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AGS COLABORADORES
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especialmente relacionados com as. atividades laboratorials em Sadde Pablica.

Os artipos destinados 4 Revista somente serdo recebides se redigidos de acordo com as
seguintes normas:

NORMAS PARA PUBLICACAO
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Na auséncia de nm dado numérico, empregar um dos seguinies sinais convencionais:
— quando, pels naturezz do fendmeno, néo puder existir o dade:
z guande ¢ dado for rigorosamente zero;

guando nao se dispuser do dado;

30 gquando a aplicacio dos critérios de arredondamento néc permitiv aleancar,
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X quando ¢ dado for omitide para evitar a individualizagio da informacdo.



ILUSTRACGES (fotografias, grificos, desenhos, mapas etc) - Serdo designadas no texto
como “figuras”; terfio numeracfo dnica e seguida, em slgarismos ardbicos.

Podas as ilustracdes deverdo ser idemtificadas com: nimerc, nome do autor, iitulo do
artigo e nimero da pagina do texio onde serfio inseridas; deverdo ser téo claras que permitam
sua reproducio com redugio de sié 6,5 em no sentido da largura, sem perda de nitidez ou
legibilidade; as respectivas legendas deverfio estar eseritas fora da drea de reprodmgdo.
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As fotografias deverdo ser nftidss e de bom contraste. No case de diapositivos, estes
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{encabecado pelo tifulo de artigo), no final, antes das referéncias bibliogrdficas. Nio deverido
exceder 200 palavras. O estile serd claro ¢ conciso, pondo em relevo, de forma precisa, os fatos
ohservados & oz elementos novos essenciais & conclosfo, SBerdo redigidos pelo proprio aunier ou
com a colaboragiio deste, observando-se as recomendagdes da UNESCO (Bol. UNESCO, Bibl.
23:78-7, 196%). A fim de facilitar a indexacfio, o resumo deverd conter:

Deseritores —— Palavras ou expressdes que identificam o contetido do ariige. Os trés
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EFEITOS TGXICOS DE « E

B-ASARONAS E DO OLEO DE CALAMO EM

CAMUNDONGOS, EMBRIOES DE GALINHA E MUTAGENICIDADE EM
SALMONELLA TYPHIMURIUM *

Helena Yuco YABIKU #+*
Seizi QOGA, #**

Franco LAJOLO ##%#
Heloisa ANDRIGHETTI ##++*

RIALAG/B8D

YABIKU, HY.; OGA, 8.; LAJOLO, F. & ANDRIGHETTI, H, — Efeitos toxicos
de g ¢ B-asaronas e do Sleo de cilamo em camundongos, embrifes de galinha
e mutagenicidade em Salmonells typhimurium. Rev. Imst. Adolfo Lutz, 45(1/2):

1-12, 1985

RESUMO: Foram verificadas as DL50 do dleo de cilame de variedades dife-
renies, assim como os seus componentes atives g e F-asaronas em camundongos,

por via iniraperitonesl.

A DL56 do 6leo de célamo, variedade indiana, foi de

154,56 mg/kg, a da fS-asarons, de 1840 mg/kg e a da g-asarona, de 226,0 mg/kg.
Para variedade européia e para o exirate oleoso isento de asarenas, em virtude de
suas baixas toxicidades agudas, nac fol possivel a deferminac¢io des valores de DL50.

O estude da toxicidade em embrides de galinka para verificar eventual atividade
teratogénica fol feite também para os OGleos de diferentes wvariedades, assim eomo
os componentes g e f-asaronas isclades. A mortalidade média variou de 10,0 a
100,69 e nio se constataram sinais de malformacio nos embrides desenvolvidos.

O teste de Ames foi cenduzide com o componente B-asarons nas conceniragdes
de 10, 50, 104, 200 e 500 pp/placa, A amesira nic apresentou atividade mufa-
génica em nenhuma das concentracgbes, frente & cepa de Salmonells typhimuwrium,
com e sem adicko de ativador obtido de extrato de figado de rafo apds inducio
com: Aroclor 1254,

DESCRITORES: a e B-asaronas, efeifes toéxicos em camundongos e em embrides
de galinha; o e B-asaronas, atividade mutagénica em Selmonells typhimurium;
bieo de cilamo, efeitos tdxicos em camundongos ¢ em embrifes de galinha; dleo de
cglame, atividade mutagénica em S, typhimurium.

INTRODUCAO

O Acorus colamus, conhecido no Brasil
como chlamo, & ama planta encontrada em
zonas temperadas e, segundo CAVAZZA 2, ela
pode ser classificada em 4 citotipos correspon-
dentes hs variedades norte-americana (dipléi-
de), européia (tripléide), indiana Jammu
(tetraploide) e Kashmir {hexapléide}.

Desde a antigiiidade, as raizes e os rizomas
do calamo tém sido usados para o tratamento
de varias doencgas, sendo bastante conheeidos
05 seus usog como espasmolitico, normoten-
sor e também como inseticida 8,

As propriedades bioldgicas do cdlamo, varie-
dade tetrapléide, sfo atribuidas & presenca
da B-asarons (isémero cis) que chega a cons-
tituir, nas variedades indianas, cerca de 80%

¥ TRealizado no Departamente de Fisiologia ¢ Farmacologia do Institute de Ciéneias Biomédicas

da Universidade de Sio Paulo, SP.
*% Do Instituto Adelfo Lutz, S#o Paule, SP,

t:x Do Departamente de PFisiologia ¢ Farmacelogia do Institute de Cidncias Biomédicas da Univer-

sidade de Sids Psulo.
FhEFx
ticas da Universidade de Sdo Paulo.

Po Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental da Faculdade de Ciéneias Farmacdu-
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do Oleo. A o-asarona ou isbmero frang estad
presente em quantidades menores, eerca de
1% apenas®.

Na literatura, verifica-se a existéncia de
muitos dados sobre a DL50G do 6leo de calamo
da variedade indiana, mas hi poueas informa-
¢bes sobre a variedade européia. A DL5D do
6leo de cdlamo, variedade européia, por via
intraperitoneal, em ratos, foi relatade recen-
temente por YABIKU et alii®. Por outro
lade, os valores de DLbH0 da o-asarona isolada,
que aparecem nha literatura, sde conflitantes;
ne INDEX MERCK ¥, é citada como dose
letal 50¢% para c-asarona, administrada in-
traperitoneaimente em ecobalas, o valor de 276
mg/kg, enguanto nio se verifica nenhum dade
de DL50 para B-asarona. Isses valores, porém,
foram obtidos para o dleo e nio para a-asa-
rona, nos estudos foxicologicos realizados por
CHOPRA ef alii?, a que o Index Merck se
refere,

SHARMA & DANDIYA ¥ foram os tnicos
a informar os valores de DLbB0 para o e §-
-asaronss isoladas ,que variaram de 300 a 122
mg/kg, respectivamente, em ratos, por admi-
nistracée intraperitoneal.

Diante da constatacio do aparecimento de
tumores malignos no intestine delgado e
outras alteractes em rates tratados com o
olee indiano, adicionade na ragfo em concen-
traches de 500, 1.000, 2.500 e 5.000 ppm, o uso
de cdlamo foi completamente banide nos Hs-
tados Unidos ¥, Em estudos realizados por
Habermann (informacfio pessoal), essa ear-
cinogenicidade do dleo de calamo foi atribuida
A presenga de fl-asarona, a qual, segundo esse
autor, seria capaz de provoear o aparecimento
de tumores malignos ne intestine delgado dos
ratos 9.

