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EFEITO DO AQUECIMENTO NA BIODISPONIBILIDADE DOS CAROTENOIDES DO
AZEITE DE DENDE ADICIONADO AO OLEOC DE SOJA, EM RATOS

Mircia Varella MORANDI

Rosa Maria Duarte FAVARO*

Alceu Afonso JORDAQO JR

Helio VANNUCCH!I

José Eduardo DUTRA DI OLIVEIRA

; RIALA 07/831 ]

MORANDI, M. V;; FAVARO, R. M. D.; JORDAO JR.. A. A., VANNUCCHI, H. E DUTRA
DE OLIVEIRA, I. E. — Efeito do Aquecimento na Biodispouibilidade dos Carotendides do Azeite
de Dendé Adicionade ao Oleo de Soja, em Ratos. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57 {2): 7-11, 1998,

RESUMO: O éleo de palma, conhecido no Brasil como azeite de “dendé” é o 6leo extraido da
polpa do fruto da palmeira Elaeis guineensis Facq, sendo uma fonte muito rica de pré-vitamina A, espe-
cialmente B-caroteno. Nesse estudo comparou-se a biopoténeia do azeite de dendé como fonte de pré-
vitamina A em relagio ao B-caroteno sintético, avaliando-se também o efeito do processamento érmi-
co sobre a biodisponibilidade da vitamina A em ratos. Foram utilizados trés grupos de seis animais, pre-
viamente deficientes em vitamina A. Os animais receberam, por 20 dias, dietas contendo dleo de soja
enriquecido com f-caroteno sintético, azeite de dendé sem agquecimento ou entdio azeite de dendé sub-
metido ao aquecimento de 100°C por 20 minutos. Todas as dietas continham teoricamente 4 ER/grama
de dieta. A concentracfio hepatica de vitamina A foi semelhante nos grupoes controle e naguele que rece-
beu azeite de dend@ sem agquecimento prévio (185,72 = 2540 ¢ 150,17 % 33,08 pg/g de tecido, respec-
tivamenie). O grupo 0o gual o azeite de dendé sofreu processamento térmico mosirou um valor menor
de vitamina A hepitica em relacfo ao controle (144,80 = 16,84 ¢ 185,72 + 25,40 ug/e de tecido, respec-
tivaments). Os resultados demonstram a viabilidade do azeite de dendé como fonte pré-vitaminica A
mesmo sob processamento térmico, visto que 0s animais do grupo que receberam azeite de dends pre-

viamente aquecido armazenaram quantidades significativas de vitamina A hepitica.

PALAVRAS-CHAVE: f-caroteno, fortificaciio, azeite de dendg, dleo vegetal, biodisponibilidade, ratos.

INTRODUCAO

Os carctendides estdo presentes em mimeros oleos
vegelais tais como Gleo de milho, de soja, azeite de oliva
entre outros, servindo como fonte natural de pro-vitami-
na A. O azeite de dendé € uma fonie vegetal rica em pro-
vitaminicos A. Azeite de dend€ € o nome atilizado no
Brasil, do 6leo da palmeira Elaeis guineensis Jacq é
exlraido do mesocarpo do {ruto do dendezeirg™".
Origindrio da Africa, tem como caracteristica a cor
larania-avermelhada por possuir quantidades significati-
vas de carotendides, constituindo-se em fonte energética
devido ao alto teor lipidico™. O azeite de dendé possui

* Tnstituio Adolfo Lutz — Ribeirfio Preto- S.B

altas concentragdes de carotenos em termos de provita-
mina A, contendo mais equivalentes de retinol do que
vegetals de folhas verdes escuras, cenoura e tomate, que
s&o considerados fontes significativas de provitamina
A0 azeite de dendé € consumido em alguns pafses da
Africa e na India". No Brasil este 6leo é comercializado,
industrializado ¢ empregado geralmente em pratos tipi-
cos, no estado da Bahia,

A deficiéncia de vitamina A é um problema de
saude pubilica atingindo cerca de 230 milhdes de crian-
cas em paises em desenvolvimento'. A fortificacdo de
alimentos com a vitamina A e o P-caroteno, tem sido
estudada com intaito de minimizar estes problemas.

##% Divisiio de Nutrigho Clinica do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirfio Preto - Universidade de S30 Paulo-SP.
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O consumo de Sleos vegetais no Brasil, como por
exemplo o 6leo de soja, ¢ muito grande, atingindo as
diversas classes sociais inclasive a de baixa renda. O
6leo de soja € produzido por diversos paises onde o custo
é baixo. E comumente utilizado no preparo de alimentos,
sendo uma fonte energética ¢ fonte natural de vitamina
E*. Estudos recentes em nosso laboratdrio tem mostra-
do que a vitamina A guando utilizada na forma de palmi-
tato de retinila na fortificaciio do dleo de soja permane-
ce estavel durante o processo de cozimento e condiges
de armazenamento, e a sua biodisponibilidade testada
em ratos e no homem, néo € alterada**®. O objetivo deste
trabalho foi estudar o enriguecimento do dleo de soja
com azeite de dendé como fonte natuaral de B-caroteno,
avaliando-se também o efeito do processamento térmico
sobre a biodisponibilidade da vitamina A em ratos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 18 rafos machos da linhagem
Wistar, recém nascidos ¢ amamentados por ratas rece-
bendo dieta 1senta de vitamina A e carotendides durante
21 dias. Apés este perfodo de amamentagio estes ratos
permaneceram recebendo dieta isenta de vitamina A e
carotendides por mais 15 dias. Os animais foram entio
separados aleatoriamente em (rés grupos experimentais
com seis animais em cada grupo. Os animais permanece-
ram em gaiolas individuoais, tendo livre acesso a dieta e
dgua. Durante o experimenio foram mantidas condigdes
de temperatura, umidade e o ciclo claro-escuro, Todos os
animais receberam a mesma quantidade de pro-vitamina
A na dieta, tanto na forma de -caroteno sintético como
na quantidade de azeite de dendg, adicionado ao dleo de
soja. Os animais receberam suas respectivas dietas
durante 20 dias, sendo estas preparadas de acordo com a
AQ.AC1 Apds ¢ 20° dia todos os animais foram sacri-
ficados e retirou-se o plasma e o figado para dosagem de
vitamina A pelo método espectrofotométrico™,

Grupoe Controle:

(1-Os animais receberam dieta preparada com éleo
de soja enriquecido com p-carotenc sintético, obtendo-
se uma concentracio final de vitamina A de 4
Equivalentes de retinol (ER}/g de dieta. O oleo de soja
enriquecido permaneceu na temperatura ambiente

Grupos Experimentais:

G2- Os animais reccheram dieta preparada com
oleo de soja enriquecido com azeite de dend€ para sc
obter wma concentracio final de vitamina A de 4ER/g de
dieta, sendo que o 6leo enriquecido nfio sofreu nenhum
tipo de aguecimento.

(3-Os animais receberam dieta com dleo de soja
enriquecido com azeite de dendé submetide ao aqueci-
mento de 100°C por 20 minutos.

Fortificago do dleo de soja com B-caroteno siniéti-
co: Foi utilizado P-caroteno sintético, 30% em suspen-
sdo, fornecido pela F Hoffmann-l.a Roche Ltda.,
Basiléia-Suica. O P-caroteno foi adicionado ao dleo de
soja na concentracfo de 5000 ER/100 g de dleo, para
obter-se uma dieta com 4 ER/g de dieta.

Fortificacfio do Oleo de soja com azeite de dende: O
azeite de dendé foi fornecido pela unidade da EMBRA-
PA localizada em Jaguaritina-SP. O azeite de dendé foi
adicionado ao ¢leo de soja para se obter uma concenira-
¢io final de 5000 ER/100 g de dleo.

Andglise Estatistica: Os dados foram expressos na
forma de média + desvio padro, sendo a comparagio entre
os grupos feita através da andlise de varidncia one-way e
do teste de Tukey, com nivel de significincia de 5%.

RESULTADOS

Na tabela | estdo apresentados os pesos corporais
iniciais e finais dos animais, ndo havendo diferenca sig-
nificativa entre eles. Os niveis hepéticos e plasrndticos da
vitamina A encontrados nos diferentes grupos estiio apre-
sentados na tabela 2. Ap6s vinte dias de ingestdo das res-
pectivas dietas observou-se diferencga significativa entre
os valores de vitamina A hepatica dos grupos G1 e G3,

TABELA |
Peso corporal inicial ¢ final dos animais dos grupos estudados.
Grupos Gl G2 G3
Final (g) 255,83 x27,55 253,66 +30,24 245,83 +23.21

Inicial (g) 145,18 £158,85

140,18 £11,83 140,16 x14,66

Valores como média + desvio padrio. Nio existe diferenca estatistica entre os grupos.
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TABELA 2

Concentragio hepitica e plasmatica de vitamina A

Grupos Gl G2 G3

4ER Dendé 4ER Dendé 4ER/100°C
Figado(ug/g) 185,72 +£2540b 150,17 £ 33,08 ab 144,80 = 16,84 a
Plasmal(ug%) 3432+ 1122 b 2754+£395a 40,45+ 971 b

Valores come média + desvio padrdo. Letras diferentes representam valores estatisticamente significativos para

p<0,05.

existindo uma menor concentragio de vitamina A no figa-
do dos animais que receberam dieta preparada com &leo
de soja enriquecido com azeite de dendé e aquecido em
relacdo ao grupo onde o 6leo de soja foi fortificado com
B-caroteno sintético. Contudo o teor de vitamina A total
no figado de animais dos grupos G2 e 33, que receberam
caroteno provemiente do dendé ndo foram diferentes entre
s, Quanto & concenirago plasmalica observou-se dife-
renga significativa entre o Grupo G2 que receheu dieta
enriquecida com azeite de dendé ndo aquecido e Grupo
(33 cujos animais receberam dieta enriquectda com azei-
te de dend@ ¢ foi submetido ao aquecimento 2 100° C.

DISCUSSAO

O alto teor de P-caroteno no azeite de dendg, faz
com que ele seja excelente fonte de pré-vitamina A. O
uso deste 6leo, no entanto, € limitado a certas regides
sendo utilizado em alguns pratos tipicos™.

A fortificacio de alimentos com f-caroteno mostra-
se como uma alternativa segura quando se refere a toxi-
cidade®. Num estudo realizado em animais administran-
do-se Img de f-caroteno por grama de dieta a quatro
geracdes sucessivas de ratos, nenhum efeito danoso foi
observado, Este mesmo trabalho relata que em humanos
onde se utilizou diariamente uma suplementagBo na
quantidade 120 vezes maior do que a recomendagio, nio
foram observados efeitos adversos. O tlnico efeito cola-
teral foi a hipercarotenodermia que foi reversivel quan-
do se interrompen ou diminuiu a utilizago do suplemen-
to". NEo foi observado nenhuma anormalidade signifi-
cante frente a conceniracdes plasmdticas clevadas de
vitamina A, quanto a toxicidade, nem quando se utilizou
altas doses de B-caroteno em humanos®.

O aumento da ingestdo de alimentos ricos em §-
caroteno na dieta habital & preferivel do que se sujeitar
a altas doses de vitamina A sintética, podendo ser utiliza-

do como uma das estratégias para minimizar os danos
causados pela caréneia desta vitamina além de ser uma
alternativa de baixo custo’™'®,

O presente trabatho estudou a possibilidade de se
fortificar o 6leo de soja com azeite de dendé como fonte
natural de carolendides, principalmente B-caroteno,
podendo eventualmente ser utilizado no combate a hipo-
vitaminose A existente em vdrias regides do Brasil **%.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que
a biodisponibilidade da vitamina A proveniente dos caro-
tendides do azeite de dendé€ adicionados ao dleo de soja,
nio foi afetada pelo processo térmico quando se compa-
ra os Grupos G2 (sem aquectmento} e G3 (com aquec-
mento & 100 °C), visto que os niveis de vitamina A total
no figado foram respectivamente 150,0 ug/g e 144.8
ug/g. Quando se comparam os Grupos Gi(dleo de soja
fortificado com [-carotenc sintéticoy e G3 (com agueci-
mento do dlec de soja fortificado com azeite de dendé)
observa-se diferenca significativa, onde os niveis hepdti-
cos de vitamina A foram menores para o Grupo G3. No
plasma foi observado diferenca significativa entre os
Grupos G2 (azeite de dendé sem aquecimento) e G3
(azeite de dendé com aguecimento}, onde foram maiores
os valores encontrados no Grupo 3. Esta diferenca pode
ter ocorrido devido a variacio dos valores encontrados
neste (rupo 3.

O azeite de dendé utilizado neste estudo estava na
sua forma natural nZo sofrendo processo de refinamento,
sendo que durante o refino pode ocorrer perda de ativi-
dade dos carotendides”. Em outro estudo onde foi ava-
liado as mudancas ocorridas nos teores de o e P-carote-
no, apds armazenamento & temperatura ambiente (26°C)
do azeite de dendé por 90 dias, houve perdas pequenas
destes carotendides no 6leo bruto e refinado, sendo que
o Sleo refinado sofreu perdas consideravelmente maiores
do que o bruto'™.

Num estudo avaliando-se a perda de écido ascarbi-
co e f-caroteno no espinafre e amaranto apés alguns pro-



MORANDI, M. ¥; FAVARO, R. M. D.; JORDAD IR, A. A.. VANNUCCHI, H. E DUTRA DE OLIVEIRA. i E. — Divisio de Nutrigio Cliniea do
Departarmento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirfio Preto — Universidade de Sfo Paulo, Rev, Inst. Adolio Lutz, 57 €23: 7-11, 1998,

cedimentos caseiros, fol observado perda desses nutrien-
tes durante o cozimento tradicional por (rinta minutos
(56 2 72% ¢ 16 a 20% respectivamente)’. Porém, as per-
das foram menores quando o cozimento foi feito em
pancla de pressiio durante dez minutos (42 a 68% e 11 a
16% respectivamente}. Em outro estudo, o processo de
cozimento tradicional (durante 8 a 10 minutos) utilizado
com alguns vegelais, mostrou que a perda de f-caroteno
ficou em torne de 12%. Conclui-se que exisie a necessi-
dade de esclarecimento s populagbes mais carentes da
importancia da utilizagio de maiores quantidades de ali-
mentos ricos em B-caroteno.

CONCLUSAO

O azeite de dendé utilizado em nosso estudo mos-
trou-se eficaz como fonte natural de P-caroteno
mesmo apés o aquecimento, quando avaliou-se a gquan-
tidade de vitamina A hepdtica e plasmadtica dos animais
estudados.

Com os resultados deste trabalho podemos concluir
que o azeite de dendé pode ser utilizado como fonte
natural de B-caroteno, mostrando-se vidvel para a fortifi-
cagio de dleo de soja, mesmo guando submetido ao
aguecimento, visto gue o processamento térmico néo
alterou significantemente a biodisponibilidade da vita-
mina A nos grupos experimentais,

1 -
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MORANDI, M. V.; FAVARO, R. M. D.; JORDAO JR., A. A., VANNUCCHI, H. E DUTRA
DE OLIVEIRA, I. BE. — Effect of heating in biodisponibility of “dende 0il” carotenoids added in soy
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Palm oil known in Brazil as “dende oil” oil extracted from the fruit of the palm Flaeis guineensis
Jacq that is a rich source of provitamin A, especially B-carotene. In the present study we compared the
biopotency of this palm oil as a source of provitamin A in relation to synthetic B-carotene and evalua-
ted the effect of thermal processing on the bivavailability of vitamin A in rats. Three groups of 6 ani-
mals each, previously deficient in vitamin A, were used. The animals received for 20 days diets with
soybean oil enriched with synthetic B-carotene, palm oil not submitted to heating or palm oil submitted
1o heating at 1000C for 20 min, Theoretically, ali diets conlained 4 ER/g diet. Hepatic vitamin A con-
centration was simifar in the countrol group and n the group receiving dende oil witheut previous hea-
ting (185.72 £ 25.40 and 150.17 = 33.08 ng/g tissue, respeciively). The group which received heat-pro-
cessed dende oil showed a lower hepatic vitamin A value than the control group (144.80 = 16.84 and
185.72 + 25.40 ug/g tissue, respectively). The results demonstrate the feasibifty of palm oil as a provi-
tamin A source even after thermal processing since the animals in the group receiving previously hea-
ted dende oil stored significant amounts of hepatic vitamin A.

Key words: B-carotene, fortification, palm oil, vegetable oil, “dende 0il” oil bicavailability, rats.

Enderego para correspondéncia: Divisdo de Nutrigdo Cifnica do Departamento de Clinica Médica
da Faculdade de Medicina de Ribeirfio Preic — USP. Av. dos Bandeirantes 3906, CEP. 14049.900,
Ribeirdo Preto — SP.
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ABSTRACT: Seven viruses were jsolated from sentipel mice, exposed in forested area in the
Atlantic Forest region, State of Sfo Paulo, Brazii, from 1974 to 1981. They inciuded {ive isolates of
Maguari, one of Kairi and one of Tucanduba. It was the first time that these viruses were detected in
Sdo Pauwlo State. The isolates were identified by the serclogical tests: Hemagglutination,
Hemagglutination Inhibition, Complement Fixation and Neutralization in suckling mice. The resuits
showed that these virases belong to Bunyamwera serogroup. As there are reports of human disease cau-
sed by viruses belonging to this serogroup further stndies are necessary to study ecological aspects
involved in the maintenance ¢ycles of these viruses, as well as the possibility of its transmission to

human beings in State of S#o Paulo, Brazil.

DESCRIPTORS: Bunyavirus, Surveillance program, Sentinel mice, Isolation and Identification of

viruses.

INTRODUCTION

Bunyamwera (BUN) virus is the prototype for the
family Bunyaviridae and the genus Bunyavirus. It was
first isolated from Aedes species in Central Africa” and
antibodies to this virus have been detected in vertebrates,
including humans in the same area, as well as in South
America » . In North America, Bunyamwera serogroup
viruses, isolated from mosquitoes and vertebrates, have
established the geographic distribution and main vectors
of Cache Valley, Tensaw, Main Drain and Lokern viru-
ses. Serological surveys point out thai some of these
viruses are implicated in occasional human infection and
occasional CNS infection of large mammals **°,

Maguari (MAQG) virus (strain BeAr 7272) was pre-
viously isolated from mosquitoes, collected in the Utinga

Forest, Pard State, Brazil in 1957 and Argenting > * 2,
subsequently from horses and cattle in Colombia and
Argentina, from mosquitoes captured in Trinidad,
Colombia and the French Guyana ", and from various
species of mammals {including humans) in Peru,
Surinam and Venezuela.>*'* Serologic evidence for infec-
tion of humans, goat, cattle and equines was observed in
Argentina.® *®* MAG virus is closely related to Cache
Vailey virus, which was isolated from a horse with ence-
phalitis in the United States, but it is not responsible for
epidemics.” It was also obtained from mosguitoes and
sentinel hamsters exposed in coastal Ecuador from 1974-
1978 7,

Kairt (KRI) virus (strain TRVL-8900) was first iso-
fated from mosquitocs Aedes {Och) scapularis (285
mosguitoes) in Trinidad (Melajo Forest) in 1933, in

* Secfio de Virs Transmitidos por Artrépodos, Servico de Virologia do Instituto Adolfo Lutz, 850 Paule, SP, Brasil
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Brazil (Belem-PA) and Colombia (Guayacasira), from
other mosquitoes species in Trinidad and Brazil, from
monkeys and a rodent in Brazil and from horses in
Argentina. Antibodies to KRI virus were found in men
and monkeys in Trinidad "7,

Tucunduba virus (unregistered) is mostly transmit-
ted by sabethine mosquifoes and some diarnal species of
other tribes. It was active in the region of Altamira
(North of Brazil} from 1978 to 1981, in 1983 and 1987 7.
Tucunduba was obtained from a sick female (18 month-
old) with meningoencephalitis who presented fever, hea-
dache, diarrhea, vomiting, symptoms and signs of CNS§,
including paresis and coma. The patient recovered
without sequelas.” Tucunduba is frequently isolated
from pools of Wyeomia mosquitoes, however, its verte-
brate host is unknown .

The sarveillance program on arbovirus activity,
conducted between 1974 and 1981 by the Section of
Arthropod-Transmitted Viruses (SATV) in the field sta-
tions, revealed the presence of some viruses, in the
region of Icapara (24°41°S, 47°32°W), Iguape county,
Ribeira Valley Region and in Guaratuba (23°45°S, 45°
35°W) just under Casa Grande station at sea iovel.. They
included five isolations of Maguari: SPAn §3375, SPAn
83376, SPAn 83377, SPAn 83390 and SPAn 83391, one
of Kairi, SPAn R3389 and one of Tucunduba, SPAn
28719, which is a member of Wyeomya complex.

It was the first time that these viruses were detec-
ted in the State of Sfo Paulo, Brazil. These agents have
been obtained from human beings, mosquitoes, febrile
horses, caitle, birds, monkeys and wild vertebrates in
Trinidad, FEcuador, Guyanas, Colombia, Argentina,
Panama and in the North of Brazil **+ %

Bunvamwera serogroup viruses infect human,
domestic and wild large mammals. Serologic surveys
have shown evidence for such infections in humans, hor-
ses, catile, goats, dogs, sheep, pigs, caribou, grizzly
bears, bison, Dall sheep, moose and deer from Alaska to
Argentina 2. In 1990, in the Brazilian Pantanal, neutraii-
zing antibodies to MAG virus were detected in equine
population {two years old) .

MATERIALS AND METHODS

Virus isolation
All sentinel mice (a mother and six babies) werc
exposed inside the forest, for three days, after which

14

they were returned to the laboratory and observed daily
for signs of illness: tremors, lethargy and paralysis.
Sick mice were tested for virus by inoculating clarified
10% suspensions of their brains intracerebrally in suc-
kling mice and observed daily for two weeks for signs
of illness. Subsequently, two passages of brain suspen-
sions of the infected mice were performed and after fii-
tration through a 450 mu Millipore filier, were reinocu-
iated by the intracerebral route (1..) into three litters of
suckling mice.

Sevological rechniques for identification and
characterization

The isolates were tested by Complement Fixation
(CFy for preliminary serologic identification, using a
battery of immune mouse ascitic fluids (MIAF) repre-
senting recognized viruses in Brazil, including members
of Bunyamwera serogroup.

For virus characterization, Sodium desoxycholate
sensitivity {SDC) was performed in mice”; Hemag-
glutination (HA) in a pH range from 6.0 to 7,0, and
Hemagglutinaton-inhibition (HI) tests were performed
according to Casals ¢, adapted to microtiter method of
Takatsy, modified by Sever”, and mice Neutralization (N)
according to Shope and Sather **.

RESULTS

All isolated viruses were sensitive o SPC. By the
N iest showed on table 1 the five isolates of MAG virus
were identical to the prototype from Belem, closely rela-
ted to prototype Bunyamwera and cross-reacted with
iess intensity with Tensaw virus, They shared CF anti-
gens among themselves, but distinct from Anhembi.

The SP An 83389 virus was identical to prototype
KRI from Belem by CF and N tests and cross-reactivity
with less intensivity with Bunyamwera (original strain),
but distinct from the other 11 members of the serogroup
(table 2).

The 5P An 28719 virus was identical to Tucunduba
virus and cross-reacted considerably with Wyeomyia
virus (table 3). The smaliest differences were observed
with Taiassui, Macaua, laco and Anhembi viruses and
the greatest differences with Sororoca and Kairi viruses.
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TABLE 1

Results of mice N and CF tests with five strains of MAG virus from Sfie Paslo and three known Bunyamwera serogroup

N Cr

Antigen

Of Virus
SPAn BeAr SPAn SPAn SPAn SPAn SPAn  SPAn SPAn  BeAr  SPAr

83375 7272 164102 164107 83375 83376 83377 83380 83391 7272 2984
immune serum

SPAn 83375 39 * 39 > 3.0 3.4 512 128 512 512 512 128 8
SPAn 83376 3.7 3.0 - - 512 512 512 512 512 128 8
SPAn 83377 36 36 - - 512 128 512 512 312 128 8
SPAn 83390 37 37 - - 512 128 512 512 512 128 8
SPAn 83391 3.6 36 - - 512 128 512 512 512 128 32
Maguari
(Be Ar 7272) 37 39 >3.0 - 128 512 128 312 128 128 32
Bunyamwera 3.5 3.6 - - - - - - - - -
Tensaw
{AG - 171b) >2.0 2.4 = 3.0 - . - - - - - -
- not tested
* jog Neutralization [ndex
TABLE 2
Results of mice N and CF tests with strain of Kaitl (SPAn 83389} and selected Bunyamwera serogroup
N CF
Anfigen
or virus SPAR SPAR BeAn BeAr BeAn SPAn
83389 83389 8226 671 278 83375
Immurne serum '
PAn 8339 je* 64 32 0 0 0
Kairi (BeAr 8226) 38 64 64 0 0 0
Bunyamwera {original) 2.0 i6 - - -
Taiassul (BeAn 671) 0 0 - 512 - -
Tucunduba (BeAr 278) 04 0 - - 256 -
Tucunduba ( SPAn 28719} 0.4 0 - - - 128
Maguari ( SPAn 83375) 1.0 0 - - - -
Wyeomyia (original) 0.5 - - - - -
Anhembi (SPAr 2984) 0.4 " - - - -
Macaua (BeAr 306329) 0.5 - - - - -
Xingu (BeH 388464 0.8 - - - - -
Guaroa {Bel 22063) 0.3 - - - - -
Sororaca (BeAr 32149} 0 - - - - -
laco {BeAr 31206) 0 - - - - -

- not tested
* log Neutralization lndex
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TABLE 3

Results of mice N tests withTucunduba {(strain SPAn 28719)
and selected Bunyamwera serogroup

SPAn BeAr

Immune serum 28719 278
SPAn 28719 3.0 3.5
Tucunduba (BeAr 278} 2.6 4.0
Wyeomyia (original) 2.6 43
Taiassui (BeAr 671) 1.6 0.4
Macaua (BeAr 306329) 1.6 1.8
Taco (BeAr 314206) 1.6 0.7
Sororoca {BeAr 32149) 1.1 -
Kairi (BeAr 8226) 1.1 -
Anhembi (SPAr 2984) 1.é 1.5
- not fested
* log Neutralization Index

DISCUSSION

Bunyamwera complex viruses compraises viruses,
subtypes or varieties of one or another virus sharing
some epitopes, which are detected in one or another test
depending on the set of reagents.

The suckling mouse is considered to be the univer-
sal host system for the majority of arbovirus isolations.
It is noteworthy that the seven viruses isolated from
senfinel mice reflect this susceptibility and suggest the
probable enzootic circulation of these viruses with the
participation of hematofagous arthropods on the trans-
mission. All five MAG viruses were isolated from the
same family of swiss mice, which reveals an intense dis-
semination of the virus in the studied arca. However,
human infections have not been detected at the same
time in this site.

Except for Tucunduba virus, which was found in
the rising region of Guaratuba river in Bertioga county
(23°35° 8, 46°05°W), the other isolations occurred in the
region of Icapara, Iguape county. These two studied
areas are sitnated in the coastal region with a very pecu-
liar vegetation, with predominance of mangrove and
sandbank. Despite so many similar environments, these
viruses have not been detected in later studies done by
SAVT in different sites of Sfo Paulo State, suggesting
that Tucunduba virus is restricted to Guaratuba region,
while MAG and KRI viruses, to Icapara area.

i6

Two of the MAG virus presented hemaglutinin in
pH 6.1 while the other ones after subsequent passages in
suckling mice have not showed hemaggiutination acti-
vity. Thus, those two strains are not included within
seroepidemioiogical surveys of the arcas of research,
where the surveillance program to arbovirus has been
developed, because it is difficult to maintain the hemag-
glutination activity of those two strains. For this reason,
possible human and wild animal infections have not
been detected. In 1996, two more strains of MAG virus
obtained from blood of birds Zonotrichia capensis and
Crotophaga ani {Santos, umpublished data), in the
region of Icapara, demonstrate the existence of a restric-
ted enzootic circulation of the virus i this area. As
migratory birds are suspected to be the vertebrate hosts,
it s interesting to note that the bird Crotophaga ani may
be responsible for the geographical distribution of MAG
virus since this species of bird travels great distances
along South America. This fact was not observed with
Tucunduba and KRI viruses suggesting that other speci-
mems of vertebrates could be their hosts. Further
research must be done to achieve better evaluation of the
epidemiology of those viruses .

The isolations of MAG, KRI and Tucunduba viru-
ses confirm the presence of these viruses in S&o Paulo
State, In the absence of a recognized disease caused by
any of these viruses in the State, finther studies are
necessary to define which vectors and vertebrate hosts
are involved in the cycles of these agents in the area,
besides serologic surveys to determine the presence of
antibodies in humans and livestock.
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PRESENCA DE BUNYAVIRUS ( SOROGRUPO BUNYAMWERA) NO ESTADO DE

SAQ PAULO, BRASIL

RESUMO: Sete virus foram isolados de camundongos sentinela, expostos em drca de flo-
resta, na Regido da Mata Atlantica, Estado de Sdo Paulo, Brasil, de 1974 a 1981, Estao inclui-
das cinco amostras de Maguari, uma de Kairl ¢ uma de Tucunduba. Foi a primeira vez que
esses virus foram detectados no Estado de Sio Paulo. Os isolados foram idestificados por tes-
tes soroldgicos de Hemaglutinacio, Inibi¢io de Hemaglutinaghio, Fixaglo de Complemento e
Neutralizagio em camundongos lactentes. Os resultados mostraram que esses viras pertencem
a0 sorogrupe Bunyamwera. Como existem relatos de doenca humana causada por virus per-
tencente a essc grupo, conclue-se gue € necessdrio estudar os aspectos ecoldgicos envolvendo
o0s ciclos de manutengio desses virus, assim como a possibilidade de sua transmissfio em seres

humanos no Estado de Sao Paulo, Brasil.

DESCRITORES: Bunvavirus, Programa de vigilancla, Camundongos sentinela,

Isolamento e Identilicacio de virus
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CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DAS AGUAS DE FONTES MINERAIS DA
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NISHIHARA, L.; ALABURDA, J.; MAIO, F. D, - Caracteristicas Fisico-Quimicas das dguas de fontes
minerais da Regido da Grande S8o Paulo. Rev. Inst. Adolfo Latz, 37(2):19-25, 1G98,

RESUMO: Visando avaliar a qualidade de dguas minerais, foram analisadas amostras de 12 fon-
tes aunerais localizadas na Regifio Metropolitana da Grande SHo Paulo. As amostras foram coletadas tri-
mestraimente durante o perfodo de um ano, diretamente da fonte ¢ submetidas a andlise dos segnintes
parfimetros fisico-quimicos: aspecto; cor: oder; turbidez; pH; alealinidade de hidrdxidoes, de carbonatos
¢ de bicarbonatos; cdleio; cloreto; dureza total; ferro; magnésio; nitrogénio amoniacal, albumindide,
nitrito e nitrato; oxigénio consumido; potdssio; sodio; sulfato; arsénio; bario: cadmio; chumbo; cianeto;
cobre; cromo total; fluereto; manganés e zinco. As amostras de dguas minerais apreseniaram constin-
cia nos resultados dos parfmetros analisados durante o perfodo das coletas, sendo gue os valores obti-
dos encontraram-se de acordo com os da legislacio vigente, com excecfo de uma dnica fonte que apre-
sentou concentragdes de manganés ¢ de nitrato acima do previsto na legislacio. A faixa de concentra-
¢iio dos elementos metdlicos mais abundantes foi de 2,8 a 19 mg/L para o sédio, 1,3 a 3.4 mg/L para o
potdssio, 0.6 & 14 mg/l. para o cdlcio e 0,8 a 11 mg/l. para o magnésio. Os teores dos demais metais ana-
lisados apresentaram-se abaixo dos limites de detecgfio dos métodos (0,01 mg/L para Mn, Cr, Cu e (4,
0.02 mg/L para As; 0,03 mg/L para Pb ¢ Al), sendo que apenas o {on zinco apresentou valores de 0.01

20,13 mg/l., podendo-se classificar as dguas analisadas como oligominerais.

DESCRITORES: Aguas minerais; pardmetros fisico-guimices de dguas minerais; andlise

. de dguas minerais.

INTRODUCAO

As dguas minerais, segundo a Resoluglo 25/76 da
Comissdo Nacional de Normas ¢ Padrdes para Alimentos
{CNNPA)”, sdo definidas como dguas de origem profun-
da niio sujeitas 4 influéncia de dguas superficiais, prove-
nientes de fontes naturais ou de fontes artificialmente cap-
tadas, que possuen composicio guimica ou propriedades
fisicas ou fisico-quimicas distintas das dguas comuns.
Poderfio ser também consideradas come dguas minerais,
as dguas de origem profunda gue, mesmo sem atingir os
limites da classificaciio estabelecidos pelos padrdes vigen-
tes, possuam comprovada propriedade favordvel 4 saide.

As dguas minerais” sfo classificadas guanto a sua
composicdo quimica, de acorde com o elemento predo-
minante, podendo ter classificacio mista as que acusarem
na sua composicao mais de um elemento digno de nota.

A qualidade quimica destas dguas € o resultado da
composicao original das dguas metedricas, do tipo de
solo e rocha presentes na zona saturada ¢ ndo saturada,
tempo de circulagdo, clima e biota™. A sua composi¢io
quimica ndo & estdiica em relagio ao fempo, sendo que
modificacdes no regime de bombeamento e volumes ex-
trafdos podem causar alteragdes significativas na con-
centracdo salina das mesmas”.

