toxigénicos,
sob condigles aéequadas

Os fungos produtores de micotoxinas sio sapréfi-
tos habituais do solo, ar e quando o meio ambiente
& propicio, colonizam em diversos substratos”

Dentre as micotoxinas encontradas em slimen-
tos, as que causam maior dano 2os animais e ao
homem sfo as aflatoxinas. A aflatoxina Bl
(AFBI} ¢ considerada % maxs Gpotenie hepatocar-
cinogénico conhecido™ 345

O Brasil & um pais de clima predominaniemente
tropical com todas as condigdes que levam & con-
taminagido dos alimentos por aflatoxinas, e virios
trabalhos foram realizados em relaglo as aflatoxinas
sendo oue a maioria envelve levantamento dos teores

El ;‘l atoxinas em alimentos ¢ ra;oess 3.10,11,12,13,

Em 1982, SABINO et afii'® analisaram 50
amostras de pastas de amendoim e 106 de pagoca,
encontrando niveis de até 278ug/kg e 260ug/kg res-
pectivamente, Scussel e Amaya emn 19857 analisaram
241 amoestras de amendoim e seus produtos, limitada a
cidade de Carmnpinas. Destas 128 amostras foram posi-
tivas das guais 92 continham teores acima do limite
de tolerfincia permitida pela legislagiio brasileira'. A
pagoca alcangou niveis de 1282up/kg de AFBl e
476ug/kg de AFGL.

Considerando que a pagoca de amendoim fem
como principal alve o consume pela populagio in-
fantil ¢ é distribuida na merenda escolar, resolvemos
dar continuidade ao estudo sobre as variagdes dos
niveis de aflatoxinas Bl e Gl na cidade de Campi-
nas, no periodo de janeiro a dezembro de 1988, onde
se localiza um grande nimero de fibricas de doces
de grande, médio e pequeno porte bem como vérios
depositos de doces.

* Realizado na Se¢do de Bromatologia ¢ Quimica/ I A. Lutz - Campinas,
** Da segdc de Bromatologia ¢ Quimica do I A. Lutz de Campinas,
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas um total de 316 amostras de
pagoca de amendoim, de guatro marcas diferentes (A,
B, C, D} e de dois tipos : Gibi (doce) e GT {creme),
¢oletadas semanalmente, no periodo de janeiro a
dezembro de 1988 em fibricas e depositos.

O método utilizado para determinagio das
afiatoxinas fei o descrito no livro Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz! que nada
mais € que o método BF do AOACY com
pequenas modificagdes. A confirmacgio da identi-
dade das aflatoxinas foi feita pelo método do
4cido trifiucracético (TFA)we

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados s#o apresentados nas tabelas 1, 2,
Jegraficoslel.

Do total de 316 amostras analisadas no periodo
de 12 meses (janeiro - dezembro/88), 64,5%
estavam contaminadas com aflatoxinas, sende que
51,58% apresentaram teores acima do limite de tole-
rincia de 30 ppb (B1 + GI) estipulado pela legis-
lacdo brasileirs !

Fato digno de mengio foi a redugdo des niveis de
aflatoxinas nas amostras de pagoca coletadas nos
meses de invernce gquando as condigdes climdticas
nde sdo favordveis & contaminagio, exceto aguelas
da marca C que continham maior contaminagio
devido, possivelmente, a um controle de gualidade
inadequado, indicando assim a ma qualidade do
amendoim utilizado.

Correlacionando os nogsos achados com agueles
obtidos por Sabino ef alii'> e Scussel & Rodrigues-
Amaya!®, que analisaram, respectivamente, pagoca
de amendoim consumida no Bstado de Sio Paulo e
amestras de amendoim e seus produtos comerciali-
zados em Campinas em 1980-1982, foram, encon-
trados, no presente estudo, teores mais elevados de
aflatoxinas {acima de 30 ppb). Este fato demonstra
gue apesar ds conhecimentos sobre os efeitos das
Aflatexinas o problema de contaminagio do amen-
deim continua sendo uma preocupaglio para a saude
piiblica, mostrando a necessidade da manutengiio de
um conirole continuo e sistematico das matérias-pri-
mas.

TABELA 1
Niveis de aflatoxinas (Bl + G1) em pagocas de amendoim
............................................................................................................................................................................... Vanag,:m
MARCA N Total  N%amostras N amostras N amostras Minimo Mixime
amostras N.D. * <30ugkg > 30ugkg nofke wefke
A 79 41 14 24 8 163
B 7% 10 12 27 5 181
C 79 17 3 59 8 195
D 79 24 2 53 8 195
Total 316 122 31

* N.D. = Nilo aparecimento de fluorescéneia no cromatograma.

L

TABELA 2
Incidéncia de aflatoxinas (B1 + G1) emt pagocas de amendoim, tipo GT (ereme) ¢ tipo GIBI {doce)

GT {creme) GIBI {doce)

MARCA n? n® amostras n® amostras n® amostras n® n® amostras n® amostras n® amosiras
amostras ~ N.D.* <30ng/keg >30ughkg amostras  N.D. ¥ <30up/ke >30ugke

A 78 39 15 24 1 1 E -

B 56 18 13 25 23 16 5 2

C 68 g 2 58 1t 6 4 1

D 75 21 2 52 4 2 1 1

277 86 32 159 25 4

Total

39

* N.D. = Néo aparecimento de fluorescéneia no cromatograma.
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TABELA 3
Distribuigic mensal da contaminag#o por aflatoxinas (Bl + GI) nas amostras de pagocas de amendoim dos tipos
GT ¢ GIBL

JanFevMarAbrMaxJan o AgoSetOutNov o
n>30 n>30 n>30 n>30 n>30 2a>30 n>30 n>30 n>30 n>30 a>30 a>30
A g8 18 15 27 59 77 28 611014 135 04 1 4 379
(12.5) (12,5) (40) (71,43) (77,77) (28,5T) o a8 025 o 25 (05
B g 07 25 28 29 27 4 8 11 24 25 44 24 379
(0) (2587)  (40) {25) (2222) (57.14) (12,5) (20 (30) (8O) (203 (75)
C g8 57 735 58 89 ¢ 7 48 &9 25 34 335 24 379
(62,5) (100) (100) (100) (100) (57,14) (160) (22,2) (60 (750 (40 (7%
D 8 06 0 6 3 8 5 10106 68 7 10 94 3 5 24 44 479
O ©® 6 625 (00) (100) (75 ©0) (75 (€0) (100) (100)

Marca

* 30pg/kg
n=n’ de amostras analisadas com teores scima de 30ug/kg
** o3 niimeros entre parénteses indicam 3 % de amostras acima de 30ugkg

GRAFICO I - Veiores de aflatoxina 8 +61 em poagoca de amendoim

GRAFICO |
Valores de aflatoxina B1 + 61 em pagoca de amendoin
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Variagio percentual de amostras com valores de aflatoxina > 30 ppb em fungio dos meses (ano 1988)
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FREITAS, V. P. 8. & BADOLATO, M. L C. - Incidence of aflatoxins in peanut sweet bars,
consumed in Campinas, S3o Paulo, Brazil. Rev. Inst. ddolfo Lutz 52¢1/2):83-87,1992.