Grac¢as a8 suas propriedades organolépticas,
o dleo de calamo & atualmente usado em larga
escala nas indUstrias de bebidas e perfuma.
rias, e niveis de até 30 ppm desse d6leo podem
ser encontrados em bifters, licores e ver
mutes 18,

O controle de déleo de cdlamo, mais especifi-
camente da B-asarona, fol {feito por nés em 56
amostrag de bebidas alcodlicas, do tipo amargo,
consumidas no Brasil, verificando-se gque ape-
nas uma delas tinha teores acima do permi-
tide, gue ¢ de 1 ppm, estabelecido pelo Conse-
Tho da Europa 4,

Dando continuidade 2 estudos anteriores,
um dos objetivos do trabalho fei o de deter-
minar a DL50 de dleos de cdlamo das varieda-
des indiana e européia, paralelamente com a
de seus principais componentes isolados, a ¢ 8-
-asaronas, para sanar dividas com relacdo is
suas toxicidades. Também foi estudada a toxi-
cidade do extrato oleoso igsento de asaronas.

Em complementaciio aocs estudos realizadoes
por diversos autores determinsram-se, ainda
neste trabalho, a toxicidade em embrides de
galinha, dos dleos e seus componentes, para
verificar sua eventual atividade teratogénica.

Esses ensaios foram planejados em funcio de
resultados cenflitantes encontrades na litera-
tura. Além disso, foram feitos ensaios com
tests de Ames para detecedo eventual da ativi-
dade mutagénica desses compostos.

Segunde GOGGELMANN & SCHIMMERSS,
a p-asarona é mutagénica pelo teste de Ames,
enquanto que HSIA et aiii ¢ relataram pelo
mesmo feste a néo existdneis de atividade mu-
tagénica, mesmo em concentragies de 2 a
200 ug/placa, estando o assunto a merecer um
esciarecimento.

MATERIAL E METODOS

Material

Os padrdes de oOleo de calamo, variedade
eurcpéia, foram fornecidos pela “Firmenich
& Cia. Ltda.” ¢ o de variedade indiana pelo
“Food and Drug Administration”, dos EUA.
Os componentes isolados o ¢ A-asaronas foram
adquiridos, respectivamente, da “Sigma Che-
mical Co.” e da “¥Fritzche Dodge & Olcott
Ine.”.

Preparc do exlrato oleoso isento
de a e B-asarona

Preparou-se ums coluna cromatogrifica de
2x%15 em de alumins. Iniecialmente a coluna
foi umedecida com éter de petréleo (30 a
860°C) retirando-se eventuais bolhas de ar e,
em seguida, procedeu-se & eluigho do dlec de
calamo puro, variedade européia, com o pré-
prio éter, utilizando-se um volume final de
350 mi. Q éter eluiu praticamente todos os
componentes do dleo, como também parte das
asaronas; por isso, foi necessirio reeluir o
extrato obtido, passande numa nova coluna
de aiumina, repetindo-se por irés vezes essa
operacdo, para eliminac@io total desses com-
postos.

O extrato etéreo isento de « e B-asaronas,
além de mais dois componentes que séo elunidos
apés as fragles de asavonas, possivelmente
sesquiterpénicos, foi concentrado em banho-
-maria A temperatura de 40 a 60°C, com
auxilio de corrente de nitrogénio.

O controle da presenca de a e f-asaronas
residuais no extrato foi feito através de cro-
matografia em fase gasosa, como j4 descrite
no trabalho anterior 8.

Métodos
Toxicidade ogude em comundongos

Utilizaram-se, para determinac¢io de DLS0,
260 camundongos de ambos 08 8ex0s, COm pese
médio de 30 g.

Em iodos os experimentos, oz camundongos
{foram mantidos em gaiolas apropriadas para
adaptacio, com ragio e Agua ad lbitum até
12 horas antes da experiéncia. A partir de
entfo, suspenden-gse a rac¢do e foi-lhes dade
somente agua.
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Os animais, em grupos de 10, foram sepa-
rados e as drogas administradas intraperifo-
nealmente em doses varidveis de 100,0 a 337,5
meg/kg no caso do 6leo de edlamo, variedade
indiana Jammu, e de 150,0 a 113%,1 mg/kg
para o Olec de edlamo, variedade européia,
assim como nos ensaios com o dlee isento de
o e B-asaronas.

A dose de a-asarona variou de 1000 a
789,4 mg/kg, enguanto = da gZ-asarona, de
160,0 a 337,56 mg/k. Todas as drogas foram
injetadas em solucic de oGleo de soja com
volume final de 0,2 ml/camundongo, sendo, em
seguida, os camundongos observades por
24 horas, quanto ao seu comportamento e
letalidade.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Toxicidade agude em comundongos

A tabela 1 apresenta os dados relativos aos
grupos de animais tratados com o fSlec de
cdlamo, variedade indiana, por via intraperi-
foneal.

Conforme mostra a tabela, a administracio
de 225,00 mg/kg de élec acarretou a morte da
guase totalidade dos animais, que atingiu a
1009 com a administracio da dozse de
337,65 mg/kg, dentro do periode de 24 horas
de observacéo.

Os animais dos grupos III e IV, correspon-
dentes &s doses de 225,0 e 337,56 mg/kg, logo
apos a adminisiracio das drogas mostraram
depressfo seguida de convulsfio, vindo a fale-
cer logo em seguida,

A DLBO do O6leo de edlamo indiano em
camundongos, por via intraperitoneal, foi de
154,56 = 1,1 mg/kg (tabela 1). Quanio ao
bleo de edlamo, variedade européia, e ao ex-
trato oleoso isento de o e S-asaronas {tabelas
2 e 3, respectivamente), em virtude de suas
baixas foxicidades agudas, nio fol possivel a
determinagio dos valores de DLB0.

Conforme a tabela 2, a injeciio de até
337,5 mp/kg da droga nio provocou a morte
em nenhum dos animails, que chegou apenas a
209% para as doses elevadas de 5063 e
1139,1 mg/ ke,

TABELA 1
Determina¢do de DL50 do dles de cdlamo, wvariedade indiona, per via intraperitoneal, em
comundonges
Morte em Percentagem
Grupos Deses de
( mg/kg) ih an 3k ih mortalidade
I 100,0 ) 0 1 0 19
1144 1500 i 3 g 30
1I 295,6 0 7 2 90
v 337,5 3 7 - — 100
DLEO = 154,56 = 1,1 mg/ke.
TABELA 2
Determinacio de DL50 do 6leo de cdlamo, wvariedade europdia, por vie ip., em camundongos
Morte em Percentagem
Grupos Dases de
( mg/kg ) ih 2h 12k 24 % mortalidade
I 150,0 1] ] ji] 0
i 225,0 o ) ) o 0
o 3315 0 0 0 ) 0
v 56,3 ¢ 1 0 1 20
v 7594 0 o 0 1 10
Vi 11391 0 [ 13 1 20
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Toxicidade em embribes de golinha

Utilizaram-se 600 ovos de galinha “Garrin-
son”, com dimensdes relativamente uniformes,
eseoihidos ao acaso, de suprimento comercial.

Os ovos foram colocados em incubadora
elétrica e, apds 96 horas, foram submetidos
20 exame ovoscopico. Do total foram rejeita-
dos 106 ovos, correspondentes a 17,67%, por
apresentarem embrides nido desenvolvidos ou
em precérias condigdes de desenvolvimento,
tendo sido utilizados, efetivamente, 494 ovos.

A inceulacho foi feita segundo o esquema
de OGA 13, no 8.0 dia. A experiéncia fol con-
duzida em duas elapas e, em todos os ovos,
foi injetado um volume constante de 0,2 mi
de soluedc no saco vifelino, variando apenas
as coneentracies das drogas administradas.
As doses variaram de 0,15 a 15 mg/kg para
os trés o6lecs utilizados, a variedade indiana
Jammu, a européia e o dleo isento de « & -
-asaronas. Para o8 componentes a e fS-asaro-
nag, as doses variaram de 0,04 a 4,00 mg/kg.
Erm todos os experimentos, constituiu-se um
grupo-controle que recebeu scmente o dleo de
soja em volume de 0,2 mi/ovo.