* Institwto Adelfo Latz - Servigo de Quimica Aplicada - Divisio de Bromatologia e Quimica - Av. Dr. Asnaldo, 335 - Cerqueira Cesar - CEP

£1246-902 - Sido Panlo - SP

{1} Pesguisador responsiavel para receber a correspondéncia: - Instituto Adelfo Lutz - Diviso de Bromatelogia ¢ Quimica - Sechio de Agnas.
) P ¢ =
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O consumo de dgua mineral no Brasil apresenta um
crescimento  continuo, principalmente nas regiGes
Nordeste e Sudeste. O velome de produciio’ que era em
torne de 800 milhdes de litros em 1989, ultrapassou a
marca de 1 bilhfio ¢ meio de litros em 1995, sendo o fndi-
ce médio anual de crescimento deste setor cerca de 20%.
As previsdes de producio™ para 1997 apontam para um
minimo de 2 bilhfes de litros. Dados de 1990 mostraram™
202 concessdes de lavras existentes para a exploraciio de
fontes minerais em todo o territdrio nacional, sendo que o
Estado de Sao Paulo € o maior produtor no Pais®, lideran-
do o engarrafamento de dgua mineral ¢ potavel de mesa.

Este crescimento ne consumo de dguas minerais
pode estar relaciopado com a poluigio dos mananciais
que abastecem as grandes metropoles, constaiada ou
ndo, além de muitos consumidores considerarem que as
dguas minerais possnam efeitos medicinais benéficos
para a sadde, especialmente para a digestdo. Portanto, o
conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas destas
dguas € uma informacfio mmportante para a garantia da
saiide da populacdo, uma vez que devido as agbes antré-
picas pode ocorrer a contaminagio dos mananciais,
como no caso das dguas provenientes de aquiferos fratu-
rados em rochas vltrabasicas que apresentam {endéncia
a0 enriquecimento de fluoretos e de outros materiais'®

O fluoreto pode ocorrer naturaimente em Adguas
subterrineas mas € classificado como um contaminante
pela legislacio vigente”, porque quando se encontra em
concentragles elevadas pode ocasionar a fluorose denta-
ria e 6ssea™. Por outro lado, a presenca de metais pesa-
dos em dguas de consumo humano estd geralmente rela-
cionada com a contaminagdo dos manancias por resi-
duos industriais™. A ingestdo dos mesmos pode causar
sérios problemas a satde da populagfio™, desde distiir-
bios gastro-intestinais até disfuncdo mental e motora
relacionada i degeneracio do sistema nervoso.

A Jiteratura referente as Aguas minerais brasileiras €
bem escassa, havendo poucos trabalhos publicados com
0 objetivo de verilicar a qualidade das mesmas™**, Por
oufro lade, o Codigo de Aguas Minerais” deve ser revi-
sado, uma vez que permite a caracterizacBo das dgnas
como nitratadas, toriativas ou radiferas. O nitraio, inde-
pendentemente da sua origem, pode causar doencas
como a meiemoglobinemia em bebes® ™ além da sus-
peita de ser precursor de compostos cancerigenos'™, por
outro lado nitrogénico amoniacal pode ser indicativo de
fontes de poluicfio proximas e de condicdes higiénico-
sanitdrias insatisfatérias™.

No sentido de ampliar as informagdes sobre o
assnnto, realizon-se um monioramento das caracteristi-
cas fisico-quimicas das dguas de fontes localizadas na
Regido Metropolitana da Grande Sdo Paulo (RMGSP),
cuja dgua mineral encontra-se disponivel no mercado.

20

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas 4 amostras trimestrais de 12 fontes
minerais localizadas na Regido Metropolitana da Grande
S#o Paulo, no periodo de setembro de 1995 a novembro
de 1996. As amostras foram coletadas diretamente das
fontes em recipientes adequados ¢ preservadas de acor-
do com os parimetros a seremn anahisados’, conforme
descrito na tabela . Os métodos utilizados™ "% nag
determinagOes estdo apresentados resuinidamente nas
tabelas 2 ¢ 3. bem como os valores maximos permissi-
veis (VMP) previstos na legislacio®. Foram utilizados
08 seguintes equipamentos: espectrofotdmetro Hach —
DR 2000; espectrofotdmetro de absor¢iio atdmica Perkin
Elmer 3110 ¢ fotbmetro de chama Evans.

Para a andlise de metais, as amostras acidificadas
foram previamente digeridas™® antes do procedimento ana-

TABELA 1
Condigoes de coleta ¢ preservagio das amostras de
dguas de acordo com o parmetro a ser analisado’.

Pardmetro tipo de frasco preservacio
Alcalinidade borosilicato 4°C
Ambnia e borosilicato 4°Ce
Nitrogénio

albuminéide pH<2(H2S0Y
Arsénio polietileno pH<2(HNO }-Tamb
Bério polietileno pH<2(HNO }-Tamb
Céadmio polictileno pH<2{HNO }-Tamb
Chumbo polietilero pH<2(HNO )-Tamb
Cianeto poletileno pH>12(NaQH)}-4°C
Cloretos borositicato 4°C

Cromo total polietileno pH<2(BNO }-4°C
Cobre polietileno pH<23INO )-Tamb
Cor borosilicato -
Dureza total borosilicato pH < 2{HNG,)
Ferro total polietileno pH<2 (HNO )-Tamb
Fluoreto polietileno -
Manganés polietileno pH<2(1INO,)-Tamb
Nitrato horosilicao a’c

Nitrito boresilicato 4°C
Oxigénio

consumido borosilicato -k

pH borosilicato - *
Potdssio polietileno pH<2(HNO )-Tamb
Sédio polistileno .
Sulfato borosilicato 4°C

TDS borosificato 4°C
Turbidez borosilicato protecdo da fuz ~ 4°C
Zinco nolietilfeno pH<2(HNO,}-Tamb

* A andlise deve ser realizada imediaturnente apds a coleta
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TABELA2

Pardmetros fisico-quimicos e {ons caracteristicos avaliados nas amostras de dguas, métodos analiticos
utilizados™'**** e o valor mdximo permissivel (VMP) segundo a legislacio vigente".

Pardmetro método utilizado YMP?
Alcalinidade volumetria de neutralizago O {devido A hidréxidos}
reagente: H?SQ1 : indicadores: fenoiftaleina
¢ alaraniando de metila (= 1,7 mg/L)
Ambnia e espectrofotométrico (b = 450nm) 0,03 mgN/L.
Nitrogénic albumindide destilacfo/reagente de Nessler {0,02 mg/1.} 0,05 mgN/L
Cloreto volumetria de precipitagio H30 mg/L
método de Mohr {+ 0.4 mg/L)
Cor espectrofolométrico (h = 435nm) 5aH
b

Dureza total

Ferro total
Nitrato
Nitrito

Oxigénio consumido
pH
Potdssio
Sédio
Sulfato

TDS
Turbidez

volumetria de complexacio
Reagente: EDTA e indicador Eriocromo preto T
(1,3 mgh)
espectrofotométrico (A =510 nm)
reagente: o-fenantrolina (& 0,03 mg/l.)
espectrofotométrico (A = 400 nm)
reagente: dcido fenoldissulfénico (£ 0,05 mg/L)
espectrofotométrico (A = 520nm)
reagente: icido sulfanilico (= 0,002 mg/L}
permanganomatrico
potenciométrico
fotometria de chama
fotometria de chama
espectrofotométrico (A =450nm)
reagiio com fons Ba®® (£ 2,2 mg/l)
condutométrico
turbidimétrico

1,3 mgN/L
ausente

3.5 mg/l.
4,0-9.0
-b
-b
-b

34T

* Valor mdximo permissivel segundo a legislagio vigente, Resolugio 25/76 da UNNPA, Portaria 14 Bsh de 12/01/77
* pardmelros qee nac em valor maximo permissivel, porém sao importantes para classificagio das dguas minerais.

TABELA 3

Contaminantes inorgfinicos avaliados nas amostras de dguas, métodos analiticos utilizados>>"* e valor maximo

permissivel (VMP) segundo a legislacio vigente™.

Parametro método utilizado VMPp-

Arsénio formagio de arsina e reagfio com 0,05 mg/l.
iodete de mercinio (+ 0,01 mg/l)

Bario especirofotométrico (A = 450nm) 1.0 mg/L.
reacho com fons SO? (£ 2,2 mg/L)

Cadmio absorciio atdmica com charna 0.01 mg/L

Chumbo absorgio atdmica com chama 0,05 mg/L.
Cianeto espectrofotomélrico (b = 612 nm)

Cromo total
Cobre

Fluoreto

Manganés

Zinco

reagente: piridina-pirazolone (£ 0,004 mg/L)

ou eletrodo fon seletivo

gspecirofotométrico (A = 540 nm}
reagente: 1,5-difenilcarbohidrazida(x 0,025mg/L)
espectrofotométrico (A = 560 nim)
reagente: dcido bicincronicrico { 0,007 mg/L.)
espectrofotométrico (A = 580 nm)
reagente: SPADNS

ou eletrodo ion seletivo
espectrofotométrico (A = 560 nm)
reagente: PAN (= 0,0049 mg/L)
espectrofotoméltrico (A = 620nm}
reagenie: zincon (x 4,008 mg/L)

0.2 mg/L.
0,05 mg/l.

10 mg/L.

1,0 mg/1.
0,05 mg/l.

5.0 mg/L.

a Valor maximo permissivel segundo a legislacio vigente, Resolugio 23/76 da ONNPA, Portaria 14 Bsb de 12/01/77
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litico, sendo que para as determinagdes de arsénio, sulfato
e bdrio as amostras foram concentradas 10 vezes, enquan-
to gue para caddmio e chumbo 20 vezes. Foram realizados
testes qualitativos prévios™ para o sulfato ¢ o baric numa
porcio da amostra acidificada e pré-concentrada, utilizan-
do-se solucio aquosa de cloreto de bério a 10% para o sul-
fato e solugho aquosa de sulfato de sédio a 10% para o
bario, sendo que o limite de detecgo para ambos os jons €
de 0,5 mg/l.. Quando o teste prévio acusou turvagio, pro-
cedeu-se & andhise quantitativa da amostra.

Todas as determinactes foram acompanhadas de
um branco preparado de forma similar & amostra, utili-
zando-se agua destilada e delonizada.

RESULTADOS

Os resultados das analises das amostras das aguas
minerais, provenientes diretamente das fontes, sfo apre-
sentados nas tabelas 4 e 5, expressos em mg/L. Os valo-
res apresentados na fabela 4 correspondem aos parime-
tros fisico-quimicos e fons caracteristicos ¢ na tabela 3
a0s contaminantes inorginicos. Os valores apresentados
correspondem & meédia aritmética dog resultados das
amostragens realizadas trimestralmente, uma vez gue as
medidas de cada parAimetro nfio diferivam em mais que
10% dos valores destas médias.

DISCUSSAO

(s resultados relacionados nas tabelas 4 e 5 corres-
pondem a composicio fisico-guimica das dguas minerais
cothidas diretamente da fonte. Desse modo, evitou-se
possiveis alteracSes decorrentes da etapa de eagarrafa-
mento®, bem como, do proprio armazenamento das
dguas engarratadas'™=%,

s resultados apresentados com relacdo aos pardme-
tros organolépticos foram adequados aos padrdes de dgua
mineral, sendo que os mesmos foram bastanie inferiores
aos valores maximos permissiveis™ para a cor (SuH) e
para a turbidez (3 uT). Ainda para a maioria das amostras
analisadas (75%) a cor nio foi detectada, isto é, os valo-
res medidos foram equivalentes a zero ull. Quanto ao
aspecio todas as amostras apresentaram-se Hmpidas,
sendo também observada a auséncia de odor. Estas carac-
teristicas sdo facilmente perceptiveis, sendo importantes
para uma avaliacdo prévia do produto no momenta do seu
consuma. Os resultados observados também indicam que
as fontes amostradas apresentaram condigdes adequadas
de protegdo do manancial ¢ de captagio.

Os valores de pH das amostras analisadas apresenta-
ram-se proximos da neutralidade, verificando-se que a alca-

linidade das amostras é devida somente & presenca de bicar-
bonatos. Quanto aos resultados encontrados para a dureza
total, observa-se também teores relativamente baixos, 0s
quais seguem as reduzidas conceniractes detectadas de cal-
cio (0,0 a 14 mg/l) ¢ de magnésio (0.8 a 11 mg/L).

Os fons cloreto, ferro, potdssio, sédio ¢ sulfato que
geralmente ocorrem de forma patural nas dguas minerais
devido as caracteristicas geoldgicas da regifo em que a
fonte estd localizada®™, também se apresentaram em
quantidades relativamente baixas. Resultados semelhan-
tes também foram observados para 0s contaminanies
inorgdnicos cianeto e arsénio. Quanto ao teor de oxigé-
nio consumido, que estd relacionado indiretamente com
a4 matéria orgénica presente € com o grau de oxidacdo da
agua’, os valores obtidos estfo na faixa de 0,2 a 0,5 mg/A.
de oxigénio ¢ foi detectado em todas as amostras anali-
sadas, indicando um teor relativamente pequeno de subs-
tancias redutoras presentes nas amosiras,

Com relagiio a presenga de compestos de nitrogé-
nio, somente foi observada a ocorréncia de nitratos em
10 (83 %) das 12 fontes analisadas, sendo que nitrogénio
amoniacal ¢ albumindide e nitrito sempre estiveram
ausenies. A legisiacfo vigente!" estabelece como concen-
tragdo Hmite para o nitrogénio nitrico 1.1 mg N-NO/L,
sendo que poderd ser tolerada a presenga de até 4,5 mg
N-NO//L no caso de exame bacterioldgico satisfatorio.
Desta forma, com base nos resultados da tabela 4,
somenie uma das fontes analisadas apresentou teor
médio de nitrato igual a 6,0 mg N-NO /L, o qual estd em
desacordo com a legislagdo, enquanto que para as duas
fontes que apresentaram conceniragdes médias iguais a
3,2 ¢ 3,5 mg N-NO/L 330 necessdrias informagdes adi-
cionais para a sua avaliacio.

A maior concentraciio de fluoreto obtida foi de 0,30
mg/l, estando este valor abaixo do Hmite méximo per-
missivel para as dguas minerais (1,0 mg/l) ou da faixa
recomendada para as dguas de abstecimento™” (0,6 a 0.8
mg/1.) para fins de prevencio da cdrie dentaria.

Dos metais analisados, apenas o zinco ¢ o manga-
nés foram detectados, enguanio que o bdrio, cadmie,
chambo, cobre e crémio foram encontrados em concen-
tragBes abaixo do limite de detecgiio do métode analiti-
¢0’. No caso do manganés, somente uma fonte apresen-
tou concentracio acima do limite de detecgdo do méto-
do, observando-se um teor de 0,14 mg/L que estd em
desacordo com o limite estabelecido pela legislacdo™.
Convém salientar, gue este valor limite para o manganés
estd relacionade com questdes de ordem estética, isto &,
com as propriedades organolépticas e nfo com cfeitos
adversos & satide humana®™®. Ainda, é importante ressal-
far que esta fonte com teor elevado de mangangs também
apresentol teor de nitrato acima do valor maximo per-
missivel pela Resolugiio 05/78%,
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TABELA 4
Parimetros fisico-quimicos e dos fons caracteristicos das

amosiras de dguas minerais. Valores médios das ameostragens trimestrais.

Pardmetro fontes
01 62 03 04 05 06 07 68 09 10 it i2
Alcalinidade:
hidréxide (mg/l. CaCO)) 0 0 0 9 0 0 0 0 O 0 0 0
carbonato {mg/L. CaCO,) 0 0 \; 0 0 0 0 0 0 O 0 0
bicarbonato(mg/L. CaCO} 68 15 12 i8 {0 23 i2 i3 13 37 20 3!
Aspecto ” L L L L L L L L L L L I
Céleio (mg/L) 14 0,6 2.4 2.4 4.3 3.6 i,6 2,1 2,0 8,0 48 24
Cloreto {mg/L) 6,0 1.0 is 6,0 i4 5,0 3,5 7.0 6,3 6,7 80 9.5
Cor (uk) 0 0 0 0 0 0 =3 52 O 0 w2 0
Dureza total{mg/L CaCO ) 40 19 44 33 37 18 26 19 18 37 33 27
Ferro total (me/L) 1 0,1 0,1 0,1 0.1 0,1 0.1 0,1 0,1 0.1 2,1 G
Magnésio {mg/l.) 0.9 1.5 1,7 4,3 3,4 1.7 i.6 2,9 0,8 11 3,7 24
NH, amoniacal (mg/L. N) nd 1id nd ned nd nd nd nd nid nd nd nd
NH, albuminoide (mg/L. N} nd nd nd nd ad nd nel nd nd nd nd nd
Nitrito (mg/L N) nd nd nd nd ad ad ad nd nd nd nd nd
Nitrato (mmg/l. N) nd 0.3 6,0 0,2 1.0 0,7 nd 0,4 0,2 0,1 3, 32
Odaor aus aus aus aus aus aus  aus aus aus aus aus  aus
Oxigénio copsumido(mg/L) 0.5 0,3 0.4 0.2 0,2 0.2 0.4 0.5 0.3 0.3 03 03
12 6,0 5.1 6,2 5.7 5,5 5,8 59 5,7 6,7 53 558
pH a a a a a a a a a a a a
7.6 6,3 5.8 6,3 6.2 6,1 6.7 6,3 59 6,9 6,1 58
Potassio (mg/l.) 1.8 L6 34 1,5 2,6 2.3 1,3 1.3 1.4 3.6 2,0 22
Sodio (mg/L) 19 3.8 16 3,7 8,9 4,7 30 3.6 2,8 5.6 6.6 6,6
Sulfato {mg/l.) 4.0 nd i.4 (.1 nd nd nd nd nd 2.1 nd 1.8
TDS (mgfl. NaCl) 76 {8 62 25 46 35 19 23 15 45 46 38
Turbidez (u'1) =03 02 =03 =03 =03 =03 =04 =03 =04 =02 =03 =056
L. = liinpido; nd = nio detectado; aus = ausente
TABELAS
Teores dos contaminantes inorgnicos nas amostras de dgnas
minerais. Valores médios (em mg/L) das amosiragens trimestrals.
Pardmetro fontes
131 02 63 04 65 06 07 08 69 18 11 12
As <002 <002 <002 <002 <0062 <002 <0,02 <002 <002 <002 <002 <002
Ba <(),1 <0, 1 <0, ] <(3,1 <(,1 <01 <0, 1 <0,1 <0,1 <(,1 <}, 1 <(,1
Cd <0001 <001 <001 <001 <001 <00 <0,01 <001 <001 <001 <001 <001
Ph <03 <003 <003 <003 <003 <303 <003 <003 <003 <003 <003 <003
CN <(,01 <001 <001 <001 <000 <001 <000 <001 <001 <0061 <001 <001
Cu <001 <0,0f <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <00
Cr total <01 <0,01 <0061 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <061 <001 <0,01
¥ 0,30 0,06 011 011 0,06 0,08 003 0,10 0,03 0,18 0.08 0,14
Mn <0,01 <001 014 <001 <001 <001 <001 <0,01 <001 <001 <001 <001
Za £.08 0.04 0.01 005 013 6,06 0,07 0,04 0,05 0,05 4,06 0,02
23
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A partir dos resultados experimentais das amostras de
dguas mincrais analisadas verificou-se a presenga de con-
centracOes bastante reduzidas dos fons normaimente pre-
sentes na sua composicio, fato que também estd de acordo
com os valores obtidos na andlise dos solidos totais dissol-
vidos (TDS}, os quais situaram-se na faixa de 15 a 76 mg/L.

CONCLUSAO

As amostras de dguas provenientes das fontes mine-
rais apresentaram composiclo guimica dentro dos limi-

tes permitidos pela legislacdo, com exceglo de uma
tinica fonte que apresentou concentracao de manganés
de 0,14 mg/L e de nitrato de 6,0 mg N-NO/L., parime-
tros que estdo em desacordo com a legislacfio vigente
para as aguas minerais.

De forma geral, as amostras de aguas minerais
analisadas apresentaram boa qualidade, quanto aos
pardmetros fisico-quimicos estudados. Como essas
amostras ndo apresentaram nenhum fon em teores que
as incluissem em uma classificacao especial, as dguas
minerais analisadas podem ser classificadas como oli-
gominerais,

NISHIHARA, L.; ALABURDA, §.; MAIO, F. D. ~ Physico-chemical characteristics of water from min-
eral sources of S&o Panlo metropolitan region. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57 {2):19-25, 1998.

ABSTRACT: Swudies were conducted to evaluate the water quality from twelve mineral sources

located in Metropolitan Region of S@o Paulo. The samples were collected trimestrially during one year
and were submitted to physico-chemical measurements. Data are presented for aspect; color; edour; tus-
bidity; pH,; alkalinity; calcium; magnesium; total hardness; chioride; iron; ammonia and albuminoid
nitrogen; piirite; nifrate; consumed oxygen; potassium; sodium; sulphate; arsenium; barfum; cadmiuny;
lead; cyanide; copper; chromium; fluoride; manganese; zine and iotal dissolved solids. The observed
values for each one of these parameters were similar during the studied period. Most of the sources
agree with the requerements of the Federal Brazilian Regulations, despite one of them exceeded the
maximum contaminant levels for manganese and nitrate. The concentration ranges for some of the com-
men metallic elements were 2,8 to 19 mg/. for Na; 1,3 to 3.4 mg/L for K; 0.6 to 14 mg/LL for Ca and
0.8 to 11 mg/L for Mg. The other metallic elements were below the limit established by the Brazihan
legislation, with the exception of manganese in one sample. The physico-chemical parameters as pH,
color, turbidity, alkalinity and odour were within the established values by Brazilian legislation. The

mineral water of the sources may be classified as oligo mineral.

DESCRIPTORS: Mineral water; physico-chemical parameters of mineral water; mineral

water analysis.
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IGAT PROTEASES — OCORRENCIA BEM AGENTES ETIOLOGICOS DE MENINGITE
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LANDGRAE TM.; ALKMIN, M.G.A. & BARBOSA, SFC. — IgAl proteases —
Ocarréncia em agenies eticldgicos de meningite. Rev. Inst. Adoifo Lutz, 57 (2): 27-30, 1998,

RESUMO: Dentre os fatores de viruléneia em bactérias investigados na Secio de Bacieriologia do
Instituto Adelfo Lutz, tem side avaliada a ocorréncia de proteases & imunoglobulina A {IgA1 proteases)
em agentes etioldgicos de meningite. Esias enzimas extracelolares sfio produzidas por diferentes pato-
genos de mucoss, incluindo os 118s principais agentes das meningites bacierianas: Neisseria meningiti-
dis, Haemophilus influenzae e Streptococcus preumoniae. lgA1 proteases foram detectadas por imunoe-
letroforese em 28 de 39 cepas estudadas, bactérias e leveduras. Com exceglio de 7 bactérias obtidas de
colegiio de cultura, todos os microrganismos foram isolados de liquido cefalorraguidiano. Nos trés agen-
tes etiologicos mais [requentes de meningite fot observada a presenca de IgAl proteases, como também
em quatro outras bactérias, das quais duas de colegfio, e ndo citadas na literatura como produtoras des-

tas enzimas.

DESCRITORES: IgA1 proteases, meningite, fatores de viruléncia.

INTRODUCAO

Muitas bactérias podem produzir uma infecgfo
meningea, sendo mais prevalentes Neisseria meningiti-
dis, Haemophilus influenzae e Streptococcus prewmo-
miae .

Estes agentes atuam por varios mecamsmos de
viruléneia, sendo que a produgiio de IgA 1 proteases tem
sido bastante estudada =",

As IgAl proteases sfo enzimas extracelulares que
clivam a imupoglobulina A1 na regido da dobradiga da
cadeia pesada, liberando fragmentos intactos de Fab ¢
Fe. Esta ¢livagem ocorre na subclasse IgA1 do soro, mas
nédo na subclasse IgA2 . A g A secretora (IzAs) € a prin-
cipal defesa humoral da superficie da mucosa e raramen-
te suscetivel a digestiio por IgAl proteases. A nfo susce-
ubilidade relativa pode ser explicada pela presenca de
wma maior proporgio de IgA2 na IgA secretora do que
na IgA do soro . Fol observado por imunoeletroforese
que os fragmentos Fab e Fc liberados pela acio de pro-
teases diferem conforme o substrato. A clivagem de

Segio de Bactericlogia do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, 5P,
** Segde de Imunologia do Instireto Adoifo Lautz, Sio Paulo, SP.

Te Al por estas enzimas resulta numa considerdvel perda
da atividade do anticorpo, representando, desta forma,
um importante fator de viruléncia ¥,

A presenca de IgAl proteases foi demonstrada em
liquido cefalorraquidiano {L.CR) de pacienies com infec-
¢cao meningea por N. meningitidis, H. influenzae e 5.
prewmoniae ) em liquido pleural % na saliva humana,
atividade enzimdtica esta semelhante & observada no
Streptococeus sanguis isolado de saliva Y, em suspen-
soes de placa dentdria de humanos %; no lavado vaginal
de mutheres com infecciio por N. gonorrhoeae *; em
sobrenadante, livre de células, das fezes de pessoas sas '

Espécies bacterianas que possuem esta atividade
estdo associadas a grupos distintos de doencas infeccio-
sas e ndo sdo mutuamente relacionadas por critérios
taxondmices. Elas incluem os trés agentes etiolégicos
principais de meningites bacterianas, ¢ outras como H.
aegyptius (Febre Purpirica Brasileira e conjuntivite epi-
démica), N. gonorrhoeae (gonorréia), bactérias chvolvi-
das em doenca periodontal destrutiva, e algumas que
também atacam ou tém as membranas mucosas como
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porta de enirada (Porphiromonas, Caprocytophaga,
Gemella, Ureaplasma) *'*"%.

A incapacidade de causar a degradacgfio proteolitica
da IgAl humana foi observada em algumas espécies
comensais de Neisseria {cinereae, flava, flavescens, per-
flava, subflava, lactamica, mucosa, sicca), de espécies
de Huemophilus, algumas delas de baixo poder patogé-
nico (aphrophilus, ducrey, haemoliticus, parainfluenzae,
parahaemolyticus, segnis), de cepas de F. coli (soroti-
pos: O1:K1:H7, O2:H5:, O2:K2ac:Hi, O4:KI2:H3, O6:
K13:HI1, O18ac:K1l, O83:K1, Oll2ac:H46), Klebsielln
{preumoniae, aervogenes, oxitocay , Salmonella { enteri-
tidis, typhi, typhimurium ), Shigella (bovdii, dysenteriae,
flexneri, sonnei), Proteus (mirabilis), Staphylococcus
{creus, epidermidisy e Streptococcus {acidominimus,
agalactiae, anginosus, bovis, millert, mitis, mutans, pyo-
genes, uberis } Listeria (monocytogenesy**"” Segundo
Kihan*, apenas algumas cepas de 5. mitds, S. sanguis, H.
parahaemolyticus, H. parainfluenzae podem produzir
IgAl protease *. Em outros microrganismos como fun-
gos ou leveduras, protozodrios e virus também niio tem
sido detectada a presenca da enzima IgAl protease °.

{3 objetivo deste trabatho € comprovar a presenga
de enzimas IgAl proteases em agentes de meningite,
pois estas enzimas, além de serem consideradas wm fator
de viruléncia em algumas bactérias patogénicas, podem
ter uma potente aphcabilidade em vacinas ™,

MATERIAL E METODOS
1. Microrganismos

Foram investigadas, por imunoeletroforese®™, 36
cepas de bactérias (Haemophilus influenzae -14,
Neisseria meningitidis -5, Streptococcus pneumoniae -3,
Acinetobacter calcoaceticus — 1, Enterobacter cloaceae
- 1, Klebsielln pnewmoniae -1, Proteus mirabilis -2,
Listeria monocytogenes — 2) e 3 de leveduras (Candida
albicans — 2 e Cryptococcus neoformans — 1), todas
isoladas de liguido cefalorraquidianc de pacientes com
meningite. Obtidas de colecio de caltura foram estuda-
das também as cepas bacterianas: Shigella flexneri - 1,
Shigella sonnei -~ 1, H. parainfluenzae — 1,
Streprococcus mitis — 1, Staphylococcus aureus — 1,
Citrobacter freundii -1 e Providencia stuartii — 1.

2. Imunoglobulina ¢ anti-soro
A 1gA foi obtida de soro de pacientes com mieloma
de IgA e também de colostro, ¢ ambos submetidos 4 puri-

ficaclio em cromatografia de coluna de jacalina '*. O soro
dapresentou wma concentracio de 7,5 mg/ml. de IgAl
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purificada . Coelhos foram imunizados segundo metodo-
logia descrita ™ para produgdo do soro anti-IgAl. Além
deste anti-soro, nas reagdes foi utilizado também um soro
anti-IgA1 de procedéncia Sigma (Anti-Human IgA-alfa-
chain specific, n. 1-9506), como contrdle.

3. Ensaio de IgAl proteases

A metodologia empregada para pesquisar a presen-
ca da lgAl proteases foi baseada na descrita por
Mestecky & Kilian

Inéeulos abundantes obtidos através de uma alga
bacteriolégica bem carregada de culturas recentes (18-24
horas) das cepas em estudo, foram acresceniados em
40mL de TgAl purificado e incubados a 37°C por 18-24
heras. O conjunto IgAl e cultura f0i a seguir centrifuga-
do a 2.000 rpm (rotacSes por minute), durante 10 minu-
tos ¢ o sobrenadante mantido a -20°C até o momento do
teste. A imunoeletroforese foi realizada, a seguir, a fim
de se caracterizar a digestdo da IgAl nas fracbes Fab e
Fe, empregando-se anti-soro de coelho anti-IgA ndo
absorvido e o soro anti-lgA comercial.

RESULTADOS

Na Tabela 1 estiio apresentadas as bactérias ¢ leve-
duras nas quais a presenca ou auséneia de enzimas [gAl
proteases foi observada.

TABELA 1
Positividade de IgA1 proteases em
39 microrganismos estudados

Microrganismos  Origemy N° Hstudado  N° Positivo (%)
Haemophilus

influerzae LCR 14 14 (10(h
Neisseria

meningitidis I.CR 5 501000
Strepiococcus

PREUmoniue LCR 3 3 (100
Acinetobacter

caleoaceticus LCR 1 1 {00y
Enterobacter

cloacene LCR 1 1 {100}
Klebsiella

prewmoniae LCR | {0y
Proteus mirabilis  TCR 2 2 (100)
Listeria mono

cytogenes 1L.CR 2 $NEH))
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TABELA 1 {continuacio)
Positividade de [gAl proteases em
39 microrganismos estudados

Microrganismos  Origemn N° Estudado  WN° Positivo (%)
Shigella flexneri Fezes i 1 (100)
Shigella sonnei Fezes 1 1 (100}
H. parainfluenzae  Oro-faringe i HE(D)]
Streptococcus

mitis Placa dentéria i 0
Staphylococcus

auFeus ATCC 6538P 1 0
Citrobacter

freundii Fezes 1 0
Providencia

Stuartii Fezes 1 0
Candida albicans  LCR 2 0
Cryptococcus

neoformans LCR i 00}
TOTAL 39 28 (72)

PICR = Liguido cefalorraguidiane

DISCUSSAQ

O sistema imune de mucosa desempenha vm papel
importante como barreira da extensa drea superficial dos
tratos respiratdrio, gastrointestinal ¢ geniturindrio
(.4002}7;2). Por outro lado, a imunoglobulina A {(IgA), o
principal isétipo das mucosas e secreges, € superior acs
outros isétipos de imunoglobulinas na protego contra
virus ¢ patogenos de mucosas. Portanto, a IgA secretora
(IgAs) é o principal mediador de imunidade especifica
das superficies de mucosa humana °.

Seres humanos, chimpanzés e gorilas expressam
duas subclasses de [gA, ou seja, IgAl ¢ IgAZ. A IgAl ¢
protegida contra enzimas proteoliticas por possuit, na
regido da dobradica da cadeia pesada, uma seqiiéncia
dupla incomum de 13 aminodcidos, prolinas serinas e
treoleinas, e por apresentar uma ghicosilacdo de resfduos
de serina. Contudo, uim nidmero de importantes patégenos
bacterianos de mucosa e membros bem sucedidos da
flora comensal humang, mas que podem estar associados
com distdrbios patoldgicos, desenvolveram proteases
extremarnente especificas que clivam a IgAl hamana *.

Tanto a IgA sérica obtida de soro de paciente com
mieloma, como a lgA secretora de colostro foram utili-
zadas como substrato. A andlise qualitativa do colostro
para a presenga de subclasses de IzAl e IgAZ pelo teste
de suscetibilidade a clivagem por IgA1 proteases revelou

que a IgA obtida de colostro ndo for clivada. Além de
possuir IgAl em quantidades menores do que IgA2, o
colostro contem anticorpos neutralizantes 4 maioria das
IgAl proteases bacterianas. Consequentemente, [gAs
purificada de colostro humano € resistente & maioria das
IgAl proteases, a menos que seja acrescentada em quan-
tidades excessivas ’

Nossos resultados foram compativeis com os de
outros autores quanto aos agentes mais frequentes das
meningites bacterianas, N. meningitidis, H. influenzae, ¢
S. pneumoniage. Com relacio a oniros agentes desta
infecclo, alguns apresentaram enzimas IgAl proteases,
embora na literatura tenham sido citados como nio pro-
dutores destas enzimas, como Proteus mivabilis®™. Outras
bactérias de colecdo, como Shigella flexneri ¢ S. sonnei,
também ndo citadas na literatura como apresentando
estas enzimas “**, foram positivas em nosso trabalho.
Atribuimos estes resultados divergentes a ama concen-
tracio maior de indeulo, pois em alguns ensaios duplica-
dos da mesma bactéria, resulfados diferentes foram obti-
dos, como ocorreu ao se testar cepas de S. pueumoniae.
Colénias de S. preumoniae, como de outros estreptoco-
cos, sdo muito pequenas e se nio for conseguido uma
algada bem carregada de indculo, o resultado pode ser
negativo. Alguns autores observaram que em S. mirise S.
sanguis, € em H. parainfluenzae apenas algumas cepas
desenvolvem esta enzima °.