ABSTRACT: Samples of three hundred sixteen of peanut sweet bars were analysed
for determination of the amount of aflatoxins. They were taken out from 4 different marks
and two types as called “gibi” (sweet) and “GT” (cream). This samples were collected
weekly since January to December 1988, in industries and storehouses from Campinas city
where there are many factories processing peanut, with large, medium and small capacity.
Thin-layer chromatography was employed for determination of aflatoxins. Aflatoxins were
detected in 205 samples (64,95%6) ranged from 4 1o 195pug/kg. These 205 samples, 163 (51,58%)
had concentation higher than those tolerated by pertinent Brazilian legislation (30ug/kg).

DESCRIPTORS: Aflatoxing, determination in peanut sweet bars, determination of
aflatoxing, thin-layer cromatography. '
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AMARAL MELLO, M.R.P. ¢ col. - Estudo comparativo de métodos de extragiio para
determinagio de cafeina em caf. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 52 (1/2):89 -95, 1992,

RESUMO: Foram realizados estudos comparativos entre trés métodos de extragiio para
determinacdo de cafeina em amostras de café cru, café torrado, café sohivel e extrato de
café. Compararam-se os métodos: de Cortes, descrito nas "Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz"; este mesmo método, com modificagbes relativas 4 quantidade de amostra e
de Lee Kum-Tatt modificado. Verificou-se que os métodos LAL. e Lee Kum-Tatt modifi-
cados forneceram os methores resuitados, e gue este Gitimo, além disso se destacou como
o mais aprepriado para anélises de roting pela sua rapidez e operacionalidade.

DESCRITORES: Café, determinagio de cafeina em. Cafeina em café, determinacio.

Meétodos de extracéio, estude comparativo.

INTRODUCAQ

O café, talvez seja a bebida mais conhecida e
apreciada em todo o mundo. Além de suas carac-
teristicas organolépticas destaca-se a sua agio es-
timuiante sobre o sistema nervoso central, a
musculatura esquelética ¢ o sistema circulatdrio,
acdo essa devida 4 presenga do alcaldide trimetilx-
antina on cafeina,

O teor da cafeina no café %ode variar de 0,5% a
2,0% dependendo da espécie’, e tem sido utilizado
como pardmetro de qualidade, tanto do café cru em
grio, como do caft torrado e do café soltvel. A legis-
lagio brasileira, de 1978, exige um teor minimo de 1%
p/p de cafeina para o café cru em griio, de 9,7%1%/9 para
café torrado e de 2,0% p/p para café solavel > .

Muitos métodos analiticos sfo citados na litera-
tura para a quantificaglio da cafeina em café. Esses
métpdos incluem a determinagdo graviméirica™ ~ a
espectrofotometria na regido do ultravioleta™ > % 11

e a cromatografia Hquida de alta resolugio’.

A quantificagio de cafeina em cafés tem sido
realizada, na maioria dos cases, por meio da deter-
minagio espectrofotoméirica, que tem se mostrado
seletiva, simples e rapida. A etapa precedente sessa
quantificagio pode ser realizada através de extragio
dcida, como descrita nas "Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz" com base no método de
Cortesz, ou scia, por carbonizagio seletiva da
matéria orginica da amostra pelo acide sulfirico
concentrade, para liberagdo da cafeina, seguida
da extracio com cloroférmioc. No que se refere a
essa técnica, os autores t8m constatado que a
variagio da quantidade de dcido em relaglio 2
amostra utilizada pode resultar na obtencio de
diferentes teores de cafeina.

Alguns autores, entretanto, utilizam extragio al-
calina com hidroxide de amdnio e cloroformio e
subsegliente passagem do extrato através de coluna
de alumina, com vistas 4 remogio de impurezas
interferentes.

* Realizado na Se¢io de Oleos, Gorduras e Condimentos do Tnstitute Adoifo Lutz, $3o Paule, SI'. Apresentado
no VII Encontro Nacional de Analistas de Alimentos, Sd3o Paule, 1991,

** Do Instituto Adolfo Lutz.

***x Do Iustitute de Tecnologia de Alimentos (Se¢do de Estatistica).
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Com o objetive de escolher a melhor conduta para
determinar cafeina em amostras de café, levando em
eonsideragio facilidade de operagio, eliminagio de
possivels interferfncias ¢ obtenglo de bons resul-
tados na faixa de concentragio estudada, foi reali-
zado um estudo comparative entre o método oficial
descrito no livro Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz, e este mesmo método com modifi-
cacdes relativas a quantidades de amostra e o método
de Lee Kum-Tatt”, baseado em extragdo alcalina,
cotm modificagdes.

MATERIAL E METODOS

a) MATERTAL

Foram analisadas 42 amostras de café, assim dis-
tribuidas de acorde com a forma de apresentagiio:
dez amostras de café cru em grio, dez amostras de
café torrado e moido, dez amostras de café soldvel
¢ doze amostras de exirato de café,

b) METODOS

Foi realizado um estudo comparativo entre trés
métodos de extragio de cafelna: 2) método LAL. —
baseado em extracio dcida, empregando-se a técnica
descrita no livro de "Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz" v. 1, 1985; b) métode LA.L. modifi-
cado — empregando-se a mesma técnica, apenas
alterando-se a quantidade de amostra; <) métedo Lee
Kum-Tatt modificado — baseado em extragdio al-
calina.

A partir da exiragfio, a dosagem da cafeina
obtida foi feita por espectrofotometria na regifo
do ultravioleta.

b | Método TAL.

Pesar com precisio n g da amostra em um béguer
de 100 ml (onde n = 2g para café cri e café torrado;
1g para o café solavel e extrate de café). Adicionar
cuidadosamente, evitande a formagio de grumos,
com auxiiio de uma vareta de vidro, 4 ml de dcido
sulflirico. Homogeneizar. Aquecer em banho-maria
por 15 minutos. Adicionar, com cuidado, 50 ml de
dgua destilada fervente. Aquecer por mais de 13
minutes. Filtrar a guente, Lavar o béquer e o filtro
com trés porgdes de 10 ml de dgua quente, acidulada
cem dcido sulfiirico. Receber o filtrado & as 4guas
de lavagem em um funil de separagiio de 250 mi.
Esfriar. Adicionar 30 ml de cloroférmio. Agitar.
Esperar a separagio das camadas. Decantar a
camada cloroférmica, por meic de um filiro umede-
cido com ¢loroférmio, para um baldo de fundo chato
de 250 ml com junta esmerilhada. Repetir a extragio
com mais trés porgdes de 30 ml de cloroférmio.
Evaporar o cloroférmio. Dissolver o residuo em
dgua destilada quente, filtrando para um baldo
volumétrico de 1000 ml, Completar o volume com
dpua destilada. Medir a absorbincia 2 274 nm, em
espectrofotdmetro. Determinar 2 quantidade de
cafeina correspondente, usando curva-padriio pre-
viamente estabelecida.
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Curva-padrio — preparar uma solugio-estoque
de cafeina com 10 mg/100 ml. Com auxilio de bureta
transferir aliquotas de 2, 3, 5, 7, 8, 10 e 15 ml para
baides de 100 ml. Completar o volume com 4gua
destilada. Medir g absorbéncia a 274 nm, usando um
branco para calibragdo do espectrofotdmetro,

b. 2 Métodos LA.L. modificado

Empregon-se a mesma técnica descrita acima,
apenas alterando-ye a quantidade de amostra {1 g ao
invés de 2 g para café cru e café torrade e 0,5 g o
invés de 1 g para café solivel).