As etapas seguintes seguiram o mesmo pro-
cedimento usado por YABIKU et alii 18

Teste de Amest

Foram utilizadas cepas de Salmonella typhi-
murium TA 98, TA 100 e TA 1535, com e sem
adicdic da fracido S (extrate de figado de
rato, induzide por Aroclor 1254}).

As concentracbes de p-asarona utilizadas
foram de 10, 50, 100, 200 e BOO ug/placa.
Todas as diluicdes foram feitas com DMSO
(dimetilsulféxido) e as contagens foram rea-
lizadas apds 72 horas de inecubagfo a 35°C.

Métodos estutisticog

Valemo-nos, neste trabalho, dos seguintes
tipos de testes:

Método de probite, segundo técnica de MIL-
LER & TAINTER®2 para determinacio da
DL 50

Andlise de wvaridneis, de acordo com o
método recomendado por GRANER? para
determinagfio de atividade teratogénica. Nos
casos em que a varidvel ers representada em
valores percentuais, estes foram transforma-
dos em areo-senso; guando a andlise de va-
ridineia mostrou valor significante, comple-
mentou-se entdo com o teste de econtraste
entre médias de Tukey 15,

Usou-se, em todos os cadleulos, o nivel eri-
tico para rejeicho de hipdtese de nulidade,
igual ou menor que 0,1 (10%). Para carac-
terizar os valores estatisticamente signifi-
cantes usou-se um asterisco.

Em relagio aos animais tratados com o
extrate oleoso, a morte atingiu, como era
esperado, apenas um méximo de 109 (tabela
3). Este extrato olecso, obtido através da
eromatografia em coluna a partir de éleo de
calamo europen, estava isento de o e S-asaro-
nas e, ainda, de dois compostos sesquiterpéd-
nicos gue ndo conseguimos reter na coluna.
Pelo valor de DL 50 observado para o extrato
oleoso, de qualquer forma a toxicidade destes
dois compostos parece ser relativamente
baixa,

Os valores de DL 50 para o bleo de célamo
eitados por diferentes autores apresentam
sensivel variacdo (tabela 4). Tal wvariaciio
parece ser dependente principalmente da via
de administragio e da espéeie animal utili-
zadas & 5 6. 16,

TABELA 3

Determinagdo de DL50 do dleo de edlamo, variedade européia, isento de o e f-asaronce, por
via inbraperifoneal, em camundongos

Morte em Percentrgem
Grupes Doses de
( mg/kg ) 1h 2h 12k 24k mortalidade
I 1560 ¢ 1 0 ] 18
II 226,0 O 6 ¢ ] ]
j£81 3375 L] 3 [ 0 18
v 506,3 D 6 0 0 ]
v 759 4 o 0 o 0 0
Vi 1130,1 o 0 o 0 ¢
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TABELA 4

Valores de DL50 do 6leo de cdlamo oblidos por diferemies autores

Espécie Via de Variedade de DL50 R .
4 L - . ) eferéneia
animal administragie dleo de cdlamo (mg/kg)
cobaiais ip. indiana 275 3
camundongos ip. indiana 177 5
ratos i.p. indiana 221 4
ratos p.o. indiana 717 16
ratos ip. européia 299 18
camundongos i.p. indiana 155 presente
trabalho
camundongos i.p. eurcpéia 1139 presente
trabalko
camundongos ip. eurcpéia, isents 1709 presente
de asaronas trabalho

i.p. = intraperitoneal

p.¢. = via oral

O 6lec de calamo da variedade indiana,
administrado por via infraperitoneal, exibe
toxicidade cerca de trés vezes malor ¢o que a
provocada por via oral, fate, alids, compreen-
sivel, um vez que a absorcic de qualguer
substiineia através da cavidade intraperifo-
neal é répida '8,

Quanto & espécie animal, segundo dados
obtidos por DANDIYA et alii5, DANDIYA
& CULLUMBINE® ¢ CHOPRA et alii3, os
camundongos parecem ser mails sensiveis do
que 08 ratos e cobaias,

O wvalor de DI, 50 obtido no presente traba-
tho para ¢ élec de edlamo variedade indiana
é ligeiramente menor em relacdo aos relatados
por DANDIYA et alii® e CHOPRA et alii?,
Eeta diferen¢a pode ser atribuida a fatores
pertinentes ao proprio sistems biolégico ou
ao teor dos principios ativos contidos no dleo.
Dentre os principios ativos que as plantas
do género Acorus encerram, o e S-asaronas
sdeo tidas como ag principais responsivels
pela toxicidade do éleo essencial. Por exemplo,
a concentracdo de B-asarona no dlec osecila
desde tracos na variedade americana ou di-
pléide até cerea de R0% na variedade india-
na Jammu ou tetrapléide (tabela B).

Teor de dleo essencial e da B-asarona em diferentes variedades do dleo de cdlamo, segundo

TABELA 5

CAVAZZA:®

Variedade

Oleo essencial no
rizoma seco (%)

f-asarena ne
dleo esszencial (%)

americana (dipléide) 2,17
européia {(triploide} 1,50~4,80
indiana Jammu (tetrapléide) 5,00-6,82
Kashmir {hexaplfide) 1,40

tragos
2,60-9,560
77,12-82,00
4,60
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A diferenca entre ¢ valor enconirado na
nossa experiéneia e o citado por CHOPRA et
alHi? é certamente devida ao fator espécie
animal, ac passe que pequena diferenga veri-
ficada em relag¢do ao valor citado por DAN-
DIYA & CULLUMBINEG® & atribuivel &
varisgdo da concentracic de S-asarona nas
amostras estudadas. A propdsito, a nossa
amostra continha 9289 de p-asarons.

Ag tabelas 6 e 7 mostram, respectivamente,
os dados relativos aos animals tratados com
a« e B-psaronas isoladas. A administracio de
a-asarona na dose de T894 mg/ kg levou A
morte dos 1009 dos animais. A DL 50 foi de
225,56 = 1,1 mg/kg intraperitoneal em camun-
dongos.

Como meostra a tabela 7, s letalidade 1006%
foi causada com a dose de 837,53 mg/keg de
B-asarcna, de modo semelhante ao ocorrido
com os animais dos grupos III ¢ IV tratados
com fS-asarona, que mostraram depressio

seguida de convulsder vindo a falecer em
pouce tempo. A DL50 da B-asarona foi de
184,2 + 1,0 mg/kg administrados intraperito-
nealmente em camundongos.

Agsim, os valores da DL50 de « e S-asarc-
nag mostram ser de toxicidades relativamente
altas, sendo ¢ valor para o-agarona sensivel-
mente maior do que o da f-asarona e ambos
semelhantes a0 do Sleo.

Os wvalores de DL50 das o e f-asaronas
reportados na literatura, bem como os obtidos
no presente trabatho, sic mostrados na
tabela 8.

A DLB0 de «-asarona, 275 mg/kg, cons-
tante de INDEX MERCK Y, apesar de estar
proxima da encontrada por SHARMA &
DANDIYA ¥ ¢ da obtida no presente traba-
Tho, parece na verdade ser a DL 50 do éleo de
calamo e ndoc da o-asarcna; o Index Merck
nao faz mengio da fonte bibliogrifica dacuela
informagao.

