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PIRES, R.B.R.; TAKEDA, AX.; MELLES, CE.A, & TAUNAY, AE, .~ Detecgic
de antigenos polissacaridicos capsulares ¢ tipagem de Streplococcus preumonice
em Ifquido eefalorraquidiano pels contraimunoceletroforese, Rev. Inst., Adolfo
Lutz 42(31/2):1-8, 1982,

RESUMQ: Fol estudada a aplicagic da contraimunocletroforese em fitas de
acetato de celulose no diagnéstico das meningites por S. prnewmonice & na sorecii-
pagem dos pnreumococes responsdveis por esta infecciio em nosso meio. Este métode
foi aplleado em 547 amostras de liguido cefalorraguidianc de paeientes internades
no Hospital Emilio Ribas, 880 Pauloe, Brasil. Antigenos polissacaridices capsulares
deste microorganismo foram detectados em 85,189 das 216 amostras positivas na
cultura, guande se ntilizen sore polivalente contra os 82 tipos de pneumoceoco. Fste
indire se elevou a 90,74% gquande foram utilizados, separadamente, 9 diferentes
pools de soros, contendo cada um aniicorpos especificos para 7 até 11 tipos de
pneumococo, Sete das 296 amostras de liguide cefalorraquidiano, negativas na
culturas e na bacterioscopla, foram peositivas na contraimunceletroforese, e 28 das
35 amostraz de liguide cefalorraguidianc, negativas na culiura e positives ns
bacterioscopia, foram também positivas na contraimunoceletroforese., Foi verificada
acentuada prevaléneia de pneumococos dos grupos 6 e 18 em criancas de até 9 anos,
Nas faixas etdrias mails altas, foram freqiientes os tipos 1, 2, 3 & 4, e o8 grupos
7 e 12, O método classico (Neufeid) de sorotipagem aplicade em algumas cepas
isoladas de lquido cefalorraguidiano apresentou concordéneia absoluts com a
contraimunoeleiroforese, quanto aos tipes de pneumoecoco ideniificados em cada caso,
Na tipagem do pneumococe fol utilizado o sistema de nomenelatura dinamargués.

DESCRITORES: meningite pneumecécica, imunodiagndstico; Streptococous
prewmonsae no Hguido cefalorraguidiano, identificacfio dos soreiipos; contraimunc-
eletroforese.

INTRODUCAOD As bactériag capsuladas, come Neisseria
meningitidis Haemophilus influenzae e S.
A contraimunoeletroforese (CIE) & muito  ppeumonice, Tesponsiveis por mais de 90%
util no diagnstico das meningites sépticas 4,4 ca50¢ de infecebes bacterianas das menin-
pois permite identificar guantidades minimas . . .
de antigenos bacterianos no liquido cefalorra- £ Podem ser facilmente identificadas por
quidizne (LCR}, principalmente os de natu-  esta téenica, através dos polissacarideos cap-
reza polissacaridica. sulares, presentes no LCR%% 3,

* Realizado na Segdo de Imunologia do Institute Adelfe Lutz, Sdo Paule, RP.
** Do Institute Adolfeo Lutz. '
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A possibilidade de se prevenirem as infec-
¢des pneumocicicag por meio de vacinas que
contém polissacarideos purificados e de alto
pese molecular ja foi demonstrada® 4 De
todas essas verificacbes, ficou bem eviden-
ciado que, para cssas vacinas serem eficazes,
devemt conter polissacarideos idénticos Aqueles
presentes na cipsula da bactéria responsavel
pela infeegfio, sende portanto necessirio iden-
tificar nfic 86 o agente etioldgico como tam-
bém o tipo sorolégico a que pertence.

Com esse objetivo, vém sendo elaborados
trabalhos visando identificar, em varios paises,
quais os tipos prevalentes de S. pneumonide
nas infeecdes humanas 6. 8. 10,12, 34,

0 método cldssico para Identificacio dos
preumococos tem side o de Neufeld {reagio
guellung)}, no qual o entumescimento da cdp-
sula da baetéria, guande € tratada por soros
especificos, permite identificar gqual o tipo
gorolégico da mesma. Porém, a sorotipagem
pela contraimunoeletroforese em gel de aga-
rose j4 foi utilizada por alguns autores, como
alternativa para este método 8. 14,

No presente trabalho foram verificados os
tipos prevalentes de S. prewmoniae nas infee-
¢des meningeanas, através da contraimuno-
eletroforese em fitas de acetato de celulose

MATERIAL E METODOS

Em 1977 e 1978 foram estudadas 547 amos-
tras de LCR de pacientes internados no
Hospital Emilio Ribas, das quais, em 2b%, o
pneumococo foi identifieado pelos métodos
cldssicos de cultura, ou sua presenga revelada
pela bacterioscopia pelo método de Gram; nas
outras 296 amostras de LCR a etiologia da
infeccdio nfo foi identificada pelos méiodos
bacteriolégicos cléssicos.

Dentre as cepas de pneumococs isoladas,
algumas foram tipadas no Servigo do Dr.
Robert Austrian, do Laboratério de Referén-
cia de Pneumococos da Universidade de Pen-
sylvania, Estados Unidos.

0O sistems de nomenclatura wutilizade na
tipagem do prieumococs foi o dinamarqués,
Soros utilizedos (do Statens Serum Instituie,
Copenhagen, Dinamarca}

— Omuniserwn, soro polivalente que contém
anticorpos para os 83 tipos de S. pne-
Monine.

- Nove peols {mistura de vérios soros)
simbolizados alfabeticamente de A até
I, cada gual contendo de 7 & 11 soros
monoespecificos. Estes pools, juntos,
continham o total de anticorpos para os
83 tipos de 8. pnewmonige,

- Soros especificos para cada um dos tipos
ou grupos de S. preuwmonicne.

Os exames bacteriologicos constaram de
bacterioscopia pelo métedo de Gram, modifi-
cado por Hucker, ¢ de cultura em meic de
Agar-sangue, base Muecller-Hinton, e caldo
Mueller-Hinton hipertonico. Apés erescimento
bacteriano, se confirmada a presenca de diplo-
cocos Gram-positivos, eram feitas provas dife-
renciais com discos de oploguina e era veri-
ficadn a fermentacde da inulina.

Contraimunocletroforese

Foi realizada em fitas de acetato de celu-
lose 18, utilizandc-se tampfo barbital acetato,
pH 8,6, forea idnica =— 0,05, duranie 10 minu-
tos, voltagem fixa 200 V.

RESULTADOGS

Na tabela 1 verificamos que das 218 amos-
tras de LCR, em que a bactéria fol ideniifi-
cada pelos métodos bacteriolégices usuais,
em 85,189 foi também possivel detectar a
presenca de antigencs capsulares de S.
premonige, quande o soro ugado na corrida
eletroforética fol o emnigerum. Dos 208 casos,
com exame bacterioldgico mnegativo, em 7 a
CIE revelou a presenca desses antigenos.

A tabela 2 represents o niimero de amosbras
reagentes na CiE, com osg pools de soros A —
I, comparado com o nimero de amostras posi-
tivas, gquando se utilizou o omniserum. Esta
comparacho foi possivel em apenas 191 casos,
uma vez gue nio tinhamos LCR suficiente
para que a prova fosse realizada em todos os
ensos incluidos na tabela 1. A utilizacio desses
pools de soros possibilitou a detecgdo de anti-
genos capsulares de S. pnewmonice em 12
amostras de LCR que ndo haviam apresentado
reacio com © omniserwm., Desta forma, o
indice de vpositividade pela prova de CIBE
elevou-se de 85,18 para 90,74%.

Como se observa na tabela 3, houve uma
variagio na distribui¢do dos tipos prevalentes
de S. prneumoniae, quando se compararam dois
periodos de 11 meses separadamente.

Os resultados obtidos na sorotipagem de 52
amostras de LCR pelo métode de Neufeld no
Laboratério de Referéncia de Pneurmococos da
1I.P., EU.A, foram comparados com os resul-
tados obtidos com a CIE. Ambos os méfodos
{foram concordantes quanto ao tipo de pneumo-
coco identificade em cada caso, porém, em 4
amostras reativas na CIE os germes isolados
nfo apresentaram reagfo quellung, ¢ foram
identificados como Streptococous sp. o-hemo-
Hticos. Destas amostras, uma foi reativa na
CIE com soro especifico para pneumococo do
grupe 6 e trés, reativas com sore especifico
para pneumecoco do tipe 8,
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Afastados todos os casos nos guais nfo foi  dos tipos acima mencionados, também foram
%)oss;vel ifeglﬁifliar a 1§Iad§, vemﬁfia:-sq, cgn- freqiientes os pneumococos do &ipo 5 e do grupo
orme & fabela 4, acentuada prevaléncia dos . : Ao s
tipos pertencentes aos grupos 6 e 18, em 9. Ja ?1&3 faixas ettxrlas n'z'axs altas, 20 anos
eriangas com Iidade até 4 e 9 anos, respecti- 00 Imais, foram mais fregilentes os pneumo-

vamente. Na faizxa eldria aié um ano, além  cocos dos tipos 1, 2, 8 ¢ 4, e dos grupoes 7 e 12,

TABELA 1

Compuracdo enire oz resultados dos exames bacterioldgicos e contratmunoeletroforese, quando
o sore wulilizade na corrida eletroforélica foi o omniserum

Exame bactericlbgico Contraimunoeletroforese
Total
de amcsiras
Bacterioscopia (DGP *) Amostras Amostras analisadas
Cultura (P *) positivas negativas
Bacterioscopia positiva
Cultura positiva 184 32 216
Bacterioscopia positiva
Cultura negativa 28 7 35
Bacterioscopia negabiva
Cultura negsativa 7 289 294
Total 219 328 547

* (DGP)y = diplococos Gram-positivos.
® (P} = pneumococos.
TARELA 2
Compuracdo entre os resultades oblidos pela contraimunceletroforese das amostres de Hyuido
cefalorraquidians com omniserum e pools A -~ I
Poolg A ~ I
Omniserum N

Amostras Amostras Total

positivas negativay
Amostras positivas 163 0 163
Amostras negativas 12 16 28 (%3

Total 175 i igi

{(*) Presenga de S. pnewmonioce verificada por cultura do liguido ecefalorraquidiano.

]
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TABELA 3

Distribuigdo dos tipos e grupos de 8. pneumonise detectados pela contratmunoeletroforese em
liquido cefalorraguidiane, durente um periodo de 22 meses (1977-1078)

N.° Amostras

Tipos € grupos Total
(Sistema dinamarqués) Janeiro-novembro Dezembro-outubre
1997 1977 -~ 1978

15
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{*} NT = Pneumococos nfo sorotipados; identificados apenas pelos pools de soros:
1) pool B; 2Z) peel D; 8) pool E; 4) pool H; B5) pool L.



TABEYLA 4
Distribuicde dos tipes e grupos de S. pneumoniae de acorde com o faize etdric dos pocientes com meningite
Tipos e grupos de Strepi ous P 3
Faizxa {Sistema dinamargués) Potal
etdria
1 g ;4 | 5 J6* 3] 8 Jov jz0vip1wiaae] 14 15+ ) 16 Ju7e 8% J1o* ] 20 ] 21 [ a2s 29 ] 25 128%; 29 (830 45 | 48
¢ |- 1% meses 2 b3 1 4 8 - 2 3 - - 2 1 1 - - 3 1 - 1 - 2 - - 2 1 - - 37
1 -1 4 anes B - - - 75 - 1 - 1 - ] 2 2 - 1 6§ - - - - 3 - - - - - - 23
51— 9 anos H - - 1 - - 1 - - i - 1 - - - 3 1 1 - - i - 2 - - - - 13
10 |—! 14 anos 3 SO A R U1 T T U T S A RO R SV U MR N N T T AR O G T A R N S R 8
15 |~} 19 anos 2 - 2 1 1 - “ - 1 H 1 - - - - - - 1 - - - - - - - “ - 10
29 {—] 49 mnos 4 5 1312 ~t8 1~ % -l2]-71i1i-te2l-f-txtrirtby]| el -d-11i 34
B0 ou meis anos - 1 1 - - - 2 - - - - - 1 - - . 4 - - - - - - - - - - g
Total 12 T 7l sjwis vl a2zl 2elr] 4l risis)el2eir|rirteizairigl 134

(*) Grupes aos quais pertencem 2 ou mais tipos de pneumococos.

Observacdo:

Os casos de idade ignorada foram execlnidos desta tabela,
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DISCUSSBA0

Estes resultados mostram a possibilidade
de se identificar o sorotipo de um preumococo
diretamente no LCR através da CIE. A malor
ou menor sensibilidade da reacfio fiea na de-
pendéneia da disponibilidade de soros bastante
potentes capazes de identificar gquantidades
infimas de antigenc no LCR. Este fato ficou
demonstrade na tabela 2, onde se verificou
malor sensibilidade, da CIE, com pools de
soros A - I, do que com 0 omniserum.

Uma vez identificada a prevaléneia dos
gorotipos de pneumococo numa determinada
regifio, teremos possibilidade de preparar
pools de soros de maior poténeia, que poderdo
ser usados com vantagem em substituiefio zos
que s&o preparados para regifes onde a dis-
tribulgio dos tipos de pneumococo difere da
nossa.

0Os polissacarideos capsulares dos pneumo-
cocos tipos 7F e 14 sdic neutros e, como ndo
apresentam migragio anddica adequada nas
condigbes priprias da CLE, nao sfo detectiveis
a menos que se¢ usem sistemas tamples espe-
ciais 1. No entanto, no presente trabalho foram
detectados 4 casos de meningite por pneu-
mocoeos do grupe 7, utilizando-se o tampio
convencional (barbital acetato, pH 3,6). Des-
tes casos, 2 foram submebidos ao teste de
Neufeld, gue confirmou o grupo de pnreumo-
coeo e revelou positividade de ambos, com
soro especifico para o tipo TF. J4 o tipo 14
foi detectade pela CIE somente depois de se
ter deixado a fita de acetato de celulose em

repouso, 18 hLoras apés a corrida eletrofo.

rética,

Foi verificade que, em 4 amostras de
LCR, reativas na ClE, o germe isolado foi
identificado como Streptococeus o-hemolitico
ne Laboratfric de ZReferéneia da UP. —
EU.A. A ocorréncia deste fate se explica
pela existéncia de reagdes cruzadas entre
polissacarideos eapsulares de pneumoccocos e
certas cepas de estreptococos o-hemoliticos
e nio hemoliticos, fato este ji deserite por
viriogs investigadores. Come exemplo, pode-
mos citar as reagbes cruzadas entre antigenos
capsulares de estreptococos do grupo F de
Lancefield e uma variedade de tipos de pneu-
mococo 1, entre eles o tipe 7.

Séo conhecidas também as reacbes cruzadas
entre estreptococos nio capsulados e alguns
tipos patogénicos de pneumoeocos 2, tais como
~os tipos 1, 2, 3, 6, 8 e 14. A presenca de anti-
corpos que dio reagbes eruzadas entre estrep-
tococos e pneumococos, em determinados so-

ros, origina uma eclassificagiic errfnea de
ambos. Esta fonte de erros pode ser evitada
em grande parte pelo uso da reaclio quellung
a gual, quando positiva, demonstra a locali-
zagdo capsular do carboidrato reativo,

Preumococes capsulados mutantes, que pro-
duzem uma edpsula de polissacarideo soldvel
relacionade imunclogicamente ao polissaca~
rideo © da parede celular, tém sido isolados
de variantes n#o capsuladas desses orga-
nismos 5, Anticorpos de alto titulo para anti-
genos de parede celular de pneumococo, pro-
duzidos a partir desses mutantes, foram tes-
tados por AUSTRIANZ com vVArias cepas de
estreptococos que dio reagdes cruzadas com
pneumococos. ©Os resultados obtidos mnesses
experimentos sugerem 4 possibilidade de
haver reagles cruzadas enire os polissaca-
rideos de parede celular de estreplococos e o
polissacarider somético de pneumococos.

Segundoe AUSTRIAN 2, estudos anteriormente
feitos com estreptococos capsulados gque apre-
sentavam reagbes cruzadas com uma variedade
de tipos de pneumocceco, mosiraram gue 0s
primeiros diferem dos dithmoz por uma série
de caracteri{sticas. Nenhuma das cepas destes
estreptococos foram lisadas pele desoxicolato,
e cerea de 1% se mostrou sensivel & optoguina.
Das cepas que fermentaram a inulina, a
maior parte foi encontrada entre os estrepto-
cocos Que se apreseniaram morfologicamente
em cadeias de comprimento moderado e gue
davam rea¢do eruzada cem  pneumococo
tipo 59,

A despeito da identifieagfo de estreptococos
o - hemoliticos nas amostras de LOR citadas
acima, cumpre ressaliar o fato de que em
nosso laboratério tais amostras apresentaram
diplococos Gram-positivos gue em eultura,
mostraram caracteristicas de S. pneumonice
{sensibilidade & optoquina e fermentacfio da
inulina}.

Sob certos aspectos, a utiliza¢do da CIE na
sorotipagem de S. prewmoniae oferece alguns
beneficios, como: permite examinar grande
numere de amostras em pouco tempo; pesquisa
antigenos seoliveis os quais podem ser defec-
tados em amostras puardadas hd vérios meses
em refrigeragio comum, e nio exige expe-
riéneia por parte do laboratorista, poiz a
leitura dos resultados é de féeil interpretagiio.
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PIRES, RB.R.; TAKEDA, AX,; MELLES, CE.A. & TAUNAY, A.E. — Detection
of polysaccharidic capsular antigens and typing of Streptoceccus preumonice
igolated from spinal fluid by counierimmunoelectrophoresis. Rev. Inst. Adslfo
Lutz, 42(1/2):1-8, 1982,

ABSTRACT: Counterimmunoelectrophoresis in cellulose-acetate strips were
employed for the serological diagnosis of meningitis cases caused by Sirepfococceus
preumoniae as well ag in the serctyping of pneumococcus strains isclated from
meningitis eases admitted to Emilic Ribas Hospital, S%o Paulo, 8P, Brazil.
Polysaccharidic antigens of pnemmoeocel were detected in 85,189 of the 216
spinal-fluld specimens from which pneumococel were isolated when polyvalent serum
against the 8% types was employed. This freguency inereased io 90.749 -when
g different pools of sera containing asntibodies specific for 7 to 11 itypes were
employed. Of 296 spinal-fluid specimens which were negative in culture and
bacterioscopie tests, 7 specimens wers positive in the counterimmunoelectrophoresis,
Qf the 35 specimens which were negative in culture attempis but positive in the
bacterioscopie examination, 28 were positive in the counterimmunocelectrophoresis,
A clear prevalence of group & or I8 pnesmococei was found in spinal fluids from
children up to 9 year-old. In older individuals, types I, 2, & or 4 and groups
7 or 12 were observed. The classic Neufeld test yiclded exactly the same results
as the counterimmunoceleciropheresis. The Danish nemenclature was employed,

MELLES, CEA. & TAUNAY, AXE. — Deteccdo de antigenos
polissacaridicos capsulares e tipagem de Sireptococcus prewmonine em liguido cefslorraquidianc
pela contraimunceleiroforese,

DESCRIPTORS: meningitis, pneumococeal, immunodiagnosis; Streptococcus
preumonize, in the spinal fluid, serotype identification; counter-ecurrent immune-
electrophoresis.
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CRESCIMENTO E TERMO-RESISTENCIA DA YERSINIA
ENTEROCOLITICA, SOROTIPO 05 *

DBilma Scala GELLI **
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GELLI, D.8. - Crescimento e termo-resisténcia da Yersinia onterocolitica, soro-
tipo 0, Rev. Inmst. Adolfo Luiz, 42(1/2):9-16, 1982,

RESUMO: Foram usados alguns substrafos, nos pH 50, 70 e 8,0, para se
verificar a infludncia sobre o creseimento e termo-resisténeia da Yersinia enteroco-
litiea, sorotipo U5, quando relacionados a diferentes temperaturas, tempos de incuba-
¢do e exposicdo. Para a aveliacdo do erescimento, apds a inceulagio de determinade
némero de células vidveils, e incubagio per 1, 8, 5, 7 e 30 dias, observou-se que,
a menos 15°C, a cepa nio se multiplica; a 42°C, apés 24 horas, encontira-se des-
truida; a 25°C, o periodo de adapiaclo nos diferentes subsiratos € mencr, guande
comparade com o des tomperaturas de 8 e 879C; o pH 5,0 favorece o desenvol-
vimento desta bactéria, ¢ a pectina de batata & particularmente desfavorivel &
mesma. Para os testes de termo-resisiéneia, as temperaturas selecionadas foram
de 88 e 72°C, por periodos de exposicie de 1, 2, 4, 6 ¢ 10 minutos, usando-se o8
mesmos subsiratos testados no crescimento. Ap6s estes testes, os tubos expostos
4 agdo térmics foram incubados a 8°C, por 25 dias e, em alguns subsiratos e pH,

& cepa fol eapaz de se recuperar da injéria gque sofrera com o calor,

DESCRITORES: Yersinin enferccolitica, soroiipo O Yersinia enterocelitice,
crescimento e termo-resistncia em diversos substratos; pH,; temperatura.

INTRODUGCAD

Desde o sen primeire isolamento, a Yersinia
enteroeolitice recebeun diversas denominagdes,
tais como a de Posteurelln pseudotuberculosis
tipo b, ¢ a de Pasteurella X. Esta baciéria
apresenta caracteristicas peculiares; sua capa-
cidade de se desenvolver & 49C & util no seu
primeiro isolamento a partir de materiais plu-
ricontaminados; sen fendtipo varia de acordo
comt 0 ambiente; quanto & temsperatura, por
exemplo, é flagelada a 22°C e ndo apresenta
flagelos a 37°C, e a caracterizacio de sus
aglo patogénica em animais de laboratérie
depende do meio de eunltura usado para &
obtengdo do inéeulo, da temperatura de in-
cuba¢do do mesmo e, evidentemente, da via de
inoculagfio® 8 8,

A identificacido desta bactéria é feita atra-
vés de: a) biotipes, segunde os esquemas de
NILEEN ¢ de WAUTERS; b) sorotipos, tendo
gido descritos 34 antigenocs somdticos e 19
flagelares, estes dltimos de pouco interesse,
oma vez dgue estdo associados a antigencs
sométicos especificos; ¢} fagotipos? 8% 1011,

A Y. enterocolitica é responsdvel por infec-
¢ches humanas, como enterocolite e adenite me-
sentérica, ¢ estd relacionada entre os agentes
de toxi-infecedes de origem alimentar, tendo
jé causado surtos epidémices. % isolada do
solo, da Agusa, de animals silvestres e domés-
ticos, de hortalicas e legumes, de sorveles,
ostras, leite, etc. 26 % 85 10, 11

Alguns aspectos da Y. enterceclitica pouce
conhecidos estdo relacionados com a conserva-
clo e proeesso tecnolégico de obtengdo de ali-

* Reslizado no Depariamento de Microbiologia da “Ecele National Superieur de la Biclogie Apliquée
& la Nutrition et 3 I"Alimentation (ENSBANA}, Université de Dijon”, Dijon, Franga, sob a

orientagiio do Pref. Dr., Victor Caumartin,
*# Do Institeto Adolfo Lautz, 880 Paulo, SP.
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mentos, Afravés de experimentos de laboraté-
ric observou-gze que, quando incculada na car-
ne, esia baetéria é capaz de resistir 4 tempe-
ratura de 51°C, mas nao 4 de £2°C, quando do
cozimento normal para obtengio de rosbife;
porém, se a inoculagho for realizada apls o
cozimento, a bactéria se multiplica neste subs-
trato, tanto a 25 como a 370C, HaNwa ef alii
testaram a termo-resisténeia de cineo diferen-
tes cepas de ¥, enferccolitics, em contato o1
o leite, verificande gue nenhuma delas resistia
por mais de 3 minutes, a 60°C, e gue duas
dentre elas sobreviveram guando expostas a
519C, pele mesmo periodo de tempo. Usando
como substrato ¢ melo de infusfio de cérebro
e coracdo (BHI), em diferentes pH, estes auto-
res observaram que a ceps testada se desen-
volveu em ordem decrescente, nes pH 8,0, 7,0,
8,0 e 9,0, tendo permanecide vidvel, sem se
multipliear, no pH 50, apés 24 horas de in-
cubacdo, a 25°C % 45,

Este trabalho foi reslizado com = cepa
Y. enterocolitica 134:0,, sorotipe e fagotipo
prevalente de infeccfes humanas na Franga,
para verificar seu comportamento, frente a
diferentes substratos, temperafuras e pH.