b. 3 Método de Lee Kum-Tatt modificado

Pesar 1,0g para café cru, torrado e extrato de
café ou 0,5g para café soliivel, transferir para um
frasco erlenmeyer de 125 ml contende 3 ml de
solugio de hidroxido de amdnie a 10%; adicionar
50 mi de cloroférmio contendo 1% de etanol,
aquecer sob refluxo por dez minutos. Passar o
contelddo do frasce através de um funil contendo
algoddo, de maneira que o filtrado seja recebido
diretamente em uma ceoluna de vidro (2,5 cm de
didmetro x 25 cm de altura) "empaceotada” com 10
g de oxido de aluminio neutro {atividade I). Lavar
o frasco com mais duss porgdes de 50 ml do
cloroférmio contendo 1% de etanol. Recolher o
eluato em um baldo de fundo chato de 250 mi com
junta esmerilhada. Bvaporar o cloreférmio e dis-
solver o residuo em dgua destilada quente, fil-
trando para um balie volumétrico de 1000 ml
Compietar o volume com dgna. Medir a absorbin-
cia a 274 nm, em espectrofotdmetro. Determinar
a quantidade de cafeina correspondente, usando
uma curva-padrio previamente estabelecida,

Asmodificagles introduzidas no métode original
de Lee Kum-Tatt referem-se ao volume de clorofér-
mio usado na extragdio, tempo de aquecimento sob
refluxo e leitura da cafeina em dgua destilada em vez
de cloroformio.

Salienta-se que as modificacBes, tanto para o
métedo I.A.L. como para o métedo de Lee Kum-Tatt
foram introduzidas apds vérios testes com relagfo ao
tempo e a eficiéncia de extracio.

¢} ANALISE ESTATISTICA

¢. I Para andlise conjunta dos dados de café cru,
café torrado e meoido e café sohivel

Os dados de teores de cafeina em café foram
submetidos & an#lise da vari&ncia, segundo o de-
lineamento de parcelas subdivididas (split-plots
designj} incluinde nas parcelas o fator tipos de café
e nas subparcelas o fator métodos de extraglo, ea
interagdo tipos de café x métedos de extragio.
Quando da significincia (p <0,05) dessa in-
teraglo, estudou-se o efeito de um fator em re-
lagdo ao outro. A anilise da varidncia foi
complementada com o teste de TuKey para o con-
fronto das médias referentes a tipos de café e a
métodos de extragdo da cafeina.
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¢. 2 Para extrato de café RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de teores de cafeina foram submetides 4 (s resnltados da determinaciio de cafeina das
andlise da variancia segurzdo o modele de dois critérios amoesiras ?3103 métodos citados, enconiram-se re-
de C;assiﬁcagéﬂ, e as médias referentes a métodos de facionados nas tahelas 1’ 2, e 4’ de acordo com 0
extraciio confrontadas pelo teste de Tukey. tipe de amostra.

Para ambos os casos o nivel de erro para os testes
estatisticos foi fixado em 5%.

Tabela 1
Teores de cafeina nas amostras de café cru, obtidos pelos diferentes métodos.

Amostra Meétodo Métode Meétodo
N2 : LAL. LAL Lee Kum-Tatt
g/100g meodificado modificado

g/100g 2/100g
i 0,93 1,08 0,91
2 0,94 1,08 0,98
3 0,94 1,14 057
4 1,03 1,14 1,00
5 1,01 1,13 0,97
6 0,95 1,15 1,10
7 0,99 115 0,62
g 0,97 1,05 0,97
g 0,91 1,08 0,92
10 0,92 1,08 0,50

Tabela 2

Teores de cafeina nas amostras de café torrade e moido, obtidos pelos diferentes métodos,

Amostra Meétodo Método Meétodo
N° LA.L, LAL. Lee Kum-Taut
modificado modificado

g/100g g/100g ) g/100g
1 1,04 1,28 131
2 1,08 1,38 1,33
3 1,08 1,35 1,20
4 1,07 1,31 130
5 0,59 1,22 1,22
6 0,98 1,22 1,23
7 0,98 1,31 1.24
8 1,02 1,35 1,24
G 1,56 1,80 1,89
10 1,02 1,22 1,22

91



MELLO, M.RP. do A. et alii. - Estudo comparativo de métodos de extragio para determinacio de cafeina em
café. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 52(1/2): 89-95, 1992

Tabela 3
Teores de cafeina nas amostras de café solGvel, obtidos pelos diferentes métodos.

Amostra Método Método Mgétodo
N LAL LAL. Lee Kum-Tatt
g/100g modificado modificado

g/100g g/100g
1 2,51 2,77 2,77
2 2,29 2,45 2,48
3 2,52 2,71 2,69
4 2,19 2,52 2,40
5 2,18 2,39 2,40
6 248 2,80 292
7 2,35 2,69 2,58
8 232 2,63 2,62
9 2,06 2,26 2.33
10 . 249 2,70 2,65

Tabela 4

Teores de cafelna nas amostras de extrato de cafe, obtidos pelos diferentes métodos.

Amostra Método Método
NP LA.L. Lee Kum-Tatt
modificado

2/100g g/100g
1 0,96 1,60
2 1,04 1,06
3 1,06 1,00
4 2,36 2,66
5 2,37 2,68
6 232 2,51
7 1,i6 1,16
8 1,20 1,16
G 1,17 1,17
i0 2,30 2,42
il 2,54 2,83
12 2,60 2,75

Uma vez que a3 "Normas Analiticas do Instituto  caso o mesmo método 1A L. indicado para outros
Adolfo Lutz” ndo indicam o procedimento para ex-  tipos de café, mas adequando-se a guantidade de
tragdo da cafeina do extrato de café, adotou-se nesse
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amostra a ser utilizada em fungdo da concentragdo
de cafeina presente.

Confrontando os valores de cafeina obtidos, veri-
-fica-se que o método LA.L. modificado mostrou-se
mais eficiente que o método [.A L. para os cafés cru,
torrado e soldvel.

Comparando-se os métodos T.A L. modificado
{extragho é&cida) e Lee Kum-Tatt modificado (ex-
tragdo alcalina), verifica-se que somente no caso do
café cru, pelo fato da cafeina estar ligada a outras
substincias, o que nio ocorre nas demais formas de
café”, a extragio dacida mostrou-se mais eficiente.

Algumas consideragtes devem ser feitas comn re-
lag3o 4 operacionalidade de cada método. Assim, os
métodos L.A.L. e LA.L. modificado apresentam
como desvantagens ¢ fato de incluirem uma etapa de
exiragio da cafeina envolvende agitagdo em funil de
separagfio ¢ problemas de formagdo de emulsdes,
priacipalmente nos casos de amostras de cafe verde
e de exirato de café, Embora solucioniveis, tais
inconvenientes retardam o andamento da andlise.
Comparativamente, o método de Lee Kum-Tatt
modificado mostrou-se mais simples e répido.

Os resuliados estatisticos constam dos Quadros
1,2,3e4.