TABELA &
Determinacde da LD50 da c-usorons, intraperifonealmente, em caomundongos
Morte em ercentagem
Grupos Doses de
{ mgfkg) h 2h 19 % g4 h mortalidade
I 100,0 ] t] 1 G 10
1 150,0 g [} 1] b 0
1 2250 i} i 1 0 20
v 3375 ] & [ g 94
A2 506,3 G [ 4] 2 86
Vi 59,4 0 i L] 10 100
DL 80 = 2855 <+ 1,1 mg/kg.
TABELA 7
Determinggdo da DIL50 da f-aswrona, intraperitonealmente, em comundongos
Morte em Percentagem
Grapos Doses de
{(meikg) 1h an 12 h 24 h mortalidade
I 104,0 0 0 0 4
I 50,0 0 0 10
IIr 225,0 3 5 i 80
v 3375 4 [ — s 109

DL 50 == 184,2 o 1,0 mg/ke
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TABELA 8

Valores da DL50 de o e p-asaronas em diferentes experimentos

Espécie Via de DL5% P
Drogas animal adminisiragio (mg/kg} Referbucias
Qarasaronsg ratos ip. 300 i3
-ASHTONA cobalas ip. 275 11, 18
o-asarona camundongos ip. 226 presenie
trabalho
S-asarona ratos i.p. 122 13
f-asarona camundongos ip. 184 presents
trabalhe
iL.p. = intraperitoneal.

Comparando os dados da DL 50 encontrados
para fS-asarona e para dleo de cdlamo, va-
riedade indiana, a toxicidade relativamente
malor encontrada para o dlec pode ser expli-
cada em termos de sinergismo com algum
outro componente presente.

Tozxicidnde em embribes de galinha. Alividade
teratogénica

No gue concerne & embriotoxicidade, nio
hi nenhum dado na literatura que se refira
a experiéncias ou comprove a existéncia de
atividade teratogénica no dles de célamo,
tendo o assunto j4 sido revisto por nds em
trabalhos anteriores!®, quando referimos a nfo
existéneia de embriotoxicidade do éles inte-
gral da variedade européia.

Neste trabalho, o estudo da toxicidade em
embrides de galinha foi realizade a fim de

verificar eventual atividade teratogénica efe-
tuada para os seguintes componentes: dleos
de cilamo da variedade indiana e eurvopéia,
extrato oleoso isento de « ¢ G-asaronas e os
ecomponentes « e B-asaronas independente-
mente,

O estudo foi realizado em 2 etapas: a pri-
meira experiéneia foi feita com os édleos de
variedades diferentes e com o extrato oleoso
isento de o ¢ p-asaronas, enquanto gue, na
outra, testaram-se os « e f-asaronas separa-
damente.

Na primeira experiéneia, o desenvolvimento
dos embribdes, no grupo controle, foi da ordem
de 86%, enquanto que o dos embrides tratados
com o extrato coleoso isento de asaronas, em
doses wvaridvels de 0,15 a 15,0 mg/ovo, foi
sensivelmente menor (tabela 9).

TABELA 9

Letalidade em embrides de galinhe inoculados com dlecs de cdlamo, variedades indiana,
curopéia e extrato oleoso isento de o e B-asaronas

Grupos Doses Embrides Embrides Igg::égig: ::jdi&

{mg/ovo) inceulados mortos ntagem ot
desvio padréoe
Controle 28 4 142 + 14
Gleo de Cdlame, variedade 8,15 28 28 10686 =+ 0,0
indiana 1,560 23 28 1008 =+ 00
15,00 28 28 100,86 + 0,0
Oleo de Cdlamo, variedade 0,15 28 24 86,7 + 5,8
eurspéia 1,50 28 24 B3,8 4+ 14
15,08 28 28 1000 = 0,0
Extrato olecso isento de 0,15 28 3 180 «+ 08
@ © f3 asaronas 1,60 28 i} 21,7 + 35
15,00 28 9 325 4+ 4,3
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J4 os embrifes tratados com o dlec de cila-
meo, tanto da variedade européia quanto da
indiana, mostraram percentagem elevada de
letalidade. Os embrifes tratados com o éleo
de cAlamo eurcpeu, nas doses de 0,15 e
1,5 mg/ove, mostraram letalidade pratica-
mente  igual, enguanto que na doge de
15,0 mg/ove, a letalidade atingiu a 1009.

A mortalidade igual a 1009% foi observada
nos embrides tratados com o 6leo de calamo
indiane, desde a dose de 0,15 mg/ovo até
15,0 mg/ove. Embora se treconheca a impor-
tnecla de se verificar a letalidade dos embrides
com Joses menores desss amostra, em virtude
do objetive deste {irabalho, que era apenas
verificar eventual feratogenia, tal experibneia
néo foi realizada.

A avaliagBo estatistica dos dados foi feita
pelo método de anélise de varidneis, onde se
utilizaram “indices de letalidade”, caleulados
pela relacdo entre a percentagem de letalidade
causada pela droga em questio e a percen-
fagem de letalidade do grupo controle (tabela
10}. Por essa anilise verificamos que é insig-

nificante a variagic des indices de letalidade
em fungdo das doses aplicadas, porém & sig-
nificante em fun¢do das drogas. ¢ teste de
contraste entre médias de Tukey revela que
hi diferenga significante entre diversos trata-
mentes & gue foram submetidos os embrifes
de galinha. Assim entre os tratados com a
variedade européia e com o extrate olecso,
bem como entre os tratados com a variedade
indiana e com o extrato oleoso, ocorrem dife-
rengas significantes; j& entre os tratades
com as variedades indiana e européia, a dife.
renca n&o foi significante,

Na segunda experiéneia, onde se estudou
a acho de o e B-asaronas isoladas, o desenvol-
vimento dos embrifes no grupo controle foi
da mesma ordem daquele obtido na experién-
cia anterior.

A lstalidade dos embries tratados com
a-asarony diferiu apenas sensivelmente entre
as doses administradas de 0,04 a 4,00 mg/ovo.
O mesmo nio ocorreu ¢om os embrides trata-
dos com f-asarona nessas mesmas doses,

TABELA 10

Indice de letalidade em embries de galinha inoeulados com dlec de cdlame, variedade indiana,
europbic e extrato oleoso isento de o e B-asgronas

{Continua)
Gleo de Cilame
Extrato oleoso
isento de
Doses YVariedade Variedade a e f-asaronas
{ mg/kg) indiana européia
0,15 4,1 81 8.3
1,50 4,1 3,1 13
15,00 4.1 41 1,5
Andlise de varidnecia dos itndices de letalidede da tabela 10
.- Soma dos Quadrade
Fonte de Variacho & quadrados médio w
Entre drogas 2 13502 6756,1 64,7 %
Entre doses 2 57,6 28,8 2.8
Residuo 4 418 104 e
Total 8 14495 — —

*  Bignificativo P £ 4,1,
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Andlise de varidneia do tabela 10

Grazs de
Fonte de Variacho liverdade |Soma dos Quadrades Quadrade Médio F
Entre grupos 2 1350,2 675,1 40,7 ™
Resto [ 99,4 16,6 —
Total 8 1448,6 — b
* Bignificativo P & 0,1
Teste de contraste entre médias de Tukey
. {conclusdo)
Tratamentos X f; — in EE - i—ExT.
Variedade indiana 41,0 — —
Variedade européia 34,3 6,7 -
Extrato oleoso isente
de asaronas 12,3 28,7* 220"

*  Significative P £ 0,1,
VQux V16,6

enl. = = = 2,35
Vi v3
T = Qeur. % Qeriesca
T = 2,35 x 4,34
T = 10,2

enguanto gue, com a administracdo de B-asa-
rona na dose de 0,04 mg/ovo, cerea de 43%
dos embrides apresentaram evolugic normal
até os dltimos dias de incubacfio; com doses
de 0,4 e 4,00 mg/ovo, a morte atingiu quase
a totalidade dos embriGes tratadoz (tabela
113.

A anslise de varifincia efetuada sobre os
indices de letalidade em embrifes de galinha
inocuiados com « e pB-asaronas demonstrou
ser insignificante a variacio em funcéc das
drogas ou das doses utilizadas {tabela 12).

