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SURTO DE TOXINFECCAO ALIMENTAR CAUSADO PELA ACAO SIMULTANEA DE
ENTEROTOXINA ESTAFILOCOCICA B SALMONELLA ENTERITIDIS

-ESTUDO DE CASO-

Ricardo Souza DIAS*
Luiz Simedo do CARMO*
Maria Crisolita Cabral da SILVA*®
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DIAS, R. 5. E COL. - Surto de Toxinfecgfo Alimentar Causado pela Aciio Simulifinea de
Enterotoxina BEstafilocdcica e Salmonella Enteritidis — Estudo de Caso. Rev. Inst. Adolfo Luir,

58 (1 7-11, 1999

RESUMO: Um swrto de toxinfeccdo alimentar envolvendo dezessels pessoas fol investigado em
marco de 1997 na cidade de Passos-MG, Quatorze (87.5%) foram acometidas com os seguintes sin-
tomas: nduseas, vomitos, cefaléia, febre, dores abdorminais e diarréia. De acordo com a investigagio o
alimento suspeito fol nma torta gelada, sem cobertura e sem recheio, servida como sobremesa. A awdlise
do alimento revelou gue o referido episddio foi causado pela aglo simultdnea de enterotoxina estafilocé-

cica €, D e Salmonella enteritidis.

DESCRITORES: Toxinfeccio alimentar, Toxina estafilocdcica, Salmonella enteritidis

INTRODUCAO

O alimento, guando processado a partir de matéria-
primia de qualidade, manipulade e armazenado sob boas
praticas de higiene, ¢ fonte de saide imprescindivel ao
ser humano. Seus beneficios porém, podem reverter-se
em motivo de doenga guando tais medidas no sdo con-
sideradas, resultando assim, em enfermidades caracteri-
zadas como infecgdes ¢ intoxicagtes alimentares.

As doencas veiculadas por alimentos podem dar
origem a um surto de intoxicagiio gue, segundo BEAN &
GRIFFIN (1990)' trata-se de um incidente no qual duas
ou mals pessoas experimentam doenga similar apds
ingeriremn alimento comum ¢ wma andlise epidemioldgi-
ca o aponta como o causador da enfermidade. Assim,
cabe ao Servico de Vigildncia Sanitaria através de um
conjunto de acgdes dirigidas a defesa e a protecio da

# Servigo de Microblologia de Alimentos

satide coletiva, identificar e controlar permanentemente
os fatores de riscos 4 sadde individual ¢ coletiva’.

Das enfermidades transmitidas por alimentos, as
causadas por Salmonella sp e Staphylococcus aureus sio
as que tém causado transtornos a populaciio com eleva-
da freqiiéncia. A contamina¢io por Salmonella sp se da
principalmente pela ingestdo de alimentos de origem
animal e dgua. Segundo D'ACQUST (1991 a secrecio de
mueina pela mucosa intestinal, a continua escamacio das
células epiteliais do limem e a peristalse intestinal agem
sinergicamente se opondo ao atague do microrganismo
na parede intestinal. Ao romper estas barreiras de prote-
¢do naturais do hospedeiro, o microrganismo ¢é capaz de
invadir o tecido epiteliaf do trato gastrintestinal e produ-
zir toxina, iniciando assim um quadro de infecglio. Os
principais sintomas sfo mat-estar, cefaléia, vomito, ndu-
sea e diarréia seguida de desidratagfio; o perfodo de incu-

- Divisio de Bromatologia e Toxicologia - Fundagiio Ezeguiel Diass - Rua Conde Pereira
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bagio varia enfre 6 ¢ 72 horas’. A infeccéo ¢ anto-limt-
tante, podendo durar de 4 a 7 dias onde o paciente pode
eliminar esta bactéria nas fezes apds antibioticoterapia’,
O 5. aureus por sua vez, € responsével por um quadro de
intoxicagfio resultante da ingestao de toxina pré-formada
no alimento®sendo os predutos de confeitaria elaborados
com cobertura ¢ recheio os alimentos mais comuns na
sua transmissio’s 08 principais sintomas s3o ndusea,
vomito, dores abdominais e diarréia que surgem entre |
¢ 6 horas ap6s a ingestdo do alimento suspeito’.

Os microrganismos envolvidos em enfermidades
transmitidas por alimentos sao capazes de provocar uma
série de sintomas que caracterizam a doenga. Assim, o
encaminhamento da ficha de inguérito se torna um
importante subsidio para a andlise laboratorial.

Este trabalho tem como objetivo relatar a ocorrén-
cia de um surto de toxinfecgdo alimentar causada pela
acdo simultdnca de cnterotoxina estafilococica ¢
Salmonella enteritidis.

MATERIAL E METODOS

2.1 Episodio

Em margo de 1997, um surto de toxinfecgiio ocorri-
do na cidade de Passos-MG foi notificado ao Servigo de
Vigilancia Sanitdria. Apds a andlise epidemioldgica, uma
torta gelada, sem cobertura e sem recheio foi indicada
como alimento suspeito. O alimento foi produzido arte-
sanalmente utilizando-se na sua eiaboragdo, ovos, leite
pasteurizado, coco ralado comercial, farinha de trigo,
leite condensado. manteiga de leite e a¢icar.

2.2 Exame Laboratorial

A amostra foi enviada ao Servigo de Microbiologia
de Alimentos -DBT-IOM-FUNED- em embalagem plas-
tica hermeticamente fechada, sob refrigeracio, sendo
prontamente analisada.

------ - Contagem de Staphylococcus aureus

Vinte e cinco gramas do abimento suspeito foram
homogeneizados em 225 ml. de dgua peptonada tampo-
nada 0,1% (Stomacher 400). Lm seguida, uma altquota
de 0,ImbL fol plaqueada em superficie de agar Batrd
Parker, assim como as diluicfes decimais sucessivas, Em
seguida, as placas foram incubadas por 48 horas a 37°C.
Apos este perfodo, realizou-se a contagem das umidades
formadoras de colGnias suspeitas”,

— Detecglio de enterotoxina estafilocéceica no alimento

Utilizou-se o kit de ELISA (SET-EIA) bascado na
téenica de ELISA sanduiche®. Colocou-se 20 mb do
extrato do alimento suspeito em um erienmeyer e adicio-

nou-se “tween 207 na concentracio de 0,25% e soro nor-
mal de coelhe numa concentragio de 2,5%. Incubou-se
por 30 minutes i femperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se guatro bolas de poliestireno sensibilizadas
com anticorpos especificos (anti-A, anti-B, anti-C ¢ anti-
D). Como controle positive utilizou-se extrato de ali-
mente estéril contendo uma cepa de S. aurens FR.1. [00,
o qual acrescentou-se uma bola de poliestireno sensibili-
zada com anticorpo anti-A. Como controle negativo, adi-
clonou-se A amostra suspeita uma bola sensibitizada com
imunoglobulinas de soro normatl de coelho. Todo o mate-
rial ficou sob agitacio (agitador Martinez-Taboada) a
temperatura ambiente. Em seguida as bolas foram lava-
das com uma soluc@o de NaCl 0,14 M, “tween 207 0,1%
e transferidas para seus respectivos tubos onde adicio-
nou-se o conjugado especifico permanecendo por 6
horas a temperatura ambiente. Apds este perfodo, acres-
centou-s¢ 1 mL de p-nitrofenitfosfato em cada tubo. O
desenvolvimento de uma cor amarela revelava a presen-
¢a de enterotoxina.

- Pesquisa de Salmonella sp.

Para a pesquisa de Salmonella sp realizou-se a
etapa de pré-enriquecimento homogencizando 25 gra-
mas do alimenio suspeito em 225 mlL de dgua peptonada
tamponada 1% (Stomacher 400). Em seguida incubando
por 18-24 horas a 37°C. Para a etapa de enriquecimento
seletivo, uma aliquota de Tml. foi inoculada em caldo
selenito-cistina (37°C-24h)" e como metodologia alter-
nativa, utilizou-se uma aliquota de 0,1 mL inoculada em
caldo Rappaport-Vassiliadis (43°C-24h)", No isolamen-
to diferencial, os caldos foram semeados por esgotamen-
to em agar Salmonella-Shigelia e agar para enterobacté-
rias segundo Hektoen (37°C-24h). Em seguida, as colo-
nias suspeitas foram inoculadas paralelamente em agar
triplice-actcar-ferro e agar lisina-ferro (37°C-24h); as
culturas positivas foram entio submetidas as provas de
aglhuinacio com sore polivalente “O7 pela Divisdo de
Biologia Médica-IOM-FUNED e posteriormente enca-
minhadas ao Departamento de Bacteriologia -FIO-
CRUZ- Rio de Janeiro para identificagio.

RESULTADOS

Segundo a ficha de inquérito, dezesseis pessoas,
entre amgos e familiares, consumiram o alimento sus-
peito. Quatorze (87.5%) foram acometidas, das quais, 4
(25%) foram hospitalizadas apresentando sintomas seve-
ros. O tempe decorrido entre a ingestao do alimento e o
aparecimento dos primeires sintomas variou entre 4 ¢ 8
horas (periodo de incubacdo). As manifestacdics genera-
fizadas foram vdmitos, ndusea, dor de cabeca e febre e as
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manifestacSes entéricas consistiam em dores abdominais
¢ diarréia,

As andlises realizadas revelaram a presenga de
enterotoxinas estafilocécicas C e D e contagem de Sta-

phylococeus aurens for wferior 2 100 Unidades For-
madoras de Colénias por grama de alimento. As andlises
também revelaram a presenca de Salmonella enteritidis
em 25 gramas do alimento.

INQUERITO INDIVIDUAL

ESTADQ:

MUNICIPIO:

SECRETARIA:_

A- DADOS GERAILS

1-Nome completo:
2-Endereco:
3-1dade:

4-Sexo:

B- SINAIS, SINTOMAS CLINICOS E TRATAMENTO
7 - Apresentou sinais ¢ ou sintomas: ndo sim

réia com sangue

& - Infcio dos sintomas: data

Hora inicio dos sintomas:

nduscas
distencao abdominal___dor de cabe¢a ___outros

vOmitos  _colicas diarréia_ febre  diar-

9 - Recebeu tratamento: nio sim Quai
10 - Necessitou internagfio hospitalar: ndo sim Onde
11 - Uson antibiotico:ndo_ sim Data: Hora:

C- ALIMENTQS INGERIDOS

Refeicido 12-alimentos meeridos

13-hora da ingestdo

local do consumo (nome e endereco)

do dia do inicio dos
sintomas

do dia anterior ao
inicie dos sintomas
de dois dias antes do
inicio dos sintomas

15-Periodo de incubagio:

D-AMOSTRA PARA ANALISE LABORATORIAL

18-gentenetioldgico

19-Contagem 20-Interpretacio

16-Tipo de amosira 17-Encaminhada
__fezes ___sim ___npio
___vOomito ___sim___pic
____sangue _sim_ nao
___ambiente _sim __ née
. Agua ____8im ___nfo
___ahimento _sim __ ndo

21-Data do inquérito:
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RELATORIO FINAL DE INVESTIGACAO DE SURTO DE ENFERMIDADES
TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

Secretaria de Saiide:

Municipio: Estado: Nome do estabelecimento/evento
Endereco:
Bairro: Municipio: UF
Ccomensais N© % sinais/ sinfomas N° ¥ farxa etdria | N° %
entrevistados nAuseas
doentes reats vomito
doentes estimados célica abdominal
hospitalizados distenciio abdominal
Obitos diarréia
diarréia com sangue
mediana em periodo febre
de incubacio dor de cabega
Local de preparo Local de ingestio Sexo N° Yo
_ Residéncia _ Resudéneian
_ Comércio _ Coméraoe
_Inddstria _ Indésutia Masculino
~_Escola, creche _ Refeitdrio
_ Clubes _LClubes
. Hospital _ Fscola, creche Feminino
Oulros __ Hospital
Outros o

DISCUSSAQ E CONCLUSAO

Para que um surto possa ser satisfatoriamente eluci-
dado ¢é necessario que o Service de Vigilancia Sanitdria
investigue, através de formuldrios especificos, o episé-
dio ocorricdo. Para isto, € necessdrio que seja feita:

* notificacio;

+ verificagfio da concordéncia entre a notificagdo e
a existéncia do possivel swrio;

» estabelecimento da existéneia do surto;

» relacionamento do surto ao tempo, lugar e pessoas
envolvidas;

+ formulacdo de hipéteses.

Apos a andlise dos dados levantados pelos agentes
do Service de Vigildncia Sanitdria durante & mvestigacio
torna-se possivel determinar os sintomas mais freqlien-
tes, as taxas de ataque e o periodo de incubagdo. Como
estas informagoes sfo inerentes a cada patogenia, a and-
lise dos dados sdo capazes de indicar o alimento suspei-
to e 0% possivels agentes etiologicos.

A presenga de Samonella no alimesto sageriu uma
contaminacgio pos-processamenio, possivelmente veicu-
lada pelos utensilios, pois € sabido que a temperatura uti-
lizada no prepare do bole € suficiente para a eliminagiio

H

do microrganismo. Segundo NOLETO & BERGDOLL
(1992) contagem igual ou superior a 1 UFC de S
aureus por grama do alimento € quantidade suficiente
para a producdo de enterotoxina. Os resultados obtidos
sugerem que o S.aureus esteve presente em algum ingre-
diente utilizade na elaboragio do alimento e que o
mesmo foi eliminado durante as etapas de processamen-
to, permanecendo apenas as enterotoxinas. Segundo
WENDPAP & ROSA (1993)" as toxinas podem manter-
se ativas apds a autoclavacgdo a 120°C por 15 minutos.

A investigagiio de um surto tem como finalidade
identificar as pessoas acometidas e o risco de exposicio,
os fatores de risco e os pontos criticos de controle, os ali-
mentos implicados, ¢ agente etiologico, os fatores cau-
sals e o tipo de patogenia. Estas informagdes auxiliario
no tratamento das pessoas envolvidas como também na
prevencio da ocorréncia de novos episédios.
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RIALA 6/344

DIAS, R.S. ¢ col. — Outbreak of food toxical infection caused by simultaneous action of
Staphylococcal enterotoxin and Salmonelia Enteritidis . Rev. Inst. Adolfo Lurz, 58(1y: 7-11, 1999,

ABSTRACT : An outbreak involving sixteen people was investigated in march of 1997 in
the city of Passos-MG-. Fourteen of them (87,5%) became ill with sickness, vomiting, dizzi-
ness, fever, abdominal pain and diarrhoea. According to the investigation the food mmvolved
was an iced pie served as dessert. The analysis showed that the food poisoning was due to the
simultaneous presence of staphyiococcal enterotoxins C, D and Salmonella enteritidis

 DESCRIPTORS: Tood poisoning, Staphvlococcal enterotoxin, Safmonella enteritidis
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Salmonelas Isoladas de Queijos Tipo “Coalho™ CaracterizacBo Sorologica e

Resistéacia a Agentes Antimicrobianos — Recife (Pe). Rev. Inst. Adolfo Lutz 58 {1): 13.17, 1999,

RESUMO : Com o objetivo de isolar, identificar e avaliar a resist@ncia antimicrobiana de linhagens

de Saimonella, 107 amostras de gueijo Lipo~coaiho™ foram colhidas no perfodo de janeiro a maio de 1997,
no comércio vargjista de Recife (PE). As amostras, obtidas de estabelecimentos comerciais que acondicio-
navam o produio em temperatura anbiente, vatiando eatre 29,0 e 33,0°C eram transportadas em embala-
gens pldsticas hermeticamente fechadas, sob refrigeragfio por via aérea até Belo Horizonte (MG} onde
eram prontamente anaktisadas pelo Servigo de Microbiologia de Alimentos da Fundagfio Ezequiel Dias
(FUNED), O isolamento ¢ identificagfo de Salmonella foram realizados segundo metodologia preconiza-
da por VANDERZANT & SPLITTSTOESSER (1992). Das amostras analisadas, 8,41% (9/107) apresen-
taram-se positivas para Salmonella. Salmonella T (011:-:1,6; O18, 6,7:k:-; 3,10ty 6,7:-:@11215; 13,23:2:- %;
Salmonella sp. Salmonella enteritidis fot identificada individualmente em 11,11% (1/9) das amostras,
Apenas Salmonella enterica subsp 1 (6,7:-:enz ) apresentou frequéncia de 22.22% de positividade (2/9),
As linhagens isoladas apresentaram resisténcia frente a 37,5% (6/16) dos produtos antimicrobianos testa-
dos: ampicilina, tetraciclina, cefotaxima, sulfametroping, ttimetoprin ¢ sulfazotrim. A sensibilidade fot
observada em 62,5% (10/16), frente aos seguintes antimicrobianos: ciprofioxacing, tobramicing, ceftazidi-
ma, amoxacilina, polimixina B, gentamicina, cloranfenicol, amicacina, offoxacina e cefoxitina.

DESCRITORES: Queijo Coatho, Salmonella, Antimicrobianos

INTRODUCAO

De acordo com o Cdédigo de Defesa do Consu-
midor, é de responsabilidade do Servigo de Vigilincia
Epidemioldgica,, garantin, através de acdes e atividades,
a saude e seguranca da comunidade contra os riscos pro-
vocados por praticas no fomecimento de produtos e ser-
vigos considerados perigosos e nocivos.

Entre os derivados lacteos, virios relatos® tBm
comprovado o epvolvimento de queijos nas enfermida-

des transmitidas por alimentos demonstrando a alta fre-
quéncia de contaminacio destes produtos por microrga-
nismos patogénicos. Comumente, tem sido observada a
contaminacio por coliformes fecais, Stuphylococcus sp,
Listeria sp, Proteus sp e Saimonella sp.

A ocorréncia de infecgdes causadas por Salmonella
adaptadas a espécie humana esté diretamente relacionada
com a producdo de alimentos de origem animal destina-
dos ao consumo humano’. Em relacfio a contaminagio de
queijos por Salmonella, Papadopoulou et. al., (1993

* Departarnento de Medicina Veterindria — Universidade Federal Rural de Permnambuco

ok Departamento de Tecnologia ¢ Inspeciio de Produtos de Origem Animal -~ Universidade Federal de Minas Gerais
etk Estudante de Biologia — Postificia Universidade Catdlica de Minas Gerais

i

[nvisfo de Biologin Médica — Fundagiio Ezequiel Dias
Ao g

Servigo de Microbiologia de Alimentos — Divisgo de Bromatologia e Toxicologia — Fundagio Ezequiel Dias— Rua Conde Pereira

Carneiro, 80 — Gameleira — 30310-010 — Belo Horizonte / Minas Gerais.

13



SENA, M. X e col. - Salmonelas Isoladas de Queijos Tipo “Costho™ Caracterizago Sorologica e Resisténcia a Agentes Antimicrobianos — Recife (Pe). Rev.

fnst. Adolfo Lurz 58 €13 13-17, 1999,

descreveram que a presenga deste patdgeno, um dos mais
importantes agentes de toxinfeccio alimentar associados
a produtos ldcteos, tem sido adequadamente investigado
devido ao seu significado em salide piblica’.

Salmonella ¢ uvsualmente encontrada no trato intes-
tinal de animais domésticos e seivagens, especialmente
aves e répteis. Os principais veiculos de disseminacio de
Salmonella €m sido os alimentos ¢ a dgua.

A criacio intensiva de gado leiteiro e ou de corke
tem como consequéncia o uso indiscriminado de subs-
tincias antibidticas visando prevenir doengas causadas
por bactérias e protozodrios, melhorar a conversio ali-
mentar ¢ reduzir o custo com a alimentagio'.

O uso indiscriminado de substincias antibidticas
assoctadas a ndo observancia do periodo de caréncia das
drogas utilizadas levam a uma selecfe de cepas '°. Esla
resisténcia pode comprometer o efeito da antibioticotera-
pia utilizada em infecgBes humanas ou em animais cau-
sadas por estes microrganismos. Embora os dados na
literatura  brastleira*® demonstrem a presenca desse
microrganismo em queijos fabricados artesanalmente, as
citagoes referentes a sua frequéneia em queijos tipo “coa-
tho” comercializados na regifie Nordeste do pafs, s3o
escassas”. Adicionalmente o perfil de resisténcia dessas
bactérias a drogas antimicrobianas de uso comum em
medicina humana e veterindria, ndo tem sido investigado.

MATERIAL E METODOS

2.1~ Obtencio das amostras

As cepas de Salmonella testadas quanto a antibidtico-
resisténeia foram isoladas de amostras de guetjos tipo “coa-
lho”colhidas no perfodo de janeiro a maio de 1997, no
coméreio varegjista de Recife (PE}, em sete locals diferentes.
As amostras foram ebtidas de estabelecimentos comerciais
que acondicionavam o produio em temperatura ambiente,
variando entre 29,0 e 33,0°C ¢ transportadas sob refrigera-
¢ido em embalagens plasticas hermeticamentes fechadas,
por via aérea até Belo Horizonte (MG), onde foram pronta-
mente analisadas no Laboratério de Microbiclogia de
Alimentos da Fundagio Ezequiel Dias (FUNED?,

2.2- Isolamento e identificacio de Salmonella sp.

A metodologia de andlise empregada para o isola-
mento do microrganismo foi sepundo Vanderzam &
Splittstoesser (1992)°. Na etapa de pré-enriquecimento,
25¢ do alimento foram pesadas e homogencizadas em 225
mL de Agua Peptonada Tamponada 1%. Posteriormente o
material foi incubado por 18-24 horas a 37°C, sob condi-
¢coes de aerobiose. Uma aliquota de 0,1ml. foi wransferida
para o caldo Selenito-Cistina e incubada a 37°C por 24h,
para etapa de enriquecimento seletivo. Fot utilizada, ainda,

14

uma metodologia alternativa, onde 0,1mL do caldo pré-
enrequecido foi inoculado em caldo Rappaport-Vassiliadis
e incubado a 43°C por 24h, sob condicbes de aerobiose™.
O isolamente diferencial foi efetuado semeando-se os cal-
dos em dgar Salmonella-Shigellae agar entérico Hektoen a
37°C por um perfodo de 24h. As coldnias suspeitas foram
em seguida, inoculadas simultancamente em agar Triplice
aglicar ferro ¢ dgar aclcar ferro a 37°C por 24h. As culiu-
ras positivas foram submetidas as provas de aglutinacio
com soro polivalente “0” na Divisio de Biologia Médica-
IOM-FUNED, ¢ posteriormente eaviadas para o Depar-
tamento de Bacteriologia do Laboratdrio de Hatero-
bactérias do Instituto Oswaldo Cruz- Rio de Yaneiro, para
identificacio soroldgica.

2.3- Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Simultaneamente as cepas de Salmonella foram tes-
tadas guanto a resisténela a diferentes antibioticos de uso
comum em medicing hurnana e veterindria. Os antibidti-
cos usados no teste foram: Tetraciclina (10ug), Clo-
ranfenicol (30ug), Trimetropim (5ug), Sulfazotrin
(25ug), Ampicilina (10ug), Cefotaxima (30ug). Sulfa-
metropina {25ug). Ciprofloxacin (50ug), Tobramicina
(10pg), Ceftazidima (30ug), Amoxacilina (10ug).
PolimixinaB (300UI), Gentamicina (10ug), Amicacina
(30ug), Ofioxacina {5ug), Cefoxitina (30ug). A metodo-
logia empregada foi & descrita pela Secretaria de Satde
do Distrito Federal, através da Portaria n® 04/94, sob a
forma de Manual de Procedimentos para Padronizagio
do Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos. A partir da
cudtura pura, 5 a 10 colbnias foram selecionadas e inocu-
fadas em caldo Miiller-Hinton, e incubadas a 35°C até
obter a turvagio padrio (05 da escala de Mc Farland.
Obtida a turvacio, o indculo foi semeado em placas de
Petrt contendoe dgar Muller-Hinton. Com o auxfhio de
“swabs”, a cultura foi semeada em placas de Peitri con-
tendo dgar Miiller-Hinton em trés diferentes eixos afim
de se obter um esfregaco uniforme. Em seguida, 0s dis-
cos de antibidticos foram plicados & superficie do égar.
As placas foram incubadas a 35°C por um tempo varia-
vel de 16 a 20 horas e apds esse periodo, procedeu-se a
leitura dos halos de inibicéo.

RESULTADOS E DISCUSSAG

O primeiro mecanismo de profeciio contra os distir-
bios gastrintestinais causados por baciérias entéricas €
exercido pela microbiota intestinal através da produgio
de uma série de substdncias antagbnicas como acidos
graxos, enzimas, bacteriocinas, e substinciag antibidti-
cas. Este fendmeno de proteciio ecaldgica € conhecido
como efeito bareira microbicldgica (1EMB). Segundo
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Trabulsi (199", 0 uso de antibidticos contra infeccdes
intestinais leva ao desequilibrio deste efeito com conse-
qgliente surgimento de infecgSes secunddrias.

A resisténeia adquirida pelos microrganismos € um
fendmeno espontaneo, sendo os antimicrobianos apenas
agentes seletores de amostras resistentes a estas drogas™.
Segundo Tavares (1988)", nas enterobactérias a resisten-
cia € transmitida principalmente por plasmideos. As
enterobactérias uma vez selecionados e ingeridas pelo
homemn através do alimento poderdo ndo responder satis-
tatoriamente 4 antibioticoterapia.

No que se referc a Safmonella, a antibioticoterapia
torna 0 paciente mats sensivel aos microrganismos,
levando a piora do quadro clinico e excrecfio deste pato-
geno por pertodos mais fongos.

Os resultados obtidos revelaram a presenga de
Salmonella sp em 8,41% das amostras analisadas
(9107, Salmoneilla 1 { 011:-:1,6; O18; 6,7:k:-; 3,100y~
6,7:-enz ; 13,23:2:- ), Salmonella sp. Salmonella ente-
ritidis foi identificada individualmente em 11,11% (1/9).
Apenas a Salmonella enterica subsp 1 (6,7:-:enz,,) apre-
sentou frequéncia de 22,22% de positividade (2/9).

Das drogas antimicrobianas testadas, as cepas isola-
das apresentaram resisténeia frente a 37,5% (6/16) dos
antimnicrobianos: Ampicilina, Tetraciclina, Cefotaxima,
Sulfametropina, Trimetoprin, Suifazotrim. A sensibilidade
foi observada em 62,5% (10/16), frente aos seguintes anti-
microbianos: Ciprofloxacina, Tobramicina, Ceftazidima,
Amozxaciling, Polimixina B, Gentamicina, Cloranfenicol,
Amicacina, Ofloxacina, Cefoxiting {(Tabela 01).

TABELA 01

Modelo de resisténcia antimicrobiana de linhagens de Salmonella em queijos tipo “coalho” comercializados em

Recife {PE

Modelo de Resisténcia

CFO TET |CLO| TR SUT AMP CTX| SFT | CIP TOB CAZ AMOPOL GEN AMIL OFX
S, entericy
subsp.
(11:-:1,6) S R S S S S S R I S S S ST R | S
E{l))}8) S S S S R S S ) NI S S 1S S S S
gé??:kh) S S S S S S S ) S 1S S S 1S 5 S S
E;};l():y) S S S S S S S S S S S S 1S S 5 S

Salmonellasp | S S S S S S S
(1)

(6,7:-enz ) R | R S S 5 R S
()

(13.23:2:-) S S S S S S S
(h)

SEatertidis | S ' S 'S S| S S s| S| S|S|sS|S|S S8 7]Ss
0
Total 00062064} 6 010 o000 0,0 0010 0 06 |0

Cefoxiting (CFO-30ug), Tetracicling (TET-10ug), Cloranfenicol (CLO-30ug), Trimetwopim (TRI-Spg), Sulfazotrin (SUT-25ug),
Ampicilina {AMP-10ug), Cetotaxima (CTX-30ug), Sulfametropinal SFT-23ug), Ciprofloxacin {CIP-50ug), Tobramicina (TOB-10pg),
Ceftazidima (CAZ-30ug) Amoxaciling (AMO-10ug), Polimixina B (POL-300U), Gentamicina (GEN-10pg), Amicacina (AMI-30uy),

Ofloxacina{ OFX-Sugh



SENA, M. I. ¢ col. — Salmonelas [soladas de Queijos Tipo *Coalho”: Caracterizagio Sorolégica e ResistEncia a Agentes Antimicrebianos - Recife (Pe). Rev,

fust. Adolfo Lutz 38 (13 13-17, 1999,

Segundo Diaz de Aguayo et al. (1992}, a alta inci-
déncia de resisténeia a drogas pode ser atribuida a ampla
utifizagiio de antibidticos no tratamento da populagio
humana ¢ animal,

Os dados observados neste estudo sdo supertores
aos detectados por Diaz de Aguaye et al (1992)°em pro-
dutos lacteos comercializados no México. Estes autores
verificaram resisténcia multipla de Salmonella contra
diferentes antibidticos, sendo gue 4% das amostras de
feite pasteurizado apresentavam 100% de resisténcia a
penicilina e alguma resisténcia a polimixina B e cloran-
tenicol. Embeora estes autores nfio tenham pesquisado
esta resisténeia em amostras de queijo, lais dados
demonstram o risco potencial de veicnlag@o destes
microrganismos altamente resistentes a antimicrobia-
nos. Este nivel relativamente alto de cepas de
Salmonella resistentes a antimicrobianos represenda um
risco real de salde publica. Esta resisténeia a drogas
torna © controle de agentes infecciosos como a
Salmonella mais dificil com drogas normalmente usa-
das no (ratamento da doenca.

Adicionalmente, deve-se ressaltar o risco potencial
de ocorréncia deste tipo de toxinfecgiio alimentar pelo
consumo deste tipo de queijo tido produzido e consumi-

do na regidio Nordeste. Embora a possivel causa da con-
tarminacio nédo tenha sido cstabelecida, suspeita-se que o
problema esteja relacionado a sma somatdria de fatores
que incluem: uso de leite cru proveniente oun nio de
vacas com mamite, ordenha em condicBes higiénico-
sanitdrias deficientes, manipulacio e fabricacio do quei-
jo de forma precaria e acondicionamento e comercializa-
¢ilo em temperatura ambiente.

CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos neste trabatho, pode se
concluir que queije tipo “coalho” produzido artesanal-
mente em Pernambuco ¢ comercializado em Recife apre-
senta alto nivel de contaminagio por Salmonella e resis-
téncia a diferentes antimicrobianocs, representando risco
potencial a saide publica.
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ABSTRACT: One hundred and seven samples of white cheese collected from January to May
1997 in retail trade of Recife (PE) were examined for the presence of Safmonella. The isolated
Salmonella were then checked for antibiotic sensibility. The samples collected, were stored for sale at
room temperature varying from 29.0 to 33.0°C and sent o Belo Horizonte city (MG) in plastic contai-
ner by air mail under refrigeration immediately submited to microbiological analises. The methodology
used to identify Salmorelln was according to VANDERZANT & SPLITTSTOESSER (1992).
Salmonella was detected in 8,41% (9/107) of the samples as following: Safmonella 1 (011:-:1,6 ; 018 ;
6,7:k:- 5 3,100y 5 6,7-enz-15 (13.230z-0), Salmonella sp. Salmonella enteritidis was detected in
L1L.11% (1/9) of the samples and Salmonelle enterice subspl (grupol3.23:z:-) in 22.22% {(2/9).
Resistance against Ampicilin, Tetracyclin Cephotaxin, Sulphametropin, Trimetoprine, Suifazotrin was
verified in 37.5% {6/16)of the strains tested. Sensitivity to Cyprofoxacine, Tobramicin, Ceftazidine,
Amoxacilin, Polimixin B, Gentamicin, Clorafenicol, Amicacin, Ofloxacin, Cefoxitin was observed in

02.5% {10/16) of the strains tested.

DESCRIPTORS: white chesse, Salmonella, Antibiotic Sensthility
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GARBELOTTI, M. L.; RODAS, M. A. de B.; PHILIPPL, 5. T.; LATTERZA, A. R, — Pudins

dietéticos e convencionais: Avaltacdo das informacges nuiricionais contidas em suas rotulagens. Rew
Inst. Adolfo Lurz, 58 (1), 19-24, 1999,

RESUMO: Neste grabatho foram analisadas 7 amostras de pudins, sendo 5 produtos dietéticos ¢ 2
produtos convencionais, de cinco marcas diferentes. Adgquiridas em supermercados da Cidade de Sio
Paulo, visando avaliar as informagdes nutrictonais contidas em suas rotulagens. Os pudins foram prepa-
rados de acordo com a indicagdo dos Tabricantes ¢ padronizou-se para os dietéticos, o leite desnatado e,
para os convencionais, o lette integral. A andlise constou da determinacio de lipidios, carboidratos, pro-
teinas e do cilenlo do valor caldrico total. Utilizando-se metodologias descritas nas Normas Analiticas
do Instituto Adolfo Luiz. Nos alimentos dietéticos, duas amostras apresentaram valores caldricos bem
diferentes dos declarados nos rétulos, onde as calorias se apresentaram, uma subestimada em 63,80% ¢
outra superestimada em 35,93%. Nas demais amostras, inclusive dos produtos convencionais, os valo-
res se encontraram com diferencas menores do que 10,00%. Com relacio aos teores de Hpidios, somen-
te uma amostra {marca B — convencional) apresentou no rétulo teor concordante com o resultado expe-
rimental. Quanto aos teores de glicidios, exceto a amostra (imarca B — dietético) que subestimou este
valor em 27% no réulo, fodas as outras amostras indicavam nog rétulos, teores deste componente com
diferencas abaixe de 10% dos resultados obtidos experimentalmente. Os produtos dietéticos analisados
néic atenderam aos padrées exigidos pela legislagiio em vigor. As informagdes nutricionais apresentadas
nos rotulos ¢ embalagens sdo deficientes ¢ algnmas vezes incorretas,

DESCRITORES: Pudins, pudins dietdiicos ¢ convencionais; informacic nutricional em rétlos;
Legislacio.