De acordo com Lomhbolt ¥, a IgAl se constitul em
um antigeno comuin e merece avaliacio futura para uma
possivel aplicagio em vacinas a fim de prevenir doengas
causadas pelo micrerganismo produtor da enzima. Hste
mesmo autor afirma que ainda existe muito para ser
aprendido sobre a funciio molecular das IgAl proteases
bacterianas ¢ o papel gue elas desempenham durante a
colenizagdo e infecgio.

A presenga de IgAl proteases podera ajudar a
entender propriedades do hospedeiro e do microrganis-
mo, Estas propriedades, quando combinadas formam a
base para infecgio, e esta informagio tem importancia
clinica e pode contribuir no controle da doenca .

Tendo em conta que estas enzimas séo elaboradas
somente por bactérias e nfio por outros microrganismos,
em estudos futuros serd analisada a presenca destas enzi-
mas em fluidos bioldgices, como o Hquido cefalorraqui-
diano, visando reduzir a grande porcentagem de menin-
gites definidas como indeterminadas, quando pelas téc-
nicas de identificacdo atualmente em desenvolvimento,
ndo se detecta um agente bacteriano, principalmente
devido @0 uso prévic de antibidticos que muitas vezes
inviabilizam o diagndstico laboratorial da infecgio.
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ABSTRACT: Among virulence factors in bacteria investigated in the Se¢fio de Bacteriologiza of the
Instituto Adolfo Lutz, the cccurrence of imvmunogiobulin A proteases (IgA | proteases) has been evalua-
ted. Thesc extracellular enzymes are produced by different mucosal pathogens, including the three major
agents of bacterial meningitis: Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae and Streptococcus preu-
moniae. IgAl proteases were delected by immunoelecttophoresis in 28 of 39 sirains studied, bacteria and
yeasts. Excepl for 7 bacteria from collection, all organisms were isolated from cerebrospinal fluid. In the
three most frequent etiological agents of meningitis, IgAl proteases were observed, as well as in four
other bacteria, two of which {rom colection, and not cited in the literalure as enzyme producers.

DESCRIPTORS: 1gAl proteases, meningitis, virulence factors,
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RESUMO: As linhagens celulares obtidas a partir de larvas do mosquito Aedes albopictus apresen-
tam-se naturalmente infectadas por virns. O clone C6/36 dessas células, obtide por Igarashi em 1978,
mostroy estar livre de virus e tem sido usado para isolamento do virus Dengue na maioria dos laboratd-
rios especializados. Em nossos estudos com esse clone, apos diferentes perfodos de incubacfio, detecta-
mos a presenca de um virus enddgeno. Sobrenadante de cultura de células C6/36, apds o 120 dia de repi-
que, analisado por coloragio negativa em microscopia eletrdnica, revelou a presenga de particulas virais
sem envoltdrio, medindo cerca de 20 nm. Esse mesmo ieste, quando realizado com células apds o 2°, 6°
e 10° dias de incubagio, resultou negativo. As células também foram submetidas & imunofluorescéncia
indireta utilizando apti soros para vdrios grupos de arbovirus. Os resultados foram negativos, descartan-
do a possibilidade de contaminagfo iaboratorial. A presenca de virus enddgeno em células C6/36 pode
ocorrer em diferentes laboratdrios, sem ser detectada. Nossos resultados mosiraram que esse virus endd-
geno ndo influencia o isolamento do vitas Dengue ¢ a replicaclio das células. Em razfo da avséncia de

dados, o emprego dessas céiulas para isolamento de outros virns deve ser cuidadosamente avaliado.

DESCRITORES: linhagem celular clone C6/36; vivus endogeno; denguce.

INTRODUCAO

0 estabelecimento de numerosas Iinhagens celulares
possibilitou o avango da pesquisa em diversas dreas, em
particular a virclogia. Linhagens celulares das mais dife-
rentes origens, do homem aos insetos, sdo hoie obtidas
comn relativa facilidade. Em estudos com arbovirus, prin-
cipalmente o virus dengue, as linhagens celulares prove-
nientes de mosquitos tiveram grande importincia, pois
apresentam maior sensibilidade a esse virus que as de ver-
tebrados sendo, ainda, de facii crescimento e manutengio.
SINGH & PAULS relataram pela primeira vez o isolamen-
to do virus dengue em cultura de células de Aedes albo-
pictus cstabelecidas por SINGH'. Desde entdo, varias
tinhagens celulares de diferentes mosquitos tem sido utili-
zadas para esse propésito. Estudos realizados com as célu-
las Aedes albopictus mostraram que podem apresentar-sc

* Laboratério de Biologia Molecular
#* Seclo de Microscopia Eletronica

naturalmente infectadas por virus (CUNNINGHAM et
alit HIRUMI et alii®; BOUBLIK et alii’). Clonagens rea-
Hradas por IGARASHI4, resultaram na obtengio do clone
(C6/36 livre de virus, utilizado na maioria dos laboratdrios
que fazem isolamento do virus Dengue.

Em estudos com o virus Dengue, utilizando este
clone, verificamos em controles negativos a presenca de
um virus endégeno. Neste trabalho apresentamos alguns
aspectos iniciais deste vitus e sua influéncia no isola-
mento do virus Dengue.

MATERIAL E METODOS
Cultra de células

Os repiques para manutencio das células C6/36
foram feitos em tubos de ensaio ¢ em garrafas de vidro

#EF Secio de Virus Transmitidos por Arfrépodos — Instituto Adolfo Lutz —- SHo Paulo



BARBOSA, M.L.; UEDA-ITO, M & ROCCO. .M. — PRESENCA DE VIRUS ENDOGENO NA LINHAGEM CELULAR Aedes albopictus CLONE C6/36

NAO INFECTADAS. Rev. Inst. AdolfoLutz. 57 (2): 31-33, 1998.

de 250 ml, na concentracio de 5X10° cél/ml. O cresci-
mento foi em meio Leibovitz nimero 15 (L-15, SIGMA)
modificado com 2,95% de “Tryptose Phosphate Broth™;
Solucdo de aminoicidos ndo essenciais e 2% de L-
Glutamina, reconstituido em dgua bidestilada, com pH
ajustado com dacido cloridrico 0,1 M para 6.8 e suple-
mentado com 10% de soro bovino fetal..

Pertodos de incubagdo

As células foram incubadas por diferentes periodos:
2,5,9,12, 14 e 16 dias 4 28°C. Apds cada periodo foram
processadas para imunofluorescéncia e microscopia cle-
tronica.

Imunofluorescéncia indireta

As células foram removidas da parede dos tubos
por agitagdo manual, centrifugadas a 1.500 rpm/10min.,
o sobrenadante desprezado, o sedimento ressuspendido
em 0,1 ml de PBS e aplicado em ldminas préprias. Apés
secagem e fixacdo em acetona (-20°C/10 min.), as lami-
nas foram submetidas a imunofluorescéncia indireta, uti-
lizando-se “pools” de fluido ascitico imuno anti alpha,
flavi e bunyavirus e anti globulina total de camundongo
conjugada ao isotiocianato de fluoresceina (SIGMA).

Preparagdo das células para microscopia eletrénica

As células das garrafas foram rompidas por uma
série de trés congelamentos e descongelamentos rapidos
e centrifugadas a 10.000 rpm/15min., em rotor 325 cen-
trifuga SORVALL, para retirar os “debris” celulares. O
sobrenadante foi ultracentrifugado a 25.000 rpm/90 min.
em rotor SW-28 em ultracentrifuga BECKMAN L-8, o
sedimento foi ressuspendido em 0,5 ml de PBS e anali-
sado em microscopia eletronica.

Microscopia eletrénica

O sobrenadante de células foi submetido a técnica
de coloracdo negativa com fosfotungstato de potdssio
(PTK) a 2%, pH 6.8 e examinado em um microscopio
eletronico Philips EM-400T, operando a 80 kV (BREN-
NER et alli?).

RESULTADOS

Células da linhagem Aedes albopictus clone C6/36
inoculadas com virus Dengue e células controle ndo
infectadas incubadas em condicdes e periodos idénticos,
foram enviadas para observag@o ao microscopio eletrd-
nico. A microscopia eletrdnica detectou a presenga de
particulas virais no sobrenadante dos controles a partir
do 12° dia. Essas particulas eram numerosas, esféricas,
sem envoltério e medindo cerca de 20 nm de didmetro
(Fig. 1), sendo perfeitamente distintas das particulas de
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Dengue que possuem envoltério e medem cerca de 50
nm de didmetro.

Em vista da importancia do achado, o procedimen-
to foi repetido mais trés vezes, observando-se em todas
as andlises a presenca dessas particulas nas células con-
troles. Esses mesmos dados foram obtidos em estudos
realizados com o clone C6/36 proveniente de outras ins-
titui¢des, confirmando os resultados.

Em todos os estudos realizados com C6/36 contro-
le, ndo se observou qualquer alteragdo celular visivel,
apos o repique, nos diferentes periodos de incubacio.

- A presenga do virus endégeno no clone C6/36 apa-
rentemente ndo interferiu no aparecimento do efeito cito-
patico e isolamento de virus, obtido a partir de soros de
pacientes, com suspeita clinica de dengue, inoculados
nessas células.

Os resultados obtidos apdés imunofluorescéncia com
fluido ascitico imune anti alpha, flavi e bunyavirus, realiza-
dos nas células controle foram sempre negativos, afastando
desta maneira a possibilidade de qualquer contaminacéo
acidental pelos arbovirus manipulados no laboratoério.

DISCUSSAQ

As linhagens celulares provenientes de mosquitos,
sdo geralmente derivadas de um grupo de larvas, sendo

Figura 1. Micrografia eletrénica de particulas virais obtidas a partir
do sobrenadante de cultura de células C6/36.
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portanic uma mistura de populactes de células, JOUSSET
et alii®, relatam o isolamento de nm virus persistente, néo
envelopado, icosaédrico, de 22nm de didmetro, isolado de
clones C6/36, denominado parvovirus de Aedes albopic-
rus. IGARASHYI isolou virios clones de finhagem celular
de Aedes albopictus, identificando o clone C6/36 livre de
virus. Durante nossos estudos, no entanto, verificamos
neste clone a presenca de particulas virais, sem gue qual-
quer alteragio na sensibilidade das células C6/36 fosse
observada no isolamento do virus Pengue,

A hipdtese de contaminagio dessas células por outros
arbovirus foi eliminada, uma vez que todos os testes de
imunofiuorescéncia foram negativos para aiphavirus, flavi-
virus e bunvavirus. Células C6/36 provenientes de outras

instiituicOes ¢ analisadas nas mesmas condigdes ¢ periodo
mostraram resultados idénticos aos nossos, confirmando
desta maneira nossos achados e afastando a possibilidade
de contaminaciio com os arbovirus trabathados na Segiio.

Esse provével virus endégeno pode estar presenie
em células C6/36 de outros laboratdrios sem ser detecta-
do. Embora nossos dados nfio mostrem interferéncia
deste virus com o isolamento do virus dengue, o empre-
go dessas células para o estudo de outros virus deve ser
cuidadosamente avaliado.

AGRADECIMENTOS
Agradecemos & Secio de Culturas Celulares, do Ins-
tituto Adolfo Lutz, pelo fornecimente dos meios utilizados.

RIALA (H7/835

BARBOSA. M.L.; UEDA-ITO, M & ROCCO, IM. — PRESENCE OF AN ENDOGENOCUS VIRUS
IN UNINFECTED Aedes albopictus CELL, CLONE C6/36. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 37(2129-31, 1998,

SUMMARY: Cell lines obtained from Aedes albopictus mosquitoes larvae has been shown 1o be
naturally infected by viruses. The C6/36 clone of Aedes albopictus cells obtained by Igarashi in 1978
showed to be free of viruses and has been used to isolate Dengue viruses in the majority of specialized
laboratories. In our studics with these cells, we detected the presence of an endogenous viras, after dif-
ferent periods of incubation. Eletromicroscopic analysis of the culture fluid of C6/36 cell. by negative
siaining, revealed the presence of a non-enveloped viral particle, from the 12th day of splitting. measu-
ring 20mm. Analysis on days 2, 6, and 10 after the day of splitting the cells were not able to show the
same type of viral particle. These cells were submitted to indirect immunofiuorescence test using a panel
of antisera directed to several arbovirus groups. These tests were negative, ruling out the possibility of
laboratory contamination. The presence of endogencus viruses in established celi lines may occur in any
faboratory without being detected. Our work showed that this endogenous virus does not influence (he
isolation of Dengue viruses and the cell replication. Due to the lack of data, the use of these cells to iso-
lation of other viruses should be carefully evaluated.

DESCRIFPTORS: celf line clone C6/36; endogencus virus; dengue.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

. BOUBLIK, Y.; JOUSSET, }1.X. & BERGOIN, M. —
Structure, restriction map and infectivity of the
genomic and replicative forms of AaPV DNA. Arch.
Virol. 137: 229-240, 1994,

2. BRENNER, S. & HORNE, R'W. A negative staining
method for high resolution electron microscopy of
viruses. Biochim. Biophys. Acta, 34: 103-110, 1955

3. CUNNINGHAM, A., WEBB, SR, BUCKLEY, S.M.
& CASALS, }. — Isclation of Chikungunya virus
contaminating an Aedes albopicuts cell line. J. Gen.
Virol. 27: 97-100, 1975.

4. IGARASHI A, — Isolation of a Singh@& Aedes alho-
pictus cell line cone sensitive to dengue and chikan-
gunya virus. J. Gen. Virol. 4(0: 531-544, 1978.

5. JOUSSET. F-X.; BARREAU, C.; BOUBLIK, Y. &

CORNET, M. — A paivo-like virus persistently
infecting a C6/36 clone of Aedes albopictus mosqui-
to cell line and pathogenic for Aedes acgypti larvae.
Virus Res, 29: 99-114, 1993

6. HIRUMI, H., HIRUMIL K., SPEYER, G., YUNKER,
CE.THOMAS, L. A.,CORY, J. & SWEET, BH. —
Viral contamination of a mosquito cell line, Aedes
albopictus associated with syncytium formation. In
vitro 12: 83-97, 1976.

7. SINGH, K.R.P. — Cell cultures derived from larvae of
Aedes albopictus (Skuse) and Aedes aegypti (1..).
Current Science 36: 506-5-8, 1967,

8. SINGH, K.R.P. & PAUL, §.D.- Isolation of dengue
virses in Aedes albopictus cell cultures. Bull
W.ILO. 4: 982-983,1960.

Recebido para publicagao em 12/01/9%

[N ]
)



Rev. Inst. Adoifo Lutz,
57 {2): 3544, 1998

SUHDADES LEVES EM SOPAS DESIDRATADAS -
ADEQUACAO DE UM METODO MICROSCOPICO*

Maria Helena MARTINIF*
José Paschoal BATISTUTI***

RIALA (07/836

MARTINI, M. H.; BATISTUTL I. P. — Sujidades leves em sopas desidratadas — Adequagio de um
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RESUMO: Para detecgiio de sujidades leves em sopas desidratadas fol proposta & metodologia des-
crita pela AOAC 980.27 para cevada, aveia e mistura de cereais desidratados. As amostras foram con-
taminadas artificialmente com ragmentos de insetos: cabegas, térax-abdomen e élitros, dcaros e pélos
de ratos brancos. Na etapa de desengorduramento e flutuagio o método foi modificado quando compa-
rou-se 0% efeifos de dois solventes, isopropanol 40% indicado na metodologia AQAC 980.27, etanol
60% e misturas deles nas proporcoes 1:1 ¢ 31, respectivamente. A média de recuperacio de sujidades
leves, utilizando isopropanol 40% e etanol 60% (3:1) foi de: 92,6% para fragmentos de insetos, 43%
para dcaros € 33% para pélos de roedores, ndo diferindo significativamente (p>0,03), quando utilizou-
se somente o isopropanol 40%; encontrando-se 93.3% para fragmentos de insetos, 39% para dcaros e
61% para pélos de roedores. O método 980.27 modificado, utilizando isopropanoc! 40% e etanol 60%
(3:1) fol mais eficiente para a recuperacio de fragmentos de insetos. A avaliaciio das sujidades leves, em
sopas desidratadas, no método proposto modificado empregando-se a soluglic de isopropanol 40% e eta-
1ol 60% (3:1), foi reatizada em 62 amosiras comerciais de duas marcas diferentes (A e B), produzidas
no Estado de Sdo Paulo e adquiridas em supermercados do municipio de Araraquara-SP. O total de
amostras foi dividido em dois lotes com 31 unidades cada, constifuidos por amostras do mesmo tipo,
mesma marca e datas de fabricaglo diferentes. As amostras foram analisadas emn duplicata. A maior inci-
déncia de sujidades leves (n¥/50g), foi para fragmentos de insetos com porcentagens de 81,8% (1 a 36
fragmentos de insetos) para a marca A e 82,5% (1 a 49 fragmentos de insetos) para a marca B. As duas
marcas mostraram pequena incidéncia de dcaros ¢ pélos de roedores, Estes resuitados sugerem que é
necessario a revisio da legislagGo brasileira, quanto aos limites microscépicos, em sopas desidratadas.

DESCRITORES: microscopia: alimentos; sujidades leves: sopas desidratadas; fragmentos de
insetos.

INTRODUCAO

O crescimento da producio brasileira de alimentos
nos dltimos anos e segundo a Associacio Brasileira das
Indistrias de Alimentos, foi em 1995 4% superior &
1994, devido as mudangas ne padrio de consumo, onde
o consumidor, principalmente dos grandes centros urba-
nos, passou a adotar refei¢des priticas e rapidas, optan-
do por pratos prontos ou semi prontos®,

As sopas desidratadas apresentaram em 1995, um
aumento de 16% na producio em relacao a 1994 #%,

sendo consumidas pela populagfio, além de fazerem
parte da merenda das escolas oficiais, no Brasil.

A sopa desidratada € o produto obtide pela mistura
de ingredientes como cereais, vegetais desidratados, fari-
nha de cereais, leite em p6, condimentos, massas alimen-
ticias, extrato de cames entre outros, seguado Resolucio
n® 12/78 7e portanto, esté sujeiia & incorporacio de maté-
rias estranhas, que podem contaminar o produto desde a

_colheita até a distribui¢io do produto final.

A presenca de sujidades leves em alimentos, como
insetos e seus fragmenios, dcaros, péios de roedores,

# Da Dissertacdo de Mestrado apresentada 4 Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-UNESP, 1997,

#¥ Institito Adelfo Lutz — Laboratério Regional de Campinas

=55 Depto. de Alimentos e Nutrigio — Fac. Ciéne. Farmacuticas — UNESP- Araraguara- SP.
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excrementos, enire outros, pode ser proveniente de
falhas durante a colheita, transporte e manuscio das
matérias-primas, doranie o processo de produgio, esto-
cagem ¢ distribuicfio dos alimentos®™. Desse modo torna-
se importante identificar essas matérias estranhas, deter-
minadas através de métodos microscopicos, pois geral-
mente nfio sdo identificadas macroscopicamente.

Algumas matérias estranhas podem néo ser prejudi-
clais a satde, mas a sua presenga em altos niveis indica
que o alimento ndo foi manipulado adequadamente.

Poucos sdo os trabalhos existentes para a determina-
¢iio de sujidades leves em sopas desidratadas.

Zamboni et ali.* propuscram um método para
detecclio de sujidades leves em sopas desidratadas, atra-
vés de um preparo prévio para a separacdo de seus com-
ponentes em macarrdo, ingredientes moidos e proteina
texiurizada de soja e a partir daf aplicaram os métodos da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC),
para cada componente isoladamente. Segundo os autores
o método fot adequado, porém trabalhoso e dificil de ser
implantado na rotina laboratorial, conclus@o também
levantada por Correla & Atui® que empregaram em mis-
turas para o preparo de sopas ¢ risoto a metedologia indi-
cada por Gecan & Cichowicz” | para paes ¢ produtos
gordurosos, onde ndo hd separacio dos ingredientes, e
verificaram, apos analises em 50 amostras de cada pro-
duto, que o método € eficiente.

Nos procedimentos da AOAC* estd descrita uma
metodologia para produtos desidratados infantis conten-
do cevada, aveia e mistura de cereais, que foi avaliada
em funcio das semelhancas entre esses produtos ¢ as
sopas desidratadas.

O presente trabalho teve como objetivos:

a) adequar um método para matérias estranhas,
sujidades leves, em sopas desidratadas,

b) avaliar a incidéncia de contaminagio por sujida-
des leves, em sopas desidratadas comerciais.

MATERIAL E METODOS
MATERIAL

Amostras para adequacfio do método

Foi utilizado para adequar o método de avaliagio de
sujidades leves em sopas desidratadas, as seguintes
Amosiras:

a) Amostras de mistura desidratada para sopa com
carne, macarrio e legumes, utilizadas na merenda esco-
lar, pela Prefeitura Municipal de Campinas {embalagens
de 5kyg). foram contaminadas artificialmente com 5 cabe-
cas e 5 térax-abddmen de Sitophilus sp (adultos) ¢ 5
cabegas e 5 {drax-abddmen de Tribolium sp (adultos), 10
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dcaros das espécies Dermatophagoides pteronyssinus e
Cheyletus malaccensis e 10 pélos de Ratrus norvegicus,
branco linhagem Wistar,

b} Amostras de mistura desidratada para sopa com
macarrdo e legumes, adquiridas em supermercados da
cidade de Araraquara-SP (embalagens de 63g), foram
contaminadas artificialmente com 10 fragmentos de éli-
tros de Sitophilus sp, 10 dcaros das espécies
Dermatophagoides pteronyssinus e Cheyletus malaccen-
sis e 10 pélos de Rattus norvegicus, branco linhagem
Wistar.

A contaminagfo artificial das amostras seguic a
metodologia descrita por Brickey JR.* e Freeman®.

Amostras avaliadas pelo método proposto

Foram avaliadas, sessenta e duas amostras comer-
ciais de mistura desidratada para sopa, de diferentes
tipos e pesos, de duas marcas, designadas A ¢ B, proda-
zidas no Estado de S30 Paulo, durante o ano de 1993 ¢
1994, adquiridas em supermnercados da cidade de
Araraguara-SP

O total de amostras foi dividide em dois lotes com
31 unidades cada (11 vnidades da marca A e 20 unidades
da marca B), constituidos por amastras do mesmo fipo,
mesma marca ¢ data de fabricaciio diferentes. As anali-
ses foram realizadas em duplicata, em aliquotas de 50g
cada.

Para a identificacgo das sujidades leves utilizou-se
manuats éenicos™e |

METODOS

O método empregado na adequacio e padronizacio
da determinacfio das sujidades leves foi o descrito pela
AOAC 980.27" para determinacio de sujidades leves
em aveia, cevada e mistura de cereais desidratados para
alimento infantil, com as seguintes modificagBes:

— substitnicdo de 20mi. de igepal DM-710 por
20ml. de lauril suifato de sédio,

— no desengorduramento ¢ flutaacio foram utiliza-
das solugdes de: etanol 60%, isopropanol 409%( método
oficial) ¢ misturas de solucdes de isopropanol 40% e eta-
nel 6(%, nas proporgtes de 1:1 e 301,

Os testes para adequacio do método foram realiza-
dos com 5 ¢ 10 repeticdes em sub-amostras de 30g, com
as amosiras de misturas desidratadas para sopa com
carne macarrdo e legumes, contaminadas artificialmente.
Avaliou-se a recuperacio das sujidades leves {contami-
nag¢fo artificial), nlimero de papéis de filtro ¢ a quantida-
de de residuo.

Antes da contaminacio artificial, as amostras foram
avaliadas quanto & presenca de fragmentos de insetos,
acaros e pélos de roedores, a fim de se verificar a quan-
tidade de sujidades leves presentes.
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Andlise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente através
da andlise de varifincia e as médias comparadas pelo
Teste de Tukey, ambos com critério de probabilidade
significativa de p<0,05, utilizando-se do programa esta-
tistico  STATGRAPHICS  (Statistical  Graphics
Corporation. USA, STSC Inc., 1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A proposta de escolha do méiodo da AOAC n?
Q80.27" deveu-se ao fato de ser destinado para identificar
sujidades leves em cevada. aveia e mistura de cereals
desidratados para alimento infantil contendo vegetais,
amido, proteinas e gordura.

As sopas desidratadas, em geral, apresentam na sua
composicic cereais, vegetais, profeina animal e vegetal,
gordura, aromas ¢ condimentos,

Embora as sopas desidratadas apresentem maior
variedade de constituintes do que a mistura de cereais,
sob o ponto de vista da andlise microscopica, esse méto-
do apresenta a fase de hidrélise dcida, peneiramento,
desengorduramento ¢ flutuaclo para extragiio das sujida-
des leves, contemplando todos os ingredientes contidos
na mistura desidratada para sopa.

Assim o pré-tratamento, s¢ inicia com & hidrolise
&cida e auxilio de calor para dissolver amido e protefna.
seguide do desengeorduramento, com o auxilio do copo
de papel de filiro, utilizando-se o isopropanol aquecido.

A extracfo é realizada com o emprego do frasco
armadilha de Wildman, através do processo de flutuagio
em dleo, utilizando a solugo de isopropanol, que diminu
0 peso especifico e a tensdio superficial do meio aquoso
propercionando, assim, sedimentacio mais rdpida dos

tecidos vegetais, presentes em grande quantidade nesses
produtos. Nesta fase, a aplicacio das solugdes de Tween
80 e de Na EDTA, surfactante ¢ sequestrante, respectiva-
mente, em meio de isopropanol previne a flutuagio dos
constituintes vegelais para a camada oleosa® ™™ .

Quante as modifica¢des no métodeo, a substituicio
do 1gepal DM- 710 por lauril sulfato de sédio a 2%
deveu-se & sua escassez no mercado nacional. Barbieri®
indica o uso do lauril sulfato de sédio em substituicdo ao
Igepal DM- 710 para a detecglio de sujidades leves em
alimentos desidratados infantis.

Antes da contaminacdo artificial das amostras de
sopas desidratadas, avaliou-se a quantidade de sujidades
leves presentes ¢ os resuitados estio descritos na Tabela
1. As sujidades encontradas ndo interferiram na conta-
gem apos contaminacdo artificial, devido 4 padronizacio
dos contaminantes.

TABELA 1
Avaliagiio de sujidades leves pelo método da AGACI80.27°
antes da contaminacio artificial das amostras
de sopas desidratadas.

Amostras  Frag. de insetos  Acaros  Pélos de roedores

sopa com

carne

macarrdo

e legumes (a) 2 0 0
sopa com

macarrio

e legumes ¢(b) 45 0 0

Frag.= fragmentos

TABELA 2

Recuperacio dos fragmentos de insetos, dcaros e pélos de roedores com utilizagiio do isopropanct 40%.

Repeti¢des Cabecas Térax/abdomen Frag. de élitros Acaros Pélos de roedores

i 10 16 E 7 4

2 10 10 G 3 7

3 10 10 G 4 3

4 10 g 16 5 8

5 7 8 10 6 4

6 - - - 4 3

7 - - - 5 ]

8 - - - 1 9

9 - - - 2 10

14 - - - 2 10
M {DP) 9.4(1 9.4(0,9) 9,2(0,8) 3.9(2) 6,1(3)
M- média [P- desvio padrio Frag. = fragmentos
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Ap6s a contaminagio das amostras de sopas desi-
dratadas, os valores encontrados para a recuperacio das
sujidades leves pelo método proposto foi de 94% = |
para cabecas de insetos, 34% + 0.9 para térax-abdomen
e 92% = .8 para élitros, Tabela 2; valores estes superio-
res aos resultados obtidos por Dent® |, que foi de 86%.

A recuperagdo de dcares e de pélos de roedores foi
de 39% x 2 e 61% = 3, respectivamente, (Tabela 2). A
baixa porcentagem de recuperacgio para os dcaros pode
ser devido as alteraches sofridas na sua estrutura, isto &,
fragmentam-se tornando-se muitas vezes semelhantes ao
residuo que permancce no papel de filtro leitura, e,
assim, a sua identificacio torna-se dificil.

Na definicdo de sujidades leves e mesmeo nos méto-
dos recomendados pela AOAC? até 1995, os dcaros ndo
séo referidos. Brickey JR." refere-se ao méiodo do funil
de Berlese para identificacfo de insetos ¢ dcaros vivos;
mas em trabaihos publicados por Decanio, Olsen™e
Gecan®, os dearos sdo considerados como sujidades
leves.

Nas andlises de rotina em microscopia de alimentos,
¢ freqiiente a presenca de dcaros recuperados pelos
métodos empregados para sujidades leves, como
demonstram 03 trabalhos publicados por Zamboni et
allf. P3em8s - Cang?e Correial,

O método utilizado demonstrou baixa recuperagio
para os pélos de roedores, pois estes fragmentos ficaram
retidos na malha do tamis, apds observagfio ao microsco-
pio cstereoscopico, com excegdo das repeticdes, 9 ¢ 10,
como demonstrado na Tabela 2.

Como, a principio, a atilizacio de copos de papel foi
considerada fator Limitante na retencio dos pélos de roe-
dor, fez-se o controle, através de chservacdes ao micros-
copio estereoscopico, verificando-se que os pélos nio
ficaram retidos nesta etapa. A fim de evitar perdas de
fragmentos de insetos ou outras sujidades, durante a
transferéneia, do material, necessdria entre as etapas,

fez-se lavagens sucessivas da vidraria com solucio
alcodlica.

Dent & Glaze', na analise microscipica de manje-
rona em flocos, obtiveram cerca de 73% de recuperaciio
de pélos de roedores. Glaze™ trabalhando com pasta e
molho de peixe sem condimentos, encontrou cerca de
76% e 77% de recuperaciio de pélos de rocdores.
Nakashima® observou para creme de feijio desidratado,
70% e 85% de recuperacio de pélos de roedores; Glaze™,
em produtos de peixe com condimentos, obteve recupe-
racdes para pélos de roedores de 71,6 % e 89.4%.
Shostak™ encontrou, para produtos de chocolate, cerca
95% de recuperagio; Dent”, para cevada, aveia e mistu-
ras de cereais infantis, encontrou 92% de recuperagio de
pélos de roedores. Freeman®, em estudos com sdlvia
verificou uma recuperagio de 92,1%.

Correia & Atui"™ obtiveram cerca de 85% de recupe-
ragdo de pélos de roedores, quando conduziram estudos
para detecciio de sujidades leves em misturas para prepa-
ro de sopas e risotos.

Nos trabalhos onde os resultados para pélos de roe-
dores foram mais baixos, cerca de 71.6% a 76%. nio
existem referéncias especificas ou discussdes sobre pos-
siveis dificuldades para a recuperaciio desta sujidade
leve™ ™,

A pequena gquantidade de residuo que permaneceu
nos papéis, nfo dificultaram a identificagio e guantifica-
¢do das sujidades, com excegio dos dcaros, como foi dis-
cutido anteriormente.,

A medificagfio proposta ao método da AOAC 980.27°,
utitizando o etanol ou solugdes alcodlicas contendo volu-
mes menores de isopropanel, deveu-se ao fato de alguns
métodos indicados pela AOAC utilizarem o etancl 60%,
que apresenta @ vaniagem de se trabathar com solugdes
menos toxicas, segundo Brickey J.", e de menor custo,

As tabelas de 3 a 5 mostram a recuperacio das suji-
dades leves em sopas desidratadas utilizando diferentes
solventes orgénicos.

TABELA 3
Recuperacio de fragmentos de insetos, dcaros e pélos
de roedores com a vtilizagio de etanol 60%.

Repeticdes Cabecgas Torax/abddmen Acaros Pélos de roedores
] 5 3 8 6
2 8 4 8 4
3 6 4 5 5
4 7 9 7 7
5 7 7 6 5
M{DP) 6,6 (1) 342.5) 6,5 01,3) 34114
M- média DP- desvio padriio
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O desengorduramento ¢ etapa de flutuacdo das amos-
tras utilizando a solugiio de etanol 60% (Tabela 3), per-
mitiram recuperagdes para fragmentos de insetos de 66%
i para cabecas e 54% x 2,5 para torax-abdOmen. Esses
valores sdo significativamente (p<(0,05) inferiores aos
obtidos, com isopropanal 40% como mostra a Tabela 2.

A recuperaciio de pélos de roedores, como mostra a
Tabela 3, foil semelhante aos resultados obtidos com
solugio de isopropanol 40% (Tabela 2), nfo havendo
diferencas significativas (p> 0,05).

A Tabela 3 mostra, também, a porcentagem de recu-
peracio de dcaros utilizando-se solugiio de etanol 60%.
Os resultados demonstram recuperagio superior e signi-
ficativamente diferente (p<0,05) quando uiilizou-se iso-

propanol 40% para o desengorduramento e etapa de flu-
tuagdo, (Tabela 2).