Quadre 1
Anélise da vartincia dos dados de teores de cafeina nos cafés cru, torrado, moide e solivel.
BV * G.L. 5.0. oM, F
Tipos de café (T) 2 38779042
Residuo (a) 27 1,685740 0062435
Subtotal (29) {40,464782)
Método de extragiio (M) 2 0,795049
Interagdo Tx M 4 0,185605 0,046401 24,94 (p < 0,05}
Residuo (b) 54 0,100430 0,001861
Total &9 41,545916
C.V. (parcelas) = 15,73% C.V. (subparcelas) = 2,72%
* F.V. = fonte de variagio
5.Q. = soma de quadrados
F = valor da estatistica F
G.L. = graus de liberdade
Q.M. = guadrado médio
C.V. = coeficiente de variagdo
p = nivel minimo de significincia
Quadro 2

Confronto das médias de métodos de extragio dentro de cada forma de extragiio devide 4 significincia da in-
teragdo tipos de café x métodos de extragdo.

- D.MLS. (5%) = diferenga minima significativa do teste de Tukey ao nivel de erro de 5%
- Ag médias acompanhadas de mesma letra nfo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey

TIPOS DE CAFE
METODOS Torrado Cru Solavel
LAL, 1,08 a 0,96 a 2,34 a
LA.L. modificado 1,34b i,11b 2,60b
Lee Kum-Tatt 1,320 096a 2,580
modificado
DM.S. (5% 0,05 0,05 6,05
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Quadre 3
Confronto das médias de formas de apresentagio dentro de cada método de extragfo devido & significineia da
interagéo tipos de café x métodos de extragio.

METODOS
TIPOS DE CAFE LAL. 1.A.L. medificade Lee Kum-Tatt
modificado
Torrado 1,08 a 134 a 1,32a
Cru 0,96 a Lilh 0.96b
Schivel 2,34b 260¢ 2,58¢
D.M.S. (5%) 0,16 0,15 0,16

- D.MLS. {5%) = Diferenga minima significativa do teste de Tukey ao nivel de crro 5%
- As médias acompanhadas de mesma letra nio diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey.

) Quadro 4
Anilise da varidncia dos dados dos teores de cafeina no extrato de café,
EV. GL. 5.Q. Q.M. F
Meétodos i 0,07260 0,07260 7.78 (p < 0,05)
Amostras 11 12,57493 1,14318 122,57 (p < 0,05}
Residuo 11 0,10260 0,009327
Total 23 12,75013
CV.=533%

O Quadro 1 mostra que o efeito da interago tipos
de café x métodos de extragio foi significativo
{p<0,05}, indicando que o efeito de um fator de-
pende do outre. Indica também que o coeficients de
variagfio (¢.v.) para parcelas e subparcelas foi de
magnitudes 15,73% e 2,72% respectivamente,

O Quadro 2 mestra que os teores de cafeina
objetidos pelos métodos LA.L. modificado e Lee
Kum-Tatt medificado nio diferiram significati-
vamente entre si, tanto para café torrado como para
café solivel, mas que diferiram do obtido pelo
método LA.L. J4 para o café cru, o teor de cafeina
peto métode LA.L. modificado foi significati-
vamente superior aos obtidos pelos métodes LAL.
¢ Lee Kum-Tait modificado.

O Quadro 3 mostra que o teor de cafeina no cafg
solivel foi significativamente superior acs demais
tipos de café para todos os métodes utilizados, e que
no café torrado, o teor de cafeina foi significati-
vamente superior ao café cru nos métodos LAL.
modificado e Lee Kum-Tatt medificado, mas nio no
método LAL.

0 Quadro 4, correspondente ao extrato de café,
mostra gue a magnitude do coeficiente de variagiio
{c.v.) foi de 5,33%. Sendo o teor médio de cafeina
pelos métodos LAL. e Lee Kum-Tatt modificado de
magnitudes I, 76 e 1,87, respectivamente, ¢ a dife-
renga minima significativa (d.m.s.) do teste de Tukey
igual a 0,09, tem-se que o teor de cafeina pele
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métode de Lee Kum-Tatt modificado foi significati-
vaments superior ao obtido pelo método LAL.

CONCLUSOES

Nag condigfes experimentais e diante dos resul-
tados estatisticos, pdde-se concluir que:

a) Os diferentes métodos de extragdo de cafeina
nio apresentaram a mesma eficiéncia,

b) Pelo método 1.A.L. determinou-se teor médio
de cafeina sempre inferior ao dos demais métodos.

¢) Ne café sollivel o teor de cafeina sempre foi superior
a0 dos demais tipos, nos rés métodos uiilizados.

d) Ne café cru o teor de cafefna foi inferior aos
demais tipos guando se utilizaram os métodos LAL.
& Lee Kum-Tatt modificado, o que nfo ocorren no
caso do método 1AL, modificade.

e) Para as amostras de cafés torrado e soldvel, os
métodos LA L. modificado e Lee Kum-Tatt modifi-
cade apresentaram idénticos resultados.

f) Pars o extrato de café o método Lee Kum-Tatt
modificado resultou em um teor de cafeina superior
ao do método LAL.

Os estudos realizados indicaram que os métodos
LA L. e Lee Kum-Tatt, modificados, forneceram os
meihores resultados. O método de Lee Kum-Tatt
medificado, além disso, mostrou-se o mais apro-
priade para andlises de rotina pela sua rapidez e
operacionalidade.
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AMARAL MELLO, M,R.P, er al. — Comparative study of extraction methods to determine

caffeine in coffee.

ABSTRACT: Comparative studies were made among three extraction methods to
determine caffeine in samples of crude, roasted, soluble coffee as well as in coffee extract.
The methods used were: Cortes’, method according to the Analitic Norm of Adolfo Lutz
Institute, the same method with modifications concerning the sample guantity, and the
modified Lee Kun-Tait method. Based on the obtained results, it was proved that TAL.
and Lee Kum-Tatt modified methods presented the best results, although the Lee Kum-Tatt
modified method would be the meost appropriate to routine analyses for its rapidity,

operationality and good results.

DESCRIPTORS: Coffee, determination of caffeine in, Caffeine in cofee, determina-

tion. Extraction methods, comparative study.
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RABIES VIRUS IN McCOY CELL LINE.
Part I — Cytophatic effect and replication®

Yeda L. NOGUEIRA

RIALA 6/721

NOGUEIRA, Y. L. - Rabies virus in McCoy cell line. Cytopathic effect and replication,
Part1- Rev. Inst. Adolfo Lutz, 52 (1/2): 9-16, 1992,

ABSTRACT: The cytopathic effect caused by rabies virus is not easy to detect,
although the MeCoy cell line showed high sensitivity fo this virus.

" (')F%le titre increased at cach new passage and the ERA strain reached titre higher than
10 77 LD so/ 0,03 ml after eight successive passages only.

The kinetics of infection showed that 48 hours after inoculation, the cell reaches the
peak of infecton and the celular proteins synthesis is inhibited.

The data are reproducible suggesting that this cell line could be used for diagnostic

purposes and for virus mass production.

DESCRIPTORS: McCoy cell line. Cytopathic Effect {CPE}. Rabies virus. ERA strain.

Viral mass production.

INTRODUCTION

Rabies virus propagations using the repiication
technique in cell systems {(other than from nervous
origin} is not established with success: the evidence
of eytopathic effect (CPE) and its association with
virus replication is also unclear acgording te
Kissling, Atanasiu ef alii, Wiktor er alii B

In 1972, Wiktor and Clark® studied the chronic
infection of rabies virus in mammalian and reptile
cell cultures and no CPE was observed. These
authors concluded that interferon produced was re-
sponsible for the persistent infection in these cells
hiding the occurrence of CPE.