MATERIAL E METODOS

Cepa

Yersinia enterocolitica 184:0., fornecida pelo
Dr. H. H. Mollaret do Instituto Pasteur de
Paris.

Monutengio do cepa e preparc do indeulo
A cepa fol mantida em Agar triptena de
soja em iubos. Os indculos foram preparados
em Agua peptonada a 0,1%, pH 7.2 e incuba-
dos a 25°C por 24 horas.
Determinagio do wndmere de célulns vidvels
As diluigies necessirizs foram preparadas
em Adgua peptonada a 0,1%, pH 7.2, As semea-
duras foram realizadas na superficie do meio
dgar triptona de sojs, distribuide em placas
(0,1 ml de cada diluigdo). Foram ineubadas
a 25°C por 72 horas, apds as guaizs fol efe-
tuada a contagem de coldnias,

Testes de avalicedo do crescimenio ¢ da
termo-resisténeic

a) Meios

Foram preparados sobre o meio bese de
dgua peptonada a 0,1%, por adigdo de glicose,
maltoge, celulose microseristaling, amido sold-
vel ¢ leite desnatado, na concentracdo Tinat de
29, e por adiclio de pectina de batata e glico-
génio, na concentragso de 0,1%, nos pH 5D,
7.0 e 9,0, Estes meios forsm distribuidos &
razgo de 9 ml por tube.

h) Crescimento

Apés a inoculaglio da ceps, os fubos foram
incubados a menos I89C ¢ 8, 25, 87 e 420C,
por 24 horag € por 3, 5, 7 e 30 dias. Depois
de cada periodo de incubagfo, retirou-se um
tubo de cada substrato em cada pH, para se
proceder & contagem de células vidvels, con-

10

forme j& descrifo. Os tubos foram manipula-
dos uma dnica vez.

¢y Termo-resisiéncia

Apés a inoculacdo da eepa, os tubos foram
levados a banhos-maria; um dos banhos fol
regulado a 68°C e o outro, a T2°C. Depeis de
1, 2, 4, 6 e 10 minutos de exposiclo, foi reti-
rado um tubo de cada pH e substraio para se
proceder & contagem de células vidveis, confor-
me descrito, Os cuidados necessirios 4 condu-
¢io do teste foram observados, tals como a
flambagem da parte superior do tubo que pio
continha meio de cultura, e a imersao completa
ne banho-maria da parte que ¢ continha.

d) Recuperagio da cepg apés o tratamento

térmico

Os tubos, depols de expostos ao caler, foram
incubados a 8VC, por £5 dias, apés o que se
proceden A verificagéio da presenga qualitativa
de células viaveis da Y, enterocolitica semeada.

RESULTADOS

Os resultados da avaliacao do erescimento
da Y. enterocelitica estBo expressos nos gri-
ficos (fig. 1 e 2), assim como a gquantidade
inicial de células presenie nos meios.

Os resultados obtidos a 15°C megativos, nio
expressos nos graficos, revelaram que a cepa
nac apresentou aumento ou diminuicdo signi-
fiesiivos do ntmero inicial de células; porém,
manteve-se vidvel até o final das chservacdes.
Os resultados a 42°C, também nfio expressos
nos graficos, revelaram auséneia de eélulas
vidvels apés 24 horas de incubagdo, em todes
o8 substratos, nos pH testades. Entretanto,
ndc se determinou ¢ tempo minimo necessario
depois do qual nio era mals possivel recuperar
& cepa.

Pela observacio dos griaficos de crescimento
{fig. 1 e 2} conclui-se qgue o aumento do
numero de células é marcante s6 apds 7 dias
de incubagfio a 8 e 37°C, encuanio que, a
25%C, a fase de adaptagiio ¢ multiplicacio é
mais répida. Alguns substratos e pH parecem
favorecer o desenvolvimento da Y. enteroco-
litiea, como o leite desnatado, o glicogénio e
o amido, em pH 7,0, nas temperaturas de 8 e
37°C, e a glicose ¢ a maltose, em pH 5,0, na
temperatura de 25°C. Entretanto, se nfo consi-
derarmos a varidvel periodo de incubago, a
cepa se multiplica em todos os meiog e tempe-
raturas testados, com exceglio dos mejos com
pecting de batata e dos incubados a 42 ¢ —15°C.

Os resultades da avaliacio da termo-resis-
ténela, conforme os grificos (fig. 8 e 4), de-
monstram que ¢ pil 5,0 parece proteger =z
cepa conira a acho do calor. Dependendo do
substrais, a termo-resisténeia varia; assim,
os substratos de proteina, de aglcar ou de
celulose favorecem a cepa, enquanic que a
pectina de batata a desfavorece.

A pepa testada recupervu-se da injiria fi-
sica causads pelo tratamenic térmico, como
segue: glicose em pH 5,0, até 6 minutos a
68°C, e até 2 minutes a 72°C; glicose, malto-
se, leite desnatado e glicogénio em pH 7,0, até
10 minutos a 68°C.



celulas vidveis

Numero de

GELLI, D.8. — Crescimento e fermo-resisténcia da Yersinio enterocolitice, sorotipo O; Rew. Inst, Adolfo

Lutz, 42(1/2):9-18, 1082,

] AGuUA PEPTONADA

AGUA PEPTONADA

4 BLICOSE
pH 5.0

AGUA PEPTONADA

GLICOSE
pH 9.0

4 MALTOSE
pH 5.0

MALTOSE
pH 9.0

4 CELULOSE
pH 5.0

CELULOSE

pH 7.0

CELULOSE

pH 9.0

——
o - -

Whvini— 25&0
g°C
e 37 0

FIGURA 1 — Graficos

subsiratos em diferentes pH.

T T T IJH"""} T T T T
| 3 5 7 30 | 3 5 7 30
Periodo de incubacdo em dios

de avaliagio de crescimento da Yersinig enterccolitica frente a diversos

11



GELLI, D.8. ~ Crescimento ¢ termo-resisténcia da Yersinio enterocoliticn, sorotipo O, Bev. Inst. Adolfo
Fautz, 42{1/2):9-16, 1982,

4 PECTINA PECTINA PECTINA
1084 o4 5.0 pH 7.0 pH 9.0

| i
LEITE LEITE LE\TE
o | DESNATADO DESNATADO "= | DESNATADO ~
10 oH 5.0 \ oH 7.0 oH $.0

Numero de celulos vidveis

GLICOGENIO
pH 9.0

GLICOGENIO
pH 7.0

4 GLICOGENID
pH 5.0

108 - /
E // =
104 4
162 4
T T ¥ 1 T T ¥ 1l e ¥ T T !a""""ﬂ
! 3 5 7 30 ! 3 5 7 30 i 3 5 T 30
Periodc de incubogdo em dias
w—— B (5
-==- 8°C
- 37 °C

FIGURA 2 — Grificos de avaliacio de crescimente da ¥. enterscolitica frente & diversos substratos
em diferentes pH.

12



GELLI, D.8. — Crescimento e termo-resisténeia da Yersinia enterccolitica, sorotipe O, Rev. Insi. Adelfo
Lutz, 42(1/2):9-16, 1982,

AGUA PEPTONADA AGUA PEPTONADA

AGUA PEPTONADA

107 pH 5.0 pH 7.0 pH 9.0
LY
LY
"- \lh
Y Y =h1 s sy ¥ Y t-v ¥ ;"'"""
4 GLICOSE GLICOSE GLICOSE
107 X pH 5.0 pK 7.0 pH 9.0
-1
" 10° 4
” -y
-
G
>
o
(=]
3
U
(=]
,g MALTOSE MALTOSE MALTOSE
° 107 pH 5.0 pH 7.0 pH 8.0
L.
a
£
=

10!

e I 4 b
CELULOSE CELULOSE CELULOSE
pH 5.0 pH 7.0 pH 9.0

10 12 4 6 I0

Tempo de exposicdo em minutos

e 76 °C
- ---68°C

FIGURA 3 - Graficos de avaliagio de termo-resisténecia da Y, enterocolifice frente & diversos gsubs-

tratos em diferentes pH.

13



GELLI D8, — Crescimento e termo-resisténeia da Yersinia enterocolitice, soroiipo O, Rev. Inst. Adolfe

Lutz, 42{1/2):2-16, 1982.

MNumero de celulos vidvels

PECTINA
pH 5.0

4 LEITE DESNATADO
pH 5.0

PECTINA PECTINA
pH 7.0 pH 9.0
4
hY
\ \‘h
ki t T ¥ """"‘1 T Y '.-1 Y :t"""l

LEITE DESNATADO
pH 7.0

4..-:1 ‘-_‘FH

LEITE DESNATADO
pH 9.0

-
™ P

GLICOGENIO

GLICOGENIO
pH 7.0

GLICOGENIO
pH 9.0

Tempo de exposicdo em minutos

—— 76°C
~~=-68°C

PIGURA 4 — Grafieoy de avalisgdo de termo-resisténcis da Y. enterocolitics frents a diversos cubse
tratos em diferentes pH.

i4



SELLI, D.S.
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~ Crescimento e termo-resisténcia da

Yersinia enterocelition, sorctipo O; Rev. Inst. Adplfo

CONCLUSOES

Os substratos usados estfio relacionados com
dguns dos elementos presentes nos alimentos.
% importante assinalar que pode ceorrer agho
sinérgica entre estes elementos e o pH do
woduto, infiuindo positiva ou negativamente
10 desenvolvimento e na termo-resisténeia da
7. enterocolitica. Entretanto faltam observa-
Oeg referentes 3s substineias de natureza
ipidica.

A recuperacdo da célula apds o tratamento
érmico, apesar de aspecto bem caracterizado

considerado para o isclamento de Sulmo-
-elle sp., a partir de alimentos que sofreram
ratamente térmico, tem implicagbes adicio-
ais no gue diz respeifo & Y. enterocolitien,
ambém agente de toxi-infecebes alimentares,
ma vez que esta é capaz de se multiplicar

temperatura de geladeira (de 0 a ROC).
.pesar de ocorrer umsa diminuigho marcante
o nimero de células vidveiz apds um minuto

de exposigde as temperaturas festadas, ldteis
no proeesso de pasteurizacho, € preciso consi-
derar que a efetividade deste processo depen-
de também do nidmerc inicial de células pre-
sentes, da naturezz do preduto e do sen pH,
assim como das condigbes de manutengdo do
produto acabado.

Oz resultados fornecidos por este e pelos
trabalhos de HANNA et aléi® %% complemen-
tam-se e as pequenas diferengas justificam-se:
a3 cepas testadas nfo sfo as mesmas, as
observagbes do presente trabalho se estende-
ram por 30 dias, e hd pequenas variages na
metodologia empregada.

As informacles apresentadas devem ser
consideradas no gue diz respeito aos processos
tecncidpicos de obtencio de alimentos e de seu
transporte, assim como de eenservagio de ma-
térias-primas e produtos seabados; além disso,
permitem avaliar o ccmpcrtamento da Y. en-
terocolition frente hs varidvels testadas.

| RIALA6/539

GELLI, D.8,

— Yersinia enterscolitica, seroiype 0;:

growth and thermorzsisiance,

Rev. Insgt. Adolfe Lutz, 42(1/2):9-16, 1082.

ABSTRACT:

The influence of substracts at pH 5.0,

7.0 and 2.6 and incubation

temperatures on the growth and thermoresistance of a strain of Yersinic eniero-

colitica seroiype 0, was observed.

For assessing growth after inoculation of a

given number of viable ceils, enitures were ochserved at the end of 1, 2, 5, 7 and

30 days.

At —13°C there was no multipiieation, altheugh the germ was viable;

at 42°C, it was destroyed before 24 houvs; at 25°C, the adaptation period is

shorter, as compared with femperatures of 8° and 87°C,
favored and petato pecting  wers partienlarly unfaverable,

At pH 59O, growih was
Temperatures of 68

and 72°C during 1, 2, 8, 4, 5 and 10 minutes was used for the thermoresistance.

At pH 5.9,

thermoresistance was grealer.

The presence of protein, sugars and

celitlose substracts favored the strain while potato peetins reduced that character-
istic. After the latfer tests, {ubes were incubated at 8°C for days. Some substracts
allowed a recovery from the thermal injury.

DESCRIPTORS:

Yerainin enterosolitica, serotype 0

Yersinia enterocolitica,

growih and thermoresisiance in some subsiracts; pH; temperature.
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MELLES, HH.B, & TAKIMOTO, 8. — Freqgiéneiaz de anticorpos para o virus
dz influenza tipo C em habitantes da cidade de Sao Paulo. Rew. Inst. Adelfo
Lutr, 42(172):17-20, 1982,

RESUMO: Foi realizade inguérite sorolégice pars verificar a freqiibnela de
anticorpos para o virug da influenza tipe € em soros de habitantes da cidade
de Séo Paulo, Das 651 amosiras de sores estudadas, 824 foram colhidas em 1978
e 327 em 1979. Todas as amostras eram de pessoas sem sinfomas respiratérios
aparentes, que procuraram o Instituto Adolfo Lutz para exames de rotina, prove-
nientes de diferentes bairros da cidade, Estes soros foram examinados através da
reagho de inibigio de hemaglutina¢io para demonstrar a presenga de anticorpos
para o virus da Influenza tipe G. Do total de soros examinados resuliou gue
68,89 apresentavam santicorpes inibidores da hemaglutinacio pars esse virus, per-
mitindo inferir que o virus da influenza tipo C estd presente, Isto &, circula entre
nds, em porcentagens semelhantes as encoptradas em ouires palfses. Com excegio
do grapo etirio de -4 anos e do grupe de iguas]l ou maior gque 60 anos, em gue
og resuliados foram inferiores em 1979, em relagdo azos de 1978, os demais grupos

nic mostraram diferencas entre os dois anos estudados.

DESCRITORER:

inflzenza, tipo €, anticorpos em soro humano de habitantes

da cidade de Sido Paulo; orthomyxovirus, influenza tipo C.

INTRODUGAD

O virus da influenza tipo C foi isolado pela
primeira vez em 1947 por Taylor, gue deno-
mineu a amostra de n.® 1233. Posteriormente,

em 1950, FrRANCIS ef olii isolaram ouira cepa

de wvirus, fambém nfo relacionada com os
outros virus da influenza até entfic conhe-
cidos, e denominaram esia nova amostra de
JJ. Verificou-se mais tarde gne as amostras
1233 ¢ JJ eram antigenicamente relacicnadas
e, por suas caracteristicas diferentes, foram
denominadas de virus da influenza tipo C.

A diferen¢a entve o receptor para o virus
da influenza C e para os ouiros virus da
influenza foi verificade primeiramente por
Himmsr, em 1860% Recenfemente, KENDALT
confirmou a perda do efeite da neuraminidase
nos receplores celulares para o virus da in-
fluenza tipe C e verificou, também, que os

* Realizade na Se¢lo de Virus Respiratovios,
Panlo, SP.

*% Do Instituto Adolfe Lute.

receptores para o virus da influenza C nfe
contém Acido sialico, ¢ que a atividade de
destrui¢fio dos receptores para esse virus ndo
é dada pela neuraminidase.

Estudos visando verificar os nivels de anti-
corpos para o virus da influenza C tém sido
realizados por diversos aufores® 8 98; assim é
que JENNINGSS, esfudando a incidéncia de
anticorpos para os virug da influenza tipos B
e C em soros de jamaleanos, encontrou anti-
corpos inibidores da hemaglutinacio para o
virus da influenza C em 60% dos soros esiu-
dados.

MINUSE et «lil®, em 1954, estabeleceram
métodos de isclamento, caracteristicas hema-
glutinantes com vérias espécies de hemdelas,
adsorcio e eluigde por hemécias de galinha,
adaptagdo em animais, e realizaram esiudos
sorolégicos em criancgas.

Entéricos e OQuiros deo Institute Adolfo Luiz, Sio
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O virug da influenza tipe C, embora nor-
malmente parega causar infecefes respiraté-
rias brandas no ser humanc’, por vezes, pode
egtar associado & Infecgbes mals sérias em
eriancas. Geralmente as infecgBes por esse
virus sdo esporadicas; entretanto, sfo conhe-
cidos alguns surtos epidémicos? %9,

Em revisfio da literatura especializada, nic
encontramos qualguer estudo sobre esse virus,
em nosso melo, razdo pela qual foi realizado
este trabalhe, tende em vista determinar a
freqiiéncia de anticorpos para o virus da in-
fluenza € em habitanies da cidade de B&o
Paulo, através de inquérito sorolégico.

MATERIAL E METODOS
Virus
A amostra upsada foi a Taylor do virus da
influenza C, cedida pela Dra. M. 8. Pereira
do “Virus Reference Laboratory of the Cen-
tral Public Health Laboratery” de Londres,
Inglaterra,

Soroea

Em 1978 ¢ 197¢ foram colhidas respectiva-
mente em ecada ano, 324 e 327 amostras de
goro de pessoas sem sintomas respiratérios
aparentes que eram encaminhadas ao Instituto
Adolfo Lutz para exames variados, oblencio
de carteiras de safide e alistamento militar.
Todos oz soros eram separados com assepsia
e estocados a —20°C até o momento do uso.

Reaedo de inibigdo de hemaglutinagdo

Antigeno: Foi obtido através de passagens
sueessivas do virus na cavidade amnidtica de
ovos embrionados de galinha que foram in-
cubados a 350C, por 72 horas. Apds colheita
do liguido amniético, foi realizada reacio de
hemaglutinacio para determinar a unidade
hemaglutinante.

Reagdo: Qg soros foram inativados a 56°C
por 30 minutos e a téenica utilizada foi a
microtéenica em placas. Foram feitas diluiges
seriadas do soro, a partir de 1:5, no volume
de 0,025 ml ao gual se adicionou mesmo volu-
me de antigeno, contende 4 unidades hema-
glutinantes. A mistura soro-virus foi deizxada a
4°¢, durante 30 minutos, apés o que ihe foram
adicicnados 0,06 ml de suspensfic de hemdcias
de galinha, a 0,6%. A leitura foi feifa apés
80 minutes, a 4°C. O titulo final fol tomado
como a mais alta diluicde do sero gque inibiu
completamente & hemaglutinagio. Os soros
que demonstraram inibigio da hemaglutinacdo
a partir da diluicdo inicial de 1:5 foram con-
siderados positivos, iste &, com presenga de
anticorpos.

RESULTADOS

Das 651 amostras de soros examinados pela
reagio de inibigdo de hemagiutinagio para
determinar a presenga de anticorpos para o
virus da influenza C, 447 amostrags foram
positivas, ou seja, 68,6% demonstraram ini-
bigho de hemaghutinacic na diluiedo igual ou
maior que 1:5.

Na tabela abaixo mostramos oz soros distri-
buidos segundo os grupos etdrics mnos anos
1978 e 1979, com os respectivos toiais de posi-
tivos, ¢ poreentagens de cada grupo separa-
damente.

De interssse, pode-se verificar gue em 1978
o nfiimero de soros positivos na faixa etiria
até 4 anos foi superior ao encontrado em 197%
e que entre as pessoas com idade igual ou supe-
rior a 60 anos fol eneontrado ntimsrc de sorog
positivos menor em 1879 que em 1978, Embora
haja as naturais variacdes entre os grupos
etirios, no chmputo geral ndo houve diferenca
quanto & fregiiéncia de anticorpos para o virus
da influenza tipo C entre os dois anos estu-
dados,

TABELA
Resultade geral dos sores examinados wos anog 1878 e 1879 segundo os grupos etdrios
1478 1979
Grupos
etiries Soros Sores positivos Soros Boros positivos
examinados examinados
n.? n° L n? n.¢ A

= 4 i8 6 33,3 26 4 i3
5 — & a7 14 51,8 36 18 50,0
i¢ — 19 44 33 67,3 T2 54 5,0
20 - 29 b8 46 9.3 T8 80 833
30 — 39 54 40 74,0 46 33 .7
40 — 49 62 47 75,8 27 21 T
50 — B& 36 27 75,0 27 21 77,9
= 60 20 15 75,0 15 8 53,3

Total 324 i 228 — 527 219 —
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Dos resultados, constatou-se também gque a
distribuigdo de soros positives é mais ou me-
nos uniforme entre os diversos grupos etérios,
a partir de 10 anos.

Consideramos como sendo positivo, isto &,
contendo anticorpos anti-hemaglutinantes, os
soros com titulo igual ou superior a 1:5 na
reacdo de inibicho de hemaglutinagfio, porque
verificamos gue nfo havia diferenca no tifule
de anticorpos antes e depois do tratamento
com RDE, enzima usada para retirar os inibi-
dores inespecificos para os virus da influenza
A e B, presentes no soro humano e de ani-
mais. Quisemos confirmar ¢ fato demonstrado
por STYK 19 de que 86 existe inibidor inespe-
cifico para o virus da influenza C no sore
normal de rato, enquanto gue, para os outras
membros do grupo, isto é, infhienza A ¢ B,
néo existe inibidor inespecifico no soro normal
de rato.

A distribuigiio dos soros positives em rela-
efio aos titulos obtidog fol a seguinte: 139
soros demonstraram fitulo de 1:5; 166 de-
mongtraram titulo de 1:10; 107, de 1:20; 29,
de 1:40 e finalmente 8 soros demonstraram
tituio de 1:80.

B necessirios lembrar que as dosagens dos
anticorpos para influenza C sédo altamente
especificas, pois ¢ virus padric de Influenza
C n&o cruza com nenhum outro mixovirus e a
reagio de inibicio de hemaglutinagdo serve
exatamente para a classificacio ds influenza
em tipos e subiipes, tal a sua especificidade.

DISCUSSAQ

Dos resultados obtidos neste trabalho, veri-
ficamos que em S#o Paulo, de modo ansdlogo
a0 que ocorre com o virug influenza tipo A,
o virus da influenza tipe C também canss
infecedio na infénela, o que é consubstanciado
pelo dado obtido, isto &, 48,46% de soros de
criangas de 0-4 anos com anticorpos para esse
virus.

Nossos dados relativos & influenza tipo C©

sdo semelhantes aos observados por DAVEN-
PORT ef alii! em estudo epidemioldgico da dis-

tribuiglo, per grupos etirios, dos anticorpes
correspondentes 45 varianies do virus influen-
za. Demonstrou esse anter gue os anticorpes
correspondentes ao virus da influenza C estio
presentes na infénein e se mantém em altos
titulos ao longoe da vida e que, embora o iscla-
mento seja pouco fregliente, a infeccho pox
esse virus ocorre comumente na infincia.