INTRODUCAO

A socledade, atualmente, tem atribuido “status” a
forma fisica ¢ a preocupacdo com o peso corpdreo €
constante entre adultos, adolescentes e até mesmo crian-
cas™”. Bsta preccupagiio vem causar um ambiente propi-
cio ao comércio de alimentos dietéticos cu de “baixas
calorias” %,

Com o aumento na procura destes alimentos, alguns
consumidores mostram preferéncia por determinadas

mareas comercials, no entanto poucos conhecem sobre ¢
composi¢iio nutricional dos alimentos que consomemn,
lembrando gue o conhecimento sobre a nutrigdo repre-
senta a chave para a saide ™,

Os pos para o preparo de pudins sfo constituidos
basicamente de amido ou féculas pré-gelatinizadas®,
com aglicar nos produtos convencionats e edulcorantes,
dentro dos seus limites maximos permitidos, nos produ-
tos dietéticos .

Como os demais alimentos dietéticos, os pudins,
deverdo atender ac Regulamento Téenico de Alimentos

* Segdes de Laticinios, de Doces e de Amildceos da Divisio de Bromatologia e Quimica do Instirato Adolfo Lutz, So Paulo, SB

** Departamento de Nutrigao da Faculdade de Satde Publica/USP,
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para fins Ispeciais ™7, podendo-se uiilizar, nas rotula-
gens, do termo “dief” para os alimentos com restricio de
agicar, ou para controle de peso e ou para dieta de inges-
tao controlada de aciicares °.

A importincia em se colocar nas rotulagens dos ali-
mentos mformacgdes relativas A composiciie nutricional,
seus beneficios, os valores de referéncia de micro e
macronufrientes em comparacio com o nimero e tama-
nho de porcoes do alimento ¢é uma prética adotada em
nitos paises, especialmente nos Estados Unidos”, e sfo
apresentadas em alguns produtos alimenticios no Brasil.

Nos rotutos destes produtos, entre os outros dizeres.
o da informacfio nutricional complementar poderd ser
expressa por cem gramas do produto proato para o con-
sumo e em comparagfo com o contetddo de notrientes e
valor energético, caleulado a partir de versdes diferentes
do mesmo alimento ou alimento similar do mercado *°.

O uso, como forma adicional, da informacae nutri-
cional expressa por porcio do alimento, antes indicada
pela Portaria SVS/MS n® 234/96" ¢, que a partir do dia
13/61/98 foi revogada pela Portaria SVS/MS n® 29/98 °,
pode ser muito ftil comoe melhor forma de esclarecimen-
to ao consumidor. Destacamos que atualmente, a rotula-
gem nuirkcional € regulamentada pela Portaria SVS/MS
n” 41/98°% gue deixa como opgio do fabricante o uso da
informagio nutricional por porgao do produto pronto
para O Consumo.

Muitas vezes, o contetide energético ou valor calG-
rico dos alimentos sdo considerados desnecessdrios ou
prejudiciais a sadde, o que ndo ¢ verdadeiro, pois a defi-
ciéncia de micro e macronuiricntes no organismo do
individuo, podem produzir graves danos & satide *,

Os alimentos dietéticos de baixa caloria, ou com
restri¢do de acticar, s&o geralmente consurmdos por pes-
soas diabéticas, obesas ¢ pesseas que querem perder ou
manter o peso, acreditando assim, que estarfo consamin-
do uma menor quantidade de calorias em relagio aos
produtos convencionais.

Neste contexto, considerando o comércio de ali-
mentos dietéticos e a expectativa dos consumidores fren-

20

te a estes produios, este trabalho teve como objetivo ave-
riguar a veracidade das informagdes nuiricicnais conti-
das nos rétulos, comparando-os com 0s convencionais
stmilares e enquadramento na legislacio vigente.

MATERIAIS E METODOS

Foram adquiridas 7 amestras de pds para o preparo
de pudins (5 dietéticos e 2 convencionais), de 5 diferen-
tes marcas, em supermercados da cidade de S&o Paulo,
em margo de 1997. As amostras foram copvenientemen-
te numeradas e codificadas como marcas A, B, C, D e E,
que representam o universo de marcas comerciais exis-
tentes no mercado.

PREPARO DAS AMOSTRAS: No preparo das
amostras {(segundo modo de preparo indicado pelos
fabricantes), padronizou-se para os alimentos dietéticos,
0 uso do leite desnatado e para os alimentos convencio-
nais, o leite integral, nas preparacdes. Foram controlados
0s pesos dos pos para o preparo de pudins ¢ 0s volumes
de leites utilizados, para posterior controle de porciona-
mento. Apds o prepare e porcicnamento, os pudins
foram levados a geladeira. Quando retirados, passou-se
por uin multiprocessador (Kitchen Machine Arno) em
velocidade minima, para uma melhor homogeneizago,
evitando asgsim, a presenca de possiveis grumos.

DETERMINACAO DA COMPOSICAC NUTRI-
CIONAL: Nas amostras preparadas foram realizados
exames fisico-quimicos que constaram das determina-
¢cbes de ghicidios totais, avaliados em amido e protidios,
utilizando-se de metodologias indicadas nas Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz " ¢ para a determina-
¢lo de lipidies, o Métedo de Weibull-Stoldt (hidrdlise
acida)." O valor calérico total foi calculado utihizando-se
os fatores classicos de conversio de Atwater, ou seia, 4
para 0s glicidios e proteinas e 9 para os lipidios ',
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RESULTADOS E DISCUSSAO

TABELA 1

Distribuicio das amostras de pds para o preparo de puding por marca, tipo, sabor e peso.

Amostra Marca Tipo Sabor Peso Peso
N Codificada do do Declarado Encontrado
Pudim Pudim no Réwuio (g) (2)
I A dietético caramelo 25,00 26,19
2 B dietético chocolate 56,00 60,57
3 C dietético caramelo 25,00 26,25
4 D dietélico caramelo 25,00 26,99
5 E dietético caramelo 25,06 24,75
6 A convencional baunilha 85.00 88,25
7 B convencionat chocolate 85,00 89,23

Na Tabela 1, pode-se observar que apenas duas das
amostras de produtos dietéticos {marcas A e B} tiveram
os respectivos produtos convencionais similares apre-
sentados no mercado. Para as demais marcas (C, D, E)
verificou-se a existéneia apenas de produtos dietéticos.
A maioria dos produtos analisados apresentaram peso

{em gramuas) maior do que o declarado no rételo dos poés
para o preparo de pudins, pelos fabricantes.

Os resultados para as composigdes nuiricionais obti-
das através dos exames fisico-quimicos dos pudins dieté-
ticos e convencionais, em comparacio com as informa-
¢Oes nutricionais declaradas nas rotulagens pelos fabii-
cantes dos produtos, podem ser observados na Tabela 2.

TABELA 2

Distribuigio da compesi¢io nutricional das amostras de pudins analisadas e da composigfo nutricional declarada

nos rétulos dos pudins.

Lipidios Protidios Glicidios
(g/100g) (g/100g (g/100g)
Amosira Marca

N Codificada CNR CNE CNR CNE CNR CNE
1 A (.60 0,42 3,30 4,39 9,40 8,47
2 B — 0,28 3,40 4,37 16,20 11,77
3 C 0,27 3,22 4,16 8,11 7,35
4 D 0,14 0,24 3,58 2,98 8,30 8,00
5 E 2,59 0,12 2,77 4,03 6,98 6,27
6 A 2.55 3,43 3,10 3,19 18,00 17,17
7 B 3,50 3,58 3,20 3,58 17,40 16,49

CNR = Contetdo Nutricional de Rotulagem (informagBes dos fabricantes).

UNE = Conteddo Natrigional Experimental {exame fisico-quimico),

NaTahela 2, observa-se que para a maioria das amos-
tras, comparando-s¢ 0 contetido nutricional experimental ¢
o conteddo nutricional declarado em rétulo, apresentaram-
se diferencas significativas quanto aos teores de lipidios.
Na amostra 1 (marca A) ¢ amostra 4 (marca D) foram
encontrados resuitados para lipidios, respectivamente,

30,00% abaixo e 71.42% acima, do declarado em rotulo.
Na amostra 2 (marca B), cujo rétlo nfio indicava teor para
iipidios, obteve-se experimentalmente 0,28g/ 100g (corres-
pondenie a 2,52 kcal/100g) e para a amostra 3 (marca (),
ende o rotulo trazia a chamada “isento de lipidios”, obte-
ve-se 0,27g/100g (correspondente a 2,43 kcal/100g). A

21
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amostra 3 (marca E), indicava o teor de 2.59g/100g de lipi-
dios no rétulo, sendo este valor bem mais alto do que o
obtido pelo exame fisico-quimico (0,12g/100g). Na amos-
tra O {marca A), o rétulo mencionava un teor de lipldios,
35% abaixo do enconirado experimentalmente. Quantoc aos
resutados experimentais de protidios, foi verificado que
somente nos produtos dietéticos, foi enconirado feores
acima de 10%, dos valores declarados nos rétalos. Ainda
na Tabela 2, com relagdo aos teores de glicidios avaliados
em amido, a maioria das amostras apresentaram vma dife-
renga menor do que 10,00%, guando comparados aos teo-
res indicados pelas rotalagens. A amostra 2 (marca B) apre-

sentou valor experimental para glicidios 27,35% mais
baixo do que o informado em rétulo. Esta mesma amostra
trazia em sua rotulagem os seguintes dizeres: “Diabéticos:
adicionada de 4,13g de agtdcar por 100g do produto™; como
uwna chamada para a atengfio do consumidor.

A informacio nutricional apresentada pelos rémlos
e embalagens € muitas vezes complexa, dificultando para
os consumidores a capacidade de entendimento e, se esta
vier expressa de forma erronea ¢ deficiente, poderd preju-
dicar o individuo que necessita destes alimentos em die-
tas especificas, com comprometimenios a sua sande.

TABELA 3

Calorias dos pudins obtidas por porcdes do alimento

Amosira Marca Peso do Pudim N de Peso do Calorias em
N° Codificada Preparado(g) Porgdes Pudiny/ Cada
declaradas Porgio™(g) Porgdo™*
1o Rétulo {keal/100g)
i A 410,56 4 102.64 57,68
{Dietético)
2 B 487.20 HHE — —
(Dictético)
3 C 466,59 6 77,77 3734
{Dietético)
4 D 470,67 6 78,45 39,53
(Dietético)
3 E 475,32 6 79,22 33,51
{Dietético)
6 A 517.43 4 129,36 145,65
{Convencional)
7 519,84 e — R

{(Convencional)

* Peso obtido experimentalmente.
“* Valores obtidos experimentaimente.

el 15y

3, = Valor calrles em rotolo (Ko H00g)
= Valor cplérice enperimental (Kol Kz

Figura 1 — Distribuicho dos valores caldricos totals experi-
mentais e os dos declarados nas rotnlagens dos pés para o preparo de
puding {kcal/100gramas).

Na Tabela 3, encontram-se as quantidades das por-
¢Oes indicadas nos rotulos pelos fabricantes, os pesos
dos puding preparados e das porgdes obtidas com as suas
respectivas calorias. Os porcionamentos dos pudins,
dados em gramas de alimentos, e 0 quanto isto represen-
ta em termos de nutrientes e calorias, sdo necessarios
para que ¢ consumidor avalie o quanto estd consumindo
em cada porgio ingerida.

Os fabricantes dos alimentos dietéticos, mesmo
declarando nas rotulagens a composi¢éio nutricional por
cem gramas do produto pronto para o consumo, pode-
riam informar melhor os diferentes grupos populacio-
nais, especialmente os diabéticos, os obesos e as pessoas
que querem perder oit manter o peso, sobre o conteddo
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— Aliementa convencional (vaor médio experimental)

7} LME - Limite maxima exigides pels egislacio (40 keal/ 1 60g)
B Alimesto dietético {resultadn axperirsnzal)
Figura 2 — Distribuiciio dos valores caldricos totais dos puding
dietéticos e média dos convencionals (keal/100g), em relacio  legisla-
CROF

de nutrientes e valor energético dos alimentos, incluindo
também os dados por porcao consumida,

Na Figura 1, pode ser verificada a distribuigio dos
valores caldricos totais experimentais ¢ os dos declara-
dos em rétulos dos pudins (dietéticos e convencionais).

Com relagdo as amostras 2 (marca B) e 5 (marca
E), a0 compararmos os valores caldricos fotais obtidos
experimentalmente com os declarados nas rotulagens,
verificou-se diferencas percentuais significativas,
sendo que para a primeira, o valor foi subestimado em
03,80% ¢ para a segunda, o valor foi superestimado em
35,93%.

Convém lembrar que a amostra 2 apresentava a men-
sager “isento de lipidios™ e a amostra 5 apreseniava supe-
restimacdo no teor de Hipidios (2,59/100g). Nas demais
amostras {marcas A, C e D) dos alimentos dietéticos e
{marcas A, B) dos alimenios convencionais, 0s valores
caldricos experimentais ndo diferenciaram em mais do que
10,009 dos valores calGricos informados nas rotulagens,

A distribuicao dos valores caldricos totais das
amostras de pudins dietéticos e a média dos convencio-
nats, por marca e segundo a legislagiio vigente °, podem
ser observados na Figura 2. Apesar dos alimentos dieté-
ticos apresentarem diferenca expressiva nos valores
caléricos totais em relacio aos alimentos convencionais
similares, todas as amostras apontavam, indevidamente,
a expressio “baixa caloria”, pois, como determina a
legislagao®™ o valor calérico nio deve ultrapassar 40
keal/100g. Os valores caldricos totats obtidos experi-
mentalmente parz os alimentos, nas marcas A, B, C, D e
E representaram, respectivamente, 40,50%, 67,75%,
21,25%, 26,00% e 5,75% acima do limite mdximo exigi-
do pela legislagio vigente.

CONCLUSOES

Os alimentos dietéticos, quande comparados com
0§ seus convencionais similares, apresentaram uma dife-
renga expressiva dos valores caldricos totais.

O uso da expressdo “baixa caloria” para estes ali-
mentos estd inadequada. pois ndo atendem a legislagio
brasileira em vigor.

Algumas mformacdes nulricionais descritas nas
rotalagens dos produtos se apresentaram deficientes ¢
incorretas.

Torna-se necessdria wma fiscalizacdo atenta e efeti-
va destes alimentos, para que além de se garantir uma
boa qualidade, se enquadrem nas caracteristicas basicas
do tipo de alimento a que pertencem.
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GARBELOTTL M. L.; RODAS, M. A. de B.; PHILIPPL S.T,; LATTERZA, A. R Dietetic and
conventional puddings: Evaluation of nutritional information that these labels contain. Rev.
Inst. Adolfo Lutz, 58(1). 19-24, 1999,

SUMMARY: In this work 7 samples of puddings were analyzed. being 5 dietary products and 2
conventional products, of five different marks. Acquired in supermarkets of the City of 8o Paulo, see-
king to evaluate the natritionals information contained in its labels. The puddings were prepared in
agreement with the makers’ indication and it was standardized for the dietary ones, the skimmed milk
and, Tor the conventional ones, the integral milk. The analysis consisted of the determination liptds, car-
bohiydrates, proteins and of the calculation of the total caloric value. Methodologies described in the
Analytic norms of the Instiznto Adolfo Lutz being used. In the dietetic foods, two samples presented
caloric values very different from the declared in the labels, where the calories came, an underestima-
ted in 63.80% and another overestimated in 35,93%. In the other samples, besides of the conventional
products, the you are valued they found with smaller differences than 10,00%. With relationship to the
Tipids texts, only a sample (it marks B — conventional) it presented in the label text concordant with the
experimental result. With relationship to the glucoside texts, except the sample (it marks B — dietary)
that underestimated this value in 27% in the label. all the other samples indicated in the labels, texts of
this compoenent with differences below 10% of the obtained results experimentally. Os analyzed dietary
products didn’t assist {o the patterns demanded by the legislation in vigor. The informalion nutricionais

presented in the labels and packings are faulty and sometimes incorrect.

DESCRIPTORS: Puddings. dietetic and conventional puddings; nutritional information in labels.
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SATO, D, N.;: BACHA, C. T. M;; GARIBOTT, D.; BOTTCHER, M.: ERRFRA M.C.; PRE-
SOTTO, P.& Carmo Elas Andrade MELLES, C. E. A. - Determinagio da concentracio inibitdria mini-

ma e concentragio bactericida minima de compostos derivados do Acido Tsomicotinico frente ao
Mycobacierivim tubercidosis, Rev, Inst. Adolfo Furz, 58 (1) 25-31, 1999,

RESUMO: O aumento significativo dos casos de tubercalose multidroga resistentes tem incenti-
vado as pesquisas na busca de novas drogas e esquemas terapéuticos aliernativos, gue possarm minimi-
zar estes problemas. Compostos sintéticos derivados do dcido isenicotinico foram avaliados em relaciio
& sua atividade in vitro frente a cepa padrio de Mycobacterium tuberculosis H37Ra - ATCC 25177, atra-
vés da determinagio da Concentragfio Inibitdria Minima (CIM) e Concentracio Bactericida Minima
{CBM) pela metodologia da macrodiluicio em tubos. Todos 08 compostos estudados apresentaram ati-

de

vidade antibacteriana in vitro, com valores de CIMs que variaram de 0,062 a 0.250 ug/mi.. Os valores
%BM foram, em geral, duas diluighes mais altos do gue os valores de CIM correspondentes. Os valo-

res de CIMs e CBMs obtidos neste estudo estiio préximos daqueles apresentados para a isoniazida, que

consideramos como droga padrio.

DESCRITORES: Mycobacterivin tuberculosis, Alividade antibacteriana, Perfil de sensibilidade,

Concentragio Inibitdria Minima.

INTRODUCAQ

A tubercuiose pulmonar € uma doenga que tem a
sua magnitude ligada 3 situagfio socioecondmica da
regiio ou do pafs™® Awalmente com o advento da
AIDS, a coinfeccio TB/HIV tem provocado um impacto
na epidemiologia da tuberculose em todo o mundo, fate
observado em pafses desenvolvidos € em desenvolvi-
mento, principalmente nas Américas™ "7,

A Organizacio Mundial da Sadde fez uma estimati-
va de 30.000.000 mortes por tuberculose nos proximos

* instituto Adolfo Luiz — Laboratorio [ de Ribeirdo Preto
=% Institato Adolfo Lutz — Laboratorio Central

der anos e caleula que pelo menos §.000.000 casos
noves de tuberculose ocorreram no ano passado?.

No Brasil, apesar dos esforces do Programa de
Controle Nacional da Tuberculese, onde até o ano de
1995, a cobertura vacinal em menores de 1 ano foi de
90% ¢ a descoberta de casos novos atingiv 75% do espe-
rado, os dados apontam para 90.000 casos novos e mais
de 5.000 mortes por tuberculose, anuais’.

0O diagnostico definitivo da tuberculose pulmonar
depende do isolamento e identificaciio do agente etiolo-
gico, 0 Mycobacterium tuberculosis, sendo que as medi-

#xk Faculdade de Farmdcia — Universidade Federal do Rio Grande do Sul
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das de controle, principalmente no gue diz respeito a
terapéutica, dependem dos resultados dos testes de sen-
sibilidade aos quimicterdpicos utilizados no tratamento,
Dessa maneira, o laboratério tem um papel de extrema
importincia na quebra da cadeia de transmissdo desse
agente etioldgico e para tal deve estar em constante par-
ceria com o servigo de vigilancia epidemioldgica local®,

O tratamento da tuberculose passou por varias fases
até o advento dos novos quimioterdpicos utilizados nos
esquemas terapéaticos atuais; chamamos a atencfio para
a era dos sanatdrios, onde o “isolamento sanatorial” e o
“regime higiénico terapéutico” eram considerados [un-
damentais para o éxito da cura da tuberculose™.

Desde o aparecimento de drogas que atuam no frata-
mento da tuberculose como a estreptomicina, descoberta
em 1944 e a isoniazida descrita em 1912 porém reconhse-
cida como eficaz contra © Mycobacterium tuberculosis
somente em 1952, a quimioterapia da tuberculose tem
stdo modificada no sentido de se buscar a cura para a
doenca ¢ dessa maneira diminuir as taxas de incidéneia ¢
mortalidade™, A partir da década de 60 com a introducio
da rifampicina no esquema ferapéutico o sucesso do tra-
tamento tem sido garantido com a utiflizagio do chama-
do esquema de curta duragiio, que consiste na associagao
da isoniazida, pirazinamida c rifampicina™*.

Apesar da utilizago de esquemas terapéuticos efi-
cazes, nos dltimos anos tém-se observado, em nivel
mundial, um aumento na incidéncia de tuberculose cau-
sada pelo Mycobacrerium tuberculosis resistente as prin-
cipais drogas, o que reflete em uma falha dos programas
de controle da tuberculose®™®, Mesmo onde o programa
de controle da tuberculose € eficiente, como é o caso da
cidade de Sio Francisco, Estados Unidos, tem havido
v grande aumento dos casos em que o Mycobacterium
tuberculosis apresenta resisiéncia as drogas®.

Dessa maneira, varios inquéritos epidemiologicos
tém sido realizados no sentido de se tracar um perfil de
resisténeia do Mycobacterium tuberculosis que vem cir-
culando na popula¢do mundial®+=H*+#053252 No Brasil,
virios inquéritos foram realizados porém de maneira
esporadica e regionalizada®* -+,

O constante aumente de cepas de Mycobacterium
tuberculosis resistentes & diferentes drogas, tem chama-
do a atenciio dos pesquisadores para o desenvolvimento
¢ a pesquisa de novos agentes antibacterianos guer sejam
sintéticos ou naturais®.

Compostos sintéticos, formulados a partir de qui-
mioterdpicos uvtilizados no esquema terapéutico conven-
ctonal da tuberculose, estio sendo testados guanto 4 sua
atividade antibacteriana, YAMAMOTO et al.” testando
39 compostos derivados da pirazinamida, detectaram
que 4 deles apresentavam atividades bacteriostdtica e
bactericida contra 03 espécies de micobactérias de cres-

26

cimento lento, o Mycobacterium avium, Mycobacterium
intracellulare ¢ o Mycobacierium tuberculosis .

Entre 0s compostos sintéticos derivados do dcido
isonicotinico, a etionamida apresenta uma grande ativi-
dade frente ao Mycobacierium tuberculosis, e hoje ja se
encontra incorporada ao Esquema i de fratamento da
tuberculose™®. QOutros derivados do dcido isonicotinico
como ¢ isonicotineil e a cianoacetil hidrazona, demons-
traram resultados satisfaidrios quanio & atividade in vitro
e in vivo frente ao Mycobacterium tuberculosis”. J4 os
derivados halogenados de isoniazida nio mostraram ati-
vidade antimicroblana, quando testados [rente a mico-
bactérias ¢ fungos™.

Recentemente, um grapo de pesquisadores do
Departamento de Producio de Matéria Prima, da
Faculdade de Farmicia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, sintetizaram 36 novos compostos deriva-
dos do dcido nicotinico e isonicotinico. Bste compostos
foram testados quanto a atividade antimicrobiana in vifrro
frente & cepas padifes de Staphylococcus aurens,
Escherichia coli e Candida albicans, sendo que (4 deles
apresentaram bons resultados™.

O objetivo deste trabatho foi avaliar a atividade
antibacleriana in vifre de compostos derivados do 4cido
1sonicotinico trente ao Mycobacteriim tuberculosis, pela
determinacio da Concentracio Inibitéria Minima(CIM)
e Concentraciio Bactericida Minima (CBM).

MATERIAL E METODOS

Compostos: Os compostos derivados do dcido iso-
nicotinico, arilideno isonicotinil hidrazidas (tabela 1),
foram sintetizados no Departamento de Produgio de
Matéria Prima, da Faculdade da Farmdcia da Univer-
sidade Federal do Rio Grande do Sui, e nos foi formeci-
do gentilmente pela Dra. Catarina Terezinha M. Bacha,
professora titular do referido Departamento.

Cepa de micobactéria: A cepa de micobactéria uti-
lizada neste estudo foi a cepa padrio de Mycobacterium
tuberculosis H37Ra — ATCC 25177,

Concentraciio Inibitéria Minima: Para a determi-
nacio da Concentracio Inibitoria Minima (CIM) dos
compostos derivados do acido isonicotinico e da isonia-
zida, considerada come droga padrio, frente 4 cepa
padedo de Mycobacterium tuberculosis H37TRa -~ ATCC
25177 utilizou-se a técnica proposta por ERICSSON &
SHERIS", adaptada para realizacdo em meio liguide
Middlebrook 7H9 (DIFCO), que denominaremos a
seguir, meio 7HY. Os compostos derivados do deido iso-
nicolinico e a isoniazida foram dilsidos em meio 7HY
para se obter a concentracdg final de 2,0; 1,0; 0.5; 0,25;
0,125; 0,0625; 0,03125 pg/ml., Foi adicionado a cada
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tubo contendo as diferentes concentracdes de compostos
derivados do acido isonicotinico e da isoniazida, 50 ul.
de uma suspensio de Mycobacterium tuberculosis
H37Ra, préviamente incubado a 37°C durante 10 dias,
com a turvagdo ajustada pars a escala McFarland n° 1.
Foi preparado um tube controle positivo, incculando-se
50 ub. da suspensio bacteriana preparada como descrito
acima, em 2,0 mL de meio 7H9. Os tubos assim prepa-
rados foram mantidos em estufa a 37°C ¢ a leitura da
CIM realizada apoés 10 dias de incubagdo. A CIM fol
definida como a menor concentraciio da droga capaz de
inibir macroscopicamente o crescimento das micobacté-
rias, ou seia a CIM é definida pela diluigBo que nio apre-
senta turvacio visivel a otho nu.

Concentraciao Bactericida Minima: A Concen-
traciio Bactericida Minima (CBM} foi determinada atra-
vés do método proposto por HAWKINS et al.”!. Esta téc-
nica consiste no subcultive em meio sélido das diluigtes
iguais efou superiores & CIM determinada. Para tal
semeou-se 100 ul. dessas diferentes dilni¢des em meio
de Lowenstein-Jensen. Em paralele, realizou-se um con-
trole semeando-se 100 ul. do tubo controle positivo em
meio de Lowenstein-Jensen. Todas as preparagdes foram
incubadas por 28 dias a 37°C, para posterior leitura. A
CBM é definida como a menor concentraciio da droga
capaz de inibir mais do gue 99,9% da populagio bacte-
riana no meio de cultura.

TABELA |

Estrutura quimica dos compostos derivados do dcido isonicotinico.
Arilideno-isonicotinil hidrazidas:

N¢ N CNH—N=CH-W

IDENTIFICACAO SUBSTITUINTES(W) DENOMINACAO
I CHO, Piperilideno
2 C,H,O0-NOQ, 5-nitro-2furfurilideno
3 2,5-CH-OCH, 2,5-dimetoxibenzilideno
4 p-CH,-NO, p-nitrobenzilideno
5 m-C H -NO, m-nitrobenzilideno
6 p-CH-OH p-hidroxibenzilideno
7 p-CH-CN p-cianobenzilideno
8 CHO 2-tarturiiideno
9 p-CH-F p-fluorbenzilideno
10 p-C H -CF, p-triftucrmetilbenzilideno
11 3,ét»(l‘hH_;—OCH3 3 4-dimetoxibenzilideno
12 p-C,H-OCH, p-metoxibenzilideno
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RESULTADOGS

Os resultados das CIMs ¢ CBMs dos compostos
dertvados do acido isonicotinico e isoniavida, frente a
cepa padrio de Mycobacterium tuberculosis H37Ra,
estdo descritos na tabela 2.

A tabela 2, demonstra ainda os valores da relacfio

CIM/CBM da isoniazida e dos compostos testados, onde
podemos fazer uma avaliagio de atividade bactericida ou
bacteriostdtica dos referidos compostos.

TABELA 2

Determinacgio da CIM, CBM e relacio CIM/CBM para isoniazida e os doze compostos derivados do dcido isoni-
cotinico frente a cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Ra.

COMPOSTOS CIM CBM CIM/CBM
TESTADQOS ug/ml ng/mL
INH (0,062 2,0 0.031
1 0,125 2,0 0.062
2 0,062 1,0 0,062
3 (0,125 2,0 0,062
4 0,125 2,0 0,062
5 0,250 2,0 0,125
6 0,062 0,25 0.248
7 0,250 2,0 0.125
8 0,125 2.0 0,062
9 0,125 2,0 0,062
10 0,250 2,0 0,125
I 0,125 2.0 0,062
12 0,125 2.0 0,062
DISCUSSAQ Lowenstein-Jensen antes de sofrer a coagulagio a 85°C.

Considerando a problematica da resisténeta do
Mycobacterium tuberculosis aos diferentes quimioterapi-
cos'? varias t8m sido as tentativas no sentido de encontrar
alternativas para o tratamento da tuberculose pulmonar,

A determinagiio da atividade in vitro de novos qui-
mioterdapicos em conjunto com dados de farmacocingti-
ca da droga propiciam o desenvolvimento de esquemas
terapéuticos alternativos a serem avaliados em ensaios
clintcos classicos®.

A isoniazida, hidrazida do dcido isonicotinico, foi
sintetizada no inicio deste século, porém como i foi dito
anteriormente, somente foi introduzida como medicacio
contra tuberculose por volta de 1950%. CHAKRA-
VARTY et al.” realizando modifica¢es na estrutura qui-
mica da hidrazida do dcido nicotinico, demonstraram
que compostos com substituintes (W) dos grupos p-
dimetilaming e p-hidroxi apresentaram atividade anti-
bacteriana semelhante & isontazida. Entretanto, o com-
postos sintetizados foram diluidos em meio de

28

Dessa maneira, fica dificil ter um controle sobre a real
manutencdo da atividade antibacteriana do composto
testado, devido ao aquecimento do meio por 50 minutos.
ApdGs a coagulacio do meio e adicio do indculo de
Myvcobacterium tuberculosis os frascos viio para a estufa
a 37°C por pelo menos 28 dias, quando também pode
haver perda da atividade antibacteriana. J4 VOYATZA-
KIS et al.* sintetizando compostos 1sonicotinoil hidrazo-
nas e adicionarlo ions cobre e cobalto, verificaram um
aumento na atividade antibacteriana destes compostos
quando testados frenle a uma cepa de Mycobacterium
tuberculosis vesistente 4 1soniazida. Verificaram entre-
tanto, que os resultados de inibigdo antibacteriana foram
independentes da concentracio do composto isonicoti-
noil, porém dependentes da presenca do ion cobre, onde
a formagio de quelatos talvez propiciassem a inibi¢ao do
crescimento bacteriano.

O valor da determinacio da CIM in vitro, incorpo-
rando os compostos a serem festados em melos sélidos,
sejam a base de ovo, como o Lowenstein-Jensen ou
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Ogawa ou 4 base de agar como o Middlebrook 7THIO
(Difico) ja fol muito discutido, pois além de serem méto-
dos mais demorados e trabalhosos, podem comprometer
a estabilidade dos compostos a serem testados, principal-
mente pelo longo periodo de incubagdo™®,

Para a determinacio da CIM de novos quimioterdpi-
cos, 0 meio de cultura liguido tem sido muito utilizado,
seja pele método convencional da macrodilnigdo em tubos
ou pelo radiométrico (BACTEC). Este meic além de for-
necer tesultados mais rapidos, promove uma interaclo
mator entre droga-bactéria, uma vez que a populacio bac-
tertana fica submergida no meio de cuitura contendo a
droga a ser testada. Diferente do meio sélido, onde a bac-
téria cresce na superficie do meio e o gradiente de concen-
traclo da droga pode sofrer variacdes gquando incorporada
a0 meio. Pode-se contar ainda com as alteragdes provoca-
das pelo periodo de incubaciio ¢ crescimento da bactéria™,

Avaliando os resultados da atividade antibacteriana
dos doze compostos derivades do 4cido isonicotinico
frente & cepa padrio de Mycobacierium tuberculosis
H37Ra, pudemos observar gue estes, pouco diferem do
valor da CIM apresentada pela isoniazida, que conside-
ramos como droga padriio. E interessante notar que pelo
menos dois compostos, aqueles que 8m como subst-
tainte (W) o S-nitro-2-furfunilidenc e o p-hidroxibenzili-
deno, identificados como compostos 2 e 6 {tabela 2), res-
pectivamente, revelaram o mesmo valor de CIM que a
isoniazida (0,062 ug/ml.). Dados de literatura demons-
tram que os valores de CIM para isoniazida frente ao

Mycobacterium tuberculosis variam de 0,02 a 0,05
ug/mL*¥, em experimentos (ue ufilizaram também
dilui¢ctes da isoniazida em meio liquido, resultados estes
que estio proximos dos identificados neste trabalho.