With the aim of producing anti-rabies vaccine for
human use Alanasiy et alti, Fernandes ef alfi, and
Montagonon ef alii =~ 1% used several kinds of cell
lines and after about 26 - 30 passages of the virus in
each cell line used, obtained primary culture of calf
foetus, human diploid cell {W1 - 38) and more re-
cently also the cell line from green monkey {(VERO).
Although no cell alteration was observed, maybe the
WI - 38 showed some signs of alternation, but not
significant or typical of cytopathic effect.

Other autors, Kawai et alif, Kawai et a!.zz’]s, used
a series of methods o obtain CPE in the BHK.21,
clone 13 ceil, such as: variation of incubator tem-
perature, irradiation of cells, interference with DI
particles, etc. In 1985, Honda ef alii'? used cells
named Sym-1, clone 04, of human neurcblastom
infected with rabies virus HEP (Flury strain), and
proved that the virus replication produces large
amounts of interferon maintaining the persistent in-
fection. With the use of anti-interferon serum, the
replication was stimulated with the presence of CPE,

Persistent infection with rabdovirus has been
studied in great detail and over long periods by
Holland et alii’ °. The presence of DI particles has
been observed in vesicular stomatites and rabies
virus by Villarreal er @/, and by Youngner et al®®

During the revision of specialized literature it
was verified that there was no systematic evidence
of persistent presence of CPE as a result of replica-
tion of rabies viras.

1n 1982 and 1987 Nogueira' "'® showed the sensi-
tivity of the McCoy cell line to rabies virus, with defini-
tive and constant presence of CPE when rabies virus was

* This work hag had the financial support of the grant 43, 84.0011 from FINEP (Financiadora de Estudos e Projetos)

and Institute Adelfo Lutz, S&c Paulo - Brazil.
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inoculated. Besides, it was referred the adaptation of
the rabies virus in these cells to be easy.

This paper has the aim to show the replication of
rabies virus in McCoy cell line, the persistent CPE
presence and the maintenance of the immunochemistry
characteristic of the virus in the subsequent passages.
This finding can be potentially a method to be used in
the rapid diagnosis of infection caused by this virus.
Titration of the antigen and serum neutralization reac-
tions can be performed with this cell line.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture

The cell culture used was the McCoy cell line
obtained from American Type Culture Collection
(ATCC) catalogued as # 1696.!

For the assay with rabies virus it was cultivated
in Eagle’s medium supplied by 2% of foetal calf
serum (FCS).

Virus

The ERA strain (vaccme) from Blovet Labora-
tory was used. The titre was 10" LD5¢/0.03 ml
obtained from mice brains. The end Pomt was calcu-
lated by the Reed-Muench method.

The infection mock medium and the infected
cells were harvested, and the samples were used for
titration and part of them was frozen to -20°C.

Mice

Swiss-Webster mice were used for titration pur-
poses.
Kinetics of Virus Replication

Mult-well plates, Limbro-Flow, with 24 wells
were used. Briefly reported, cell monolayers were

splitin concentration of4.2x 1 0° cells/ml. Twenty-
four hours before, the cells grew in the growth me-
dium (Eagle’s medium + 5% FCS).

Afterwards, the medium was removed, the cells
washed with Buffer Balanced Saline (BBS) and the
virus from the 6 passage, which titre, 10%
LD5¢/0.03 ml, was added to each well.The adsorp-
tion was performed during 30 minutes at 33°C tem-
perature in the incubator and each well completed
with 1.5 ml by maintenance medium (Eagle’s me-
dium + 2.0% FCS) and again incubated at 33°C
temperature. At intervals of 24, 48, 72 and 96 hours,
the cells were removed, stained for immunéﬂuores-
cence antibody reaction (FA), and observed in epi-
fluorescence microscope (IM-35 Zeiss) objetive 40.
Photos were taken and the film used was the Ilford
400 ASA, automatic exhibition.

Kinetics of Inhibition of Protein Cell’s Synthes:s

A radioactive label (Leucine labelled with Sul-
phur) Leu-""S was used for incorporation in cells’
synthesis.

Following that, 4.2 x 10°° cells/ml were put in
each of the multi-well plates (24 wells) 24 hours
before. The next day the cells number was 1.3 x 107
cells/ml. The M.O.I. was 0.5. Radiation pulses were
given during 30 minutes in intervals of 24, 48, 73
and 96 hours. Each sample was harvested after the
pulses, respectively, and was worked for cpm deter-
mination in beta-Beckman Scintillation Apparatus.
The process was: a) removing the sample, b) adding
litic buffer, ¢) filtering in HA membrane through
vacuum for macromolecules retation, d) fixing with
Trichloro acetic acid (TCA), e) collecting the mem-
brane in the scintillation vials and f) adding 3.0 ml
of scintillation liquid (POP-POPOP), as described
previously by Wagner et al?!

FIGURE 1:
Cytopathic Effect in McCoy Cell Observed by Photomicrography
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System: A and B-McCoy cell infected; C - Control (optic microscopy; objective 6.3 , IM 35-Zeiss microscope).
The cytopathic effect begins in individualized cells that suffer morfological alterations sequentially. At first the
cells become like fibroblasts (oblong cells), then they detach from the monolayer making a litlle hole, the virus is
released and infects the cells around (fig. 1A). After the total cellular lise the cells detach from the monolayer and
become round cells (fig. 1B). The McCoy cell line is an uniform monolayer with polyhedral cells and epithelioid

aspect (fig. 1C).

Electron Microscopy

The brains of paralytic mice were fixed in 2% of
glutaraldehyde 0.1M phosphate buffer, pH=7.2 for two
hours at room temperature and washed twice in phos-
phate buffer Then they were kept overnight in uranyl
acetate at 4°C and washed in distilled water once. The
brains were post-fixed in osmic acid 1%, stained with
uranyl acetate and treated with Polylite T.200 and 1200
overnight before polymerization. Sections were pre-
pared using Poteblum MT 1 microtome, collected on
300 mesh grids and stained again with uranyl acetate
and Reinold’s stain solution. The sections were studied
in a Phillips EM 400 T electron microscope.

RESULTS

The titres were calculated according to the method
of Reed-Muench 6, staﬁlng with one vaccine (ERA
strain), which titre, 10 - LDs50/0.03 ml, was imocu-
lated intra-cerebrally in 5-to-9-day-old baby mice.

This strain of virus inoculated in McCoy cell line
didn’t increase its titre at first and second successive
passages. Already in the third passage the titre in-
creased significantly and im éxoved in the 70 pas-
sage, which titre was 10" LDs5¢/0.03 ml, also
obtained in mice brains (table 2, figure 2).

FIGURE 2
Kinectics of Viral Infection
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Seventh passage of rabies virus, ERA strain, in McCoy cell line stained with direct immunofluorescent reaction (FA).
A, B, Cand D are CONTROL CELLS with 24, 48, 72 and 98 hours. A - uncompleted monolayer; ]% - semi confluent
cells; E, F, G and H - INFECTED CELLS with rabies virus with 24, 48, 72 and 98 hours (titre = 10" LD50/0.03 ml)

Table I shows morphologic alterations. The cy-
topathic effect (CPE) with one to four plus (+ to
++++) was observed in these cells until the 7 day
of observation, after the inoculation of ERA strain
of rabies virus, and until the 6" subsequent passage.