Nas duas experiéneias realizadas para veri-
ficar a eventusl atividade teratogénica, nac
se constatou nenhum caso de malformacéo
entre os sobreviventes.

O estudo da atividade teratogénica permite
conelnir que o dles de cdlamo de diferentes
variedades, assim como as ¢ ¢ B-asaronas sdo
incapazes de produzir efeito teratogénico em
embrides de galinha. A mesma conclusfo nio
é& inteiramente extensivel ao ser humano,
porém & um indicio bastante favordvel da
auséneia de atividade teratogénica.

TABELA 11
Valores percentuais de letalidude dos embrides-controle ¢ dos inoculados com o e B-asoronas

Doses Embrides Embrides Letnlidade média
Grupos { mgfove ) inaoculados mortos {(%y = b1,
Controle Gleo de soja 30 4 13,3 %+ 538
a-asarona 0,04 30 15 50,0 = 8,0
0,48 30 18 533 - 5B
4,00 30 18 80,0 + 60
f3-asarons 0,04 30 i7 56,7 -+ 5,8
4,40 29 28 26,7 -+ 08
4,00 39 30 1006 = 0,0
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TABELA 12

Indice de letalidade em embrides de galinhe inoculados com a ¢ B-asgronas

Drogas
Doses -A5ATrona B-asarona
({ mglove)
0,04 2,1 2.2
0,40 2,2 33
4,80 2,4 4,2
Andlise de waridncie dos indices de letelidade do tabele 12
Fonte de Variacdoe é Soma dos Quadrade médio F
quadrades
Entre drogas 1 1662 1602 50
Entre doses 2 121,0 80,5 1,3
Residuo 2 64,3 32,2 e
Total 5 345,5 — -
P g0
TABELA 13
Media de resultados de frés ensaios pare cade concentracdo
Média do ndmerc de colénias revertentes por placa
TA 98 TA 108
B-asarona
(umfplaca)
Sem S, Com S, Sem S, Com 5,
C T MR C T MR C T ME C T MR
=
10 31 34 1,08 38 30 0,88 187 192 101 218 168 1,12
50 35 56 1,60 47 32 0,86 204 219 1,067 157 1956 1,24
piGH 35 63 1,61 47 57 1,21 204 205 1,01 17 222 1,41
200 31 42 1,23 36 38 1,10 187 151 0,79 153 182 1,26
560 31 31 0,92 44 Ei] 0,86 204 235 1,566 153 186 1,19

C = Controle T = Teste
MR = Razfo de Mutagenicidade

Amostra positiva MR == 20
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TABELA 14

Média de resultades de trés ensaios pave cade concentraglo

Média do ntimers de colbnias revertenies por placa
TA 1535
B-asarona
{ug/placa)
Sem 8, Cem S,
C T MR [ T MR
0 190 91 1,15 37 40 1,11
50 145 138 0,47 48 60 1,32
100 145 i27 0,90 48 55 117
200 100 98 1,67 37 37 1,08
B 109 98 0,51 37 38 0,89
C == Controle T = Teste
MR = Razie de Mutagenicidade
Amostra posgitiva = 2,0
Teste de Ames — atividade mutogénica confirma os achados de HSIA et aliil¢ mas

Qs resultados dos ensaios reazlizados em
triplicata, com a B-asarona nas concentracdes
de 10, 50, 100, 260 e 500 ug/placa sio mos-
trados nas tabelas 13 e 14; somente em
conceniragdo de 500ug/placa e superiores,
a f-asarona mostrou toxicidade positiva,
enguanto gue para as outras concentracbes
foram negativas.

Na razdo de mutagenicidade (MR) de todas
as concentragdes, em todos os ensaios, nenhu-
ma apresentou resultado maior ou igual a 2,0,
levando a concluir que 2 B-asarona nio apre-
senta atividade mutagénica. Este resuliado

nio os de GOGGELMANN & SCHIMMER &,
Uma das explica¢des pode ser a diferenca do
indutor usado para a obtengio do sistema
enzimitico microssomal de rato on S, que, no
nosse caso, fol o Aroclor 1254 e, no desse
autor, Clophen AS50. Este assunfo merece
novos estudos. :
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0G4, 8.; LAJOLO, F, & ANDRIGHETTI, H. — Toxicity of

o and B-asarons, and calamus oil for mice, chick embryos, and mutagenicity
for Salmenelle typhimuvivm, Rev. Inst. Adolfo Lutz, $5(1/2):1-12, 1985.

ABSTRACT: The LD50 was 154.5 mg per kg of mice injected intraperito-

neally with ealamus ol

obtained from the Indian variety, while oil from the

Buropean variety had unmeasureable toxicity. The LD® was 184.0 mg/kg fer
Brasarene and 226.0 mg/kg for q-asarone. There was no teratogenic activity
in chick embryos injected with either calamus oil {Indian or European variety)
or g-asarone, or B-asarene. Mean mortality varied from 10 to 100%. Ames test
showed ne mutagenic activity when B-asarone was added, at concentrations of 10,
50, 160, 200 or 500 meg to plates growing Salmonells Zyphimurium. The activator
factor present in liver extracts from rats after induetion with Aroclor 1254 did
not influence the lack of mutagenicity.

DESCRIPTORS: o and B-asarone, toxic effect in mice and chick embryos;
o and SB-asarene, mutagenic activity in Sabnonelle typhimwurium; calamus oil,
toxie effect in mice and chick embryos; calamus oil, mutagenic activity in
8. typhimurium,
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ZAMBONI, CQ. & RODRIGUES, RM.M.8. — Comparagio entre métodos de extra-
¢ho de sujidades em farinha de rosca. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 45(1/2):13-20,
1985,

RESUMO: Foram analisadas, através do exame micrescépico, amostras de
farinha de rosca, a fim de testar dois métodos de digestdo e extracdo de sujidades:
o métedo gque utiliza a pancreatina e o gue utiliza a solugfio de Tween-Versene.
Conciniu-ge que o método gue utiliza a pancreatina é o mails sensivel. A pesquisa
de sujidades em 131 amostras do comércio, wtilizande ¢ método de digestlo com
pancreaiina, levou 3 conclusio de que 694% das amostras estavam econtaminadas
com fragmentos de insetos e 19,8%, com pélos de roedores, demonstrande gque as

condigbes de produgio desse tipo de zlimente sfo bastante precirias,

DESCRITORES:

farinka de roseca, impurezas, anslise microsedpiea.

INTRODUGAO

Sujidade é considerada gualguer substBnela
estranha que possa contaminar um alimento.
Esta substéncia pode ser de origem bioldygica,
como insetos, fragmentes de insetos, produtos
do metabolismo de insetos, dcaros, fragmentos
de dcaros, produtos do metabolismo de dcaros,
excrementos e pélos de roedores, fragmentos
podres ou gqualquer outre tipo de material
eomo areia, terra, vidro e metal

A legislagiio brasileira exige aus@neiaz de
sujidades em todo tipo de alimento 53 Entre-
tanto, em nosso trabalho de pesquisa, temos
observado a contaminaciio em varios tipos de
alimento, entre eles em farinha de rosca,
sendo, neste caso, constituida principalmente
por fragmentos de insetos e pélos de roedores,

Para a pesquisa de sujidades leves, eomo
os fragmentos de insetos e pélos de roedores,
emprega-se o método de digestio com pan-
creatina, seguida da extragie das sujidades,
utilizando-se o frasco-armaditha de Wild-
man &8 A pancreatina é comumente usada
em métodos miercanaliticos para selubilizar
o amido e a proteina existentes nos produtos
alimenticios. O amido zlterado, principal-

mente o alterado pele calor, & quase gue
totalmente hidrolisado e pode ser filtrade em
papel de filtro (filtracie rapida). A pro-
teina é digerida pela pancreatina, gue afeta
muito pouco a cuticula dos insetos 8. Este mé-
todo faz usc de wma enzima de preco elevado,
a pancreatina; além disso, exige controle de
temperatura e do pH e & demorado, o gue
dificulta a conclusfo da anslise.