Em relacio aos resultados de CBM de nosso expe-
rimento, pudemos observar que para a maioria dos com-
postos derivados do 4cido isonicotinico obtivemos o
valor de 2.0 ug/mL {labela). Este resuitado se analisa-
do isoladamente pode néo ter grande significado, mas se
comparado com o caleulo da proporgao CIM/CBM,
expressa a poténeia bactericida das drogas testadas™. Qs
baixos valores obtidos pela relagio CIM/CBM (tabela 2)
sugerem que 0s compostos derivados do dcido isonicoti-
nico apresentam alta atividade bactericida. 4 semelhanca
do que ocorre com a isoniazida, largamente estudada
gquanfo A sua atividade bactericida®. Chamamos a aten-
¢io para o composto derivado do dcido isenicotinico que
tem como subsiitutinte o p-hidroxibenzilideno {(n° 6) teve
o valor de CIM igual ao da isoniazida, revelando na refa-
¢do CIM/CBM um valor mais alto, ( 0,248 } o que suge-
re ter boa atividade bacteriostitica,

A pariir dos resultados de CIM dos compostos deri-
vados do dcido isoniceotinico obtidos, nossos estudos vio
continuar no sentido de se avaliar a toxicidade, parime-
tros farmacocinéticos, biedisponibilidade, e interagfio
com outras drogas. Devemos prosseguir ainda os estudos
em relagfio a atividade antibacteriana intracejular destes
compostos, utilizando para isto culturas de células, em
especial, os macréfagos.
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ABSTRACT: Tuberculosis still remains as a worldwide Public Health problem with high
morbidity and mortality in developing couniries. The increase of strains of Mycobactrerium
tuberculosis that are resistant to antimycobacterial agenis is a worldwide problem.
Consequently, it is urgently necessary to develop antimycobacterial drugs which are more
effective than those used in conventional treatment of tuberculosis. Twelve isonicotinic acid
derivatives were evaluated for in vifrro activity against Mycobacterium tuberculosis H37Ra
ATCC 25177. The MIC and Minimal Bactericidal Concentration (MBC) of Mycobacterium
tuberculosis H37Ra was determined by broth macrodilution method. The Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) of all derivatives showed a range of 0,062 to 0,250 ug/ml. In general,
the MBC values for all derivatives were two-fold higher than their correspending MICs values.
These MICs and MBCs values are close to isoniazid, that was considered the gold standard in

this study.

DESCRIPTORS: Mycobacterium tuberculosis, Antimycobacterial activity, Susceptibility

test, Alamar Blue,
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RESUMO: 31.833 amostras de liguido céfalo-raguidiano foram processadas nos Laboratdrios
Regionais de Campinas, Presidente Prudente, Ribeirfio Preto, Santo André, Santos, Sio José do Rio
Preto e Sorocaba, no perfode de 1989 a 1995. A metodologia utilizada para transporte, semeadura ©
identificaciio do agente etioldgico foi a recomendada pelo Centro Nacional de Referéneia para menin-
gite, Instituto Adolfo Lutz, Ministério da Sadde. Foram diagnosticados um iotal de 1.748 casos de
meningite meningococica. Destes, 91 (5,20%) casos foram definidos somente pela bacterioscopia e
24 (1,54%3} cepas de Neisseria meningitidis ndo puderam ser sorogrupadas. Das 1630 cepas de
Neisseria meningitidis sorogrupadas, 0 sorogrupo mais frequente foi o B com 848 (52,02%), seguido
de 743 (45.58%) C, 30 (1,84%) W135, 3 (0,18%) Y e 1 ((.06%) X .E digno de nota a ocorréncia de
5 casos de meningococo A, exclusivamente diagnosticados pela reagdo de fmunoceletroforese cruza-
da. A maior positividade foi encontrada na cuitura (87.4%}), seguida pela bacterioscopia (75.3%) e
imunoeletroforese cruzada (54.8%). A vartagio sazonal dos casos foi como esperado , com alta inci-
déncia no inverne. A mellioria do diagndstico etioldgico e das agdes de vigilincia da doenga menin-
gocdcica foi demonstrada pelo aumento progressivo no ntimero de casos diagnosticados pelos labo-
ratorios desde 1989, .

UNITERMOS: doenca meningococica, meningite meningocdeica, métodos diagndstico, sorogru-
po, Hguor.

INTRODUCAO de Satde Piblica pela alta taxa de morbidade e mortali-
dade com a qual estd associada. Epidemias acometem

A doenca meningocdeica (DM) tem sido descrita  pafses de diferentes niveis séciocecondrmicos'”,
desde o século XVI e continua sendo um sério probiema No Brasil, a DM foi observada pela primeira vez

# Laboratdrio Regional de Campinas,
Laboratdrio Regional de Presidente Prudente,
Lahoratério Regional de Ribeirao Preto,
Eaboratdrio Regional de Santo André,
Laboratério Regional de Santos,
Laboratdrio Regional de S50 José do Rio Preto.
" L.aboratdrio Regional de Sorocaba.
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em Sio Paulo em 1906 mantendo-se sob forma endémi-
ca até 19457, guando se iniciou uma epidemia que teve
seu pico em 1947 e foi causada pela Neisseria meningi-
tidis sorograpo A, segundo relato de Gomes ¢ colabora-
dores".

Na década de 70, o Brasil vivenciou duas extensas
epidemias. A primeira foi provocada pela Neisseria me-
ningitidis sorogrupo C e a segunda pela Neisseria menin-
gitidis sorogrupo A. ApGs a campanha de vacinagdo con-
tra os sorogrupos A e C realizada em 1975, a incidéncia
desta morbidade voitou a niveis endémicos, porém, atin-
giu novamente indices de alerta na Grande So Paulo em
1086/1987. Esta nova epidemia, causada pela Nelsseriu
meningitidis sorogrupo B, atingiu indices epidémicos em
1988 7 WA doenca meningocdcica apresenton Do
entanto, algumas alteragdes na Grande Sio Paulo a par-
tir de 1989. A proporgio de Neisseria meningitidis C
passou de 9% em 1986 a 14% em 1989, atingindo a pro-
porciio de 46% dos casos da doenga diagnosticados fabo-
ratorialmente, emiY9(r.

A manutenciio de um sisterna rigorose de Vigilineia
Epidemioldgica apoiado ao diagndstico laboratortal &
essencial no sentido de avaliar a tendéncia real da doen-
¢a através da determinaglo dos Ssorogrupos e outros mar-
cadores epidemioldgicos incidentes™ ™.

Diange da suspeita clinica de meningite, 0 exame
laboratorial do Iquido cefalorraquidiano (LCR) € o
suporte para o diagndstico ¢ tratamento adequados do
paciente, e indicacfio de guimioprofilaxia aos comuni-
cantes. Assim, os resultados de exames laboratoriais pas-
salm a ser tdo importanies gquanto outras varidveis na ava-
Hagio epidemioldgica da doenca, inclusive, do ponto de
vista da qualidade dos servigos ¢ do Sistema de
Vigilancia Epidemidlogica"'**.

O exame bacterioscdpico € um diagndstico presun-
tivo de grande importincia na orientacdo terapéutica. A
pesquisa de antigenos polissacarideos pela reagio de
aglutinacfio pelo ldtex e de precipitagio pela imuno-cle-
troforese cruzada (IEC) permite a determinagéio do soro-
grupo do meningococo e fornece diagndsticos diferen-
ciais mais rdpidos das meningites bacterianas. Mas, para
que se consiga resuitados laboratoriats mais especilicos
do meningococo, como a sensibilidade aos agentes anti-
bacterianos, a entificaclio de seu sorogrupo, sorosubti-
po, imunetipo ¢ ainda o seu tipo eletroforético, é de fun-
damental importincia o isolamento do agente etioldgico
pela cultura, pois somente desta forma é que se permite
a melhor compreensdo da epidemiologia da doenca
meningocéeica’.

A rede de LaboratSrios de Saide Piblica tem papel
fundamental na elucidagdo dos agentes etiolégicos das
meningites bacterianas, pois utiliza metodologia labora-
torial padronizada, e a sua distribuicfo geografica permi-
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te o trabalho mais articulado com as Vigiléncias
Epidemioldgicas Regionais.

Com o objetivo de analisar aspectos do comporta-
mento da DM com fundamento em dados da Rede de
Laboratérios Regionais do Instituto Adolfo Luiz, foi rea-
lizado um estudo retrospectivo do periodo de 1989 &
1993, relacionande a proporcio de casos suspeitos gue
pucleram ser confirmados por bacterioscopia, culura ¢
IEC 4 identificacio dos diferentes sorogrupos da
Nelsseria meningitidis ¢ sua digtribuicBo em 4dreas geo-
graficas distintas do Estado de Sio Panio.

MATERIAL E METODOS

0O estudo realizado no periodo de 1989 a 1993,
envolveu os Laboratérios Regionais de Campinas,
Presidente Prudente, Ribeiriio Preto, Santo Andgé,
Santos, Sido José do Rio Preto e Sorocaba. Foram anali-
sadas 31. 883 amostras de LCR de casos suspeitos de
meningite, procedentes das respectivas regides.

Estudou-se os 1748 casos confirmados laboratorial-
mente comoe DM, considerando como caso confirmado,
aquele paciente que apresentou sintomas clinicamente
compativeis com a identificacio de NMmeningitidis ou
sen antigeno a partir do exarne de LCR ou seja, apresen-
tou pelo menos um dos exames laboratoriais positivos
em relagio &0 Meningococo,

A avaliagdo do diagndstico Iaboratorial se baseou
na propor¢io em que foi possivel identificar o agente
etiolOgico e através de qual método.

Os exames utilizados no diagndstico laboratorial da
meningite meningococica foram: bacterioscopia, culiura
e [EC.

Para a bacterioscopia, a coloragfio utilizada foi o
método de Gram, modificado por Hucker, com centrifu-
gacio do LCR caso se apresentasse limpido ou levemen-
te turvo.

Para a realizacio da cultura o LCR foi imediata-
mente semeado (5 a 10 gotas ) em tubos de dgar Muelier-
Hinton chocolate 5% (sangue de cameiro) os quais
foram incubados em atmosfera de 5% a 10% de CO_ ¢
umidade, a 37°C, durante 24 a 48 horas. Apés o isola-
mento da bactéria procedeu-se A sua identificagdo pelos
métodos usuais, sendo que no caso de MENINgOCOCo
foram: bacterioscopia pelo método de Gram, prova de
oxidase, utilizacio de acicares (dextrose, maltose, levu-
lose, lactose) ¢ aglutinaciio em 1dmina com soros agluti-
nantes anti meningococo grupo especifico®.

Foram consideradas como Neisseria meningitidis,
as bactérias que se apresentaram sob a forma de diploco-
cos Gram negativos com prova de oxidase positiva, uti-
lizando dextrose ¢ maltose.
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A pesquisa de antigenos de meningococo no LLR
pela IEC fol realizada em fita de acetato de celulose
usando tampfio barbital, pH 8,6, for¢a idnica 0,05, sob a
amperagem constante de 30 mA por 10 minztos. As fitas
foram lavadas durante wma hora em solugdo salina
(,85%, coradas com Ponceau S por 5 minutos ¢ descora-
das em acido acético a 5% .

Soros aglutinantes e precipitantes anti Neisseria
meningitidis sorogrupos A, B e C, e antigenos especifi-
cos utilizados neste estudo foram produzidos na Divisio
de Biologia Médica do AL Central, Sdo Paulo,

TABELA 1

Populaciio de abrangéncia das regides estudadas e
mimero de DM em relacio ao ndmero de amostras
analisadas, no perfedo de 1989 a 1995,

GRAFICO 1
Distribuigéo de casos de doenca meningocdcica
confirmados pelos Lab. Regionais de Instituto Adolfo
Lutz segundo o sorigrupo, no periodo de 1989 e 1995.
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RESULTADOS
A populacio das regides de abrangéneia de cada um
dos Laboratérios Regionais, o simero total de amostras
de LCR analisadas, bem como o total de casos de doen-
¢a meningococica confirmados nestes laboratérios estdo
expressos na tabela 1.

Cidades Populacdo  Total de Casos A distribuicdo dos casos de DM, segundo sorogru-
da Regido de Amostras  N°{%) po, confirmados pela Rede de Laboratorios Regionais do
. - TAL esta representada no grafico 1,
Campinas 4732341 8901 0688 (7,73) No perfodo de 1989 a 1995, verificou-se um
Ribeirio Preto 2 718.066 3374 376 (11,14) aumento crescente do nimero de amostras processadas e
Santos 1308813 2042 231 (11,31) ie (f:éagléésticos positivos, C(}é}sidergnlﬂo as varias regides
S roeah: n 49 g0 (4 4gy  do Estado que participaram do trabalho.
z?er&bd .y 2.168.691 4287 192 (4.48) De um total de 31.883 amostras de LCR analisados,
Santo André 2.233.890 4172 119 (2,83) for: . . o _ o
. . : oram diagnosticados 1.748 casos de DM, sendo que 91
S.J.Rio Preto I‘EW'%Q 774_2 10 % (1,34) {5,20%) casos foram definidos apenas por bacteriosco-
Pres. Prudente 639.326 1363 38 (2,79) pia e 27 (1.54%) cepas de Neisseria meningitidis ndo
puderam ser sorogrupadas. Das 1.630 cepas de Neisseria
Total - 31883 1748 (5.48) meningitidis sorogrupadas verificou-se maior frequéncia
para o sorogrupo B com 848 (52,02%) cepas, seguido de
743 (45,58%) C, 30 (1,84%) WI135, 3 (0,18%) Y e 1
((L,06%) X. Deve ser comentada a ocorréncia de 5 casos
de N. meningitidis do sorogrupo A (tabela 2).
TABELA 2
Distribuicio dos casos de DM confirmados pelos laboratdrios regionais do Instituto Adolfo Lutz,
segundo bactertoscopia e sorogrupo dos meningecocos, no periodo de 1989 a 1995,
Total  Total de Sorogrupos Nio DGN
ANO amostras  casos
Positivos A B C X Y  WI35  sorogrupados
1989 3881 118 1 79 22 - - 4 5 7
1990 3688 193 1 116 58 - - 4 4 10
1991 4928 266 1 100 144 - - ) 3 13
1992 4813 227 | 101 102 - 2 2 5 14
1993 4097 305 - 136 144 1 1 8 3 12
1994 5071 301 1 150 120 - - 4 2 24
1995 3405 338 - 166 153 - - 3 5 11
TOTAL 31883 1748 5 8 743 | 3 30 27 91

Lo
n
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TABELA 3

Porcentagem de positividade de cada um dos
cxames laboratoriais em relacio ao nmero de amostras
de LCR, de casos suspeitos de DM encaminhados aos
Laboratdrios Regionais do Instituto Adolfo Lutz / 1989

a 1995,
RESUL- BACTERIOS- CULTURA IEC
TADOS COPIA
POSITIVO 758 1337 717
NEGATIVO 248 193 592
TOTAL 1006 1530 1309
POSITIVIDADE 75.3 % 874 % 548 %

A tabela 3, demonsira a positividade para cada um
dos exames laboratoriais do LCR onde é possivel verifi-
car gue a culiura apresenta maior positividade (87.4% ) ,
seguida peia bacterioscopia ( 75,3% ) e a [EC ( 54.8% ).

E importante relatar que a positividade da TEC em
amostras de LCR dos casos em que a cultura resultou
positiva foi de 43% (307 IEC/714 culturas) para o
meningococo B e de 72,6% (405 [EC /538 culturas) para
o meningococo C. Ainda de acordo com estes dados,
salientamos que os 5 meningococos do sorogrupo A
foram determinados exclusivamente pela reagiio sorolé-
gica (IEC).

A vartacio temporal dos casos da doenga meningoe-
coeica obedece a sazonalidade sende acentuada nos
meses de inverno 618 { 35,35 %), seguido da primavera
459 { 26,26 %), camndo no verdo 288 ( 16,48 %) e voltan-
do a demonstrar crescimento no outono 383 (21,91 %).

DISCUSSAQO E CONCLUSOES

O diagndstice etioldgico das meningites bacterianas
oferece vantagens significativas em nivel clinico no dire-
cionamento de ierapia antimicrobiana © na projecio
eventual da doenga.

Determinados sorotipos do meningococo geralmen-
te estdo associados a doenga invasiva, enquanio gue
outros 580 observados em portadores, sendo fundamen-
tal para a adogio de medidas de controle o conhecimen-
to dos diversos sorogrupos ¢ sorotipos'™.

Apesar do trabalho articulado entre a Rede de
Laboratorios de Saiide Publica e as Vigilincias Epide-
miologicas Regionais visando a identificagio do agente
etioldgico da DM, existem dificuldades, seja porgue nio

36

sio colhidos materiais necessarios para os exames labo-
ratoriais, ou por falta de recursos para encaminhamento
desses materiais aos laboratérios de referéncia.

Conforme foi observado por MELLES et al’®
maiores dificuldades sfo encontradas no diagndstico
laboratorial quande o liquor colhido € semeado e trans-
portado de forma inadequada, o que facilita a desintegra-
¢ dos microganismos, dificulta a lertura do exame bac-
terioscopico e o desenvolvimento em meios de cultura
préprios. O use de antibidtico prévio, da mesma forma,
ird interferir na mterpretagdo de um esfregaco corado e
principalmente na positividade da cultura”,

Mesme convivendo com as dificuldades citadas, o
trabalho desenvolvide pela Rede de Laboratérios
Regionais do Instituto Adolfo Lutz veio contribuir para
uma andlise mais segura do pertfil epidemiolégico da
DM no interior do Estado de Sio Paulo. Segundo dados
da Divisdo de Doencas de Transmissdio Respiratéria do
Centre de Vigilancia Epidemiol6gica da Secretdria da
Satide do Estado de Sdo Paulo, foi observado um aumen-
to no total da determinaciio dos sorogrupos de DM no
interior do Estado de Sdo Paulo, no periodo de 1989 a
1995, a que se refere este estudo. Em 1989, determinou-
se o sorogrupe em 36 % dos casos de deenga meningeoco-
cica, enquanto que em 1995 foram sorogrupados 53,7%
do total de casos.

IZ importante, porém, salientar as possiveis limita-
¢bes destes dados obtidos de Vigildncia. Embora eles
possam fornecer a curva de tendéncia da DM, os casos
ndo potificados limitam a andlise do comportamento epi-
demioldgico da deoenga. Apesar de ser compulséria a
notificacio dos casos suspeitos de meningite em todo
territério nacional, é certo que existem subnotificacées.
Por outre lado, entre 05 casos confirmados clinicamente
pela presenca de meningococcemia, pode haver alguns
que sejam de outra etiologia bacteriana.

Camargo “ relata que no municipio de Sio Paule, no
periodo de 1988 a 1993, somente em 39 % dos casos de
DM foi possivel identificar o sorogrupo. Por ouire lado,
Kemp' refere a identificagiio do agente etiolégico com
sorogrupo em 56,9% dos casos de DM internados em
hospital no municipio de Campinas, interior do Estado
de Séo Paulo, no periodo de 1988 a 1991.

Em outros paises, ohservam-se percentuais maiores
de identificagdo dos sorogrupos. WHALEN et al.* refe-
remn que no Canadd em 1985, 60% dos casos de DM
foram sorogrupados, percentual este gue aumenta para
88% em 1992. PINNER et al.* referem em seis dreas dos
Estados Unidos da América, no periodo de 1986 a 1987,
71% dos casos de DM com informagio sobre sorogrupo.

No periodo deste estudo, houve predominncia do
meningococo B seguido do C. acompanhando o perfii
epidemiolégico da DM no Brasil como um todo, de acor-
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do com dados do Ministério da Satide’ ¢ em algumas
regides em especial, como o municipio do Rio de
Janeire, onde, segundo GAMA et al.” houve predomi-
nincia de 80% do meningococo B nos casos sorograpa-
dos no periodo de 1987 a 1994, No Laboratério Central
do Estado de Santa Catarina, observou-se que , no perio-
do de 1981 a 1996, o sorogrupo B correspondia a 65 %
dos cases sorogrupades’. De um modo geral, na década
de 80 a grande parte dos casos de DM registrados no
mundo, foram causados pelo meningococo B*. Em pai-
ses da Africa, epidemias tém sido causadas pelo sorogru-
pG Aa&,lﬁ-

A positividade dos exames de LCR analisados mos-
trou-se maior na cultura. seguida da bacterioscopia, com
valores mais baixos verificados na IEC. O indice de posi-
tividade conseguido na cultura (87,4%) pode ser conside-
rado como Otimo desempenho das atividades propostas
para melhoria do diagnéstico laboratorial da DM.

Alguns autores como ALKMIN? ¢ GHANASSIA ¢
relatam probiemas com a sensibilidade da 1EC para
detecgiio do polissacdride do meningococo BAs vezes,
ndo obtendo sucesso na pesquisa deste antigeno mesmo
gquando a cultura é positiva. A detecciio da N. meningiti-
dis B em fluidos corpdreos tem sido dificultada pela
auséncia de um potente antissoro grupo especifico devi-
do a pouca imunogenicidade deste polissacaride bacte-
riano, A IEC apesar de ndo ser um método muito sensi-
vel, apresenta wina boa especificidade e pode revelar,
neste estudo, 54,8% dos casos de DM, Para a Rede de
Laboratérios de Saude Puablica, no nosso entender ainda
é um exame que deve ser realizado, até mesmo como
triagem para aplicacdo de cutros mélodos indiretos de
diagnodstico com maior sensibilidade, desde que a cultu-
ra seja negativa. Hsta nossa sugestio se baseia no fato de
que os antissoros para aplicacdo do teste sio fornecidos
gratuitamente pelo Instituto Adolfo Lutz ¢ que em uma
tira de acetato de celulose podem ser realizados até cinco
testes. Desta forma ndo ird onerar em muito o laborato-
rio desde que se tenha o equipamenta necessério e o tée-
nico bem treinado.

Deve-se salientar que na fase inicial da doenga,
antigenos bacterianos podem nfo estar ainda presentes
no LCR, conduzindo a um teste imuneldgico negativo;
torna-s¢ enifio necessdrio associar sempre 08 métodos
imunolégicos para pesquisa de antigenos as técnicas
bacterioldgicas cldssicas. A realizago da cultura €
imprescindivel para o conhecimento do perfil epidemio-
légico das cepas circulantes. gerando conhecimentos
informagdes fundamentais ao controle da DM.

Virios agtores™ %' t&m recomendado a utitizagdo
de métodos laboratonais associados para elevar o ntme-
ro de casos com o agente etioldgico identificado. Para o
aprimoramento das agdes relativas ao laboratdrio quanio
ao estudo epidemioldgico da DM é primordial a cons-
cientizagfio do pessoal médico, no sentido de gue sejam
solicitados todos os exames necessarios para o diagnos-
tico completo dos casos suspeitos, assim como, a ade-
quagio dos servicos médicos na realizacio da coleta,
semeadura, transporte e conservacio dos meios biologi-
cos da melhor forma possivel. Sio medidas que vém
contribuir de maneira essencial para a eficiéncia dos
métodos de diagndstico e confiabilidade dos resultados.

Este aprimoramento jd pode ser observado com o
aumento dos casos diagnosticados da DM a partir de
1989, que com certeza se deu pela maior integragio entre
a clinica, o laboratério e a epidemiologia,

Esta hipotese pode ser confirmada pelo aumento de
casos diagnosticados pela cultura, o gue significa que
houve maiores cuidados com o LCR e ainda pelo fato de
gue nestes anos do estudo, para efeito de comparagio,
nenhuma medificacio foi efetuada pelo laboratério nos
métodos utilizados para o diagndstico das meningites
bacterianas.
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ROCHA M.MM., ESPERM.RNR., NEMESN., MEDEIROSMIC., SILVARRFE,
ALMEIDALAZ.C., BASSLM.G,ARREAZA ALV, EBNER FILHO,W., ARAUIOLL, -
Laboratorial diagnosis evaluation of meningococcal discase by the regional laboratories of
Instituto Adolfo Lutz. Rev. Inst. Adolfo Luiz, 58 (1), 33-39, 1999,

ABSTRACT: 31,883 samples of cerebrospinal fluid were processed in the regional labo-
ratories of Campinas, Presidente Prudente, Ribeirfio Preto, Santo André, Santos, Sdo José do
Rio Preto, and Sorocaba from 1989 to 1995, The methodology used for transport, inocuiation
and identification: of ethiclogical agent was that recommended by the National Reference
Center for Meningitis, Instituto Adolfo Lutz , Health Ministry. A total of 1.748 positive cases
of meningococcal meningitis were diagnosed. Ninety-one of these cases (5.20%) were defined
only by bacterioscopy and 24 strams of Neisseria meningitidis (1.54%) were not serogrouped,
Among the 1.630 strains of Neisseria meningitidis serogrouped. the most frequent group was
B with 848 (52.02%}) strains, followed by 743 (45.58%)C, 30 (1.84%) W135,3 (0.18%) Y and
1 (0.06%) X. A noteworthy fact was the occurrence of 5 cases of meningococci of serogroup
A exclusively diagnosed by the counterimmunoelectrophoresis reactions{(CIE) The highest
positivity was observed in culture (87.4%) followed by microscopy examination (75,%) and
CIE (54.8%). The seasonal variation of the cases was as expected, with a higher incidence in
winter. The improvement of the ethiological diagnosis and of surveillance actions of meningo-
coccal disease was demonstrated by the progressive increase in number of cases diagnosed by

laboratory, since 1989,

KEYWORDS:Meningococcal disease, Meningococcal meningitis, diagnosis methods,

serogroup, cerebrospinal Fluid.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALKMINM.G.A.; LANDGRAFIM. & MEL-
LES,C.E.A. Avaliacio do Teste de Latex com-

Técnicas para o diagndstico das Meningites
Bacterianas . Brasilia. Centro de Documentacio
do Mintstério da Saiide, 49p. (8érie A: Normas
e Manuais Técnicos, 32) 1986,

parativamente A cultura e & Imunceletroforese 7. CAMARGOM.C.C. & HIDALGON.T.R. Doenca
Cruzada no diagnéstico de meningites bacteria- Meningoc6eica: A vacing COMra O meningoco-
nas. Rev. Inst. Adolfo Luiz, 55; 19-24, 1995, co B e a sitvagio atual na Grande Sio Paulo.

ALKMINM.G.A.; LANDGRAFIM. & VIIE- Imunizacdes - Atalizacdo. Secretaria de
RIAMEP. Contribui¢do da Imunocletroforese Estado da Sawide de Sido Paulo, Unicef. 2 (2)
Cruzada em Hquido cefalorraquidiano e¢/ou soro 161-167, 1989,
no diagndstico de infeccdes por Neisseria 8. CAMARGOM.C.C. & HIDALGONTR. A
meningitidis grupo B no Brasil. Rev. [nst. Doenga Meningocéeica na Grande Sdo Paulo.
Adolfo Lurz 56 (1 ): 13-17, 1996. Irmunizacdes, 3 1 4-7, 1990.

BOLETIM EPIDEMIOLOGICO. Brasilia, Minis- 9. CAMARGOM.C.C. Doenca meningocdcica no
tério da Saude GT. Meningite/ CNDI/ CENEPY/ Municipio de Sdo Paulo, no perfodo de 1979 a
ENS.. fevereiro 1996, 1993, endemia ¢ epidernia, So Paulo, 1996 |

BOLETIM EPIDEMIOLOGICO. Brasilia, Minis- Dissertagio de Mestrado, Faculdade de Saide
tério da Sadde GT. Meningite/ CNDI/ CENEPI/ Publica da USP |.

FNS., abril 1996. ) 10. DOENCAS IMUNOPREVENIVEIS. Avaliacao da

BOLETIM EPIDEMIOLOGICO. Brasilia, meningite no Brasil. Ano ViHL n 8 - Agosto
Ministério da Sadde GT. Meningite/ CNDI/ 1994, Ministério da Satde.

CENEPI/ ENS., janeiro 1997, 1I. GHANASIAJ.P; SLIM.A.; BEREGIN,E.B. &

BRASIL MINISTERIO DA SAUDE, Secretaria de
AcOes Bésicas da Sadde. Divisfo Nacional de
Laboratérios de Satide Piblica. Normas

MADALL. 1. Failure of dianozing group B
menigococcal meningitidis in imunoeletropho-
resis. Scand. J Infect. Dis. 91 313-314, 1997,



ROCHA., M.M.M., ESPER, M.R.N.R.,, NEME, SN, MEDEIROS, M1C, SILVA, RRF, ALMEIDA, 1A Z.C., BASSL M.G., ARREAZA ALV, EBNER
FILHO, W., ARAUIG, E. Avaliacio do diagndstico laberatorial dadoency mesingocdcica pelos laboratérios regionais do Instituio Adolfo Lutz. Rew Jast. Adoife
Lutz, 38 413, 33-39, 1989,

12

f4.

15.

16.

17.

18.

GAMA,S.G.N.; MARZOCHLK.B.F. & SHVEIRA
FILHO,G.B. Caracterizacio epidemioldgica da
doenca meningocdcica na drea metropolitana
do Rio de Japeiro, Brasil, 1976 a 1994, Rew
Satide Piblica, 31(3); 254-262.1997,

GOMESS.LL.; SILVAMB.; RIBASJ.C,; RU-
GALE.; AMOROSINOA. & CAVEJID. Me-
ningite cerebrospinal e sulfamidagcdo macica,
preventiva. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 10: 77- 85,
1950,

KEMPR. Aspectos epidemicldgicos e diagnastico
laboratorial da Doenga Meningocdcica no
municipio de Campinas / SP pno periodo de
1988 a 1993, 1994 | Tese de mestrado,
Faculdade de Satde Pdblica da USP ).

MELLES,.C.EA.; LANDGRAFIM. & BARA-
TAR.C.B. Meningites, interferéneia de anti-
bacterianos preseates no liquido cefalorraqui-
diano no diagadstico etioldgico. Rev. [nst.
Adolfo Lutz, 48(1/2); 43-47,1988.

MELLES,C.E.A.; LANDGRAFIM.. FARA-
COMI. & BASCARDIM.N.B. Valor da bac-
tertoscopia, cultura e imunoeletroforese cruza-
da no diagnodstico das meningites bacterianas.
Rev. Inst. Adolfo Lutz , 49 (1 ): 61-67 ,1989.

MILAGRES.L.G.; RAMOS,S.R; SACHIC.T;
MELLES,CE.A; VIEIRAUSD.;, SATAM,;
BRITO,G.5.; MORAESJ.C. & FRASCH,C.E.
Immune Response of Brazidian Children to a NV,
meningitidis serogroup B auter membrane
Protein Vaccine. Comparison with efficacy.
Infection and Immunity. 62 1 4419-4424 1894,

PALHARES M.; GELLLD.S,; ALMEIDAM.CR.;
MELLES CEA. TAKEDAAE.,, TAU-
NAY,AE. Pesquisa de polissacdride de
Neisseria meningitidis do grupo € no liquido
cefalorraquidiano  por  Imunoeletroforese
Cruzada em acetato de celulose. Rev. [nst.
Adolfo Luiz 33; 85-89, 1973,

19.

20

22,

. PINNER R.W.

PELTOLA M. Meningococcal disease: still with us.
Rev. Infect. Dis. 8: 71-91,1983.

PINHEIRO,S A FUTINAMLA K ; RUFFINO
NETO,A.; SANTIAGO,R.C. Alguns aspectos
da meningite meningocdeica no municipio de
Ribeirdo Preto, S.F. Medicina, Ribeirio Preto,
24 (4)y . 204-211, 1991.

;GELLIN,B.G. BIBBWE ;
BAKER,C.N. ; WEAVER R, ;HUNTER.S.B. ;
WATERMAN,S H. MOCCALF.
FRASCH,C.E. ; BROOMECYV and the
Meningococcal  Disease  Study  Group.
Meningococeal disease in the United States -
1986, L. Infect. Dis, 164: 368-374,1991.

REQUEIOH.IZ.; NASCIMENTOCMPC &
FAHRAT,C.K. Comparison of Counterimmu-
noelechophoresis, Latex Aggutinatios and
Bacterial Culture for the Diagnosis of Bacterial
Meningitidis using urine, serum and cerebros-
pinal fluid samples. Brazifian J Med. Biol.
Res., 28: 357-367, 1992,

. SCHIMID, AW & GALVAO, PALA. Alguns

aspectos epidemioldgicos da meningite menin-
gocdcica no municipio de Sio Paulo.Arq.
Hig Sadde pubL26 (87) : 15-39.1961

. SCHWARTZ B.; MOOREPS. & BROOME,C.V.