It was observed that the CPE began in the first 48
hours (second day) after virus inoculation and be-
came more evident (++) in the first passage, only on
the 5™ day of observation and increased on the 6 and
™ days. In the 7 passage it was verified that CPE was
evident (++) on the 4= day after inoculation. In the 5=
and 6 subsequent passages the CPE was evident on
the second day after virus inoculation. Cultures showed
CPE (++) already improved to 3 or 4 plus, with about
75% to 100% of the cells alterated. The altered mor-
phology by CPE was observed on the 3" and g days
of observation. It is important to note that in all these
passages the controls of normal cells didn’t show any
alteration of CPE or toxic degeneration, as it can be
observed in figure 1C.

The cytopathic effect is described in figures 1, 2
and 4.

According to obtained evidences it can be as-
sumed that the McCoy cellular system shows high
sensivity to the replication of rabies virus. It can also
be assumed that the virus replication in these cells is
followed by morphologic alteration, which is easily
observed in optic microscopy.

The first kinetics results show the immunofluo-
rescence antibody reaction (FA) as can be seen in
figure 2 and the respective controls, with 24, 48, 72
and 96 hours after virus inoculation. In figure 2, A,
B, C and D are control cells and E, F, G and H are
infected ones. Cellular alteration was clear and
could easily be seen. The samples showed improved
CPE. The titre of each sample harvest in these inter-
vals is shown in figure 3, where data was plotted

showing the increase of the virus titre 96 hours after
virus inoculation.

It was observed that in the first 12 hours after the
virus inoculation a decrease of the size of McCoy
cells occurs when compared to the peak of infection
(in 48 hours after virus inoculation). It was observed
that the cells’ size seemed to increase when com-
pared to the respective control, as can be confirmed
in figure 1, suggesting that the cellular permeability
increases until the cellular lise.

10
7
* 4
= o'
o
(=
10°]

24 48 T2 96
HOURS

FIGURE 3
Plot of the titre obtained (log of dilution) from the each
point of the kinetics.

As observed in figure 3, the titre of the virus
replication in this passage was 10%° LD50/0.03 ml.
Figure 4 shows a photomicrography (optic micros-
copy) of an immunofluorescence reaction of the
McCoy cells with the rabies virus (ERA strain) and the
respective control cells.

B

FIGURE 4
Photomicrography of McCoy Cells Infected with Rabies Virus.

ERA strain (A) and control cell (B), stained by immunofluorescence reaction, with imersion oil and objective 100x. The
infected cell develops a star-like aspect (fig. 4A) and seems to be large than the control cells, not infected (fig. 4B).
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The second kinetics results show the peak of
inhibition of protein cells” synthesis (% of control)

A
101
m 81
2
x 6
E
o
(] 4-
2_
T T T L
24 48 72 96
HOURS

that occurs 48 hours after virus inoculation, as
showns in figure 5.
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FIGURE 5
Kinectics of Inhibition of Protein cell’s Syntesis.

Using radioactive label (Leu-”S). A - cpm counting (_ _ _) infected cells and (—) control cells. B - The % of
control, showing the inhibition of protein of cellular synthesis.

Figure 1 shows three photomicrographies in optic
microscopy of McCoy cells infected with rabies virus,
ERA strain (1A and 1B) and the control (1C), Observe
the clear CPE in the cells caused by rabies virus.

The 7 passage of the ERA virus in McCoy cells
was inoculated again, in mice brains, when the ani-

mals showed signs of infection (paralythic symp-
toms). The brains were harvested and included in
glutaraldehyde 2% and processed for electron mi-
croscopy. In figure 6 it is possible to observe infected
neurons by numerous particles with typical rabies
virus morphology (Rabdovirus).

FIGURE 6

Electron Microgrtgphy of a Section from an Infected Brain Mice Inoculated with the

7

Passage of Rabies Virus on the McCoy Cell Line.
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DISCUSSION

There is no doubt about the affirmation and dem-
onstration that the continuous McCoy cell line, when
inoculated with rabies virus *vaccing” or “sfreet
virus™ shows cytopathic effects in normal conditions
of tissue culiure, not described until the preseni
moment, in the specialized literature. Although
many works have showed the persistent or chronic
infection 7", the occurence of CPE in ce]isihsuch as
in WI-38 was only obtained around the 177 seried
passages. On the other hand, the results of Kawal
eral.” in 1982, where it was assumed that CPE was
obtained, cannot be compared with the results pre-
sented here because those authors used artificial and
different conditions, such as the elevation of tem-
perature incubation of the used system from 34-36°C
to 39-40°C. Yet, it was mentioned that a decrease of
CPE could be obtained when defective interferent par-
ticles virug (DI} were inoculated in the used culture.
Wiktor ef alii™” preferred to atribute the absence of CPE
to the production of endogen znterferon Ttis interesting
to note that Fernandes, 1959%7 . working with McCoy
cell fine with bluetongue virus, assm:qed that these cells
were very sensitive. When irraéiateé by ultra violet
radiation {UV), the cell became a giant cell during the
infection. This deesn’t occur with human amnion cells,
which are more sensitive to the blustongue virus in
normal conditions, yet less sengitive than McCoy calls
after UV radiation.

In this work there is no interest so as to confirm
these matters because the infection by rabies virug
causes visible and constant CPE in this celiular
system, as well as in primary isolation from: cepha-
loraguidian liquid (CRL) of a suspected patient.

The results proved that the MoCoy cell, initially
after the inoculation suffered a decrease in its size,

which later increased during the development of the
infection, This fact was observed and described in
relation to the mass production of poliovirus by
Dunnenbacke ef al.” The observation of the increase
of McCoy cell size may be related to high titre produc-
tion and higher sensitivity to rabies virus in this cells

Atanasiu ef g’ made stadies with three different
kinds of cell lines: VERO, HAK, BHK-21. They ob-
tained good resuits in virus replication as well as good
titres ans showed that established cell lines could be an
efficient method to obtain purified rabies virus.

Due to the high sensivity of this cellular system
with easy observation of CPE and the easy obtain-
ment of end point, it can be used in titration of rabies
virus, as a substitute for the classic inoculation in
mice brains. Although our experience with isolation
of rabies virus from biological material has been
only from human CRL, it can be suggested that these
cells could be an alternative process for inoculation
and rapid diagnosis of this infection. Se, to perform
the neutralization proof in these cells using hiperim-
mune serum of human use produced by Instituto
Vital Brazil to identify the isolated virus, the possi-
bility to perform reactions of titration or neutraliza-
tion antibody assay against this infection, sither in
humans or animals, is enlarged.
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TABLE 1
Viral Titre

Passages of ERA sirain
in McCoy cells line

Titre in LD 50/0.30 ml
mice brain inoculation

ORIGINAL VACCINE* 104
¥ passage 1046
. 2 passage nd**
3% passage 10>7
4t passage nd**
5t passage 1069
6" passage 1058
70 passage 1080

* BIO-RABDO-VET vaccine of veterinarian use (ERA strain in pig kidney celis).

** Not determined
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TABLE2
Cytopathic Effect Observed in McCoy Cell Line
Passages of ERA strain Days after incubation
in McCoy cell line = qnd 3rd 4t st g 4t

1" passage - + + + + bbb
2" passage - + + + + RTINS
3" passage - + + + + et

4™ passage - + + + + VI

5™ passage - + + =

6" passage - + +H R N R
System: successive passages of rabies virus, ERA strain, in McCoy Cell line.