Revende a literatura a respeito da recupe-
raglo de sujidades, encontramos o método
do Tween-Versene 2 4. 7, ripido e de facil exe-
cucdo, deseritc para extragdo de sujidades
em farinha de centeio.

O papel do Versene (sal tetrassodico deo
4cido etilenodiaminotetracéticc) na presenca
do Tween-280 {monooleato de polioxietileno sor-
bitanc) parece ser o de um depressor para
eomponentes de produtos alimenticlos ague
tendem a flutuar, possivelmente, hidrolisande
e solubilizando as proteinas; é também um
agente sequestrante e quelante de fons meta-
licos. Tracos de Ca, Mg, F'e e outros jons me-
tadlicos sdo sequestrados por este composto
quelante e transformados em complexos metd-
licog solaveis. Por sua propriedade de formar
tais complexos, o Na.EDTA, em conjunto
com 0 Tween-80, um agente tenscative, podem

* Realizado na Seclio de Microscopia Alimentar do TInstituto Adolfo Lutz, Sd¢ Paule, SP.

#¢ Do Institute Adelfo Lutz.
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adsorver particulas na superficie do alimento,
de modo a manter o agente extrator de suji-
dades (Varsol), livre dessas particulas.

O frasco-armadilha de Wildman é utilizado
rara a extracio de sujidades leves. Utiliza
um éles mineral, como agente extrator, no
qual flutuam fragmentos de insetos & pélos
de roedores por terem a propriedade de ser
oleofilicos,

A finalidade deste trabalho é a de compa-
rar o5 dois métodos de extracfo de sujidades
em farinha de rosca e verificar qual o método
mais adequado para andlise desse tipo de
alimento e, ao mesmo tempo, verificar as con-
digbes higiénicas das farinhas de rosca comer-
cializadas na cidade de Sdo Paulo,

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Foram preparadas 26 amostras-padric de
farinhe de rosca, contaminadas no laboratirio
coma 10 élitros de Coledéptero e 10 pélos de
rato,

Paralelamente, foram analisadas 131 amos-
tras de farinha de roseca comercializadas na
cidade de S&oc Paulo, colhidas pela Divisio de
Alimentagic Pdblica da Coordenadoria de
Saide da Comunidade da Secretaria da San-
de, nos supermercados, mercearias ¢ padarias.

Tanto as amostras-padréo, como as do co-
mércio foram analisadas pelo métode de
digestio com pancreatina e de Tween-Versene,
descritos no “Official Methods of Analysis of
the Association of Official Analytical Che-
mists” e no “Approved Methods of American
Asgociation of Cereal Chemists” L2 3.4,

Método de digestio com pancreating
Reagentes

Agua a 40°C

Na: PO, a 5%

Solucdo de pancreatina
Formol

Varsol

Técnice — Pese 50 g de farinha de rosca
em um béquer de 600 ml; adicione 50 mi de
pancreating diluida com 100 ml de Agua e
misture bem, desmanchando os grumes. Dilua
com Apua até um volume de 460 ml e ajuste
o pH a B, com solugiio de Na.PO. a3 5%.
Reajuste o pH depois de 15 minutos e nova-
mente depois de 45 minutos.

Adieione, agitando, 8 gotas de solugio de
formol e deixe digerir por 186 a 18 horas &
temperatura ambiente ou menor que 40°C,
Transfira a soluglo para o frasco de Wildman
usande 80 ml de varsol. Agite vigorosamente
a haste do frasco, fazendo movimentos ascen-
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dentes e descendentes para misiurar bem o
Varsol, a2 dgua e & amostra. Faga fortes mo-
vimentos de rotagiio, até que o liguido se ponha
a girar. Evite perda ou derrame da amostra.
Comaplete o volume do frasco com Agua a
40°C e, durante 20 minutos, agite a camada
inferior com intervalos de 3 a 6 minutos.
Deixe a mistura em repouszo por 10 minutos.
Apbs este tempo, gire a rolha para remover
¢ sedimento e sifone.

Transfira o liguido para um béqguer, lavando
o gargalo do frasco com wvarsol. Repita a
extracio usando 20 ml de varsol, Filtre o ma-
terial extraide a vieuno, em um funil de
Biichner com pape! de filtro e examine-o no
microsedpio estereocépico, e verifigque se exis-
tem fragmentos de insetos e pélos de rove-
dores,

Meétode Tween-Versene
Reagentes
Etanol a 60%

Tween-80 aleodlico (Junte 210 mi de efa-
nol a 60% e 40 ml de Tween-80, mis-
ture e filire)

Versene {(Dissolva 5 g de Na,EDTA em
160 ml de Agua, junte 180 ml de etanoi,
misture e filtre}

Téeniea ~— Pese 50 g de farinha de rosca
e coloque no frasco-armaditha de 2 litros,
Junte 300 ml de etanol a 60% e misture. Sem
interrup¢do, junte 250 ml de Tween-80 alco-
glico, 250 ml de Versene e 70 ml de Varsol
Misture e complete o volume do frasco com
etanol a 609%.

Agite a haste ocasionalmente durante os 20
minutos seguintes. Decorrido este tempo, gire
a rotha para remover fragmentos que tenham
ficade na superficie, sem pertubar o material
restante no fundo do frasco.

Deixe em repousc pelo periodo de uma
hora. Durante este tempo a haste deve ficar
acima de depésito de farinha (pode ser presa
a um suporte} a fim de nio ficar muito ma-
terial aderindo & rolha de borracha., Sifone,
sem agitar, separando as camadas; lave o
gargalo do frasco com &lecol a 60% e filtre,
Repita a extracfio usande 40 ml de Varsol,
deixe em repouso por uma hora e meia. Filtre
o material extraido, a wvacuo, em funil de
Biichner com papel de filtro, e examine-¢ no
microscoépic esterioscopico.

RESULTADOS

Os resultados obtidos na andlise de compa-
ragdo entre o3 métodos de extracio de suji-
dades em farinha de rosca encontram-se
relacionados nas tabelas 1, 2, 3, 4 e B, apre-
sentadag & seguir.
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TABELA 1

Recuperacdo de sujidades em amostras pedrdo de farinha de rosca contemingdes no
laboratorio com 10 élitros e 10 pélos de rate

Amostra Método da Pancreatina Método do Tween-Versene
n.®
N.# de élitros N.° de pélos N de élitros N2 de pélos
i 10 3 8 3
2 18 3 2 4
3 10 4 2 6
4 16 7 4 4
5 9 8 2 4
3 4 6 2 3
t 10 T 2 6
8 9 6 2 1
¢ 16 10 8 4
10 1¢ 7 2 2
i1 14 3 2 2
12 9 i0 2 2
13 16 7 1 4
14 7 8 3 4
15 & 6 2 i
16 10 10 2 o
17 10 9 3 4
18 10 8 2 0
19 g 3 1 1
26 10 8 8 i3
TABELA 2

Comparagio entre os deis métodos de extracdo de sujidudes, nas amostres padrdoe, em
percentagem de recuperaglo

Método da Panereatina Método do FTween-Versene
Contaminacio
Percentagem de . Percentagem de
recuperacio rocaperacdo
Blitro 90 30
Pélo de rato 68 30,56
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TABELA 3

Sujidades em gmostras de forinha de rosca colhidas no coméreio da cidade de Sdo Paule