Global epidemiology of meningococeal disea-
se. Clin. Microbiol. Rev., 2;: 8118-8124, 1989,

. TIKHOMIROV.E. Meningococcal meningitis: glo-

bal situation and control measures. Word Health
Statistics, 40: 98-108, 1987,

. WHALEN C M HOCHINJ.C,; RYANA. & FRA-

SER,A. The changing epidemiology of invasive
meningococal disease in (Canada. JAMA,
273(5): 390- 394, 1995,

Recebido para publicacio em 16/04/98



Rev. Inst. Adolfo Luz,
38 (1) 4140, (994,

SALMONELLA: DETERMINAGCAO DE SOROTIPOS E RESISTENCIA A AGENTES
ANTIMICROBIANOS DE CEPAS ISOLADAS DE CARCACAS DE FRANGO
COMERCIALIZADAS NA REGIAO DE SAO JOSE DO RIO PRETO - SP

Jacqueline Tanury Macruz PERESH

Ivete Aparecida Zago Castanheira de ALMEIDA®
Sonta [saura de LLIMA*

Sueli Aparecida FERNANDES**

Ana Terezinha TAVECHIO**

Dilma Scala GELLI**

RIALA 6/849 J

PERESL J.T.M.; ALMEIDA, LAZ.C; LIMA, S.1.;: FERNANDES, S A, TAVECHIO, AT e
GELLIL D.S.- SALMONELLA: Determinacio de sorotipos e resisténcia a agentes antimicrobia-
nos de cepas isoladas de carcacas de frango comercializadas na regido de S#o José do Rio
Preto - SP. Rev Inst.Adolfo Lurz , 58(1): 41-46 1999,

RESUMO: De abril de 1995 a dezembro de 1996, foram estudadas 160 amostras de car-
cacas de frango, comercializadas na regifio de Séo José do Rio Preto - SP. Foram determina-
dos os sorotipos ¢ perfis de sensibilidade aos agentes antimicrobianos de todas as cepas de
Salmonella isoladas. Das carcagas analisadas, 54,38% estavam contaminadas por Salmonelia.
Foram identificados 18 diferentes sorotipos, dentre os quais Salmonella Enteritidis correspon-
deu a 59.77%. Verificou-se que 13,79% das cepas de Salmonella apresentaram resisténcia aos
agentes antimicrobianos testados. Os resultados obtidos demonstraram o alto indice de conta-
minagio por Salmonella em carne de frango. Considerando o consumo de alimentos de origem
animal, principalmente de aves, por um grande némero de pessoas, este fato possivelmente
tem propiciado a ocorréncia de numerosos surtos por §. Enteritidis na nossa regifio, nos glti-

MOSs &neos.

DESCRITORES: Carcaga de frango, Safmonella, sorotipes, resisténeia antimicrobiana,

INTRODUCAO

No género Salmonella estio classificados 2435 di-
ferentes sorotipos de acordo com & caracterizaciio bio-
quimica e sorologica”. Muitos destes sorotipos sio res-
ponsaveis por graves casos de infecgdes humanas espo-
rddicas e também por surtos. A ocorréneiz de cepas, con-
sideradas selvagens, resistentes aos antimicrobianos é
faio preocupante, quando observadas as caracteristicas
de patogenicidade da bactéria em questiio e a possibili-
dade de infeccOes extra-iniestinais, decorrentes de gas-

*  Instituto Adolfo Lutz- Lab. | de Sdo fos¢ do Rio Preto - Ruoa Alberto Sufreding, 2325 -

José do Rie Preto - SP.
#5 - Instituto Adolfo Lutz- Lab. Ceniral - Sac Paulo.

troenterites em grupos mais sensiveis da populagio,
como sdoe as criangas, idosos, imunossuprimidos e imu-
nocomprometidos™,

As enfermidades transmitidas por alimentos (ETAs)
representam um importante problema de satde publica,
ndo somente nos paises desenvolvidos mas também
naqueles em desenvolvimento™.

Os alimentos de origem animal e seus derivados,
contaminados por Salmonelia, t8m sido a maior fonte de
infecebes em humanos”. Dentre estes alimentos, a carme
de frango e os ovos, consumidos por todas as classes

Tel. (017 2242602 — CEP 15.060-020 -Sio
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sociais, tem sido os veiculadores de numerosos casoes de
infeccdes humanas, por Salmonella. O sorotipo predomi-
nante nestes alimentos € Salmonella enterica subsp.
enterica sorotipo Enteritidis (S, Enteritidis) que nos ulti-
mos anos tem sido a cavsa de numerosos surtos relatados
emn varias partes do mundo e também no Brasil, incluin-

do o Estado de Sfio Panlo™ %2+ () estudo relatando 23
surtos por S. Enteritidis na regifio de Sio José do Rio
Preto {no prelo), corrobora a importincia e significado
desta contaminagiio em termos de saide publica.

As aves podem ser contaminadas por Salmonella
ainda nas granjas por diversas fontes, como introdugéo
de lotes de aves infectadas, ambienie e ra¢io contamina-
da’. A contamina¢do das ragOes pode ser decorrente de
matéria prima", e pode ser agravada pelo uso nfo comre-
to de antibidticos, que iamrccem o surgimento de cepas
resistentes”. Durante seu armazenamento, a presenga de
roedores e outros animais domésticos e silvestres, € outra
fonte possivel de contaminacfio de ragdes”. Evidéncias e
estudos tém indicado que a utilizacio de produtos quimi-
cos, como o 4cido formico associado ao acido propidni-
€0, assim como ¢ processo térmico da peletizacao, con-
tribuem para diminuir os niveis de contaminacio das
ragdes*'™. [istas medidas, associadas a programas de
desinfeccdo ambiental de granjas, sfo necessarias, tendo
em vista a busca de solucio de problemas relacionados
comn a criacdo de aves e a postura de ovos em grande
escala”.

Entretanto, a transmissfo vertical, observada em
alguns sorotipos como S. Gallinaram, S, Pullorum e 5.
Enteritidis, representa fambém uma forma de manuten-
cio da infeccio através das geracOes de significativa
importinecia’. Estas aves, durante o processo de abate
podem favorecer a disseminacio da bactéria no ambien-
te do abatedouro e também entre as carcagas que sdo des-
tinadas ao consume humano’, pedendo estas ainda serem
contaminadas durante 0 armazenamento ou na eXposicdo
nos pontos de comercializagiio.

Considerando as implicac@es de satde piiblica rela-
cionadas com as salmonelas, o presente irabatho tem por
objetivo relatar os sorotipos isolados a partir de carcagas
de frango, assim como verificar o perfil de sensibilidade
dos mesmos aos agentes antimicrobianos disponiveis
para o tratamento das mfecgbes animals ¢ humanas por
essa enterobactéria.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de abril de 1995 a dezembro de
1996, foram encaminhadas 160 amostras de carcagas de
frango ao Instituto Adolfo Luiz, Laberatério 1 de Sido
José do Rio Preto.

As amostras eram procedenics de coletas realizadas
pelo Grupo Técnico da VigilAncia Sanitdria, DIR XXIH
de S.J.R.Preto. Segundo informacdes do referide drgio,
as amostras foram coletadas em nivel de mercado local
{supermercados, casas de carne, etc.).

As amostras foram recebidas em embalagem origi-
nal, acondicionadas em saco plastico fechado, restriadas
ou congeladas. Na embalagem original, constava a
marca do produto, porém sem cspcc;hcm necessaria-
mente o abatedoure ou granja. As 160 amostras refe-
riam-se a 8§ marcas diferentes, codificadas de A a H pelo
laboratério.

Para a determinagio de Presenca/Auséncia de
Salmonelle na carcaga. foi procedida analise conforme
segue: cada carcaca foi retirada de sua embalagem origi-
nal e acondicionada em saco plastico, onde, foi vertido
225 ml de Agua Peptonada a 1%, Tamponada (APT).
Procedeu-se o enxagiie da carcaca em APT, por agitacfio
do conjunte ¢ manualmente. O APT foi entdo vertido em
frasco estéril para a etapa de pré-enriquecimento ndo
seletivo (incubacio por 18-24h 3 35°C) . Apds esse perio-
do, aliquotas de APT foram semeadas em caldos de enri-
guecimento seletivo (Rappaport-Vassiliadis modificado,
Selenito-Cistina ¢ Tetrationato segundo Kauffmann) |,
todos incubados a 42° C por 24-48h. Na sequéncia, foi
realizado o Isolamento em meios seletivos diferenciais
(agares Mc.Conkey (MOC), Bniliant Green {(BG) ¢
Xylose-Lysine-Tergitol 4 (XLT4) ) por estrias na superfi-
cig ¢ incubados por 24h a 35°C | identificacio presuntiva
de colbnias isoladas a partir dos agares em meio JAL” ¢
caracterizagfio das mesmas por sorclogia polivalente O ¢
H de Salmonella. Estas etapas foram conduzidas por
metodologia recomendada por FLOWERS e cols®, modi-
ficada no que se refere & substituicio do calde de pré-
enriguecimento, do meio de identificagio presuntiva ¢ da
temperatura de incubagfio dos fres meios de enriqueci-
mento seletivo e ainda, inclusfic dos meios BG, XI T4 e

Rappaport-Vassihiadis modificado.

As cepas isoladas foram encaminhadas a Secio de
Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz-Sio Paulo, para
confirmacio do género e para caracterizagio do sorotipo,
conforme meiodologia descrita por Popoff e Le Minor”,

Os testes de sensibilidade foram realizados a partir
de cada cepa isolada e identificada. O método usado foi
de difusdo em 4gar, conforme descrito por Bauer e cols?.
Foram utilizados discos da marca Cecon impregnados
com os antibidticos abaixo identificados. nas concentra-
¢Oes assinaladas: cefalotina-CF (30 ug), carbenicilina-
CR (100 pg), sulfonamidas-SE (300 pg); cefotaxima-
CTX {30 ng); ciprofloxacina-CIP (5 pg); tetraciclina-TT
(30 ug}; cloranfenicol-CO (30 ug); gentamicina-GN (10
ug); ceftazidima-CAZ (30 ug); cefuroxima-CRX (30
ug); ampicilina-AP (10 pg): fosfomicina-FO (50 pg)
kanamicina-KN (30 ug); sulfazotrim-SFT (25 ug) ¢
cefoxitina-CFO (30 ug).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de positividade para presenca de
Salmonella, assim como a distribuicio de sorotipos,
esto descritos na Tabela 1. Observa-se que o nimero de
amostras relacionadas com cada marca ndo € proporcio-
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nal, porém estd relacionado com a presenca, frequéncia
¢ distribuigfio das mesmas no mercado local, segundo
informacdes da Vigildncia Sanitaria.

Ag carcacas contaminadas tem implicagdes epide-
miol6gicas, cspeudlmcme se forem consideradas todas
as possibilidades de contaminagOes cruzadas. Essas con-
taminagbes podem ocorrer tanto em refrigeradores domi-
ciliares ou comereiais, quando alimentos ja prontos para
0 consumo entram em contato direto ou indiveto com
produtos crus, como gotejamentos, ou sua introducio
através de utensflios efou equipamentos que contenham
resfduos da carne crua*”'.

A porcentagem de amostras positivas ¢ de 54,38%,
significativa e sugestiva de freqiiéncia da distribuicio da

Salmonella em carcagas de aves, mostrando-se mais ele-
vada quando comparada com os resultados encontrados
por Gonzalez e cols’ (40,74%) e Nascimento e cols"
£12,24%) nas andlises de carcacas de frango comerciali-
zadas na regifio do Grande Rio - RJ e oriundas do sul do
pafs, respectivamente.

Foram isoladas 87 cepas de Salmonella & caracteri-
zados 18 sorotipos identificados na Tabela 1. A elevada
freqgiiéneia de isclamento de S. Enteritidis (59,77%) nas
carcagas analisadas pode estar associada ao intercimbio
comercial de matrizes de aves entre pafses’. Além disso,
a sua capacidade de transmissZo vertical as geracOes
subsequentes®, assim Como $ua presenga no Ineio
ambiente, permitiu a sua disseminacio no nosso meio.

TABELA 1

Positividade e distribuicio de sorotipos isolados segundo as marcas /No. Amostras analisadas

MARCAS/N°de Amostras - N* Cepas isoladas

SOrotipos

SOROTIPOS A/S3 BR/A30 C/38 D/13 E/R F/8  (G/5 H/S TOTAL/16D % isolamento
S. Enteritidis 27 0o 08 03 03 02 - - 52 59,77
S. Albany 03 - - - - - - - 05 5,75
S. Agona 03 01 - - - - - “ 04 4,60
S. enterica subsp

enterica cepa rmgosa 01 - - - - or 02 - 04 4,60
S. Mbandaka 02 - - - - 01 - . 03 3,45
S. Infantis - 02 - - - - - 01 03 3,45
8. Gloucester - (33 - - - - - - 03 3,45
5. Schwarzengrund 01 - - - 01 - - - 02 2,29
S. enterica subsp

enterica, 113,19+ - - - - - - g2 - 02 2,29
S. enterica Sub%p

enrewc’a 912 . - - - - - N - - 1 1,15
S, enterica subsp

chterica, 4,12:gs8t___ - 01 - - - - - - 01 1,15
S. Senftenberg 0l - - - - - - - 01 1,15
S. Ealing - - -0l - - - 3 115
S. Emek - - - - - 01 - - 01 1,15
.S, Arechavaleta - 13 - - - - - 01 1,15
S. Lexington 01 - - - - - - - (1 1,15
5. Livingstone - 01 - - - - - - 01 1,15
S. Hadar 01 - - - - - - - 01 1,15
TOTAL 42 I8 08 04 04 06 04 01 g7* 100%

* 54,38% de amostras positivas para Salmonella

A variagdo de sorotipos encontrados sugere a conta-
minacdo das aves através de mais de wma fonte™,
podendo ser uma das principais, o uso da racio prepara-
da industrialmente como alimento exclusivo na avicul-
tura em nivel industrial”, possibilitando a disseminagdo
nas aves, de sorotipos de Safmonella nfo adaptados ou
comumente adaptados a elas.

Em relacio acs testes de sensibilidade, a Tabela 2
apresenta a resisténcia aos agentes antimicrobianos veri-
ficada em 12 cepas (13,79%) pertencentes a 6 sorotipos.
Néao constam da Tabela os sorotipos e cepas que ndo
apresentaram resisténcia, ou seja, as 75 (86,21%) cepas
sensiveis. Nota-se que oS sorotipos que apresentam
resisténcia sdo 08 que podem ser considerados de maior
importincia a satde publica™*.



PERES], J.TM. ALMEIDA LA Z.Co LIMA, 81, FERNANDES, S A TAVECHIO, AT, e GELLL D.S - SALMONELLA: Determinagdo de sorotipos ¢ resistncia a

agentes antimicrobianes de cepas isol

adas de carcagas de frango comercializadas na regifio de 880 José do Ric Preto - SP. Rew/nst. Adolfo Lutz | 58(1) 41-46, 1999

Pelos resultados dos testes de sensibilidade aos
agenfes antimicrobianos, observou-se que o$ sorotipos
apresentaram indice relativamente baixo de resisténcia,
proximo ao apreseniado, por Vital Brazil e cols®.

Em relacfio & S. Enteritidis, a aquisicio de resistén-
cia a mais de um antibidtico demonstrado por algumas
cepas, também relatado por Tavechio e cols™, tem impli-
cagdes epidemiolégicas considerdveis e é notavel quando
se observa que sua prevaléncia € recente em nosso meio.

CONCLUSAO

Apesar de ser observado nesse trabalho uma grande
porcentagem de cepas sensiveis a todos 0s agentes anti-
microbianos testados, a deteccBo de cepas multirresis-
tentes de S.Enteritidis € preocupante, uma vez que, além
desse serotipo ser o mais frequentemente isolado nesse
estudo, ele também tornou-se o sorotipo predominante

em surtos de enfermidades transmitidas por alimento nos
ultimos anos no Estado de Sio Paulo.

Apresenca de cepas resistentes a agentes antimicro-
bianos dificulta a escolha terap@utica, representando um
fator agravante no controle da infecgiio humana e animal.

Baseado na frequéncia da distribuicio de Salmo-
nella em carcagas de aves, nos nUMeTosos sorolipos iso-
lados e na presenca de cepas resistentes a agentes anti-
microbianos, conclui-se que € importante a realizacdo de
um controle higiénico-sanitdrio efetivo em todas as eta-
pas da cadeia alimentar, desde a produgio animal até o
consumidor.

Deve-se identificar ¢ comrolar todos os pontos cri-
ticos durante as etapas de comercializagio, conservagio
e preparo dos alimentos. Para tanto, é necessdrio implan-
tagdo de programas de orientaclo de manipuladores de
alimentos, particularmente no manuseio de produtos
crus de origem animal como medida preventiva de riscos
a saude do consumidor.

TABELA 2

Resisténcia aos agentes antimicrobianos dos sorotipos de Salmonelia

Marcas de resisténcia

Sorotipos - n” de cepas

S.Agona 5. Eateritidis  S. Hadar S. Mbandaka  S.Gloucester S, entferica

subp enterica
4, 12:g.8,t:—

SF f 0 0 i 0 1

FO 3 0 0 0 0 0

TT 0 0 I 0 4§ 0

CRX 0 0 0 0 3 0

SE,GN 0 1 0 0 0 0

CECFO,CRX,TT 0 1 0 0 0 0

TOTAL 4 2 1 f 3 1

SFisulfonamidas); CRX(cefuroxima); CFO(cefoxitina).

FO(fosfomicina); GN(gentamicina);

TT( tetraciclina); CF(cefalotinay;
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ABSTRACT: From April 1995 to December 1996, 160 samples of chicken carcasses com-
mercialized in the Sdo José do Rio Preto area were studied. Safmonella serotyping and antimi-
crobial susceptibility patterns of all strains isolated were carried out. Eighty-seven (54,38%}) out
of 166 carcasses were Salmonella-positive with 18 serovars identified. The most frequent sero-
var was Salmonella Enteritidis (59,77%). Concerning to the antimicrobial susceptibility tests,
13,79% of the Salmonella isolates were resistant o the antimicrobial agents used. These fin-
dings show the high rate of chicken meal contaminated by Salmonella. Probably, this fact has
facilitated the occurrence of many S. Enteritidis outbreaks in cur area, taking into account the

consumption of animal origin food, mainly from poultry, by a large number of people.

Keywords: chicken carcasses, Salmonella, serovars, antimicrobial susceptibility
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RESUMO: As Enfermidades Transmitidas por Alimentos {ETAs) causadas por salmone-
Ia sdo consideradas um dos mais importantes problemas de Satide Piblica, tanto nos paises em
desenvolvimento como em paifses desenvolvidos. Significative aumento no niimero de surtos
por 8. Enterititidis tem sido observado na Grande Sdo Paulo desde 1994, Foram relatados no
periodo de outubro de 1994 a junho de 1997, 18 surtos de ETAs causadas por salmonelas
envolvendo 23 alimentos, sendo que em 13 (72.2%) surtos foram identificados Salmonella
Enteritidis. Os alimentos envolvidos foram predominantemente de origem animal, em especial
ovos e seus derivados. O método analitico empregado foi uma modificacdo do descrito no
“Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods™, APHA. A relevin-

cia e a gravidade deste microrganisino como agente de ETA ¢€ discutido nesie trabalho,

DESCRITORES: Enfermidades Transmitidas por Alimentos, Safmonella. ovos e deriva-

dos.

INTRODUCAO

As Salmonella sp s8o agentes freqglientes de sortos
de Enfermidades Transmitidas por Alimentos. B um
microrganismo entérico, podende estar presenie no
infestino de animais de sangue quenie €, mais raramente,
também nos de sangue frio. Em funcfio da capacidade de
disseminacdo, no meito ambiente, esta bactéria pode ser
isolada de locais variados e diferentes (dguas doces
superficiais, costa maritima, cames de animais, pesca-
dos, verduras, ovos, etc.) e consequentemente, de diver-

sas matérias primas alimentares. Pode. ainda, ser veicu-
lada pelo proprio homem, neste caso na condiciio de por-
tador assintomitico®.

J4 foram descritos mais de 2000 sorotipos de Sal-
monella, Porém, somente wma fragfio dos mesmos estiio
relacionados com doencas humanas. Em determinados
periodos de tempo, considerando-se algamas décadas,
ocoree a prevaléncia de 2-3 sorolipos nas infecgdes
humanas™=.

Apesar de ndo ser formadora de esporos € portanto
apresentar termo sensibilidade de células bacterianas

*  Segéo de Microbiologia Alimentar — Divisdeo de Bromatologia & Quiinica - Instituto Adolfo Lutz ~ S0 Paulo.
*“* Setor de Enterobactérias ~ Diviso de Biojogia Médica — Instituto Adolfo Lutz - 5o Paulo.
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vegetativas, além de outras caractersticas como ndo
sobrevivéncia em pH 4cidos, a ocorréncia de surtos por
Salmonella sp ¢ freqliente. As causas sio vdrias, em
especial a jd citada capacidade de disseminacio, relacio-
nada com possibilidades de contaminacio cruzada em
ambiente de preparo de alimentos, com consegiicnte
multiplicaco, associada ao tempo decorrido entre pre-
paro e consumo de alimentos™,

Desde a década de 80, o sorotipo Enteritidis tem
sido considerado prevalente ¢ associado ao consumo de
aves ¢ ovos. Bste sorotipo consegue se manter em ovidu-
tos de matrizes, 0 que leva a contaminacio interna das
gemas de ovos. Ainda, a sua recontaminacio em alimen-
tos ja cozidos também esta associada A ocorréneia de sur-
tos alimentares, tanto no Brasil como nos demais paises.

Levantamentos realizados nos Estados Unidos,
onde os surtos sfo notificados de forma mais sistemati-
zada, revelam que, no periodo de 1988 a 1992, ocorre-
ram 549 episodios por Salmonella, 69% do total de noti-
ficacbes. Destes, 60% foram pela 5. Enteritidis, o que
demonstra a importincia deste sorotipo no perfodo con-
siderado. Outro dado mmportante, é a capacidade deste
sorotipe causar inlecgdes extra-intestinais, inclusive
com casos fatais®. Nos pafses da Europa. os dados exis-
tentes revelam situacfo semelhante 4 descrita para os
Hstados Umdos™™"? Apesar da existéneia de sistema
para notificaciio de doencas alimentares, nos paises cita-
dos incluindo o Japdo e o Canadé, reconhece-se que o8
dados existentes nio relratam a totalidade de surtos por
esta eticlogia’. No Brasil, ounde tal sistema € incipiente,
com exceclo do Estado do Parané, os relatos sfo ainda
mais escassos™’.

Na legislacio brasileira, os limites constanies para
esta bactéria é de auséneia em 25g. Entretanto, existe
uma quantidade necessdria para a ocorréncia da doenca
humana. Esta quantidade, ou dose infectante, pode variar
em funclo do sorotipo e da afinidade dos mesmos a
determinadas espécies animais: por exemplo, menos de
10 células da 5. Typhi, exclusivamente humana, ¢ sufi-
ciente para desencadear doenga no homrem, enquanto sio
necessérias 10%/g da §. Pullorum, adaptada as aves, para
enfermar o homem™. Para a elucidagio de surtos por esta
etivlogia, nio € suficiente verificar presenca em 25g,
assim como nfo sio adequados resultados de presenga
de Salmonella em 25g. Entretanto, em algumas situa-
¢hes, & possivel realizar a andlise em aliquotas determi-
nadas, quando se trata de amostras semi-elaboradas, ndo
prontas para consumo, que terdo resultados indicativos
da presenca do agente, e em ambiente hospitalares, para
0s quais, a presenca sem a quantificagiio pode ser ejuct-
dativa de surtos, uma vez que se trata de consumidores
sensiveis, seja por faixa etdria extrema (bebes ¢ idosos)
ou por doengas concorrentes. No caso de andlise de
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dguas, a aliguota deve ser maior, considerando o tempo
de incubaciio da doenca (acima de 6 horas) e a diluicio
“natural” dos reservaldnios e pogos.

() presente trabaiho tem por objetivo o relato de
observacdes laboratoriais obtidos da andlise de alimen-
tos envolvidos em surfos alimentares, efetivamente con-
sumidos, ou semi elaborados e de amostras da mesma
partida usada para o preparo de alimentos (ovos/maione-
se ou mousse), de surtos ocorridos por esta etiologia, no
periodo de outubro de 1994 a junho de 1997, na cidade
de S#o Paulo.

MATERIAIS E METODOS

Das amostras enviadas para clucidacio de surtos de
Enfermidades Transmitidas por Alimentos, no perfodo
de outubre de 1994 a junho de 1997, 23 foram positivas
para Salmoenella, assim distribuidas: 5 maioneses; 2
bolos; 2 mousses; 4 alimentos i base de carnes {destes, I
coxinha ainda por fritar, 1 coxa de frango frita e I espe-
to de almdndega cru); 3 de dguas; 1 de ovo liofilizado ¢
i de ovos inteiros, da mesma partida dos usados para o
preparo de alimento; 2 pratos a base de cereais (arroz
cozido e salada de lentilha), 2 de leite reconstituido
(mamadeiras) ¢ 1 de alimento & base de legumes (batata
cozida).

As amostras se referem a 18 surtos, sendo 7 em
1994 (de 2 dentre os 7, foram ecnviadas 2 amos-
fras/surto); 5 em 1995 (de 1, foran entregues 3 amos-
tras); 2 em 1996 e 3 de 1997 (de 1, foram enviadas 2
amostras}.

As solcitactes de andlise continham poucas infor-
magdes sobre nimero de expostos e de afetados, periodo
de incubacdo ¢ sinfomas e sinais clinicos prevalentes.
Dentre os acometidos; entretanto, todas as solicitaches
indicavam diarréia e febre, o gue permitiu dirigir 3 and-
lise para este agente etioldgico.

Quando da anélise de amostra de alimentos eletiva-
mente consumidos, a metodelogia analitica [oi confor-
me descrito no Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (APHA), modi-
ficada no que se referc ao caldo de pré-enriquecimento
{Agua Peptonada a 1% - APT-1%), as diluicSes seriadas,
quando aplicdvel, em APT-1% (até a dilui¢do de 107), a
ufilizagiio dos caldos de enriquecimento seletivo
{Rappaport-Vassiliadis modificado e caldo selenito-cisti-
na), incubados a 42°C por 24, 48hs e até 5 dias e pla-
queamento nos metos Salmonella-Shigella (SS), Verde
Brithante (BG) e Sulfito de Bismuto dgar {BSA). O iso-
tamento das coldnias suspeitas fol feito em meio
Instituto Adolo Lutz (JAL), para a identiflicagio presun-
tiva de enterobactérias. As colfnias que apresentaram
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reacdo caracierfstica de Salmonelas, neste meio, foram
testadas {rente aos antisoros polivalentes 07 e “H”. Nas
amostras cruas ¢ em uma amosira de arroz cozido nio
foram realizadas as etapas de diluigdes seriadas. Na
amostra de dgua um volume de 1000 mi foi filtrado em
membrana de 0,45 pm de dimetro. Apds a filragem, a
membrana foi colocada em 225ml de APT-1%. Uma
amostra composta de 6 ovos inteiros foi analisada con-
forme segue: o8 ovos foram guebrados em capela de
fluxo izminar, separando-se as gemas ¢ desprezando-se
cascas € claras. As gemas foram homogeneizadas ¢
acrescentou-se APT-1%, v/v. Apds o enrtquecimento ndo
seletivo (18-24h a 35°C),procedeu-se As elapas analiticas
conforme j4 descrito, tanto para as membranas filtrantes
COTRO para as gemas.

Uima vez caracterizada como Salmonella, as cepas
foram enviadas para o Setor de Enterobactérias da Se¢io
de Bacteriologia Médica do 1. AdoHo Lutz Central, onde
foram sorotipadas segundo metodologia descrita por
Popoff & Le Minor®.

RESULTADOS

Os resultados obtidos, anualmente, por alimento,
sorotipo e aliquotas posifivas, estdo expressos nas
Tabelas 1 {owtubro a dezembro de 1994), Tabela 2
(1995), Tabela 3 {1996} ¢ Tabela 4 (Jan, a Jun. 1997},

Os dados constanies nas solicitagdes de andlise
foram: 103, sem referéncia ou histérico de expostos/afeta-
dos; 1, relatando 20 afetados; 1, assinalando 28 hospita-
lizados e 1 caso fatal (1994); 1. com 100 afetados por
consumo de ovo liofilizado: 1, com 100 afetados por
bolo; 1, com 18 afetados por maionese e 1 caso f{atal
{19895}, 1 com cerca de 500 afetados por consumo de
salada de lentilha (1996); 1, com cerca de 30 afetados
por consumo de arroz cozido; I, relatando 223 expostos,
dentre os quais [0 afetados por consumo de coxa de fran-
zo (1997).

Nos surtos com relato de casos fatais, os alimentos
envolvidos, o sorotipo e as maiores diluigdes positivas
sao: em 1994, uma amostra de carne assada com S,
Enteritidis até a diluigio 107 ¢ uima maionese, do mesmo
surto, também com até a diluicdo 10~ de S, Enteritidis;
em 1995, presenca de S. Enteritidis até a diluigao 107 em
maionese.

Com relaciio aos resultados de mais de 1 amostra
relacionada com o mesmo surto, observa-se, dos surtos
de 1994, a presenga de S, Infantis em batata cozida (até
10 e maionese (até 107 e em carne assada e maionese,
ambas com até 107 S. Eateritidis/g; dos surtos de 1995,
gemas de ovos crus (presenga em 25g), mousse de cho-
colate (até 107) ¢ mousse de limio (até 10°) também com

positividade para a 5. Enteritidis e, a partir de materiass
de outro surto, presenga em Smi de 8. enierica subespé-
cie Arizonae 61:-:1,5 de 2 formulas diferentes de mama-
detras (leite reconstituido),

TABELA 1
Sorotipos e gquantificacio de salmonelas encontradas

nos diferenies {ipos de alimentos envolvidos nos surtos
ocorridos na Grande Sdo Paulo, no ano de 1994,

TIPO DE

ALIMENTO SOROTIPO QUANTIFICACAO
Agua S 167 ek pres. em 1000 ml
/fxgua S b 50z pres, em 1000 ml
Agua S. Panama pres. em 1060 ml
Salgadinho S. Enteritidis pres.em 25 g
Maionese &, Enteritidis até dil. 107
Maionese S. Infantis até dil. 10
Batata cozida 5. Infantis até dil. 10
Maionese S. Enteritidis pres.em 25 g

Carne assada S, Enteritidis pres. em 25 g

TABELA 2

Sorotipos e quantificaglio de salmonelas encontradas
nos diferentes tipos de alimentos envoividos nos surtos
ocorridos na Grande Sio Paulo, no ano de 1993,

TIPO DE
ALIMENTO  SOROTIPO  QUANTIFICACAO
Ovos S, Epteritidis  pres. em 6 unidades
Mousse de

chocolate S. Enteritidis  até dil, 107
Mousse de

jimdo S, Enteritidis agé dil. 107
Espeto de

almbndega 5. Enteritidis
Ovo liofilizado S, Enteritidis

pres.em 25 g
até dil. 107

Bolo 5. Enteritidis até dil. 109
Maionese S. Enteritidis até dil. 107
Majonese 5. Enteritidis até dil. 107
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TABELA3

Sorotipos e quantificagiio de salmonelas encontradas
nos diferentes tipos de alimenios envolvidos nos surtos
ocorridos na Grande Sio Paulo, no ano de 1996.

TIPO DE ]
ALIMENTO SOROTIPO QUANTIFICACAO
Lentitha S. Enteritidis até dil. 107
Bolo S. Enteritidis até dil. 107

TABELA 4

Sorotipos ¢ quantificaciio de salmonelas encontradas
nos diferentes tipos de alimentos envolvidos nos surtos
ocorridos na Grande Sio Paulo, no ano de 1997,

TIPO DE

ALIMENTO SOROTIPO QUANTIFICACAQ

Coxa de frango 5. Enteritidis pres.em 25 g
Arroz cozido 5. Enteritidis pres. em 25 g
Leite
reconstituido 8. enterica, subespécie
Arizonae 61:-:1.5 pres. em 5 mi
Leite
reconstituido 8. enterica, subespécie

Arizonae 61:-11,5 pres. em 5 ml

DISCUSSAQO E CONCLUSOES

Os resultados obtidos, no presente trabalko, estdo
de acordo com os dados da literatura especifica sobre a
importincia do género Salmonella, nas Enlermidades
Transmitidas por Alimentos’™ 17 ¢ a prevaléacia da S.
Enteritidis internacionalmente ou na situagdo endémica
atual >+ E importante assinalar que a notificacio de
surtos por conswmo de alimentos € incipiente em Nosso
meio. Desta forma a real ocorréncia desta doenca nio
podde ser fundamentada apenas nestes dados (de 23 cepas
tsoladas 16 pertencendo a este sorotipo).

Embora por andlises laboratoriais niio seja possivel
a completa explicac@o das causas que favoreceram os
surios, € Interessante observar que amostras diferentes,
relacionadas com o mesmo surto. apresenfam o mesmo
sorotipo, permitindo concluir que a contaminagfo cruza-
da nio é rara, no preparo final de alimentos™.
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Considerando o mimero de células vidveis obtidas
dos alimentos prontos para consumo, excegio das amos-
tras de dgua, mamadeiras ¢ arroz cozido, nas demais
foram encontrados niveis a partir da diluigio 107, até a
diluicdo 1, tanto em surtos por sorotipo [nfantis como
S, Enteritidis. A indicagio de hospitalizacdes ¢ de casos
fatais obtidos, se referem a surtos pela S, Enterttidis. Em
ambos 0s casos fatais, mais do que wm alimento consu-
mido estava envolvido com a veiculaciio deste agente, 0
gue pode ter potenciatizado o mimero necessdrio para
causar a doenga ¢ sua consequente fatalidade.

No que se refere & amostra de ovo liofilizado, € pos-
sivel concluir que os mesmos foram preparados a partir
de ovos contendo a Salmonella, atingindo ndmeros altos
antes da liofilizacfio. Nio havia informagio sobre pas-
teurizacio prévia; porém, caso tenha sido realizada, o
provavel € que 08 0vos se recontaminaram e foram man-
tidos em temperatura e condiges compativeis com a
multiplicacdo deste agente. Em qualquer das situacOes
os resultados obtidos sdo preocupantes, revelando des-
cuido ¢ despreparo da inddstria liofilizadora.