A observacio de que houve distribuigio
mais ou menos uniforme nas porcentagens de
goros positivos dentro dos diferentes grupos
etérios, com excecdo da faixa com menos de
16} anos, econcorda plenamente com os resul-
tados obtidog por JENNINGSS, em 1968, num
estudo sorolégico da incidéncia de anticorpos
para o virus da influenza B e C nos soros de
jamaicanos. Este autor verificou gue 60% dos
sorog examinados inibiam a hemaglutinacio
para o viras da influenza tipe C, verificande,
ainda, gue a porcentagem de soros positivos
era menor em idades menores que 10 anos e era
malor em individuos da faixa de 10-14 anos.
Ainda, segundo o citado autor, o fato de o
nivel de anticorpos se manter ao longo da
vida, seria sugestivo de que as reinfeccles e
infecgBes subclinicas seriam freqilentes, expli-
cando assim & alta incidéncia de anticorpos
para esse virns, Consubstanciando ainda mais
nossos dados, hd o trabalho de MINUSE ef
olii 8, 0s quals em estude sorcidgico em crian-
cag, durante uma epidemia de influenza, veri-
Ticaram que, de 68 criancas estudadas, 52 mos-
travam aumento de anticorpos para o virus
da influenza tipe C.

Sendo nossos resultades similares aos en-
contrados em ouiros paises, podemos inferir,
baseados na especificidade do método usado,
que o virus da influenza tipo C circula, isto &,
estd presente em nosso melo, sujeito as con-
diches epidemioldgicas gerais, entre as quails
a suscetibilidade ou imunidade do individuo
& infeccio,
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ABSTRACT: Hemagglutiration-inkibition tests were carried out in 651 human
sera for the detection of antibodies to type € influenza virus. Of 324 and 327

sera collected respectively in 1978 and 1979, from individuals without evidence of
respivatory infection, 68.6%9, showed positive results. There was no important
difference between the two years, except in the 0-4 year age group and in
persons older than 60 years. In these two age groups, the frequency of positive
findings was 15.3% and 53.3%9. respectively for the 1872 sera while in the 1978
zera, the frequency was 33.3%%: and 73.00:, respsetively,

DESCRIPTORS: influenza virus; erthomyxovirus type €, human; antibodies
in human sera, Sdc Paule Cify, Brazil
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habitantes da cidade de S3o Paulo.
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MURATA, LT.F.,; GARRIDO, N.&. & PREGNOLATTO, N.P. — Verificagho da
migragio global nos gdiferentes tipos de alimentos quande submetides a provas
de cessdo por periode prolongado. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 42(1/2):23-25, 1982,

RESUMO: Foram analisadas 49 amostras de embalagens compreendende emba-

lagens metdlicas revestidas com vernizes ou esmaltes sanitirios, e pldsticas, para
verificar seu comperiamento gquande submetidas a provas de cessdo por paricdos
de tempo de 10 e 40 dias. Verificou-se que zs embalagens metilicas revestidas
sofrem mais a scfo do tempo que as embalagens de pildsiicos moldados, filmes
e laminados plasticos, sendo estas ditimas portanto mais adequadas para o acondi-

cionamento de alimenios de maler vida-de-prateleirs.

DESCRITORES:
piasticas para alimentes, andlize;
alimentos, embalagens, anglise.

embalagens metdlicas para alimenfos,
plasticos, embalagens pars alimentos, andlise;

andlise; embalagens

INTRODUGAO

0 grande avango na tecnologia dos aditivos
utilizados na industria de alimentos, princi-
palmente na area de conservadores e estabi-
lizantes, resultou em um acréscimo no tempo
de conservacio dos alimentos nas mais diver-
sas condicbes ambientais. Desnecessério se faz
citar os grandes beneficios gue este fato acar-
retou, Nesgtas novas condigles, mesmoe em
regites de clima desfavordvel, pode-se adqui-
rir uma grande variedade de produtos vege-
tais e animais que seria impossivel obter em
outras épocas.

Para o armazenamento destes alimentos
muito contribuiram os novos tipos de mate-
riais de embalagem desenvelvides nestas 4iti-
mas décadas, principalmente depois da dltima
grande guerra.

O armazenamento adequado e a longo prazo
de géneros alimenticios tem uma enorme im-

porténeis econdmica, pois atua na reducfio dag
flutuagbes de prego na entressafra, e nos easos
de superproducéo, proporcionandoe estabilida-
de na oferta com reflexos na manutengio dos
pregos.

A embalagem é importante ne proeesso de
transporte de alimentos a prandes distdncias,
porgue facilita o abastecimento & paises lon-
ginquos 4,

Uma das fungles da embalagem é entregar
a0 consumidor um alimento com o mesme nivel
de qualidade dos alimentos frescos ou recém-
preparados. em funcho de sua capacidade de
protegé-los contra os agentes deteriorantes,
infectantes e sujidades.

Uma boa embalagem deve também ser resis-
tente ao produto nels contide durante o pro-
cessamento e/ou armazenamento, nfdc cedendo
elementos de sua composigio so alimento, se-
jsm estes noecivos ou ndoc ao homem ou ac

* Realizado na Se¢io de Plisticos, Vernizes e Outros Materials de Embalagem do Instituto Adolfo

Lutz, Sdc Paule, SP,
** Do Institute Adolfe Lutz.
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préprie alimento. Deve ainda satisfazer a
diversas outras condigbes, como por exemplo:
ser impermedvel a gases e vapor d’igua, em
fungdo da vida-de-prateleira do alimento, ser
de baixo custo, apresentar boa resisténcia me-
cinica ¢ permitir boa apresentagdo do produte.

O uso de embalagens para alimentos em nos-
so pais estd devidamente regulamentado atra-
vés de resolucSes da Comissfio Nacional de
Normas e Padrdes para Alimentos (CNNPA)
do Minigtério da Satde® >3,

A Resolugio 45/77 da CNNPA? regula-
menta ¢ uso de polimeros, resinas e respecti-
vos aditivos utilizades na produgdo, transpor-
te, armszenamento e acondicionamento de
alimentos e bebidas, incluindo os vernizes, e
estabelece o5 tipoes de testes a gue devem ser
submetidas as embalagens, e as condigfes em
que tais testes devem ser efetuados.

Estes testes, designados provas de cessfo,
tém a finalidade de verificar a quantidade de
substéncias passiveis de migrar do recipiente
para o alimento, e a importéncia desta deter-
minagéo prende-se ac fato de que estes mi-
grantes, além de potencialmente tdxicos ao
homem, podem alterar as caracleristicas do
alimento.

Essas provas realizadas com solventes apro-
priades teniam, na medida do possivel, simu-
iar as condigdes a que tantc a embalagem
quanto o produto embalado serdo submetidas,
em funcke do tipo de alimento, do tempo de
contato e da temperatura.

O tempo méximeo de confato estabelecido na
Resolugho 45/77 da CNNPA? enire os sol-
ventes simulantes e a embalagem é de 10 dias,
Como o0s alimentes envasadogs e hermetica-
mente fechados possuem vida-de-prafeleira
muito mais longa e, uma vez que nesfes se
verifica, com alguma fregiiéncia, variagdes
nas caracteristicas do alimento, ¢ na embala-
gem anteriormente analisada e apta para tal
fim, levantou-se a possibilidade de o tempo de
econtato legaslmente estabelecido ndo ser sufi-
ciente para simular as condigles a que estard
sujeito o alimento, durante sua estocagem.

O objetivo deste trabalho é verificar o com-
portamento dos diferentes tipos de embalagem
guando submetidos a provas de cessfio por um
periodo malig prolongade que o exigido por lei
e, a partir dos dades obtidos, discutir a vali-
dade dos testes no periodo de 10 dias.

MATERIAL E METODO

Foram selecionadas 49 amostres de emba-
lagens de composigies diferentes, assim dis-
tribuidas: 8 de laminados plistices, 7 de plés-
ticos moldados, 8 de filmes plasticos e 26 de
metal revestido com vernizes es esmaltes sani-
térios.
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Como os alimentos que t€m uma vida-de-
-prateleira maior sio geralmente acondicio-
nados em embalagens metélicas revestidas
com vernizes e esmaltes sanitérios, procurou-se
festar em maior escala estes materiais.

O método utilizado foi ¢ descerito no anexo
IV da Resolugio 45/77 da CNNPA ? que clas-
sifica os alimentos em seis tipos-base diferen-
tes, ou seja: alimentos do tipo I {aguoses nae
dcidos), solvente simulante, dgua destilada;
tipo II {aquosos Zeidos}, solvente simulante,
solucdo aquosa de Acido seébico a 3%, p/v;
tipe III (aquosos &cidos ou ndo contendo dleo
ou gordura}, solventes simulantes, agua desti-
lada, sclugBo aguosa de &cido acético a 3%,
p/v e n-heptano; tipo IV (oleosos e gorduras),
solvente simulante, n-heptano; tipo V (alcodli-
cog), solvente simulante, soluglo aquosa de
alcool etilico a 509%, v/v; tipe VI (sélidos
secos), sem solvente simulante,

Provas de cessBo foram efetuadas em
amostrazs do mesmo material nas mesmas
condigbes, mas em periodos de contato de 10
e 40 dias, com excegiio das provas feitas com
o solvente n-hepianc, utilizado para as provas
de cessdo dos tipes HI e IV, cujo tempo de
contato previstoe na Resolugie 45/77 da
CNNPA?® ¢ de 30 minutos; o teste de periodo
prolongado foi efetuado durante 2 horas.

Para os alimentes do tipo III foram efe-
tuadas provas de cessdio, usando-se como
solventes simulantes Agua destilada, soluedo
aquosa de Acide acético, a 8%, e n-heptano,
e o residuo fol calculado como a média arit-
mética das trés provas de cessdo.

A temperatura escolhida foi a de 40°C, pois
a maioria dos produtes embalados sfic esto-
cados e comercializados & temperatura am-
biente, como previsto na tabela I do anexo
IV da Resclugho 45/77 da CNNPA R

RESULTADOS

Na tabela da pdgina seguinte estio os
valores médios dos residuos obtidos nas pro-
vas de 10 e 40 dias, para os diferentes tipos
de amostra utilizados,

Analisando-se as médias dos resultados
apresentados, nota-se que as embalagens
metdlicas revestidas com vernizes e esmalies
sanitarios foram as que mals sofreram a agdo
do tempo, e as menos atingidas foram as de
filmes plasticos.

Nas embalagens de plasticos meldados,
laminados e filmes pldsticos, as difergngas dos
residuos obtidoz nos testes de 10 e 40
dias s&o significativas, mas na maioris dos
casos nio ulirapassaram o valor de 8 mg/dm 2,
gue € o maximo tolerado legalmenie. For
outro lado, nos testes de fempo prolongade,
todas as embalagens metélicas revestidas
liberaram tecres de residuc acima dos limites
estabelecidog na regulamentacio.
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TABELA

Resultados ebtidos nas provas de cessfie dos diferentes materinie anclisados

Tipe V. —~ solugiio aguosa de alcool etilico a 50% v/v

Média dosz residuos nas provas de cessfo
Materiais MNimere Solventes simulantes utilizades®
de
analisados amostras Tipo I Tipe I Tipo TII Tipe IV Tipe V
10 dias 4¢ dias 19 dias 40 dias 10 dias 40 dias |30 minutos] £ horas 10 dias 40 dias
Laminados pldsticos 8 0,8 2.9 1,9 3.9 14 3.0 1,6 2.2 G,7 2.8
Produtos moldados 7 23 42 2,6 39 1,9 4,3 1,0 4.9 2,7 4,0
Filmes plasticos B 0,9 2,0 14 1,2 6,9 1,2 0,3 1,9 1,1 54
Embalagens metdlicas
revestidag 26 1.8 33,5 45,5 472,89 17,5 174,5 4,3 0.3 3,1 36,1
*  Solventes simulantes:
Tipo I - &gua destilada
Tipe II - solu¢ho squosa de écido acético a 3% p/v
Tipo HI - Agua destilada, sclugiio aguosa de 4cido acético a 8%, p/v e n-heptano
Tipo IV — n-heptane
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FILMES PLASTICOS

LAMINADOS PLASTICOS

PRODUTOS MOLDADOS

EMBALAGENS METALICAS

0 20

80

40 60

[ ] provas efetuades por um periodo de O dias

BB provas efetuadas por um periodo de 40Odias

FIGURA — Porcentagem de amostras com residuo acima do limite permitido pela legislacio brasileira

(8 mg/dm?).

¢ teor minimo de residuo liberade mnas
amostras analisadas fol enconirado numa em-
balagem de laminade com valor de 0,1
mg/dm ? para o tipe IV, e o miximo, numa
de metal revestida para o tipo II, com ¢ valor
de 3.000 mg/dm 2,

De acordo com a figura acima, todas as
embalagens metilicas revestidas de verniz ou
esmalte sanitdrio nfo satisfizeram as exigén-
eins da Resoluedo 45/77 da CNNPAS e da
Resolucdao 8/75 da CNNPAL gquando o tempo
de teste foi prolongado, e 509% destas emba-
lagens nfo passaram nos testes de 10 dias.
E interessante notar que justamente estas sfo
uwsadas para embsalar produtos alimenticios de
maior vida-de-prateleira.

A maior taxa de migracdo verificada ocor-
reu na prova de cessfc para o tipo II, isto &,
quando se usou solvente aguose Acide. Para-
doxalmente, verifica-se que a maioria dos
alimentos acondicionades em embalagens
metilicas revestidas estd enquadrado no tipo
11, conforme Resolugdic 35/76 da CNNPAZ,
quer pela sua propria natureza, como no caso
de sucos citricos, quer pelos acidulantes adicio-
nados para baixar o pH (hortalicas em con-
serva}) ou para meihorar o sabor do ali-
mento 3,
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Duas s8o as causas da baixa resisténcia e
elevado teor de residuo nas embalagens meté-
Heas revestidas:

a) Recravacio posterior & aplicagio da
pelicula de revestimento, fazendo com gue
surjam #reas vulnerdveis denfro da emba-
lagem, podendo ainda ocorrer a remocic me-
cinica da pelicula em alguns pontos.

b} Presenga de oxigénic no inferior da
embalagem que pode ser responsivel, em
alguns casos, por perfuracfes e estufamentos,
além de favorecer a dissolugdo dos metais
devido ao efeito despolarizante nas reaches
galviinicas de corrosfo.  enchimento da
embalagem em baixas temperaturas, isto §,
sem provocar o “vicuo relative”, é o fator
responsével pela nfc diminuigio da concen-
tragio de oxigénio.

CONCLUSAQ

A migracéo apresentada pelas embslagens
metilicas revestidas com verniz ou esmaite
sanitdrio é muito superior ao limite tolerdvel
pela legislagio brasileira, quando o periodo de
contato fol prolongado para 40 dias.

100%
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A vartagho da migracio em embalagens de
plasticos moldades, filmes ¢ laminados plas-
ticos ndo & significativa gquando se prolonga
o tempo de contato para 40 dias.

As indGstrias, ac projetarem uma emba-
lagem para entrar em contato com alimentos,
néo levam em conts a migracio de subs-
taneins indesejdveis da embalagem para o
mesmo, tendo em vista somente fatores eco-
nénmicos e mecinicos.

Seria econveniente que se restringisse o uso
de embalagens metilicas revestidas, no caso

de acondicionamento de alimentes Acidos de
maior vida-de-prateleira.

E recomendavel também que se faca uma
revisdo no que se refere aos tempos de con-
tato nas provas de cessio deseritos pela Reso-
lugdo 45/77 da CNNPA 3,
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global migration in various feods stored in metallie or plastic containers.
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ABSTRACT: Forty-nine samples of containers including metallic ones coated
with varnish or sanitary enamel and plastic containers were examined for bebavior
during extraction tests lasting 18 to 40 days. Coated metallic containers wore
out more than containers of molded plastic, plastic film or laminated plastic,
Plastic containers seem to be more suitable for packing foods with a longer

shelf life.

DESCRIPTORS: food containers, metfallic, analysiz; feod containers, plastic,
analysis; plastics for food containers, analysis; containers for foed, analysis.
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RESUMO:

Sic apresentados dados clinicos de um paciente de encefalite

herpética do qual foi colhido materizl do encéfzlo para exame histopatoldgice, per
ocasiio de lobotomia temporal visando descompressdo infracraniana. O exame histo-
patoldgico revelou guadro tipico de encefalite causads por virus, com presenga
de inclusdes intranueleares, Foram colhidos materiais para isolamento de virus no
encéfalo e ne liquor e titulagens de anticorpos no liguor e mno sangue. Foi isclado
e identificado o Herpesvirus hominis, tipo 1, a partir do encéfale e¢ do sangue. O
exame do liguor demoenstrou presenca de anticerpos especificss, enquanto que, no

sangue nic foram encontrades estes anticorpos,

DESCRITORES:

encefalice herpética; Herpesvirus hominis, tipo 3, isolamento

do cérebro e do sangue; encefalite por virus, diagndstico histoldgico.

INTRODUCAO

Das infecgdes do sistema nervoso central,
causadas por virus, a encefalite herpética por
Herpesvirus hominis é a mais fregiinte, ainda
gue as informacdes sobre sua real incidéncia,
patogenia e diagnéstico necessitem de melhor
avaliagfo.

Eserita em 1855 por VAN BoOGAERD 2%, com
o nome de encefalite aguda necrotizante,
ocorre esporadicamente, de forma endémiea,
em qualquer grupo etdrio. O 8&xito é letal em
cerca de b0 a T0% dos pacientes, sendo gue
os sobreviventes earregam seqilelas geral-
mente graves. A letalidade em comatosos
chega a nivels de 809 15

O diagnéstico elinico da encefalite herpética
& difieil pelo fato de gue sintomas e sinais
nio apresentam qualquer especificidade, isto
&, sa80 comuns g quaisquer encefalites. nfo
bacterianas ou g outras de etiologia viral

As alteracdes do eletroencefalograma néo
sio caracteristicas desta infeegio e os sinais
radioldgices evidentes de lesfio em expanséio
destrutiva necrotizante do lobo témporoe-
-parietal simulam  abcesse cervebral  ou
neoplasia.

Revisbes e estudos da encefalife herpética
vealizados em 42 easos por HAYMACKER?
(1958), em 15 easos por ApaMs & JENNETT!
{1967), em 13 casos por NowaN et ali® (1970)
¢, em Bl casog, por LERNER ef aliii¥ (1978},

* Realizado no Servigo de Virologia do Instituto Adolfo Lutz, S&c Paulo, SP.

#% Do Instituto Adolfo Lutz.
#%# Tho Hospital Ana Costa, Sanios, SP.
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enriguecem a Hteratura especializada sobre os
dades clinicos, evolugio, tratamento e segiie-
lag assim como diagndstico laboratorial, dei-
xando, contudo, dvidas sobre a real patogenia
da infeccdo, tais como, se a encefalite é resul-
tante de infeccfio primiria ou recorrente, e
qual o mecanismo do acesso do virus ao sis-
tema nervose central. Faltam, ainda, melhores
eselarecimentos sobre a efetividade do use de
substdneias como o IDU e os arabinosideos, no
tratamento da infeccdo.

O diagndstico de certeza ou definitive &
feito somente com o isolamento do virus, ou
com a presenga do antigeno virdtico no cére-
bro obtido através de biopsia, ato cirtrgico ou
durante a autépsia.

Em revisde da literatura especializada
nacional, nic encontramoes gualquer caso de
encefalite herpética que satisfizesse og regui-
sitos de confirmacfo etiolégica somados aos
de tipagem do agente virdtico.

Neste trabalho, apresentamos um caso de
encefalite herpética causada pelo Herpesvirus
hominis, tipo 1, com comprovagio diagndstica
em vida. Discunte-se o valor dos resultados
cbtidos & luz dos conhecimentos atuais e a
urgéneia do diagndstico, tendo em vista as
possibilidades de tratamento.

Pede-se malor atengio para esta infecgfo
que pode ser de incidéne¢ia superior & conhe-
cida.

APRESENTACAG DO CASO

M. J. 8. F, 3% anos, RG. n° 863.236,
branca, casada, natural da Paraiba, proce-
dente de Santos. Internada no Hospital Ana
Costa, de 31-5-1980 a 13-6-1980. Histéria de
aproximadamente uma semana de iniernacio
quando comecou a apresentar febre didria,
elevada, acompanhada de confusio mental,
diminuicdo da memdria e desorientaco
témporo-espacial., Concomitantemente, apre-
sentava crise convulsiva no hemicorpo esquer-
do, tonicocidnica com iniciec no membro su-
perior esguerdo, de duragio de minutos. Apéds
dois dias, apresentou cefaléia intensa global
acompanhada de nduseas e vdmites em jato.

Deu entrada nro Hospital em 31-5-80, Na
admissfo estava em estado pés-convulsivo,
taquipnéica, torporosa, eorada, febril (38°C)
coms PA de 13 x 9 ¢ FC de 120. Rigidez de
nues. Exame fisico especial de ouiros apare-
Thos sem outras anormalidades.

Ao exame neurolégico apresentava-se tor-
poresa, nio obedecende a ordens simples, com
hemiparesia esquerda completa, predominando
em face e membro superior. Reflexos vivos
globalmente mais acentuados & esquerda, com
sinal de Babinski, presentes bilateralmente.
Ao exame de fundo de olho, foram observados
bordos papilares poucos nitides, com estase
venosa. Demais pares cranianos, sem anorma-
lidades.
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Apesar do quadro de hipertensde intra-
craniana, a paciente foi submetida a exame
de Hquor por punclo subeceipital, em virtude
da suspeita de doenga infecciosa.

O lguor se apresentou hipertense, limpide
e incelor, com 395 células com 1009 de linfo-
citog. Proteinas, glicose e cloretos normais. O
exame bacteriolégico resultou negativo apés
bacterioscopia pelos métodos de Gram e Ziehl-
-Nielsen, e cultura em meios adequados,
Hemograma com série vermelha normal, série
branca com 8.000 leucécitos, neutréfilos bas-
tonetes 2%, neutrdfilos segmentados T8%,
Hnfécitos 209%.

Gz Raios X de crénio e térax apresenta-
ram-se nermais.

A cintilografia e angiografia cerebral evi-
denciaram volumoso processo expansive fronte-
temporal direifo, com presenga de hérnia
encefalica transfoigal,

A paciente fol medicada com Decadron
(32 mg ao diz), Ampicilina e Hidantoina,
Evoluiu eom piora réapida de quadro neurc-
logico, tendo sido indicada, entfio, craniotomia
exploradora e descompressiva. A cranio-
mia ampia frontotemporal direita, encontrou-
-se a duraméter tensa e nfo pulsdtil. Feita
pung@o temporal, resultou negativa. Oplou-se
por lobotomia temporal direita. O encéfalo
apreseniava-se fridvel com pequenas &reas de
necrose ¢ homogeneamente fridvel e amole-
cido. Apbés a lobotomia, o hemisfério tornou-se
nio tenso com melhor vascularizagloe e pul-
sitil, Nio foi realizada eranioplastia, Nesta
ocasido fol separade material para o exame
anatomopatolégice. :

A paciente evoluiu inicialmente com melho-
ria do nivel de consciéneia, porém, a partir
do 3.2 dia de pés-operatdrio, a falha Ossea
tornou-se extremamente fensa e a paciente
evoluin com piora gradativa, falecendo no 10.°
dia pés-operatério.

ESTUDO ETIOLOGICO

Materiais e métodos

Vérios fragmentos do lobo temporal direito
foram incluidos em parafina para exame
anatomopatologico. As laminas resultantes,
coradas pela hematoxilina-eosina, foram exa-
minadas ao microscoépic comum.

O material submetido a exames virolégicos
foi colhido no dia 12-6-80 e constou de amos-
tra de liquor cefalorraguiano, sangue e frag-
mentos de encéfalo obiides respectivamente
por pungdo suboceipital, pungfoc venosa do
antebrage e aspiragio com seringa, através
da falha éssea feita durante lobobomia tem-
poral direita realizada dois dias antes, visando
descompressfio cerebral. Estes materiais che-
garam o laboratéric em boag condigdes para
exame, sob temperatura de aproximada-
mente 4°C.
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FIGURA 1 — Encéfalo: aspecto geral do quadro histolégico.