A mistura de isopropanol 40% e ctanol 60%, na pro-
porcdo 1:1, para o desengorduramento das amostras e na
etapa de flutuagio, permitiu maior recuperacdo de cabe-
cas, onde os resultados (Tabela 4) niio diferem significa-
tivamente (p>0,03) dagueles ebtidos quando a amostra
foi desengordurada com isopropanol 40% (Tabela 2).
Entretanto, a Tabela 4 também mostra que a porcenta-
gem de recuperacio de torax-abddmen foi significativa-
mente (p<0,03) inferior aquela obtida com isopropanol
4(%.

Somente 30% + 1 de pé€los de reedores ¢ 70% + 1.6
de dcaros foram recuperados, quande as amostras de

TABELA 4

Recuperagio de fragmentos de insetos com a utilizagio das solucdes
de isopropanol 40% e etanol 60%, (1:1).

Repeticdes Cabegas Térax/abddmen Acaros Pélos de roedores
1 0 6 8 3
2 10 7 7 !
3 9 9 5 4
4 8 6 6 3
bl 9 7 9 4
M(DP) 9.2 (0.%) 71 7(1.6} 3¢
M- média DP- desvio padrio
TABELA S

Recuperagio de fragmentos de insetos, dcaros e pélos de roedores
com as solughes de isopropanol 40% e etanol 60% (3:1).

Repetigdes Cabegas Térax/abdomen Frag. de élitros Acaros Pétos de roedores
i 9 6 10 9 4
2 10 9 9 5 7
3 i0 8 1o 5 2
4 10 9 10 4 5
3 10 9 10 5 1
6 - - - 3 7
7 - - - 4 6
8 - - - 2 7
9 - - - 3 7
10 - - - 1 7
M (DP) 9.8(0,4) 8.2(1) 9.8(0,4) 43(2 53(2)
M- média DP- desvio padrio Frag.— fragmentos
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sopas desidratadas contaminadas antificialmente, foram
desengorduradas com a mistura de isopropanol 40% e
etanol 60%, 1:1, como mostra a Tabela 4.

Aumentando-se a proporgio de isopropanol 40% na
mistura com etanol 60% a 3:1, para o desengordoramen-
to e flutsaciio das amostras, houve um aumento na por-
centagem de recuperacio de alguns fragmentos. A
Tabela 5 mostra que 98% + (1,4 das cabegas, 82% + 1 de
torax-abdomen e 98% =+ 0,4 de élitros foram recupera-
dos. Nao houve diferencas significativas (p>0,05) entre
esses resultados e agueles obtidos quando as amostras
foram tratadas com isopropanol 40% (Tabela 2},

As recuperagdes obtidas de dcaros e pélos de roedo-
res foram, respectivamente, 43% = 2 e 53% =+ 2 (Tabela
5) guando as amostras foram desengorduradas com mis-
tura de isopropanol 40% e etanol 60% na proporciio 3:1.
Esses resultados ndo s@o diferenies sigaificativamente
(p>0.05), dos obtidos com o desengorduramento realiza-
do com isopropanocl 40% (Tabela 2).

Os fragmentos de insetos, cabecas, térax-abdomen e
€litros, bem como acaros ¢ pélos de roedores, foram
recuperados com 4 mesma porcentagem em amostras
tratadas com solucdo de isopropanoi 40% ou com mistu-
ra composta por isopropanol 40% e etanol 60% na pro-
porgio 3:1.

A avaliagfo de sujidades leves em amostras comer-
ciais de sopas desidratadas foi realizada com o métedo
proposto, onde a etapa de desengorduramento e flutua-
cdo foi realizada com a mistura de isopropanol 40% e
etanol 60%, na proporgao de 3:1.

Os resultados obtidos para sujidades leves em sopas
desidratadas de duas marcas comerciais, para as duag
amostragens, estdo descritos nas Tabelas 6,

A auséncia de sujidades leves, segundo o método
AOAC 980.27 medificado, neste estudo, somente foi
observada em um tipo de sopa da marca A e em guatro
tipos da sopa da marca B, na primeira amosiragem.

As amostras de sopas desidratadas da marca A tendo
na sua composi¢io macarrio, juntamente com farinha de
trigo, amido de milho e ouiros ingredientes, apresenta-
ram a maior guantidade de fragmentos de insctos, confir-
mando observagdes da literatura, em que a frequéncia
para fragmenios de insetos foi maior do gue para as
outras sujidades leves . As amostras da marca A apre-
sentaram 90,9% de fragmentos de msetos cuja quantida-
de variou de 1 4 36 e 80,0% das amostras do tipo B con-
tinham até 49 fragmentos de insetos (Tabela 6).

As sopas desidratadas disponfveis comercialmente
demonstraram pequena incidéncia de dcaros e pélos de
roedores devido a baixa porcentagem de recuperacgio do
método para estas sujidades on os produtos nio as conti-
nham, ou ambos.

40

A pesquisa de sujidades leves na segunda amostra-
gem das sopas desidratadas vem apenas confirmar os
resultados obtidos com a primeira amostragem, apesar
da ocorréncia de algumas diferencas quantitativas
{Tabela 6). Poucos tipos de produtos da marca A (27,3%)
e da marca B (15%) apresentaram auséncia de sujidades
leves.

Observou-se que 72,7% das amostras da marca A
apresentaram até 22 fragmentos de insetos e, corca de
83,0% dos tipos de sopas da marca B apresentaram até
2} fragmentos de insetos.

A segunda amostragem revelou também baixa inci-
déncia de dcaros ¢ pélos de roedores.

Considerando as duas amostragens, 81,8% das
amostras da marca A apresentaram até 36 fragmentos de
insetos e 18,2 % nio apresentaram nenhum fragmento de
inseto. Para as amostras da marca B, 82,5% apresenta-
ram até 49 fragmentos de insetos e 17,5% ndo apresen-
taram nenhuma incidéncia da referida sujidade.

Vale salientar que a0 final de todo o procedimento
do método proposto pela AOAC 980.27 e modificado no
presente estudo, para sopas desidratadas, obteve-se
pequena quantidade de residuc. Entretanto, esta quanti-
dade modifica-se em virtude da presenca na composicio
das amostras, de ingredientes cuda densidade € préxima
ao dos fragmentos de insetos, caso particular da couve
{Brassica oleracea), presente nas amostras 11 e 31 da
marca B, onde ocorreu um aumenio de residuo, tornan-
do mais demorada a identificacio das sujidades leves.

A quantidade de sujidades leves observadas nas
sopas desidratadas analisadas, permite-nos salientar que
estes alimentos, frequentemente, consumidos pela popu-
laco brasileira, sfio considerados insatisfatérios do
ponto de vista higi€nico-sanitdrio, tendo em vista, que a
legislacdo brasileira’ condena a presenga de apenas um
fragmento de inseto neste tipo de alimento.

Barbieri' relata que € praticamente impeossivel, pelos
dados apresentados na revisdo da literatura, processar
alimentos totalmente isentos de contaminagio, uma vez
que os procedimentos mecinicos para Impeza nio con-
seguem retirar totalmente as sujidades®.

A exemplo do ocorrido com a legislacfio brasileira®,
que através de recente Portaria 74/94, estabelece niveis
de tolerincia para farinha de trigo e derivados, ressalta-
se a uwrgéncia de estudos, com relagfo acs demais ali-
mentos, adequando-os ndo sd a nossa realidade como
também visando o mercado internacional.

CONCLUSOES

O métode proposto para suiidades leves em sopas
desidratadas, AOAC 980.27 modificado, empregando a
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TABELA 6

Sujidades leves (n%/50g) encontradas em amostras de sopas desidratadas de
2 marcas comerciais (A e B), na primeira amostragem
(1? ¢ 2Prepeticdes) ¢ segunda amostragem (1% e 2° repeticdes).

Fragmentos de insetos Acaros Pélos de roedor
Marcas/ primeira segunda primeira segunda primeira segunda
amostras  amostragem amostragem amostragem amosfragem amostragem amostragem
1 20 18 2u 1¢ 29 1 & 29 1¢ 20 ii} 2{5
Al 25 34 19 20 0 0 0 0 0 0 0 0
A2 16 19 5 I5 0 0 0 0 0 0 0 0
A3 5 3 4 1 0 0 i U G 0 0 0
Ad 36 15 22 15 0 0 0 1 1 0 0 0
A5 14 12 19 18 0 0 0 0 0 0 0 0
Ab 9 14 0 0 0 0 0 0 0 ) 0 0
A7 4 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AS 3 6" 2 3 0 0 0 0 0 0 0 0
A9 33 23" 9 2 0 0 G 0 0 0 0 0
AlQ 0 0 0 0 0 0 0 ¥ 0 0 0 0
All 1 2 6 3 0 0 0 0 1 0 0 0
B 29 7 12 8 0 0 0 0 1 0 0 0
B2 11 14 6 5 0 0 0 0 0 0 0 0
B3 14 7 12 14 0 i 0 G G 0 0 0
B4 5 3 8 4 0 0 0 0 0 1 0 0
B5 15 22 10 13 G 0 0 0 0 0 0 0
Bo6 6 & 1 ! 0 0 1 0 0 0 0 0
B7 8 4 9 14 0 0 0 0 0 0 0 0
BY 14 12 3 3 0 ¢ 0 0 0 0 0 0
BY 7 7 0 0 0 0 G 0 0 0 0 0
Bio 22 14 14 13 0 0 0 0 0 -0 0 0
Bii 1 4 1 0 Rt 0 0 0 6 0 0 0
BI12 49 22 13 I8 0 0 0 0 0 0 0 0
B13 13 14 9 10 0 0 0 0 0 1 0 0
Bi4 7 8 2 14 0 0 0 0 0 0 0 0
B15 32 15 14 21 0 0 0 0 0 0 0 0
Bl6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B17 0 0 I 0 0 G G g 0 0 0 0
BIg& 0 0 0 1 0 0 0 0 G 0 0 0
B19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ¢ 0
B20 10 13 21 13 0 0 0 0 0 0 0 0

*4m inseto inteiro
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solugdo de isopropanoi 40% e etanol 60% (3:1), apresen-
tou uma recuperacio média de 92, 7% para fragmentos
de insetos, considerado bom resultado. No entanto, os
resultados de recuperacfo para dcaros ¢ pélos de roedo-
res de 43% e 33%, respectivamente, nflo foram conside-
rados satisfatorios. Conclui-se portanto gue 0 método &
adequado apenas para fragmentos de insetos,

O tratamento realizado com a solugdo alcodlica de iso-
propanol 40% e etanol 60% na proporciio de 3:1 {v/v) néio
diferiu estatisticamente do tratamento com a solugfio de iso-
propanol 40% preconizada pelo método da ACAC 980.27 .

Através dos resultados encontrados para sujidades
leves, em sopas desidratadas € necessério a revisfo da
legislagdo brasileira, quanto aos limites microscopicos.

RIALA (7/836

MARTINI, M. H,; BATISTUTL, J. P — Light filth in dried foods — Microscopic method Evaluation.
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57(2):33-42, 1998

ABSTRACTS: The official methodology proposed for light filth by AOAC 980.27, from bar-
ley,oatmeal, and mixed dry infant cercals, was tested for dried soups. Soup samples were artificialy con-
tamined with insects fragments: heads, torax-abdomen, elytral squares, mites and rodents hairs frag-
ments. The two solvents effects were analysed, 40% isopropanol and 60% ethanol and mixtures of them
1:1, 3.1, to deffating and flotation of dried soups samples. Average recoveries of insect fragiments, mites
and rodent hairs were 92,6%, 43% and 53%. respectively for the proposed method (40% isopropanol
and 60% ethanol, 3:1). These results were not signiftcantly different {p<0,05) than the official method
980.27 that were found an of average recoveries of 93,3% for inscct fragments, 39% for mites, and 61%
for rodent hairs. The modified AOGAC 980.27 method {40% isopropanol and 60% ethanol, 3:1) was more
efficient for recovery of insect fragments. The light filth evaluation in commercial dried soups with the
proposed method was carried out in 62 samples {of two differents brands, A and B), divided into two
lots each one with 31 samples. The dried soups were produced in the State of Sio Paulo and bought in
Araraquara (SP) supermarkets. All of the samples were analysed in duplicates. The high incidence of
fight filth (n0/50g) was 81.8% (1! to 36 insects fragments) for insects fragments in brand A and 82.5%
(1 10 49 insects fragments) in brand B. There was a low incidence of mites and rodent hairs fragments.
These results also suggest that is need a review about an acceptable level for light filth in Brazilian foods

legislation.

Keywords: Microscopy; food: light filth; dried soups; insect fragments.
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RESUMO:No perfodo de 19781997, foram ideniificadas 413 cepas de Salmonella, isoladas de
coproculturas de origern ambualatorial e hospitalar, no Setor de Microbiologia do Laboratrio I Regional
de Presidente Prudente. Determinou-se a sensibilidade aos agentes antimicrobianos de 394 cepas de
Saimonella. Entre as cepas isoladas de coproculturas de origem ambulatorial observou-se grande diversidade
de sorotipos (27 sorotipes) com predominincia de 5. Enteritidis (244 %), 8. Infantis {19.3%) ¢ S. Agona
(10,1%). B relaclo 3s cepas isoladas de pacientes hospitalizados, foram identificados § diferentes soro-
tipos, sendo que a §. Typhimurium representou o sorotipo prevalente (95.6%), seguido de S. Typhi (1%)

e S 14,12 (1%) .

Com relaco i sensibilidade aos agentes antimicrobianos, as cepas de origem hospitalar apresenta-
ram multirresisténcia, enquanto que aquelas de origem ambulatorial foram sensfveis & maioria dos anti-

microbianos utilizados.

UNITERMOS : Salmonella, Sorotipos, Resisténcia a antimicrobianos.

INTRODUCAO

A salmonelose constitui um sério preblema de
Salde Pablica, sendo considerada como uma das mais
importantes zoonoses, tanto em pafses desenvolvidos
como em desenvolvimento. As salmonelas estio ampla-
mente disseminadas na satureza e sfo responsaveis por
infecgbes entéricas e sist@micas. A aplicacde de metodo-
logia adequada para o isolamento de Salmonella nos
Laboratorios de Saiide Pablica tem permitido a determi-
nagfio deste agente etioldgico responsavel por diarréias
persistentes, Enfermidades Transmitidas por Alimentos
(ETA), infecgdes hospitalares, meningites, septicemias e

*  Laboratério I Regional de Presidente Prudente, SP— DIR-XVI
% Instituto Adolfo Lutz, Laboratdrio Central de Sdo Pauio, SP
##% Instituto Adolo Lutz, Lab. I Regional Ribeirfo Preto, SP

outras infecgdes. A identificacio dos milhares de soroti-
pos de Salmonella conhecidos?” tem demonstrado ao
longo dos anos a prevaléncia de vérios sorotipos em
determinada drea geografica.

Em coproculturas oriundas de pacientes ambulato-
riais com infecgdes intestinais a contaminagfo € bem
mais diversilicada ¢ ampla, envolvendo viérios fatores
externos, sendo um dos principais, a contaminagio dos
alimentos por Salmonella, causando surtos de ETA.

Considerando a importincia das salmonelas em
infecgdes humanas, este trabalho teve como objetivo
determinar 08 sorotipos predominantes na regido de
Presidente Prodente, bem como verificar a sensibilidade
a agentes antimicrobianos.
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MATERIAL E METODOS

No periodo compreendido entre 1978 e 1997, foram
realizadas no Setor de Microbiologia do Laboratério I
Regional - DIR-XVI, de Presidente Prudente, SP, 6644
coproculturas de pacieptes com enteropatias , seado
3933 de pacientes internados em pediatria de hospital
geral em sua maioria e 2711 atendidas em Centros de
Satde do municipio de Presidente Prudente.

0 isolamento de Salmonella foi realizado segundo a
metodologia descrita por Pessoa et alll” As cepas de
Salmonella foram enviadas para a Sccio de Bacte-
riologia do Laboratério Central do Instituto Adolfo Lutz
em Séo Paulo, para identificacdo bioguimica e soroldgi-
ca, segundo a metodologia recomendada por Popoffe Le
Minor 7.

Para a determinacfo da sensibilidade aos agentes
antimicrobianos de 394 cepas de Salmonella foi utilizado
o método de difusiio em agar descrito por Bauer et ally,

Os discos, impregnados com os antimicrobianos e
as respectivas concentracdes foram: Ampicilina {AM) 10
wg; Amicacina (AN) 10pg; Cloranfenicol (CO) 30ug;
Colistina (CL) 10ug: Gentamicinag (GN) 10ug: Kana-
micina (KN) 30pg e Tetraciclina (TT) 30ug .

RESULTADOS F DISCUSSAO

Embora existam no Brasil muitos trabalhos publicados
sobre 2 frequéncia de enterobactérias patogénicas, tais dados
sdo na maioria provenientes de Capitais *#'*% ou alguns de
cidades do interior do Estado de Sfio Paulof?#505

No presente estudo, em 6.644 coproculturas realiza-
das, foram isoladas 413 cepas de Salmonella, sendo 294
de pacientes internados em hospital geral em Presidente
Prudente ¢ 119 de pacientes ambulatoriais.

Na Tabela | estdo apresentados os sorotipos das 413
cepas de Salmonella identificadas bem como suas por-
centagens de isolamento.

A sorotipagem das cepas de Salmonella de origem
hospitalar mostron a presenca de S, Typhimurium em
75.2% e 20.4% de S. Typhimurium lisina descarboxilase
negativa (L.DC neg.) perfazendo 95,6%. Este dado indi-
ca a disseminacdo mais restrita deste sorotipo em
ambiente hospitalar. A partir de outubro de 1977, em
Presidente Prudente, foram iscladas as primeiras cepas
de §. Typhimurinm LDC neg. nas fezes de criangas inter-
nadas em pediatria. Tal ocorréncia deve ser ressaltada,
uma vez que este fato ocorreu somente até Fevereiro de
1579. O mesmo foi isolado do meto ambiente naquela
ocasiio. A peguena duracio desse surto pode ser devida
a alteracfio fenotipica por mutacio genética dessas cepas
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em ambiente hospitalar, fato este, relatado em outro tra-
balho por alguns de nossa equipe . Em uma crianga de 3
meses internada na pediatria evidenciou-se infecgdo
dupla por S. Typhimurium ¢ S. Typhimurinm 1.DC neg..
Deve-se ressaltar que os demais sete sorotipos isolados
de pacientes hospitalizados aparcceram em porcentagens
muiio pequenas, como € o caso de S. Typhi (1%), S. 1
431201 1 ( 1%), S, Agona {0,7%) ¢ S. Oranienburg
{0, 7%).

A sorotipagem das cepas de Salmonella de origem
ambulatorial, demonstrou grande diversudade (vinte ¢
sete sorotipos) com porcentagens de 24,4% para S.
Enteritidis; 19,3% para S. Infantis; 10,1% para S. Agona
e 6,7% para §. 14,5,12 1 i 1 — e porcentagens menores
para 0s demais sorotipos.

A maior incidéncia de Salmonella em coproculturas
de origem hospitalar (98,4%) ocorreu em criangas meno-
res de 5 anos. O grupo de ) a 6 meses colaborou com a
maioria destes casos, sendo estes dados coincidentes
com os de PESSOA et alli." Nas coproculturas de ori-
gem ambulatorjal verificou-se um indice de 45,1% em
criangas menores de 5 anos, sendo somente de 15, 2 %
no grupo de 0 a 6 meses.

No periodo de 1978 a 1982 foram isoladas 6 cepas
de salmonelas em liquido cefalorraquiadiano (LCR): trés
cepas de S. Typhimurium, uma cepa de S. Saintpaul,
outra 8. 1 4,3,12:e.h:-, e uma nio.sorotipada e em 1989
foi 1solada uma cepa wdentificada como S. 1 1.4,5,12:4:- .
Todas as cepas procediam de criancas menores de 1 ano
¢ internadas no hospital geral.

CALZADA et alli’ observaram no periodo de 1977
a 1982, a predominincia em coproculturas de 5. Typhi-
murium (66,88%), sendo 22.46% de S. Typhimurium
LDC neg., seguida de 5. Agona (16,11%) e § Typhi
{3,03%).

A Figuara 1, ilustra a variagfio anual dos sorotipos
prevalentes sendo que S. Typhimurium aparece com o
maior pico no inicio do periodo analisado principalmen-
te nos anos de 1978, 1980 ¢ 1982, correspondendo a sor-
tos de infecgdo hospitalar, diminuindo a partir de 1983
quando houve diminuicdo do mimero de coproculturas
de origem hospitalar recebidas pele laboratério.

Em nossa regifio, nos pacienies de origem ambula-
torial, 5. Agona foi predominante de 1978 a 1994, por-
tanto, durante dezesseis anos, Este quadro s6 foi muda-
do em 1994 com um aumento brusco de S. Infantis, con-
sequénela de dois surtos de ETA, sendo um veiculado
por ianches consumidos em nossa cidade e outro de ali-
mentos consumidos em uma penitencidria da regido,
sendo que aiguns pacicntes necessitaram de atendimento
hospitatar devido a gravidade dos casos.

O aumento do isolamento de 8. Agona em Séo Paulo,
em 1974, foi relatado por CALZADA et alli.® Nos Estados
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TABELA |
Distribuicio dos sorotipos de Salmonella isolados de coprocalturas
segundo a origem, 1o perfodo de 1978-1997, no Laboratorio I Regional de Presidente Prudente, DIR-XVL

ORIGEM HOSPITALAR AMBULATORIAL TOTAL
CEPAS N°.cepas 2 N°.cepas % N®.cepas %o
S. Typhimurium 22% 75,2 5 4,2 226 54,7
S, Typhimurium LDCNeg.* 60 20,4 - 8] 60 14,5
S. Enteritidis - 0 29 244 29 7.0
S. Infantis - 0 23 19,3 23 5,6
S. Agona 2 0,7 12 10,1 i4 3,4
$.14512:4:- - 0 8 6.7 8 19
5. Oranienburg 2 0.7 5 4.2 7 1,7
S. Ohio - 0 6 5.0 6 1.5
5. Mbandaka i 0,3 4 34 5 1,2
S I412:000 — 3 1 ! 0.8 4 1o
S, Glostrup 1 0.3 3 25 4 1.0
S. Typhi 3 1 - ¢ 3 0.7
S. Hadar - 0 3 2,5 3 6,7
S. Give - 0 2 1,7 2 0.5
S. Miami - 0 2 1,7 2 0,5
5. Muenchen - 0 2 1,7 2 .5
S i87ir:- - 0 2 1.7 2 0.5
5. Abactetuba - 0 i 0.8 H 0.2
S. Adelaide - 0 1 8.8 i 072
S. Berta - 0 | 0.8 i 0,2
S. Heidelberg - 0 1 6.8 1 0,2
S. Javiana - 0 1 0.8 i 0.2
§. Minnesota - 0 1 0.8 i 0,2
&, Newpolt i 0,3 - 0 1 (.2
8. Panama - 0 i (.8 1 0,2
S, Poona - 0 i 0.8 H 0,2
S. Schwarzengrund - G H 0,8 1 0,2
S. Tennessee - 0 i 0.8 1 0,2
S. Thempson - 0 1 0.8 1 02
S.168 e, i — Lace ** - it 1 0,8 1 0.2
TOTAL 294 100,0 119 99,5 413 99.3
* L.DC Neg. : Lisina Descarboxilase negativa
= LAC + @ Lactose positiva
TABELA 2
Porcentagem de resisténcia aos astimicrobianos de cepas de Sabmonella
Typhimurium, S, Infantis, 5. Enteritidis e 5. Agona isoladas de coproculturas
00 Lab. 1 Regional DIR -XV1I de Presidente Prudente no perfodo de 1978-1997, segundo a origem.
S Typhimurium 5. Infantis S Enteriudis S. Agona
N= 279 N= 23 N= 19 N= i4
Origem Origem Origem Origem Origem Origem Origem Crigem
Antimicrobianos Hosp. Amb. Hosp. Amb. Hosp. Amb. Hosp. Amb.
N=274 N= 5 N= (} N=23 N=0 N=19 N=2 N 12
Ampicilina 98,6 G - 4,34 - 0 100,06 583
Amicacina 524 ¢ - £ - ¢ 0 0
Cloranfenicol 97,9 200 - 1t - 0 50.0 1]
Colistina 0 0 - 0 - ) 0 G
Gentamicina R1.6 20,0 - G - 0 0 50,6
Kanamicina 98,3 20,0 - 434 - 0 30,0 16,7
Tetraciclina 96,9 60.0 - 34,8 - 3.5 30,0 16,7

- = Nenhuma cepa isclada.
N = Nimero de cepas estudadas
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Sorotipos prevalentes de cepas de Safmeonella isoladas de coprocuituras, no Lab. Regional
de Presidente Prudents , no periodo de 1978-1897.
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Unidos houve um aumento de infecgiio por 5. Agona entre
1971 e 1972, fato este relatado por CLLARK et alli?

A evidéncia de 8. Enteritidis em coproculturas em
nossa regifo aconteceu somente a partir de 1995 { 4 cepas
em 1995, 23 cepas em 1996 ¢ 2 em 1997) sendo que a
maioria dos casos de infecgdes foi veiculada por alimen-
tos, com relatos de que 8§ pessoas necessitaram de inter-
nacio hospitalar devido a gravidade dos sintomas, mas
estes casos foram considerados como de atendimento
ambulatorial devido a sua origem conhecida (ETA).
Segundo Tavechio et alli™ j4 ccorrera um aumento deste
sorotipo em ceproculiu;db nos dados analisados pelo
Institeto Adolfo Lutz de Sdo Paulo a partir de 1993,

Na Tabela Z, temos 2 susceptibilidade aos agentes
antimicrobianos dos sorotipos de Salmonefla de maior
incidéneia neste estudo, isoladas de coproculturas, com
as suas respectivas porcentagens de resisténcia, confor-
me a origem das mesmas. Estes dados sdo semelhantes
aos relatados por outros pesquisadores para S. Ty-
phimurium e §. Agona "% Ag cepas S. Typhimurium
¢ S. Agona isoladas de coprocuituras de pacientes inter-
nados apresentarm multirresisténcia gquando compara-
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das as cepas isoladas de coproculiaras de origem ambu-
latorial.

As tr&s cepas de S. Typhimurium isoladas de LCR
aprescntaram-se sensiveis apenas & col'istjna. Quanio
aos demats sorotipos isolados de LCR, Saintpaul
apreseniot resisténeia somente 4 amicacina e  letraci-
china e 8. 14,5,12:¢.h:- apresentou resistencia & ampici-
tina, cloranfenicol, gentamicina, kanamicina e tetraci-
clina.

Esses resultados demonstram que os sorotipos de
Salmonella isolados de casos de meningites apresen-
taram muitirresistdncia, tal como aqueles isolados de
casos de gastranierites de pacientes hospiializados.

Em relaciio as cepas de S, Enterifidis observou-se
sensibilidade a todos os agentes antimicrobianos iesia-
dos. Deve-se ressaltar gue as todas as cepas testadas
foram sensiveis & colistina.

Os dados laboratorials obtidos neste estudo permiti-
ram o tracado de um perfil dos diferentes sorotipos de
Salmonella isolados no perfodo estudado, bem como a
incidéncia de salmonelose ao longe de vinte anos na
regiio de abrangéncia de Presidente Prudente.
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RIALA (7/837

Salmonella: Sorotypes Identified of Strains Isolated from Hospitalized and non-hospitalized patients, in
Presidente Prudente Area. SP, During the period of 1978-1997.

ABSTRACT: 1 the period of 1978-1997, 413 Salmonella strains isolated from stool cultures of
ambulatory and nosocomial origin were identified in the Microbiology Departament of the Regional
Laboratory [ — DIR-XV1 of Presidente Prudente, SP. It was determined the antimicrobial susceptibility
of 394 Salmonella strains. ,

Among strains isolated from ambulatorial patients, it was observed a great diversity of serotypes
{27 serotypes) with predominancy of S. Enferitidis (24,49%), 8. Infantis (19.3%) and 5. Agona {10,1%).
In respect to the strains isolated from hospitalized patients, it was identified 8 different serotypes and §.
Typhimurium represented the prevalent serotype (95,6%}, followed by S. Typhi (1%} and S. 14.12: 1

~—{1%p),

Concerning to the susceptibility pattern to the antimicrobial agents, the hospitalized patient strains
showed multiple resistance, whereas those from non-hospitalized patients were susceptible to the majo-

rity of the drugs tested.

KEY WORDS : Salmonella serotvpes, antimicrobial resistance.
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em mmsumos alimenticios. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57 {2): 31-55, 1998,

RESUMOQO: Amostras de sangue e de plasma bovino foram avaliadas microbiologicamente, visan-
do o uso destas fontes protéicas em alimentacio humana. Foram realizadas andlises de contagem total
de bactérias aerdbias mesdfilas, determinacio do Namero Mais Provéavel de coliformes totais e fecais ¢
pesquisa de Salmonella sp. Os baixos niveis de contaminaco permitem dizer que, nas condigfes do pre-
sente (rabatho, 0 sangue bovine bem como o plasma, obtido por centrifugaciio deste, apresentaram con-

digdes de nso em alimentagio.

DESCRITORES: sangue bovino, plasma bovino, avaliagiic microbicldgica.

INTRODUCAO

O Rio Grande do Sul é um estado com grande ativi-
dade pecudria, onde a maioria dos subprodutos resultan-
tes nio sdo utilizados para fins de alimentacio humana,
por tabus alimentares ou pela perecibilidade guimica e
‘biolégica. Hstes subprodutos animals como gordura,
08808, sangue, orgios, peles, pélos e intestinos podem
ser utilizados para produgio de margarinas, doces, fari-
nhas de osso, gelatinas, farinhas de sangue e ainda para
fins ndo alimenticios como produgédo de botdes, produtos
curtidos, cerdmicas, pincéis, cordas de instrumentos
musicais, produtos farmacéutices e usos medicinais”.
Dentre estes subprodutos destaca-se o sangue bovino
que na maioria dos pequenos frigorificos é considerado
um residuo sem valor comercial sendo simplesmente
despejado em rios, riachos e arroios, contribuindo para o
aumento da carga orginica dessas fAguas; ou, guando
muito, é utilizado para a produgio de farinha para ragao
animal®.

A economia das industrias cdrnicas exige o aprovei-
tamento dos subprodutos para poder competit com
outras fontes protéicas de origem vegetal, Se estes sub-
produtos ndo forem utilizados, além de se perder um
valioso potencial alimentar, elevam-se consideravelmen-
te os custos adicionais na eliminagdo dos residuos para
evitar 4 poluiciio ambiental’.

O sangue aimal pode ser aproveitado em produtos
alimenticios na forma de seplemento protéico, como
proteina cdrnea texturizada, para clarificar alimentos
{vinho), come estabilizante (queijos), como um agente
emulsificante (manteiga) e como corante carneo (produ-
tos A base de frango). A albumina do sangue € utilizada
como substituto da albumina do ovo em alimentos ¢ se
emprega na elaboragio de embutidos e na fabricacio de
pao’.

A disponibilidade de sangue bovino nos abatedouros
€ enorme, Uma vez que o volume que pode ser coletado &
equivalente a 50% do sangue total do animal que, neste
caso, corresponde a aproximadamente 10 — 12 litros
por animal". Usando esta relacio estima-se que em 1997

* Realizade no Laboratdrio de Biogaimica Tecnoldgica - Fundaciio Universidade do Rio Grande., Rio Grande - RS

** Engenheiro de Alimentos,
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foram obtidos 312 milhdes de litros de sangue bovino,
decorrentes do abate de 26 milhdes de cabecas de gado™.
Em termos protéicos correspondem a, aproximadamente,
54000 oneladas de proteinas desperdicadas se conside-
rarmos que 17.3 % das proieinas estdo no sangue total.

Devido a grande disponibilidade de material, a oti-
mizacio do uso desta fonte protéica é promissora. No
Brasil, apesar de hd muito tempo ser previsto por legis-
lagfo a utilizacdo de sangue e plasma bovino em produ-
tos comestiveis, nie existe um padrio microbioldgico
especifico, consequentemente hd um risco do uso des-
controlado podendo acarretar na elaboracio de produtos
de md qualidade que podem ocasionar problemas de
salide para os consumidores. Portanto um rigido contro-
ke destes subprodutos é necessdrio, sendo recomendével
um estudo para normatizagio com criagio de limiles
méximos da carga microbiana. Para considerarmos entdo
a utilizagdo destes subprodutos, primeiramente ¢ interes-
sante fazer uma avaliac@io sob o ponto de vista da conta-
minagiio microbioldgica, jd que esta figura entre as justi-
ficativas para o emprego limitado do material’.

A intengido de desenvolver produtos elaborados
(massas alimenticas, sobremesas, biscoitos, sopas, maio-
neses)y Y tendo estes residuos como insumos conduziu
a0 estudo das condigdes do sistema aberto de coleta de
sangue, por ser mais econdmico, e de obtenciio do plas-
ma bovino, de sabor e odor menos caracteristico, visto
que este aspecto tem cardter decisédrio na consideragfio
destes residuos como ingredientes alimenticios® > %<,

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade mi-
crobiologica de sangue e plasma bovino quando sio
empregados sistema de coleta aberto e centrifuga de
copos para obtencio dos mesmos.

MATERIAIS E METODOS

As amostras utilizadas no presente estudo foram
sangue e plasma bovino. O sangue foi coletado, por sis-
tema aberto, em um pequeno abatedouro escolhido pela
sua proximidade 4 cidade de Rio Grande e pelo fato de
desprezar este subprodute. O plasma bovine foi obtido
por centrifugacio do sangue (centrifuga de copos).