Ainda. observa-se que o consumo de alimentos 2
base de ovos contaminados ¢ de aves pode ser conside-
rado como veiculador prevalente de ETAs. Dos surtos
relatados, 7 estdo relacienados com o consumo destes
alimentos; no caso de 1 dos holos (1995), a cobertura era
de clara crua batida em neve. Este achado confirma os
dados de literatura®***¥,

O presente trabalho permite concluir que:

— as atividades de clucidagfio de agentes de ETAs
devem ser sistematizadas, por notificagio obrigatéria
destes eventos,

— ag informacdes de expostos/aletados, periodo de
incubacdo e sinais ¢ sintomas prevalentes sfo de impor-
tancia para que o laboratdrio possa conduzir as determi-
nagGes analiticas de forma mais especifica;

-— ernbora seja possivel a analise de matérias pri-
mas ¢ de produtos semi-acabados, como indicativas da
presenca do agente, o diagndstico deve ter por base 0s
alimentos efetivamente consumidos pelos afetados;

-— hé necessidade de programas que possibilitem
informacdes sobre higiene de alimentos e aplicacio dos
principios do sistema de Andlise de Perigos, Pontos
Criticos de Controle (HACCP), tanto para a preparacio
final de alimentos, como para as indistrias.

- 08 laboratdrios devem realizar quantificactes a
partir de amostras relacionadas com ETAs;

—- a sorottpagem ¢ de fundamental importéncia
para o estudo epidemiolégico e de aspecies de manipu-
lacAo/preparo higiénico de alimentos.
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JAKARI, M.; BUZZO, A A.; RISTORI, CA.; TAVECHIO, AT, SAKUMA, H.; PAULA,
AMR.; GELLI, D.S. - Laboratorial observation about 'oodborne Salmonetlosis outbreaks in
Great Sao Paulo city, from 1994 10 1997, Rev. Inst. Adolfo Lutz, 58 (1): 47-51, 1999,

ABSTRACT: Foodborne diseases by Salmonella sp are one of the most important pro-
blems in Public Health. Since 1994 a significant increase of S. Fnteritidis outbreaks have been
notified in the Great S&o Paulo city. From October 1994 to June 1997, 18 foodborne disease
outbreaks due to Salmonetla were reported, involving 23 different kinds of foods. S. Enteritidis
was responsible for 13 (72.2%) of the outbreaks.

Key words: Foodborne diseases, Salmonefla sp, eggs and sub-products,
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SABINO, M; INOMATA, E.L.; LAMARDO,L.C.A.; MILANEZ, T.V.; NAVAS, S.A. & ZOR-
ZETTO, M.A P~ A survey of the occurrence of aflatoxins in groundnuts (peanuts) and ground-
nut products in Sfo Paulo State/ Brazil in 1994, Rev.inst. Adolfo Lutz, 58 (13 53-57, 1599,

ABSTRACT: Survey results of 321 samples of groundnuts (peanuts) and groundaut prod-
nets obtained from the Inspection Service of the Sanitary Guidance of the Health Secretary of
Sao Paulo (totaling 321 samples) collected in an one-year period (1994} showed levels of afla-
toxins B, and G_above 30.0 ng kg for 36% of the samples. All samples were analyzed by thin-
layer chrematogrdphy and results quantified by visual analysis. The aflatoxins concentration
of the samples varied from 5.0 to 2440.0 pg kg’ and the 90" percentil was 489.0 ug kg’ A total
of 116 samples (36%) showed concentrations greater than permitted by Brazilian Legislation
which, for aflatoxins B + G, is 30.0 pg.kg" for food (domestic consumption). The limit of
determination of the method was 5.0 ng.kg'.

This survey reconfirmed the extent dnd level of occurrence of aflatoxins in groundnuts
and groundnut prodaets in Sdo Paunlo and also showed that the mycotoxin problem sl exists,
mainly due o conditions of temperature and humidity prevalent in the State of Sio Paulo that
are favorable to the growth of toxigenic moulds.

DESCRIPTORS: aflatoxins, peanuts, peanuats products, thin-Tayer chromatography.

INTRODUCTION

Aflatoxins are a gronp of secondary metaboliles
produced by three species, Aspergillus nomius,
Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus *. They are
toxic to different animal spectes, and aflatoxin B, 1s the
most toxic of this group. It is kepatotoxic and was clas-
sified as class 1 human carcinogen® . Aflatoxin produc-
tion is favoured by temperature of 25 to 30° C, high
humidity and high water activity (0.86-0.96}). If the

* Realizado na Sechio de Quimica Bioldgica
¥ Do Instinne Adoifo Luz

moisture content of the commaodity goes above a certain
level aflatoxin formation may occur®®,

Aflatoxin contamination is a large problem in
groundnuts and groundnut products in Brazil, a tropical
country where mould growth is favored by the condi-
tions of high humidity and temperature. cultivation , har-
vest, transportation and storage .

Most Brazilian groundnut are grown in Sao Paulo
State. There are yearly two crops of grounduts, the first
one, the rain crop, is harvested from January to March
during the summer. The second one is smaller and # is cal-
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fed the dry crop, it goes from May to June. Temperatures
and humidities are high in the west of Sdo Paulo State
which is the main groundnut producing area. Table 1
shows its area and production of groundnut first crop (rain
crop - the main one). Measures needed to improve the
situation are often difficult to introduce, because an effi-
cient extension service is still being developed.

TABLE 1
Area and production of groundnut first harvest, Sdo

Pauolo State, outstanding Regional Agriculture Divisions
(RADs). Harvest 1993/94 and 1994/95.

AREA{ha) PRODUCTION
(MEBAG 25 Kg)
RADS 1994 19935 VARIA- 1994 1995 VARIA-
TION% TION%
Maritia 9000 10,325 147 660 365 447
Ribeirio
Preto 21,630 26250 214 2,200 2630 195
Siao Carlos 6,970 10,300 478 560 815 455
Vaic do
Parapapunema 3,345 2652 9.2 185 270 459
Presidents
Prudente 3,695 3,820 -47 300 260 -133
Others 8,460 7,383 104 565 500 4.4
State 53,100 61,630 6.1 4470 4930 103

Source: Instituto de Economia Agricola (IEA) and
Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (CATD

Groundnut production in Brazil was 956,000 tons
in 1972, an increase of 100% over that in 1960, However
investments in sovbean cultivation in the early 1970s
caused groundnui production to decrease 1o levels equal
to or less than in [958. Groundnut production has
decreased so much that it is no longer competitive with
soybean as an oil crop ** (Table 1} Groundnut cultivation
is mainly done by small farmers using rudimentary
sysiems which are vulnerable to mould infection, and
aflatoxin production.

Aflatoxin contarnination s a public health concern,
50 the Instituto Adolfo Lutz monitorizes the incidence of
these substances in groundnuts and groundnut products
periodically. This paper is a complement toof others sur-
veys done before > in order to know the real condition
of these products concerning affatoxins.
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MATERIAL AND METHODS

Sample collection

Representative | kg were taken from 321 samples
of groundnuts and groundnut products from different
markets and milling factories located in Sdo Paulo State
by the Inspection Service of the Sanitary Guidance of
Health Secretary of Sie Paulo State, from January to
December, 1994,

Fxitraction

Aflatoxins were determined using the TLC method
of Scares & Rodriguez-Amaya™as follows: the finely
ground sub sample (50g) was blended with a mixture of
270 mL methanol and 30 mL of 4% KC1. After blending
for 5 min. the mixture was filtered throught fluted paper.
Then, 150 ml. of the extract was cleaned up by adding
10% CuS0, plus Hyflo Super Cel, stirred with a glass rod
and filtered through fluted paper. A 150 mL volume of
this filtrate was extracted with CHCL (10mL x 2 ). This
combined chloroform extract was evaporated to near
dryness in a steam bath , transferred quantitatively with
CHCI to a sample vial (ca I-2 g) and evaporated to
dryness in a steam bath under a stream of nitrogen,

TLC determination

The amount of 5.0 ul of the chloroform extract was
spotted on the same plate with the standards at different
concentrations. The mobile phase used was toluene:
ethyl acetate:formic acid 90% (50 + 40 + 10) v/v. . The
developed plate was dried and then observed under long
wave ultraviolet light (366 nm). The intensities of the
fluorescent spots were compared with the aflatoxin stan-
dards by visual observation. The detection limit of this
method was 2.5 ug kg' . The identity of aflatoxins B, and
G, were confirmed by the formation of the characteristic
derivatives after reaction with triflucroacetic acid.” The
determination Iimit of the method was 5.0 pg.kg*.

RESULTS AND DISCUSSION

A summary of the results from the survey of aflato-
xin contamination is show in Table 2. The natural inci-
dence of aflatoxins in these samples was high. About
36% (116) of the samples studied showed contamination
exceeding that tolerated by Brazilian legislation, a maxi-
mum level of 30.0 pg. kg' for aflatoxin B, plus atlato-
xin G . 44% (142) of the samples showed levels of afia-
toxins (B, + G) that varied from 5.0 to 2440.0 ugkg".
The amount of aflatoxins in mest of the positive samples
(42/142) ranged from 400 to 2440 pgkg’. However, 12
samples contained more than 1000 ug aflatoxins kg
with a 90* percentile value of 489 pg kg’
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TABLE 2

Incidence of AFB, and AFG in groundnuts and groundauts products from several regions in Sio Paulo State

TOTAL N# N# Ne AVERAGE OF POSITIVE 90*%  RANGE

SAMPLES SAMPLES SAMPLES SAMPLES SAMPLES (pgkg"y MIN-MAX
>Spgkg! 5-30ugkg!'  >30ugkg! (ugkg”) (ugkg"

321 142 (44.2%) 26 (8.1%) 116 (36.1%) 305 489 5-2440

There have been several previous studies of aflatoxin
contarmination of peanits in Brazil. Sabino” analysed 300
samples of many products including groundnuts and
groundnut products and observed that, in the period 1971-
1975, the levels ranged from not detected {o 7,800 ug kg
|, with a mean of 1,131 pg.kg'. 37% of the samples excee-
ded the limit established by Brazilian legisiation. Scussel
& Rodriguez-Amaya” analysed samples of groundnuts
and groundnut products purchased at random in different
supermarkets and stores in Campinas (So Paulo State} in
1980-1982. Of the 241 sampies analysed, 128 gave posi-
tive results, of which 92 exceeded the 30.0 pg.kg" limat.
The highest fevels encountered for aflatoxins B and G,
were 1,282 and 476.0 pg kg’ for “pacoca” (candy made
with peanuts), 1,904 and 69.6 ug kg for raw shelled pea-
nuts and 1,026 and 366 ug.kg' for soypeanut. Sabino et
al.' observed aflatoxin contamination in 1,374 samples of
groundnut and groundnut products from Séo Paulo during
the period 1980-1987. The incidence rate and the aflatoxin
levels varied from year {0 vear with no definied pattern.
The highest mean level was obtained in 1983 when 49%
of 198 samples were positive with a mean level of 333
ngkg' ;s the range was §8-864 nugkg’. The most contami-
nated sample, belonging to the 1985 lot, had 6,561 ug.kg
". During this year, aflatoxins were detected in 28% of 275
samples, the mean being 91 ugkg'. The highest inciden-
ce ocaurred in 1982 when 71% of 132 samples were posi-
tive; the range was 8 - 2,500 ngkg’. Ricciardi and
Ferreira" analysed 49 samples of groundnuts and 38 of
groundnut candies for aflatoxing, collected from the
Ribeirdo Preto region - S30 Paujo. Aflatoxin B was detec-

ted in 67.2% of the samples, 24.5% being above and
32.7% below the regulatory HEmit, All these studies show
the continuzing problem of aflatoxin contamination in
groundnuts, even when the contamination occurred so
high as years ago>®!h =528 Byt the problem still exists.
In years when rain is copious during harvesting, 40-80%
of the crop may be contaminated with aflatoxins . The
products offered for export have been rejected by impor-
tng countries because of this contamination. It appears
that environmental conditions in Brazil favor affatoxin
contamination of stored grains. For this reason there must
be strict control in the handling of unprocessed peanut in
order to avoid its contamination and the subsequent dan-
ger 1o the consumers,
CONCLUSIONS

This sarvey shows that aflatoxins B and G are pre-
sent in about 44% of the samples analysed and 36% of
the total exceeded the maximum tolerable limits establis-
hed by the present Brazilian regulation. It reconfirms the
extent and the level of occumence of aflatoxins in
groundnuts and groundnut products in Brazil. It also sho-
wed that the mycotoxin problem still exists, some years
more pronouncially, others years pot so much. It is
necessary to motivate agriculture technicians to educate
farmers on the prevention of this kind of contaminant
and also encourage good agriculture practices (o minimi-
ze field, harvest and post-harvest groundnut contamina-
tion. The authorities should be aware about their respon-
sthilities and act concerning the marketing and utiliza-
tion of this commodity.

n
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RESUMO:Foram analisadas 321 amostras de amendoim e produtos de amendoim,
comercializados no Estado de Sfo Paulo, em 1994 e colhidos pela Vigilncia Sanitdria da
Secretaria de Satide do Estado de S3o Paulo quante ao teor de aflatoxinas. Um total de 116
amostras { 36%) mostraram niveis de aflatoxinas B, + G acima do limite permitido pela legis-
fagdo brasileira (30 ug.kg"). As amostras foram analisadas por cromatografia em camada del-
gada e o resultado, quantificado visualmente. As concentragdes variaram de 5 a 2.440 ng kg’
e 0 90" percentil fol de 489 ng.kg'. O limite de quantificagio do método € de S ug kg’ Os
dados confirmam a extensdo ¢ o nivel de ocorréncia de aflatoxinas em amendoim e produtos
de amendoim em S3o0 Paulo e também mostra que este problema ainda existe, principalmente
em condicGes de temperatura e umidade alta, clima predominante no Estado de Sdo Paulo
favoravel ao crescimento de fungos toxiglnicos.
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RESUMO: Este estudo relata a atividade antimicobacteriana da violacefna,3-[1,2-
Dihidro-5 - (5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-0x0-3H-pirrol-3 ilideno] 1,3-dihidro-2H-1ndol-2-ona
sobre @ cepa padrio de M. tuberculosis H37Ra. A violaceina apresentou aglo antimicobacte-
riana in vitre com concentragdo inibitdria minima (CIM) de 64 ug/ml. e conceniragio bacteri-
cida minima (CBM}) de 128 pg/mL. Estes valores sio compardveis aos descritos na literatura

para a pirazinamida,

DESCRITORES: Violaceina, tuberculose, antimicobacteriano, Chromobacterium viola-

ceum, Mycobacterium tuberculosis, in vitro.

INTRODUCAO

Segundo a Organizaciio Mundial de Saide, a tuber-
culose € responsdvel por mais de 3 milhdes de mortes
por ano'™ e o aumento da incidéncia estd relacionado
com casos de AIDS em muitos paises’. A quimioterapia
com drogas antitaberculose se iniciou em 1944 com a
estreptomicing™ e, em 1946, j4 havia o uso de uma asso-
ciaclo terapéutica visando a cura da tuberculose causada
por microrganismos resistesntes. Além do aumento no
nimero de casos de taberculose® ha um aumento da pro-
porgiio de microrganismos resistentes’ o que dificulia ¢
tratamento da doenga. Isto tem levado & continua pesqui-
s& por uma quintioterapia alternativa por meio da identi-
ficacdo de novas drogas que sejam mais eficazes e
menos toxicas que as correntemente en uso'.

A Chromobacterium violacewn produz varios com-
postos que apresentam atividades bioldgicas. Dentre eles

13083-970
- Institato Adolo Lutz - Laboratorie | de Campinas
¥+ Instituto Adolfo Lutz, - Laboratirio | de Ribeirdo Preto

a aerccianidina e a aerocavina possuem atividade anti-
bidtica™™ e o depsipeptideo biciclico - FR901228, carac-
teriza-se por sua acdo aptitumoral®. Além destes com-
postos, hd a violaceina, 3-[1,2-Dihidro-5-(5-hidroxi-1H-
indoi-3-i13-2-oxo-3H-pirrol-3-ilideno}!,3-dihidro-2H-
indol-2-ona (figura 1}, um pigmento vieleta, também ex-

grupo pirolidona

gFupo
oxtidol

grupo 5-hidroxindol o N
v H

\

FIGURA 1 - Esbrorura da violacefna — 3-[1,2-Dibidro-5-¢5-hidroxi-1H-
indol-3-11}-2-0x0-3H-pirrol-3- ilideno}l 3-dihidro-2H-indo}-2-ona.

Laboratério de Quimica Aplicada - Institute de Quimica da Universidade Estadual de Campinas - Cx. Postal 6154 - Campinas, 3.2 CEP-
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traido desta bactéria. A violaceina se destaca por sua
ampla atividade antibibtica®™ ™", tripanossomicida®,
tumoral” e potencial fototerapéutico’. Com o objetivo de
buscar novos agentes antimicobacierianos, avaliamos a
atividade antimicobacteriana in vitre da violaceina fren-
te a0 M. tuberculosis H_Ra ATCC 25177,

MATERIAIS E METODOS

A violaceina foi obtida da C. violaceum e puriticada
de acorde com a metodologia descrita por Reittori &
Durdn®. A concentragfio inibitéria minima (CIM) foi
determinada através da téenica da macrodiluigio em
meio liquido". A diluigcio inicial da droga fol preparada
em dimetilsulféxido (DMSO) (1000 png/mly e as dilui-
coes subsequentes foram efetuadas em meio Hquido
Middlebrook 7H9 enriquecido com ADC (atbumina-dex-
trose-catalase) (Difco) nas concentracles de 2, 4, 8, 16,
32, 64, 128 ¢ 256 pg/mlL. Os tubos controtes continham
DMSO nas mesmas proporgdes usadas para as amostras,
A cepa de M. tuberculosis H_Ra ATCC 25177 foi culti-
vada em meio de Lowenstein-Jensen a 37°C por trés
semanas ¢ subcultivada em meio liguido de Middlebrook
THY enriquecido com ADC (Difcoy a 37°C por 10 dias,
guando a densidade micobacteriana atinge uma turbidez
correspondente 4 escala padric N* 1 de McFarland.
Cinquenta microlitros da suspensdo micobacteriana
foram adicionados a todos os tabos contendo as diferen-
tes diluigtes da droga e aos tubos controles também. Os
tubos foram incubados & 37°C por 10 dias, quando se rea-
lizouw a leitura macroscopica do crescimento micobacte-
riano, por turvacdo do meio de cultura, A CIM € determi-
nada como a menor concentracdo da droga capaz de ini-
bir macroscopicamente o crescimento micobacteriano.

Para a determinacfio da concentracfio bactericida
minima (CBM) foi realizado o subcultivo em meio de
cultura sélido das dilui¢des iguais ou superiores as CIM
determinadas pela técnica da macrodiluigio. Para isso
semeou-se 100 wl dessas diferentes dilnicdes em meio de
Lowenstein-Jensen, Os meios de calturas foram incuba-
dos 4 37°C por 28 dias, para posterior leitura. A CBM foi
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definida como a menor concentragido da droga capaz dc
inibir mais de 99.9% da populagio micobacteriana no
meio de cultura.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Com o advento da AIDS, ¢ atmero de cepas de
Mycobacterium tuberculosis resistentes aos diferentes
quimictlerdpicos t8m aumentade consideravelmente’,
dessa maneira, varias t€m sido as tentativas no sentido de
encontrar alternativas para o tratamento da tuberculose
pulmonar, Novos esquemas terapéuticos alternativos estdo
sendo avaliados em ensaios clinicos a partir da determina-
¢io da atividade in vitro de novos quimioterdpicos.

O presente estude demonstrou que & violaceina apre-
sentou Concentragio Inibitéria Minima (CIM) de 64.0
ug/ml. e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de
128 uwg/ml. quando testada frente 4 cepa padriio de
Mycobacterium tuberculosis H_Ra. Estes valores de CIM
¢ CBM sio altos se comparados com a isoniazida, hidra-
zida do dcido nicotinico, droga que faz parte do esquema
terapéutico atual da tuberculose pulmonar e que apresenta
CIM em torno de 0,02 a 0,05 ug/mib., em experimentos
utilizando a mesma metodologia empregada neste estu-
do"*, Comparando porém com o estude realizado por
CYNAMON et al" com a pirazinamida em diferentes
cepas de M. tuberculosis (ATCC 27294, ATCC 35801 e
ATFCC 35828y as CIMs variaram de 16 a > 2048 ng/mbL., a
violaceina mostrou uma atividade antimicobacteriana pro-
missora.

A macrodiluicio em meio Hquido, utilizada neste
estudo, € a metodologia convencional para se determinar
a atividade antimicobacteriana de novas drogas frente as
micobactérias extracelulares que apresentam multiplica-
cio intensa. Os estudos da atividade bactericida e bacte-
riostdtica # vitro da violaceina deverdo prosseguir espe-
cialmente com relacdo as micobactérias intracelulares,
fagocitadas por linhagens de macréfagos humanos.
Entretanto, somente os resultados de estudos em mode-
fos animais, poderdo predizer de maneira mais acurada.
a eficdcia da violacefna pa terapia antituberculose,
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ABSTRACT: In this study is are reporting the antimycobacterial activity of violacein, 3-
[1.2-Dihydro-5-(5-hydroxy-1H-indole-3-yl)-2-ox0-3H-pyrrol-3-ylidene]1,3-dihydro-2H-
indole-2-one, against the M. ruberculosis H_Ra strain. The violacein showed antimycobacte-
rial action in vitro with the minimal inhibitory concentration (MIC) of 64 ug/ml and minimal
bactericidal concentration (MBC) of 128 pg/ml. These values are comparable with those from

Hiterature for pyrazinamide.

DESCRIPTORS: Violacein, tuberculosis. antimycobacterial, in vitro, Chromobacterium

violaceum, Mycobacterium tuberculosis.
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RESUMO: Listeria monocytogenes, um bacilo Gram-positivo, asporogépice, tem sido
isolada de mamiferos, aves, peixes, crusticeos e insetos, sendo seu habitat primdrio, o solo e
vegetal em decomposicdo. Causa infecgdo no homem e animais domeésticos. Em humanos
ocorre em maior incidéncia em recém-nascidos e individuos acima de 60 anos, sendo a menin-
gite uma manifestagio comum de listeriose. De cinco criangas recém-nascidas no mesma
Centro Obstétrico de um hospital da Grande So Paulo, foi isolada Listeria monocytogenes do
liquido cefalorraguidiano (LCR). Todas as cepas pertenceram ao mesmo sorotipo, L4b, Foi
analisada a resisténeia destas cepas a antibacterianos. As mies de 6 criangas nascidas no perio-
do de 14.05 horas, das quais uma foi a 6bito sem ter sido puncionado o LCR, tiveram colhi-
das fezes e urina. Destes materiais nfio foi isolado o microrganismo.

DESCRITORES: Listeria monocytogenes, meningite bacteriana, meningite neonatal.

INTRODUCAO

Listeria monocvtogenes € agente bacteriano de
infeccdes em humanos e animais, principalmente
domésticos, como gado, cameiros, cabras e aves, e infre-
quentemente de animais selvagens®.

Esta bactéria fol primeiramente descrita por Murray
et alii que a denominaram Bacterium monocylogenes
devido & caracteristica monocitose observada em coe-
lhos e cobaias infectados em laboratdrio®. Seu nome
awal foi dado por Pirie, em 1940°,

L. monocytogenes € um bacilo Gram-positivo,
asporogénico, anaeréhio faculiativo, que cresce entre

Segio de Bacteriologia do Instituto Adoifo Lutz, S8o Paulo,SP.
- Secdo de Microbiologia Alimentar.

-0.4 e 50° C. Possui flagelos peritriquios que lhe propor-
cionam uma motilidade que causa turvacfo em forma de
guarda-chuva em meio de cultura semi-sélido e a tem-
pertura de 20-25" C e que a 37" C podem ser perdidos.
O microrganismo expressa também uma hemdlise total
ou § (beta) em dgar-sangue. A hemolisina atua sinergis-
ticamente com a hemolisina total ou B (beta) de
Staphylococcus aureus sobre eritrdcitos de carneiro, a
gual ¢ mediada pelo fator CAMP". L. monocytogenes
esld largamente presente nas plantas, soto, superficie de
dguas, detritos, esgoto, leite de vacas normais e ¢om
masiite e fezes de animais e humanos™.

wE - Divisho de Agties de Vigilancia Epidemioldgica ¢ Sanitdria da Prefeitura Municipal de 8. Bernardo do Campo, SP.

F#x% Laboratdrio da PM. de S. Bernardo do Campo, SP.
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Taxonomicamente, estd colocada junto com
Brochothrix, ambos géneros ocupando uma posigio
entre Lactobacillus e Bacillus®.

Infecgdes humanas por L. monoeyiogenes ocorrem
em malor incidéncia em recém-nascidos, seguidos por
individuos na faixa etdria acima de 60 anos’.

Em vista da grande tendéncia da L. monocytogenes
infectar as meninges, meningite € uma manifestacio
comum de listeriose denire as manifestacdes infecciosas
do sistema nervoso central, principalmente em recém-
nascidos’,

Listeriose maternal em gestanies pode estar asso-
ciada a aborto no 3° trimesire, como também ji foi
observado no 1° e 2° trimestres, e geralmente a infecgio
se manifesta como nascimento prematuro’.

Filice et alii’, estudando a ocorréncia de 7 casos de
infecclo por L. monocviogenes em recém-nascidos, dos
gquais 6 desenvolveram meningite e um seplicemia,
observaram que 6 das 7 mies apresentaram relatos de
vaginite durante a gravidez.

No entanto, listeriose maternal ndo conduz inevifa-
velmente & infecgio do feto'™.

A ocorréneia de listeriose em mulheres gestantes e
rmunocomprometidas levou a sugestdes de que listeriose
pode ser uma importante doenga ndo reconhecida em
mulheres gestantes com tmunidade deficiente’

A fonte do microrganismo ¢ incerta, embora a
infeccdo possa ser adguirida do trato genital da mae
durante o nascimento ou do ambiente apds o nascimen-
o e,

Neste trabaiho sfio relatados 5 casos de meningite por
L. monogviogenes em recém-nascidos, ocorridos em um
hospital da Grande Sio Paulo em um perfodo de 14,05
horas, e que levou duas destas criancas a dbito. Os sinto-
mas gue estas criancas apresentaram foram: geméncia
{100 %), hipoatividade (100 %), febre = 38,5 (100 %),
dificuldade de degluticio (100 %), vimitos (60 %), diar-
réia (40 %), convulsiio (40 %). Outra crianga, nascida no
mesmo perfodo, ndo teve seu case investigado € confirma-
do pois foi a 6bito no bergirio apds 48 horas do pascimen-
to, sem notificacio, e sem ter tido o LCR cothido, porém
apresentou alguns dos sintomas das outras criangas.

MATERIAL E METODOS

O crescimento bacteriano de culturas de 5 amostras
de liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes recém-
nascidos, com meningile, e iseladas no laboratdrio da
Prefeitura Municipal de S. Berpardo do Campo, SP
foram recebidas no laboratdrio da Secio de
Bacteriologia do Instituto Adelfo Lutz, SP. para sua
wentificaciio. De uma das criancas, a 6" delas, ndo foi
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puncionado LCR por ter jd ocorrido seu dbito.
Esfregacos destas culturas corados pele método de
Gram, modificado por Hucker, revelaram bacilos Gram-
positivos, Foi processada a semeaduora em placa de dgar-
sangue de carneiro e em meio de manitol-motilidade a
20- 25" C . A seguir foram realizadas as provas de cata-
lase e oxidase e provas bioguimicas de nitrato redutase,
urease e fermentacio de glicose, sacarose, xilose, maito-
se, salicina, arabinose, dulcita, lactose, manitol, trealose,
ramnose, ¢ 0 CAMP-teste®. Embora as cepas estivessem
puras, foram semeadas também em dgar PALCAM
{11,13) e incubadas a 30° C em microaerofilia {lata com
vela acesa}, com observagio do crescimento caracteristi-
co em 48 hs, Foi realizada a prova de patogenicidade
experimental com inoculagiio da cepa em conjuntiva de
cobaia (Prova de Anton).

Das 5 cepas isoladas foi realizado o teste de sensi-
bilidade a antibacterianos através do método da difusio
de discos impregnados com os antibacterianos
(CECON), segundo metodologia descrita’.

Fezes ¢ urina de 6 mies das criangas afetadas foram
colhidas e examinadas através de semeadura direta em
melo de dgar PALCAM, (357 C/ 24-48 hs) e em caldo
de enriquecimento para Listeria, LEB®, dorante 48 hs ¢
até 7 dias, o qual fol entfio semeado também em Agar
PALCAM.

A identificacio dos sorotipos foi realizada por Dr.
Ernesto  Hofer, no  Laboratdrio de Zoonoses
Bacterianas/Departamento de Bacteriologia do Instituto
Oswaldo Cruz, Rio, RL

RESULTADOS

Das culturas de LCR de 5 criancas recém-nascidas
foi identificada L. monocytogenes através do exame bac-
tertoscopicoe que evidenciou bacile Gram-positivo, das
caracteristicas culturais e bioquimicas compativels com
esta bactéria, pela prova de Anton positiva e ocorréneia
de turvagio tipica em forma de guarda-chuva em meio
manitol-motilidade a 20-25° C, apds 72 hs de incubagiio
{'Tabeln 1). No meio de cultura PALCAM as coldnias
crescidas apds 48 hs apresentaram aspecto caracteristico
de L. monocyfogenes, ou seja, coldnias cinza-esverdea-
das com centro rebaixado preto e circundadas por um
halo preto, colorag@o devida & presenga de esculina
thidréhise), ferro, manitol e vermelho de fenol no meio
de cultura. O CAMP-teste foi positivo para todas as 5
cepas testadas, como pode ser observado em 4 dos resul-
tados que foram fotografados (Fig. ).

O antibiogramsa demonsirou que as cepas apresenta-
ram o mesmo perfil de sensibilidade ou resisténeia a 16
dos 17 antibacteriancs testados (Tabela 2.
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A identificacdo dos sorotipos revelou o mesmo
sorotipo L4b para as 5 amostras da bactéria.

Das amostras de fezes e urina das mies das criancas
nascidas no mesmo local, nio houve crescimento carac-
teristico de L. monocytogenes no meio de cultura dgar
PALCAM, mesmo apés enriquecimento em LEB (48 hs
e até 7 dias) e nova semeadura em agar PALCAM .

TABELA 1

Resultado das provas laboratoriais que caracterizaram
as 5 cepas de L. monocytogenes isoladas de liquido
cefalorraquidiano (LCR) dos recém-nascidos.

Hemélise Total ou f§ (beta)
Catalase Positiva

Oxidase Negativa

Nitrato redutase Negativa
CAMP-teste Positivo

Glicose Positiva (sem gds)
Sacarose Negativa ou positiva
Xilose Negativa

Maltose Positiva

Salicina Positiva

Arabinose Negativa

Dulcita Negativa

Lactose Positiva apés 7 dias
Manitol Negativa

Trealose Positiva

Ramnose Positiva

Prova de Anton Positiva

Sorotipo L4b

FIGURA I — CAMP-teste em cepas de Listeria monocytogenes isoladas de
recém-nascidos: numeros 33, 38, 39, 40; cepa padrido — controle positivo (L.
m. — Miyoko) e cepa F21 — controle negativo.

TABELA 2

Perfil de sensibilidade ou resisténcia a antibacterianos
de 5 cepas de Listeria monocytogenes isoladas de
liquido cefalorraquidiano dos recém-nascidos.

Antibacterianos Resultado do teste Percentual de
Resisténcia

Amicacina

(30 mcg) Resistente 60

Ampicilina

(10 mcg) Resistente 100

Amoxicilina

(30 mcg) Resistente 100

Cefalotina

(30 mcg) Sensivel 0

Cefodizima

(30 mcg) Resistente 100

Cefoperazona

(75 mcg) Resistente 100

Cefotaxima

(30 mcg) Resistente 100

Ceftazidima

(30 meg) Resistente 100

Ceftriaxona

(30 mcg) Resistente 100

Clindamicina

(2 mcg) Resistente 100

Eritromicina

(15 mcg) Sensivel 0

Gentamicina

(10 meg) Sensivel 0

Oxacilina (1 mcg) Resistente 100

Penicilina (10 U.I.) Resistente 100

Sulfazotrim

(25 mcg) Sensivel 0

Tetraciclina

(30 mecg) Sensivel 0

Vancomicina

(30 mcg) Sensivel 0
DISCUSSAO

L. monocytogenes, a Unica espécie do género que
causa infec¢do no homem'", tem sido isolada de 42 espé-
cies de mamiferos, 22 espécies de pdssaros, peixes, crus-
taceos e insetos. No entanto, o habitat primério tem sido
considerado ser o solo e matéria vegetal em decomposi-
¢ado, no qual ela sobrevive e cresce saprofiticamente.
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Quando introduzida em um hospedeiro animal ou huma-
no, ela evolul para produzir fatores de viruléncia.

O isolamento da bactéria de humanos foi confirma-
do por Nyfeldt’, em 1929. Casos esporddicos de listerio-
se tem sido reportados, frequentemente em trabalhadores
em contato com animais doentes”. Contudo, a associacio
de L. monocytogenes com muitos surtos de origem ali-
mentar sugere que alimentos contaminados possam ser a
fonte primdria do microrganismao’.

Dentre as infecgdes de maior mcidéncia em recém-
nascidos e adultos em faixa etaria acima de 60 anos, a
meningite por L. monocytogenes esld relacionada com
uma alta mortalidade. Em um estudo desenvolvido por
Farber & Peterkin®, em 1989, casos de meningite apre-
sentaram 43,8% de letalidade, enquanto oulros autores”
citam um nivel de fatalidade de 22%.