FIGURA 2 — Presenca de inclusdo intranuclear caracteristica.
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Asg amostras de liguor e encéfale foram
imediatamente congeladas s —70°C até o
moemento de serem processadag e, da amostra
de sangue, o soro resultanfe foi congelado a
—15%C gté o momento dos exames.

Para as tentativag de izolamento de virus
do encéfalo, parte deste material foi tritu-
rado, tratade com antibidtiecs, controlade
bacteriologicamente ¢ inoculade em sistemas
celulares continucs denominados SIRC, célu-
las de cornea de coelho, ¢ VEROD, células de
rim de macaco. Soro e liquor fambém foram
inoculados independentemente nestes dois sis-
temas celulaves, sem qualquer diluigdo, apds
controle hacteriologico.

Foram realizadas provas de neutralizagio
em culturas celnlares pelo método da micro-
téenica ¥ nas amostras de liguor e sore, vi-
sando a demonstrar anticorpos neutralizantes
especificos para herpes simples. Nestas pro-
vas, empregaram-se 106 DICTw do virus
padrio de Herpesvirus hominis (HVI), tipo
1, oepa Me Intyre. O titulo do sore ou liguer
fol tomado como a reciproca da mais alta
dilui¢do que inibiu o erescimento do virus em
B0% ou mals (CPE)}. Foram incluidos, além
dos controles das células, controles de 160, 1D
e 1 DICT s do virus padrio.

As provas de fixagio de complemento nas
amostras de sore ¢ liguor foram realizadas
pela microtéenica preconizada pelo Lahoratory
Branch Complement Fixation, Center of
Diseases Control, Atlanta, Ga., EUA.

Ag provas para identificacfio do tipo de virus
do herpes simples isolado foram: tamanho
das lesdes produzidas nas membranas coria-
tantsides de ovos embrionados de galinha;
inibi¢ko parecial ou total do cresciments do
virus em culturas priméarias de células de om-
brifio de galinha {(EG); prova de neuniraliza-
cdo em enlturas celulares ¥ em microplacas,
usande soros imunes monovalentes anti-HVH,
tipos 1 e 2.

RESULTADOS

Exame anatomopatoldgico

O exame histolégico mostra fragmentos de
encéfalo, representando camada cortical, ob-
servando-se leptomeninges com vasos intensa-
mente dilatados e congestos, reag¢io perifirica
inflamatéria constituida predominantemente
por linfdcitos. A camada cortical mostra fre-
glientes necroses de neurdnios, além de intensa
reaglo glial. Nas Areas subcorticais, obser-
vam-se espongiose, Areas focals de necrose
com infiltrade de eélulag gliais e zraros
neutrdfilos, vases dilatados e congestos,
alguns com parede neerdtica, pequenos focos
de hemorragia. Ag células astrocitirias mos-
tram-se reafivas, notando-se em alguns
nideleos eromatina condensada na periferia da
membrana nuclear, evidenciande-se presenea
de inclusdo intranuclear de colorac@o eosino-
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filica. A mesma inclusfo também & vista em
célulay oligedendrogliais, porém em menor
fregiiéneia.

Foi diagnosiicada encefalite virdtica {(ver
fig. 1 e 2).

Egiudo virelégico

Asg inoculacbes de fragmentos de encéfalo
e sistemas celulares SIRC ¢ VERO foram
positivay, isto &, ne terceiro dia de incubagho
foram vistas lesfes ou focos de efeito cito-
pético que evoluiram para 4 4 (plus) de
efeito citopético nos dias subsegiientes.

As inocculacbes da amosira de liguor nos
mesmos sistemas celulares ndo apresentaram,
apés 7 ou 8 dias de incubacio e observacgio,
qualguer efeito visivel, razdo pela qual proce-
demos a trés passagens seriadas que também
resultaram negativas.

As amosiras de virus isoladag do encéfalo e
sangue foram submetidas a duas passagens
seriadas independentes e titulados em sistema
celular VERO. Sua identificagio resultou em
neutralizacio de 1060 DICT » dos virus isolados
pelo soro-imune especifico anti HVI tipo 1
obtido de coelhos hiperimunizados. Desta ma-
neira, os virus isolados foram independen-
temente  identificados como  Herpesvirus
hominis.

As provas de identificac8o do tipo de HVH
isolade resultaram em lesBes com tamanhe
caracteristico, dentro dos padrfes apresenta-
dos pelos HVH tipo 1 nas inoculagbes em
membranas corialantéides de ovos embriona-
dos de galinha. O virus isolado, passado em
sistema celular primdrio de embrifio de gali-
nha, resultou em inibicfc do ecrescimento,
enquanto gue em outro sistema celular con-
trole susceptivel (VERO) houve desenvolvi-
mente de  virus, manifestado por infenso
efeite citopatico. As provas de neutralizacio
em sistema celular SBIRC para identificagic
do tipo do virus isolado, usando soros imunes
anti-herpes simples tipos 1 ou 2 monovalentes,
resultaram em malor inibigdo do crescimento
para o virus hemélogo, isto ¢, HVH, tipo 1,

As reacbes de neubralizacio em culturas
celulares ¢ de fixagdo do complemento para
demonstrar a presenca de anticorpos especi-
ficos para herpes simples resultaram em:

neutralizacdo: negativa {menor
sangue fne 1:4)

fixagfo de complemento:

negativa

neutralizaciio: titulo = 1:32
liguor fixaco de complemento:

titule 1:4

Em vista destes resultados, resolvemos
realizar também a titulagem de anticorpos
para sarampo na amosira de LCR. Esta titu.
lagem resultou negative na menor diluicdo
usada, iste é, 1:4.
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Quaisguer titulos encontrados nestas provas
significam presenca de anticorpos especificos
para a infecgho. A auséneia de anticorpos na
menor diluigio usada na prova de neuntraliza-
¢do significa auséncia de anticorpos na amos-
tra ou a presenca em titulos ndo detectdveis
pela sensibilidade da prova. Por outroe lado,
os titulos encontrados no liguor atestam =
presenga destes anticorpes neste material.

B interessante ressaltar nestes resultados
que, embors os materiais para exame viro-
légico tenham sido colhidos no mesmo dia
(12-6-80), por um médico, é bom esclarecer
que og instrumentais usados para as colheitas
foram diversos. Isto, é necessdrio frisar, por-
que haveria a possibilidade de supormos que
o isolamento de virus do encéfalo fosse, na
realidade, possivel contaminacfo sangiiinea,
pois gue o material, aspirado eom seringa do
encéfalo atravées da falha dssea, velo acom-
panhado de pequena quantidade de sangue.
Ora, eomo o virus também foi isolade deo
sangue circulante, poderiamos super gue o
virug isolado do encéfalo fosse devido a con-
taminacfo sangtliinea. No entretanto, esta
hipbtese pode ser facilmente afastada pelo
simples fato de existir o suporte histopato-
logico da presenca de conjunto de alieracdes
de encefalite, inclusive com inclusfes intra-
nucleares viréticas, Em outras palavras exis-
tem no caso em foco lesGes causadas por viras
no tecido nervoso.

COMENTARIOS

Todos os autores afirmam que os sintomas
e sinais apresentados pela encefalite herpética
séio similares amos apresentados pelas outras
encefalites de etiologia wvirdtica, tornando o
diagnostico etiolégico de certeza da infecgio
extremamente dificil em vida, a nfo ser gue
determinados exames complementares sejam
feitog. Neste sentido é bom lembrar que, dife-
rentemente de outras infecgles eausadas por
virus, a resposta humoral sangiinea durante
a infecgfic herpética, ainda que resulte em
aumento significativo de titulos em duas amos-
tras, sendo s primeira colhida na fase inieial
da infeccfio e a segunda, se possivel, com cerea
de duas semanas de intervalo apés a primeira,
ric representa diagnéstico de certeza mas,
simplesmente, diagnédstico especulative ou
mesmo presuntivo da infeeglo 1517, A simples
presenga de anticorpos, seja no sangue eomo
no liguor, nic fornece diagndsties etiolégico
definitivo 15; somente o aumento significativo
de titulo para herpes simples no LCR, demons-
trado através das téenicas de neutralizacio em
sistemas celulares, neutralizacio complemen-
to-dependente, fixacho do complemento, hema-
glatinache indireta e inibicdo da hemagiutina-
¢do e imunofluorescéneia, é que permite o
diagndstico definitivo da etiologia em causa.
quando da auséncia do isolamente do virus.
No entante, existe a possibilidade de, nestas
provas. estarmos frente a auvmento de titulo

devido a outro virus do mesmo génere, como
por exemplo. o Herpeswirus varicelue (virus
V-Z}, que d& rescbes cruzadas com o herpes
simples 2,

Obviamente, sem o isolamento e a identifi-
eacho do agente causal do cérebro ou a de-
monstragic de produtos do virus, isto &, anti-
geno virético no cérebro e dificilmente no
liquor, os casos presuntivos continuarie a ser
considerados eomo “possivels”, independente-
menie da histéria pregressa de recorréncia
nos labios ou em gqualguer cuire local.

A demonstracio da partieula virdtica, aira-
vés da mieroscopia eletrénica em materiais
colhidos em vida por puncgde, biépsia ou ate
cirfirgico, permite o diagnoéstico de encefalite
por virus, lmitando-o, porém, ao grupo ou
génere do agente. Por exemplo, a morfologia
e o tamanhe das particulas néo diferencia o
virus do herpes simples dos outros deo mesmo
género, tais como varicela-zoster, citomegalo-
virug e virus de Epstein-Barr.

O néo isolamento de virus do liguor ou do
cérebro, somados aos dados negativos da pes-
quisa de antigenos virdticos nestes materiais,
ndo exclui o diagnédstico de encefalite causada
por virus frente ao quadro histopatolagico
conclusivo, principalmente quando nele é cons-
tatada a presenca de corpUsculos de inclusio
tipicos, seja intranuclear ou intracitoplasmd-
ticos, Porém, este quadro histopateidgico é
comum a oufras encefalites a virus, como as
devidas aos virus do sarampo, influenza, eca-
xumba, coriomeningite linfocitaria, citomega-
lovirus, arbovirus e enterovirug.

Na realidade, somente as encefalites devi-
das & raiva {corpisculo de Negri) e ao cito-
megalovirus permitem diagnéstico de cerfeza
do virus em causa, & partir do encontro destas
inclugbes.

Ha divergéncia gquanio ao diagndstico afir-
mative pelas inclusdes quando elas sfo devidas
a0 viras do sarampe na panencefalite sub-
aguda esclerosante.

Sob o ponte de vista da afirmacie do diag-
néstico, é interessante o fato de gue raramente
se consegue, em encefalite herpética, o isola-
mento do virus a partir do liguor, sendo este
material considerado pelos autores ® como
meio pobre, sem grandes possibilidades pars
isolamento de virug, em coniraste com os me-
ihores resultados obtidos através de bidpsia
ou autépsia cerebral. Em nosso caso, também
nie conseguimos o isolamento do virus a par-
tir do liquor, ainda gue tenhamos usado dois
sistemas celulares bastante sensiveis ac desen-
volvimento do viraus do herpes simples. Alguns
autores chamam a atencdo para a falha do
isolamento a partir do lguor como um fato
inexplicivel 2%, Achamos que, provavelmente,
o ndo isolamento do virus do Hquor poderia
ser dependente da presenca dos anticorpos es-
pecificos demonstraveis pelos métodos usuais
ou, ainda. pela presenca de anticorpes em ni-
veis baixes ndo demonstriveis pela sensibili-
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dade dos métodos usuais. A possibilidade de
formaclo de imunocomplexo deve ser eonside-
rada, impedindo, desta maneira, o isclamento
do virus.

Raciocinande com estes dados, encontramos
uma possivel explicagfo para o fato de termos
obtido o isclamento do virus a partir do san-
gue, e nio do liguor. Na presenga da viremia,
n&o encontramoes anticorpos €, na presenca 4os
anticorpos, nac isolamos o virus do liquor.

Alids, mais uma vez, ficou provado que as
células linféides do sistema nervose central
formam seus préprios anticorpos especificos,
isto é, hd sintese local de imunoglebulinas®
56, Ficou bem evidenciado, em nosso c¢aso, gque
08 anticorpos no liquor néo poderiam ser inter-
pretados como provenientes do sangue cireu-
lante através de lesio na barreira hemeoliquo-
rica, pelo simples fato de que néo foram detee-
tados estes anticorpos no sangue cireulante.
Por ests raziio, nhc seria preciso fazer qual-
quer comparacio com titulagens diversas de
outros anticorpos no sangue e no liguor para
verificacio da integridade d& barreira hemo-
liguériea, nem o estudo das imunoglobulinas
no LCR e da relagho albumina no liguor e
sangue, conjugada acs anticorpos nestes ma-
teriais ¥, No entretanto. foi realizada prova
de neuiralizagio para detectar anticorpos para
sarampo no LCR. com resulfados negativos,
Ainda mais, ja4 foi deserita reaglio imunitiria
presente no liguer na esclerose multipla, leu-
coencefalite subaguda ¢ neuro-sifiliz %, ¢ ence-
falite herpética 1%, sem qualquer les#io da bar-
reira hemoliqudriea 18,

Gutros fatos de importlneia para o caso
descrito gfic os trabalhos de Ubmozo et olii 28
que demonstraram a presenga isolada de anti-
corpos Ighl no liguor em niveis mais altos do
que no sangue, em cases de linfoma de Burkitt,
virus Epstein-Barr, Herpesvirus, ¢ o3 de
Russel, & SARRTRE 2, em 18978, que ansseveram
o encontro de anticorpos para HVH no LCR
de vinte pacientes “normais”, correspondendo
a 66% do total examinado, através de técniea
sensivel de titulagens de anticorpes, qual seja,
os mediados pela célula dependente da imuno-
lise, Estes pacientes “normais™ contavam em
sun histéria pregressa atacgues labiais recuz-
rentes de herpes simples e, conseqiientemente,
todos possuiam anticorpos para herpes simples
no sangue circuiante. Ora, segundo os achados
deste Gltimo autor, poderiamos inferir gue,
através de procedimentos sensivels, a presenca
de anticorpos para Herpesvirus heminis no
LCR nae tem malor significado diagnéstico
de infec¢fo atual. Por ountro lado, tal achado
faz supor a possibilidade de que as encefalites
herpéticas sejam extremamente comuns e que,
na sua grande maioria, incidem sob a forma
subelinica ou inaparente. tendo em vista o fato
de que o individuo normal nio apresenta qual-
quer lesBo da barreirs hemoliquorica.

Importante também & a suposicio de Fripen
et olii® baseados em experimentos em ani-
mais, de que o dano causado ao tecido cerebral
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seria resultante de reagdo imunocelular contra
as células infectadas pele virus e nfio agdo
direta do prépric virus. Por esta razdo, a
maloria dos autores insistem em gue o trata-
mento com esterdides, em vez de ser contra-
indicado, deve ser minisirado em altas doses,
tendo em vista limitar a rescio imunclégica
de destruicfe, diminuvir o edema celular & a
hipertensdo intracraniana.

Outro ponte de interesse a ser discuotido
seria a via de acesso do virus aoc sistema
nervoso central {SNC). Neste particular, sa-
bemos que 2 via de invas8c ainda ndo estd
bem esclarecida. No entanto, existem evidén-
cias experimentaiz e clinicas de gue o viros
pode invadir, por via centripets, isto &, atra-
vés dos nervos, onde a infeccio segue pelas
células de Schwann e fibroblastos, e nio atra-
vés dos axdnios. Tal fato & documentado por
estude abravés da hmunofluorescéneia I°

Complementando, a via de invasfo do SNC
se 44 hipoteticamente pela passagem do virus
do trato oifatdrio, através da placa cribiforme
ou através dos ghnglios nervosos 8. Neste sen-
tido, os trabalhos de BARINGER? ¢ de WARREN
et @lit 27 sobre a laténeia do virus no ginglio
de Gasser e cervicais sfo dados de inguestic-
navel contribuicéo,

Por cutre lade, também a invasfo através
do sangue circulante fol comprovada em ani-
mais, Sob o ponto de vista clinico, a invasio
pode ser resultante de uma infecgio genera-
lizada, mais encontrada em recém-nascidos nos
quais o virus pode ser isolade do sistema ner-
vose. assim comeo de vArios outros Orgios.
Jovens e adultos rarissimamente apresentam
sintomas de meningoencefalite durante a vi-
géneia de herpes simples primério da pele ou
mucosas.

A infecgho primaria do SNC também é pos-
sivel gem sintomas ou sinais de infecgio pele
virus do herpes simples em gualguer loeal do
organismo. Neste particular, & de importéncia
salientar que a paciente nada apresentava sob
o ponto de vista clinico na pele e/ou nas
mucogas ¢ ndo contava qualquer episidic de
recorréneia pelo virus do herpes simples.

Segundo os dados disponivels, 0 presente
eago foi resultante de uma infec¢do priméria
do SNC por Herpesvirus hominis, tipo 1. Alids,
com raras excegtes, a encefalite é guase sem-
pre causada pelo HVH, tipo 1.

Assim sendo, teriamos gue admitir sob o
ponto de vists epidemiclégico que a paciente
em causa pertencia 3 faixa dos 10% das pes-
soas normais gue escaparam da infeccio her-
pética primédria clinica ou subclinica durante
o decorrer da vida; este fato é consubsianciado
pela auséneis de anticorpos para HVH no
sangue. Em inquérito sorolégico realizado por
nés em 1980 em nossc meio B, verificamos que,
no grupo etiric de 35 a B89 anos, 909% das
amostras apresentavam anticerpos para her.
pes simples; isto ¢, tinham tido experifnecia
anterior com a Infecgfo em qualguer época no
passado,
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A introducdo de medicaedes antivirdticas
especificas como o IDU (5 iode 2'-deoxyuri-
dina) 18, eujos resultados em estudos bem con-
trolados com altas doses desta droga® resul-
taram em falha no tratamento da eneefalite
herpética, orientaram, posteriormente, varios
autores ne uso experimental dos arabinosideos,
principalmente o Ara-A (vidarabina}. As ex-
periéncias com este produto resultaram na
redugfio de indices de mortalidade de 70 para
2R, %8, No entanio, HAMMER et alii® relatam
gue, usande este mesmo produte na dose de
156 mg/kg. diariamente, por dez dias conse-
cutivos, a mortalidade apds vm més resultou
em 509 dos casos £ gue, em seguimento mais

prolongado, este indice subiu para 756% de
mortalidade.

Resulta, pois, que a precocidade do diagnés-
tieo da encefalite herpética tem a finalidade
dupla:

a) fentativa de tratamento com drogas
antiviréticas gque, quanto mals precocemente
administradas, enfeixam malores possibilida-
des de suecesso, isto naturalmente, quando elas
estéio ao nosso aleance, e a despeito da alta
percentagem de insucessos;

b) iratamente da hipertensio infracrania-
na através de procedimente cirdrgico, que
ainda é de importincia eapital no tratamento
deste tipo de encefalite.
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SALLES GOMES, LLF,; SALLES GOMES JR, C.E.; SEMENTILLI, A.; SAKUMA,
M.E. & CAMARGO, E.D. — Herpetic encephalitis: report of a case due to
Herpeswvirus hominds, type 1. Eev. Inst. Adelfe Imiz, 42(1/2}:27-34, 1882,

ABSTRACT: A clinleal and eticlogical study of a case of herpetic encephalitis
iz presented. A brain biepsy was made during z femporal lchetomy aimed at
intracraneal decompression. Microscopic examination of sections of the right
temporal lobe of the brain disclosed a viral encephalitis with intranuclear inclusion
bodies in astrocytes. Herpesvirus hominis type 1 was isolated and identified from
the brain fissue and from the hlood. Speeific antibodies were found in the spinal

fluid buf not in the bleod,

DESCRIPTORS:
from brain and blood;

encephalitis, herpetic; Herpesvirus kominds type 1, isolation
viral encephalitis, histologic diagnosis.
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LARA, W.H,; SAKUMA, AMA. & YABIKU, HY. — Niveis de chumbo em
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RESUMO: Setenta e uma amostras de alimentos infantis encontrados i venda
nos supermercados da cidade de Sao Paulo, SP, provenientes das duas firmas
que industrializam esses produtos no Brasil, correspondendo acs diferentes tipos
de alimentos por elas fabricados, como sucos, cremes, frutas em conserva, pudins,
sopas, etc., foram analisadas para determinacfo dos niveis de chumbe pelo métede
de especirefotometria de absorgiic atdmica. Os nivels encontrados apresentaram
um minime de 4,62 mg/kg e um méxime de 0,37 mg/kg, com mediana de 0,11
mg/kg e 90.° percentil de 0,20 mg/kg. Todos os valores encontrados estio dentro

dos limites permitides pela legisiacio brasileirs para esses alimentos.

DESCRITORES: alimentos, anilise; alimentos infantis, determinacio de chum-
bo; chumbo em alimentos infantis; espectrofofometria de absorgfic atdmica.

INTRODUGAOQ

O chumbo é um metal cuja teenclogia para
sua obtencio e cujo uso sfo conhecidos desde
os fempos em que o8 romanos ¢ aplicavam nos
geus aguedutos, vasilhames de cozinha e nos
recipientes para fazer vinhos 1,

A acdo toxiea desse elemento no organismo
humano é descrita desde h& muito tempo e,
na sua forma mais conhecida, o “saturnismo”.
& caracterizada por convulsées, coma, ataxia,
vOmitos persisientes e hiperirritabilidade .

Devido & exposicio ambiental. os alimentos
podem ser uma fonte de introduglo de baixos
niveis de chumbeo no organismo e, embora a
absorcio scjs pequena, este vai-se acumulando
noe organisme durante a vida toda?®.

O chumbo normalmente encontrado nos ali-
mentos, eujos nivels variam de 0,1 a 0,5 mg/
kg, provém da prépria contaminacio do ar,
do solo ou da &agus, dos produtos agricolas,
ou é adguiride durante o processamento dos
alimentos ou nos recipientes em que os mes-
mos se envasam, tais como, latas com solda,

cerdmica com tintas ou vernizes & base de
saig de ehumbo 2.

H4 evidéneia de que as criangas absorvem,
mats do que os adultes, o chumbo ingerido
através dos alimentos7; dai, o grande inte-
resge em se conheeerem guais og nivels nos
mesmos pois. apesar de reeente no Brasil, o
uso de alimentos infantis industrializados
tende a aumentar por vdrias razdes de ordem
social e econdmica. ’

Para conhecimento dos nivels de chumbo
nesses alimentos foram analizadas 71 amos-
tras de produtos encontrades & venda nos
supermercados da cidade de Bio Paulo, pro-
venientes das duas firmas que industrializam
esses produtos noe Brasil, correspondendo a
vArios tipos. tais como. sucos, cremes, pudins,
sopas ete,

MATERIAL

Foram analisadas 71 amostras de alimentos
infantis envasados em vidros, encontrados &
venda nos supermercados da cidade de Sao
Paulo.

* Realizade na Segio de Aditivos e na Secfo de FEguipamentos Especiaslizados do Institute Adeoifo

Lutz, Sao Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Luiz
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Rey.

METOCDO

Foi utilizado o método de determinacio de
chumbo por espectrofotometria de absorgdo
atomica, com chama.

Equipamento

Espectrofotémetro de absor¢ho atbmica,
equipado com queimadores de fenda tniea
para ar e acetileno.