RIALAG/T21

NOGUEIRA, Y.L. - Virus da raiva em linhagem celular McCoy: Parte I - Efeito citopatico
e replicacdo. Rev Inst. Adolfo Lutz, 52 (1/2): 9-16, 1992,

RESUMO: O efeito citopdtico provocado pelo virus da raiva ndo € de facil detecefio,
ernbora a linhagem celular McCoy tenha mostrado elevada sensibilidade a egse virus, O
titulo aumentou a cada passagern, a cepa ERA alcangou titulagdo superior a 105° DL 50%/
0,63 ml apés oito passagens sucessivas. A cinética de infecgio mostrou que, 48 horas apds
a moculagio, as células atingem o picoe de infecglio e a sintese de proteinas celulares ¢
inibida. Os dados sfo reproduziveis, sugerindo que essa linhagem possa ser empregada
para fins de diagndstico e para produgio de massa viral,

DESCRITORES: Linhagem celular McCoy. Efeito citopdtico (ECP). Virus rdbico.

Cepa ER4. Produgdo de massa viral.
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BARRETTO, H.H.C. e col.— Niveis de pesticidas organociorados em gordura de frangoe
1988-1991. Rev Inst. Adolfo Lutz, 52(1/2): 97-100, 1992,

RESUMO: Centro e treze amostras de gordura de frango cobtidas em frigorificos locali-
zados nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Santa Catarina e Parand foram analisadas no
periodo de 1988 a 1991, quanto aos niveis de residuos de pesticidas organoclorados.

Foram detectados HCH total em 46,9%, HCB em 3,5%, Dicldrin em 43,3% ¢ DDT
total em 26,5% ¢ as medianas diminufram ou permanecerarn constantes no periodo citado.

Os niveis encontrados estfio abaixo do estabelecido pelas normas do Ministério da
Agricultura ¢ do Codex Alimentarius, exceto em duas amostras analisadas em 1988 e uma
em 1991 que tiveram valores de Dieldrin acima do limite.

DESCRITORES: Gordura de frango. Monitoramento de residuos de pesticidas or-

ganoclorados. Residuos. Determinagdo.

- INTRODUCAO

Os pesticidas organoclorados manufaturados hé
muitos anos, ideais para o controle das pragas, hoje
estdio proibidos em muitos paises por sua persistén-
cia e depdsito no tecido adiposo™.

Como sdo dificiimente degradaveis, podem, por
efeito cumulativo, atingir niveis elevados no ambi-
ente e entdo serem concentrados pelos sistemas
biolégicos. Desta maneira acabam entirando nas
cadeias alimentares onde se acunmiam . Existem
poucos dados toxicolégicos sobre intexicagio
- ¢rbnica em humanos, mas em aves foi demonstrado
que hé uma alteragio do metabolismo do célcio,
fazendo com gue 0s ovos fiquem com a casca fina e
gquebradiga afetando, a fertilidade. Além disso, os
pesticidas organoclorados s8o indutores de enzimasg
microssomais hepaticas, alterando assim o metabo-
lismo dos hormdnios esteroidais’.

Diante da crescente preocupagio internacional pela
contaminacio do meio ambiente ¢ a demanda cada vez
maior de informagdes sobre a maneira de combaté-la,
a Organizacio das Nagdes Unidas criou dentro do sen

Programa Ambiental (UNEP) o Global Environment
Monitoring System (GEMS) estabelecendo um pro-
grama de mondtoramento do ar (GEMS/A), da dgua
(GEMS/Water) e dos Alimentos {(GEMS/Food), O
GEMS/Food é realizado em conjunto com a FAQ (Or-
ganizagdo para a Agricuitura ¢ Alimentos) e a WHO
(Organizagiio Mundial da Satide) e refine dados obtides
nos pafses participantes, permitinde avaliar as tendén-
cias globais da contaminagdo de alimentos. Entre scus
obietivos estd colocada a colaboragio com 0s governos
em: seus esforgos para desenvolver progranas nacionais
de vigilinecia da contaminagdo dos alimentos e pro-
mover z integragio de seus resultados no sistema global.
Entre os contaminantes estudados os pesticidas foram
considerados prioritdrios, por serem bastante empre-
gados,

Por outro lado, 6rglos governamentais de difer-
entes paises t8m mostrado um grande interesse na
orientagio de uso e também no controle dos residuos,
principalmente dos organoclorades em alimentos de
consumo buwmano, pois, embora varias legistagfes
proibam o uso destes pesticidas, a pesquisa dos
residuos deve ser mantida em razio da sua persisténcia.

* Renlizado na Seclio de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz, Sic Paudo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lufa.
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No caso de alimentos, além da preocupagio com
o consumo, hd problemas na comgreializagdo dos
mesmos. J4 em 1965 Sutheriand 0, analisando a
importéncia e o efeito da comercializagio de pro-
dutos alimenticios mostrou a posigio de alguns
paises importadores no que se refere & regulamen-
tagdo e andlise de residuos de pesticidas.

Os exportadores passaram a solicitar sistemati-
camente andlise de seus produtos a fim de atender as
exigéneias quanto aos niveis de residues de pestici-
das organociorados dos mercados compradores.

Com o aumento do consumo e exportagio de camne
de frango, e com as resirigdes quanto ao uso de pesti-
cidas organoclorades, foram analisadas amostras de
gordura de frango para exportaciio provenientes dos
Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parani, Santa
Catarina no periodo de 1988 a 1991,

Os dados obtidos foram enviados ao programa
GEMS/Food.

MATERIAL E METODO

1. Amostras

Gorduras de frangos embalados em papel laminado,
adequadamente identificadas, foram enviadas
congeladas zo laboratdrio no periedo de 1988 a 1993,
assim distribuidas: 25 em 1988, 36 em 1989, 22 em
1980 & 30 em 1991, pum total de 113 amostras.
2. Mérodo

Fundir a 60°C cerca de 200 g da amosira homo-
genezada e filtrar ainda quente sobre 20g de sulfate
de sédio anidro.

Pesar 2,0 g de gordura em béquer de 10 ml e
transferir com n-hexano para um baldo volumétrico
de 25 ml. Completar o volume.

Transferir 15 g de silica gel (ativada durante oito
horas a 130°C) desativada comm 10% de dgua para coluna

cromatografica de vidro de 20 mm de didmetro in-
terno, batendo nas laterals para perfeito empaco-
tamente da silica. Colocar 1 g de sulfato de sédio anidro
granulado no tope da coluna. Passar uma aliquota de S mi
correspondente a 0,4 g de gordura através da columa
cromatogrifica eluindo com 200 m} da mistura: diclo-
rometano: n-hexano (1:4). Concentrar em rotavapor a
45°C ¢ adicionar aproximadamente 5 ml de n-hexano ao
extrato concentrado e concenirar novamente. Transferir
para proveta o tubo graduado de 5 ml e completara 3 ml.
Injetar 5 ul ne cromatdgrafo a gis.

Fazer branco dos solventes e outros reagentes
utilizados e recupaeragdo para os pesticidas organo-
clorados estudados 2.

3. Andlises cromatogrdfica

Identificar e quantificar os pesticidas em cro-
matdgrafo a gas com detector de captura de eléirons
¢ coluna cromatogrifica empacotada com 1,5% de
OV17 + 1,95% de OV210 em Chromosorb WHP nas
seguinies condigbes: temperatura do detector: 260°C;
temperatura do injetor: 240°C; temperatura da Coluna:
200°C; gds de arraste: nitrogénio, 40 ml/min.