Dos 6 casos de recéme-nascidos que ocorreram no
Centre Obsiétrico do mesmo hospital da Grande Sdo
Paulo, os intervalos de pascimento chegaram a ser de ape-
nas 10 minutos entre dois deles, e todos eles aconteceram
em wm perfodo de 14,05 hs, ou seja, das 8,40 hs da manhi
as 03,45 hs da madrugada do dia seguinte. Tres destas
criancas foram a 6bito, das quais uma ndo feve LCR colhi-
do por j4 ter ocorrido o 6bito quando ainda no bergdrio €
sud morte nio ter sido investigada e notificada, porém
apresentava sintomas semelhantes aos das outras criangas.
Fot observado que o ébite ocorreu nas primelras criangas
que apresentaram a sintomatologia caracteristica. iste
fato pode ter sido determinado pelo comportamento das
cepas frente aos 17 antibacterianos testados, pois todas
elas apresentaram resisténcia a 10 deles (58,8 %), denire
os quais Ampicilina e Ceftriaxona, antibidticos de largo
uso atnalmente em nosso melo, particularmente na fase
inicial das meningites, quando ainda néo foi esclarectdo o
agente etioldgico. Convém lembrar que estes dois antibio-
ticoy devem ser indicados com cuidado para menores de
30 dias {recém-nascidos) em meningites de etiologia a
esclarecer, pois nessa faixa etaria a Listeria € um dos
agentes proviveis. O estudo do perfil de resisténcia destas
cepas demonstrou que elas se apresentaram resistentes a
um ntimero bem maior de antibacterianos do que cepas de
L. monocytogenes isoladas em periodos anteriores’. Com
o conhecimento dos resultados dos testes de sensibilidade
aos antibacterianos das cepas isoladas dos primeiros
casos, fol possivel um direcionamento adeguado no trata-
mento dos casos que se sucederam, com a seleciio dos
antibidticos aos quais a bactéria apresentou sensibifidade,
e consequente ndo ocorréncia de 6bitos nestas criangas.
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Nas 5 criancas que tiveram LCR puncionado e L.
monocytogenes identificada, os sintomas compativeis de
meningite surgiram 4 a 10 dias apds 0 nascimento.

Filice e col.t, estudando a ocorréneia de 7 casos de
listeriose, dos quais 6 com meningite e um com septice-
mia, observaram gue os sintomas se iniciaram em uin
pericdo proximo ac das criangas por nds estudadas, ou
scia, enfre uma a 4 semanas apds o nascimento. Estes
autores relatam também que das mies destas criangas
foram realizadas culturas de material obtido de faringe,
vagina e fezes, com resultados negativos para L.
ﬁmnocytogmes.

Farber & Peterkin® citam um estudo desenvolvido
para a observagdo da duraciio da excrecio fecal de L.
monocytogenes em 12 pessoas, durante um perfodo de
16 meses, das quais 11 excretaram o microrganismo em
periodos de um a 6 meses. Também Hofer’ estudou a
ocorréncia de portadores em trabalhadores de frigorifi-
cos e matadouros, através do exame de fezes.

No nosso estudo, examinando-se fezes e urina das 6
mies dos bebés, nio foi obtido isolamento da bactéria
destas fontes.

Os sorotipos das cepas isoladas do LCR de todas as
5 criangas pertenceram ao mesmo sorotipo, L4b, soroti-
po este gque em 12 cepas de L. monocytogenes isoladas
de LCR, no laboratério de Bacteriologia do Instituto
Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP, corresponderam a 33,3%
das cepas, cujos pacientes tiveram idades que variaram
de 18 dias a 49 anos®.

Do estudo desenvolvide, pide-se observar que, cor-
roborando a citacdo de outros autores™ de que a fonte ¢
a via de infecciio por L. monocytogenes sio geralmente
desconhecidas, a fonte e via de infecgho dos 5 recém-
nascidos gue desenvolveram uma infeccio que evoluiu
para meningite nfo fol esclarecida.

Na conclusfo deste estudo, consideramos importan-
te lembrar gue bacilos Gram-positivos, principalmente
os isolados de sangue e LCR, devem ser corretamente
identificados antes de serem desprezados como um pos-
sivel centaminante inseride no material biolégico.
Nestes casos o agente etioldgico pode ser de mudltiplas
procedéncias, ¢ em se fratando de L. monocyiogenes,
como ja dito anteriormente, o indice de mortalidade €
dos mais elevados dentre as meningites bacterianas.
Consideramos que seja possivel que a raridade da liste-
riose em nosso meio se deva mais a problemas de busca
do agente etiolégico através de écnicas laboratoriais
adequadas.
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ABSTRACT : Listeria monocytogenes, a Gram-positive, nonsporeforming rod has been
isolated from manunals, birds. fish, crustaceans, and insects, being the primary habitats, the
soil and decaying vegetable matter. It causes infection in humans and domestic animals. In
humans it occurs with the highest incidence in neonates and in individuals older than 60, being
meningitis a common manifestation of listeriosis. From five neonates borne at the same
Obsthetric Center of an hospital in Great Sao Paulo, L. monocytogenes was isolated from cere-
brospinal fluid (CSF). All strains bellonged to the same serovar, L4b. The resistance to anii-
bacterial agents was tested. The mothers of 6 neonates, one of which died before having the
CSF obtained, had stool and urine collected. From these materials the microorganism was not
isolated.

DESCRIPTORS : Listeria monocytogenes, bacterial meningitis, neonate meningitis.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Veterindria da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro]

I. BAUER, AW KIRBY, WMM.: SHERRIS, I.C. & 8 LOVETT, 1; FRANCIS, D.W. & HUNT, JM. -
TURCK, M. - Antibiotic susceptibility Listeria monocytogenes in raw milk: Detection,
testing by a standardized single disk method. mncidence, and pathogenicity. J. Food Prot,
Am. I clin. Path., 45: 493-490, 1966, 50:188-192, 1987.

2. CAIN’ DB & M{;CANN‘ V.. - An unusual case of g, PARK SF & KR(_)LL, R.G. - EKprZSSiOﬂ of liste-
cutaneous listeriosis. J. clin. Microbiol., riolysin and phosphatidylinositol-specific phos-
23:976-977. 1986 phalipase C 1s repressed by the plant derived

3. CARTER, GR. - Listeria and Erysipelothrix. In: moiccul_e c&I%obiase in Listeria monocytogenes.
Diagnostic Procedures in Veterinary Mol. Micr (’b“_":i-’ 8:633-661, 1993.
Bacteréoiogy and I\/lyCOlOg , St Cd., CARTER, 10. SMITH, AR, LHZEERMAN‘ B:A.; ALLEN, L. &
G.R. & COLE, Ir, IR, ed;., Califérnia, USA, BARSON, A.J. - Listeriosis and pregnancy.
19905 p. 284-250. i Lancet i§21q64 1983, ]

4. ESPER, MRN.R. PESSOA, G.V.A; HOFER, E; |- SWAMINATHAN, B.. ROCOURT, J. & BILLE, J. -
LEE. LM.L.: I\;’IELLES,C.E. A. SAKATA, EE Listeria. In: Mun;a% P.R.; Baron, E.J.; Plaller,
& CALZADA, C.T. - Meningite por Listeria %}2;;62}?"%}{;; & olhen, RHL () -
monocytogenes em Sio Paulo, Brasil. Rev. Inst. American  Society  for Mg:;rob'olo -
Adolfo Lutz, 38 (1):37-41, 1978, W‘;‘E}g::m . CCE 93)5 0. 341348 1erobiology,

5. FARBER, IM. & PETERKIN, PL - Listeria 5 wENGER, J.D.; HIGHTOWER, A.W.; FACKLAM,
monocylogenes, a food-borne  pathogen. RR.. GAVENTA. S.G.. BROOME, C.V. &

- Microbiol. Rev., 55 (3):476-511, 1991 THE BACTERIAL MENINGITIS STUDY

6. FILICE, G.A; CANTRELL, H.F; SMITH, A.B.; GROUP - Bacterial meningitis in the United
HAYES, P.S.  FEELEY,J ',C; & _FRA_SER’ D.W. States, 1986 : report of a multi-state surveillan-
- L_zsterm .fno‘nocymgene.s‘ infections in neonates ce st.udy. J. Infecr. Dis., 162:1316-1323, 1990.

: Investigation of an epidemic. J. Infect. 13 VAN NETTEN, P. PERALES, 1., MOOSDUK,
Dis  138:17-23, 1978. ANVD. CURTIS, G.DW. & MOSSEL,
7. HOFER, E. - Contribuigdo ao estudo epidemiologi- D.A.A.- Liquid and solid differential media for

co da ocorréncia de portadores de Listeria
monocytogenes entre operdrios de matadouro e
mdividuos com distirbios eniéricos. Rio de
Janeiro, 1974, [Tese livre-doc. - Instituto de

the detection and enumeration of L. monocyio-
genes and other Listeria spp. Int. J. Food
Microbiol. § (4): 299-316, 1989.

Recebido para publicacdo em 17/06/98

67



Rev. tnst. Adolfo Luz.
A8 (1) 69-78 1969,

DEFUMACAO LIQUIDA DA ANCHOVA (Pomatomus saltatrix): ESTABILIDADE LIPI-
DICA DURANTE O PROCESSAMENTO E O ARMAZENAMENTO

Alex Augusto GONCALVES*
Carlos PRENTICE-HERNANDEZ*
| RIALA 6/854

GONCALVES, A. A. & PRENTICE-HERNANDEZ, C. - Defumacio Liguida da Anchova
(Pomatomus Saltarrix): estabilidade lipidica durante o processamento e ¢ armazenamento.
Rev. Inst. Adelfo Luiz, 58(1): 69-78, 1999.

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar possiveis alteragdes na fragio lipidica de
filés de anchova sem pele durante a defumac@o liquida, bem como em diferentes condi¢des de
armazenamento do produto final. Para a anchova in nature utilizada como matéria-prima, e
para o produto defumado obteve-se 0s seguintes resultados de composi¢io quimica: 69,38% e
59,79% de umidade; 1,09% e 2,45% de cinzas; 16,80% e 22,30% de proteinas; 12,43 ¢ 15.21%
de gordura, respectivamente. Como pardmetro de oxidagio lipidica para a anchova in natura,
obteve-se os seguintes resultados de ntimero de TBA e indice de perdxidos: 0,04 mg MA/Ke
mudsculo e 6,76 meq. peréxidos/Kg gordura; e para a anchova defumada: 0,06 mg MA/Kg de
miisculo e 8,84 meq. perdxidos/Kg de gordura. Com relagho as amostras armazenadas sob con-
gelamento (21,64 °C), observou-se que 0 processo de oxidagio lipidica ndio foi pronunciada
durante os 60 dias de armazenamento. Ja nas amostras armazenadas sob refrigeragio (5,74 °C)
houve uma tendéncia de oxidagdo lipidica caracterizada pelo aumento do nimero de TBA. As
amostras armazenadas a temperatura ambiente (18,71 °C) apresentaram a pariir da primeira
semana um aumento do nimero de TBA e indice de perdxidos, evidenciando o processo de
oxidagiio lipidica. Entretanto, a partir da quarta semana (28 dias) esta oxidagio lipidica perden
seu valor ¢ uma deterioracfio microbioldgica twornou-se mais evidente (odor pitrido).

DESCRITORES: anchova, defumagio, fumaca liquida, oxidacio lipldica, estabilidade

INTRODUCAO

A defumacic de alimentos por meio de aspersdo de
fumaga (defomacio convencional) estd sendo substituida
cada vez mais pelo emprego de fumaga liquida. O dmbi-
to de aplicacio das fumagas liquidas € muito amplo,
sendo principalmente utilizadas em carnes (bovina,
suina e aves), cames processadas, pescado, queijo
podendo-se estender, por sua grande versatilidade, auma
grande variedade de alimentos que tradicionalmente nfo
se defumam, como: temperos, sopas, vegetais enlatados,
ou condimentos’™ ¥

Desde 1993 a Agéncia Federal de Saide e do Meio
Ambiente dos EUA, vem afirmando gue a famaga lfqui-
da possui a mesma capacidade preservativa que a fuma-
¢a natural (acfo antioxidante e antimicrobiana), além de
poder apresentar 0 mesmo perlil aromafico ou ouiros
muito diferentes, dependendo de sua forma de elabora-
¢io, sem no entanto, apresentar compostos indesejdveis,
como os hidrocarbonetos policiclicos arométicos ™,

A qualidade do produto defumado e o tempo de
conservacio dependerd principalmente do frescor do
pescado inteiro e do conteido de gordura® *¥,

* Laborattrios de Bioguimica Tecnoldgica e de Andlise Tastremental Quimica - Departamento de Quimica - Fundacio Universidade do Rio
Grande (FURG) - Rua Eng, Alfredo Hikch, 475 - C.P. 474 - 862071900 - Rio Grande - RS - Brasil
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A qualidade bioldgica do produto também & mutto
importante, sendo que deve-se considerar, no caso do
pescado, se € pelagico ou demersal, ou seja, de acordo
com seu Aabitar, este serd um pescado gordo ou magro'®
=, Este contendo de gordura no pescado, ¢m €xcesso ou
em escassez, poderd resultar numa gualidade inferior do
produto final, sendo que um contetido de gordura dese-
javel fica em torno de 7-12%™ %

A anchova apresenta muisculo escuro, gorduroso ¢
com sabor forte. Quando a anchova € eviscerada e man-
tida no gelo, sua vida-de-prateleira ndo ultrapassa mais
do que -2 dias. Apds este periodo, a fracfio lipidica
comega a oxidar e ¢ pescado torna-se rangoso. A ancho-
va congelada também fem sua vida-de-prateleira lmi-
tada®,

Durante o tratamento férmico, pode ocorrer wm
aumento da oxidagho e rancidez, causando pequena
reducdo na qualidade protéica. A secagem conduzida
entre 70-80 °C ou & temperaturas inferiores causa danos
insignificantes nas fragbes lipidica e protéica, enquanto
que a temperaturas elevadas (maiores que 115 °C) os
efeitos negativos podem ser marcantes™. Assim, devido
a oxidagido que ocorre pelo aquecimento s80 necessarios
matores cuidados no processamento e armazenarmento
de musculo de pescado, especialmente o gorduroso
¢ome a sardinha, arenque, anchova e outros’”.

Os pescados defumados tambem s3o produtos pere-
civeis e necessitam de acondicionamento a baixas tem-
peraturas. A alteracao do pescado defumado a tempera-
tura de refrigeracio € similar A do pescado nfo defuma-
do, ocorrendo as mesmas mudangas de sabor e odor®.
Sua vida-de-prateleira depende de muitos fatores, princi-
palmente da espécie utilizada e de sua qualidade inicial,
tipo de prepare da matéria-prima (inteiro, eviscerado,
filetado) além da concentracido de sal, da temperatura de
defumacio, composicao da fumaga, tpo de embalagem,
higiene e temperatura de estocagem. Pescado defumado
a quente e estocado a 4 °C, geralmente tem vma vida-de-
prateleira de 2 semanas, enquanto gue pescado defuma-
do {a frio) que ¢é mais salgado e exposto & agZo da fuma-
ca de 6 & § horas, pode ser mantido sob refrigeragio
mantendo sua qualidade por 2 meses'™ %%,

Considerando que na regifio sul do Rio Grande do
Sul, a pesca direcionada a anchova, principalmente nos
meses de outono, mverno e primavera, € muito signifi-
cativa, os objetivos principais deste trabatho foram: 1)
elaborar um produto defumado a base de anchova
{(Pomatomus saltatrix) utilizando aroma natural de
fumaca; 2) avaliar a estabilidade da fracio lipidica da
matéria-prima durante o processamento e do produto
final defumado em diferentes condicfes de armazena-
mento.
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MATERIAL E METODOS

Material

A matéria-prima utilizada fei a espécie anchova
(Pomatomus saltarrix), captorada na regifo sul do Rio
Grande do Sul, por pescadores artesanais, e desembarca-
da nos trapiches localizados na 4 Secciio da Bara da
Lagoa dos Patos, em Rio Grande (RS}, durante os meses
da safra {entre junho ¢ setembro).

O wabalho foi realizade nos Laboratérios de
Bioquimica Tecnel6gica e de Andlise Instrumental
Quimica., do Departamente de Quimica da Fundagdo
Universidade do Rio Grande (FURG). na cidade do Rio
Grande (RS).

A fumaga liquida indicada para a defumacfo’ >
foi obtida por meio de uma doagiio da ADICON
Indistria ¢ Comércio de Aditivos Lida (S8o Bernardo do
Campo - SP) e apresentava as seguintes caracteristicas
fisico-quimicas: acidez total {como dcido acético, 14,0-
16,0%), compostos de aroma de fumaca (15.0-22,0
mg/ml), carbonilos (17,0-22.0%) ¢ densidade (1,12
Kg/l. O reagentes quimicos (todos de qualidade P.A.)
foram adquiridos no comércio da regiio de Rio Grande
{RS).

Processamento experimental

O processo de defumacio liquida da anchova foi
realizado de acorde com o {luxograma apresentado na
Figura 1.

Matéria-prima
(anchova fresca)

v

| Limpezs ¢ Lavagen |

; Filetagem e Limpeza i

i Salmouragem |

Pré-Secagem

Aplicacio superficial por
aspersio da fumaca lguida

Secagem em estula com
circuiagio de ar forgada

Embalagem

1

Acondicionamento
& Bstocagem

Produto Final

Figura 1 — Fluxograma operacional da defumaco Hgui-
da da anchova
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De acordo com a Figura 1, stilizou-se como maté-
ria-prima anchova fresca, que foi lavada e filetada logo
apds sua obtencio. A salmouragem consistiu no preparo
de uma solucio de cloreto de sédio a 209% (p/v), onde o0s
filés foram imersos por 15 minutos com agitagio cons-
tante, para conferir ao produto final um teor de NaCl de
aproximadamente 4% (pfp)°.

Para uma melhor penetracio da fumaca lquida no
musculo da anchova, foi executado uma pré-secagem do
filé em estufa com circulacio de ar® (com velocidade
superior a 1 m/s) durante 45 minutos a 49,5 *C. Apds
essa etapa, a defumacio Hquida fol realizada por asper-
sdo da fumaca liquida (a 20%) na superficie do {iié
(ambos os lados) durante 60 segundos, seguido por um
tratamento térmico™, delineado da seguinte maneira: 43
min. a 52,8 °C: 45 min. a 67 °C e 2h 30 min. a 80,8 °C.
No final da secagem. as bandejas foram retiradas da
estufa, ¢ os filés foram resfriados em temperaiura
ambiente, embalados individualmente em sacos plisti-
cos {polietileno), e depois etiquetados e armazenados.
Uma parte dos filés de anchova defumados foi reservada
e mantida sob refrigeracio (5 °C) até o momento das ana-
lises quimica (feitas no mesmeo dia), ¢ o restante, subme-
tidos a diferentes condices de armazenamento.

Andlise quimica

Amosiras de filé de anchova sem pele in natura ¢
defumado foram writurades em multiprocessador, até
obter-se uma polpa homogénea. Aliquotas desta polpa
foram utilizadas para as determinagdes de composigio
centesimal (umidade, ¢inza, gordura e protefna), de acor-
do com a metodelogia oficial’,

Para melhor observar o andamento do processo oxi-
dativo utilizou-se as determinagdes de fndice de perdxi-
dos’ ¢ o niimero de dcido tiobarbitirico™ adaptado para a
anchova®, nas amostras de filé in natura e no produto
final defumado.

Oxidagdo lipidica durante o processamento

A alteragho quimica do produto, com relagfio 4 oxi-
dacdo lipidica, foi acompanhada durante o processo de
defumacio. As amostras foram retiradas durante o pro-
cesso de secagem a cada 15 miputos, em seguida homo-
geneizadas em multiprocessador e analisaram-se o fndi-
ce de peroxidos® e o nimero de TBA™.

Oxidacdo lipidica no armazenamento do produto final

Apos o processo de defumacio, os filés devidamen-
te resfriados e embatados foram armazenados durante 60
dias. sob temperatura ambiente (20 °C), temperatura de
refrigeragio (5 °C) e temperatura de congelamenio
(-20 °C).

Foi feito o acompanhamento da oxidac#o lipidica a
cada 7 dias, durante todo o tempo de armazenamento,
sendo que para isto foram utilizadas as determinagdes do
indice de perdxidos e mimero de TBA. Houve também
uvm acompanhamento didrio das temperaturas em cada
condigio de armazenamento.

Andlise Estatistica

Os resultados das determinagdes quimicas da
anchova in natura e defumada foram analisados estatis-
ticamente através da andlise descritiva de dados, utili-
zando o software “Statistica for Windows” versiio 4.3,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise quimica

O conhecimento da variaciio sazonal da composi-
¢do quimica do pescado € de grande importincia tecno-
légica pois afeta o rendimento, sabor, textura ¢ a estabi-
lidade 4 oxidacio da gordura, seja pelo aumento da insa-
turagdo ou pela variagio dos antioxidantes naturais'™ ',
Procurou-se trabalhar com lotes da mesma procedéncia
(coleta) para evitar diferencgas de composigio quimica.

Os resuitados de composicio quimica da matéria-
prima e do produto final se encontram na Tabela 1.

TABELA |
Composicao quimica® da matéria-prima e

do produto final
{média desvio padriio)

Componentes in natura Defumado
UMIDADE (%) 6938 + 1,03 59,79 £ 028
PROTEINA

(N x 6,25) (%) 16,80 & 011 2230+ 0,15
GORDURA (%) 1243 = 1,06 1521 = 0,25
CINZA (%) 109 + 0,02 245 + 0,02
LP. (meq.

perdsidofkg

gordora)** 6,76 + 0,37 8,84 = 0,38
LP. (meq.

perdxidofkg

amostra) 0,84 = 0,05 1,34 = 0,06
TBA (mg MA/kg

amosira) 0,040 = 0,002 0,060+ 0,01

feita em quadraplicata;
** ypidade expressa em meq. peroxido/kg gordura para efeito de
comparagic com dados citados na literatura,
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Os valores de composiciio centesimal da matéria-
prima “in namra” estdo de acordo com a literatura, e
segundo CONTRERAS-GUZMAN® ge enquadra na
categoria B, considerada comeo intermedidria por sua
guantidade de proteina e gordura.

Um dos métodos mais utilizados em produtos cir-
nricos para estimar a extensdo da estabilidade lipidica é o
teste do TBA, ¢ vemn sendo freqiientemente aperfeigoado
devido aos avangos analiticos na busca de se obter dados
mais confidveis™ .

A determinacio do Indice de perdxidos (1.P.) € limi-
tada pela natureza transitéria dos peroxidos os quais sio
produtos intermedidrios na formacdo de compostos car-
bonilicos. Um determinado valor de I.P. pode proporcie-
nar uma informacho insuficiente do grau de rancidez
existente. Devido a essa natureza transitoria dos produ-
tos, € necessario que se utilize pelo menos dois testes
paralelamente”* V. Para garantir a confiabilidade dos
resultados resolveu-se utilizar esses dois métodos.

De acordo com a faixa de valores de TBA (0,215 a
3,32 mg MA/kg misculo) para pescado encontrada na
Biteratura”, os valores encontrados para a anchova in
natura (0,04) estdo bem abaixo dos limites considerados
de baixa qualidade.

SINNHUBER & YU™ comentaram que, para peixes
enlatados e congelados, o ndmero de TBA menor que 3,0

indica uma boa qualidade, enquanto que valores maiores
de 4.0 representam produtos de qualidade inferior.

Verificou-se na Tabela 1, que o processo de defu-
mac#o Hquida alterou a relagio percentual dos compo-
nentes da matéria-prima original. Ao diminuir o conted-
do de umidade (de 69,38% para 59,79%), incrementou-
se a proporgdo do contetido de proteinas (de 16,80%
para 22,30%) e gordura (de 12.43% para 15.21%). O
aumento do contetdo de cinzas (de 1,09% para 2,45%)
¢ provavelmente consegiiéncia da absor¢do de cloreto
de sédio no muisculo, durante a imersdo na salmoura.
Esses resultados estio de acordo com os valores encon-
trados para diferenies espécies de peixes marinhos defu-
mados'.

Também, os valores do nimero de TBA estdo bem
abaixo aos encontrados por BHUIYAN, RATNAYAKE
& ACKMAN?® para cavala defumada (0,494 mg MA/Kg
musculo) e pelo fato do indice de perdxidos estar proxi-
mo ao encontrado para esta espécie (8,96 meq./Kg gor-
dura), este pode estar evidenciando também o inicio do
processo oxidativo da fracio lipidica.

Oxidacdio lipidica da anchova durante o
processamento

A Figura 2 mostrou o avango da oxidacgio lipidica na
anchova durante o processamento comn famaga liguida,

0.100 - % P . 100
0.095 ! {\fumem de TBA 65
¥¥ Indice de perdxidos
0.090 P 90 .
] - _:gn—-"@“‘?"' 4 =
= 0.085 v 85 o
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FIGURA 2. Oxidacio lipidica durante o processo de defumacio Hquida da anchova.
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A velocidade e extens@o dos processos oxidativos
dos lipidios de pescado depende de inimeros fatores,
come a femperatura utilizada, os distintos tratamentos e
operacdes como picado, cocglio, defumacio e salga*".

WOOLFE®, examinando os valores de LP. em fun-
¢do do tempo de secagem (060-100 °C), durante a defu-
macio, indicou que a oxidagio lipidica pode ser iniciada
a partir do processo de secagem.

Com os resultados de TBA mostrados na Figura 2,
verificou-se que houve inlcio do processe oxldative, mas
0s valores de TBA aumentaram pouco durante o proces-
samento, talvez indicando que a oxidagio lipidica
encontrava-se no perfodo de inducfic, devido ao aumen-
to do indice de perdxidos (1.P.) durante o processamento.

BELTRAN & MORAL* examinaram a rancificacio
de sardinhas durante o processo de defumagio e verifi-
caram wn peguenc aumento do indice de peroxidos (de
0,77 para 2,73 meg/Kg gordura) ¢ ndmero de TBA (de
0,025 para 0,083 mg MA/Kg miisculo). Esse aumento do
LP. pode ser devido & autoxidacgio de alguns dcidos gra-
xos presentes na fragio lipidica da sardinha (C_, € .
C,.» C,. e C_ ) enquanto que a variagio do nimero de
TBA representa a detecglio de produtos resultantes da
oxidagio {principalmente o malonaldeide), que também
sflo indicativos de oxidagio.

A abundincia de compostos fendlicos soldvels
(semelhantes aos antioxidantes BHA, BHT e propilgalato)
presenfes na fumaca liquida inibe o desenvolvimento da
rancidez oxidativa. As preparagdes de fumaga em dleo
contém compostos fendlicos que apresentamn. excelentes
propriedades antioxidantes, Entretanto, mesmo que a soelu-
¢do seja aguosa, a imbicdo da oxidacio vai ocorrer em vit-
tude de os compostos fendlicos lipossoliivers migrarem da
solugiio aquosa para os composios graxos do alimento®.

HORNER" afirma gque o contato da fumaga liquida
com o pescado gorde antes do processo de secagem é
mais efetivo na redugio da rancidez quando do que o
processo tradicional de defumagiio para um pescado com
mesmo teor de gordura € umidade.

Oxidacdo lipidica da anchova defumada durante o
armazenamento

Depois do tratamento 1érmico, € de vital importin-
cia manter os produtos defumados sob condigles de

refrigeraco, prefereacialmente a 2 °C para impedir o
desenvolvimento de bactérias patogénicas, geradoras de
toxinas nos alimentos. Enfretanto, existem microorganis-
mos psicrétilos, que possvem a capacidade de desenvol-
ver-se a temperaturas mais baixas que as normais de
refrigeraciio™.

A proposta inicial de armazenamento fol manter o
produto defumado em trés condigles de temperatura: a -
20 °C, 5 *C ¢ 20 *C. Nao houve muiia varagio nas con-
digdes de congelamento (-21.6 1,2 °C) e refrigeragio (3,7
0.8°C); entretanto, a temperatura ambiente (18,7 2,1°C)
sofreu algumas oscilagdes durante a estocagem.

MORAIS® comenta que o pescado defumado nem
sempre se conserva em bom estado até o momento de
seu consumo. A temperatura de refrigeragiio (3 °C), pro-
dutos defumados gordurosoes se mantém cm boas condi-
¢bes por cerca de 6 dias, enquanto que a 10°C sua vida-
de-prateleira é reduzida para 2 a 3 dias. Quando conge-
lados e estocados a -30 °C, sua vida-de-prateleira se
estende pelo menos por 6 meses, e por um periodo major
guando embalado & vicuo.

Amostras de salmio defumado com alto teor de
NaCl na fracdo aquosa (4,6%) estocados a 5 °C ¢ 10°C
tiveram sua vida-de-prateleira pelo menos 2 a 3 semanas
a mais que as com menor teor de NaCl (2,2%) nas mes-
mas temperaturas. Entretanto, aumentando a temperata-
ra de estocagem de 5 °C a 10 °C verificou-se um decrés-
cimo da vida-de-prateleira de 1-2 semanas para as amos-
tras com alto teor de NaCl e de 2-3 semanas para as
amostras com baixo teor de NaCl®.

Com relagdo 4 oxidacio lipidica dos filés de ancho-
va defumados durante o armazenamento (mostrado na
Figura 3), observa-s¢ uma certa constincia nos valores
de TBA ¢ e uma queda nos valores de perdxidos, das
amostras estocadas sob congelamento (-21,64 *C), indi-
cando que o processo de oxidaclo lipidica poderia estar
estacionado no periodo de indugfio, nio apresentando
portanto, grande importancia durante o armazenamento
por 60 dias. J4 nas amostras armazenadas sob refrigera-
glo (5,74 °Cy, houve uma tendéncia de oxidagiio verifi-
cada pela queda do indice de perdxidos e pelo aumento
progressivo do niimero de TBA durante os dias de arma-
zenamento.
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Figura 3 - Oxidagéo lipidica da anchova defumada durante armazenamento (A: Indice de perdxidos; B: Namero de TBA)

Um estado comparativo do processo oxidativo
enire a defumaciio convencional e aquela com fumaca
Hguida foi executado por CUPPETT er al.” com filés de
pescada contendo um teor de 5,9% de NaCl na fragio
aquosa, e estocado a 4 °C por 22 dias. A maior eficiéncia
da fumacga jtquida para inibir a rancidez oxidativa pode-
riz estar relacionada com o método de aplicacdo da
mesima, pois a methor proteciio obtida foi a dos filés sub-
metidos a uma forte defumacfo (aplicagio superficial),
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enquanto que guando foi adicionada fumaca liguida na
salmoura, foi observada pouca proteciio superficial.

Segundo BELTRAN & MORAL*, o armazenamen-
to a -18 °C por 3 meses causou perda na proporgio de
dctdos graxos polinsaturados como: C20:5 (n-3) ¢ C22:6
(-3}, o que foi regulado pelo fendmeno da oxidacfio e
péde ser atestado pelo aumento do LP. {de 2,73 para 4,92
meg/Kg gordora ) ¢ TBA {de (0,093 para 0,356 mg
MA/Kg misculo).
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Nas amostras de anchova defumada armazenada a
temperatura ambiente (18,71 °C), observou-se a partir da
primeira semana, um aumento do pimero de TBA e LP,
evidenciando o processo de oxidacdo lipidica,
Entretanto, a partir da quarta semana, essa oxidagdo lipi-
dica perdeu seu valor e uma deferioracio microbioldgica
tornou-se mais evidente. A estocagem desse produto foi
encerrada nesse periodo, visto que o produto jd se encon-
trava em estado de deterioracdo. avancado, verificado
pelo odor piitrido.

A efetividade antioxidativa de alguns preparados de
fumaca liquida quando aplicado ao alimento foi verifica-
da em laboratdrio, em condicbes de estocagem a 40 °C.
Os resultados indicaram que a fumaga liquida inibin o
desenvolvimento da rancidez do alimento gordo {porco
defumado) durante 26 semanas de estocagem. Segundo
HOLLENBECK®, o indice de perdxido passou de (.8
meq/Kg gordura (controle e amostra com fumaca) para
43,1 {controle) e 3,2 {com fumaca).

MORAIS ef al¥ estudando a ranciderz oxidativa em
truta defumada com fumaca liquida, embaladas indivi-
dualmente em sacos pldsticos e estocada a -10 °C duran-
te 150 dias, nfo observaram a oxidagio através da reagiio
de Kreis. Estes mencionam que antioxidanies naturais na
fumaca liquida sdo eficazes e podem ter influenciado
nesse resultado.

ZOTOS, HOLE & SMITH" venificaram uma alta
concentracic de hidroperdxidos (108 meg/Kg gordura)
desenvolvida durante 33 semanas de armazenamento da
cavala in ratura sob congelamento (-20 °C) ¢ que foi
reduzida grandemente apds o processo de defumacio (10
meg/Kg gordura). Essa destruigio dos hidroperdxidos
durante a defumagio indica que produtos secunddrios

foram produzidos, sendo os responsaveis pelos odores
indesejaveis no produto processado, indicando uma
diminuigdo na qualidade lipidica.