Condigbes instrumentais — comprimento de
onda: 283,23 nm; fenda: 0,7 nm: fonte: !&am-
pada de descarga de chumbo,

Reagentes

Solughio de deido cloridrico 6 N:

Acido cloridrico p.a. suprapur 50 pal
Agma desmineralizada até completar 100 ml
Solugdes padrfes de chumbo:

Solugdo I (1.000 pg/ml) — Dissoiver 1,698 g
de nitrato de chumbe em dcido nitrico a 145
{v/v), e completar ¢ volume a 1 litro com o
mesmo Acido.

Solugéo 0,5 e 1,0 pg/ml — Pipetar 2 ml da
solucfio I em balfo volumétrico de 200 ml e
completar o volume com 4gus desminerali-
zada. A partir desta sclucdo, pipetar aliquo-
tas de § e 10 ml em baldes volumétiricos de
100 ml, e completar o volume com Agua des-
mineralizada.

Metil isobutil cetona

Procedimento

Pesar com exatidfio, em cépsula de silica,
cerca de 10 g da amostra previamente homo-
eeneizada, Aquecer em banho-maria até seca-
gem., Quelmar a amostra seca em bico de
Binsen, iniciando a gqueima com chama haixa,
aumentando aog poucos com cuidado para nio
agquecer demais. Incinerar em mufia a 35090,
por trés horas. Dependendo do produto. se as
einzas nio ficarem brancas, é necessdrio reti-
rar a cdpsula da mufla, esfriar e adicionar
gotas de sclugiie de nitrato de magnésio a
50% {p/v}. Evaporar em banhec-maria, secar
e voltar & mufla por mais trés horas, Repstir
0 processo, se necessério.

Dissolver as cinzas obtidas com 2 ml de
agua e mais 5 ml de solugio de 4dcido clori-
drico 8 N. Aquecer para uma dissolucio com-
pleta. Transferir a solu¢ho para um ballo
volumétrico de 100 ml. Adicionar 5 mi da
solucfio de pirrelidina ditiocarbamato de amé-
nic. Agitar vigorosamente por dois minutos.
Colocar dgua desmineralizada saturada com
mefil isobutil cetona até gue a fase orginica
atinjz o topo do baldo. Fazer a leitura no
espectrofotémetro, aspirando diretamente a
fase orghnicsa.

Fazer a leiturs do branco de uma sclucfo
constituida de 5 ml de dcido cloridrico 6 N,

algumas gofas da solugho de nitrato de mag-
nésio a 50%, complexada e extraida da mesma
maneira como para a amostra.

Realizar a curva de calibragio com solugdes
padrées contendo 0,5 e 1,0 ug/ml de chumbo,
acidificadas com 5 ml de &cido cloridrico 6 N,
complexadas com 5 ml de solugdo de pirroli-
dina ditiocarbamato de amdnio e extrair o
eomplexo formado cow b ml de metil isobutil
catona.

RESULTADOS

Os resultados da andlise das amostras en-
coniram-ge relacionados na tabela da pdgina
seguinte.

DISCUSBAO

Todas as amostras analisadas apresenta-
ram nlvels de ehumbo, eom um valor maximo
de 0,37 mg/kg e um minimo de 9,02 mg/kg.
O valor da mediana estd situado em 9,11 me/
kg e 0 90.% percentil *, em 0,20 mg/kg. Esses
valores ndo estfo seima dos normaimente
encontrados nas frutas, vegetais e cereals
i wofura, se forem comparados aocs obtidos
num Programa Conjunto FAO/OMS de Mo
nitoramento e Contaminacfio de Alimentoz e
Racdes 8,

Quando os alimentos s&o processados e enva-
sados em latas com soldas, muitas vezes os
niveis de chumbo sdo altos 2. O fato de serem
os alimentos infantis no Brasil envasados em
vidros constitui uma bos medida para evitar
essa contaminacéo,

Em nenhuma das amostras o nivel atingiu
o valor de & mg/ke, que & o limite maximo
admitido pela legislacio vigente no Brasil para
alimentos em geval !, Essa legislaciio deve ser
revigta face as recomendagles da “Codex
Alimeniarius Commission” 5, que estabelece
limites para néetar de fruta, 0,8 mg/kg, cacau
em pé ¢ mistura de agdear e cacan, 2 mg/kg,
eazeina fcida comestivel, 2 meg/kg, caseinatos
comestivels, Zmeg/kg e face a8 resolucdes
especificas da Camara Técniea de Alimentos
do Ministérie da Saade? %%, que estabelece
para geléias de frutas, 0.5 mz/ke, frutas em
eonserva, 0,5 mg/kg e coco ralade, 0.5 mg/kg.

Segundo monografia da “International
Agency for Research on Cancer”, o nivel ma-
ximo tolerado pelo “Codex Alimentarivs Com-
mission” é de 0,3 mg/kg para frutas e vege-
tals enlatados b, Este limite estabelecido, em
relagio & ingestdo semanal aceitdvel para
adulios, é de 0,05 mg/keg de peso cerpdreo.
Convém, entretanto, lembrar gue o valor do
90.° percentil por nés encontrado situa-se
dentro desse valor tolerado e gue, até ¢ mo-
mento, nde hid um limife para a ingestdo
semanal aceitdvel estabelecido pars ecriangas
de baixa idade. Dal, a importincia de que os
alimentos infantis apresentem o minimo pos-
sivel de niveis de chumbo.

*  Valor abaixo do gual 909 das amostras estéic distribuidas na relagic do ndmero de amosiras ¢

valores encontrados na tabela.
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TABELA
Niveis de chuwmbo em alimenios infentis em conserva
Amostra Produt Chumbe

n° rodute mg/kg (ppm)
1 Suco de laranja 0,12
2 Suce de larania e abacaxi 8,17
3 Sueo de frutas diversas 0,03
4 Creme de maci 0,14
& Creme de frutas e verduras 0,22
& Creme de legumes e verduras 0,18
7 Creme de espinafre 0,07
8 Creme de espinafre 0,08
8 Creme de espinafre 8,05
10 Creme de espinafre (4,09
i1 Creme de espinafre 0,05
12 Creme com bataia e mandioquinha $,02
13 Purd de pera 0,08
14 Puré de damaseo 0,07
15 Puré de damasco 0,19
i6 Puré de péssego 6,28
17 Puré de banana 8,11
18 Pudim de arroz dece 0,12
19 Pudim de lavanjs 4,14
20 Pudim de arroz doee 6,17
21 Fratas diversas 0,10
22 Frutas sortidas 4,10
28 Mach 0,06
24 Goiaba 3,62
25 Banana 4,10
28 Ameixza 6,15
27 Péssego 0,13
28 Damasco 0,10
29 Goiabas 0,17
306 Banana com abacaxi 0,04
31 Banana e sbacaxi 6,85
52 Macé e laranja 0,26
33 Mamé&o e magd ¢,18
34 Cenocura e laranja 0,11
35 Legumes diversos 0,19
26 Legumes variados 0,12
37 lLegumes com carne 14
28 Lagumes com figado 4,08
38 Legumes com frango 0,03
40 Legumes com figado e arroz 0,05
41 Galinha com legumes e arroz 0,10
43 Galinka com legumes 0,04
43 Gallnha com creme de batata 0,12
44 Galinha com arroz e cenoura 4,03
45 Galinha com batata e cenoura 0,30
4165 Galinha com arroz 4,08
47 Galinha com arroz e cenoura 4,13
48 Galinha eom batata e cenoura 4,13
49 Frango com cencura e batata 6,02
BO Frango eom &Yroz e ovos 0,465
51 Frango com macarrio 0,11
52 Frango com legumes e cereais 0,11
53 Frango eom arroz ¢ legumes 0,13
b4 Frango com legumes e macarrio 0,12
55 Frango com arroz € gemas de ovos 0,62
56 Frango com arrog & legumes 0,12
57 Frango com creme de legumes ¢,11
58 Frangoe com creme de legumes 8,22
59 Carne com macarrio 0,37
&0 Carne com macarrio e jegumes 0,08
81 Carne com legumes ¢ arrox 0,03
62 Carne com batatz e mandicquinha 0,02
63 Carne com arrez e cenoura 0,17
&4 Carne com batata e cenoura 4,14
65 Carne com legumes 0,10
66 Carne eeln macarrio 0,12
87 Figado com legumes 0,17
68 Cenoura 0,68
68 (lenoura com arroz 0,12
T Macarrieo ¢ tomate com arroz 0,09
73 Canjinha 0,11
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ABSTRACT: 71 samples of baby foods such as juices, creams, fruits, puddings
and soups produced by the two industries whick process baby foods in Brazil, sold
at groceries of the eity of S#c Paulo, were analysed for their lead content by
atomie-abscrption spectrophotometry. The levels observed fall in the range from
002 mg/ke to .37 mg/kg with a median of 8.11 mg/kg and the 94'" percentile
of 0.20 mg/kg. All them had levels accetable according to Brazilian law fer
these foods.
DESCRIPTORS: baby foods, lead determination; foods, analysis; lead in baby
foods, determination by atomie-absorption spectrophotometry,
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SABINO, M.; INOMATA, EL & LAMARDQ, LC.A, — Variacho dos niveiy de
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RESUMO: Aflatoxina B, foi identificada, por cromatografia em camada
deigadn, em 50 amostras de pasta de smendoim e 166 amostras de pagoca (amendoim
torrade, pilade, com farinha, agfcar e &gua), expostas ao consumo no Estade de
Sao Paulo. Os limites detectados para esta aflatoxina foram de 10 a 278 ug/ke.
As variacbes dos niveiz de aflatoxina B, nas amostras estudadas foram expressas

em varias tabelas e grifico.

DESCRITORES:
pagoca; amendoiln,
camada delgada.

aflatoxina B, determinacfo em pasta de amendoim e em
pagoca, determinaciio de aflatoxima B,;

eromaitografia em

INTRODUCAO

Alguns fungos sao capazes de produzir me-
tabolitos secundérios que sdo téwicos e, algu-
mas vezes, cancerigencs tanto para o homem
como para os animais. Estes fungos sdo cha-
mados toxieogénicos e oz metabdlitos sdo de-
nominados micotoxinas.

Entre maio e agosto de 1960, mais de 106.000
peruzinkos morreram na Inglaterra por causa
deseonhecida; no anc seguninfe, fol comprovadoe
que uma toxina produzida por Aspergillus
flovus contaminou ag tortas de amendoim
{provenientes, entre cutros paises, do Brasil)
consumidas por estas aves. causando-lhes a
morte. Posteriormenie essa toxina foi deno-
minada aflatoxing B..

A aflatoxina tem sido encontrada numa
grande variedade de alimentos e ragbes; ficou
comprovado que ela, além de altamente téxica,
& também cancerigena para virias espéeies de
animais 2,

O incidente da Inglaterra poderia ter sido
considerado somenfe em seu aspecto veterind-
rio, ndo fosse comprovada a aglio carcinogé.
nica da aflatoxina, o metabélito responasdvel
yela intoxicagio.

* Realizado na Secio de Quimica Biologica do
% Do Institute Adelfo Lautz,

Desde a primeira identifica¢do da aflate-
xina B, pelo menos quinge oultras affatoxinas
e seus derivgdos j4 foram isolades. Kntre
elas, as aflatoxinas B, B;, Gi ¢ G: sd0 as mais
eomung.

Devido ao slto riscoe de contaminagho de
alguns produtos por aflatoxina B, especial-
mente amendoim, e aos grandes prejuizos que
ela pode causar ao organismo humano e ani-
mal, alguns paises, inclusive o Brasill, ja
estabeleceram limite de tolerdncia para esia
afiatoxina.

O estabelecimento em diversos pafses do
mundo de limites de tolerfncla para a aflato-
xina criou impasse para paises exportadores,
dificultando a venda de seus produtos e amea-
¢ando suas balangas comerciais; para paises
importadores aumentaram as dificuldades na
obtencio de suprimentos agricolas e, conse-
gilentemente, diminuiu a quantidade de ali-
mento disponfvel. Dai a importineia do pro-
blema, tanto econdmico ecomo de satde para o
homem e o3 animais.

A aflatoxina B pode prejudicar néo sé os
animais bem como atingir o homem, pois o
amendoim gue é ingeride “in natura” ou sob
a forma de confeitos, como pés-de-moleque,

Inatituto Adelfc Lutz, S#o Paulo, SP.
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pagoguinhas, pasta de amendoim, pode esfar
contaminado,

Baseados nestas consideragdes, resolvemos
fazer um levantamento da ocorréncia da afla-
toxina B: em pastas de amendoim e pagocas
consumidas em S&o0 Paulo.

Em 1868 fizemos estudo preliminar em fari-
nhas de amendoim e verificamos que, pratica-
mente, todas estas farinhas destinadas 3 fa-
brieacio de racSes animais continham aflato-
xina B, em quantidades superiores a 1.000
pg/kg (ppb} % Do mesmo modo, farinha de
amendoim destinada ao consumo humano apre-
sentava-se contaminada por esta aflatoxina.
Posteriormente, passamos ao controle desta
toxina em racdes e grupos de alimentos de

diferentes regides geograficas do pais® pois
o Instituto Adolfo Lutz, Centro Colaborador
do Programa Conjunio FAQ/OMS para Moni-
toramento de Contaminacio de Alimentos, re-
mete anualments a esta organizacdoe dados
analiticos sobre aflatoxinas, bem come de
residuos de pesticidas e contaminantes meté-
licos.

MATERIAL E METODO

Foram analisadas 50 amostras de pasta de
amendoim e 106 amostras de pacoca para
determinar aflatoxina B.

As B0 amostras de pasta de amendoim fo-
ram adquiridas nos supermercados da cidade

de BAec Paulo; das 106 amostras de pagoca
provenientes de vérias cidades do Estado de
S840 Paulo, e da Capital, 54 séic de produtos
industrializados, de diferentes marcas ecomer-
ciais.

O métode empregado para andlise fol o
descritc por PREGNOLATTO & SaBINO3, com
pequenas modificacbes: no solvente para de-
senvolvimento do eromatograma e na técnica
para avaliaclio da aflatoxina B.

A téenica congiste em pesar 30 g da amos-
tra {triturada em lquidificador ne casoc de
pagoca) e extrair a gordura em aparetho de
Soxhlet. Do material desengordurado extrair
com 100 ml de cloroférmio em agitador mecd-
nico, durante duas horas. Filtrar em papel
Whatman n.° 1 e concentrar (a filtragéo, por
ser Jenta, deverd ser feita através de uma
camada de terra diatomécea, fal como celite.
Utilizar o extrato cloroférmico obiido para
identificac¢lo ¢ quantificacde da aflatoxina B,
por eromatografia em camada delgada. Desen-
volver o cromatograma com benzeno - see-
tate de etila - efanol (30:19:1). Sob iuz
ulfravioleta, comparar a mancha fluorescente
correspondente & aflatoxina B, da amosira
com & de um padrio.

RESULTADOS

Oz resultados obtidos estdo demonstrados
nas tabelas 1. 2. 8 ¢ 4. onde se verifica a

TABELA 1

Nivels de afletoxing B em paste de amendoim

N.2 de amostras
analisadas

Mares

Niveis de aflatoxina B,
relkg (ppb)

ot
bbb bl bk O R DN ped e bl O A0 B ek bl R DD RO DG

ol RwlnRol: R R R BB Bl S

21
26
38
10
16
47
13
8
ND.*
N.D.
13
26
35
40
56
ND.,
N.D.
25
i67
278

Total 50

40

* N.Ib, = Nao apareeimento de fluoresednela no cromatograma.
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evidéncia de aflatoxina B: em varias amos- Os teores de aflatoxina B, foram expressos
tras. A figura apresents a variagéo dos niveis em pug/kg (ppb) e ¢ nfio aparecimento de
de aflatoxina B: nas amostras de pagoca de fluorescéncia no cromafograma fol represen-
produto de origem caseira ou indusirializado. tfado pela abreviatura N.D. (nio detectada).

TABELA 2

Niveis de aflatowing By em peagoew industrializede

N.° de amostras Niveis de aflatoxina B,
analisadas Marca ug/ke (ppb)

ND.*
a2z
N.D.
52
N.D,
N.D.
N.D.
30
30
25
N.D.
20
i0
42
20
25
N.D.
104
40
50
25
2¢
280
N.D.
N.D.
8
N.D.
85
N.D.
40
N.B.
17
N.D.
45

e e e - e T R R I - T e T T S T P C G WP Sy
CRRRNPY M RN “Y““gompmmEnfEYlsNtysrEoaoEw e e

Total 54 * N.ID. = Nfie aparecimento de fluorescéneiz no cromatograma.
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TABELA 38
Niveis de aflotoxing em pagoce de origem caseira provenientes de cidades do Estado de
Sdoe Paulo
N.? de amostras Procedéncia Nivels de aflatoxzina B,
analisadas pefkg (ppb)

1 Socoreo 22

i Sio Bernarde do Campo Z0

2 S&c¢ Bernardo do Campo 26

3 Andradina N.D.*

1 Andradina 20

2 Murutinga do Sul N.D.

1 Murutinga do Sul 260

i Mirassol 168

1 Sae José do Rio Preto il

i Catanduva N.I.

13 Miranddpolis 1985

1 Mirandopolis 10

1 Miranddépolis 40

i Bauru 136

1 Baura 33

1 Diadems [i1t]

1 Hio Paulo 156

2 Sice Paunlo 17

1 S#o Paulo 32

5 Bin Paulo 8

2 Sfie Paunlo 16

4 B0 Paule 20

2 8&0 Paule 40

12 S8%0 Paule N.D,

1 Campinas 20

1 Adamantina 33

1 Guaracal N.D

Total 52 # NI, = Nio aparecimento de flgorescéneia no cromatograma.

TABELA 4

Tabeln demonstrative dos valores de aflatoring B, em puste de emendoim e pagoca

Amostras analisadas

Negativas Positivas acima de 30 pgl/kg*

Tipo N.o
Pasta de amendoim 56 20 &0 9 18 86,5
Pacoca caseira 52 2 173 12 23 80,8
Pacova industirializada 54 ; 27 50 14 26 63,4

* A legislag@c brasileira fixou tolerfincia de 30 ug/kg (vpb) para as aflatoxinas caleulada
pela soma dos contetidos das aflatoxinas B; e Gi. Esta tabela demonstra somente conteiido

de aflatoxina B..
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n? de omostras
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B Cose p¢ de aflatoxing B)/kg (ppb)
aseirg

Industrializade

FIGURA — Variacio dos niveis de aflatoxina B, em amostras de pagoca de origem easeiva ol
industrializada,
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CONCLUSBAO

Pelos resultados apresentados, pode-se obser-
var que a aflatoxinag B, esteve presenie em
vérias ameostras de pasta de amendoim e
principalmente, em amostras de pacgoeca.

Nota-se gque foi detectads aflatoxina B, em
concentracio de até 278 pg/kg. A legislaciio
brasileira, através da regolucfo 24/76, fixon
para os alimentos a tolerdncia de 30 pg/kg
para as aflatoxinas!, calenladas pela soma
doz contefidos das aflatoxinas B; e G.

Censiderando gue a pagoca tem como prin-
eipal alve o consumo pela populagio infantil,
notadamente na Merenda Escolar, € necessério
proteger seus consumidores com & mesma

intensidade com que sdo protegidos contra
outros poluentes ambientais,

Acreditamos que a solugfio para o problema
da aflatoxina depende de mudancas de com-
portamento, como a aproximagio entre pes-
quisadores e representantes do setor produ-
tive do pais. E preciso gue sejam destruidos
preconceifos existentes em ambos os Iados.
¥ certo que, para se combater com sucesso
e em definitivo a ypelui¢fio por micotoxinas
(afiatoxinas), faz-se necessfria a edueagso,
em todos os aspectos, pura conservacio, pro-
tecdo e desenvolvimento do ambiente, A orien-
tagio é condigdc essencial, sem 2z qual nédo
existird melhoramento ou progresse, Propési-
tos governamentais terfic semente efeito palia-
tivo ge nfo for dada é&nfase & educagio e
conscientizagio da populacio e ao treinamento
do pessoal especializado nesta drea.

RIALAG/544

SABING, M.; INOMATA, E1. & LAMARDO, L,C.A, — Variation of the content
of aflatexin B, in peanui paste and peanut swest bars consumed in Sdo
Panlo State, Brazil, Rev. Inst, Adolfo Lufz, 42(1/2):3%-44, 1982,

ABSTRACT:

Thin-layer chromatography was employed for determining the

ameoun{ of aflatoxin B, in 58 samples of peanut paste and peanut sweet bars
for sale in various places of the state of Sfie Paule. The levels determined ranged
from 10 to 278 mg/kg and are presented in tables and graphs,

DESCRIPTORE: aflatexin B,, determinsation in peanut paste and in pagoce
{sweet bar}; peanut, paste, aflatoxin B, determination; peanut, pagoca, aflatoxin
B, determinaticn; thin-layer chromatography.
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RESUMO: Um estuds fol feite na cidade de Sas Paulo, Brasil, com 25
amostras de leite humano obtido de dozdoras no Baneo de Leite do Hospifal do
Servidor Pablico do Estado de S8 Paulo, ¢ de algumas voluntdrias. IsBmeros
de HCH ¢ metabolitos de DDT foram encontrados em todas as amosiras ¢, em
apenas uma, ol encontrado dieldrin. Os niveis de HCH total (soma dos isdmeros
alfa, beta ¢ gama) estZo entre 3 e/l e 758 pg/l, mos 909 das smostras apre-
sentaram valoves abaixo de 38 pg/l. Para o complexo de DDT (somabéria de
p-p’DDE e p-p'DDT), os niveis estBo entre 10 ug/l e 26810 pe/l. Este médximo
de 2810 pa/l & muito mais alto gue os ouiros niveis enconirados, pois 809% das

amostras estio abaixo de 318 ug/L

DESCRITORES: leite humano, anélise; pestieidas organoclorados (residucs),
determina¢iio em leite humano; cromatografia em fase gasosa com detector de

captura de elétrons,

INTRODUGCAO

A contaminac¢io ambiental por residuos de
pesticidas organoclorados tem sido altamente
estudada em razfo da persisténeia e acumu-
lagdic na cadeia alimentar desses compostos.

O exame dos fluidos hiolégicos e tecido adi-
poso humano tem servido como indice do nivel
de contaminacio das populagbes, causada pela
poluigho do ambiente e, principalmente, dos
alimentos.

0 leite humano tem sido objefo de invesii-
gaghes de residucs de pesticidas desde 1851,
quando LAUG ef alii? encontraram residucs de
DDT em 30 das 32 amostras analisadas. Desde
entdo, intGmeros estudos tém sido feitos em
varias dreas rurais e urbanas, servindo como
indicador da contaminacio do meio ambiente
pelos organcclorados.

O Programa Conjunto FAO/OMS de Moni-
toramento da Contaminacfo de Alimentos e
Ragdes inclui o leite materno entre os alimen-
tos em que se devem pesquisar os nivels de
organoclorados, O relatéric desse programa
mostra as variagbes observadas nos vérios
paises que realizam esse conirole. Uma ava-
liacdo desses niveis em S&o Paulo, Brasil,
empregando o método wutilizado peln “U.S.
Environmental Protection Agency (EPAY” 4,
foi obtido pela anélise de 25 amostras de leite
humano, sendo um composto de 15 amostras
colhidas junte ac Banco de Leite do Hospital
do Servidor Pablico do Estado de Sie Paulo,
coletadas de fevereiro a margo de 1879, e outro
misto de 4 amostras de leite de voluntérias e
6 amostras do Banco de Leite do Hospital do
Servidor Piblico do Estado de S&c Paulo, co-
letadas em diferentes datas de 1981

* Realizado na Se¢fo de Aditives e Pesticidas Residusiz do Instituto Adolfo Lutz, Sdc Paulo, SP.
Apresentado no §° Congresso Internacional de Quimica de Pesticidas da IUPAC, Kyoto, 1082,

¥%5 Do Instituto Adolfe Lutz.