Foram consideradas neste trabathe diversas coletas
realizadas aleatoriamente nos anos de 1994 4 1996, tota-
lizando 4 coletas das guais retiraram-se, em duplicatas,
amostras homogéneas de sangue coletado para avaliagdo
microbioldgica. Do plasma obtido, por centrifugacio,
foram retiradas amostras representativas para andlise.

O sistema de coleta aberto empregado consistiu no
uso de material previamente lavado com dgua fervente e
desinfetado com dlcool 70% (faca para sangria, balde e
recipientes adequados para coleta}, Apéds o corte da jugu-
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lar, o sangue de jorro foi coletado diretamente para um
recipiente contendo citrato de sédio (40%) como anti-
coagulante e repassado para vasilhas menores, previa-
mente lavadas com solucdo salina, para prevencio de
hemdlise. Estas vasithas foram colocadas sob refrigers-
¢do e levadas ao laboratdrio.

Uma amostra fol retirada e submetida a analise
microbioldgica que consistiu em contagem total de bac-
érias mesdfilas aerdbias; determinacio do Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes totais e fecais e Pesquisa
de Salmonella sp.7°",

O restante foi conservado quimicamente com adi¢do
de amduia a 5% para evitar deterioraciio e parte subme-
tido a centrifugacio (5300 G ).

Numa aliquota de plasma foram realizadas as mes-
mas andlises microbioldgicas a que fol submetido o san-
gue bovine. O restante foi submetido a congelamento,
para prolongar a vida il do produto, até o momento de
sua utilizacio em insumos humanos.

As operagdes efetuadas estiio sumarizadas na figura 1.

Coleta dzis Amiostras

¢ $

Andlise
Microbiologica

Conservagio

¢

Centrifugacio
do Sangue  —— Hemdceas

¢

Plasma
Congelamento Anil. Microbioldgica

Figura 1 — Floxograma Operacional

(s dados obtidos foram avaliados estatisticamente
através de média e intervalo de confianca (953%) com auxi-
lio do software “Statistica for Windows™ (versdo 4.3).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sangue bovine
Os resultados obtidos nas determinacfes microbio-
légicas do sangue bovine encontram-se na Tabela 1.
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TABELA 1

Caracterizacho microbioldgica do sangue bovino

Coliformes

Coliformes Pesquisa de

Amostra Contagem Total totais (NMP} fecais (NMP) Salmonelia
| 2.5 x WP ufc/ml S5imi 5iml auséncia
2 1,5 x £ ufc/mt auséneia auséncia ausénela
3 6.4 x 10 ufe/mi 2.4/mi 1,7/ml auséneta
4 8.8 x 10 ufe/ml 2iml 2/mi auséncta
Média 1.4 x 10% ufe/mi 2,35/ml 2,18/ml —_—
Intervalo de confianca™® 0a 3,2 x 1{* ufc/ml {a 6,65/ml 0a653mi ——

onde ufc = unidade formadora de coldnia, NMP = nidmero mais provivel, ¥ 95% de conflanga

Os resultados obtidos mostraram que a contamina-
¢do nas diversas coletas foi baixa, mesmo quando se
considera o intervalo de confianga pois podemos afirmar
com 95% de certeza que a contagem estd entre 0 e 315
wie/ml. Segundo Ockerman & Hanser’, era esperada
uma carga microbiana em torno de 2,5x10%g para o san-
gue, bastante supcrior aos valores eacontrado para as
amostras coletadas. Comparando-se com o8 valores
encontrados por Rossi Juanior et gl que obtiveram
2,6 x 107 ufc/mi na contagem padrio de mesdfilos pode-
se observar que somente uma amostra apresentou resul-
tado semeihante, sendo que em média os valores encon-
trados 1o presente trabatho foram inferiores ao encontra-
do por estes pesquisadores.

Os valores epcontrados para coliformes totais no
sangue apesar de baixos, com certeza de 5% de estarem
no intervalo de 0 a 6,65/mi, sdo em média superiores aos
valores encontrados por Rossi Juntor ef ol que encon-
traram 0,38 coliformes totais por mi. No caso de colifor-
mes fecais, os valores encontrados s@o inferiores aos
encontrados por esses pesquisadores, que encontraram
10,0 coliformes fecais por ml, mesmo quando se conside-

ra o limite superior do intervalo de confianga obtido
(6,53/ml). Nio foi detectada a presenca de Salmonelia sp.

Os resultados levam a suposicio que o sangue
amosirado foi proveniente de animais sdos e que as con-
digdes de higiene de coleta pelo sistema aberto foram
satisfatdrias.

Embora ndo exista uma legislacho especifica para
sangue bovine, € interessante ressaltar que a carga
microbiana determinada encontra-se dentro da legislacio
para diversos alimentos, tais como massas alimenticias,
paes, misturas para bolos e etc.

Plasma bovino

Os resultados obtidos nas determinagfes microbio-
I6gicas do plasma bovino, obtido por cenirifugacio,
estio apresentados na Tabela Z.

Os resultados obtidos nas diferentes amostras de
plasma mostraram baixa conlaminagdo. Segundo Ocker-
man & Hansen®, era esperada vsma carga microbiana em
torpo de 1,0 x 10%g para o plasma, e foram encontrados
valores bem inferiores, mesmo quando se considera o
intervalo de confianga, pois pode-se afirmar com 95% de
certeza que a confagem estd entre G e 1,7 x IO ufc/mi.

TABELA 2

Caracterizagio microbioldgica do plasma boving

Coliformes

Coliformes Pesquisa de

Amostra Contagermn Total totais {NMP) fecais (NMP} Salmonelia
2 1,0 x 107 ufe/mi < I/mi (3 auséncia
3 5,3 x 10 ufe/mi 3/mi 3/mi auséncia
4 8.4 x 10 ufe/ml 2/mi 2iml auséneia
Média 8,0 x 1 afe/mi 2/mi 1,67/mi —

Intervalo de confianga® Oa 1.7 x 10 ufc/ml

0 a5,58Mmi

0 a7.16/ml -

oonde ufc = unidade formadora de coldnia, NMP = nfimero mais provivel,

* 95% de confianca

L
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Rossi Junior ef al.”? encontraram 3,4x10" ulc/ml de
bactérias mesdfilas, nas amostras de plasma estudadas,
demonstrando ter ocorrido um aumento na carga micro-
biana durante o processo de centrifugagio do sangue. No
presente trabalho esse fato nfio foi observado, indicando
a possibilidade de uma centrifugacfio sem que ocorra
aumento de contaminagio.

Quanto a presenca de coliformes iotais e fecais, no
presente trabalho foram encontrados valores em média
inferiores aos observados por Rossi Juntor er al.” que
foram de 75/ml para coliformes totais e 6/mli para coli-
formes fecais. Somente quando se considera o limite
superior do intervalo de confianca obtido para a presen-
¢a de coliformes fecais é que foi observado um valor um
pouco superior (7,16/ml)

Esta baixa carga microbiana indica que o processo
de obtengdo de plasma bovine foi bastante cuidadoso em
termos de higiene tendo promovido a redugdo da carga
microbiana. Provavelmente parte desta carga deve ter
passado para a fracfio das hemdéceas e, ainda, parte das
células contaminantes podem ter sido rompidas durante
0 processo de cenirifugacio.

Ainda € interessante lembrar que mesmo nao tendo
sido efetuadas analises microbioldgicas apés o congela-
mento, dados de literatura sugerem que a carga micro-
biana tende a reduzir quando o plasma é submetido ao
congelamento, e também com outros processos indus-
triais, como secagem, desde que conduzidos sob condi-
¢Oes minimas de higieng™"

No caso de se tornar rotina o emprego destes sub-
produtos nas formulacbes alimenticias para humanos,

serdo adicionados conservanies, serdo estocados sob
congelamento ou refrigeracio ¢ ainda sofrerio algum
fipo de tratamento térmico para obtencdo do produto
acabado, o gque provavelmente acarretard em reducio de
carga microbiana.

Os resultados sdo promissores no sentido que o
emprego deste material com cuildados basicos de higiene
o torna tio processdvel guanto outros mais convencio-
nais ¢ aparentemente ndo oferece um risco maior de con-
taminacdo microbiana.

Naturalmente que para coleta em grande escala seria
necessario adaptar os cuidados de higiene agui conside-
rados para adequar esta matéria-prima para uso em ali-
mentacio humana.

CONCLUSOES

Nas condi¢des experimentais deste trabalho, o sangue
bovino, proveniente de um pequeno abatedouro na regido
Sul do Rio Grande do Sul, obtido por sistema de coleta
aberto e o plasma bovino obtido por centrifugacio deste
apresentaram boas condigdes microbioldgicas, o que indi-
¢a a possibilidade de aplicacfo em alimentagfio humana.
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SUMMARY: Bovine blood and plasma samples were microbiologically evaluated to aim the pos-
sibility of using this protein source in human food, Analysis of total actobic bacterial counts, evaluation
of most probable number of total and fecal coliform and Salmonella sp. search were performed.
According to the low level of contamination found you can say that, for this actual work, the bovine
biood and plasma presented conditions of use in food.

DESCRIPTORS: bovine blood, bovine plasma, microbiologic evaluation

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
1. BEDIN, D. M. Revalorizacdo do sangue de abate atva-

vés de novos processos e novos proditos. Campinas,
1987. 13 p. Semindrio apresentado na Faculdade de

34

Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas,

2. BoraEesy, V. & AGUIRRE, S. del R. La sangre ani-
mal — una fuente potencial de proteinas para el
consumo humano. Parte . Recuperacion, tecnolo-



SILVEIRA, A, E. V. G, da; GONCALVES, A, A BITTENCOURT, C, da R; GOULART, G. A. 8.; SALCEDG, A, M. - Caracterizacio microbioldgica de
sangue e piasia bovino visando sua utitizaglo cm insumos alimenticios. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57 (2):51-55, 1968,

gias de transformacion, valor putricional y utiliza-
cion, Revista Alimentos, 5{2), 1980.

3. DOMENE, S. M. A. Utilizagdo do sangue bovino para
alimentacio humana. R. Nutr PUCCAME 2. 163-
179, 1988.

4. DUARTE, R. M. T. Obtengdo de fragdes protéicas de
sangue bovine: composicao, valor nutritive e pro-
priedades funcionais. Campinas, 1997. 90 p,
Dissertaciio (Mestre em Ciéncia da Nutricdo} —
Universidade Estadual de Campinas.

5. GONCALVES, A. A; BADIALE — FURLONG, E.
& SOUZA - Soares, L. A, Utilizagio de subprodu-
tos da agroinddstria na elaboragio de um biscoito de
avela. Vetor, Rio Grande, v.7, p. 47 — 56, 1997.

6. GRAHAM, A. The collection and processing of edible
blood. CSIRO Food Research, 38(1) 16 — 22, 1978,

7. ICMSE. Microrganismos de los alimentos. Técnicas
de andlises microbioldgicas, v. 2, 2 ed., Zaragoza,
Editorial Acribia, 1983,

8. LANARA. Métodos analiticos oficials para controle
de produtos de origem animal e seus ingredientes:
métodos microbioldgicos. Brasiliaz Ministério da

~ Agricultura, 1981,

9. OCKERMAN, H. W. & HANSEN, C., L. Industria-
lzacidn de subproducios de origen animal. Zara-
goza, Editorial Acribia, §. A., 1994, p. 357.

10. PISKE, D. Aproveitamento de sangue de abale para
a alimentacfio humara. 1. Uma revisio. Bol 1AL,
Campinas, 19(3): 253-308, 1982.

11. REVISTA NACIONAL DA CARNE, Ano XXI, n®
241, marco, p. 81, 1997,

12. ROSSI JUNIOR, O. D; SANTOS, 1. E; NADER
FILHO, A, & SCHOCKEN-ITURRING, R. P
Estudo microbiologico do sangue e plasma bovino,
obtidos em matadouro, utilizados na elaboragiio de
produtos comestiveis. Arg. Bras. Med. Ver. Zootec.,
46(1): 31-9, 1994,

13. SALCEDO, A. M. Potencial do plasma bovino
adsorvido com farelo de arroz para uso em formit-
lacdo de sobremesas. Rio Grande, 1997, Projeto de
Graduacio em Engenharia de Alimentos. Fundagdo
Universidade do Rio Grande. 54 p.

14. SILVEIRA, A, E. Estudo de uma formulagdo alter-
nativa de massas alimenticias: enriguecimentc com
plasma bovino. Rio Grande, 1995, Projeto de
Graduacio em Engenharia de Alimentos. Fundagio
Universidade do Rio Grande. 74 p.

15. TEIXEIRA, A. M; FURLONG, E. B, & MELLADO,
M. M. 8. Caracterizacio guimica functonal e micro-
bioldgica de sopas desidratadas formuladas a partir
de plasma bovino adsorvido em farelo de arroz
desengordarado. Veror, Rio Grande, v. 6, p.85 —
93, 1996,

16. TYBOR. P. T.; DILL, C. W. & LANDMANN, W A,
Functional propertics of proteins isolated from bovi-
ne blood by a continuosus pifot process. Jouwrnal of
Food Science, 40: 135 — 159, 1975,

Recebido para publicacao em 20/02/98

R
Lh



Rev, Insr Adolfo Lutz,
37 {2, 5760, 1998

MAMMOMONOGAMUS LARYNGEUS, RYZHIKOV, 1948. OCORRENCIA DE
CASO HUMANO NO MUNICIPIO DE JUNDIAIL SP, BRASIL.

Rosa Maria Donint Souza DIAS*

Anra Célia Steffen MANGINI*

Doraingas M. A, Grispino Vieira TORRES®
& Bvaldo MARCHI#*

RIALA (7/839

DIAS, R. M. . 5., MANGINL A. C. 5, TORRES, b. M. A. G. V. & MARCHIL, E. - Mammomo-
nogamus Larvageus, Ryzhikov, 1948, Ocorréncia de caso humano no municipio de Jundiaf, SP. Brasil.
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57 (2) 57-60, 1998,

RESUMO:Os parasitas da superfamilia Strongyloidea parasitam o trato respiratério de aves ¢
mamiferos, e raramente, do homem. O objetivo do presente trabalho € relatar o encontro de vermes gue
foram retirados dos brénquios de uma paciente no Municipio de Jundiaf, Estado de S&o Paulo, que apre-
sentou quadro inicial de tosse seca, seguida de tosse produtiva e sibildncia. Apos estudos morfoldgicos
& blométricos, os vermes foram identificados como exemplares macho ¢ fémea de Mammomonogaris

{Syngamus) laryngeus.

Os autores chamam a atencéo para a possibilidade deste raro parasita ser responsdvel por perturba-
¢ies das vias respiratdrias de origem desconhecida e para a importincia do diagnostico laboratorial des-

tes parasifas em 10sso meio.

UNITERMOS: Mammomonogamus laryngens; Syngamus laryngeus; Singamose humana; Diag-

nostico ciinico-laboratorial.

INTRODUCAO

Os vermes da familia Syngamidae s6 esporadi-
camente t€m sido descritos no homem, pois sao para-
sitas normahmnente encontrados no trato respiratorio
de aves e mamiferos como bovinos, ovinos, caprinos,
cervideos e felideos, entre ocutros. A doenga, singa-
mose humana, for descrita pela primeira vez, por
Leiper, em 1913, A espécie encontrada no homem
foi descrita, primeiramente, como pertencente ao
género Syngamus ( Railliet, 1899)°. Em 1948 |
Ryzhkov criou ¢ género Mammomonogamus, por
considerar diferentes os parasitas infectando aves e
mamiferos™. Atualmente, as espécies Syngamus la-
ryageus e Mammomonogamus larvngeus sdo consi-
deradas sinonimias e os autores dio preferéncia a esta
altima classificacdo, mais atualizada.

Vermes do género Mammomonogamus laryn-
geus, sAo nematdides de coloracdo vermelha, por

serem hematdfagos, sendo o macho bem menor que
a fémea, ¢ quando acasalados se apresentam em
forma de Y. A fémea mede cerca de 13mm com
valva no segundo quarto do corpo ¢ possui papila
cervical. A capsula bucal possui 8 dentes, sem coroa
cuticular, parede grossa e nervuras na superficie
interna. Os ovos possuem parede grossa, sem estrias
evidentes, ovais de extremudades arredondadas;
medem de 48 a 50 u por 88 a 96 u. Os vermes adul-
tos se ligam a mucosa das vias afreas superiores
provocando prurido, secrecido e tosse.

O ciclo ainda nao fot elucidado no homem, mas
acredita-se estar envolvido um hospedeiro interme-
didrio, possivelmente um anelideo ou artrépode®®.

No Brasil foram descritos, desde o inicio do
século, vinte e quatro casos.

Este trabalbo tem como objetivo chamar a atengio
para a ocorréncia deste raro parasita, responsdvel por
graves perturbagdes respiratdrias no homem e levantar

* Secac de Enteroparasitoses — Instituto Adolfo Lutz - Laboratdsio Central

# Faculdade de Medicina de Jundiad — SP
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a possibilidade de aquisi¢do da parasitose, através da
inalacao de ovos, que se encontrariam no solo ou na
poeira, além da transmissdo por ingestao de alimentos
ou dgua contaminada com ovos do parasita eliminados
por animais parasitados, jd aceita por muitos autores.

RELATO DE CASO CLINICO

Uma paciente do sexo feminino, professora de
educagdo fisica, moradora em Jundiai, Estado de
Sdo Paulo, com quadro inicial de tosse seca, segui-
da de tosse produtiva e sibildncia ndo responsiva a
tratamento clinico habitual, foi submetida & bron-
coscopia, apresentando bronquite intensa e notan-
do-se no brénquio principal esquerdo a presenca de
vermes em movimento, firmemente aderidos a
mucosa, que foram retirados sem dificuldade com
pinga de bidpsia. Os vermes foram enviados a Se¢io
de Enteroparasitoses do Instituto Adolfo Lutz, em
Sdo Paulo, onde foram examinados em microscépio
estereoscopico e submetidos a estudos morfol6gicos
e biométricos, para identificacdo e classificagio.

RESULTADO

O exame em microscopio estereoscopico revelou
tratar-se de vermes acasalados, em forma de Y, de
coloracdo vermelha. Os vermes apresentavam cuticu-
la estriada transversalmente, corpo grosso e cilindrico,
sendo o exemplar macho menor que a fémea. A cép-
sula bucal se apresentava bem desenvolvida, e a extre-
midade cefélica medindo de 0,3 x 0,36 mm. O esofa-
go curto e claviforme e um anel nervoso eram visiveis
em ambos 0s sexos. O macho, com cerca de 4,5 mm,
se encontrava aderido, através da bolsa copuladora,
situada na extremidade posterior do corpo, a vulva,
situada no fim do primeiro ter¢o do corpo da fémea,
que media 13,5 mm. O casal foi identificado como
vermes pertencentes ao género Mammomonogamus,
espécie laringeus (Ryzhikov, 1948 ) ( Fotos 1 e 2).

A paciente foi medicada com albendazole, dose
unica e apds 30 dias da retirada dos vermes, em
nova avaliagdo do quadro, apresentou-se sem
nenhuma queixa.

DISCUSSAO

A revisdo da literatura ( quadro 1) revela que os
23 casos de singamose humana, relatados no Brasil
anteriormente, foram: 1 na Bahia, 1 em Pernam-
buco, 1 no Parand, 2 em Minas Gerais, 4 em Sao
Paulo, 4 no Rio de Janeiro, 4 no Rio Grande do Sul
e 6 em Santa Catarina.
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Foto 1 - Extremidade anterior (visdo da cdpsula bucal) de M. laryn-
geus.

Foto 2 - Casal de M. laryngeus em c6pula.

Mammomonogamus laryngeus sdo parasitas
responsdveis por perturbagdes das vias respiratod-
rias, apresentando quadros sem causa aparente, mas
com sintomas muitas vezes alarmantes que desapa-
recem com a retirada dos vermes, ou pela elimina-
cdo dos mesmos espontaneamente, num acesso de
tosse. Devido aos poucos casos humanos descritos,
este parasita ndo teve seu ciclo biolégico elucidado
no homem. Amaral et al.', j4 em 1954, alertavam
sobre a possibilidade de se tratar da mesma espécie
que parasita mamiferos. Nestes, a infeccio parece
ocorrer pela ingestao de ovos com larvas infectan-
tes, que em seguida migram para os brénquios ou
traquéia, onde os vermes atingem a maturidade, e
permanecem acasalados permanentemente. Severo
et al."” sugerem passagem pulmonar no ciclo do
nematdide. Timmons et al.”® sugerem que a aquisi-
cdo da parasitose possa ocorrer pela ingestdo aci-
dental de dgua ou alimentos contaminados com
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Autor Ano Cidade/Estado Ne Sexo/ldade
Travassos’ 1921 Salvador — BA 1 mascuino
Mello & Melio™" 1938 Rio de Janeiro — RJ 1 feminino,20
Lent & Penna® 1939 Rio de Janeiro — RJ i feminine,59
Moraes" 1947 Rio de Janeiro — RJ 1 feminino
Passos & Barbosa* 1948 Rio de Janeiro — RJ i feminino, 45
Lima & Barbosa’ 1951 Recife — PE 1 feminino
Amaral et al.! 1954 Tremembé - SP 1 feminino,63
Machado de Mendonga et al. 1962 Belo Horizonte - MG 1 Nio 1nformado
Londero & Lauda® 1967 Santa Maria ~ RS | ferninino.51
Melo et al.” 1983 Belo Horizonte — MG 1 feminino,32
Busetti et al® 1983 Paulo Frontin ~ PR 1 masculino
Santos et al.'® 1986 Sao Paulo ~SP 1 feminino, 73
Severo et al.” 1988 N. Hamburgo

e Sta Maria — RS 2 ferninino,51 e 42
Zumino et al.” 1989 Floriandpolis — SC ) n#o informados
Freitas et al.” 1995 Santa Maria — RS i mascuiino,33
Correa de Lara et al? 1993 Botucatu ~ SP 2 feminino,22 e 65
Dias et al 1997 Jundiaf — SP i feminino

QUADRO I: Cusos de parasitismo humano por M. laryngeus descritos no Brasil.

ovos do parasita ou com o préprio hospedeiro inter-
medidrio infectado, pois esta € uma via de infecgfio
comum para diferentes espécies de parasitas em
mamiferos; sugerem que o hospedeiro intermedid-
rio deve ser pequeno e passar despercebido em ali-
mentos crus ou mal cozidos. Londero et al? cha-
mam a atengdo para o fato desta parasitose acome-
ter, na matoria dos casos, pacientes do sexo femini-
no. Em revisio da literatura, verificou-se que dos
24 casos descrifos no Brasil, considerando esie
inclusive, 14 pacientes sdo do sexo feminino, 3 do
sexo masculino ¢ 7 nfo informaram o sexo do indi-
viduo.

Existem casos de singamose que foram diag-
nosticados através da broncoscopia**'™® ¢ outros
pelo encontro dos vermes expelidos em acesso de
tosse*+ 159 Por outro lado, ha relatos de casos onde
houve encontro de ovos de M. larvageus no escar-
rot" ¢ encontro de ovos nas fezes™ ', Alguns
autores chamam a atengdo sobre observacio de pon-
tos vermelhos hemorrdgicos na parte posterior da

hipofaringe®®"*. Gardiner et al’® descrevem caso
nos EUA, onde o diagnéstico foi realizado através
de cortes histolégicos.

No presente relato, quinto descrito no Estado de
Séo Paulo, a paciente, professora de educacdo fisi-
ca, ficando muitas vezes, devido as suag atividades,
préxima ao solo, poderia ter inalado ovos do parasi-
ta que se encontravam ali presentes. Esses ovos,
com larva infestante, encontrando na drvore respira-
toria condigBes propicias, continuariam seu ciclo de
desenvolvimento.

Os autores acreditam que muitos casos de sin-
gamose nao sejam diagnosticados por falta de exa-
me cuidadoso através de broncoscopia, pois rara-
mente distdrbios do trato respiratorio levantam sus-
peita da presenca de parasitas. Como o exame
microscopico realizado é ejucidativo nestes casos,
associado & existéncia de terap&utica eficaz, que cli-
mina a queixa, os autores enfatizam a necessidade
dos clinicos lembrarem da ocorréncia da infecgio
humana por M. larvngeus.
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SUMMARY: Mammomonogamus larvngens, Ryzhikov, 1948: A new brazilian human case.
Mammomonogamus {Syngamus) larvngeus . commom parasite of upper respiratory tract at birds and
mammals, unusually parasites the man. The new case of syngamosis in Brazil is described. The patient
was a woman with a history of persistent and chronic cough and by bronchoscopy was removed two
parasites, a couple, that were identified as M. laryngeus. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57 (2):35-538, 1998,

KEYWORDS: Mammomonogamus luryngeus; Syngamus loryngeus; human syngamiasis; Clinic-

laboratorial diagnosis.
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ABSTRACT: The epidermal growth factor (EGF) is a little polypeptide of 6kD MW capable of sti-
mulation the proliferation of epithelial celis and performs this biological activity through a membrane
receptor, & 1186 aminoacid glycoprotein of 170 kD) MW. This receptor (EGF-R) in high levels have been
detected in malignant turnours of epithelial origin, i.e., breast, ovary, valva, esophagus, colon and lung
[UIIONTS,

The anti EGF receptor monoclonal antibody, ior-egf/r3 (Cubaj is an 1gG2a isotype was labeling
with 99m’Te. The reduction step was performed with 2-mercaptoethanol at a molar ratio of 1:1000 (2-
ME:MAD) The mtegrity of reduced MAb was checked by gel filtration chromatography on Sephadex
G-25 minicolwmn (1 X 10 cm). The MAb pyke was submitted to two types of methylen diphosphonate
as chelant: Amerscam Medronate I Bone Agent MDP kit (Amersham, UK) and IPEN/CNEN MDP kit
and both were labeled with 1 mCi (37 MBag) of 99m Tt eluted from 99Mo/99mTe generator system {
TPEN/CNEN-SP). The purification in I'TLC reveals the high grade of labeling monoclonal antibody.

The laboratory tests did not show significant medification in structure of MAD - 99mTc macromo-
lecule in both cases and can be used in immunoscintigraphy.

DESCRIPTORS: Monoclonal antibody ; Chelating Agen(; Radiolabeliing

Work supported by CNPyg

1. INTRODUCTION

{t is impossible to relate in detail all of the aspects and
all of the centers where monoclonal antibodies (MAbs) ig
and was used. The first antibodies used were purified
polyclonal anti-CEA antibodies taised in goats and labe-
led with ™ 1. At the time, little was known on acute and
long-term toxicity of goat proteins administered intrave-
nously in patients. Today, we known that this is not a favo-
rable situation for tumour detection with MAbs.

After some years of reluctance and a tendency
towards the use of longer-iived radionuclides, techne-

tiim-99m has now become established as the radiolabed
of choice for imaging with monoclonal antibodies (1-3).

In these applications technetium-99m has almost
replaced others radionuclides due to its nuclear propes-
ties and its availability from a generator (4).

There are two different methods available for radio-
labeling MAb, with *"Tc: a direct method reacting the
reduced antibody directly with reduced technetium
{5,6,7) and indirect an method wheye a bifunctional che-
lating agent is first conjugated with an antibody (8,9).
Direct methods are efficient and adaptable to a kit type
of radiolabeling procedure.

*  Secho de Imunologia - Instituto Adolfo Lutz-SP — Av. Dr. Arnaldo 355 11 andar CEP 01236-902

*+ Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares - IPEN-CNEN/SP .

*#% Center of Molecular Immunology-CIM PO Box 16040,11600, Havana, Cuba
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Further more the use of a reducing agent may atfect
immunoreactivity of the reduced antibody and the Tabe-
led amtibody could be unstable. The divect method for
radiolabeling reduced MADb with " Tc in presence of
methylene diphosphonate (MDP), developed by
Schwarz and Steinstrasser (10} and Mather and Ellison
(11) has proved as a good procedure to obtain high labe-
ling efficiency and a stable labeled MAb. The ™ Tc-
MDP method uses reduction of disulfite bridges of the
immunoglobulin molecule by adding an excess of redu-
cing agent (2-ME). After purification to eliminate the
excess of 2-ME in Sephadex G-25 column, the reduced
antibody is labeled with technetium via Sn* reduction of
pertechnetate, using MDP as weak competing ligand.

Nevertheless the use of different types of MDP kits
is necessary o minimize the damage caused in a whole
immunoglobulin macromolecule (or your fragments).

II. MATERIAL AND METHODS

Antibody. The monocional antibody ior-egf/r3 is a
highly specific murine IgGZa isotype that recognizes the
hEGF-r. It was obtained and produced in the Center of
Molecular Immunology (Havana, Cuba} by standard
hybridoma techniques as previously described (12) in
vials containing 1 mL of sterile and apyrogenic selution
with an antibody concentration of Smg/ml. were used.

Antibody reduction. | mL {Smg/ml) of MAb was
reduced by reaction with a melar excess of 2-ME of
11000 (4,8 ug of 2-ME: 5 mg of Ab) at room temperatu-
re for 30 minutes. The reduced antibody was purified to
eliminate the excess of 2-ME on a PD-10 Sephadex G-25
gel filtration column where was applied 1 mb of antibody
and washing with saline purged nitrogen and the eluates
were collected in 2 mb vial and the protein pike was deter-
mined by spectrophotometer UV (Beckmanj at 280 nm.

Labeling. After reduction of internal disulfite bonds
the (2-ME) and purification the reduced aniibody was
labeled with technetium via Sn** and MDP kits were
reconstituted with 5 mL of saline purged with nitrogen o
Amerscan and 3 mlL for IPEN/CNEN-SP; 50 ul, were
added 10 each mg of reduced antibody and they were
Iabeled with 40 mCi of pertechnetate eluted from
“Mo/* Te generator (IPEN/CNEN-SP).

Quatlity Control . The labeled MAb was submitted
to ascending ITLC strips (1 X 10 cm) chromatography
like stationary phase and three systems , acetone, saline
as mobile phase; that strips were soaked in 1% human
albumin and after dried samples of 1 ul. were applied at
origin. Radicactivity bound to antibody remained at the
origin (saline) whereas free pertechnetate and *" Te-
MDP migrated with the mobile phase. Strips were also
cut and counted in a gamma counter.
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ITI. RESULTS

Reduced monoclonal antibody was analyzed on a
PD-10 Sephadex G-25 gel filtration column, Absorbance
values at 280 nm revealed the protein pike (Table 1). The
ability of the redaced monocional antibody to label with
#r Te was assessed and the best conditions were selected
to add MDP solution and 1 mCi of * Te: no have diffe-
rent results with different MDP (Table 2).

The labeling efficiency demonstrated the high grade
of Tc incorperation to the antibody macromolecule in
three different systems of ITLC chromatography.

TABLE 1
D.O. (280 nm) of 2 mL fractions eluted from PD- 10
Sephadex G-25 column

Volumes D.0.
2 mi B0
4 mL 10
6 mL 06
8 mL 16

TABLE 2
Scheme and out-pul in labeling antithody
Saline
MDP {(Amerscan) ¥7.2%
MDP (IPEN/CNEN-SP} 97,5%

IV. DISCUSSION AND CONCLUSION

The objective of the present work was to evaluate
the prepare of the * Tc-monoclonal antibody, designed
ior egf/r3 (Cuba), by reducing their antibodies as poten-
tial imaging agents for various human epithelial produ-
cing malignant tumours.

The BEGF/r antigen has the potential as a target for
imaging and therapy because of its abundance an unifor-
mity of expressions in most EGF-producing tumours.
Even though others factors such as the monoclonal anti-
body characteristic , the antibody delivery, and the
tumour biology may be involved in imiting tumour tar-
geling, the antigenic content of tumours has a positive
correlation with uptake of monoclonal antibodies in vivo.

The studies with * Te-monoclonal antibodies were
hampered by their stability of the ™ T¢ labeling and cha-
racterized by considerable aceretion of activity in the kid-
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ney. Advances in chelate technology have resulted in
substantial improvement in the stability of the *= Tc labe-
ling, which has been translated into reduced kidney upta-
ke in vivo (14,13) . Recently, several investigators have
demonstrated that *=-Tc-labeled antibody and antibody
fragments can be directly prepared if the antibody is first
exposed to reagents such as 2-mercaptoethanol (2-ME) or
2-aminoethanethiol, which reduce intrinsic disulfite brid-
ges . The reduced antibody is labeled with transchelation
in presence of stannous ion, using *Tc and phosphonate-
type bone imaging radiopharmaceuticals,

in this work, we have adapted the original direct
method (11} so as to label ior-egf/r3 with technetium. No
significant difference existed between MDP kits, because
it seems likely, therefore, that the majority of the labeling
is mediated through the exposed-sulphydryl groups and
not with other amino-acid side chains. The sulphydevi
groups on the antibody molecule are bound to the techne-
tium ion. Although transchelation by cysteine solution
occurred slowly, this bound may play an important role in
both the in vitro and in vivo stability; Is is generally
admitted that technetivm must be reduced to the +3, +4 or
+5 valence state o be incorporated inio a protein {16).

In conclusion, the results of these molecule stability
suggest that the binding site of *™ Tc is mainly a cons-
tant region and ITLC chromatography analyzes showed
no moneclonal antibody damage when two different
types of ranschelation were used whereas they had pre-
vent the oxidation of the reduced antibody and the
action of stannous ton was the only reduction of *™ Te-
perlechnetate, and not serve as ligament between *™ Te
and antibody.