CONCLUSOES

« Foi obtide um produto defumado a hase de
anchova (Pomatomus saltatrix) utilizando aroma
natural de fumaca, cophecido comercialmente
por fumaga Hquida;

* Umapré-secagem a 49,5 *C por 45 minutos, antes
da aplicagio da fumaca liquida favoreceu uma
maior penetragio da mesma no misculo da
anchova:

* O tratamento rmico em diferentes etapas (52,8
°C por 45 min.; 67 "C por 45 min,; e 80.8 °C por
2 h30 min.} foi suficiente para manter a estabilida-
de lipidica durante 0 processamento;

» Observou-se pouca evidéncia do processo oxida-
tivo durante o processamento (identificada pelo
baixo numero de TBA), indicando que a oxidacio

lipidica poderia se encontrar no periodo de indu-
¢do {que concorda com o aumento do indice de
peroxidos);

* Os resuitados de indice de perdxidos e nimero de
TBA obtidos atestam a boa estabilidade do pro-
duato processade wtilizando fomaga lquida arma-
zenado por 60 dias & temperatura de -21,64 °C;

* O efeito antioxidante da fumaga liquida pode ser
verificado pelos haixos valores de indice de peré-
xidos e ndmere de TBA ao longo do processa-
mento ¢ armazenamento.
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GONCALVES, A.A. & PRENTICE-HERNANDEZ, C. - LIQUID SMOKING OF BLUE
FISH (Pomatomus saltarrixy: LIPID STABHLITY DURING PROCESSING AND STORAGE.
Rev. Inst. Adoljo Luiz, 58 (1): 69-78, 1999,

ABSTRACT: The objective of this paper was evaluate possibles changes on lipid fraction
of unskinned bluefish fillets during liquid smoking and in different conditions of storage. For
the in natura bluefish used as raw material, and for the smoked product there were the follo-
wing results of chemical composition: 69,38% and 59,79% of humidity: 1,09% and 2,45% of
ash; 16,80% and 22.30% of protein; 12,43 and 15,21% of fat, respectively. As a parameter of
lipid oxidation for the bluefish in narura, the following results of number of TBA and peroxi-
de value, were goten: 0,04 mg MA/Kg of muscle and 6,76 meq. peroxide/Kg of fat; and for
the smoked bluefish: 0.06 mg MA/Kg of muscie and 8,84 meq. peroxide/Kg of fat. In relation
to the samples stored under freezing (-21.64 °C), it was observed that the process of lipid oxi-
dation did not present great importance during 60 days of storage. But the samples stored
under refrigeration (5,74 °C) had a trend of lipid oxidation showed by the increase of TBA
number. The samples stored at an environment temperature (18,71 °C) showed from the first
week an increase of the TBA number and peroxide value, evidencing the process of lipid oxi-
dation. However, from the fourth week (28 days) this lipid oxidation lost its value and a micro-

biologial detericration became more evident (putrid smell).

DESCRIPTORS: bluefish, smoking, liguid smoke, lipid oxidation, stability
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DETECCAO E TIPAGEM DE VIRUS DENGUE
SOROTIPOS 1 E 2 POR MULTIPLEX RT-PCR

Maria Luisa BARBOSA~F
RIALA 6/835

BARBOSA, M L. - Deteccio e Tipagem de Virus Dengue Sorotipos | e 2 por Multiplex RT-
PCR. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 38 (1} 79-83, 1999,

RESUMO: Os virus Dengue siic arbovirus da familia Flaviviridae, com 4 sorotipos anti-
genicamente distintos, VariagOes genéticas intraespecificas entre 08 mesmos sorotipos, inchi-
sive em uma mesma epidemia, estiio bem estabelecidas. O desenvolvimento da técnica de poli-
merizacio em cadeia (PCR) € uma alternativa na identificacdo dos virus Dengue. Neste estu-
do construimos dois novos pares de primers para os sorotipos 1 ¢ 2, sem a ajuda de programas
de computador. Foram utilizadas como modelo as segiiéncias gendmicas de DEN-1 (Western
Pacificy, Nauru Istand e DEN-2 New Guinea C. Os primers sense 57 ACA AAA AGT GGA
GAC CTG GGC TC 3" (D1S) ¢ complementar 57 GTC TAT TCC AAG TCT CTT GGG ¥
(D1A) correspondem respectivamente as posicdes 769 a 791 e 1607 a 1587 do genoma do
virus DEN-1. Estas seqii@ncias reconhecem parte das regides de membrana (M) e proteina
estrutural (E) do genoma do sorotipos 1 e contem 838 pares de bases. A seqliéncia de primers
de DEN-2 foi 5 TGA AGG GGA CGG TTC TCC ATG T 37 (D2S) homdlogos aos nucleoti-
dios 1838 a 1859 ¢ 57 GAC TCC CAC CAA TAC TAG TGA CAC 3’ (D2A) correspondendo
as posicdes 2312 a 2288. O produto da amplificacio foi de 474 pares de bases corresponden-
do a uma por¢io do genoma responsdvel pela sintese da proteina E. A especificidade dos pri-
mers foi avaliada por multiplex RE-PCR.

DESCRITORES: Dengue, RT-PCR Multiplex, Primers,

INTRODUCAO

A introdugio dos diversos sorotipos do virus
Dengue (DEN-1, DEN-2Z, DEN-3 ¢ DEN-4}, em muitas
regides do mundo, vem ocorrendo devido a urbanizagio
dos tropicos, ineficiéncia dos programas de saide puibli-
ca sobretudo no controle do vetor (mosquito) e em decor-
réncia de problemas econdmicos e sociais, vividos por
paises localizados em regides propicias ao aparecimento
do vetor e conseqiientemente do virus responsavel pela
doenga. A dengue é, mundialmente, a mais importante
doenca viral, ransmitida por artrépodes. em termos de
mortalidade e morbidade®.

O aperfeicoamento de metodologias, para a detec-
¢io de virus, se faz necessdrio ndo 0 para o diagndstico,

como parz a vigildncia epidemioldgica. Assim, para o
diagnéstico do viras Dengue, a utilizacio de técnicas de
biclogia molecular tem resultado no desenvolvimento de
testes rapidos, sensiveis ¢ especificos.

A técnica de polimerizagio em cadeia (Polymerase
Chain Reaction- PCR)Y"" & uma alternativa, na identifi-
cagfio dos virus Dengue, pois em algumas horas pode-se
obter grande quantidade do material genético de virus,
provenientes de amostras de soro, lesdes teciduais ou
culturas celulares infectadas com os virus®” Este material
pode, entdo, ser analisado por sequenciamento gendmi-
co, testes de hibridizacfio, eletroforese em gel de agaro-
se ou amda por padrio de restriclo enzimatica ™17,

O teste de PCR envelve a escolha correta de oligo-
nucleotideos iniciadores (primers) que se ligam especifi-

* fustituto Adolfo Lutz - Av. Dr. Arzaldo, 3535 - CEP 01246-902 - Séo Paulo SP - Brasil.
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camente ao dcido nucléico que serd amplificado. Os
ciclos sfo repetidos ¢ consistem de desnaturacio do
DNA, anelamento ¢ extensio do primer pela DNA poli-
merase. Desta forma os oligonucleotideos sdo fatores
determinantes para o sucesso ou falha na amplificagio
do DNA.

Com a finalidade de identificar especificamente
DEN-1 ¢ DEN-2, em vma tinica efapa de PCR, construi-
mos 2 pares de primers para estes sorotipos.

MATERIAL E METODOS

Os primers foram elaborados utilizando-se como
molde as seqiiéncias das linflagens Western Pacilic (Nauru
Island) para DEN-1* ¢ New Guinea C para DEN-2° ¢ gen-
tilmente simtetizados pela Dra. Luiza L. Villa, do Instituto
Ludwig de Sdo Paulo. Foram analisadas as regiies do
genoma correspondentes as proteinas de capsidio (O), pré
membrana (prM), membrana (M} e envelope {E). Durante
todo o estudo as seqgiiéncias dos 2 genomas foram compa-
radas fracdo a fracfo, nucleotideos 410 a 2392 e 342 a
2345 para DEN-1 ¢ DEN-2, respectivamente, e varios
segmentos escolhidos como provdveis “primers”. A elabo-
ragdo destes oligonucleotideos foi realizada sem a ajuda
de programas de computador; as segiiéncias foram avalia-
das e determinadas manuahnente.

RNA VIRAL

Os testes foram realizados com RNA viral purifica-
dos a partir dos 4 sorotipos de Dengue (provenientes do
CDC), RNA padrio Gibeo e dgua MilliQ) como controle
negativo, A especificidade dos “primers” fol analisada
por multiplex RT-PCR.

Sintese de cDNA

Os RNAs alvo (DEN-1, DEN-2 e controles) foram
convertidos em cDNA (DNA copia), a partir de uma fra-
ciio de 5 ul de cada RNA diluido 1:100 em dgua e acres-
centado 25 ul da mistura: 9,0 ul de H,O; 5,0 ul de tam-
pio de enzima 5 vezes concentrado; 1,0 ul de RNAsin a
10 U/ul; 3,0 ul de MgClLa 25 mM, 2,0 ul de DTT a 0,1
M: 0.5 ul de cada primer anti-sense (D1A e D2A)Ya 20
wM; 2,0 ul de dNTP a 10 mM; 2,0 il de transcriptase
reversa a 20 U/ul (RT - Superscript, GIBCO). A mistu-
ra foi incubada a 42 °C / | hora seguida de outra incuba-
cio a 95 °C/7 minutos,

&0

Amplificacao do cDNA

A reacio de polimerizagio em cadeia™ {oi realizada
com 10 ul do produio contende cDNA acrescido de 40
ul da mistora; 27,8 ul de H O; 2,5 ul de tampée de enzi-
ma 10 vezes concentrado; 3,5 ul de MgCl a 25 mM; 1,0
ul de cada primer sense (ID1S e D2S) e anti-sense (D1A
e D2AYa 20 uM; 2,0 ul de NTP a 10 mM; 0,2 ul de Tag
DNA Polimerase a SU/ul. Inicialmente a denaturacio do
cDNA-RNA hibrido foi feita & 94 </5min. seguida de 35
ciclos com os seguintes passos: 94 °C/50seg. 50
*Cl40seg. 72 *C/40seg. e 72 °C/7 minutos.

Apds a amplificacie, os produtos (Sul) foram anali-
sados por eletroforese em gel de agarose & 1,5%, em tam-
pao TAE (40mM Tris-acetato, 1mM EDTA), o gel foi
corado com brometo de etidio e visualizado em luz UV,

RESULTADQOS

Os “Primers” foram determinados por apresestarem
conteddo de C-G entre 45 e 55%, seqliéncias de bases
com maior ndmero de diferencas, entre os dois sorotipos
em estudo, nimero maximo de bases inferior a 25 e tem-
peratura de fusiio (Tm) semelhantes entre os 4 primers
analisados. Observando-se estas caracteristicas foram
definidos os seguintes oligonucleotideos.

DS — 5ACAAAAAGT GGA GACCTG GGC TC 3
nucleotideos 769 a 791, oligonuclectideo sense

D A - 5'GTC TAT TCC AAG TCT CTT GGG 3
nuclectideos 1607 a 1387, oligonucleotideos anti-sense

DS — 5TGAAGG GGA CGG TTC TCCATG T ¥
nucleotideos 1838 a 1859 oligonucleotideo “sense”.

DA~ 5GACTCCCAC CCAATACTAGTGACAC Y
nucleotideos 2312 a 2288 oligonuclectideo ndo “sense”.

O tamanho da seqiiéncia do DNA amplificado foi
consistente com o esperado para a regiio alvo do geno-
ma dos virus DEN-T e DEN-2, os fragmentos resullantes
correspondem a 838 pares de bases para o sorolipo | e
474 para o sorotipo 2 (Figuras 1).
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FIGURA 1: Gel de agarose empregado na andlise dos produtos de RT-PCR dos Genomas padrdes de virus Dengue: (a)
reagentes; (b) DEN-1; (¢) DEN-2; (d) padrao peso molecular 100 bp ladder GIBCO BRL; (e) DEN-3; (f) DEN-4; (g)

RNA controle; (H) H,O controle.

DISCUSSAO

O desenvolvimento da reaciio em cadeia da polime-
rase (PCR) tem facilitado o diagndstico e detecgdo dos
virus Dengue. Uma das principais consideragdes nos
protocolos de PCR esta na obtengao de produtos especi-
ficos determinados pelos “primers”.

Embora a padronizagio da PCR envolva muitas
varidveis, um dos parimetros mais criticos, em todos 0s
casos, € a obtencdo de “primers”, que se ligam especifi-
camente ao acido nucléico em estudo, resultando em pro-
dutos especificos. Assim a etapa fundamental na constru-
¢io de um ‘Primer”, € assegurar esta especificidade.

Relatos anteriores tém descrito que a mistura de “pri-
mers” especificos possibilita a amplificacdo dos virus
Dengue, usando técnicas de hibridizacio, “Nested” ou
ainda amplificagao de parte do genoma apds a digestio com
enzimas de restricdo. A utilizacdo destes novos “primers”
permitiu a amplificacdo do cDNA em uma tnica etapa.

A tipificacio em uma etapa de PCR, reduz sensivel-
mente o risco de contaminacio, pois neste processo nao
€ necessaria a manipulacio de cDNA amplificado inter-

medidrio. Esta simplifica¢do representa uma vantagem
sobre 0 método empregando “nested” cujos resultados
sdo obtidos apds uma segunda etapa de amplificacio e
hibridizacdo que requer sonda marcada, purificada e
padronizada, as vezes de dificil reprodugio.

A especificidade de nossos “primers” foi revelada
por sua habilidade em reconhecer seqiiéncias especificas
tnicas de RNA de cada um dos sorotipos 1 ¢ 2, ndo se
observando qualquer cruzamento entre 0s 2 sorotipos em
estudo e completa auséncia de amplificacio com os
sorotipos 3 e 4. Somente um produto foi obtido em cada
reacdo de tipificacao.

VariagOes genéticas intraespecificas entre as viroses
por dengue, mesmo em dreas epidémicas, estdo bem
estabelecidas”. Desta forma o sucesso obtido na amplifi-
cacdo dos virus Dengue sorotipos 1 e 2 isolados, em cul-
turas celulares, representa a perspectiva para que em um
futuro préximo esta metodologia possa ser utilizada em
amostras de soro de pacientes, permitindo um diagnésti-
co, além de especifico, mais rdpido e sensivel na detec-
¢ao dos virus circulantes em nosso meio.
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BARBOSA, M L. - Multiplex RT-PCR used for detection and tipification of Dengue viruses
sorotypes 1 and 2. Rev. Inst. Adolfo Lurz, 58 (1): 79-83, 1999,

ABSTRACT: Dengue Virus is a mosquito-borne flavivirus with four antigenicaily dis-
tinct serotypes. Intratypic genetic variation among the virus serotypes, even in the same epi-
demic, is well established. The development of the polymerase chain reaction (PCR) has faci-
litated the diagnostic assays in detecting dengue viruses. [n order to detect dengue viruses cir-
culating in Brazil, two new pairs of type-specific primers were, without the aid of any compu-
ter program. manually designed. We used as model genomic sequence of the DEN-1 (Western
Pacific strain), Nauru Tsland and DEN-2, New Guinea C were used as model. The genomic-
sense, 5 ACAAAAAGT GGA GAC CTG GGC TC 37, oligonucleotide primers (D18) and the
5 GTC TAT TCC AAG TCT CTT GGG 3° (D1A) oligonucleotide complementar to the plus-
strand corresponded respectively to the positions 769 to 791 within 5" non coding region of the
DEN-1 virus genome and 1607 to 15387, These primer sequences bracketed at 838 nucleotides
base sequence in the M and E gene. The sequence sense primers of DEN-2 was 5" TGA AGG
GGA CGG TTC TCC ATG T 37 (D2S) homologous to nucleotidides 1838 to 1859 and the §°

GACTCC CAC CAATAC TAG TGA CAC 37 (D2A) oligenucleotide used for the first-strand
cDNA synthesis was designed to contain complementary sequences to the originat RNA at 3’
end, corresponding to positions 2312 to 2288, The amplification product has a 474bp size cor-
responding to E gene portion. The primer specificity were avaluated by the multiplex RT-PCR.

DESCRIPTORS: Dengue, Multiplex RT-PCR, Primers.
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SANTOS, C.CM. PERESI, J.TM.; LOPES, M.R.V. LIMA, S.I.; CARVALHO, 1.5. & ZENE-
BON, O. - Avaliaciio microbiolégica e fisico-quimica do leite pastewizado comercializado na
Regifio de S0 José Do Rio Preto ~ SP. Rev, Inst. Adelfo Luiz, 38 {1); 85-89, 1999,

RESUMO: Com o propdésito de avaliar a qualidade do lIeite pasteurizado ¢ comercializa-
do na regifio de Sdo José do Rio Preto, no perfodo de 05.92 a 09.97 foram analisadas 511 amos-
tras de feite dos tipos A, B, C ¢ desnatado, quanto ao aspecto microbiolégico e s caracteris-
ticas fisico-quimicas. Na andlise microbiolégica foram determinados NMP de coliformes
totais, NMP de coliformes fecais, coniagem padrio em placas e presenca/auséncia de
Salmonella, segundo & metodologia recomendada pela APHA e as andlises fisico-quimicas
pelos métodos oficiais exigidos pela legislacio vigente (Ministério da Agricultura ¢ Normas
Analiticas do IAL}. Das amostras analisadas 232 (45.4%) estavam em desacordo com os
padrdes legais vigentes, sendo 131 (25,6%) quanto & andlise microbiologica e 128 (250%)
quanio i fisico-quimica. Os resultados das andlises microbicldgicas mostraram que 94 (18,4
%) amostras de leite pasteurizade (principalmente no tipo C) estavam acima do limite mdxi-
mo preconizado para coliformes totais. Os coliformes fecais, representaram 12,9% das conde-
nacdes, com maior incidéncia também no leite tipo C. Na anélise fisico-quimica foram efe-
tuadas as determinagdes de acidez, gordura, extrato desengordurado, extrato seco total, indice
crioscopico, substancias oxidantes e conservantes, provas de fosfatase e peroxidase. As altera-
¢Bes fisico-quimicas que ocorreram foram principalmente em relacio a prova de peroxidase
onde 55 (10.8%) amostras analisadas apresentaram indicios de gue a pasteurizacgio estava fora
da temperatora adequada ¢ 148 (29,0%) apresentaram pelo menos um parametro fisico-qui-
mice alterado, sendo o mais freqliente o indice crioscdpico, indicando adicio de dgua ou pro-
blemas tecnoldgicos na pasteurizagio ou desodorizagio do leite. Apenas 1 (uma) amostra apre-
sentou reagdo positiva para substiincias oxidantes. Das amostras analisadas, 232 (45,49%) apre-
sentaram padries de gualidade e higiene insatisfatdrios, indicando a necessidade de fiscaliza-
¢io e controle permanentes do leite pasteurizado.

DESCRITORES: Leite pasteurizado, Controle de qualidade, Saidde Publica.

Instituto Adolfe Lutz - Laboratdrio I de S&o José do Rio Preto .
Institute Adolfo Lutz - Laboratorio Central - S0 Paulo Autor para Correspondéncia :Cecilia Cristina Margues dos Santos — Rua Alberto
Sufredine, 2325- Maceno - Sfo José do Rio Preto -SP — CEP, 1506G-020.
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INTRODUCAQ

A finalidade da Vigilancia Sanitdria é garantir, por
suas acdes. que os produtos destinados ao consamo
humane mantenham nivel de qualidade tal que elimine
ou minimize a probabilidade de ocorréncia de efeitos
danosos a saide.”

A Vigilincia Sanitdria dentro do contexto de Sande
Piblica deve desencadear aghes capazes de prevenir riscos
& satde do consamidor . Neste sentido, e considerando que
o leite € um alimento importante, qualitativaments ¢ mais
completo e de amplo consumo por individuoes de todas as
faixas etarias, sua qualidade deve ser periodicamente ava-
liada por 6rgdos competentes em Satide Pablica .

) Para garantir a qualidade e assegurar condigbes

higiénicas satisfatérias, as usinas de benefliciamento
devem seguir as normas preconizadas desde a ordenha
até a conservaco do leite pasteurizado.>*"

A pasteurizagBo nfio renova um leite alterado, mas
& um recurso de patureza industrial para prevenir e retar-
dar a sua deterioragBo. No processo de pasteurizacio,
“temperatura” e “tempo” siio estabelecides de maneira a
eliminar principalmente microrganismos patogénicos.
ocasionando alteracio minima na compeosicio quimica
intrinseca do leite.’

Contudo, ¢ um produto que muitas vezes apresenta

problemas de qualidade, tanto no aspecto microbioldgi-
co, como no fisico-quimico.
‘ Com o proposito de avaliar a qualidade do leite pas-
teurizado e comercializado na regido de Sdo José do Rio
Preto{SP), no perfode de maio/92 a setembro/97 foram
analisadas 311 amostras de leite dos tipos A, B, C e des-
natado, quanto ao aspecto microbiologico e ds caracteris-
ticas fisico-quimicas.

MATERIAL E METODOS

As 511 amostras de leite pasteurizado tipos A, B, C
¢ desnatado foram coletadas no coméreio varejista de Sio
José do Rio Preto (SP) e regifio pelo Grupo Técnico de
Vigildncia Sanitdria da Divisdo Regional de Sadde (DIR
XXI) para procedimento de andlise fiscal. Foram toma-
das assepticamente aliguotas de 100 mi. para o exame
microbioldgico e, apds a medida do volume restanie e
avaliac@io das suas caracteristicas organolépticas, a amos-
tra foi submetida aos exames fisico-quimicos.

Na analise microbioldgica foram determinados
Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totals e
fecais, contagem padriio em placas e presenga/auséncia
de Salmonella, segundo a metodologia recomendada
pela APHA! Apesar dos estafilococos coagulase positi-
va ndo constarem nos padrdes microbioldgicos da
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Portaria n.° 01 de setembro de 19874, 167 (32,7%) amos-
tras de leite foram submetidos a esse teste, sendo &
determinaco guantitativa realizada pela téenica de tubos
multipios, série de 3, com determinacdes do NMP.»

As analises fisico-quimicas foram realizadas pelos
métodos oficiais {Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Latz e Ministério da Agricultura)™' e determinados 08
seguinles pardmetros: Acider {em graus Dornic), densi-
dade a 15 °C, pelo termolactodensimetro de Quevene ¢
gordura pelo butirémetro de Gerber. extrato seco total e
extrato seco desengordurade. O fndice crioscdpico foi
determinado através de crioscopio (Laktron-M 90) digi-
tal. As provas de peroxidase e fosfatase foram efetuadas
para verificar se houve alterachio pelo aquecimenio
(temperatura superior a 75 °Cj ¢ a eficiéncia da pasteuri-
zaglo respectivamente 7. Para verificar a presenga de
conservadores foram empregados: solucio de carmim
(para a detecclio de dcido bdrico), solucko de guaiacol a
1% m/v para deteccio de dgua oxigenada e dcido sulfu-
rico (I+1)viv e cloreto férrico 1% my/v para detecciio de
formaldeido. Para determinacio de Acido salicfiico e
salicilatos utilizou-se dcido cloridrico (1+3)/v como
precipitante, éter etilico e solugo de cloreto férrico a
0,5% m/v como reagente cromogénico. Substincias oxi-
dantes foram determinadas mediante o uso de solucio
sulfiirica de difenilamina."

RESULTADOS

Das 311 amostras analisadas, 232 (45,4%) estavam
em desacordo com os padrdes legais vigentes, sendo 131
{25.6 %) guanto ao exame microbioidgico e 128 (25,0%)
quanto ao fisico-quimico, conforme demonsirado na Tabela
1 e Tabela 2. A distribuiciio dos resultados microbiolégicos
em desacordo com a legislacfio vigente' segundo os pari-
metros e tipos de leite estdo relacionados na Tabela 1.

Nao foi isolada Salmonella em nenhuma das amos-
tras analisadas.

Das 167 amostras de leite pasteurizado que foram
submetidos a pesquisa de estafilococos coagulase positiva,
24(14.4%) apresentaram resultado positivo assim distri-
buidos : 01 amostra de leite pasteurizado tipo A (4,2%), 05
de tipo B (20,8%), 16 de tipo C (66,7%) e 02 de desnatado
(8,3%). A variacio do nimero de estafilococos coagulase
positiva obtida por NMP de acordo com o tipo de leite foi:
tipo A (0,36/mL); tipo B (de 0,3 2 9.3/mL.) ; tipo C (de 0,3
a 4.4/mL) e tipo desnatado (de 0,76 a 2.1/mL).

A Tabela 2 mostra os pardmetros  fisico-quimicos
que apresentaram maior nimero de alteragdes. Apenas
uma amostra apresentou reagfio positiva para substincias
oxidantes. E quanto as caracteristicas organoléticos apre-
senfaram-se normais em todas as amostras analisadas,
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TABELA |
AMOSTRAS DE LEITE PASTEURIZADO EM DESACORDO COM OS PADROES BACTERIOLOGICOS
ESTABELECIDOS PELA LEGISLACAO — MAIO DE 1992 A SETEMBRO DE 1997

TIPOS DE LEITE ~ AMOSTRAS PADROES BACTERIOLOGICOS AMOSTRAS
ANALISADAS EM DESACORDO
CONTAGEM COLIFORMES  COLIFORMES
PADRAO TOTAIS FECAIS
A 38 02(5,3%) 04(10,5%) 02(5.3%) 04(10.5%)
B 97 16(16,5%) 26(26,8%) 18(18,6%) 40(41,2%)
C 309 11(3,6%) 45(14,6%) 39(12,6%) 65(21,0%)
DESN. 66 15(22,7%) 19(28.8%) 07(10,6%) 22(33.3%)
TOTAL 511 44(8.6%) 94(18,4%) 66(12.9%) £31(25,6%)
TABELA 2

AMOSTRAS DE LEITE PASTEURIZADO EM DESACORDO COM OS PADROES FISICO-QUIMICOS
ESTABELECIDOS PELA LEGISLACAQO — MAIO DE 1992 A SETEMBRO DE 1997

TIPOS AMOSTRAS PADROES FISICOS AMOSTRAS

DELEITE  ANALISADAS EM DESACORDO
ACIDEZ ~ INDICE  PEROXIDASE EXTRATO SECO

CRIOSCOPICO TOTAL

A 3 4(105%)  29(76,3%) 9(23.7%)  6(15.8%)  19(50%)

B 97 6(62%)  57(58.8%)  14(144%)  S(82%)  25(25,8%)

C 309 18(5.8%)  132(42,7%)  30(9,7%) 301,0%)  71(23,0%)

DESN. 66 34,5%)  34(51,7%) 2(3,0%) 23,0%)  13(20,0%)

TOTAL 511 3U6,0%)  252(49.3%)  55(10.8%)  19(3.7%)  128(25,0%)

DISCUSSAQO E CONCLUSAQ

As alteragOes fisico-quimicas ocorreram principal-
mente em relagdo a prova de peroxidase, apresentando
indicios de que a temperatura de pasteurizagio estaria
fora da adequada , pois esta enzima é inativada quando o
leite € submetido a temperaturas superiores as indicadas
para 4 pasteurizagio ¢ nestas condigBes o leite estd em
desacordo com o padrio enzimatico previsto na legisia-
¢do vigente e nfio deverd ser empregado na fabricacfo de
derivados.*”

Das amostras analisadas, 252 (49,3%) apresentaram
indice crioscopico alterado indicando fraude por motha-
gem, problemas tecnoldgicos o desodorizacio do
leite.*"

Os resultados obtidos através da andlise microbio-
idgica mostraram que 25,6% das amostras estavam fora
dos padroes legais vigentes. A ma higienizacio dos
equipamentos, as falhas no processe de pasteurizagio e
a manuteng¢io do produto em temperatura superior a
indicada pelo R.LLS.PO.AY, tanto no laticinio, quanto
no transporte ou comérelo, constituem as grandes causas
das altas contagens bacterianas encontradas'. A possivel
contaminagio do produfe com muerorganismos entera-
patogénicos, revelado pela presenga de coliformes fecais
acima dos limites estabelecidos pela legislacdo* em
12,9% das amostras analisadas serve de alerta ao risco
que a populagdo estd sujeita ao consumir leite pasteuri-
zado. Cabe lembrar que a pasteurizagiio do leite foi esta-
belecida para melhorar suas gualidades nutricionais evi-
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tando exposicdo ao calor excessivo da fervura ¢ elimi-
pando os microrganismos patoglnicos acaso presentes.

O lette pela sua composicdo. torna-se um meio de
cultura natural, oferecendo condi¢des excelentes para
a multiplicacgo de microrganismos® '™, HEstafilococos
coagulase positiva tem sido responsdvel por alta inci-
déncia de enfermidades transmitidas por alimentos
(ETA). O presente estudo revelou que em 14,4% das
167 amostras de leite pasteuyrizado analisadas foi
encontrada essa bactéria |

O fato de possiveis falhas po processo de pasteuriza-
¢lio e de que, apds a distribuicde do leite em alguns pon-
tos de venda, o mesmo ficar muitas vezes em tempera-
tura ambiente por um perfode  de tempo considerivel
antes de ser adequadamente acondicionado, esse leite
torna-se sujeito 4 profiferagio de estafilococos coagulase
positiva entre outras bactérias. podendo assim liberar
quantidade suficiente de enterotoxinas estafilocdcicas
{termoestavels) capazes de provocar episodios de ETA.

Diante desta realidade sugerimos a inclus@o desta
determinaciio nos padrdes microbioldgicos do leite pas-
teurizado, compiementando os padrdes existentes na

Portaria 451 de 19 de setembro de 1.997, da Secretaria
de Vigiléncia Sanitdria do Ministério da Saide’,

O conjunto dos resultados obtidos no presente arti-
20, mostrou a necessidade de que profissionais ligados a
produciio, implantem em sua pratica didria, acdes volta-
das & melhoria da qualidade do leite pastenrizado ofere-
cido 4 populagio.

Na atualidade o instrumento mais avancado para
proteger os produtos alimenticios de perigos microbiold-
gicos, Tisicos e quimicos & o sistema de andlise de peri-
£08 ¢ pontos criticos de coatrole {HACCP). Com base
cientifica, o sistema tem por finalidade identificar peri-
gos especificos e estabelecer medidas preventivas de
controle em toda a cadeia alimentar, envolvendo a pro-
dugdo priméria, as indistrias, os transportaderes, 0s con-
sumidores, os inspetores e fiscalizadores e os fornecedo-
res de produtos e servigos de qualguer natureza que se
relacione com a seguranga do alimento?,

Além das agdes do fabricante, é essencial uma fisca-
Hzagdo mals efetiva nos laticinios e também nos pontos
de venda, ende Orgios competenies em vigilncia sanitd-
ria devem agir visando maior protecao 4 satde pliblica.
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ABSTRACT: With the pourpose to evaluate the quality of the pasteurized milk commercia-
lized in the region of Sio José do Rio Preto, from May, 1992 to August, 1997, 511 samples of
types A, B, C and skimmed milk were analysed concerning the microbiological and physicoche-
mical standards. In the microbiological analysis the MPN of coliform group, MPN of fecal coli-
forms standard plate count and presence/absence of Salmonella were determined, according to
the recommended methodology by APHA and the physicochemical analysis by the official
methods requested by the current legisiation (Brazilian Ministry of Agriculture and Analytical
Norms of [AL). From the analysed samples 232 (45,4%) were not in accordance with the current
fegal standards, being 131 (25,6%) related to the microbiological analysis and 128 (25,00%) to
the physicochemical. The results of the microbiological analysis showed that 94 (18,4%) sam-
ples of pasteurized milk (mainly C type) were above the accepted level of coliform group. The
fecal coliforms, represented 12,9% of the condemnations, with a higher incidence also in the type
C milk. In the physicochemical analysis were carried out the determinations of acidity, fat, fatless
extract, total dry extract, freezing point, oxidating and preservatives, phosphatase and peroxida-
se proofs. The physicochemical changes that occured were mainly related to the peroxidase
proof, were 55 (10,8%) samples analysed showed indication that the pasteurization was out of
the adeguate temperature and [48 (29.00%) showed at least one alfered physicochemical stan-
dard, being the freezing point most frequent, indicating water adition or technological problems
in the pasteurization. Only one sample showed a positive reaction for oxidating substances. From
the analysed samples, 232 (45,4%) showed no satisfactory standards of quality and hygiene,
indicating the need of permanent guality conirol of the pasteurized milk.

DESCRIPTORS: pasteurized milk, quality control, Public Health.
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Cromatografia (asosa de Anfetaminas e Benzodiazepinas em Formulagties para
Emagrecimente. Estudo I: Determinacio de Dietilpropiona e Femproporex . Rev. Inst. Adolfo
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RESUMO: Este trabalho descreve o estudo de um método de andlise por cromatografia
gasosa para determinac@io simuitanea de dietilpropiona ¢ femproporex presentes em formula-
cles indicadas para regime de emagrecimento. Este método fol aplicado em 03 (trés) férmu-
las diferentes, constituidas de farmacos em quantidades que variam dentro da faixa mais comu-
mente prescrita. O método consistiu da extracdo dos farmaces com diclorometano em meio
alcalino, seguida da andlise por cromatografia gasosa usando a fenilpropanolamina como
padrio interno. Foi observada a separagdo das substincias, dietilpropiona e femproporex, com
tempo de retencdo de 3.7 e 4,3 minutos, respectivamente. O coeficiente maxime de variacio

do método para dietilpropiona [oi 2,28% e para femproporex 2,41%.