Métedo da Pancreatina Método do Tween.Versene
Amostra

n? Fragmentos Pélos de Fragmentos roedores
de insetos roedores de Insetes Pélog de
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ZAMBONI, €.Q. & RODRIGUES, BR.M.M.B. — Compara¢io entre métodos de extragio de sujidades em

TABELA 4

Comparacdo entre oz métodos da Pancreating e do Tween-Versene
em percentagem de emostras condenadas

Método da Pancreatina

Método do Tween-Versene

Amoestras contendo

Amosiras eontendo

Amostras Fragmentos de Pélos de Fragmentos de Pélos de
insetos roedores insetos roedores
n.? % n.e % ne % n.° G
Condenadas 26 55,3 14 29,7 21 £4.6 14 21,2
Aprovadas 21 44,7 33 70,3 26 55,4 37 78.8
Total 41 — 47 e 47 e 47 —
TABELA §

Sujidades em farinhas de roscas, colhidas mno coméreie da cidade de
Sdo Poule, extraidas pelo métode de digestio com pancreating

{Continua)

Amostras
n@

Fragmentos
de insetos

Pélos de
roedorss
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(conclusde }

Amostra Fragmentos Pélos de
n.° de insetos roedores
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DISCUSSAO

Verificando os resultados das tabelas 1, 2,
3 e 4 podemos observar gue o métode da pan-
creatina, embora apreseniando os inconve-
nientes apontados na introducio, mostrou
maior sensibilidade do gque o de Tween-Ver.
sene, guando empregados em amostrag-padrio
de farinhas de rosca preparadas no labora-
tério e nag amostras colhidas no comércio,

Dando continuidade & pesquisa de sujidades
em amostras de farinha de rosca colhidag no
comércio, desta vez utilizando unicamente o
método da digestio com panecreatinz, obser-
vamos que, em B4 amostras, 77.7% estavam
contaminadas com fragmentos de insetos e
14,4% c¢om pélos de roedores (fab. 5).

No total das 131 amostras colhidas no
coméreio, 69,49 estavam contaminadas com
fragmentos de insetos ¢ 18,89 estavam conta-
minadas eom pélog de roedores.

Esse resultado j& era esperado, devido as
condigbes de preparo da farinha de roseca.

As sobras de paoc vio sendo armazenadas
nas padariag, para serem transformadas
em farinha; as condigdes de armazenamento,
de um modo geral, sic insatisfatdérias, ocor-

rendo entio a contaminacio da matéria-

prima, fato que é acusado na andlise do
produto.

A farinha de rosca que contém pélos de
roedores é imprépria para o consumo, pois os
pélos saco um indicio de gue a matéria-prima
fol econtaminada com excrementos de roedores,
gue 8o, por sua vez, fontes potenciais de
patégenos,

CONCLUBAC

Pesquisando sujidades em farinhas de rosca,
empregando-se dois métodos de digestdo, o da
pancreatina e do Tween-Versene, concluin-ge
que 0 método da pancreatina é o mais sensivel.

Das 131 amostras de farinhas de rosca co-
mercializadas na cidade de S#c Paulo, verifi-
eou-ge que 69,49 estavam contaminadas eom
fragmentos de insetos, em condigBes higidnicas
insatisfatérias e 19,8% estavam contaminadas
com pélos de roedores, sendo impriprias para
o consumo. Kste fafo leva-nos a concluir gue
as condigdes desse tipe de alimento sfo bas-
tante precirias, sendo necessdrio, portante,
manter rigorose e assiduo controle neste tipo
de proeduto,

RIALAG/59¢

ZAMBONI, €.Q. & RODRIGUES, RM.M.S8, — A comparison of methods for

detection of filth in surplus-bread flour.

13-20, 1985,

Bev, Inst, Adolfo Lutz, 45{(1/2):

ABSTRACT: Filth was detected in 131 samples of surplus-bread flour sold

in the city of Sio Paulo.

Two methods for extraetion of lghi filth: panereatin

and Tween-Versene methods were employed. The pancreatin method seemed fe be
more sensitive. It was found that 69.49; of the samples were contaminated with
ingsect fragments and 19.8% with rodent hairs. The samples contaminated with
ingect fragments and rodent hairs sre obviously improper for human consumption.
The source of rodent hairs was apparently rodent feces which are potential

transmitters of infections.

DESCRIPTORS:

surplus-bread flour, filth, microscopical analysis.
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ZAMBONI, C.Q.; ALVES, HI, & SPITERI, N. — Cascas de semente de cacau
em chocolate em p6. RKev. Inst. Addolfo Lutz, 45(1/2):21-25, 1985,

RESUMO: Foram analisadas 40 amostras de chocolate em pé, adquiridas ne
coméreio da cidade de Sio Paule, a2 fim de se determinar a porcentagem de cascas
de semente de cacau, utilizande o método da contagem de vasos espiralados. Cen-
cluiu-se que todas as amostras continham caseas e que 47,69, das mesmas continha
percentagem de cascas além dos limites {olerades por legislagdes internacionais.
Toi sugerida modificagdo no Cdédigo Brasileiro de Alimentes a fim de permitir um
limite de até 1,759, de caseas de semente de ecacan em chocolate em pd. Esss
tolerdncia poderia ser estendida & massa de cacau e a outros derivados do mesmo.

DESCRITORES:

chocolate em pd, defeccio de cascas de sementes de cacau;

método microscdpico para contagem de wvasns espiralados.

INTRODUGAO

As cascas de semente de cacau (Theobroma
cacao) em massa de cacau e produtos deriva-
dos podem ser acusadas ao exame microsed-
pieo através da presenga de vasos espiralados
e de células pétreas, provenientes do parén-
guima esponjoso do espermoderma 7. % 19,

A legislacdo vigente no Brasil exige ausén-
cia de cascas de semente de eacau em choco-
iate em pb6 & 5. Entretanto, as legislagbes de
outros paises, como Estados Unides e Argen-
tina, toleram nesse tipo de produto até 1,76
e 4%, respectivamente 1. ¢,

A pesquisa de cascas em produtos de cacau
por microseopia & gualitativa, através da
obtengfio da fibra bruta e exame microsedpico
do residuo obtido apés o tratamento com Alca-
lis, segundo o métedo oficial do Ministério da
Agricultura Britdnico? A fibra bruta & cons-
titnida por elementos histeldgicos resistentes
dos vegetais, principalmente por tecidos escle-
renquimsticos, gue s&o os elementos malis
caracterisiicos e mais utilizados para identifi-
cagho microscépica.

No processo tecnolégico a gue é submetida
a semente de cacau, ndo hi possibilidade de

obtencfio de massa de cacau completamente
isenta de cascas. Desse modo, essa impureza
apareceri obrigatoriamente nos produtos deri-
vados de caean, inclusive no chocolate em pé.
Por esse motivo, resolvemos empregar um
método quantitativo, que permitisse verificar
em que condigfes estio os chocolates em pé
guanto & presenca de cascas.