LARA, W.II.; BARRETTO, HH.C. & INOMATA, ON.K.
Rev, Inst. Adelfo Lufz, 42(1/2):45-52, 1%82.

leite humano, Sio Paulo, Brasil, 1979-1881.

— Residuos de pesticidas organoclorados em

MATERIAL E METODO

Material

O histérico das amostras provenientes do
Hospital do Servidor Piiblico do Estado de
S8o0 Paulo, coletadas de doadoras normais do
Banco de Leite, estd exposto na tabela 13 o
histérico das doadoras de leite das voluntirias
estd na tabela 2.

As amostras do Baneo de Leite foram obti-
das por suegfic meeliniea para frascos de vidro
de 20 ml, com tampa, e congeladas até o meo-
mento da extragio dos pesticidas, nunea exce-
dendo a 70 horas. As demais foram coletadas
manualmente para frascos de vidro e feita a
exiracho imediatamente.

Reagentes
Sulfate de sédio anidro granulado, p.a.

Hexana, acetonitrila e material {isentos de
impurezas para cromatografia em fase gaso-
sa, nas condigbes de andlise)

Florigil, 60-110 “meshes”, ativado a 650°C
Padroes de pesticidas organoclorados

Fguipamento

Centrifuga com capacidade rotacional de
2.000 rpm

Concentrador de evaporacho de 10 ml com
coluna modificada (micro Snyder Cat. Kontes
n? R — 569250)

Funil de separagio de 50 ml
Congentrador Kuderna-Danigh de 150 mi

Microeolunas de vidro de 20 cm de compri-
mente por 1,0 em de difimetro interno, pre-
paradas como segue: colocar uma pequena
por¢io de algodfio na extremidade inferior de
uma microcoluna, em seguida colocar 1,6 g de
florisil e, logo apés, adiclonar 1,6 g de sulfato
de sddio anidro granulado. Lavar a coluna
com b0 ml de metanol e, em seguida, com
50 ml de hexana e deixar em estufa a 1350C,
durante uma noite. Para rotina de trabalho é
conveniente preparsr um grande nimero de
colunas ao mesmo tempo e guardi-las na
estufa até o momenio de serem usadas.

TABELA 1

Histérieo das doadoras novrmais do Baveo de Leite do Hospital do Servidor Pdblice do Estade
de Sdo Paulo, Bra=il

No Tdade Zanaﬁ&e. Coniate com
(anos) procedincia a laveursa
1 25 urbana nao
2 39 Tural nio
3 36 rursl néo
4 18 arhana néo
B 30 raral nio
[ 35 rural sim
7 38 urbansa n&o
g 84 urbana nio
9 28 rural sim
10 - 24 urbana nfio
1i EE] rural nao
12 86 rural nio
12 85 urhana nio
14 27 grbana i nio
15 35 rural néo
16 34 urbana néo
17 27 urbana nio
18 25 urbana nio
19 35 urbana nao
20 {*} urbansa néo
21 {*} urbana niao

{*) Nao foi fornecida,
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TABELA 2

Histérico das doadoras de leite woluntdrias, Estade de Sdo Paule, Brasil

No Idade Zona de Contato com
(anos) procedéneia a lavoura

22 29 urbana néo

23 27 urbans néo

24 28 urbana néo

25 29 rural sim

Método

O método usade foi o da EPA %, com pe-
quena diferenca na tomada da amostra, que
foi de 1 ml e nio de 500 mg, como recomen-
dado, por razdes de facilidade de medida.
Congiste no seguinte:

Ewtracio: Colocar 1 mi da amostra de leite
em tuboe de eentrifuga de 15 ml e adicionar
2,6 ml de acetonitrila ¢ 6,1 ml de hexana
contendo 20 ng de aldrin (serve como refe-
rércia na recuperacho, ¢ para marear ¢ tempo
de retenciio relativa). Centrifugar e passar o
sobrenadante com auxilio de uma pipeta Pas-
teur para um funil de separacioc de 50 ml
Repetir a extrag¢iio duas vezes com 2,5 ml de
acstonitrila.

Reunir os extratos do funil de separacio.
Adicionar 25 mi de solugio aguosa, a 2%, de

sulfato de s6dio. Agitar e extrair eom trés’

porebes de 5,2 e 2 ml de hexana. Beunir os
extratos em concentrador Kuderna-Danish de
150 ml e concentrar até mais ou menos & ml.
Retivrar 2 coluna de Vigreaux e colocar a
micrecoluna Snyder para concentrar até
0,8 ml.

Particdo com florisild Tirar da estufa a
microcoluna de florisil (preparada anterior-
mente) e deixar atingir a temperalura am-
biente, Umedecer com 10 ml de hexana e des-
prezar o eluato. Transferir o extrate concen-
trado para o topo da coluna e iniclar imedia-
tamente a eluigio, passando um total de 12 ml
de hexana, em seguida, 12 ml de solugdc de
metanol & 19, em hexana. Regnir os eluafos
em concentrador Kuderna-Danish. Esta fra-
¢ao I pode conter: heptaclor, aldrin, p-p’DDE,
o-p’DDT e p-p’DDT. Coletar uma segunda
fracio em outro eoncentrador Kuderna-Danish,
eluindo com mais 12 ml de solugdo de metanol
a 1%, em hexana. Esta fracglo II pode conter
dieldrin, heptaclorepoxi, endrin, alfa-HCH,
beta-HCH, gama-HCH e p-p'DDD. Evaporar
ambas as fragbes e ajustar o volume para
1 ml. Proceder & determinacéio dos organo-
clorados, por cromatografia em fase gaszosa,

Observagdes: a) Preparar um branco pa-
ra cada série de amostras, passando por todas
ag efapag do métedo. b) Beta-HCH, gama-

~-HCH e p-p’DDD podem aparecer em peque-
na guantidade na fracio I

Cromatografin em fose gasesa: Foram usa-
dos dois cromatégrafos com as seguintes espe-
cificagdes:

a) Cromatdgrafo Varian Aesrograph 2.100-
00, com detector de captura de elétrons, fonte
de tritium e com ecoluna de vidro, em forma
de U, de 1/4 de polegada de difimetro interno,
6 pés de comprimento com fase estaciondria
2,5% de QF-1 mais 2,5 de DC-200 em Chro-
mosorb W, 100-120 “meshes”, nas seguintes
condigbes: temperatura da coluna, 190°C; tem-
peratura do injetor, 210°C; femperatura do
detetor, 210°C; fluxo do nitrogénic, 40 ml/min.

by Cromatégrafo CG-370 com detetor de
capiura de elétrons, fonte de tritium e com
coluna de vidro espiral de 1/8 de polegada de
difimetro interne, 8 pés de comprimento, com
fase estacionéria de 2% OV-17 em Chromo-
sorb W, 190-120 “meshes”, nas seguintes con-
digbes: temperatura da coluna, 204°C; tempe-
ratura do injetor, 2169C; temperatura do de-
tetor, 2189C; fluxe de nitrogénio, 40 ml/min.

A sensibilidade dos aparcihos foi ajustada
de mode a se obter uma deflexfic de 50% da
escala do registrador, com 60 picogramas de
aldrin, eom ruldo de 0,1 mm.

As bifenilas policloradas (PCBs), se pre-
sentes, poderiam ser defectadas num limite
minimo de I meg/l, sendo gue pido foi eviden-
ciada a presenga de PCBs em nenhuma dag
amostras. Caso isto tivesse ocorrido, dever-ge-
-ia modificar a técnica de extracio, pois os
picos de PCBs iriam interferir nos resultados.

RESULTADOS

Todas as amostras analisadas continham
alguns dos seguintes pesticidas organocclora-
dos: alfa-HCH, beta-HCH, gama-HCH, p-p’
DDE e pp'DDT. A tabela 3 apresenta os
resultados das andlises feitas e a fabela 4
mostra os valores dos isémeros de HCH reu-
nidos ecomo HCH total e os isbmeros e meta-
bolitos de DBDT como somatéria de DDT.
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Na comparagdo dos resultados em nosso
pais, com os de ontros estudos em ouiros
paises, uma dificuidade bastante grande &
apresentada pela diferente forma de expres-
sfo dos resultados: ppm, ppb, mg/ke, ng/ke,
mg/l,” pg/l, expressod no leite total ou na
gordura. S#o de grande importinecia as reco-
mendacdes de uniformizacio que tém sido
feitas nos tltimos anos pelas organizacdes
internacionais FAG e OMS.

Oz niveis de HCH total variaram de 8 pg/l
a 758 ug/l, com média de 49 pg/l e 50° per-
centil de 38 ug/l, sendo gque apenas duas
amostras apresentaram valores acima de 100
pe/l. Os niveis da somatéria de DDT varia-
ram de 15 pg/l a 2.610 pug/l (sendo este valor
encontrade na mesma amostragem que apre-
sentou 758 pp/l de HCH total), com média
de 278 pg/l e D0° percentil de 686 pg/l

TABELA 3

Niveis dos pesticidas organoclorades em leite humano (ug/i)

Amostra a-HCH y-HOH B-HCH p-p'DDE p-pDDT
o1 10 1 2 209 30
02 4 2 3 144 22
03 19 13 1 564 150
04 8 2 1 252 81
05 18 18 140 142 42
06 1 5 9 142 36
o1 8 6 6 180 20
08 5 6 1 630 56
09 32 66 650 1752 858
10 13 i 1 160 1
11 11 12 15 55 40
12 5 3 6 60 39
13 10 8 14 72 22
14 s 5 9 185 40
15 8 3 4 267 44
16 2 1 1 28 1
17 3 3 1 291 21
18 1 1 1 22 1
19 2 1 1 15 1
20 1 1 1 23 1
21 1 1 1 23 1
22 1 2 1 25 1
23 2 1 1 7 1
24 8 1 1 165 1
25%% 1 1 1 76 1

* Nesta amostra fol encontrade 1 pg/l de p-p’DDD.

#*#  Nesta amosira foram encontrados 2 ug/l de Dieldrin
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TABELA 4
Niveis do HCH total ¢ somatiric de DDT em leite humano (ug/l)
Amostra HCH total £ DDT
ol 13 239
02 9 166
03 33 714
04 9 313
03 174 184
66 15 178
07 20 210
08 i2 &36
09 758 2616
10 15 161
11 23 95
12 14 89
13 32 94
14 i8 175
15 13 a11
16 4 29
17 T 318
18 3 23
18 4 16
20 2 24
21 3 24
22 4 27
22 4 V&)
24 8 106
25 3 e
DISCUSSAQ vidas organcclorados na gordura do leite, fei-

Em 1951, Lavug ef alit?, emn Washington,
Estados Unidos, num estudo de 32 amostras
de leite humane, verificaram a presenca de
DDT em 30, com um minimo de 0,01 ppm e
um méximo de 0,77 ppm.

SavAGE ef alii§ no periodo de 1671 a 1972,
analisaram 40 amostras de leite de mulheres
que moravam na zona rural do Colorado, ETA.
Neste trabalho fol relatada a presenga de
residuos de p-p'DDE e p-p’DDT em todas as
amostras, de beta-HCH em 87,56% das mesmas,
dieldrin em 45% e PBC,, em 20%; os malis
altos niveis encontrados foram os de p-p’DDE,
num intervalo de 19 a 386 ppb na gordura
do leite, e p-p’DDT entre 70 a 109 ppb na
gordura do leite.

STRASSMAN & KUTZ®, de 1973 a 1974, ana-
lisaram 57 amostrag coletadas de doadoras gue
residiam em diferentes regides de Arkansas
e Mississipi, EUA, Todas as amoestras indi-
caram que houve exposicdo das mées ao DDT,
com, um valor médio de econtaminacgio de 0,344
ppm de DDT total. Este trabalho relata, ain-
da, a presenca de beta-HCH, dieldrin e hep-
taclorepoxi em algumas amostras analisadas.

Em 1979, CURRIE et alii? descreveram dois
estudos de determinagio de residuos de pesti-

tos em Alberta, Canadd, no periodo de 1866
a 1970, e de 1877 a 1978. Os resultados mos-
traram a presen¢a de beta-HCH em todas as
amostras coletadas no periedo de 1977 a 1978,
¢ a auséncia no periodo de 1966 a 1970. Veri-
ficaram, também, que os niveis de p-p’DDT
em metabolifos foram substancialmente mais
baixos no segundo estudo do que no primeiro.
Para alfa-HCH, no primeiro pericdo, a média
foi de 4,107 ppm e, no segunde, 0,109 ppm;
para p-p’DDT, ne primeire periodo, 1,14 ppm
e, no segundo, 0,487 ppm. Todos esses dados
indicaram uma diminuicio nos valores que
foram encontrados mno primeiro periodo, mas
mosi{raram um sumento no nimero de pesti-
cidas encontrados. Os autores atribuem esse
fato a uma mudan¢a no use de pesticidas na
regifo e uma melhoria das téenicas de andlise.
Verificaram, também, que nfo havia correla-
¢éo entre os valores encontrados e a tdade das
doazdoras.

Em 1981, DirtoN et olii? analisaram 154
amostras de leite materno, em Quebee, Ca-
nadd. Verificaram que 30% das amostras ana-
lisadas excediam o valor de 1,25 mg/kg de
DDT na gordura do leite, limite esse estabe.
lecide pela Comissfo do Codex Alimentarius
para leite de vaea. Dado importante neste
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FIGURA 1 — Compsaracie da medianz de HCH t{otal, em leite humane, S&s Paulo, Brasil, com as
medianas dos relatérios dos Centros Colaboradores de Programa Conjunto FAQG/OMS

de- Monitoramento de Contaminag¢dce de Alimentos.
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trabalho foi a correlacdo positiva entre as
méies que fumavam e 3 quantidade de residuo
de p-p’DDE encontrado na gordura do leite.

Campos & OrszinaA-Marzys?, estudando a
contaminacio do lelte materno, na Guatemala
e em FEl Salvador, encontraram resultados
bastante elevados para DDT, com médias de
até 3,64 ppm, em Escuintla, regifio algodosira
da Guatemala, e de 0,605 ppm em Santiago
de Maria, em El Salvador. Relatatam, tam-
bém, a existéneia de resfduos de outros orga-
noclorados em leite materno, tais como HCH,
dieldrin, heptaclorepoxido.
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Nos relatérios dos Centros Celaboradores do
Programa Conjunte FAQ/OMS de Monitora-
mento de Contaminacdo de Alimentes’, o
Japho, em 1975, apresentou, para o leite ma-
terno, 2 wmediana de 54 pg/kg para HCH
total, enguanto que a encontrada por nés, ne
Brasil, foi de 13 upg/l. Os valores encontrados
pela Suiga, Suécia, Guatemala, Estados Uni-
dos e Canadd foram inferiores a 20 pg/ke
Se compararmos a mediana da somatéria de
DDT de 161 ug/l, notaremos que estd préxi-
ma da encontrada pelos Estadoes Unidos, em
1974, que foi de 215 ug/kg (fig. 1 ¢ 2).

: R
7172 74 73
» o 72--'&'4gIE
Suecia Suigs.  E.U.A°  Brasil

FIGURA 2 — Comparagio da mediana da somatéria de DDT, em leite humane, Sio Panlo, Brasil,

com &8s medianas dos relatéries

dos Centros Colaboradores de

Programa Conjunto

FAQ/OMS de Monitoramento de Contaminacfc de Alimentos.
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ABSTRACT: A survey was carried ouf in the city of Sdo Paulo, Brazil, 25
samples obtained in the milk bank of the “Hospital do Servidor Phiblico do Estado
de Shio Paule™, Brasil, ss well from some volunteering nursing womem, The method
of analysis was that described by the Mannal of Methods for Pesticide Residues in
Human and Environmental Ssmples — EPA-USA. HCH isomers and metabolites
of DDT were found in all samples but just one showed dieldrin. The levels of HCH
total {sum of alpha, beta and gamma isomers) ranged from 3 to 758 ug/l, but 90%
of the samples had levels below 38 ug/l. For the complex DDT (sum of metaboli-
tes) the levels ranged from 16 to 2610 pg/l This maximum is very far from the

other levels because 88% of the samples reamined below 318 ug/l

DESCRIPTORS: milk, human, analysis; organochlorine pesticide residues in
milk, detection; electron ecapture gas-liquid chromatography.
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LARA, WH. & TAXAHASHI, 3M.Y. -~ Niveis de nitrates em hortaligas. Rev. Inst.
Adolfo Lutz, 42{1/2):53-67, 1882.

RESUMO: Para avaliar a variagdo dos nivels de nitrafos existentes em
hortaligas frescas, como zlface, baiala, cenoura, ecouve & espinafre, foram analisadas
amostras dessas hortalicas, coletadas ac¢ acaso em feiras livres da cidade de Séo
Pzulo. As amostras de espinafre apresentaram consistentemente nivels altos de
nitratos, com um minimo de 545 mg/kg e um méximo de 4136 mg/kg, eom uma
média de 2030 mg/kg e um $0.° percentil de 3306 mp/kg, enguanto gue algumas
amostras de batata nfo apresentaram nitrates, havendo um maximo de T48 mz/ke,
uma médin de 145 mg/kg e 90.° percentil de 370 mg/kg, As amoesiras de alface,
cenourd e couve apresentaram varlaces considerdvels, nio sendo encontrades nitratoes
em algumas amostras ou satingindo, por vezes, valor bastante alto, como ¢ de uma

TAEKAHASHI **

amostra de couve, 0 mais alto encontrade neste estudo, 5856 mg/ke.

DESCRITORES: nitratoes
frescas, deferminagio de nitratos.

em hortalicas

frescas, determinacio: hortaligas

INTRODUCAO

As plantas possuem um feor nabtural de
nitratos que constitui uma fonie do nitro-
génio necessario ao seu desenvolvimento. Esta
presenga de nitratos, principalmente em hor-
taligas, Poéewse congbituir, em alguns casos,
em coniribuicfio aprecidvel na ingestdo didria
de nitratos. WALKER? chegou a fazer uma
estimasiva da ingestdo média de nitratos por
sernana, mostrande que, para um consumidor
normal, oz vegetais representam um quarto
do total de nitratos ingeridos.

LEE?® relata os estudos de Miyasaki sobre
a influénecia de fertilizantes no actmulo de
nitratos nos vegetais, e de Sobdeva que, em
estudos com varios vegetais cultivades com
ou sem fertilizantes, mostrou que os enitivados
sem fertilizantes tinham niveis de nitratos de
3 a 12 vezes menores gue os cultivados com
fertilizantes.

Nitratos por st mesmo ndo representam o
maior probiema do ponto de vista toxicoldgico,

* Realizado na Segio de Aditives deo Institute
## Do Institute Adolfo Lutz.

mas shn os nitrites que se formam a partir
dog nitratos. PHILLIPS T considera gque, se um
alimento contém um nivel bastante alto de
nifrates, isto representas um riseo pois, nas
condigbes de processamente ou armazena-
mento, a conversfo dos nitrates & maior.

0O risco toxicoidgico da ingestio de nitratos
também tem side amplamente investigado,
assim ecomo a formacfo de nitrosaminaszs, e
a possivel metaemoglobinemia em criangas de
tenra idade

Uma ingestfic didria aceitdvel (IDA) de
0 a b mg/kg de peso corpdrec foi estabeleeida
pelo Grupo de Peritos da FAOG/OMS, conhe-
cido como JmCFA 2.

Na tecnologia de alimentos, ¢ uso de nitra-
tos na producdo de gqueijos on conservas de
carnes estd vregulameniado, nio podendo
exceder a 200 mg/kg, caleulados em nitrato
de sédio, no produte a ser consumido b,

Além dos alimentos processados, a Agua
potivel e hortaligas representam outra fonte

Adolfo Lutz, Sido Paulo, 3P.
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de nitratos na diets usual, tornando-se neces.
sério controlar os niveis de nitratos nestes
Gltimos alimentes.

0O nivel de nitratos existentes em hortalicas
frescas € susceptivel de variacbes; a fim de
avalid-lo, foram analisadas virias amostrag
coletadas, ao acaso, em feiras-livres na cidade
de Sdo Paulo.

Neste primeiro levantamente foram esco-
Ikidas as hortalicas mais comuns na dieta
usual da populagiic, como alface, batala,
cenontra, couve e espinafre, e comparados os
valores encontrados com os de outros estudos
em ouiros paises.

MATERIAL

Foram analisadag 100 amostras de horta-
Heas adouiridas nas feiras-livres da cidade
de Sic Paulo, sendo 20 de alface, 20 de ba-
tata, 20 de cenoura, 20 de couve e 20 de
espinafre,

METODO

Foi usade o métode descrito por LARA et
alii %, que consiste ne seguinte:

Reagentes
Pare obtenedo do entrato

Solugio de cloreto de caAdmio: digsolver
50 g de CdCl; e 50 g de BaCl, em agua
destilada e completar o volume de um
litre, em baldo volumétrico. Ajustar o
pH = 1,0, com acido cloridrico.

Solugdo de hidroxido de sdédio a 10%, p/v
Para obtengdo da coluna

Solucio de sulfato de chdmio a 20%
Zinco em bastio

Para delerminar nitrato

Solugfie tampfo (pH 9,6-9,7): adicionar
20 mi de édeido cloridrico eoncentrado
a 500 ml de Agva destilada. Agitar e
adicionar 50 m! de hidrdxido de amobnea
conecentrado e completar o volume de
1.0060 ml.

Para desenvelvimento da cor

Solugdo de alfa-naftol: aquecer 360 mil
de Agua destilada e 50ml de écido
acético a B0°C e transferir para um
frasco escuro contendo 0,25 g de acido
sulfanilico. Agitar até dissolver e adi-
cionar 0,20 g de alfa-naftol, agitando
bem. Esfriar & femperatura ambiente
e adicionar 90 mi de solugéo de NH.OH
a 109%. O pH desta solugo deve ser
4,0 = 0,5

Preparagio do coluna

Preparar wma coluna estirande uma das
pontas de um itubo de vidro de 1,5 cm de dié-
metro e 12em de comprimento. Adaptar ac
tepo da coluna um funil de sepsragio de BHO

%

mi, com haste de fmm de didmetro interno
e 25 em de comprimento.

Colocar de 2 a 3 bastfes de zinco em um
béquer contendo cerca de 100 m! da solugdo
da sulfato de ecadmio a 209%. Remover, com
uma vareta de vidro, o depdsito esponjoso
formado depois de 2 a 3 horas, e colocd-lo em
um béquer contendo dgua destilada. Trans-
ferir o cddmio formade para o copo de ligui-
dificador, com o auxilio de aproximadamenie
200 ml de 4dgua destilada, e triturar dorante
1 & 2 segundos. Passar na peneira de 20 a 40
mathas. Colocar na extremidade afilada da
coluna um pouco de 14 de vidre seguida de
uma camada de lem de areia e transferir
o cAdmic para até gnase o topo da mesma,
mantendo-a sempre com Agua. Adaptar o
funil de separagio & coluna através de nma
rolha de cortica, para prevenir a entrada de
ar na coluna, mantende-a sempre com Agua.

Antes da determinacdo do niirato, lavar a
eoluna com 25 ml de HCI 0,1 N; em seguida,
com 50 ml de Agua destilada e, finalmente,
com 25ml de solugio tampio diluida a 1:9
eom Agua destilada.

Quando o eddmio esponjoso é mantido de-
baixo d’dgua, sua atividade decresce depois
de 24 horas. A eficiéncia de redugio da coluna
deve ser sempre controlada. Esta pode ser
regenerada por passagens sucessivas de por-
ches de HCl 0,1 N, dgua e tampio, come
descrito acima.