REFERENCES

{. REILLY R.M.. Immunoscintigraphy of tumours
using Tc-99m labelled monoclonal antibodies: a
review. Nucl. Med. Commun. 14:347-359, 1993

2. GRANOWSKA M., BRITTON K.E., MATHER
5.1, MORRIS G., ELLISON D., SOOBRAMO-
NEY S., TALBOT 1.C. and NORTHOVER JM.A
Radicimmunoscintigraphy with Tc-99m labeled
monocional antibody, IA3, in colorectal cancer,
Eur. J. Nucl. Med. 20:690-698,1993

3. GRANOWSKA M, BRITTON K.E., MATHER
S.1.. LOWE D.G., ELLISON, D. BOMANI ],
BURCHELL J. , TAYLOR-PAPADIMITRIOU I,
HUDSON C.R. and SHEPHERD J.H. Radioimnu-
noscintigraphy with tfechnetium-99m-iabelled
monoclonal antibody, SM3, in gynaecolegical
cancer. Fur. |, Nucl, Med. 2(:483-486, 1993

10

11

12.

13,

14.

15.

MORRISON RT, LYSTER D.M., and ALCORN
1.. Radieimmunoimaging with 99m Te¢ monoclo-
nal antibodies: clinical studies. Int. J. Nucl. Med.
Biol. 11:184-188, 1984

ALAUDDIN MM. . LESLIE A.X. and EPSTEIN A.
L. An improved method of direct labeling mono-
clonal antibodies with 99m Te. Nucl. Med, Biol.
19 (4) : 445-4534, 1992

COLLOMBETTI L.G., GOLDMAN ], and PATEL
G.C. A rapid method for labeling IgG with 99m
Fe. . Nucl. Med. 20- 652, 1975

RHODES B.A.; TORVESTAD DA and BRES-
LOW K. 99m Tc labeling and acceptance testing
of radiolabeled antibodies and antibody frag-
ments in tumor imaging . Edited by Burchiel S.W.
and Rhodes B.A. 111-123, 1982 Mason New York
ALAUDDIN M.M.; NAHAF! A. and SIEGEL M.
Synthesis and evaluation of a new bifunctional
chelating agent TMED for antibody labeling with
99m Te. Antibody Immunoconi. Radiopharm 3:41,
199G

FRANZ J.: VOLKERT W A, and BARIFIED E.K.
The production of 99m Tc-labeled conjugated
antibodies using a cyclam-based bifunctional
chelating agent. Nucl. Med. Biol 14: 3569-
5721987

SCHWARZ A. and STEINSTRASSER A. A novel
approach to 99m Te-labeled monoclonal antibo-
dies. J. Nucl. Med. 28: 721{Abstract), 1987
MATHER S.J. and ELLISSON D. Reduction
mediated technetinm-99m labeling of menoclo-
nal antibody. J. Nucl. Med. 31: 692-697, 1990
FERNANDEZ A., PEREZ R., MACIAS A. and
VELOSO A. Generacion y caracierizacién pri-
maria de anticuerpos monoclonales contra el
receptor del factor de crescimiento epidérmico.
Interferdn y Biotecnologia 6{33:569-572, 1989
IZNAGA-ESCOBAR N, MORALES A, and
NUNEZ G. Micromethod for quantification of
SH groups generated after reduction of monoclo-
nal antibodies. 23: 641-646,1906

HAWKINS E.B., PANT ¥.0. and RHODES B. A,
Resistance of direct 99m-Te-protein bond to
transchelation. Antib. Immunol. Radiopharm. 3:
17-25, 1990.

RHODES B.A. Direct iabeling of proteins with
99mTe. Nucl. Med. Biol. 18: 667-676, 1991 .
KUROKI M., KOGA Y. and MATSUOKA Y.
Purification and characterization of carci-
noembryonic antigen-related antigens in normal
adult feces. Cancer Res, 41: 713-720, 1981,

Recebido para publicagio em 13/03/98

63



Rev. Tnst. Aduffo Lutz,
57(2): 6371, 199N,

EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA NO ESTADO DE SAO PAULO,
BRASIL. ILUTILIZACAO DE ANTIGENO PARTICULADO DE LEISHMANIA (VIANNIA ) BRAZILIENSIS EM
INQUERITO CANINO EM REGIOES ENDEMICAS *

José Bduardo TOLEZANQO **

Helena Hilomi TANIGUCH] #*

Maria de Fdtima Lereno de ARAUJO ==
Mircia da Conceiglo BISUGQ **
Elaine Aparecida CUNHA **

Carlos Roberto ELIAS **

Rui LARQSA #*

RIALA 07/841

TOLEZANO, LE.; TANIGUCHI, H.H.: ARAUJO, MFL.; BISUGQO, M.C.: CUNHA, E.A.; FLIAS,
C.R. & LAROSA, R. - Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana no Estado de S#o Paulo,
Brasil. Ii.Utlizagio de antigeno particulado de Leishmania (Viannia) braziliensis em inquérito canino
em dreas endémicas. Rev, Inst. Adolfo Lutz, 57 (2): 65-71, 1998,

RESUMO: Virios pesquisadores tem questionado sobre o papel gue animais domésticos poderiam
estar exercendo, particufarmente como fontes de infecgBo para o homem em dreas de transimissdo parg
Leishmaniose Tegumentar Americana nas regides Sudeste ¢ Sul do Brasil, No Espirito Santo tem sido
confirmada a participagio de ciies como “reservatdrios” de L. (V) braziliensis na antiga zona de cobertu-
ra de mata atléntica, encontrando taxas de infeccfo bastante elevadas, em tormno de 17% dos cles. No
Estado de Sio Paulo, existe esta mesma preocupac#o, em relacfio 4 fontes de infeecfio representadas, pos-
sivehmente, por cdes. Neste estudo foram realizados dois inquéritos para a pesquisa de infeccio por
Leishmania em populagdes caninas em dreas de transmissio de LTA nos municipios de Ttupeva (regifio
de Jundial) e Eldorado ( regifio do Vale do Ribeira). Pela primeira vez, foi utilizado um teste intradérmi-
¢o (TIDR) com ant{geno particulado de L(V.} braziliensis e, em paralelo reacio de imunofluorescéncia
indireta (RIF1} com antigenos de L.V} braziliensis, L.{L.} chagasi e L.{L.) amazonensis. Fm Itupeva, dos
56 ches inquiridos, 10 (17,86%) foram reatives para, pelo menos, uma das reagfes, quando admitido
qualquer valor de reatividade. J4 em Fldorado, 6 (7,8%) dos 77 ciies examinados revelaram algimma rea-
tividade, porém com valores inferiores a dmm ou 1:40, respectivamente para a TIDR e RIFL. Esses resul-
tados indicam comeo bastante promissora € exegiifvel, emn condigdes de trabalho de campo, a uiilizagiio
do TIDR para triagem de infecgo natural por Leishmania (V.} braziliensis em animais domésticos sus-
peitos de alguma importincia como fonte de infecciio. Parece, também, ser pouco provéavel a participa-
¢io de cles na manutengio do parasita em Hidorado. Todavia os resultados obtidos em Itupeva reforcam
a necessidade de esclarecimento do papel dos cies na circslagio de Leishimanio. Tais resultados poderdo
ser fundamentais para a definicio de estratégias de congole,

DESCRITORES: Leishmaniose Tegumentar Americana; Leishimania {Viannia} braziliensis; reser-
vatdrios natarais; fontes de infecgfio; antigeno particulado; teste intradérmico; inquérito canino,

INTRODUCAOQ Fm sua maioria, as Leishmanioses sdo consideradas
zoonoses, sendo as espécies de Leishmania, primaria-
Sob a denominagdo de Leishmanioses cnquadram-  mente parasitas de animais silvestres e, menos fregiien-
se doengas parasitirias causadas por proiozodrios do  temente, de animais domésticos'# 3,
género Leishmania®.

* Apolado pelo PCDEN/FNS-Ministério da Saiide.
#* Secho de Parasitoses Sistémicas - Instituto Adolfo Luiz.
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No Novo Mundo, até o presente momento, pelo
menos i4 diferentes espécies de Leishmania ji foram
encontradas mfectande o homem®.

Nas Américas, as formas clinicas tegumentares cau-
sadas por tais agentes sio referidas como Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA). No Brasil, a LTA adquire
grande importincia como problema de Saide Publica,
quer pela extensa distribaicdo geografica, quer pelo cres-
cente mimero de novos casos (mais de 280.000 casos nos
tltimos 15 anos, segundo & Fundacio Nacional de Salide
{CCZAP-Coordenacio e Condrole de Zoonoses e
Animais Peconhentos/CNDS-Coordenagiio Nacional de
Dermatologia  Sanitiria/CENEPL-Centro  de  Epide-
miclogia/ DEQPE-Departamento de Operagdes), quer
pelo acentuado grau de destruicdo tecidual observado
nas lesdes cutineas ou nas mucocutdneas™.

O Estado de S&o Paulo convive com a autoctonia da
LTA desde, pelo menos, 18957 Logo cedo, em Séo
Paulo, fol reconhecida a necessidade de contato entre o
homem e o ambiente florestado para a ocorréncia da
doenga, razdo pela qual BRUMPT & PEDROSO, em
1813, propuseram a denominagdo de “Leishmaniose
Americana das Florestas™.

ApGs a primeira metade deste séeulo, diversos pes-
quisadores vem chamando a atengo para uma profunda
altera¢do no padrio epidemiolégico da LTA, particular-
mente nas regides de colonizacfio antiga, onde o ambien-
e ja se encontra extremamente alterado, com dréstica
reducdo da cobertura vegetal original™™, Nessas cir-
cunstincias verifica-se a perda do cardter ocupacional
atribuido para a LTA nos tempos das populagdes pionei-
ras no infcio do séeulo™.

Tem sido assinalado um total desconhecimento dofs)
reservatoriofs) silvestre(s) de Leishmania {Viannia) bra-
ziliensis, 0 agente ctioldgico predominante em todas
essas regides de colonizacfio antiga. Nio tem sido inco-
mum, todavia, o encontro de animais domésticos infecta-
dos pelo parasita, sendo mesmo possivel a especulacio
sobre o papel destes animais como fontes de infecgio
para ofs) flebotomineo(s) vetor{es) 1HH1123220205033 - Eyy
algumas regides endémicas do Brasil e da Venezuela, as
taxas de infecgfo em cles oscilam entre 3 ¢ 23% e, cntre
eqiitnos até 3G% 78,

Com o desenvolvimento de um “kit” constituido de
antigeno particulado de L. (V) braziliensis para a execu-
¢io de testes intradérmicos em hospedeiros vertebrados
nfo humanos™, tornou-se possivel, em Adreas endémicas,
autilizacdo de uma importante ferramenta para avaliagdes
epidemiologicas ou mesmo para diagndstico individaal.

Como parte de uma esiratégia que pretende conhe-
cer o papel desempenhado por animais domésticos,
especialmente cies, como fontes de infeccio de L. (V)
braziliensis, no presente trabalho foram realizados
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inquéritos epidemioldgicos em populagles caninas de
duas regides endémicas para LTA no Estado de Sdo
Paulo, uma no municipio de Itupeva (Bairro Guacuri), na
regido de Jundial e outra no municipio de Eldorado
(Bairro André Lopes), na regidio do Vale do Ribeira.

MATERIAL E METODOS

Regides de Estudo — 1. REGIAO DE SAUDE DE
JUNDIAT — MUNICIPIO DE ITUPEVA — BAIRRO
GUACURI. Area de recente identificacio de focos natu-
rais de transmissfio de LTA no EHstado de S3o Paulo. A
regido do planalto paulista apresenta morros com aflora-
mentos rochosos e vegetacho natural do tipo floresta
mesofila semidecidna e de reflorestamento constituido
por pinheiros e eucaliptos. O clima predominante € do
fipo mesotérmico seco. O Bairro Guacuri é caracterizado
pela predominfincia de sitios ¢ chdcaras com a presenca
permanente de caseiros e outros frabalhadores com suas
respectivas familias,

2. REGIAO DE SAUDE DE REGISTRO — VALE
DO RIBEIRA — MUNICIPIO DE ELDORADO -
BAIRRO ANDRE LOPES. Area pertencente ao chamado
limite sul da expansfo da LTA no Estado de Sio Paulo,
com focos naturais de fransmissio registrados desde
19567, Neste municipio tem sido registrados alguns dos
mais altos coeficientes de incidéncia da LTA em Séo
Paulo. O clima é guente ¢ tmido, com vegetacio natural
do tipo floresta tropical dmida de altitude, mata atléntica
tipo perenifolia higrofila, sendo que em alguns pontos a
fuxuriante vegetagio foi completamente substituida pelas
atividades agricolas. com destague para a bananicultura,
base econdmica de grande parte da regido do Vale do
Ribeira. A pluviosidade anual € elevada, sltrapassando
1.500 mm. Altitude média de 80 m acima do nivel do mar.

Populacbes caninas estudadas — Uma vez infor-
mada a populacio local sobre os objetivos dos inquéritos
propostos, foram inquiridos os animais cujos proprietd-
rios concordaram em participar do estudo.

I. Bairro Guacuri — municipio de [Itupeva -
Total de 56 cies.

2. Bairro André Lopes — municipio de Eldorado —
Total de 77 cles.

Metodologias utilizadas — Os ciies foram inguiri-
dos pela aplicagio de teste intradérmico (TIDR) e reali-
zacdo de reaciio de imunofiuorescéneia indireta (RIF).

TIDR — Este teste foi realizado pela utilizacdo de
antigeno particulado, fragio P1000GG obtida do fraciona-
mento subcelular de Leishmania (V) bruziliensis, cepa
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MHOM/BR/75/M2903, preparado segundo metodologia
previamente descrita™®. Uma dose deste antigeno
P10O000 Leishmania (V) braziliensis, com 200ug de pro-
tefna em salina mertiolatada 1:10000, fot aplicada por via
intradérmica na face interna da pata posterior esquerda em
cada animal inquirido. O TIDR {foi avaliado 48h apds sua
aplicagdo, sendo registrado qualquer valor de reatividade
{enduracio) igual ou superior a 3 mm, porém foi conside-
rado positivo o teste com reago igual ou superior a S mm,
tal como proposte por MARZOCHI & BARBOSA-SAN-
TOS”. Controles positivo e negative foram representados
por hamsters experimentalmente infectados por L. (V)
braziliensis e sem infecgdo, respectivamente.

RIFI — Esta reacio foi recalizada em soro sangiii-
neo de amosira de sangue colhida simultaneamente com
a aplicacdo do TIDR de cada animal incluido nos inqué-
ritos, sendo investigada a presenca de anticorpos anti-
Leishmania com conjugado anti-lg(G de cdo, marcados
com isotiocianato de fluoresceina, As amostras de soro
foram examinadas pela RIF] em quadruplicata, cada rea-
¢do com uma diferente amostra de Leishmania, sendo
uiifizada como antigeno. Foram preparados antigenos
com cepas de L. { V) braziliensis MHOM/BR/75/M2903
¢ MHOM/BRAOYIAL-ITUPEVA, cepa de DD-8 de L.
{L.; chagasi e cepa Ph-8 de L.(L.) amazonensis. As
amostras de soro foram ensatadas em diluicBes dobradas
a partir de 1:10, sendo registrados guaisquer valores de
reatividade, porém considerados positivos aguelas amos-
tras com titulos iguais ou superiores a 1:40. Foram utili-
zadas sempre amostras controie positivas e negativas.

RESULTADOS

Uma primeira observaciio a ser registrada € a da
auséncia de lesdes ulceradas que pudessem sugerir
Leishmaniose Cuténea nos cies inquiridos por este esta-
do, apenas manchas hipocrémicas foram verificadas em
alguns animais.

Na Tabela estfo sumarizados os resultados obtidos
2o TIDR e a RIFI para as duas regiGes.

Em Ttapeva, no Bairro Guacuri, dos 50 cles, 10
{17,9%) foram reativos se considerados todos os valores
de reatividade, para qualguer dos testes imunodiagndsti-
cos. Apenas um animal apresentou, simultaneamente,
reacio de hipersensibilidade tardia (TTDR) com 10 mm
e titulo de anticorpos (RIFD) 1:20 em niveis de positivi-
dade. Um outro cfio com RIFL 1:80 foi nfio reativo ao
TIiDR.

Quando consideradoes apenas os valores de reativi-
dade igvais ov maiores que 5 mm ao TIDR e 1:40 na
RIFI, 4 (7,1%} céies puderam ser reconhecidos como po-
sitivos para uma das reacdes (75%) ou para ambas as
reacGes (25%).

No municipio de Eldorado, dos 77 ciies, apenas 2
{2,6%) foram reativos ao TIDR, ambos com enduracio
inferior a 5 mm, 4 (5,29} outros cles apresentaram rea-
tividade a RIFI, porém todos com titulos de anticorpos
menor ou igual a 1:20.

Os resultados verificados na RIFI foram 100% con-
cordantes qualquer gue tenha sido a espécie de
Leishmania wiilizada como antigeno.

TABELA - RESULTADOS DO TESTE INTRADERMICO (TIDR) COM ANTIGENO PARTICULADO DE LEISHMA-
NIA (VIANNIA) BRAZILIENSIS DA REACAQ DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFT) OBTI-
DOS NOS INQUERITOS CANINOS REALIZADOS EM AREAS DE TRANSMISSAO DE LEISHMANIO-
SE TEGUMENTAR, NOS MUNICIPIOS DE ITUPEVA (REGIAO DE JUNDIAD E ELDORADO (REGIAO
DO VALE DO RIBEIRA), NO ESTADO DE SAQ PAULO.

TESTE INTRADERMICO (TIDR)

REACAQ DE IMUNOFLUORESCENCIA

INDIRETA (RIFT)
- NAO . i NAQ
CAES REATIVOS REATIVOS REAGENTES REAGENTES
MUNICIPIO  EXAMINADOS 3.4 MM 25 MM SUBTOTAL  (sem 180 120 110
=3mm  enduracio)
ITUPEVA 56 ATN%Y 3(54%) 7(12.5%) 49(87.5%) 1 (1.8%) 1 (18%) 2 (2.6%) 52 (92.8%)
ELDORADO 77 20.6%) 0 2(26%) T5(97TA4%) 0 1(13%) 3(3.9%) 73 (94.8%)

* Um tnico ¢do mosirou reatividade simaltdnes na RIOFL e TIDR.
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DISCUSSAO

E consenso entre os Dpesquisadores que as
Leishmanioses Tegumentares devam ser consideradas,
em sug maloria, como zoonose, primariamente de ani-
mais silvestres™*?%% A primeira comprovagio cientifi-
ca, sobre o envolvimento de roedores siivestres na circu-
lacao de Leishmania em dreas endémicas para LTA se deu
em 1957, no Novo Mundo'. Hoje, sio reconbecidas mais
de 40 espécies de mamiferos silvestres, nas Américas,
come hospedeiros nfio humanes efon reservatérios natu-
rais de Leishmania, em sua grande maioria pequenos roe-
dores, edentados ¢ marsupiais, além de alguns represen-
tantes carnivoros e primatas™®. Todavia, o encontro de
animais silvestres naturalmente infectados, muitas vezes,
constituem-se em eventos raros, principalmente em dreas
de cireulac@o de L.(V)) braziliensis. Nessas regides, quan-
do slo isoladas amostras de Leishmania de animais sil-
vestres, wna vez caracterizados, sdo identificados como
representantes do subgénero Leishmania™?*.

Em nosso laboratdrio, apds examinar mais de 350
diferentes mamiferos silvestres, de diferentes regides
endémicas do Estado de Sdo Paulo, foram isoladas, ape-
nas, duas cepas de Leishmania, uma das quais em um
roedor (Akodon spy® capturado no municipio de Iguape,
no Vale do Ribeira e, mais recentemente de Proechimys
iheringi capturado no municipio de Hhabela na regigo do
Litoral Norte paulista. Estes isolados pertencem ao sub-
género Leishmania, ndo se tratando, portanto, de L. (V)
braziliensis {dados nfo pubHcados).

Por outro lado, desde o pioneiro trabalho de
PEDROSO em 1913%, a LTA vem sendo reconhecida,
diagnosticada e identificada a presenca de L. (V) brazi-
liensis em clies e, secundariamente em eqiiinos em dreas
endémicas caracterizadas por uma paisagem natural bas-
tante alterada em relagio a uma primitiva cobertura
vegefal, situagdo esta tipica de dreas de colonizagdo anti-
ga no Brasil onde este agente parasitirio € o predomi-
nante nos casos humanos da parasitose®®!#3245,

Em relaciio ao presente estudo, ressaltamos a opcéo
por considerar todos os valores de reatividade destacando
mesmo agueles entre 3-4 mm ¢ nfo apenas os majores ou
iguais a 5 mm ao TIDR, por entendermos 2 necessidade
de revisiio dos parmetros e condiges para a definicio e
valorizacio dos resultades obtidos em provas de avalia-
¢do de respostas de hipersensibilidade tipo tardia em
estudos epidemiologicos, principalmente con: hospedei-
ros nio humanos de L. (V) braziliensis ou mesmo, com
valores de reatividade na RIFI abaixo de 1:40.

Os resultados obtidos nestes inquéritos indicam gue
em Itupeva, de um total de 56 clies inquiridos, 10
{17,9%) foram reativos para, pelo menos, um dos testes
atilizados, se considerado gualquer nivel de reatividade.
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Considerada apenas a reagfio ac TIDR, foram 7 (12,5%)
0s cfies com respostas ao antigeno particulado de L. (V)
braziliensis, com variacio de 3 até 13 mm de enduracio.
Em que pese todas as ressalvas quanto a valorizacio
da reacdo de imunofluorescéneia indireta como técnica
laboratorial para investigagio prospectiva da presenca de
infecclo por Leishmania na populacio canina estudada
¢, se considerarmos apenas como “positives” 0s animais
com TIDR = 5 mm e/ou RIFI = 1:20, ainda assim teria-
mos 7,1%. Essa taxa de 7.1% deve suscitar e, alimentar
as especulacbes sobre possibilidade desses animais
domésticos exercerem algum papel na muanutencic de
focos de fransmiss@o natural uma vez que, estando per-
manentemente expostos nesse ambiente endémico em
contato com as populagdes de flebotomineos que, por
sua vez, podem ¢, também. devem cstar mantendo rela-
cionamento com a populagio humana, potencializando,
talvez, o risco de transmissiio da LTA ao homem.
Durante muito tempo, acreditava-se que caes e
outros animais domésiicos devessem ser considerados, a
exemplo do homem, vitimas ou hospedeiros acidentais
desses parasitas'™*¥, excec@io apenas, no caso da “ata”
dos Vales Andinos peruancs onde HERRER' encontrou
grande ntmero de cies naturalmenie infectados, Mais
recentemente, em viarias localidades brasileiras, altas
taxas de infecclio, alé maiores gue as peruanas, vem
sendo registradas: 10,5% na lha Grande, no Estado do
Rio de Janeiro® ¢ 16.9% em Viana, no Espfrito Santo
(informacdo pessoal de FALQUETO, 1983 citada em
AGUILAR et al®). Ressalta-se ainda, os 7% verificados
em Las Rosas, Estado de Cojedes na Venezuela®.
Nossos resaitades, dependendo dos niveis de reativi-
dade considerados para a TIDR ou para a RIFI, apontam
para taxas enire 7,1% e 17,.9% de “positividade”, para
cdes inquiridos do Bairre Guacuri, no municipio de
Itupeva, regifio do planalic em Sdo Paulo. A aparente dis-
corddncia de resultados, com casos de reatividade ao
TIDR e néo reagentes a RIFI e vice-versa jd foi apontada
por MARZOCHI & BARBOSA-SANTOS®, na tinica
experiéncia anterior de utilizagdo de antigeno particulado
de L. (V.} braziliensis — P 10000 em inguérito canino.
Os resultados obtidos no inquérito canino realizado
em PBldorado na regido do Vale do Ribeira, préximo ao
nivel do mar, revelaram uma situacio bastante diferente,
uma vez gue apenas 2 entre 77 cées (2,6%) foram reati-
vos ao TIDR, ainda assim com valores de 3 e 4 mm e, 1
{1,3%) cdo ndo reativo ao TIDR apresentou RIFI de 1:20.
Se considerarmos gue nenhum animal daqueles
inquiridos neste estudo. apresentou qualquer Jesdio uice-
vada, sugestiva de LTA, achamos licito continuar nesta
linha de investigagfo pois, talvez estejam indicando que
0 parasitismo nesses animais, por L. (V) braziliensis, se
dé com uma distribuigio dos parasitas mesmo no tegu-
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mento aparentemente sde, 0 que vem sendo objeto de
estudos ora em andamento.

Acreditamos que se animais domésticos possam fer
algum papel na manutencio de L. (V) braziliensis em
ambientes endémicos de regides de colonizagiio antiga,
“a priori”, deveremos entende-los como amplificadores
potencials da disseminacio do parasita e ndo como ver-
dadeiros reservatérios naturais. Mesmo assim, esse
padsiio, se confirmado, ndo necessariamente poderd ser
generalizado, pois em algumas regides a impossibilidade
de demonstracio de taxas siginificativas de infecgiio em
ches" deixa, ainda, a impressdo da existéncia de um ver-
dadeiro reservatdrio silvestre, “mantenedor perene” de
L. (V) braziliensis na natureza, 0 gue misteriosamente

permanece por ser demonstrado,

Acreditamos, finalmente, que na hipdtese de confir-
macio de que cies ou outros animais domésticos possam
exercer o papel de fonte de Leishmania (V.) braziliensis
para infeccio de flebotomineos ao nivel do peridomici-
lio humano, a utilizacido de procedimentos diagnosticos
simples, de baixo custo e de {dci! execugdo em campo,
tal como o TIDR desenvolvido por MARZOCHI &
BARBOSA-SANTOS® e, por nds utilizado neste estudo,
venha possibilitar condi¢Ges para o monitoramento da
circulagfio deste parasita em regides onde animais
domésticos possam ser suspeitos de parlicipagdo na
manutenciio do protozodrio na natureza.

[ RIALA 07/840

TOLEZANO, J.E.; TANIGUCHI, H.H.; ARAUJO, M.EL.; BISUGO, M.C.; CUNHA, E.A_; ELIAS,
CR. & LAROSA, R. — Epidemiclogy of American Cutaneous Leislinaniasis (ACL) in the State of
Sdo Paulo, Brazil. ILUse of pariiculated antigen of Leishmania (V.) braziliensis in canine inquires in dif-
ferent endemic areas. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57 (2): 63-71, 1998,

ABSTRACT: Many researchers have questioned about the involvement of domestic animals as
sources of infection (0 man in endemic areas of ACL in the Southeast and South region of Brazil. In the
State of BEspitito Santo, the role of dogs a3 “reservoirs” of L. (V.) braziliensis in the ancient zone cove-
ring atiantic forest was confirmed finding high rates of infection among dogs. For the State of Sdo Paulo,
we have the same concern in relation to the vertebrate source of infection, probably represented by dogs.
In this study we carried out two inguiries in order to investigate the Leishmania infection in canine
population: in Eupeva (Jundiaf region) and Eldorade (Ribeira River Valley region) cities, which are all
endemic areas. For the first time it was employed, the skin test (ST with particulated antigen of
Leishmania (V.) braziliensis was Emplayed and, indirected immunofluorescence test (IH'T) with antigens
of L. (V) braziliensis, L. (L) chagasi, and L.{L.) amazonensis used in parallel. In frupeva, from 36
inquired dogs, 10 (17,9%) were reactive for at feast one of the two tests, when accepted any value of
reactivity. In Eldorado, only 6 out 77 {7,8%) dogs revealed some reactivity. These resulis indicate to be
promising and very practical the use of ST under lield conditions for trial the natural infection of L. {V.}
braziliensis in animals suspected with any importance as source of infection. By these studies it seams
to be minor the participation of dogs in maintenance of parasite in the nature in Eldorado, but the data
observed in ltupeva strengthen the necessity of better knowledge about involvement of dogs in the
[ eishmania circulation. Probably dogs play role in different degrees of relationship with Leishmania in
different regions. We believe that such results wouid be fundamental for definition of control strategies,

Descriptors: American Cutaneous Leishimaniasis; Leishmania (Viannia) braziliensis; natural reser-
voir; source of infeclion; particuleled antigen; skin test; canine inguiries.
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RESUMO: As fumonisinas, micotoxinas presenies em alimentos e ragdes, principalmente no
milho, sfo produzidas por fungos do género Fusarium. Foi demonstrado experimentalmente que a
fumonisina B' causa a leucoencefalomalicia equina {(LEME), edema pulmonar em suinos (EPS) e cén-
cer hepdtico em ratos, além de ser provivel agente responsdvel pelo céncer de esdfago em humanos,
como demonstram os estudos epidemioldgicos realizados na Africa do Sol e na China. Com a finalida-
de de fornecer informaces a respeito dos métodos empregados na determinagio de fumonisinas em ali-
mentos e ragdes, foi realizada vma revisiio da metodologia analftica relatados na literatura cientifica.

DESCRITORES: Fumonisinas, métodos analfticos, alimentos, rag0es.

INTRODUCAO

A micotoxina fumonisina B! (FB') foi isolada e puri-
ficada por GELDERBLOM et aliil” em 1988 em culw-
ras de Fusarium moniliforme ¢ caracterizada estrutural-
mente por BEZUIDENHOUT et alii” (Figura 1). A FB!
temn sido a principal causa do cincer hepdtico em ratos',
fencoencefalomaldcia (LEME) em equinos®, edema pul-
monar em suinos”. Leucoencefalomaldcia e hemorragia
cerebral em coelhos (BUCCH et ahii, 1996), estd associa-
da com céncer de esdfago em humanos®, Os efeitos toxi-
cos sugerem a necessidade de controlar a presenca de
fumonisinas em alimentos e ragdes.

O conhecimento dos niveis de fumonisinas em pro-
duios naturalmente contaminados por estas micotoxinas
s6 pode ser observado através de métodos analiticos ade-
gquados. Tais métodos sdo necessdrios para a fiscalizagio,
monitoramento € pesquisa nos seus varios aspectos, seja
andlise de alimentos e ragdes, estudo epidemiolégicos,
estudo da producio de fumonisinas e do metabolismo
dos fungos, verificagfio da estabilidade durante o proces-
samento de alimentos e condigdes para descontamina-
co™.

As etapas envolvidas no procedimento analitico
para a deteccio de fumonisinas sfo: extragfo, purifica-
¢fio, detecgio, quantificagio e confirmacgao (Tabela 1).

Esta revisio resume as informagdes sobre a metodo-
Jogia analftica para a determinagio de fumonisinas.

Figura 1 — Estrutura quimica das fumonisinas.

COoH
O {<_COQH
R, NHER,
lé CH
O COH 2
Fumonisinas
! R, R, R,
COH -
FAI OH OH CHCO
FA2 { H OH CHCO
FBI 1OH O©OH H
FB2 | H OH H
FB3 | OH H H
FB4 | H H
EXTRACAO

As fumonisinas sdo compostos fortemente polares,
soltiveis em dgua, bastante soliveis em acetonitrila-dgua
e muite sohiveis em metanol, mas pio sdo soldvels em
solventes nfio polares™.
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TABELA 1
Etapas envolvidas no procedimento analitico de fumonisinas.

Etapas

Descricio

1. Extracio

[~

. Purificacio

L8]

. Detecedo/Quantificacio

4. Confirmacio

salventes

agitacio

filtrag¢do efou centrifugacio
fluido supercritico

cromatografia de troca ibnica
cromatografia de fase reversa
cromatografia de imunoafinidade

cromatografia em camada delgada
cromatografia em camada delgada de alta eficiéneia
cromatogralia liquida de alta eficiénoia
- detector por absorvéncia no ultra-violeta
- detector de fluorescéncia
- detector de massas
cromatografia gasosa
- detector de ionizagio de chama
- detector de massas
eletroforese capilar
imunoensatos
- ELISA
- fibra Gptica

derivacio quimica
espectrometria de massas
imunoensaios

A extragio de fumonisinas de amostras, seiam
mitho, ragtes, arroz, leite, meios de cultura ou outras,
requer o uso de solventes ou mistura destes (Tabela 1). A
combinacio de metanol-agua (3:1) é a mais utilizada.
Outras proporgdes também empregadas sdo: 3:2, 11, 1.3
e 4:1 {Tabela 2). A mistura acetonitrifa-dgua (1:1) tem
apresentado boa recuperaciio de fumonisinas prescntes
em amostras nataralmente contaminadas™ ™ %, RICE et
alis™ observaram que acetonitrila-agua {1:1} fornece uma
melhor recuperagio para as fumonisinas B (FB)), B,
(FBj e B, (FB) em um curto tempo de agitagdo (30
minutos) e que extratos limpidos sio obtidos com o uso
de acetonitrila ¢ metanol, enguanto s80 necessdrios
métodos de clarificag@o (por exemplo, a centrifugagdo)
quando a dgua € usada como solvente extrator.

A ctapa de extracfo de fumonisinas requer um ade-
quado estudo, devendo-se observar os fatores que podem
alterar a recuperacio do método. ALBERTS et alii™ ¢
SCOTT & LAWRENCE" observaram o efeite do pH
durante a extragio de fumonisinas emn meios de cultura,
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milho e seus derivados, ALBERTS et alii* demonstra-
ram uma recuperagdo 17% mator de FB, em uma extra-
¢io com pH 3,5 usando metanol-dgua (3:1) do que em
pH 6. Esta tltima, 30% maior do que em pH 8 ¢ 19%
mator do gue em pH 2. Enguanto, SCOTT & LAWREN-
CII* observaram que o uso de tampido boraio pli 9,2
melhorou a recuperacdo de FB ¢ FB em farelo de
milho. Portanto, verifica-se que a natreza da matriz é
ouiro fator importante.