DESCRITORES: Cromatografia gasosa; dietilpropiona; femproporex; formulagdes para

regime de emagrecimento.

INTRODUCAO

As formulagGes para regime de emagrecimento,
comumente utilizadas no tratamento da obesidade, sdo
consumidas de forma abusiva por certos individuos, O
uso indevido destas formulagdes demanda de prescrigdes
médicas incorretas'® (associac@o pio recomendada dos
principios ativos ou quantidade excessiva dos mesmos),
perfodo de tratamento prolongado e, abuso de drogas,
como, por exemplo, a automedicacio, A sadde dos pa-
cientes ficara seriamente comprometida pelos danos oca-
sionados quando da utilizacdo indiscriminada dos cha-
mados produtes “moderadores de apetite”. Decorre-se,
entio, o grande empenho de profissionais da Satde,
preocupados com a acio eficaz ¢ segura destes produtos

farmacéuticos’, no desenvolivimento de métodos analiti-
cos que assegurem a qualidade dos mesmos.

Aos dezenove de Maio de 1998, a Secretaria de
Vigilancia Sanitdria do Ministério da Sadde publicou a
Portaria n=344, gue no Artigo 48 resolve o seguinte:
“Proibir, em todo Territério Nacional, a fabricacio, dis-
pensacio e comercializacio de associacbes medicamen-
tosas, coniendo em sua formulacio as substincias: dietil-
propiona cu anfepramona, d-fenfluramina, dl-fenflura-
mina, femproporex e mazindol, guando associadas entre
si e fou a outras substéncias de agdo no sistema nervoso
central (inclusive as benzodiazepinas) e/ou substincias
com agho no sistema enddcring”.’

Dentre as anfetaminas citadas na Portaria no.
344/98, as mais comumente prescritas sao dietilpropiona

* Segfio de Quimica Farmacfutica do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo SP.

- Instituto Adolfo Lutz - Laboratorio 1 de Ribeirfio Preto.
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e femproporex, na forma de cloridrato, associadas entre
st efou com ansioliticos, diuréticos e laxativos.

Os principios ativos dietilpropiona e femproporex
sio substincias anorexigenas que atuam, em nivel de sis-
tema nervoso central, com agio de supressdo do apetite®
* " e da sensagio de fome” . O uso de anfetaminas deve
ser rigorosamente controlado por serem consideradas
drogas de abuso, causando dependéncia fisica e psiqui-
ca %" os efeitos adversos constituem desde pequenos
agravos 4 satde, como leves translornos gastro-inlesti-
nais, até reagles capazes de provocar danos irreversi-
veis, como colapso circalatdrio e morte, no caso de
super-dosagem®,

Vistos tais aspectos, tornou-se de suma importincia
o desenvolvimento de um método analitico de separagio
e determinagio do teor de anfetaminas em quaisquer for-
mulagdes farmac@uticas para avaliar a qualidade dos
produtos consumidos durante o tratamento da obesidade.

CHAVES et al' apresentoun um método analitico
para determinacio guantitativa de dietilpropicna, fem-

proporex, diazepam e fenolftaleina, constituintes de uma
tnica formulagiio. Porém, a dietilpropiona ¢ o fempropo-
rex ndo foram identificados separadamente, somente na
totalidade, por procedimentos volumétricos e espectro-
fotométricos.

O presente trabalho tem por objetivo descrever um
método de andlise por cromatografia gasosa que permita
separar ¢ quantificar dietilpropiona e femproporex,
simultancamente, em presenga de diazepam.

MATERIAL E METODO

O método analitico estudado foi aplicado em (3
(trés) formulas diferentes, constituidas de principios ati-
vos em quantidades que variam dentro da faixa mais
comumente prescrita, sendo, estas férmulas, manipula-
das pelos autores no laboratério,

As trés formulas estudadas estdo apresentadas na
Tabela 1.

TABELA |

Quantidade {em miligramas) dos principios ativos segundo a férmula

Principio ativo

Formula (mg)

A B C
Dietilpropiona, cloridrato 75 50 25
Femproporex, cloridrato 40 20 10
Diazepam ' 5 5 5
Excipiente ¢.5.p. 200 150 100

Nota: as substincias utilizadas como excipientes foram sulfato de sodio e talco (para andlise), guardada a proporgio 1:1.

Eguipamentos

Cromatdgrafo 4 gds com detector de ionizacio de chama
- CG 500-A

Integrador - Processador — CG 300

Rotaevaporador - Fisaton 802

Reagentes

Diclorometano pa

Etanol pa

Substéncia de referéncia de cloridrato de dietilpropiona
Substincia de referéncia de cloridrato de femproporex
Substincia de referéncia de cloridrato de fenilpropanolamina
Substincia de referéncia de diazepam

Solucio de hidréxido de sddio 10% (p/v)

Sulfato de sodio anidro pa

Talco grau farmacéutico

Material

Baldo de fundo chato de 300 ml.
Baldes volumétricos de 10 e 100 ml.
Funil de separacio de 250 mkL.

Funil de vidro

Pipeta graduada de 5 ml.

Pipeta volumétrica de 5 mlL

Proveta de 50 mL

O método consistiu na extracio dos principios ati-
vos com diclorometano em meio alcalino seguida de
andlise por cromatografia gasosa (método do padrio
mnterno}.

Frocedimento Geral
1< Erapa: Preparagdo das solugdes padrdo
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ay Selucio de padrio interno de cloridrato de fentlpropa-
nolamina

Preparou-se uma solucfio padrio de cloridrato de fenil-
praponolamina de concentracio de, aproximadamente,
Tmg/ml. cm etanol.

h) Solugéo padrio de diazepam

Preparou-se uma solugdo padrio de diazepam de con-
centragiio exata de. aproximadamente, 1 mg/mL em
solugdo de padrio interno.

¢) Selugdo padrdo de dietilpropiona e femproporex

Para cada formulacfio, pesou-se exatamente uma quanti-
dade de cloridrato de dietilpropiona e cloridrate de femn-
proporex, guardada a propor¢io de cada formula, trans-
feriu-se para um {unil de separagio com auxilio de 5 mL
de dgua e adicionou-se 3 mL de solugiio de hidréxido de
sodie 10%. Exiraiu-se os fdrmacos, sucessivamente,
com 04 {guatro} por¢des de 30 ml de diclorometano.
Recolheu-se os extratos em baldo de fundo chato, apds
filtracdo por meio de 1 g de sulfato de sédio anidro sobre
algodio previamente lavados com o solvente. Evaporou-
se 0 solvente em rotaevaporador, & temperatura de 40 +
5 °C, até volume de aproximadamente 2 mL, ¢ com o
auxilio de nitrogémio até secura. Dissolveu-se o residuo
em 5 mL de solugdio padrio de diazepam.

2« Efapa. Preparacdo da solugdo amostra

Pesou-se exatamente uma qguantidade de amostra corres-
pondente a cada férmula. Procedeu-se a extracio como o
descrito no item ¢ da [2 etapa do procedimento geral até
a evaporacio do solvente. Dissolveu-se o residuo em 5
ml de solncdo de padrio interno.

3« Erapa: Andlise cromatogrdfica

Proceden-se a andlise cromatogrifica® 7 utilizando-se
coluna capilar de silica fundida SE 30 de 0,25 mm x 25
m de acordo com a seguinte programagio de remperatu-
ra: injetor, 285°C; detector, 295°C; forno, temperatura
inicial de 190°C, mantida por 5 minutos ¢ temperatura
final de 280°C, mantida por 4 minutos. O gés de arraste
utilizado foi o hidrogénio com fluxo de 30 mL/min.

Injetou-se trés vezes a solugao padrio para calibracio do
integrador.

Inietou-se duas vezes cada solugiio da amostra.

4% Ftapa: Andlise estatistica

Os resultados estdo apresentados em média ¢ desvio
padrio. O coeficiente de variagio do métedo foi calcula-
do para cada substiacia analisada.

RESULTADOS

Para cada férmula estudada foram executadas 06
{seis) determinacdes de cada etapa do procedimento
geral descrito.

Qs resultados obtidos, apresentados na Tabela 2,
foram submetidos a tratamento estatistico e as medidas
de variabilidade destes resultados estiio apresentados na
Tabela 3.

A partir dos dados da Tabela 3, caiculou-se a recu-
peraciio do método, apresentada na Tabela 4.

Os cromatogramas das substincias de referéncia da
formulag#o reconstituida estio representados na Figura 1.

TABELA 2

Quantidade (em miligramas) dos principios ativos
segundo a férmula

Principio ativo Férmula
A B C

Dietilpropiona,

cloridrate 77,08 51,27 25,66
76,61 51,16 2545
7541 5114 25,44
74.50 50,45 24,74
73,73 50,00 24,72
72,63 48,89 24,39

Femproporex,

cloridrato 30,58 20,21 10,27
30,32 20,21 9,91
29,64 20,13 9,91
2953 19,97 9,88
29,02 19,62 9,76
28,90 19,60 9,54
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TABELA 3

Medidas de variabilidade da quantidade
{em miligramas, miligramas zo quadrado e
percentagem) dos principios atives dietilpropiona e
femproporex segundo a formula

Medida de
variabilidade Formula
A B C
Dietifpropiona
cloridrato
X 75,00 50,50 25,07
S 2,02 0.84 0,27
§ 1,71 0,92 0.52
v 2.28 1,82 2,06
Femproporex
cloridrato
X 29,66 19,96 9,88
S (1,46 0.08 0.06
5 (.68 0,28 0.24
CvV 2,28 1,42 241
Nota: X = Média aritmética (mg)
S = Variincia (mg’)
8 = Desvio padrio{mg)

CV = Coeficiente de variacio (percentagem)

TABELA 4

Média (em percentagem) da recuperaciio do método
para cada principio ativo segundo a férmula.

Principic Ativo Férmulas

A B C
Dietilpropiona,
cloridrato 160,00 101.00 102,67
Femproporex,
cloridrato 08,87 99,80 98,80

DISCUSSAO E CONCLUSAQ

O método por cromatografia gasosa apresentado
neste trabalho permite a separacio e quantificacio dag
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FIGURA 1 — Cromatograma de uma férmula reconsti-
rida com os padrdes, dietilpropiona, femproporex ¢
diazepam. Condicdes cromatograficas: coluna capilar
SE 30 (25m x 0,25 mm), temperaturas do detector 295 *C
e do injetor 285 °C, detector de ionizagdo de chama.

anfetaminas, dietilpropiona e femproporex, de modo
satisfatdrio, como mostram os cromatogramas da Figura
1. Nestes cromatogramas pode-se observar que houve a
separagio entre 0s picos da dietilpropiona e do fempro-
porex com tempos de retenciio de 3,7 e 4,3 minutos, res-
pectivamente.

Anteriormente CHAVES et al’ descreveram um
meétodo por volumetria e espectrofotometria na regido do
UV para o doseamento destes principios ativos em for-
mula¢des para regime de emagrecimento; porém, devido
4s caracteristicas quimicas semethantes, estas substin-
clas foram determinadas concomitantemente, identifi-
cando-se apenas a dietilpropiona. A aguisicio de am cro-
matografe gasoso acoplado a um integrador - processa-
dor e a crescente necessidade de aprimoramento no con-
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trole de qualidade de térmulas manipuladas motivaram
0s autores para o desenvolvimento deste método.

O método possibilitou a separagio € a quantificagio
de dietilpropiona e femproporex por cromatografia gaso-
sa, simultaneamente, em formulacdes com proporcles
diferentes dos principios ativos.

Observando-se a Tabela 3, os valores maximos de
coeficientes de variaciio para dietilpropiona e femproporex
foram 228% e 2.41%, respectivamente. Sendo o coefi-
ciente de variaghio, em termos estatisticos, nma medida de
dispersio, definida com o desvio padrdo expresso em por-
cemtagem da média’, conclul-se que no método apresenta-
do para cada um dos principios ativos, a variabilidade rela-
tiva dos resultados néc excede o limite percentual de 2,41,

Na Tabela 4, observou-se que a recuperacdo dos
principios ativos nas 03 (trés) formulas esrudadas com-

preendeu um intervalo entre 100,00 - 102,67% ¢ 98,80 -
99,80 para dietiipropiona e femproporex, respectivamen-
te. Estatisticamente, sZo considerados satisfatérios os
resultados compreendidos entre 90 e 110% em relacio
ao valor real dos principios ativos em produtas acabados.
Este intervalo de recuperacio do método garante sua
aplicabilidade nesta faixa de dosagem de principios ati-
VOs.

A eficiéncia e confiabilidade do procedimento ana-
litico apresentado podem ser confirmados por meio dos
resultados de coeficiente de variagdo e porcentagem de
recuperagio do método.

O método estudado neste trabalho pode ser aplica-
do nos servicos de laboratério de controle de qualidade
de medicamentos ¢ na andlise de formulacBes para regi-
me de emagrecimento.

RIALA 6/857

TRUJILLO, L. M. ;

CHAVES, M. A.; AKATUKA, A. S. & THA, M. H. - Gas chromatography

analysis of amphetamines and benzodiazepines in formulas for slim Study I: determination of
diethylpropion and fenproporex. Rev. {nst. Adelfo Lutz, 58 (1) 91-96, 1999,

ABSTRACT: This present study describes a gas chromatography method for simuita-

neous determination of diethylpropion and fenproporex that are present in formulas indicated
for weight loosing diets. This method was applied in three different formulas, consisting of
drugs, in a range of quantities most commonly prescribed. The method consisted of ampheta-
mines extraction with methylene chloride, followed by gas chromatography analysis, using
phenylpropanolamine as an internal standard. The separation between the two substances was
observed, with a retention time of 3,7 minutes for disthylpropion and 4,3 minutes for fenpro-
porex. The maximum variation coefficient for the diethylpropion method was 2,28% and for
the fenproporex it was 2,41%.

DESCRIPTORS: Gas chromatography; diethylpropion; feaproporex; formulas for slim.
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RESUMO: No periodo compreendido entre margo de 1990 e dezembro de 1994 foi rea-
lizada pesquisa de coccidios em amostras de fezes de 172 pacientes, com e sem diarréia, na
Secdo de Biologia Médica do Instituto Adolfo Lutz - Campinas, encaminhados pelos Servicos
de Saude do Municipio de Campinas e Regido. Os pacientes foram divididos em dois grupos:
individuos HIV positivos e suspeitos. Qocistos de Cryptosporidium parvum foram encontra-
dos em 32 - 18,60% c de Isospora belli em 27 -15.70% des pacientes. Coinfecgfo peles dois
coceldios foi observada em 04 - 2,33% da populacao estudada. A ocorréneia de ambaos os coc-
cidios entre os pacientes estudados fot de 31.98%.

DESCRITORES: Sindrome de

{munodeficiéncia

Adquirida (AIDS); HIV;

Cryptosporidium parvum; Isospora belli; Parasitas Oportunistas; Campinas/SP, Brasil.

INTRODUCAO

Dois enteroprotozodrios, €. parvum e 1. belli tém
sido considerados importantes patdgenos devido 4 seve-
ridade da infecclo que desencadeiam em pacientes com
AIDS *¥. Estes coccidios t8m demonstrado a capacidade
de atuar como importantes agentes oportunistas provo-
cando quadros de diarréia aquosa®™™, levando i desidra-
taco™e a perda de peso™ nos pacientes com AIDS ou
com oufras imunodefici®ncias em todo o mundo.
Entretanto, em pacientes imumocompefentes causam
uma diarréia autolimitada *7%,

Criptosporidiose ¢ transmitida de varias formas,
pessoa a pessoa, animal-homem, homem-animal ou atra-
vés da dgua contaminada por fezes animal ou humana,
provocando casos esporadicos, ou mesmo surtos. A asso-
ciacao de Crvptosporidium como o agente causador da
diarréia dos viajantes ja estd bem estabelecida através de
descricao de virios casos na literatura'®>*, Fste parasita
tern sido apontado como responsdvel por surtos diarrei-

* Institwto Adelfo Latz - Laboratdrio I de Campinas.
#* Instituto Adoltfo Latz Central - Sao Paulo.

cos ¢ pela morbidade em criancas que tiveram um episo-
dio de infecgiio até um ano de idade’”. Awmalmente a
criptosporidiose € considerada importante causa de diar-
réia, nos Estados Unidos, onde 3-4% dos pacientes com
AIDS siio acometidos de enterite pelo Cryptosporidium,
enquanto gue no Haiti e na Africa 50% desses pacientes
apresentam criptosporidiose®. Tipicamente, a duragio da
doenga diatreica e o resultado definitivo da criptospori-
diose intestinal dependem do estado imune do paciente.
Em pacientes imunodeficientes, infecgdes pelo C. par-
v nem sempre sao limitadas ao trato gastrointestinal,
Além do pulmio™'* t&m sido encontrados casos de crip-
tosporidiose provocando colecistite, hepatite e pancreati-
te’. Novos medicamentos estio sendo exaustivamente
testados’™*, assym como terapia antiretroviral que pare-
ce se mostrar eficiente no desaparecimento dos sinto-
mas*’. Ramratinan et al,” consideram que n#o hd trata-
mento uniformemente efetivo na criptosporidiose rela-
cionada a AIDS pois o atual se baseia em ensaios antire-
rovirais, medicagOes anti-Cryptosperidium, reposicio
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de liquidos e apoio nuiricional além dos agentes antimo-
tilidade intestinal. Segundo Tzipori®, embora o desen-
volvimento de novas drogas tenha sido intenso e siste-
watico naoe resultou na descoberta de uma terapia eficaz
contra o C. parvum e sugere que esta falha seja devido &
localizacdo do parasita entre a membrana celular e o
citoplasma da célula, e que este fator deva ser considera-
do ao se buscar novas terapias. O mesmo autor salienta
que esta localizagio pode significar uma barreira para
drogas antiprotozedrios e antimicrobianas.

Isaspora belli é encontrada mais comumente em
climas tropicais e subtropicais. £ endémica em certas
partes da América do Sul, Africa, sudeste da Asia e tem
sido apontada como agente de surtos de diarréia em ins-
titnigdes nos Estados Unidos™. A transmissio ocorre
diretamente de pessoa 4 pessoa, por via fecal-oral e atra-
vés de dgua e alimentos contaminados pelos oocistos™,
Embora seja pouco comum nos Estados Unidos, onde
acomele menos que 0.2% dos pacientes com AIDS (
Centers for Disease Control}, no Haiti tem sido encontra-
da em 15% desses pacientes ™. L bellif € um parasita
obrigatorio das células do intestino delgado onde ocorre
todo o seu ciclo reprodutive™". E wm enteroprotozodrio
monoxénico™*7 ¢ possul apenas um hospedeiro, o
homem. Em 1915, Woodcock descreveu o primeiro caso
de isosporfase™'” e em 1925 foi descrito o primeiro caso
no Brasil, em So Paulo, por Pinto e Pacheco®. At 1963
pouco se sabia sobre a patogenia da fsospora belli, em
decorréncia da quase auséneia de estudos a esse respei-
to. Apds os trabalhos de Niedman et al., Brandborg et al.,
Trier et al., Modigliani et al., com bidpsia jejunal, houve
aceniuado avanco nesse setor - seu ciclo e sua patogenia
foram methor conhecidos”, Em contraste 4 criptospori-
diose, a isosporfase, no momento, pode ser tratada™,
mas nos pacientes com AIDS, como profilaxia, é neces-
sdria a manutencio da terapia, para evitar a recorréncia
da infecgdo’. O objetivo do presente trabalho € de estu-
dar a ocorréncia dos coccidios C. parvum e 1. belli no
municipio de Campinas ¢ Regifio, em dois grupos:
pacientes HIV positivos ¢ pacientes suspeitos.

MATERIAL E METODOS

No periodo compreendido entre margo de 1990 ¢
dezembro de 1994 foram analisadas, na Secdo de
Biolegia Médica do Instituto Adolfo Lutz do Laboratdrio
I de Campinas, 285 amostras de fezes de 172 pacientes
com e sem diarréia, encaminhadas pela Rede Bisica
(Unidades Bdsicas de Saide e Ambulatérios Espe-
cializados em DST/AIDS) e Rede Hospitalar de Saide
do Municipio de Campinas e Regilo, para pesquisa dos
coccidios C. parvam e I belll. As amostras foram preser-
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vadas em solugio de formaling a 10% tamponada, pH
7,0-7,2 e submetidas 4 técnica de conceniragdo pelo
método de formol éter modificado’. Do sedimento obti-
do foram feitos esfregacos em liminas, que foram secos
a temperatura ambiente, fixados com dlcool metilico poa.
¢ corados pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada a
frio. Cobrin-se o esfregaco com fucsina carbdlica de
Ziehl-Neelsen por 30 minutos; lavou-se com dgua cor-
rente, descorou-se com dleool dcido (dcido cloridrico a
3% em etanol  93%), lavou-se com Agua corrente,
cobriu-se com verde de malaquita 3 2% por I minutoe a
seguir lavou-se em dgua corrente. As lminas foram exa-
minadas utilizando-se aumentos de 400x ¢ 1.000x .

Os pacientes foram divididos em dois grupos ¢ o
critério de sele¢iio foram os dados enviados na reguisi-
cio médica: 89 pacientes acometidos da infeccdo peio
HIV (HIV positivos) e 83 suspeitos de serem portadores
do mesme viTus, visto que o Servigo destina-se 3 pesgui-
sa de parasitas oportunistas em AIDS,

A populagio foi estudada em relagio a distribuicio
por sexo, origem do material recebido, nimero de amos-
tras e consisténcia. Numa segunda etapa, os pacientes
foram separados por laixa etdria.

Submeleram-se 08 dados obtidos 2o método estatist-
co, para andlise pelo teste de Qui Quadrado (%) com o fim
de comprovar a significincia dos resultados encontrados.

RESULTADOS

Dos 172 pacientes encaminhados pela Rede Basica
(Unidades Basicas de Salde e Ambulatorios Especia-
lizados em DST/AIDS) e Rede Hospitalar do Municipio
de Campinas, SP, e Regifo, 55 (31,98%) apresentavam-
se positivos para as coccidioses (Tabela 1), sendo que 32
(18,60%) apresentaram-se parasitados por C. parvum, 27
(15.70%) por L belli e 04 {2,339%) se encontravam alber-
gando os dois parasitas.

Destes pacientes, 89 (51,74%) eram de individuos
HIV positivos e, 83 (48,26%), de individuos suspeitos,
Estudando-se os dois parasitas dentro de cada grupo,
verificou-se diferenca nfo significante estatisticamente
{p> 0,05) - (Tabela 2).

Do total dos pacientes, 137 (79,653%) pertenciam ao
sexo masculino, e 35 (20,35%), ao sexo feminino
{Tabela 1}, com idade variando de {}7 meses a 65 anos e
18 sem informacio quante i idade (Tabela 4).

Das 285 amostras, foram analisadas no minimo 01
e no maximo 13 de cada paciente: 112 pacientes
{65,12%:), uma dnica amostra; 36 (20,93%), duas amos-
tras: 15 (8,72%), trés amostras; 03 (1.74%), quatro
amostras; 01 (0,58%), cinco amostras; 03 (1,74%), seis
amostras; 01 (0,58%), oito amostras; e 01 (0,58%), treze
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amostras. Em relacio i consisténeia, verificou-se que
nas fezes formadas (96), encontrou-se uma positividade
de 28,13% - 27 amostras, nas diarreicas (96) 30,21% - 29
arnostras, nas enviadas em conservanie (80) 26,25% - 21
amostras ¢ nas sem informagio quanto & consisténcia
(13) 46,15% - 06 amostras.

Dos 172 pacientes investigados, 81 (4709 %)
foram encaminhados pelo Servigo de DST/AIDS do
Municipio de Campinas, SP. Neste Servigo encontramos
a maior porcentagem de individuos com resaltados posi-
tivos: 29 pacientes (Tabela 3).

A malor positividade em relacio 4 faixa etiris,
ocorreu 1os pacientes com idade entre 25 e 30 anos,
onde observou-se indice mais elevado de infecgio por C.
parvum - 14 pacientes, seguido por L belli - 10 pacien-
tes, sendo que 03 apresentaram infecgiio pelos dois para-
sitas citados (Tabela 4). Observon-se para C. parvum,
diferenca significante na faixa etaria entre 25-30 anos
{p< 0,05), jd para 1. belli esta andlise mostrou diferenca
nao significante (p> 0.05) .

TABELA 1

Ocorréncia de C. parvum e I belli em 172 Pacientes do Municipio de Campinas, SP e Regifio. Separaciio por sexo.

Sexo Total
Enteroprotozodrios Masculino Feminino
N.° To N7 %o N.° 4
C. parvum 22 16,66 10 28.57 32 18,60
L belli 18 13,14 09 25,71 27 15,70
Total de pacientes positivos 39k 28,47 16%# 4571 S5k 31,98
Total geral de pacientes 137 106 35 100 172 100
* 01 paciente apresentou coinfecciio por ambos os coccidios
%03 pacientes apresentaram coinfeccio por ambos coccidios
*x# 04 pacienies apresentaram coinfecgio por ambos os coccidios
TABELA 2
Ocorréncia de C. parvum e [, belli em pacientes HIV positivos ¢ em individuos suspeitos.
Enteroprotozodrios Pacientes HIV positivos Pacientes Suspeitos Total
NP % N.° Y N.° %
C. parvum 16 17,98 16 10.28 32 18,60
I belli 16 17.98 11 13.25 27 15,70
Total de pacientes positivos 30% 33,71 25w 30,12 o fakake 31,98
Total de pacientes 89 100 &3 100 172 106

* (2 pacientes com coinfecglio por ambos os coccidios
02 pacientes com ceinfeccao por ambos os coceidios

*#% (4 pacientes com coinfecgdo por ambos os coccidios

ok
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TABELA 3

Ocorréncia, quanic ao local de envio, das amostras recebidas pelo Instituto Adolfo Lutz - Laboratério I de
Campinas, SP, no periodo de margo de 1990 a dezembro de 1994,

Pacientes com Pacientes com Total de
resultados positivos resultados negativos pacientes

N° % N.® % NE %
MUNICIPIO 37 67,27 63 55,56 102 36,30
Rede bésica de satde - DST/AIDS 29 52,72 32 44,44 31 47.09
Rede basica de saide - outros a1 1,82 03 2,56 04 2,33
Rede hospitalar 7 12,73 10 8,55 17 988
REGIAO 18 32,73 52 44,44 70 40,70
Rede bisica de saide - DST/AIDS 05 9,09 24 20,51 29 16,86
Rede basica de saide - outros 12 21,82 25 21,37 37 21,51
Rede hospitalar 3 1.82 03 2.56 04 2,33
Total 55 100 117 100 172 100

TABELA 4

Ocorréncia de C. parvum e [ belli em 172 pacientes do Municipio de Campinas, SP,
e Regifio, segundo a faixa etdria.

Faixa Etdria C.parvum L belli Negativos Total
05 anos 02 0] 02 05
5+ 10 anos 01 01
10 F 15 anos 01 01
15120 anos 01 {1 02
20125 anos 03 01 21 25
25+ 30 anos 14 10 27 48 *
30+ 35 anos 03 02 27 32
35+ 40 anos 03 04 11 19 %
44 45 anos 02 04 05 11
45 F 50 anos 01 05 06
501 55 anos 03 03
553+ 60 anos

60+ 65 anos

65+ 70 anos 0! 01
S.Inform. 02 02 14 18
Total 32 27 117 172

s

03 pacientes apresentaram coinfecglio por ambos os coccidios.
*% 0] paciente apresentou coinfecgdo por ambos os coccidios.
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DISCUSSAO

O surgimento da sindrome da umunodeficiéncia
adquirida modificou os padrtes de ocorréncia de muitas
mfeccbes parasitdrias. Entre as parasitoses intestinais, a
Criptosporidiose € a isosporiase tornaram-se COmMuns nes-
tes pacientes, que sfio particularmente suscetivels 4 seve-
ra infecciio causada por coceidios™. No Brasil, tem sido
observado em pacientes com AlDS relatos de C. parvum
de 12,10% %, 18.2% " ¢ 19,1% *e para I. belli de 5,73%",
99%* ¢ 10,1 %" .

Os resultados do presente trabalho mostram ocor-
réncias proximas para C. parvum ¢ mais clevadas em
relacio a [ belli quando comparados ao estudo de
Garlipp et al*(1995) em [11 pacientes com diarréia
(83% eram pacientes HIV positivos) atendidos no
Hospital das Clinicas da Umiversidade Fstadual de
Campinas (Unicamp). que apresentou uma taxa de
18,0% para C. parvum ¢ 54% para Lbelli. Em relacio
ao C parvim os dados do presente trabalho mostram-se
muito semelhantes, embora o presente estudo nio se
limite a fezes diarreicas. Em relagdio & [ belli nossos
nigmeros foram superiores, este fato leva-nos a possibili-
dade de um aumento na prevaléncia da isosporfase no
Mumicipio de Campinas, SP.

Guarino et al" relatam que a presenca do
Cryptosporidium nas fezes pode ser considerada um
sinal de progressdo da infeccio pelo HIV.

A elevada prevaléneia de [ belli encontrada no pre-
sente trabalho pode ser devido ao fato de terem sido ana-
lisadas vdrias amostras de cada paciente {1 a 13), evitan-
do-se assim que 0s oocistos ndo fossem encontrados
devido ao seu pequeno nimero eliminado, ou & intermi-
téncia na excrecdo dos coccidios nas fezes, como referi-
ram Wuhib et al* em seu trabalho sobre protozodrios em
pacientes HIV positivos.

As coccidioses acometeram os dois grupos investi-
gados, ou seja, pacientes HIV positivos e pacientes sus-
peitos {tabela 2). Os dados obtidos apés andlise estatisti-
ca dos resultados revelaram gue a diferenga néo foi sig-
nificante (p>0,05), podendo ser considerados como um
gnico grupe de estudo. Este fato é compreensivel visto
que a maior porcentagem de individuos 47,09% (81) foi
encaminhada para pesquisa de parasitas oportunistas
pelo Servico de DST/AIDS de Municipio de Campinas,
SP, e provavelmente tratavam-se de pacientes HIV posi-
tivos (tabela 3). Os laboratérios do Instituto Adolfo Lutz
fazem parte da Rede de Laboratérios de Referéneia
Nacional e Macroregional para InfecgSes Oportunistas e
ttm um papel importante nos programas de controle
DST/AIDS.

Ao estudar-se as populagdes em relagio 4 origem
das amostras verificou-se que 59,30% (102) eram origi-

nirias do Municipio de Campinas, SP. e 40,70% (70) da
Regido, sendo que o maior némero de paclentes com
resultados positivas 67,27% (37) eram do Municipio de
Campinas, SP, e 32,73% (18) eram da Regifo o que
poderia ser awibuido ao fato de ser o Servigo
Especializado em DST/AIDS do Municipio de
Campinas, SP, o que maior niimero de pacientes encami-
nhou para investigagfio.

Os coccidios C. parvum e L belli siio importantes
agentes eportunistas de diarréia crbpica  severa enire
pacientes com AIDS?. Os resultados encontrados quando
s¢ pesquisaram estes dois parasitas em fezes formadas ¢
fezes diarreicas, mostraram-se préximos, ¢ dados da lite-
ratura geralmente referem uma maior prevaléncia em
fezes diarreicas do que em fezes formadas.

No presenie trabalho, a populagdo estudada apresen-
tou uma ocorréneia maior de coceidios na faisa etdria de
25 -30 anos. Este fato, provaveimente estd ligado & pro-
pria epidemia da AIDS, pois comeo trata-se de um evento
relativamente recente, heouve uma maior incidéncia des-
tes parasitas oportunistas sobre esta faixa etdria no perio-
do estudado (1990-1994). Armalmente devido a exaustiva
procura de novas terapias para proiongar a sobrevida dos
pacientes, a ocorréncia maior destes parasitas oportunis-
tas poderd se deslocar para outras faixas etdrias.

CONCLUSAO

Verificou-se em pacientes HIV positivos e suspeitos
do Municipio de Campinas, SP, e Regifo, um parasitis-
mo maior por C. parvum, do que por L. belli e raros casos
de infeccio mista.

Observou-s¢ um aumento acentuado de [ belli
quando comparado a estudos da literatura. A ocorréncia
de coccidios encontrados nas feres diarreicas fo1 seme-
thante 4 encontrada nas fezes formadas. Os autores cha-
mam a atencio para que profissionais da drea de satide
estejam atentos para a ufilizagio de técnicas diagndsticas
apropriadas para o encontro desses coccidios, pois estes
parasitas, importantes agentes de diarréia, além de aco-
meterem a populacio com AIDS, tém sido descritos em
outras imunodepressées e em surtos de diarréia em
eriangas imunocompetentes.
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ABSTRACT: From March 1990 to December 1994 feces samples from 172 with and
without diarrhoea patients, who demanded primary medical care in Health Services, were
analysed in the Medical Biology Laboratory at Institute Adolfo Lutz - Campinas, SP. Samples
sent by Health Services from Campinas County and Region were analysed aiming to research
coceidian parasites among HIV positive and suspects patients. The occurrence of both cocer-
dia among the studied patients was 31,98%. Qocysts of Crypiosporidium parvum were
demonstrated in 32 - 18,60% and Isospora belli in 27 - 15,70%. Coinfection for both coccidia

was observed in 04 patients - 2,33%.

DESCRIPTORS: Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS); HIV: Cryprosporidium
parvim; Isospora belli; Opportunist Parasites; Campinas, SP, Brazil,
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