Eficiéncia da eoluna: testar n eficiéneia
da coluna passande solugbes padrbes de
NaNO, através da mesma, determinar a quan-
tidade de nitrito, de scordo com o procedi-
mento descrito adiante e caleular a porcen-
tagem de recuperacie (os dados obtidos com
2 coluna por nds usada estdo configurados na
tabela 1). Quando a recuperacdo for inferior
a 90%, regenerar a coluna da seguinfe ma-
neira: desmontar a coluns, transferir o cadmio
para um béquer contendo HCl 2N e deixar
por um minuto. Em seguida, montar a coluna
novamente, passar 50 mi de Agua destilada e
25 m! da solucio tampio diluida 1:83

Curvae padrde de nitrito de sédio

Pesar 0,46 g de ApgNO. ¢ dissolver em 1060
ml de Agua destilada quente, Transferir a
solucio obtida e as Aguas de lavagem corres-
pondentes as trés lavagens com 30 ml de 4gua
destilada para wum balio volumétrico de
1000 ml. Pesar 0,26 g de NaCl e adicionar
ao balido, completando o volume com Agua
destilada; agitar. Deixar decantar. Pipetar
5ml do sobrenadante e transferir para um
baldo veolumétrico de 100ml, completando o
volume com &gua destilada. Um mililitre
desta solugdo corresponde a 10 mierogramas
de NaNO..

Pipetar aliguotas (de 0,25 a 10 ml) desta
solugo para baldes velumétricos de 25mi.
Adiclonar 5mi da solugio tampdo e 10mi do
reagente para desenvolver cor. Completar o
volume eom Agua. Colocar os baldes & tempe-
ratura de 25 a 30°C durante 30 minutes para
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TABELA 1
Eficiéneio do coluna ne recuperagio de witritos e nitrgtos
Quantidade de Valor teérico de Valor encontrade Recuperagio
NaNQ,; passada NaNO, correspondente em NaNO,
na eoluna a NaNQ,
e Ke e Ge
4 3.24 3,33 162,7
8 8,48 6,56 102,7
12 9,72 4,86 99,3
20 16,20 16,60 1024
40 42,40 32,66 101,7
56 45,38 48,32 102,1

desenvolvimento da cor, Esfriar & tempera-
tura ambiente e ler em especirofotémetro em
cela de Tem a 474nm usande como branco
a solugio contendo 10ml do reagente para
desenvolver cor, 5ml da solugiio tampio, e
16 ml de dgua destilada.

Com os valores obiidos construir a curva
padr&o.

Procedimento
Preparo da amostre

Pesar 10 g da amostra, transferir para o
copo do liquidificador e friturar com auxilic
de 2bmi de Agua (bataia e cenoura devem
estar descascadas). Transferir para um balio
volumétrico de 200 ml com auxilic de 50ml
de dgua, lavar o cope do liguidificador ¢ adi-
clonar b0 ml da soluecdo de cloreto de cadmio,
Agitar e deixar descansar por umsa hora, agi-
tando ocasionaimente. Adicionar 10ml de
solugdo de hidréxide de sddic. Completar o
volume com agna e filtrar imediatamente em
papel de filtro isento de nitrite. O filtrado
estd pronto para ser passado na coluna de
cadmio.

Determinacde de nitrato

Pipetar 20m! da selucdo desproteinizada
para um béquer de 150 ml e adicionar Smi
da solucio tampdo. Colocar o conteido no
funil de separacfic e passar pela coluna de
cédinio a uma veloeidade de 5 ml/min rejei-
fando os primeiros 10 ml. Passar Adgua desti-
iada atraves da coluna até recolher 100 m! do
eluado em balfo volumétrien, tomando cuidade
para que a coluna nio segue. Pipetar 10ml
do eloado para baldo volumétrico de 25 ml,
adicionar 5ml da solugBo tampfio, 10ml de
reagente para desenvolver cor. Deixar em
barnho-maria a 25 — 30°C durante 30 min.
Esfriar & temperatura ambiente, fazer a me-
dida em cela de 1em em espectrofotimetro,
asande como brance uma soclucdo contendo

10 ml do reagente para desenvolver cor, bml
da solugho tampfo e dgua destilada.

Caleular o valor de nitrito, usando a curva
padrido. Para se obter o valor de nitrate na
amostra, multiplicar o valor encontrade pelo
fator 1,231,

RESULTADOS

Os  resultados esto relacionades pelo
nimere da amostra, tipe de hortalica, e sdo
expressos em nitrafo de gédio (tabela 2}, Por
esses resultados pode-se ver (ue as amostras
de espinafre apresentaram econsistentemente
niveis altos de nitratos, com um minimo de
B45 mg/kg e um méximo de 4136 mg/kg, com
uma média de 2030 mg/kg ¢ um 80.9 percentil
de 3306 mg/kg, enquante gue algumas amos-
tras de batata ndo apresentaram nitrafos,
havendo um maximo de 748 mg/kg, vma média
de 14bmg/kg e um 920.° percentil de
370 mg/kg. As amostras de alface, cenoura
e couve apresentaram considerdveis variagdes
no nivel de nitrate, ngo sendo encontrado em
algumas amostras, ou atingindo, por vezes,
valores bastante altog eomo o da amostra n®
15, de couve, o mais alto enconirado nesie
estudo, 5.896 mg/kg (tabela 3).

DISCUSSAO

Comparados os walores obtidos por ouiros
autores, como os relacionados por WALKER?,
pode-ge ver que a2 média de 317 mg/kg encon-
trada por Jackson et alfl, em 1976, ¢ a de
352 mg/kg enconirada por Rantur ef alii, em
1972, em amosiras de couve, sio bem menocres
que agquela por nés encontrada, que foi de
1975 mg/kg. Nas amostras de alface, Sobdeva,
em 1869, e Lemieszch-Chodorowskan, em 1972,
encontraram maximos de 3547 mg/kg, respec-
tivamente 9, enquanto que, nas amostras por
nés analisadas, a média foi de 1.245 mg/ke.
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TABELA 2

Niveis de nitratos, em nitrate de sddic, em hortalicas diversas, provenientes de feirgs livres
ne cidads de Sde Paulo

NaNOQ, em mglke

Amostras Alface Batata Cenoura Couve Hspinafre
1 129 — - 822 1613
2 248 748 317 2157 1081
3 469 74 - 2447 729
4 1625 142 74 952 3308
5 577 — 812 858 2573
6 1804 35 354 823 545
7 1595 56 52 1888 1587
8 194 61 431 652 1948
9 68 — 240 857 1102

10 8&2 188 263 853 1922
11 115¢ —_ 138 775 831
12 2091 62 420 1584 1057
18 1361 139 371 29203 1625
14 1419 78 245 1989 2732
15 2294 ; 46 726 5396 3782
16 2076 i 200 381 4350 3151
17 339 ] 94 525 3891 4136
18 3078 ! 378 §75 4631 2278
19 1266 249 355 1611 2278
20 1728 ! 370 240 i 830 1847

O sinal {~) indica: nédoc desenvolvimenio de cor.

TABELA 3

Varieeio dos nivels de nitratos, em nitrato de sddio, nos omostras analisadas

Nitrates, em nifrato de sédic

mg/kg
Valores
Amostras o o o
Maximo Minime Med,m A
aritmética percentil
Alface 3284 63 1261 2091
Batata 748 0 145 379
Cenoura 728 8 303 525
Couve 5896 328 1975 4631
Espinafre 4136 545 2030 3306
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Nas amostras de espinafre, a média de
1910 mp/kg, obtida por Richardson, em
19079, & proxima Aquela por nés encontrada,
isto &, 2030 mg/kg. Ainda para o espinafre,
Lemiseszeg-Chodorowska, em 1972, relataram
um méaximeo de 3413 mg/kg .

CONCLUSAQ

Apesar do pequeno nimero de amostras, os
niveis de nitratos encontrados nas diversas

hortaligas analisadas, quando comparados acs
encontrados por outros autores, mostram
variaghes, sendo consistentemente alfes apenas
para o espinafre,

E necessario um estudo malor da possivel
correlacio entre os nivels de nitratos encon-
trados nas hortalicas e os diferentes tipos de
solo, fertilizantes, migracio, e outrog fatores
que podem alterar esses niveis.
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ABSTRACT: Samples of lettuce, carrot, ecabbage, spinach, and poiate were
collected in free markets of S#o Paulo City, Brazi]l. High levels of nitrates were
consistently found in spinach samples and they ranged from 545 to 4136 myg per
kg {mean: 2030 meg, and 90th percentile: 3308 mg/kg}. Several samples of
potatoes showed from 0 to 748 mg/keg. The samples of lettuce, carrot and cabbage
“showed considerable variation which ranged from no nitrates to very high values
such as 5896 mg/kg found in one sample.

DESCRIPTORS:
nitrate determination,

nitrate in fresh vegetables, determination; wvegetables, fresh,
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RESUMO: KEstudou-se a resposta de camundongos albinoes, mantides em labo-
ratério com infecgido erdnica por ¢epa de baixa viruléncia de Temoplusma gondil
» varias dosagens de pentefrazol, adminigtrade por via intra-peritoneal. Como grupo
controle, utilizaram-se camundengos de mesma linhagem, isentos de infeceiio foxo-
plasmotica. Ambos os lotes de animals, divididos em cineo grupos, receberam doses
stbletais de pentetrazol de 82, 36, 38, 41 ¢ 44 mg/kg de peso, com o objetive de
avaliar a ocorréncia de mioclonias, “congelamente™ e convulsdes clbnico-tonicas.
Observou-se menor sensibilidade & droga no lote de animais infectados por I.
gondii, talvez por alteragfio de processos de regulacdo do sistema nerveso eentral

DESCRITORES: toxeplasmose; camundongos albinos comt infeccdio crdnica por
Toxoplasma gondii, resposta ao pentetrazoel.

INTRODUGAO

A infecciio por Texoplesma gondii é larga-
mente disseminada em nabureza, afingindo
indmeras espécies de animails silvestres e
domésticos ¥ ¥ além da espécie humana e de-
terminando, nesta, quadres de gravidade muito
varidvel.

No homem, a infecciio por T, gondil tem
distribuigo cosmopolita, mostrando-se pre-
sente, com faxa de risco cumulativa, pratica-
mente em todas as faixas eldrias?. N&Eo é
rarg a infecgho congénita quando a mae de-
senvolve toxoplasmose aguda durante a ges-
tacdo b 2

Nas infecgbes toxoplasmébicas de cardfer
erdnico surgem, nos tecides do Thospedeiro,
cistos que ndo se acompanham de reaglo infla-
matéria aprecidvel e contém grande niimero
de formagdes conhecidas comeo bradizoitas i O
sistema nervoso central & um dos pontos de
eleicio para a localizagio destes cistos.

# Realizado no Servigs de FParaszitelogia do
% Do Instituto Adolfo Lutz,

Foueo se sabe sobre a acfio do parasita no
organisme deo hospedeiro guando determina
quadros aparentemenie assintomaiticos, earac-
terizados pela presenca de cistos nos tecidos.
Recentemente, demonstrou-se gque camundon-
gos com infecgiio crdnica por T. gondii apre-
sentam alteragbes de comportamento com
diminuiciio da resposta a certos estimulos % 5 6,
Por outre lado, tem aumentado o interesse em
se estudar ¢ comportamento de animais
infectados por 7. gondii, pela possibilidade de
existir correlacio entre certas alteracbes e a
presenga de cistos do parasita no sistema ner-
voso central do hospedeiro. No preszente tra-
balho estuda-se a resposta de comundongos
aibinos experimentalmente infectados por cepa
cistogénica, de baixa viruiéncia, de 7. gondii
ac pentetrazol, droga utilizada como estimu-
lante do gistema nervose central.

MATERIAL E METODOS

Empregaram-se 28) camundongos albinos
de idade equivalente, divididos em dois lotes

Instituto Adeifo Lutz, Sio Paulo, 8P,
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de 120 animals. O primeiro lote foi infectado
com 4 a 5 cistos de bradizoitas de T. gondii,
provenientes de cepa de baixa viruléncia para
camundongos e mantida em laberatério hé
mais de dois anos. Os cistos foram obtidos por
saerificio de camundongo infectado e homo-
geinizacio de sen cérebro em solugio fisio-
Iogica estéril. Apds 60 dias, sacrificaram-se
10 animals deste lote para confirmar a pre-
senga de parasitismo no sistema nerveso cen-
tral. O segundo lote de camundongos, gue
eonstituiu o grupe controle, fol mantidc sem
infecefio em condigies semelhantes e, na
mesma época, sacrificaram-se 10 animals para
excluir a presenca de cistos de T. gondii no
sistema nervese central, através do exame
de homogenato do cérebro.

Em ambos os grupos determinou-se a DL
50 para pentetrazol, utilizando-se 20 camun-
dongos de cada lote ¢ obtendo-se resultade
gemelhanfe (70 mg/kg).

Os camundongos restantes de ambos o8
lotes foram divididos em einco grupos de 20
animals que receberam doses de penietrazol,
por via infra-peritoneal, de 82, 86, 38, 41 ¢
44 mp/kg de peso, respectivamente, com o
objetivo de avaliar a resposta a dosagens sub-
lotais da drogz e o limiar de convulsfio em
ambos os lotes,

Além da ocorréneia de convulsbes cldnico-
~tdnicas, avaliou-se o surgimento de mioclonias
e de “congelamento” (reacio caracterizada

pela adogfio de postura estética, com a cauda
em riste) em ambos os grupes, até 15 minutos
apdés a administracio do pentetrazol.

RESULTADOS

Observou-se diminuigdo da sensibilidade ao
estimule pelo pentetrazol no grupoe de camun-
dongos infectados por T. gondii. Assim, eom
relagdo ao aparecimento de mioclonias, 100%
dos camundongos nio infectados apresenbaram
este tipo de reaclio quando receberam dose
de pentetrazol de 36 mg/kg de peso, enguanto
no grupo infectado por T'. gondii, com a mesma
dosagem, esta resposta foi obtida em apenas
259 dos animais testados. Da mesma forma,
enquanto a totalidade dos camundongos niao
infectados que receberam pentefrazol na dose
de 38 mg/kg de peso desenvolveram reache
caracterizada por “congelamento”, com dosa-
gem semelhante, nenhum animal do grupo
infectado apresentou esta reacdo, Com relacdo
ao limisr de convulséio, administrando-se a
droga nas doses de 36 e 44 mg/kg, respecti-
vamente 30 e 609, dos camundongos do grupo
n&o infectado apresentaram convulsdes cldni-
co-ténicas e, no grupo infectado, em apenas
259% dog animais nofou-se resposta pesitiva
quando se utilizon a dose de 44 mg/ke.

Os resultados estc sumarizados na tabela
abaixo:

TABELA

Poreentagem de somundongos, infectados e nio-infectados por Toxoplasma gondil, que

apresentarom reacdes 4 administraedo de  pentefrazel, wpor wig  intra-peritoneal
Doses Camundengos infectados {%%) Camundongos nio-infectades (9%)
(mg) . I o . N
Resposta B> a6 38 41 44 82 36 38 41 44
Micelonia 30 180 — — —_— 0 25 25 30 50
Congelamento 30 50 1G0 e —_ 4] 0 0 1] B0
Convulsio 0 30 30 B0 &6 0 0 0 é 25
DISCUSSAO Infeecdes agudas por Schistesome mansond,

A infecgdo por determinados parasitas pode
“alterar o comportamento do hospedeiro, como,
por exemplo, ocorre na cisticercose do sistema
nervoso central.

Em outrag situacdes, emborsg o parasita nfo
se localize em estruturas do sistema nervoso
do hospedeiro, podem tarbém ocorrer alte-
ra¢bes no comportamentc e na resposta do
hospedeiro a certos estimulos do ambiente,

60

em camundongos e ratos, podem determinar
redugdo da capacidade de aprendizagem destes
animais, possivelmente por atuar sobre sua
mobilidade, conduzindo-os a um estade de
letargia & 1% 12, enguanto infecgbes de curso
prolongado por este frematddeo, néo inter-
ferem com o desempenho de ratos B

No caso de infecgdes causadas por I'. gondil
também j4 se relataram modifieagées no com-
portamento do hospedeiro. HUTCHISON & col®
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5% ¢ mostraram que camundongos infectados
por cepas de baixa virulénein de T. goundii
apresentaram menor capacidade de reagir a
estimulos noves, além de se verificarem dis-
tirbios motores e de equilibrio, talvez per
ocorrerem alteragdes em processos de regula-
¢do do sistema nervose central, em conseqilién-
cia da presenca de cistos do parasita.

Os resultados encontrados no presente tra-
balho sugerem diminunigdo da resposta ao pen-
tetrazol, droga estimulante do sistema nervoso
central, em camundongos infectados cronica-
mente por T. gondi. O surgimento de mioclo-
nians e congelamento foi menos fregiiente nos
animais infectados, quando comparados aos do
grupo controle inoculados com a mesma dosa-

gem de pentefrazol. Ac mesmo tempo, nos
animais nieo infeetades foram necessdrias do-
ses inferiores da droga para desencadearem-se
convulsbes clénico-tonicas.

N&o se conhece explicaglo para o fendmeno
acima relatado, nem a metodologia empregada
no presente trabalho permiie levantar hipé-
teses sobre os mecanismos através dos quais
a infeccio ecrbnica por T. gondié alteraria
processos de rvegulagdo do sistema nerveso
centyal do hospedeiro, levando-o a reagir de
forma menos intensa & administragio de subs-
tanela estimulante. Todavia, a simples cons-
tatacdio deste fendmeno & relevante, especial-
mente quando se considera ¢ grande nimero
de individuos eom infeecgbes cronicas, geral-
mente inaparentes, que existe em nafureza.
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ABSTRACT:

— Response to penteirazol in white mice

Rev. Inst. Adolfe Lutz, 42{1/2):

The response to various doses of pentetrazol was studied in

white mice chronically infected with a Jow-virulence strain of Texoplasma gendii.
Uninfected mice of the same source were also tested. The rate of occurrence of
mieclonic reactions, freezing, and convulsien after sub-lethal doses of pentetrazol
was studied through administration of 32, 36, 38, 41 and 44 mg per kg of animal
weight, respeetively, 1o each of twenty mice. Low rates of response under ali tested

parameters was observed;

this presumably resuiting frem an ailteration in the

regulatory mechanism of the central nerveous system,

DESCRIPTORS:
plesma gondii, yesponse to pentetrazol,

toxoplasmosis; mice, white, chronically infecied with Toxe-
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RESUMO: Determinou-ge a freqiidneis de anticorpes anti-reticulina no soro
de camundongos experimentaimente infectados por Schistoseme manseni, procurando
avaliar ¢ seu surgimento & o grau de reatividade conforme o tempo de infecgdo,
através de reagdo de imuncfinorescéncia indireta em cortes de rim humano. Entre
50 camundongoes infectados per 5. mansoni, 48 (969;) apreseniaram reaclde posi-
tiva de intensidade variivel; em 31 (64,59 ) notou-se rea¢iic de intensidade fraca
e em 17 (855%) a intensidade fol considerada forte. Enire 10 camundonges do
grupo contrele, nic infectado, nfoc se enconirou nenhuma reagdo positiva para
anticorpoz anti-reticulina. No grupoe de camundongos infectados notou-se tendén-
¢im & maior grau de reatividade enire os animais com infecgidio crdnica, reforcando
a hipétse de gue exisie relacio entre alteragdes mensenquimais em doengas crdnicas
e o presenca de anticorpoes anti-rveticuiina,

DESCRITORES: esguistossomose mansénica; anticorpos anti-reticulina na
esquistossomose mansbnica; camundongos albinos, anticorpos anti-reticulina no sore,
fregiidncia.

INTRODUCAO Em 1974, Cossio et alit? descreveram, no

soro de pacientes chagésicos, a existéncia de

presenga, no soro de seres humanos, de  anticorpos gue reagem contra estruturas vas-

anticorpos que reagem contra estruturas do
tecido conjuntivo foi agsinalada pela primeira
vez por SEAH et alii 9, em pacientes com doen-
¢a celiaca e dermatite herpetiforme. Quase ao
mesmo tempe, ALP & WRIGHT! descreveram
este mesmo tipo de anticorpe, denominado
“anti-reticulina”, em soros de pacientes com
doenca de Crohn.

culares, endoteliais ¢ intersticiais de tecidos
de camundongos, identificando-os pela sigla
E.V.I. ¢, em publicagbes posteriores?® 8, atri-
buiram importdncia diagnéstica a este achado.

Em nosso meio 7, demonstrou-se que & exis-
téncia deste tipo de anticorpos e de determi-
nados padries de fluorescéneia em tecidos ndo

#  Realizado na Seclo de Sorclogia do Institute Adslfo Lutz, S#o Paulo, SP.

#% Do Instituto Adolfo Laiz,
wEw
de Sao Paulo, SP.

L2

Da Facsldade de Cidneias Médicas da SCMSEP,

Do Instituto Adelfo Lutz, e da PFaculdade de Cidneias Médicas da Santa Casa de Misericdrdia
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880 achados exclusives da infecglo chagdsiea,
ocorrendo em mais de 709 dos soros de pa-
cientes eom esguistossomose erbnica.

No presente trabalbo estuda-se a fregilidneia
de anticorpos anti-reticuling em soros de ca-
mundongos experimentalmente infectados por
Sehistosoma moensond, procurando deferminar
se a duracio do periedo de infecglo tem in-
fludncla em seu surgimento e grau de reati-
vidade.

MATERIAL B METODOS

Utilizaram-se 65 camundongos albinos, cepa
A/SN, machos, com aproximadamente dois
meses de idade, divididos em dnis lotes. No
primeiro lote, constituide por 55 animals, pro-
ceden-se & infecefio por N. smansoni, por via
percutinea, empregande-se 50 cercArias por
camundonge, O segundo lote, composto de 10
animais, constituiv o grupe controle, nio in-
fectado. No grupo infectadoe 5 camundongos
morreram durante o experimento, sem pode-
rem ser utilizados; no grupo conirole ndo
ocorreu Gbito.

Em ocasides diferentes, entre ¢ 352 e o
280.° dias apds infeegdo, sangraram-ge, por
pungic cardizca, camundongos de ambos os
lotes.

Os soros dos camundongos foram examina-
dos, para pesquiza de anticorpos anti-reticuli-
na, empregando-se téenica de imunoflnores-
cbneia indireta em cortes de rim humano de
4 micrémetros de espessura, obtidos em erics-
tafo, eonforme deserito por JomnsoN & Hor-
BOROW 5, O fragmento de tecido renal humane

utilizado foi obtide por bidpsia, para pesquisa
de imunocomplexoes em glomérulos, com resul-
tado negativo e aspecto histolégico normal.

(s soros foram testados com diluicio a
1:10 e para a demonstragio dos anticorpos
anti-reticuling empregowse sore de coelho
antigamagiobulina total de eamundongo, con-
jugado com isotiocianato de fluoresceina (Ins-
tituto Adolfo Lutz). A leitura da reagio fol
feita com microscépio Zeiss com epi-ilumina-
¢io, munido de ldmpada de halogénic de 100
watts e 1% volts, com filtros excitador FITC
e barreira BG b3.

As reacbes foram lidas, em experimento
cego, por ir8s examinadores diferentes e,
guando positivas, o resultade era expresso em
eruzes, procurando-se avaliar a intensidade de
fluoreseéneia. Considerou-se fraeca a fluores-
eéneia quande a média das leituras dos trés
examinadores se manteve entre uma e duas
cruzes; acima de duas cruzes a fluorescéneia
foi considerada forte,

RESULTADOS

Entre os 50 soros de eamundongos infecta-
dos por S. mansoni gue chegaram a ser exa-
minades, em apenas dois nfo se demonstrou
a presenca de anticorpos anti-reticulina. Nos
10 soros de camundongos nio infectados, em
nenhuma ocasifio se detectaram anticorpos
anti-reticulina.