Para a extra¢io de fumonisinas em milho séo neces-
sarios longos perfodos de agitaciio (15 a 60 minuatos) ou
0 uso de potentes agitadores, como o Polytron mixer (2 a
3 minutos)®. A filtracfo ¢ a centrifugacio anxiliam a pro-
Ximna etapa que € a purificacio da amostra.

SELIM et alii* desenvolveram e otimizaram um méto-
do de extracio para fumonisina B em milho utilizando flui-
do supercritico. O método é rapide, eficiente e preciso, além
de reduzir o uso e a exposicio a solventes orglnicos. O uso
de 15 mi. de CO, lipudo, dcido acético como modificador
em uma concentracio de 5 % e em um volume de 750 uL
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TABELA 2

Levantamento de métodos para extracio de fumonisinas em diversos substratos.

Substratos Fumonisinas Solventes Tempo Filtracdo Centrifugacio  Referéncias
analisados de agitacio  (Whatman n®)
{min)
Mito e seus FBI,FB2 metanol-dgua 5-30G 4 300 /107 - 4°C 03, 33, 34, 49,
produtos (3:1) 2-3 1 51, 53, 60, 67
derivados FBi, FB2, FB3  metanol-dgua 43, 54, 35
(31
FBI metanol-dgua 3-30 2 57,71
(3:1)
FBI metanol-dgua 60 4 64
HFBI (4:1) 3 4 42
FEIL FB2 metanol-tampio 5 4 44
borato pH 9,2
(3D
FBI, FB2 metanol-dgua 5 4 44
HCL 3N
(3:1:0,33
FBI1, FB2 NaCl/metanol 2 4 65,72
-dgua (41}
FBI, FB2 metanol-HC1 5 4000g/10'-4°C 23
0,IM (3:1)
HEB1 metanol- 4 42
acetonitrila-
dgua (1:1:2)
FBi, FB2, acetonitriia- 30-60 4 15060 rpm/15° 08, 20, 31, 33,
¥B3, HFB1 dgua (1:1) 34,37, 48
FB1, FB2, FB3 dgua 30-60 4 34
Racdes a base FBI1, FB2 acetato de etila / 30 4 32
de milho metanol-igua
(3:1)
FBI acetonitriia- 20-60 4 19, 36
dgua (1:1)
FB1, FB2, FB3  metanol-dgna 2-30 4 500 g/107- 4°C 34
3:1
FB1i, FB2, FB3 dgua 30-60 4 34
Leite FB1, FB2 metanol-acetona 10 10000 26
(1:1) iy 107-20°C
FBI, FB2 acetonitriia- 16 10000 26
dgua {l:1) rpm/ 107 -20°C
Arroz FB1 metanol-dgua 3 4 i4
(3:1)
Cultura de FB1, FB2 acetato de 30-60 4 09, 10, 15
fungos etila/metancl-Agua
(31
FBi, FB2, FB3  metanol-dgua 5 4 500 g/10°- 4°C 04,05, 34, 53
3:1)
FB1 metanol-dgua 30-60 4 68
(3:2)
FB1, FB2,FB3  metanol-dgua 30-60 4 04
(1:3ye (1:1)
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TABELA 2

Levantamento de métodos para extragio de fumenisinas em diversos substratos.

Substratos Fumonisinas Solventes Tempo Filtracéo Centrifugacio  Referéncias
analisados de agitacic  (Whatman »n®)
{min)
FBi, FB2 cloroférmio- 2 4 70
metanod {1:1)

FB1, FB2, B3 dgua 30-60 4 04

FB1, IFB2, FB2 metanol 30-60 4 04

FBI1, FB2 acetonitrila- 2000 rpmy/5° 04

dgua (1:1)
Plasma e urina FBI metanol A

Obs.: HFBI - hidrolizado de fumonisina B1.

por grama de amostra, 1200 psi de pressio e vinte minutos
de extracio estdtica foram as condi¢bes Gtimas para a extra-
¢30 da furnonisina B, em mitho contaminado.

PURIFICACAOQ

A etapa de purificagfio na andlise de fumonisinas ¢
necessdria para remover os compostos interfercntes que

sfio co-extraidos com os solventes. Os procedimentos de
limpeza do exirato envolvem a parti¢io liquido-liquido,
colonas de extragho com fase solida e mais recentemen-
te 0 uso de colunas de imunoafinidade™ (Tabela 3},
Segundo WARE et alii”, o procedimento de purifi-
cago utilizando coluna de fase reversa C | ¢ rapido, efi-
ciente e preciso. Os interferentes polares sBo removidos
da amostra pela lavagem com metanol-dgua (1:3), (1:1)
ou KC1 19%-acetonitniia {9:1). De acordo com ALBERTS

TABELA3

Principais técnicas de purificagio dos extratos obtidos nas andlises de fumonisinas.

Técnicas de purificacio Descricio Referéneias
Colunas de Extracio de Fase Sélida
- Fase reversa C metanol-dgua {1:1) ~ metanoi-dgua {3:1) 10,15
metanol-dgua (1:3) — metanol-dgua (3:1) 04, 05, 53
dgua acetonitrila-dgua (2:8) acetonitrila-dgua (7:3) 20, 36
KCl 1% acetonitrita-KCI 1% (1:9) acetonitrila-dgua
(7:3) 18,19,33,34,37, 48,73
metanol-dgua {1:3) — acetona-acetato de etila {1:1y 08, 71

— cloroférmic-metanol-acido acético (60:40:10)

- Troca anidnica forte

metanol-dgua (3:1) — metanol ~ metanol-dcido

(TAF) acético (0,5 a 5%) 14, 19,23, 26, 43, 44,
49, 30, 51, 54, 38, 61,
63, 67
- Combinagdes fase reversa C, froca anidnica forte (SAX) 19, 42
Colunas de NaCl 2,5%-NaHCO3 0.5%-Tween 20 0,0i% —
Imunoafinidade dgua — Na B0 0,05M em dgua-metanoi {1:4) 72
NaCl 2,5%-NatCO, 0,5%-Tween 20 0,01% —>
dgua — metanol-dgua {4:1) 63
NaCl 2,5%-NaHCO, 0,5%-Tween 20 0,01% —
dgua — metanol 41
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et alii* a perda de fumonisinas, principalmente a ¥B, €
grande quando usa-se metanoi-dgua (1:1) ao invés de
metanol-dgua (1:3}. Segundo WARE et alii’” para a
remocio de inferferentes ndo polares usa-se o acctato de
ctila-acetona (1:1) e a FB ! ¢ elicientemente ¢luida da
coluna quando utiliza-se cloroférmio-metanol-acido acé-
tico (60:40:10). A eluigio das fumonisinas de colunas C
¢ geralmente realizada com metanol-dgua (3:1) ®, ®% =
¥ ou acetonitrila-dgua (7:3) ¥ 1% 0% 3T (uando
empregaram-se acetonitrila-dgua (7:3) para a eluigfo das
fumonisinas, WILSON et alii® preconizaram lavar a
coluna com acetenitrila-KCl 1% (1:9) para remover os
interferentes de matriz ¢ permitir que as [umonisinas
sejam fossem quantitativamente eluidas. RICE et ali™
mostraram que o fator critico na purificagiio com C* € a
propria coluna, pois hd diferenga na recuperagio das
fumonisinas entre marcas diferentes e até mesmo em
diferencas de lotes de fabricag@o da mesma marca.

A coluna de troca anibnica forte {TAF) foi primeira-
mente utilizada por SHEPHARD et alii® na andlise de
fumonisinas € € a mais citada na literatara © %97 20855
oon s 6L Na cromatografia por troca idmica. a fase
estaciondria ¢ altamente carregada, sendo gue os solutos
com cargas de sinais contririos a esia sdo seletivamente
adsorvidos da fase mével. Os solutos adsorvidos podem
ser subsequentemente eluidos por deslocamento com
outros fons com o mesmo tipo de carga, porém com
maior forga de interagdo com a fase estaciondria. Apesar
deste principio ser simples, o mecanismo de separagio
de troca ibnica pode ser complexo. Virios fatores como
pH, forca i6nica e fluxo de eluicio podem afetar a reten-
¢io ou eluigfio das fumoenisinas ' * . Baixas recupera-
¢Bes podem ser obtidas se o flugo de eluicio for maior
que 1 mL/min ou o pH do extrato for menor que 5,874,
DAWILATANA et alii" obtiveram uma melhor recupera-
¢80 em pH 6,2 para extratos de arroz, SYDENHAM et
alis™ indicaram que o uso de solvente com maior forga
idnica {(metanol-dcido acético 1%) reduz o volume de
eluato sem co-eluir compostos inrinsecos do milho que
interferem com a deferminacio cromatogréfica de famo-
nisinas. As colunas TAF podem ser regeneradas e reuti-
fizadas para purificacdo de fumonisinas sem perda na
recuperacio do analito ™,

BENNETT & RICHARD® recomendaram o uso de
colunas C  ou TAF para a etapa de puriticagio de fumo-
nisinas. Entretanto, deve-se testar a recuperacio devido
a grande variagbes observadas em diferentes lotes de
colunas C . Observaram também que as colunas TAF
sfo mais eficientes na eliminagio de compostos interfe-
rentes dos extratos € os extratos s&o mais limpidos, mas
deve-se eluir as fumonisinas lentamente (<1 mL/min) e
o pH do exirato deve estar entre 6 e 7.

Alimpeza com ambas colunas C, e TAF foi realiza-
da por HOL.COMB et alii” para dimmuu os altos picos
da linha de base. A presenca destes picos aumenta o
ruido e diminui a sensibilidade do método.

A cromatografia de imunoafinidade mostra-se apro-
priada para a etapa de purificagiio de fumonisinas em
amostras 17. WARE et alii” avaliaram a capacidade,
seletividade, reprodutibilidade deste tipo de colunas ¢
concluiram que estas colunas sdo excelentes para a etapa
de purificaglo de fumonisinas em mitho e outros seus
derivados. As variaghes coluna-coluna e entre cada lote
nio foram significativamente diferentes. A curva € linear
de 0,1 a 1,0 pg para FB, ¢ FB . A curva indicou satura-
¢ao dos sitios de ligagio da coluna acima de 1,0 pg de
FB, e FB,. Interferentes de matriz tém pouca influéncia
na eficiéncia da ligagio da FB, e FB, na coluna. Estas
fumonisinas possuem afinidade semelhante pela coluna,
portanto, o anticorpo ndo distingue as duas moléculas.
TRUCKSESS et alii** observaram que o metanol afeta a
ligagdo antigeno- dnticorpo e indicaram o uso de meta-
nol-dgua (4:1) ao invés do metanol para a elnigdo da FB,
em colunas de imunoatinidade.

SYDENHAM et alii™ recomendarn, quando possi-
vel, o uso de material de referéacia certificado para ava-
liar 2 qualidade de cada grupo ou lote de adsorvente.

A etapa final na preparacio de amostra para andlise
de fumonisinas ¢ a reduglo do volume por evaporagio
do solvente em rotaevaporador sob pressio reduzida ou
hanho agquecido sob fluxo de nitrogénio. A amostra seca
serd redissolvida em um volume conhecido de solvente
ou sofrerd reacdo de derivaglo para ser usada na etapa de
detecciio/quantificagio.

DETECCAQ/QUANTIFICACAQO

A determinacio de furnonisinas em amostras de ali-
mentos e cultura de fungos tem sido realizada principal-
mente através de técnicas cromatograficas (Tabela 1).

Cromatografia em camada delgada e cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia

A andlise de fumonisinas por cromatografia em
camada deigada (CCD) ou cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia (CCDAE) pode ser realizada
em fase normal® 1914703230870 oy fage reversa O 56
(Tabela 4).

O método desenvolvido por GELDERBLOM et alii”
para a deteccio de fumonisinas utiliza metanol-dgua {3:1)
como sistema-sofvente, placas de fase reversa e p-anisal-
deido como agente cromogénico, mas possui um baixo
limite de deteccdo (10 ug/g)®*. ROTTINGHAUS et alii”
utilizaram o cloreto de potdssio na fase moével e a fluores-

T
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TABELA 4

Valores de Rt das fumonisinas para diferentes sistemas-solventes e agentes cromogénicos ou
de intensificaciio de fluorescéncia usados em CCD/CCDAE de fase normal ou reversa.

Sistema-solvente Rf Fase estacionaria Reveladores Referéncias
metanol-dgua (3:1) FB, - 0,44 a 0,55 reversa C p-anisaldeido 0,5% 15, 68
FB -0,22 ' (piirpura)
metanol-dgua (80:20) FB - 0,61
FB2 - 0,47 reversa Cl& p-anisaldeido 0,5% 01
metanol-KCl 4%
(3:2) FB, - 0,50
FB_ - 0,10 reversa C fluorescamina 37,48
{tfiuorescéncia amarelo -
esverdeada)
clorofdrmio- FB, - 0,154 0,30 silica gel 60 G p-anisaldeido 0,5% 10, 21,32
metanol-dcido acético FB,-0.2020,30 ou 36, 533,70
(6:3: FB, - 0,26 pinhidrina 0,2% 10
FB_ - 0,31
cloroférmio- FB - 0,20 silica gel 60 G p-anisaldeido 0,17% 14
metanol-acido
acético (7:2:1)
cloroférmio-metanol- FB -0,32 silica gel 60 G p-anisalderdo 0,5% 01
acidoe acdtico FB, - 0,52
(60:35:10) "
cloroformio-roetanol - FB - 0,23 sitica gel 60 G p-anisaldeido 0.3% 10
dgua-dcido acético FB -0,30 ou
(55:36:8: ) FB - (L30 ninhidrina 0,2%
FB, - 0,37

camina como agenie intensificador de fluorescéncia para
aumentar a sensibilidade (0,1 pg/g) e a especificidade.

JACKSON & BENNETT® utilizaram a CCDAE
para resolver a separacgiio das fumonisinas devido & difi-
culdade em separar as FB,. FB, e FB,. WILSON et alii™
citam que deve-se remover a dgua do extrato (acetonitri-
la-4gua, 1:1) antes do desenvolvimento cromatografico
em fase normal. 0 gue nfio € necessdrio guando usa-se a
cromatografia em fase reversa.

Quiros métodos, além da CCD, 8m sido desenvolvie
dos, permitindo uma melhor exatido na quantificagdo do
teor de fumonisings em amostras, mas a CCD continua
sendo uma importante téenica de confirmacio ™Y,

CROMATOGRAFIA GASOSA

Os procedimentos de cromatografia gasosa (CG)
capilar na determinaciio de amostras contaminadas por
fumonisinas sdo precedidos pela hidedlise alealina
65T on dcida™ de seus extratos. seguidos pela esterifica-
¢do com ischuianol e anidrido heptatlvorobutirico do
dcido tricarbalilico * e/ou acilaglo com trimetilsitil ou tri-
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fluorcacetato das moléeunlas dos aminopolidis {amino-
pentol e aminotetrao! originados das FB, ¢ FB,, respecti-
vamente) ¥ 288590 Oy derivados sio bem separados
por CG capilar (coluna DB-5, filme de 0.25 pm. 30 a 60
m de comprimento) ¢ detectados por ionizagio de chama
ou espectrometria de massas.

Os procedimentos acima possuem a vantagem de
facilitar a combinagio da CG com & espectrometria de
massas, cuja finalidade é a confirmacio do resultado®™. A
cromatogralia gasosa acoplada com espectrometria de
massas possui scletividade e especificidade, mas perde
em sensibilidade e requer equipamentos sofisticados e de
custo elevado®, além de nic ser pritica para andlise de
grande nimero de amostras >,

CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA

Como as fumonisinas sao soliiveis em dgua, a cro-
matografia Hquida de alta eficiéncia (CLAE) predomina
entre as demais técenicas utilizadas para a deteccdo e
quantificacfio destas micotoxinas. O uso de colunas de
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TABELA 5

Métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para andlise de fumonisipas.

Deteeco Fase mével Limite de Referéncias
detecchio (ug/g)
Ultra-violeta

anidrido maléico
(230 a 250 nm}

Fluorescéncia
fluorescamina
Aexc - 390 nm
Aem - 475 nm

o-ftaldinideido

{OPA)
hexc - 335 nm
hoem - 440 nm

naftaleno-2,3-
dicarboxaldeido
{NDA)
Aoexc - 410-420 nm
Aoem - 440-500 nm

4-fluor-7-nitro-benzeno
-2-0xa-1,3-diazol
(NBD-F}
Aoexc - 460 nm
Aem - 500 nm

G-aminoguinolil-N-

hidrosuccini-midil carbamato

(AccQ-Fluor)
Aexc - 395 nm
"hoem - 418 nm

metanol-tampio fosfato 0,052 0,1M pH 3.3 2 3,8

(70:30)

acetenitrila-tampéo acetato 0,IM pH 3,3 {1:1)
acetonitriia-KCl 1%-4cido acético (40:59:1)
Gradiente: A 100%, 0,1 min — A ¢ B 530%,

6 min — B 100%, 4 min.

A = aeetoninila-dgus-dcido acdtico (#:59:1)
B = acetonitrila-dgua-deido acético (60:39:1)
metanol-tampo fosfato 0,1M pH 3.3 (80:20)
metanol-tampio fosfato 0,1M pH 3,3 (6%:32)
metanol-tampio fosfato 0, 1M pH 3.3 (66:34)
acclonitrila-dgua-dcido acético (50:50:1)
acetonitriia~tampéo fosfato 0,05M pH 3,3

(40:60)

metanol-dgua-acido acético (77:23:1)

Gradiente:

acctonitrila-dgua-dcido acético {55:45:1)
acetonifrila-dgua-dcido acético {60:40:1)
Gradiente: 1) acetonitrila-dgua-dcido acético
{55:45:1), 10 min — acetonitri-la-dgua

CGradiente:

Gradiente:

1) metanol-fosfato (55:43) — ace-
tonitriia-dgua (8:2), 10 min

27A B.9min C, 17 min

A = acetonitrila-dgua-acido acético (359 1)
B = acetonitrila-dgua-deido acético {(6(:3%:1)

C = acetomirila

(8:2), 7 min

YA 60% ¢ B 40%, B min — A 80% e

B 20%, 16 min
A = acefonirila-dgua (99:1)
B = agna-dcido acético (99:1)

BATO% e B30%, 2,6 min AS5% e
B 45%, 10,1 min B 160%, 14,1 min
A = metanoi-agua-acido acético (75:24:1)

B = acetonitrila-dgua-dcido acético (75:24:13
A 100%, 5min — Ae B 50%,

15 min — B 100%, 10 min

A = metanol-tampdo fosfato pH 5 (1:1)

B = acetonitrila-dgua (8:2)

AeB50%, H o min B653% e

A 35%, 2 min

A= tanpae fosfato 0,5 M pH 7

B = metanol

FB - 104a40
FB -80a100

FB -005al

FB,-1a5
FB, - 0,05

FB,- 0,10

FB e FB_ - 0,01
FB, - 0,025

FB, - 0,05

FB, - 0,02

FB, - 0,01

FB, - 0,02

FB, - 0,02
HFB, -0.01

FB, - 0.26

04,03, 10, 15,53

18, 33
37
36

27,36, 49
54

50, 60
51,65
20,33, 34
12

41, 42

a1l

71

08,72
41, 43, 44
08

26

41, 42,43, 44

67
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TABELA 5 {continuagiio)

Métodos por cromatogratia liquida de alta eficiéncia (CLLAE) para andlise de fumonisinas.

Detecciio Fase movel Limite de Referéncias
deteccho (ug/g)

9-flgoreniimetil Gradiente: B 40% ¢ A 60%, 9min B 70% ¢ FB' -0.2 19
cloroformato A 30%, 8 min B 100%, 1 min
(FMOC) A = acetonitrila-tampdo citrato (30:70)

A oexc - 263 nm B = acetonitrila-tampio citrato (7:30)

hem- 313 nm
isottocianato de Gradiente: A30% e B70% — A42% ¢ B FB -0,02 24
fluoresceina 38%, 7.2 min —» A 90% e B 10%,
{FITO) 12 min ~> A 30%, 4 min

hoexce - 488 nm A = metano}

hem - 520 nm B = tamipdo fosfate 0,01 M pH 7.3
4-(N,N-dimetila- Gradiente: A 100% ~= B 15%, 5 min — B 90%, FB, - 0,01 (2,03
minosulfonil)-7- 13 min FB - 0,01
fluoro-2,1,3- A = tampio fosfato 005 Memetanol (1:1)
benzoxadiazol 1 = acetonitrifa-dgua (75:25)
(DBD-F)

hoexc - 430 nm

Aem - 590 nm
Espectrometria de Gradiente: B 40% ¢ A 60% — B 100%, 7 min FB, - 0,0008 23

massa

A= 0.05% de deido riflnoroacético

B = 0,05% de dcido gifluorcacético em metanol

fase reversa (€, ou C,) com diferentes fases mdveis €
amplamente citado na literatura cientifica ™ % 1012 1515 10
2, 23, 24, 26, 27, A% 34, 36,37, 45, 42, 4344, 49, 50, 51, 33, 54, 60, 61, 0567, 71, 72'

As fumonisinas t&m sido separadas por eluigio iso-
critica ou gradiente. Na elvi¢fio isocrdtica utiliza-se a mis-
tura metanol-tampdo fosfato 0,05 20,1 MpH3.3a3,8em
diferentes proporedes 80:20 % 7(0:30 @10 125 6832
e 60:34 %% ou as combinagbes acetonitrila-dgua-dcido
acético na proporgdo 50:50:1 ™%, 55:45:1 7 e 60:40:1 =7
¢ acetonitrila-tampio fosfato 0,05 M pH 3,3 (60:40) >3+,
Na eluicfo por gradiente emprega-se 4 mistura de dois on
mais solventes, como metanol e tampio fosfato ou aceto-
ﬂltri;a, égua e éCidO 3CéHCO OF, 19, 23, 24, 26, 36, 41, 42, 43, 44, 01, 67_

As fumonisinas nio absorvem radiacio altravioleta
{(UV) e nic fluorescem, portanto é necessario sofrerem
una medificacio quimica para serem observadas pelos
detectores comuns de CLAE.

O primeiro procedimento analitico por CLAE para
andlise de fumonisinas envolveu a modificagdo do méto-
do de SYLER & GILCHRIST * para determinaciio de
fitotoxinas de Alternaria alternata. Um derivativo
maleil de FB , FB, ¢ FB, foi preparado a partir do anidri-
do maléico para detecgfo a 230 nm ™% on 250 mn",
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Este método foi satisfatorio para andlise de culturas de
fungos, pois tais culturas possuem altos teores de fumo-
nisinas, mas esta metodologia foi pouco sensivel para
amostras naturalmente contaminadas™ . A sensibilidade
na anélise de fumonisinas por CLAE foi aumentada sig-
nificantemente com a conversio para derivativos fluores-
centes e, portanto, o uso de detectores de fluorescéncia.

A derivagao pré-coluna da amina primdria das fumo-
nisinas tem sido amplamente uatilizada na determinacfio
por CLAE com detecclio de (luorescéneia. A fluorescami-
na € um dos reagentes utilizados na derivacio de fumoni-
sinas ' % Entretanto, o derivado fumonisina-fluores-
camina clui em dois picos devidoe a formacio de deriva-
dos dcido/dicool € lactona, o que dificulta a determinaciio
quantitativa dos analitos em questdo. Segundo ROSS et
alii*, a razdo dos dois picos foi constanie guando utiliza-
ram uma fase modvel de pH baixo, portanto ambos os
picos foram usados para quantificacdio. Obtiveram assim
um limite de detecgdo de 1 pg/g para FB ¢ 5 pg/g para
FB.. HOLCOMB et alii” relataram que o uso de &cido
acético na fase mével diminui satisfatoriamente o tama-
nho do pico menor (lactona-fluorescamina) e o limite de
deteccio aumenta para (1,5 pg/g para FB..
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Figura 2 -
do Nesubstituide 1-ciancbenz{fiisoindol (29).

O amplo uso do orie-fialdialdeido {OPA} como
agente na derivagio para determinacdio de fumonisinas
por CLAE deve-se 4a sua simplicidade e sensibilidade
{limite de detecglio de 50 ng FB /g e 160 ng FB /g) 49.
Os derivados OPA-fumonisinas sfio preparados sob con-
dicbes alcalinas (pH 9 a 10) na presenga de 2-mercaptoe-
tanol (Figura 2). SYDENHAM et-alii™ avaliaram a esta-
bilidade do derivado e observaram que nido ha diferenca
significativa quando a inje¢do no cromatdgrafo Hquido
ocorre aié 4 pnutos, eniretanto, apds § minatos, a res-
posta foi 95% da previamente observada ¢ apds 64 minu-
tos, diminui 48% da leitura inicial. TRUCKSESS et alii®
demonstraram gue a intensidade mdxima do derivado €
obtida em 1 minuto apds a adicio do reagente OPA no
extrato, e que a mtensidade de fluorescéncia diminui
15% apos 10 minutos e 30% apds | hora da reagio.
Apenas RICE et alii™ demonsiraram que a reagiio com-
pleta entre © OPA e as fumenisinas ocorre em um pH

/ CHO

+ R-NH; +

A CHO

naftaleno-2 3-dicarboxaldeido

(NDA)

Figura 3 ~—Reacio da amina priméria da fumonising com o naftaleno-
derivado estivel (08}

Reacho da amina primdria da fumonisina com o o-flaldizideido (OPA) na presenca de 2-mercaptoetanol para formar um deriva-

entre 8 a 8,5 e que nido hd alteraciio estatisticamente sig-
nificativa no tempo de reac@io entre 4 a 40 minutos.
Entretanto, o sinal cromatografico € diminuido significa-
tivamente em um tempo menor que 4 minutos. Nesta téc-
nica a razdo de 20 mg de OPA e 20 uL de 2-mercaptoe-
tanol em 10 mL de acetonitrila apresentou uma melhor
resposta ¢ estabilidade do derivado formado.

O procedimento de WARE et alii™ emprega o nafla-
leno-2,3-dicarboxaldeido (NDA) como agente na deriva-
¢Eo para a detecclio de fumoenisinas em milho e seus deri-
vados, O NDA reage com aminas primarias na presenca
do fon cianeto para formar um derivado I-ciane-
benz({f¥isoindol, como mostrado na figura 3.%7" Este pro-
cedimento € sensivel (limite de detecgdo de 10 ng FB /g)
¢ o derivado € altamente estdvel, apenas 12 % do deriva-
do NDA-fumonisina foi reduzido em um periode de 25
horas,”" O derivado possui uma intensa banda de absor-
ciio UV em 250 nm e dois miximos de excitagdo fracos

CN
15 min
{N- —— N-R
60°C
1. cianobenzisoindol
2.3-dicarboxaldeido {NDA} na presenga do {on claneto para formar um

81



M. MACHINSKI J. - Fumonisinas: Aspectos Analiticos — Universidade Estadual de Maringd. Deparlamenio de Andhses Clinicas, Laborasirio de Toxicologia.
Av. Celombo, 5790, CEP 87020-900. Maringd ~ Pr. Fone (044} 262-4356. Rev. Inst. Adoffo Lutz, 57 (2): 73-88, 1998,

.
N

N/O T

R-NH>

NO;

4-fluoro-7-mitrobenzofurazan
(NBD-F)

NHR
NN
. . /)

NO»

1 mun.

60°C

Figura 4 — Reacio da amina primdria da famonising com © 4-fluor-7-nitro-benzenc-2-oxa-1,3-diazol (NBID-F) para formar um derivado estd-

vel (433,

na regifio visivel em aproximadamente 420 ¢ 440 nm. O
comprimento de onda de 410 nm ¢ o mais utilizado para
excitagfo ( exc) por apresentar menos inferferentes na
matriz 7. WARE et alii” indicaram gue dois compostos
fluorescenles sdo formados durante a reacfo de deriva-
¢@o do NDA com a FB, e que poderiam interferir na
quantificagio da FB,, porém isto pode ser gjustado alte-
rando a composicio orginica da fase mével.

SCOTT & LAWRENCE® * recomendaram o
emprego do reagente 4-fiuor-7-nitro-benzeno-2-oxa-1,3-
diazol (NBD-F) na determinagio de furponisinas. O
NBD-F reage com ¢ grupo amino primdrio das fumoni-
sinas, onde o tempeo de I minuto de reacio a 60°C foi
suficiente para ocorrer a formacéo do derivado (Figura
4), A estabilidade do derivado NBD-fumonisina foi de
aproximadamente 20 mimutos ©, e a omissfio de HC1 I N
na etapa de derivagio aumentou a estabilidade dos deri-
vados para cerca de 210 minutos . Entretanto, o deriva-
do formado nio foi suficieniemente estivel em procedi-
mento automatizado .

Qutros reagentes de dertvacio usados na determina-
¢fio de fumonisinas por CLAE sfio: 9-fluorenilmetil clo-
roformato (FMOC - Hmite de detecgiio (LD) de 0.2
pg/g)®, 6-aminoquinolil N-hidroxisuccinimidilcarbama-
to (AccQ-Fluor - LD de 0.26 pg/g).” isotiocianate de
fluoresceina (FITC - LD de 0.05 pg/g)*® ¢ o 4-(N,N-
dimetilaminosulfenil)-7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazol
(DBD-F - LI de 10 ng/g) ™=

MIYAHARA et alii® desenvolveram um método de
alta sensibilidade (0,08 pug/g para I'B, e FB)), utilizaram
cromatografia de par ibnico e derivagio pos-coluna. A
reagiio de derivacho das fumonisinas é realizada com
OPA e N-acetil cisteina apds a passagem destas pela
coluna cromatogrifica e detectadas por fluorescéncia
cujo exc € 336 nm e o emissiio € 460 nm.

() uso de detectores de massas ou espectrometria de
massas para a detecgilo, identificagdo e quantificagio de
fumonisinas separadas por CLAE tem sido relatado
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recentemente ™ ¢ demonstrado sensibilidade (linite
de quantificagio de 0.5 nglg) ¢ seletividade,

ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de tassas tem sido usada em
muitos estudos para a identificac@io e consequentemen-
te, confirmaciio na andlise de fumonisinas. BEZUIDE-
NHOUT et alii” ¢ PLATTNER et alii” identificaram a
FB1 por espectrometria de massas de fon secundario
(SIMS), pois o fon molecular formade por impacto de
elétrons € muito instdvel, portanto, realizou-se a ioniza-
¢iio guimica das moléculas de fumonisinas com isobu-
tano a altas pressdes 0,3 torr), formando o fon molecu-
lar protonado de m/z 722 para FB, ¢ de m/z\ 706 para
FB.. A técnica acima requer que a amostra seja vapori-
zada antes da ionizagiio, tornando dificil a analise de
FB por ser uma molécula 14bil ou estar na forma ioni-
zada. KORFMACHER et alii* utilizaram técnicas de
ionizacdio alternativas como “thermospray”, “electro-
spray” e “fast atom bombardment” e demonstraram
que o “Electrospray Mass Spectrometry” (ESMS) ¢ o
“Fast-atom  Bombardment Mass Spectrometry”
{FABMS) siio dteis na determinagio de nanogramas do
analifo em questdo, enquanto o “Thermospray Mass
Spectrometry” (TSMS) analisa quantidades maiores
(microgramas) de FB. A confirmacio da presenca de
fumonisinas na amostra analisada é realizada com
detectores de massas ou espectrOmetros de massas aco-
plados ac cromatdgrato gasoso'® ™ % oy ao cromatd-
grafo lguido = %7

FLETROFORESE CAPH.AR

As fumonisinas podem ser separadas por técnicas
cletroforéticas devido a presenca dos dois grupos de
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dcido tricarbalflico em sua estrutura (Figura 1), MARA-
GOS* preparou derivados de FB . FB, e hidrolizado de
FB, (HFB,) com isotiocianato de fluoresceina e os anali-
sou por eletroforese capilar (CZE) com detector de fluo-
rescéncia. O limite de detecgdo relatado foi de 0.025 pg
para FB . O problema do método € a possivel decompo-
sicio das fumonisinas devido as condigdes de reacfio de
dertvacio, como: longo tempo de reacio (90 minutos),
alta temperatura (60°C) e pH alcaline (9,5); o que leva-
ria a resultados falsos negativos ». '

IMUNOENSAIOS

A producio de anticorpos para ensalos imunoenzi-
maticos {ElA) tem sido desenvolvida para a andlise dire-
ta e indireta de fumonisinas ™72 RS E AZCONA-
OLIVERA et alii ™" obtiveram anticorpos monoclonais
e policlonais, contra a FB , de lmlécitos esplénicos de
ratos imunizados com o conjugado FB1-toxina colérica.
O teste direto competifivo ELISA baseado em anticorpos
monoclonais foi desenvolvido, onde o conjugado FB1-
peroxidase ¢ FB livre competem pelo anticorpo imobili-
zado nas placas . Se a micotoxina estd presente na
amostra (FB livre) ela poderia se ligar ao anticorpo na
placa, ao invés do conjugado FB -peroxidase, diminuin-
do a quantidade do sinal espectrofotométrico. O Hmite
de detecgio foi de 50 ng/ml. para FB, “ e de 2 ng/mL
para HFB, * USLEBER et alii* ¢ SCHNEIDER et alii*
prepararam anticorpos policlonais contra FB, 08 guais
foram também atilizados em um teste direto competitivo
ELISA em placas e membranas, respectivamente. O
limite de detecgiio para FB, foi de 0,17 ng/mL® no teste
em placas e de 40-60 ng/g * em membranas para amos-
tras de milho. As fumonisinas sdo super-estimadas em
testes diretos competitivos ELISA como indicam os
estudos comparativos %79 isto deve-se a matriz ali-
mentar que aumenia a resposta inibitdria no teste ELISA
ou devidoe a reacfio cruzada entre compeostos estrutaral-
mente relacionados a FB

SHELBY & KELLEYY descreveram um teste indi-
reto compeiitivo ELISA para andlise de FB em milho
com anticorpos monoclonais, onde o conjugado FBI-
albumina bovina imobilizado e FB, livre competem pelo
anticorpo anti-FB, livre. Se a micotoxina estd presente
na amostra (FB, livre), o anticorpo anti-FB, ligado aa
enzima ligaria-se a FB da amostra ao invés da FB -albu-
mina bovina imobilizada na placa, diminuindo a respos-
ta espectrofotométrica. SHELBY et alii® compararam o
método acima com o de ROTTINGHAUS et alii” por
cromatografia em camada delgada, e observaram gue o
método de ELISA indicou uma maior quantidade de FB,,
devido a reacio cruzada com as outras fumonisinas.