Ajustar a sengibilidade do aparelho de modo a
obter uma deflexiic de 60% da escala do registrador
com 20 pg de aldrin.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram calculados na gor-
dura ¢ sem corregio para as recuperagbes obtidas,
que foram da ordem de 80 a 95%.

A tabela 1 mostra as porcentagens dos diferentes
principios ativos encontrados e as tabelas 2 ¢ 3
retinem os dados da mediana, nonagésimo percentil
¢ valeres minimos e maximos, obtidos nas 113
amostras de gordura de frango analisadas durante os
anos de 1988 a 1991,

TABELA I
Porcentagem de amostras de gordura de frango contendo HCB, HCH total, DDT total, Dieldrin no periodo de

1988-1961

ano n.° de amostras HCB HCH total DDT total Dieldrin

1988 25 0 96 84 56

1989 36 3 30 50 8

1990 22 18 i8 32 32

1991 30 B 43 1 27
TABELA 2

Mediana, 20°, percentil, valores minimos e méximos de HCB e Dicldrin em gordura de frango no periodo de

1988-1991 em pug/keg(ppb)

HCB Dieldrin
ano nde | mediana 9g° minimo méximoe | mediana 9° minime  maximo
amostras percentil percentil
1688 25 <] <1 <1 <1 4 2 <1 1430
1989 36 <1 <1 <1 10 <1 <1 <1 13
1590 22 <1 10 <1 50 <1 <1 <1 30
1991 30 <1 <1 <1 <] <1 70 <] 300
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TABELA 3
Mediana, 90° percentil, valores minimos e miximos de HCH Total e DDT Total em gordura de frango no

periodo de 1980-1991 em pne/ke(ppb)

HCH total PDT total
ano n’de | mediana 90° minimo  méaximoe | mediana SG° minimo  maximo
amosiras percenti! percentil
1988 25 14 63 <1 118 14 84 <1 200
1989 36 <1 29 <1 70 <1 75 <1 155
1990 22 <1 10 <1 10 <1 40 <1 220
1991 30 <] 100 <1 160 <i 70 <1 300

Foram detectados isémeros alfa, beta e gama
HCH, reportados come HCH total e os isdmeros
{o-p™) e p-p’ DDT & metabdlitos p-p” DDE e p-p’
DD expressos como DDT total sendo gue o p-p’
PDE fei encontrado com maior freqiiéncia, 36,3%
dag amostras analisadas.

Os niveis de gama HCH ¢ DDT total em gordura
de frango est3o bem abaixe dos estabelecidos como
miéximes pelo Codex Alimentarius que & de 0,7
mg/kg para gama HCH ¢ 5,0 mg/kﬁ para DDT total
na gordura de carcaga de frango” e indicam uma
peguena contaminacio.

Dos resultados encontrados, somente trés
amostras tiveram valores de Dieldrin, 1,45 mg/kg e
1,14 mg/kg em 1988 ¢ 0,30 mg'kg em 1991, acima
do limite estabelecido para residuos de compostos
de uso veterindrio e pesticida do Ministério da
Agricultura 4 e do Codex dlimentarius” que é de 0,2
mg/kg {ppm) para gordura de carcaga de frango.

Anslises realizadas em maravalha ou cama das
aves, usadas nas granjas, mostrou ger esta a maior
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FIGURA 1-Comparacho dos dades do 90° percentil de
HCB em gordura de frango no Brasil (1988-91) com
os dos USA (1986-88) ¢ da Hungria (1988). (Pro-
grama de Monitoramento JOINT FAQ/UNEP/WHO).

-

PR

Fme tH EHe s FEIe EEE
FIGURA 3-Comparacgio dos dados do $0° percentil de
DDT iotal em gordura de frango no Brasil (1988-91)
com os dos USA (1986-88) e da Hungria (1988).(Pro-
grama de Monitoramento JOINT FAG/UNEF/WHO).

fonte de contaminagfo com resuliados altos para
aldrin'’, Este pesticida € largamente usado para con-
servagio de madeira ' “, de onde é tirada a maravalha.
No organisme animal o aldrin ¢ convertide a dieldrin
que & o seu andlogo epéxidog. Provaveimente seja
esta a explicagfo para o aparecimento deste pesticida
nas amostras estudadas,

Além disto, estas tabelas mostram que os valores
das medianas dos diferentes pesticidas encontrados
permaneceram constantes para HCB e diminuframpara
HCH total, DDT total e dieldrin com ¢ passar dos anos.

Para avaliagBo da curva de distribuicfo entre
nimero de amostras e os valores encontrados foi
calculade o nonagésime percentil gque significa o
nivel abaixo do qual 90% das amestras estio dis-
tribufdas®. Comparando os valores encontrades duo-
rante os anos de 1988 a2 1991 no Brasil com os dados
dos Estados Unidos e Hungria no pericde de 1986 a
1988° conforme a figura 1, verifica-se que o3 valores
no Brasil estiio abaixo dos desses palses para HCB.
Entretanto, para HCH total e dieidrin estdo praticamente
equivalentes ou maiores, conforme figuras 2,3 e 4.
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FIGURA Z-Comparagdce dos dados do 50° percentil de
HCH total em gordura de frango no Brasil (1988-91)
com o35 dos USA {1986-88) e da Hungria (1988}.(Pro-
grama de Monitoramente JOINT FAO/UNEP/WHO).
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FIGURA 4-Comparagfo dos dados do 90° percentil de
Dieldrin em gordura de frange no Brasil (1988-91)
com os dos USA (1986-88) e da Hungria (1988).(Pro-
grama de Monitoramento JOINT FAO/UNEP/WHO).
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CONCLUSAQ

Este estudo indica que baixes niveis de residuos
de pesticidas organoclorados podem ocorrer apesar
de sua proibigio de uso destes pesticidas no Brasil™.
Os valores encontrados estio decrescendo com o
decorrer dos anos, mostrande que as medidas
tomadas pelo governo estio dando resultados posi-
tivos.

Comg se tratam de amostras destinadas & expor-
tagio, serd necessdrio dar continuidade 4 pesquisa
em amostras comercializadag em nosso pafs, A partir
disto serd pogsivel saber se os cuidados tomados com
frangos destinados ao coméreio interno estio nas
mesmas condicBes que os frangos exportados.

RIALA 6/735

BARRETTO, HH.C. er al. — Levels of organochlorine pesticide residues in chicken fat

1988-1991. Rev. Inst. Adolfo Lutz,

ABSTRACT: One hundred and thirteen samples of chicken fat from Minas Gerais,
S#o Paulo, Parana and Santa Catarina states were monitored for organochlorine pesticide

residues during 1988-1991 years.

Levels of total HCH were detected in 46,9%., HCB in 3,5%, Dieldrin in 43,3% and

total DDT in 26,5% of the samples.

Results were lower than permitted levels according to Agriculture Ministry Nerms and
Codex Alimentarius, except for three samples with dieldrin.

The medians of HCB, total HCH, Dieldsin and total DDT bad a decreasing trend or

remained stable during that period.

DESCRIPTGORS: Chicken fat. Menitoring of organochlorine pesticide residues. Resi-

dues. Determination.
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