A tabela abalxo mostra os resultados obti-
dos com os camundongos do grupo infectado,
conforme o fempo de infeegiio.

TABELA

Antioorpos anti-reticuling em sorvos de

comundongos

experimentalmente infectados por

Schistosoma mansoni, conferme tempe de infecgdo

Tempo de Camundongos Soros Soros

infeccdo infectados positives negativoy
(dias) {n.2) {n.?) (n.}
3 a 50 8 6 —
60 a 70 12 i1 1
80 a 100 15 i5 —
160 i] 5 1
280 11 11 -
Total &0 48 2
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Quando se considerou a intensidade de flue-
reseéneia verificou-se que, dos 48 soros posi-
tivos, 31 (64,59} reagiram de forma fraca e
17 {38,6% ) apresentaram reatividade forte. Ao
distribuir 0s easos de reatividade fraca e forte
conforme o tempo de infeegdio, notou-se que,

em sua maloria, os sores com reatividade forte
pertenciam ao grupo de camundongos com 280
diss de infeccio. A figura sbaixo indica as
variagbes na intensidade de fluoreseéneia dos
soros positives para anticorpos anti-reticulina,
conforme o tempo de infecgio por S. mansond.

Y%
100 —
Ja—
75
=
grrimonersy
50~
25 4
339080 60070 80 0iD0 80 280 dios
mreaziviéode fraca
reatividade forte
FIGURA - Grau de reatividade de soros positives para anticorpos anti-reficuling, conforme tempo de
infecgio.
DISCUSSAD Procurando investigar melhor esta guestdo

Em trabalto anterior? j& se demonsirara
que soros de pacientes esquistossométicos rea-
gem fregiientemente com estruturas reticuli-
nicas de diversos érgios, apresentande um pa-
dréo de fluorescéncia semelhante aos tipos Ry,
R; e Rs, descritos por RI1ZzETTo & DONIACH &,
Em consegiiénein, PAns ef alii’ concluiram
que a presenca de anticorpos anti-reticulina
pode resultar de alteracdes no mesénquima em
casos de afeccdes crdnicas, nZo devendo ser
considerada patognomdnica de gualguer enti-
dade etioldgica.

em casos de esguistossomose mansdnica, obti-
vemos, no presente trabalho, resuitades que
corroboram a hipdtese de gue anticorpos anti-
-reticulina néo representam achade especifico
zo gual se deva atribuir valor no diagnéstice
etiolégico, ao contrario do que pensam outros
autores % 48,

Nossos resultados mostram que 969 dos
camundongos infectados por S. mensoni apre-
sentam anticorpos anti-reticulina. Embora nas
fases iniciais da infecglo j4 se tenha perce-
bido a existéneia de sorog com grau mais
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elevado de reatividade, esta torna-zse malis
forte nos eamundongos submetidos a infeccdo
eronica (ver figura), indicando relacio entre
o tempo de infecelo, intensidade de lesdo e o

grau de reatividade. Este achade reforga a
hipétese de que a presenga de anticorpos anti-
-reticulina pode-se associar a alteragbes me-
senquimais em doengas crénicas.

RIALAG/D48

UEDA, M.; CHIEFFI, P.P.: PAES, RAP,; NAKAMURA, PM. & GORDINHG,
R.8, — Anti-reticulin antibedies in sera from white mice experimentally infecied
with Schistesoma monseni. Rev. Inst. Adelfe Luts, 42(1/2):63-68, 1982,

ABSTRACT: The rate of occurrvence of anti-reticulin antibodies in sera
from 8.  mansoni-experimentally  infected albine mice was  investigated,
in order to evaluate its srising and reactivity infensity, according to the infection
period of time. Indirect immunofluorescence fechnigue on criostat sections of unfixed
snap-frozen human kidney was employed. Forty-eight (969%) of 50 mice with
8. mansoni infeetion exibited positive reactions in variable intensity; 31 (64.5%)
sera showed faint staiming while brighter staining was shown by 17 (35.5%).
Among 10 non-infected mice group, there was virtually no staining. Among the
infected mice greoup, » greater reactivity was observed in chronically infeeted mice,
supporting the hypothesis of a2 relationship between mesenquimal alterations and
the presence of anii-reticulin antibodies.

DESCRIPTORS: Manson’s schistossomiasis; antibodies, anti-reticulin antibodies
in Manson’s schistossomiasis; mice, white, anti-reticulin antibodies in sera, frequency.
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RESUMO:

Proeurou-se determinar g existéncia de anticorpos antinervo peri-

férico ne sero de 85 pacientes comprovadamenie infectados por Schistesoma mansont,
airavés de reacdo de imunofluoresecéneia indireta em cortes de nerve cigtico de
camundongo. Como controles, utilizaram-se os sores de 20 pacientes com sorclogia
positiva para tripanosomiase americana, 88 pacientes com reagbes soroldgicas positi-
vas para toxoplasmose, 30 pacientes com sorologia positiva para lues, além de
206 soros de individuos negativos para todas estas entidades morbidas, considerados
como padrfio de normalidade. Os resultados mostraram reacdes positivas em 83,365
dos soros de pacientes chagdsices, em 62,8% dos soros de pacienies esgutistossomd-
ticos, em 109 dos soros dos pacientes com reagles sorolbgicas positivas pars lues,
em 66% dos soros de pacientes infectados por Tozoplusme gondii ¢ em 2047 dos
soros considerados normais, Notou-se nitide diferencn enire ¢ padrio de reacgfo
ao se compararem os resuliades obtidos nos soros de pacientes esguisiossomdtices,
com os verificados em pacientes chagésices. No primeiro caso a fluorescéneia ocor-
reu so reder dos axOnlos, na maloeria das vezes e, no easo de pacientes chapdsicos,

em torne da bainha das eédlulas de Schwann. Tais achados sugerem que também
na esguistossomese mansdnica formame.se anticorpes antinerve periférico, como ja
fora demonstrado anteriormente para a tripanosomiase americana.

DESCRITORES:
esquisfossomose mansbniea.

INTRODUGAO

Em 1974, Cossio et alii b ? descreveram, em
pacientes chagésicos, a presenca de anficorpos
que reagem contra estruburas vasculares, en-
doteliais e intersticiais de tecidos de eamun-
donges, denominande-0s anticorpos EVI. Pos-
teriormente, KHOURY ef alii* insistiram na
importincia deste achado em relagfo ao valer

*  Realizade no Servigco de Parasitologia do Instituio

esquistossomose mansdnica; anticorpes antinervo periférico na

diagnéstico na

infecgdo por Trypanosoma
cruzi.

Observacoes de PAES ef alii’, em pacienies
com esquistossomose mansdnica, mosiraram,
todavia, pouca diferenga com relagio ao pa-
dréo de reacho verificado em pacientes chagé-
sicos, langando dividas sobre a especificidade
dos anticorpos EVI.

Adolfo Lutz, Sic Paule, SP.

#% Do Instituto Adolfo Intz e da Faculdade de Ciénelas Médicas da SBanta Casa de Miseriedrdia

de S&o Paulo, SP,
#3232 Do Ingtitute Adolfo Luts.
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Reeentemente, descreven-se a ocorréneia de
imunsglobulinas séricas, assceciadas & presenca
de anticorpos EVI e infeccio chagisica, gue
reagen com nerves periféricos, autonbmicos e
goméatices, satribuinde-se relevdncia a esie
achado como mecanismo fisiopatolbgico na
cardiomicpatia chagasica® Tal assertive foi
confirmada por PERALTA ef alii® que, entre-
tanto, nfo conseguiram relacionar a presenga
destes anticorpos — EVI e antinervo - com
maior severidade no guadro eliniec da doenga
de Chagas.

No presente trabalho progura-se pesquisar
a ocorréneia de anticorpos antinerve perifé-
rico ne soro de pacientes com infeccdo esquis-
tossomdtica, comparando os resuitades com 08
padries verificadeos em soros de pacientes com
infeccho chagésica aldm de pacientes com
reagdes soroldgicas positivas para lues e toxo-
plasmose.

MATERIAL E METODOS

Estudaram-se cinco grupos de soros:

a) B85 soros de pacientes com esquistosso-
mose mansdnica, confirmada por exames pa-
rasitolégicos de feges;

b} 30 soros de pacientes encaminhados ao
Institufo Adolfe Lutz, com sorologia positiva
para infecgio chagésica, através de reacdes
de fixagio de complemento, imunofluorescén-
cia indireta e hemaglufinacio passiva;

e} 30 soros de pacientes encaminhados ao
Institute Adolfo Lutz com reac¢es de flocula-
gdo (V.D.R.L.), fixacio de complemento e
hemaglutinacio passiva pars sifilis positivas;

d} B0 sorcs de pacientes encaminhados ao
Instituto Adolfo Lutz apresentando reacdo de
imunofluorescéneia indireta para toxoplasmo-
se com titulo igual ou superior & 1:1024;

e} 20 soros de pacientes encaminhados zo
Instituto Adolfo Lutfz, com exame de fezes
negative para esquistossomose e sorologia ne-
gativa para tripanosomiase americana, toxe-
plasmose ¢ sifilis.

A reacdo de imunofluorescéncia indireta
para pesquisa de anticorpos antinervo foi
executada empregando-se a téenica deserita

por JouENsON & HOLBOROW S, em cortes ndo
fixados de nervo ciatico de camundonge, de
4 mierémetros de espessura, obtidos em erios-
tato. Na execugdo da reagdc, 0s soros dos
pacientes foram diluidos a 1:10. A demons-
tragfio de anticorpos antinerve foi feita atra-
vés de sorc de carneiro anti-globulina total
humana, conjugado com isotiocianato de flue-
resceina (Institut Pasteur, Paris). A leitura
da reaglo fol realizada com microscépic Zeiss
com epiiluminacfio, munide de ldmpada de
halogénio de 100 watis e 12 wolts, com filtros
excitador FITC e barreira BG53.

RESULTADOS

Os cinco grupos de soroz comportaram-se
diferentemente quanto & fluoreseéneia e inten-
sidade de coloragfo observadas.

Entre os 35 soros de pacientes comprova-
damente esquistossomoticos, 22 (62,89%) apre-
seniaram fluorescéncia positiva na regifo do
axonio, padrdo facilmente distinguivel daque-
le observado na periferia da bainha de mielina.
Destes 22 soros, seis apresentaram fluores-
céncia na regiio da bainha de mielina tam-
bém, porém a intensidade de coloragio foi
sempre mais fraca do que a verificada nos
soros de chagésices.

Pos 30 soros de pacientes ecom sorclogia
positiva para tripanosomiase americana, 25
(83,3%) apresentaram fluorescéneia evidenie
em forma anelar, cireundando = regido peri-
férica da bainha mielinics, com forte intensi-
dade de reacéo, em sua maiocria.

Trég {109) entre os 30 soros com sorologia
positiva para sifilis apresentaram débil fiue-
rescéncia na regifio do axénio. Entre os 30
soros com sorologia pesitiva para toxeplas-
mose, em apenas 2 (6,69) ocorreu fluores-
céncia ao redor dos axdnios; fodavia, em sete
cagos  (23,3%) encontrou-se fluorescéncia
débil na A4rea correspondente 3 bainha de
mielina.

Nos 20 soros considerados normais cbservou-
-ze fluorescénela em quatro ocasides (20%),
sempre ao redor dos axdnios.

Na tabela abaixo, restmem-se os resultados.

TABELA

Padrio de fluorescéncic antinerve periférico observads em soros de puclentes com esquis-
tossomese monsduica, tripanesomicse americone, towoplasmose e luss, comporada com grupo-

controle
Reac¢io Positiva
Paeientes Examinados
Axdnic Bainha
Infecgéo N.e No % No b
Esquistossomose 25 22 62,8 [ 5,7
Tripanosemiase 30 e - 25 833
Lues 30 2 10,0 e —_
Texoplasmose 36 2 8,6 it 23,8
Normalis 20 4 20,0 — o
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DISCUSSBAO

Nossos resultados indicam que & fregiiente
a ocorréncia de anticorpos antinervo perifé-
rieco ne sorc de pacientes infectados pelo
Sehistosoma monsond. Entretanto, hd nitida
diferenca entre o padrio de reagio que ocorre
nos soros de pacientes chagdsicos, nos quails
se verifica fluorescéncia ao redor da bsinha
das células de Schwann e o encontrado no
gsoro de pacientes esquistossométicos. Nestes,
em suz maloria, a reacdo ocorre em torno dos
axdnios. Este também & o caso, em proporgdo
bem menor, dos pacientes com reacBo sorolé-
gica positiva para lues e do grupo considerado
normal.

E possivel que fais resultados traduzam
diferencas bioldgicas entre ag imuneglobulinas
antinervo periférico que surgem no soro de

pacientes com tripanosemiase americana e
esquistossomose. No primeire caso, tom-se
atribuido importincia a estas imuneglobulinas
como fator etiopatogenético na ocorréncia de
desnervagdo auntondmien que poderia explicar
a génese de lesfes caracteristicas da doenca
de Chagas?® Contudo, a presenga de anticor-
pos antinervo periférico em 62,89, dog soros
de pacientes esquisfossométicos examinados
neste trabalho, ainda gue apresentando padrio
diferente de reatividade, suscita dividas sobre
a especificidade destas imuneglobulinas.

Dtvida semelhante j& fora aventada com
relaclo & especificidade e papel fisiopatolégice
dos anticorpos EVI por Pams et alid?, em
trabaltho  j& comentado, e por LENZI ef
alii® gque mostraram a produgiso experimental
de fator EVI em coelhos inoculados com anti-
genos soltveis, obtides 2 partir de coragic e
museulo esguelético de camundongos.

RIALAB/540

CHIEFFI, P.P.; PAES, RAP.; UEDA, M,; NAKAMURA, P.M. & MELLO, LB
— Anti-peripheral nerve antibodies in the blood of patients with Manson's
schistesominsis, Fev. Frst. Adolfe Lufz, 4201/2%:87-70, 1882,

ABSTRACT:

Indirect immunofiorescence tests were made on cryostat sections

1.
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RESUMO: Em eculteras de

células

BHX-231, sdo descritas particulas

semelhantes a virug, cuja meorfologia caracteristica corresponde Az “particulas R”

constantes da literatura internacionel.

Por meio de fotomicrografing eletrdnicas,

sdo documentados a formagio dessas particulss por brotamenie nas membranas
do reticule endoplasmético, bem como, detalhes da sua ultraestrutura.

DESCRITORES:
eultura; microscopia eleirdnica.

virus; “particula R, detecgio, uitraestrutura; céihula BHK-21,

INTRODUCAQ

Célulags BHK-21, ou seja, fibroblastos de
rim de hamster recém-naseidos sfo ampla-
mente utilizadas em virologia,

No curso de observacfies realizadas na Se¢fio
de Mieroscopia Eletrénica do Institute Adolfo
Lutz, em células BHEK-21 experimentalmente
inoeuiadas em véariog laboratdrios, gue traba-
tham na area de virologia, fregiientemente
eram detectadas particulas semelhantes a vi-
rus, cuja morfologia nio correspondia ao virus
objeto da pesquisa. A ocorréncia destas parti-
culas nas amostrag examinadas determinou
culdados especiais por parte dos autores, no
sentido de conhecer sobre & ocorréncia, estru-
tura e aspectos da formaglo destas pariiculas,
a fim de que pudessem operar livres de erros
gue viessem comprometer os trabalhes em
andamento,

A realizacio do presente trabalho tem come
chjetivo fornecer elementos que possam servir
de auxilic, em noesso meio, aos estudos que séo
realizados em laboratorios gque utilizam eulip-
ras celulares,

* Realizado na Beciio de Microscopia Eletrénica
** Do Institute Adolfe Lautz.

MATERIAL E METODOS

Culturas de células BHEK-21, em meic Eagle,
fornecidas pela Secdo de Culturas Celulares
do Institato Adolfe Lutz, tiveram sua mono-
camada raspada cuidadosamente da superfi-
cie por bastio de vidro com coifa de borracha
em umsa das pontas. Foram, entido, submeti-
das a baixa centrifugacic durante 10 minutos.
O sedimento desta operagiio fol mantido em
geladeira durante 4 horas nuwma solucdo fixa-
dora (PH 7.2, 360 mOsm/{) de glutaraldeido
a 29 em tampdio cacodilate de sédio. Em se-
guida, o sedimento fol submetido, durante 40
minutos, a um processo de pés-fixacho pelo
4dcido Gsmico a 1% em tampio cacodilato,
tendo sido mantidas as mesmas condicles de
temperatura, pH e osmolaridade.

Apds lavagem, o material permaneceu du-
rante 12 horas em solugho de acetate de ura-
nila & 0,6%, tende sido entfo processada a
ineinsdo em resina Polylite (Wrigr & Kismm-
LiUs ), de acorde com as téenicas de prepa-
racio para microscopia eletrdnica.

do Instituio Adolfc Lutz, Sio Paulo, SP.



UEDA, M.; TANAKA, H.: WEIGL, DR, & JOAZEIRO, PP, — Partieulas virals em culturas de cé-

fulas BHX-21: uitraestrutnra, ocorréncia e significado.

1932,

Bev. Inst. Adolfe Lutz, 42(1/2):71-75,

Og cortes ultrafinoes, obtidos em mierdtomo *
de avango meciinico, usando-se navalhas de
vidro, foram colhides em grades previamente
recobertas por Formvar e corados por acetato
de uranila e citrato de chumbo ?. Foram exa-
minados e decumentados, utilizando-se micros-
cépios eletrdnicos ** operando a 60 kV.

RESULTADOS

Az observagbes decumentadas através da
mieroscopia eletronica revelam s presenca de
particulas semelhantes a virus, esféricas, apre-
sentando um didmetro de cerca de 80 nm.
O core central, com difimetro de aproximada-
mente 37 nm, revela-se sempre elétron-denso
e envolte por uma camada elétron-transpa-
rente, delimitada por uma nitida membrana
envoltéria. Entre ¢ core da particula e a mem-
brana delimitante sfo obsgervadas finas estru-
turas que cruzam a camada eléiron-iranspa-
rente, dando ao conjunto wm aspecte radial
(fig. 1).

As particulas, ora em grupos ora isoladas,
ndo foram detectadas em todas as células de
uma mesma cultura. Quando presentes, loca-
lizavam-se na luz de cisternas do reticulo
endoplasméatico (RE), tendo sido muitas vezes
documentiados, nas observagbes realizadas,
aspectos de um processo caracteristico de sua
formagéo, qual seja, por brotamento para a
luz do RE (fig. 2 e 3). Notou-se, também, um
aumento exagerado ne espa¢o perinuclear o
qual, freqgitentemente, é ocupado por intGmeras
particulas (fig. 4).

Niao foi constatado gualquer indicio de pro-
cesso de brotamento na membrana citoplas-
matica da célula, isto &, brotamento para fora
da célula. Também ni3o foram observadag, nag
intmeras inclusbes realizadas, particulas vi-
rais na matriz citoplasméatica, bem come nio
houve evidéncias morfoldgicas que sugerigsem
o envolvimento do ndcleo na formagdo das
particulas.

DISCUSSA0 E CONCLUSAO

BerNuarD & TOURNIER 2 foram os primeiros
a descrever particnlas semelhantes a virus
que causam infeegbes inaparentes nas cultu-
ras de células BHEK-21. SyrrMAN ef alii?,
nestas mesmas linhagens de células, descre-
veram particulas semelhantes e denominaram-
-nas “particulas R” devide ao aspecto radial
caracteristico do core dessas particulas. DE
HARVEN ¢ desereveu, também, a “particula R”
em culturas de células BHK-21.

RossieNoL ef alii® estudaram a atividade
bioquimica associada & “particala R” em cultu-
ra de células de hamster, enquanto BERGMANN
& Worrr! estudaram a acdo de drogas indu-
zindo a formacgfo de “particulas R"” em BHEK-

*  Servall, med. Porter-Blum.
**  Philips EM-200 ¢ EM-400,
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21 clone-F. A atividade bioquimica desta par-
tieula fol muito explorada por varios autores,
atribuindo-lhe alguns um cardter oncoginico
em hamster.

A ocorréncia de particulas contaminantes
é fenbmeno freglients nas culturas celulares
e geralmente, tratando-se de infecgdes inaps-
rentes, isto é, sem manifestagles de efeitog
citopdticos, somente é detectivel através da
microscopia eletrénica,

No laboratério de microscopia eletrénica do
Instituio Adolfo Lutz, preparacdes inoculadas
de BHX.21, inoculadas tanto com ¢ virus Ro-
eio eomo com o virus da rubéola, mostraram
gue “particulas R” e os virus em questio
coexistem perficientemente, diferenciando-se
pelos seus caracteres morfoldgicos, nada suge-
rindo gualquer inibigdo, interagéo ou interfe-
réncia. Entretanto, ouiras culturas de BHX-21,
inoculadas com virus da coriomeningite linfo-
citdria, apresentaram somente “particulas R”,
nao sendo possivel inferir, j& que as observa-
cbes se basearam apenas em dados morfold-
gicos, um provével fenfmeno de inibicde.

Os resultados obtidos neste trabalho coinci-
dem com os de MURPHY et alit® e CROMACK?,
O primeiro, trabalhou com células BHE ino-
euladas com o virus da rubdola, enquanto que
o segundo, trabalhande com wam arbovirus
(WEE), utilizou cultura de células de em-
bridc de galinha; nestas, ocorrem particulas
virais distintas das “particulas R” por apre-
sentarem formaglo por brotamento da mem-
brava citoplasmaticea, ou seja, para fora da
célula.

As particulas virais presentes nas observa-
¢oos ultraestrufurais apresentadas neste tra-
balho, e apontadas nas figuras que ilustram
0 mesmo, sio semelhantes 3s descritas pela
literatura citada.

A ocorréncia de células que nio apresentam
“particula R”, entre células altamente infec-
tadas, nioc péde ser explicada, uma vez gue,
entre outras razoes, foram levadas em consi-
deragio a aleatoriedade do plano de corte ou
possiveis diferencas existentes entre células
de uma mesma cultura.

A presenga das “particulaz R” em culturas
de células BHK-21 é problema internacional
e parece escapar aos euidados na culiura celu-
lar, uma vez que o virus deve estar ligado a
fatores genéticos da prépria célula,
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FIGURA 1 — A seta indiea “particula R” com morfologia caracteristica. Finas estruturas radiais
cruzam a camada elétron-transparente, entre o core da particula e a2 membrana delimi-
tante. N = nicleo.

FIGURA 2 — Fotomicrografia eletrinica de célula BHE-21. As setas mostram grupo de “particulas R”
em cisterna do reticulo endoplasmatico.
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FIGURA 3 — Fotomicrografia eletrénica de célula BHX-21, cujas setas apontam “particulas R" em
brotamente para o interior das cistenas de reticulo endoplasmético.

FIGURA 4 — Fotomicrografia eletrdnica de particulas R” no espago perinuclear. N = nieleo.
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ABSTRACT: Electron microscopy of cultures of BHEK-21 cells disclosed virus-
-like particles resembling the “R™ particles observed by other authers. Particles
seemingly originated through budding of the endoplasmatic reticulum wmembrane.
Fully grewn particles were usually found in the Jumen of the endoplasmie reticulum

or in the perinuclear space.

DESCRIPTORE: virus-like

particle;

R-type

virus-like particle, detection,

structure; cell, BHE.21, culture; electron mlicroscopy.
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