Outres métodos usados na determinacio de fumoni-
SINAs por inunoensaios sao o uso de imunosensor de fihra
optica ® e a produgiio de anticorpos anti-idiotipo ',

CONFIRMACAO

A etapa final da metodologia analitica € a confirma-
¢io da identidade das fumonisinas. A confirmacdo do
resultado anaiitico pode ser realizadao através de deriva-
¢iio quimica, onde o derivado formado possui caracteris-
ticas cromatograficas distintas da micotoxina inalterada.
Segundo ROTTINGHAUS et ali* um dos testes confir-
maidrios ¢ a formacio de amino-alcéois C2 a partiv da
hidrolise da FB e FB, e andlise por cromatografia em
camada delgada, ulilizando fluorescamina como agente
revelador. A espectrometria de massas acoplada ao cro-
matégrafo gasose ou liguido de alta eficiénceia é um pro-
cedimento de confirmacdo altamente especifico na ana-
lise de fumonisinas % %% onde a monitorizacio de
trés ions € preferivel para a exatiddo da identidade, para
FB, sdo eles m/z 722, 406 ¢ 187 32, Estes métodos sdo
seletivos e sensivels, mas requerem equipamentos de
alto custo. Procedimentos mais acessiveis e de menor
cusio sfio 0s imunoensaios, devido a especificidade pelo
sucesso na producio de anticorpos policlonals e mono-
clonais contra a FB , FB, e FB_ *.

ESTUDOGS COLABORATIVOS

Os estudos colaborativos inter-laboratoriais reali-
zam uma rigorosa avaliagBo da exatidiio, repetibilidade
{variacdo intra-laboratorial) e reprodutibilidade {varia-
¢io inter-iaboratorial) *°. No estudo colaborativo o ntime-
ro minimo de amostras analisadas por 8 cu mais labora-
torios € cinco, sendo necessario realizar uma ou mais
replicatas, Estes resultados serfio analisados estatistica-
mente fornecendo dados sohre “ontliers”, erros sistema-
ticos, precisfo (repetibilidade e reprodutibilidade), valo-
res falso positivos e falso negativos.

Somente dois métodos publicados para andlise de
fumonisinas foram testados em estudos colaborativos *
% e wm estudo de intercomparaciio na Comunidade
Furopéia . O método de SHEPHARD et alii* para
determinagio de FB, ¢ FB, em mitho foi estudado coo-
perativamente por 11 laboratérios™. A variacdo intra-
laboratorial foi de 7,7 a 25,5% para FB, e 12,5 a 36,8%
para FB , enquanto a variagfo inter-laboratorial foi de 18
a 26,7% para FB e 28 a 45,6% para FB,. A razdo HOR-
RAT, que € a razao entre o desvio padrio relativo encon-
trado no estudo interlaboratorial e o desvio padrio calcu-
lado pela equaciio de Horwitz**, demonstrou reproduti-
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bilidade aceitavel em todas as concentragOes de FB  tes-
tadas ¢ 4 das 5 concentragdes de FB, analisadastestadas,
pois 05 valores foram inferiores a 2. A recuperagio de
FB, e FB, foi de 99.5 e 85,9%, respectivamente *.

O segundo estudo colaborativo 56 envolveu 12 par-
ticipantes e verificaram o método de SYDENHAM et
alii*, o qual bascia-se no método de SHEPHARD et alii®*
com acréscimo da FB.. A recuperagdo foi de 81,1 a
84,2%. 75,9 a 81 9%675 8a86,8% para FB,¥B e FB,,
respectivamente. A variacio mtra-iaboza[onai variou cic
5,82 13,2% para FB, de 72 a 175% para FB, e 8 a
17,2% para FB_. A valmgao inter-laboratorial variou de
13,92 22.2% pard FB, de 15,8 2 26,7% para ¥B, e 19,5
a 24,9% para FB,. A razio HORRAT variou de 075 a
1,73 demonstrando reprodutibilidade aceitdvel.

CONCLUSAO

De acordo com as recomendacbes evidenciadas

peios diversos autores, pode-se concluir que:

* o8 métodos analiticos para a determinacido de
fumonisinas tém sido desenvolvidos, mas séo
necessdrios alguns melhoramentos para se torna-
rem mais exatos, baratos e répidos.

» recuperacdes melhores 8m sido obtdas com o
uso de colunas de troca ibnica forte (TAF) ao
invés das colunas de fase reversa (C ) na etapa de
limpeza ®-5-&,

« munoensaios s&o Gleis para vma triagem ripida e
confirmagio dos resultades.

* a realizacfo de estudos colaborativos inter-labora-
toriais deve ser incentivada.
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SUMMARY: Fumonisins are mycotoxing produced by Fusarium spp. and occur in corn used for
food and in corn-based animal feeds. They have been shown to cause equine leukoencephalomalacia
(ELEM), porcine pulmonary edema (PPE), and liver cancer in rats. epidemicjogycal data from South
Africa and China have associated fumonising with esophageal cancer. The present paper reviews the
analytical methodology currently described in the Interature for the determination of fumonisins in foods

and feeds.

DESCRIPTORS: Fumonisins, analytical methods, {oods, feeds.
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RESUMO: Neste estudo objetivou-se avaliar a viabilidade da vtilizacBo da xenocuitura como téeni-
ca para o isolamenio de amostras de Tryparosoma cruzi a partir do trato intestinal de Triafoma infestans.
Foram realizadas xenoculturas a partir de xenodiagndsiicos aplicados em 78 pacienies, procedentes de
diferentes regides do Brasil, todos em fase crdnica da doenga de Chagas, sendo 32 co-infectados pelo HIV.
Foram aplicados no total 101 xenodiagndsticos, executados “in vive™ efou “in vitro” com 30-40 ninfas de
1. infestans entre 3¢ e 4¢ estddios de desenvolvimento. Ao final dos exames dos xencdiagnésticos, aos 30
¢ 60 dias, o trato digestivo de um mimero varidvel de triatomineos de cada exame foi semeado, individaal-
mente, apos tratamento corm dleoo! iodado, em meios bifdsicos de Docrey com LIT ou BHI {com genta-
micina). As culfuras foram examinadas quinzenalmente até 3 meses e, as amostras isoladas estiio preser-
vadas em nitrogénio liquido. Dos 101 xencdiagndsticos aplicados, 73 (72,3%) foram positivos, correspon-
dendo a 57 (73,1%) dos 78 pacientes. Em 51 {89,5%) dos 57 pacientes ( 26 co-infectados e 31 em fase cr6-
nica da doenga de Chagas } com xenodiagndstico positivo, o isolamento do parasita foi viabilizado pela
utitizacfo da xenocultura. O isolamento de T, cruzi foi da ordem de 96,2% (25/26) entre o8 pacientes co-
infectados e 83,9% (26/31) entre agueles soronegativos para HIV. De 461 barbeiros positives 20s exames
do xenodiagndstico “in vive™ ou “in vitro”, fol possivel o isolamento de 250 (54,2%) amostras de T, cruzi,
De 181 insetos reconhecidos como negativos nos xenodiagndsticos positivos, foi conseguido o isolamen-
to de 25 (13,8%) amostras do parasita. Mesmo entre 22 ninfas mortas, para as quais nem houvera sido pos-
sivel o exame, por compressio do abdomen, no xenodiagndstico, a xenocultura viabilizou o isolamento de
mais 2 (9,1%) amostras de 70 cruzi, Em nenhum xenodiagndstico reconhecido como negativo foi obtido
&xito para o isolamento deste protozodrio. Foi observada uma perda de cerca de 5% das xenoculturas por
contaminacio bacteriana ou filngica. Verificou-se, ainda, uma aparente melhor adaptaciio de formas del-
gadas do parasita nos meios de cultivo. Além de pessibilitar o isolamento de T, cruzi em cerca de 90% dos
pacientes com xenodiagndsticos positivos e de mais da metade dos triatomineos infectados, a xenocuttura
viabilizou o reconhecimento ¢ o isolamento do parasita em cerca de 13,3% (27/203) dos insetos que esta-
vam morios ou tinham sido identificados como negativos em xenodiagndsticos positivos.

DESCRITORES: Trvpanosoma cruzi;, doenca de Chagas; co-infeccio T cruzifHIV, isolamento;
xenocultura; AIDS.
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INTRODUCAO

O diagnéstico laboratorial da doenca de Chagas
pode ser realizado, tanto na fase aguda como na fase cri-
nica, airavés da uvtilizacdo de procedimentos técnicos
inclufdos no que se convencionou chamar de método
parasitoldgico, que objetiva a demonstragie direta da
presenca de Trypanosoma cruzi .Aliernativamente e, de
maneira mais rotineira tal diagnéstico tem sido executa-
do pelo emprego das mais diferentes téenicas de
demonstragdo indireta da presenca do parasita pela
detecciio e dosagem de anticorpos anti-T. cruzi, no méto-
do imuneldgico™ ™ M,

Relativamente ao método parasitoldgico, para o
diagndstico na fase cronica desta parasitose, duas técni-
cas laboratoriais, a hemocultura e o xenodiagndstico, nas
suas mais diferentes versdes, modificagtes ¢ condicBes
de execugdo, tem sido aquelas sobre as quais recaem as
preferéncias da grande matoria de pesquisadores™, com
resultados os mais variados, desde a impossibilidade de
demonstragio da presenca de 1. crug até 100% de posi-
lividadeT‘:'6320'1ll"u0'”“59‘2@'322’23.

O xenodiagnodstico, proposto por BRUMPT em
1914% ¢, por ele chamado de “cultura natural em hospe-
deiro favordvel” €, ainda hoje, utilizado com objetivos
de diagndstico, para isolamento do parasita, controle de
tratamento e avaliacio da eficiéneia de drogas anti-
Teruzi®™.

O isolamento e a preservacio de agentes etioldgicos
assumem importincia em Satide Piblica, na medida em
que possibilitam estudos sobre a caracterizacio genética,
correlagoes com quadros clinicos. patogenicidade, reco-
nhecimento de marcadores epidemioldgicos, podendo,
também, contribuir para o desenvolvimento e aprimora-
mento de provas de resisténcia e susceptibilidade a dro-
gas, entre outros.

A dissecciio o a homogenizacio dos triatomineos
podem representar alternativas para a melboria da sensi-
bilidade do xenodiagnéstico como, também, para tenta-
tva de Isolamento de T cruzi,"™. O procedimento labo-
ratorial que associa o xenodiagndstico com a cultura, a
seguir sempre referido neste trabatho como xenoculturs,
consistiu da semeadura em meio de cultivo, do contetido
mtestinal de barbeiros utilizados em xenodiagnosticos
aplicados em pacientes com doenga de Chagas.

No presente estudo objetivou-se avaliar a viabilida-
de da utilizacie da xenocultura como técnica capaz de
possibilitar uma melhoria na sensibilidade do xenodiag-
ndstico e o iseolamento de amostras de Trypanosomea
cruzi a partir do trato intestinal de triatomineos,
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MATERIAL E METODOS

PACIENTES - Ao todo, 78 pacientes procedentes
de diferentes regides do Brasil, todos em fase crdnica da
doenca de Chagas, sendo 32 co-infectados pelo HIV
{Tabela 13.

TRIATOMINEOS — Para a realizagiio dos xeno-
diagndsticos foram utilizadas ninfas de Triatoma infes-
tans, entre o 3% ¢ o 4 estadios de desenvolvimento, man-
tidas em jejum 15 dias antes de sua utilizacfo, todas
oriundas do insetdrio de criacdo de iriatomincos da
Seciio de Parasitoses Sistémicas do Instituto Adoifo
Lutz.

XENODIAGNOSTICOS — No total, foram aplica-
dos 101 xenodiagndsticos sendo 53 (52,5%) nos pacien-
tes co-infectados e 48(47,5%) nos pacientes em fase cré-
nica da doenga de Chagas ¢ soronegativos para HIV.
Esses xenodiagnosticos foram executados “in vivo” (54
= 53,5%) efon “in vitro” (47 = 46,5%}), com 30-40 nin-
fas de T. infestans. Apds a aplicacio dos xenodiagndsti-
cos os barbeiros foram mantidos em jejum até o final das
observagdes. Os insetos foram examinados, individual-
mente, por compressdo abdominal, para a pesquisa de
infeccio por Trypanosoma cruzi, aos 30 e 60 dias apds o
repasto sanguineo efetivado com o sangue dos pacientes,
sendo dissecados assim que observada a infecgfio por
Trypanosoma cruzi na primeira ou segunda leitura.

XENOCULTURA — Ao final dos exames, um
niimere varidvel de triatomineos (vivosyantes da dissce-
¢io foram submersos individualmente em solucho de
dlcool iodado por periodo entre 30 e 60 segundos e pro-
cessados em capela de fluxo laminar, visando a climina-
¢io efou dréstica redugdo de contaminantes. Cada trato
digestivo fol semeado em meio bifisio de Ducrey com
LIT ou BHI (com gentamicina a 5G{um!}. Ao todo foram
dissecadas 401 ¢ 399 ninfas, respectivamente de xeno-
diagnosticos positivos e negativos para a infecciio por 7.
cruzi. Excepcionaimente foram dissecadas 22 ninfas
mortas, sendo 20 provenientes de xenodiagnosticos posi-
tivos ¢ 2 de xenodiagnésticos negatives. As cuituras
foram examinadas quinzenalmente até irés meses e, as
amostras de T cruzi isoladas foram preservadas em
nitrogénio liquido para estudos posteriores.

ANALISE DOS RESULTADOS — Os resultados
foram analisados estatisticamente pela utilizagio de teste
de qui quadrado com e sem cocficienie de corregio de
Yates." .
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TABELA 1
DISTRIBUICAO DA FREQUENCIA DE PACIENTES CHAGASICOS CRC)NICOS Ou
CO-INFECTADOS PELO QUE FORAM SUBMETIDOS AOC XENODIAGNOSTICO IN
VIVO E/OU IN VITRO.

XENODIAGNOSTICOS
PACIENTES' INVIVO IN VITRO IN VIVO/IN VITRO TOTAL
r N ST | N ST r N ST ™ TN TG

DOENCA DE 19 2 21 12 12 24 G i i 31 i5 46
CHAGAS- 90,5% 9.5% 100,0% 300% 350,0% 100,6% 00% 100% 100% 674% 32.6% 100,0%
SORONEGATIVOS
PARA HIV
CO-INFECTADOS- 9 4 13 6 2 8 I 0 11 26 6 3z
Trypanosoma cruzifHIV 69,2%  30.8% 100,0% 75.0% 25.0% 100.0% 100,0% O0.0% 100,0% 81.2% 18,8% 100,0%
TOTAL 28 6 34 18 14 32 11 i 12 57 21 78

824% 17,6% 100,0% 563% 43,7% 100,0% 91,7% 8.3% 100,0% 73,1% 26,9% 100,0%

i- Para alguns pacientes foram aplicados dois ou mais xenodiagndsticos de uma mesma modalidade, “in vivo” ou “in vitro”
2- Dos 11 pacientes para 08 quais, simultaneamente, foram aplicados xenodiagndsticos “in vive” e “in vitro”, todos tiveram exa-
mes positivos para a presenca de T. cruzi, sendo em 6 pacientes para as duas modalidades, 4 apenas para a forma “in vivo” e, |
somente “in vitro”,

P- nimero de pacientes com algum xenodiagndstico positivo para a presenga de 70 cruzi ao exame do conteddo intestinal dos
triatorningos.

N- niimero de pacientes com xenodiagnéstico negativo para a presenca de 7. cruzi ao exame do contetido intestinal dos triato-
mineos.

ST- subtotal do niimero de pacientes

TP- ntimero total de pacientes com algum xenodiagnostico positivo para a presenga de 7. cruzi ao exame do conteiido intestinal
dos friatomineos.

TN-mimero total de pacientes com xenodiagndstico negativos para a presenga de T, cruzi ao exame do contetido intestinal de
{riatomineos.

TG-piimero total de paciente

RESULTADOS enire aqueles co-infectados pelo HIV (TABELA 1).

Andlise estatisticas dessas diferengas indicou ao teste do

XENODIAGNOSTICOS — Do total de 78 pacien-
tes com doenca de Chagas, 57(73,1%) foram positivos
em um ou mais xenodiagnosticos aplicados, independen-
temente da modalidade técnica utilizada, “in vivoe/ ou
“in vitro” ou a situacdo clinica, com ou sem ¢o-infeccio
pelo HIV (TABELA 1). Quando da simultaneidade de
utilizacao das modalidades do xenodiagnostico “in vive”
e “in vitro” em algumas situagGes o diagnéstico foi posi-
tivo somente para uma das técnicas. Foi observado, tam-
bém, mais pacientes com xenodiagnosticos positivos

qui guadrade com coeficiente de correglio de Yates de
1,96, ndo significativo para P < 0,05

Dos 101 xenodiagnésticos realizados, 73(72,3%)
foram positivos para a presenga de 7. cruzi (TABELA 2).
Dentre esses 73 exames verificou-se parcentuais de posi-
tividade ligeiramente superiores entre 0s pacientes co-
infectados com 79.2% e 64,6% entre os soronegativos
para HIV (TABELA 2). Essas diferencas porém revela-
ram-se estatisticamente ndo significantes ao teste de qui
quadrado para P < 0,05,
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TABELA 2

RESULTADO FINAL E RESPECTIVAS FREQUENCIAS DOS XENODIAGNOSTICOS,
APOS APLICACAO “IN VIVO” OU “IN VITRO” EM PACIENTES COM DOENCA DE
CHAGAS OU CO-INFECTADOS PELO HIV.

XENODIAGNOSTICOS

PACIENTES IN VIVO INVITRO TOTAL
P N ST P N ST TP TN TG

DOENCA DE CHAGAS- i9 4 23 12 13 25 31 17 48
SORONEGATIVOS 82,6% 174% | 100,0% | 48.0% | 52,0% 100,0% | 64,6% | 354% | 100%
PARA HIV!
CO-INFECTADOS- 24 7 31 18 4 22 42 1 53
Trypanosoma cruzifHIV? T7.4% 22.6% 1 100,0% | 81.8% | 182% 1000% | 792% | 20.8% {100.0%
TOTAL 43 11 54 30 17 47 73 28 101

79.6% | 204% 1 100,0% | 63,8% | 36,2% 100.0% | 72,3% | 27,7% {100,0%

1 - Total de 46 pacientes em fase cronica da doenga de Chagas 2 soronegativos para HIV,
2 - Total de 32 pacientes em fase crénica da doenga de Chagas ¢ co-infectados para HIV.
P - Xenoediagnosticos com resulttado final positivo para a presenca de Trypanosoma cruzi ao exame do contetido intestinal dos

triatomincos.

N - Xenodiagndsticos com resultado final negativo para a presenca de Trypanosoma cruzi ao exame do conteddo intestinal

dos triatomineos.
ST - Subtotal do ndmero de xenodiagndsticos aplicados.

TP - Total de xenodiagndsticos com resultado final positive para a presenca de Tcruzi a0 exame do conteddoe intestinal dos

triatomineos.

TN - Tolal de xenodiagndsticos com resultado final negative para a presenca de Tleruzi ao exame do contetido intestinal dos

triatomineos.
TG - Total geral do ndmero de xenodiagndsticos aplicados.

XENOCULTURAS —Em 51¢(89,5%) dos 57 pacien-
tes com pelo menos um xenodiagndstico positivo, o isola-
mento de uma ou mais amostras de 1. cruzi foi viabihiza-
do pela utilizacfio das técnicas da xenocultura (TABELA
33 Verificou-se um maior sucesso no isolamento de amos-
tras de 7' cruzi, entre os barbeiros de xenodiagndsticos
positivos dos pacientes co-infectados(TABELA 3). Dos
26 pacientes co-infectados, com xenodiagndstico posiiivo,
o isolamento de T. cruzi foi possivel de 25(96.2%) deles,
enquanto entre os 31 soronegativos de 26(83.9%) foi obti-
do o mesmo sucesso. Fssas diferencas mostraram-se sig-
nificativas ao teste do qui quadrado com coeficiente de
corre¢iio de Yates, para P < 0,05

Dentre as 461 ninfas de 1. infestans positivas para 1.
cruzi, aos exames dos xenodiagnésticos “in vive” efou
“in vitro”, foi possivel o isolamento de 25((54,2%)
amostras do parasita (TABELA 4).

Dos 181 insetos reconhecidos como negativos nos
xenodiagnosticos com resultado final positivo, fol con-
seguido o isolamento de 25(13,8%) amostras de T. cruzi
({TABELA 4). Do total de 275 amostras de T, cruzi isola-
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das pela xenocultura, as 23(9,1%) obtidas de harbeiros
negativos aos xenodiagnosticos de Chagas representam
o potencial de aumento da sensibilidade deste tradicional
método de diagndstico da doenca de Chagas, Dag 218
ninfas de xenodiagnosticos com resultado final negativo,
em nenhuma ocasido foi isolade T) cruzi (TABELA 4),

O ntamero de amostras de T, cruzi isoladas pela uti-
fizacfo da téenica da xenocultura foi significativamente
maior, pelo teste do qui quadrado ao nivel de P < 0,05,
entre todos os friatomineos de xenodiagndsticos “in
vivo” efou “in vitro” aplicados nos pacienies co-infecta-
dos 201/508(39.6%) do que entre aqueles soronegativos
para HIV 74/352(21,0%} (TABELA 4).

Pela Tabela 4, também, ¢ possivel observar que
maior niimero de isolamentos de T. cruzi foi conseguido
dentre as ninfas dissecadas de xenodiagnésticos positi-
vos aplicados nos pacientes co-infectados, com qui qua-
drado significante, para P < 0.05.

Dentre os 22 barbeiros, mortos anteriormente aos
exames do xenodiagndstico, a xenocultura viabilizou o
isolamento de 2(9.1%) amostras de T, cruzi (TABELA 4).
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TABELA 3
RESULTADOS DAS TENTATIVAS DE ISOLAMENTO DE AMOSTRAS DE T.CRUZI
DOS PACIENTES, COM DOENCA DE CHAGAS OU CO-INFECTADAS PELO HIV, A
PARTIR DA DISSECACAQ E SEMEADURA DO TRATO INTESTINAL DOS
TRIATOMINEOS UTILIZADOS NOS XENODIAGNOSTICOS POSITIVOS.

XENOCULTURAS
P N°® TOTAL
PACIENTES N¢ % N© % N° %
DOENCA DE CHAGAS- 26 83.9 5 16,1 31 1000
SORONEGATIVOS
PARA HIV
CO-INFECTADOS- 25 96,2 i 3,8 26 1000
Trypanosoma cruzifHLY ‘
TOTAL 51 89.5 6 10,5 57 100,0

P . Niamero ¢ percentual de pacientes com pelo menos ur xenodiagndstico positivo com xenoculturas positivas para o isola-

mento de amostras de T opuzi.

N - Ndmero e percentual de pacientes com pele menos vm xenodiagndstico positive com xenoculturas negativas para as tenta-

fivas de isolamento de amostras de Tioruzi

Deve ser registrada a observacdo da perda de apro-
ximadamente 5% das xenoculturas por contaminacgio
bacteriana ou fingica,

Observou-se, ainda, uma aparente melhor adaptacio
de formas delgadas do parasita no cultivo em meios ace-
fulares escolhidos.

DISCUSSAQ

O resultado final dos exames do conteddo intestinal
dos triatomineos utilizados neste estudo, nos xenodiag-
ndsticos realizados “in vivo” ¢/ou “in vitro” nos pacien-
tes, com doenga de Chagas ou co-infectades pelo HIV,
com 73,1% de positividade, confirmando a presenca de
T cruzi (TABELA 1), situa-se em patamar equivalente
aos melhores desempenhos obtidos para esta metodolo-
gia diagndsticater e

O total de xenodiagnésticos positivos, 73/10]
{72,3%), revela para a amosira estudada, niveis de para-
sitemia relativamente altos entre os pacientes, sendo o
mesmo ja registrado por PEREIRA et al™. Deve ser res-
saltado, também, que os resuitados conseguidos nos
xenodiagnosticos aplicados nos individuos co-infectados
{TABELA 2) guardam similaridade com as observagdes
deseritas por SARTORI et al* ¢ OLIVEIRA Jr et al” que
aveniaram ser maior nivel de parasitemia, nos pacientes
em fase crénica da doenga de Chagas co-infectados pelo

HIV, resuitado da manifestagio de wn carater oportunis-
ta do T. cruzi em situacio de imunodepressdo no hospe-
deiro, provocada pelo agente da imunodeficiéneia adqui-
rida. Por outro lado, o préprio valor de nivel de parasite-
mia, expresso pelo nlimero e percentual de triatomineos
positivos para T cruzi nos exames do xenodiagndstico
parece ser parimetre indicativo de progndstico de evolu-
c¢do clinica’, principalmente no que concerne a possibi-
lidade de reativagiio aguda da doenca de Chagas, com
complicacdes cardiacas e/ou neuroldgicas, nos pacientes
co-infectados pelo HIVY, Niveis de parasitemia suficien-
tes para obtenglo de mais de 50-60% dos barbeiros uti-
lizados nos xenodiagndsticos “in vivo” poderiam signifi-
car um mal progndstico para a reativacio da doenca de
Chagas™.

A xenocultura mostrou-se, neste estudo, importante
ferramenta possibilitanto o isolamento de amostras de
T Cruzi, de cerca de 90% (89,5%) dos pacientes com xe-
nediagnostico positivo (TABELA 3). Em relaco as ten-
tativas de isolamento do parasita, mais vma vez verifi-
cou-se Exito significativamente maior (96,2%), neste
intento, entre as minfas de T infestans ctilizadas nos
xenodiagnGsticos positivos aplicados nos pacientes co-
infectados, revelando, mais uma vez, a maior parasite-
mia nagueles pacientes por significar possibilidade real
de ingestao, pelos barbeires, ne repasto sanguineo, reali-
zado “in vive” ou “in vitro”, de maior niimero de parasi-
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tas que evoluindo em seu trato digestivo-intestinal faci-
litam sua cvidenciagfo ¢ isolamento.

Do total de 461 ninfas reconhecidas como positivas
para a presenca de T. cruzi aos exames dos xenodiagnos-
ticos positivos em 250 delas foi obtido sucesso no isola-
mento do protozodrio (TABELA 4), ou seja em mais de
54% das tentativas.

A xenocultura significon, ainda, aumento na sensi-
bilidade do xenodiagnéstico, sendo a ele associado, com
o isolamento de T em 25(13.8%) dos 181 barbeiros
reconhecidos come negativos em xenodiagndsticos que
tiveram resultado final positivo. Em relag@o ao total de
positividade e isolamento deste agente, a dissecagio e a
xenocultura possibilitaram aumentar a sensibilidade de
detecgdo de T, cruzi em 9,1%(25/275) (TABELA 4).

O encontro de posifividade ¢ isolamento de 2 amos-
tras de T. cruzi em triatomineos jd mortos néo € fato iné-
dito uma vez que € conhecido que este parasifa sobrevi-
ve no interior do hospedeiro invertebrado por varios
dias, mesmo apés sua morte®. Acrescidas estas 2 amos-

tras aquelas 25 de barbeiros negativos alcanga-se 27/275
{9.8%) que se traduz com um aumento da sensibilidade
do xenodiagnostico em revelar {riatomineos infectados
no repasto sanguineo realizado “in vivo” ou "in vitro”
com sangue dos pacientes com doenga de Chagas. Pode-
se, finalmente, aceitar como bastante razodvel a perda
cerca de 5% das xenoculturas, recomhecidas entre os
resultados negativos, por contaminagdo bacteriana ou

A aparente melhor adaptacio das formas delgadas
de T. cruzi observadas nos metos de cultivo submetidos
a repiques quinzenais, pode ser consequéncia de diferen-
¢as na fisiologia e competéncia de cvolugaﬂ como dis-
cutido por BRENER®.

CONCLUSOES

Além de possibilitar o isolamento de Trypanosoma
cruzi em cerca de 90% dos pacientes com doenga de
Chagas ou co-infectados pelo HIV ¢, em mais de 54%
dos triatomineos reconhecidos como infectados no
repasto sanguineo do xecnodiagnodstico, realizado “in
vivo™ ou “in vitro”, a xenocultura viabilizou a demons-
tragde ¢ o isolamento do parasita em mais 27 barbeiros
que estavam mortos ou tinham side identificados comeo
negativos nos xenodiagndsticos positivos,

A xenocultura favorecen a um aumento da sensibihi-
dade do xenodiagndstico em 9,8% (27/275) para detec-
¢iio ¢ isolamento de T, cruzi de triatomineos infectados
no repasto sanguineo efetivado, “in vivo” ou “in viro”
em pacicntes com doenga de Chagas com ou sem co-
infectado pelo HIV.

Confirmou-se finalmente, que em situagdes de co-
infecglo T, cruzi/HIV os niveis de parasitemia tendem a
ser maiores do que entre pacientes infectados por T, cruzi
porém soronegativos para HIV, isto representado pelas

{unglaa, 0 que Slgmhca ser eficiente © previo tratamento maiores pOSiUV]dddL,S obtidas nos ch()d;éonogugog e no
dos triatomineos em solugdo de dlcool iodado visando a2 jsolamento do agente parasitario.
diminui¢io de contaminanies anteriormente a dissecagio
e semeadura em meio de cultura de seu trato intestinal.
TABELA A
ESEHCEATHS FINAL FRE ENCGCULIIRAS CRTIDAS A
FRIATOMA INFESIANS UI HLIZADAS BM XENQDIAGNOGSTICON REALLL \l’)(')‘s i’\ VIVG DL IV VITRC 5 FHOTARDS PULO HIV,
TRIATOMINEQS DISSECADUS PARA A XENOCULTURA
NINFAS DE XENQDIAGNOSTICO POSITIVO INFAS DE XENODIAGNOSTICO TOTAL
NEGATIVE
IN VIV IN VIV INVITREO ¢
MNINFAS NINEAS NFAS NINEAS
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TOTAL DE
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187 138 M7 23 Bl 154 &3 Al 144 2 > M [t} G2 (73 H §26 126 5 s ) bS]
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BISUGO, MC, ARAUJO, MFL, NUNES,EV, CUNHA EA, OLIVEIRA Jr, OC, GUILHERME, CS,
RAMIREYZ, LP & TOLEZANO, JB - Trypanosoma cruzi isolation from xenoculture alter in vive
and/or in virro xenodiagnosis execuied in Chagasic or co-infected with HIV patients.Rev. Inst. Adolfo
Latz, 57 €2): §89-96.

ABSTRACT: The aim of this study was the evaluation of the performance of xenoculture as tech-
nical procedure for isolation of T, cruzi from intestinal contents of Triatoma infestans used in xenodiag-
nesis applied in 78 patients, from different states of Brazil, all of them in chronical phase of Chagas”
disease, being 32 co-infected by HIV. A total of 101 xenodiagnosis were done, “in vivo™ and/or “in vitro”,
with 30-40 T infestans between third and fourth instar of development. Af the end of xenodiagnosis exa-
minations, a variable number of triatomines from cach examination were seed, individually after iodine
alechol treatment, in biphasic mediwmn Ducrey with 1iT or BHI (with gentamicine}. The cultures were
examined every fifteen days until three months and, isolates preserved in liquid nitrogen. From 101 xeno-
diagnosis, 73 (72,3%) were positive 1o T cruzi, corresponding to 57 out 78 {73,1%) patients. In 51 out
57 (89,5%) patients { 26 coinfected and 31 chronic Chagas{ disease ) with positive xenodiagnosis the iso-
lation of T. cruzi were possible by the use of xenoculture. 7! cruzi isolation was obtained in 25 out 26
{96,2%) coinfected patients and 26 out 31 (83.9%) between seronegatives. From 461 tristomines that
were infected in xenodiagnosis “h vivo” or Yin vitro” it were possible the isolation of 250 (54,2%) sam-
ples of T0 cruzi. From 399 bugs, negatives at xenodiagnosis, we isolated, by xenocuiture 25 (6,3%) T.
cruzi. Among 22 dead nimphs, for which we can’t examine in xenodiagnosis, xencculture viabilized iso-
lation of 2 {9,1%) samples of T cruzi. From ne one negative xenodiagnosis it were isolated T, cruzi, We
observed 5% of loss of xenocnitures by fungic or bacterial contamination. We observed, also, an appa-
rent better adaptation of slender forms 1o the culture medium. Besides to possibilite T cruzi isolation from
around 90% of patients with positive xenodiagnosis and from more than half of infected triatomines, the
xenoculture viabilized recognition and parasite isolation from around 13,3% (27/203) of msects that were

dead or identified as negative when examined in positive xenodiagnosis.

DESCRIPTORS: Trypanosoma cruzi; Chagas’disease; coinfection Teruzi TIIV; isolation; “seno-

cudture”™; AIDS.
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