A finalidade deste trabalho foi a de utilizar
um método quantitativo para contagem de
cascas de semente de cacau em chocolate em
pé e verficar se hd possibilidade de fizxarmos
wm limite de tolerineia para essa Impureza,
a fira de propor medifica¢io no Cédigo Bra-
sileire de Alimentos.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 40 amostras de choco-
iate em pé comercializadas na cidade de S#o
Paule, segundo a téenica preconizada em
“Official Methods of Analysis of the Associa-
tion of Official Analytical Chemists”?, com
algumas modificagbes no preparc da amostra,
porque foi necessirio retirar o aglear para
faeilitar a pulverizagio e o desengordura-
mento

* Realizado na Se¢@o de Microscopias Alimentar do Instituto Adolfe Lutz, Sée Paulo, 8. Apresen-
tado no 8.2 Congresso Brasileire de Ciéneias e Tecnologia de Alimentes, Itabauna, 1985,

** Do Instituto Adolfe Lutz.
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MATERIAL E METODO
Material
Tamis 230 mesh, com 13 em de didmetre
Moinho Labeonco n.® 900

Placa de aluminio com 7,7 ecm de didmetro
e 3.3 cm de aitura, com tampa

Gral de vidro com 13 cm de didmetro e
pistilo de vidro

Pincel n.® 10 de nailon com ecerdas de 1,6
a 1,75 ¢cm de comprimento

Cadinho de vidro (6 em de didmetro) com
placa porosa (porosidade média)

Camara de Howard
Equipemento

Microscépio dptico eom aumento de 100
a 400 x

Método

Pese 40 g do chocolate em pd, cologque em
um frasco Erlenmeyer com 60 ml de alcool a
809% para retirar o agticar; feche ¢ frasco
com tampdo de algoddo e leve-o ao banho-
~-maria. Quando o Aleool entrar em ebuligilo,
retire o Erlenmeyer do banho-maria, deixe-o
esfriar e filtre o conteddo em papel de filtro
sob véacuo, Deixe em temperatura ambiente
até gque segue, transfira o material do papel
para um gral, pulverize bem,

Pese 15 g do chocolate em pé do qual ja
foi retirado ¢ aclear; transfira para um Er.
lenmeyver de 100 ml com tamps esmerilhada,
adicione 50 ml de éter e agite cuidadosamente
para extrair a gordura,

Monte um equipamento utilizando um funil
de vidro de i5cm de diimetro, um famis n.®
230 mesch e mm copo graduado de 500 ml de
capacidade. Apéie o funil em um anel, cologue
o tamis no interior do funil e o copo graduado
sob a haste do funil.

Transfira o material do Erlenmeyer para o
tamis. Lave o material do tamis com éler e
deixe secar por cerca de 15 minutos. Cologue
o tamis com o cacau j4 seco sobre a bandeja
do tamis. Force a passagem do material do
famis para a bandeia, utilizando o pineel n.9
10. Transfira o material que restou no tamis
para um gral de 12,5 cm e triture por cerca
de 1 minoto. Transfira novamente o material
para o tamis ¢ forne a for¢ar a passagem do
material para a bandeja, utilizando o pincel.
Repita as trituragbes e pinceladas até que,
praticamente, tode ¢ material tenha passado
através do tamis.

Transfira ¢ material da bandeja, inclusive
pequena por¢ie que tenha sido retida pelo
famis (< 20mg), através do funil para o
copo de 500 ml. Lave o tamis, a bandeja, o
gral, o pistile e o funil com éter, recebendo
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as 4dguas de lavagem no copo de 500 ml. Re-
mova todo o material gue fenha restade nos
utensilios com um bastdo contendo na ponia
um fubo de borracha, lave com éter e recolha
no copo através do funil. Agite cuidadosa-
mente ¢ material do eope, por 10 minutos.
Deixe decantar e despreze o sobrenadante,
Adicione 100m! de éter e repita a extracio.
Cologue o ecadinhe de placa porosa numa
azlongs de vidro e, esta, num aparelhe para
filtragio a vicuo. '

Transfira o material do copo para o ca-
linho, usando éter. Lave duas vezes com cerca
de 35mi de éter e continue a succho até que
seque, por cerca de 20 minutos, Transfira
guantitativamente o materia! do cadinhe para
um gral de vidro e pulverize. Use o bagtie
com exiremidade protegida por borracha para
retirar todo o material da placa poresa.

Transfira o material pulverizado para a
placa de aluminio. Misture bem. Seque em
banho-maria de 10 & 15 minutos para remo-
ver tracos de éter, e coloque a placa em
estufa pelo periode de umsa hora & temperatura
de 100°C.

Pese 0,175 g do material seco e desengor-
Iurado em um béguer de 50ml. Adicione
nidadosamente 12,6 ml de solugio de hidrs-
xido de sédio a 4.

Aquega até a fervura em bicoe de Biinsen
com tela de amianto, em seguida, cologue em
chapa elétrica e ferva por 2 minutos, agitando
freqiientemente., Deixe esfriar e transfira o
material do béquer para um tubo de centri-
fuga, de “Pyrex”, de 2,5 x 10 cm, com peque-
nas porgées de agua. Centrifugue com veloci-
dade de 3.500 rpm até que clareie (cerca de
16 minutos).

Deixe decantar e despreze o sobrenadante.
Adicione Aguz ao tubo até cerca de 2/4 da
eapacidade. Tampe o tubo e agite para que o
residuo fique bem disperse. Centrifugue e de-
cante como anteriormente.

Adicione dgua ac tube até cerca da metade
da capacidade; tampe o tubo e agite para gue
o material fique bem disperse. Transfira a
solugdo para uma proveta graduada de 50 ml
confendo 28 ml de glicering, lavando o tube
com pequenas porgdes de Agus. Tampe a pro-
veta e agite; adicione 25 ml de dgua e agite
novamente. Transfira o material para um
béquer de 30ml de capacidade, agite bem e,
enquanto o material estiver em movimente,
transfira uma pequena gots da mistura para
uma cimara de Howard.

Com o microseéplo ajustado para contagem
de cogumelos (campo de 1,882 mm com aumen-
to de 100x), conte os vasos espiralados com
aumento de 200 x em 25 campos de 8 1dminas
preparadas para cada determinacfo (total de
480 eampos). Considere come campo positive
0 que apresentar gualquer fragmente de vaso
espiralado, mas nenhum gue seia menor que
um 8 ou um Z. Caleule 2 média dos resultadose
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TABELA 1

Velores padrdes de contagem de vasos espiralados

Percentagem do cascas Contagem de vasos espiralados
no eomposto de
chocolate < 15% de caseas > 16% de cascas
o 45 1.5
1 16 58
2 24,4 9,1
3 32,8 132
4 490 16,6
5 47 19,7
8 62,2 2
1t 72,8 34,8
15 83,4 42,4
20 91,1 56,1
30 98,2 82,1
50 — 80,0
100 - 86,8

Fonte: JACKSON, M.M. 58,

considere como percentagens de campos posi-
tivos presentes.

Determine a percentagem de casca no cho-
colate comparando com a curva-padrac prepa-
rada através da contagem de vasos espira-
lados plotada contra percentagens de cascas
de chocolate, conforme mostra a tabela 1. Uti-
lize a coluna de contagem de vasos espiralados
sob a eitacio < 15% de caseas.

Para porcentagem de cascas entre 1 e 15%
{contagem de vasos espiralados entre 16 e
83,4), a férmula seguinte d4 valores compa-

como amostra 0,200 g do material desengor-
durado dilaide em 100 ml de dgua e colocado
em proveta contendo 50 mil de glicerina.

Faga as contagens com aumenio de 200 x.
Constrna a eurva-padrio, utilizando a coluna
de contagem de vasos espiralados sob a cita-
cio > 15% de cascas (ver tabela 1).

RESULTADOS

Os resultados por nds obtidos estio rela-

réaveis 4 tabela 1.

S = (B38P — 1777y + (7048 — 50P)
8 = caseas no composte de chocolate
P = contagem de vasos espiralados

Para amostras contendo percentagem de
cascas maior gue 159 (contagem de wvasos
espiralados malor que 8%8,4), repita as deter-
minagtes pelo mesmeo processo, mas utilizando

cionados na tabela 2.

Utilizando as percentagens de cascas de
semente de cacau obtidas nas amostras ana-
lisadas e comparande-as com a percentagem
do mivel de telerdneia do padride americano,
que é de 1,759%, foi considerada aceitivel a
amostra cuja percentagem de cascas era no
méxime de 1,75, e inaceitdvel a amostra
cuja percentagem de cascas estava acima
de 1,75.
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TABELA 2

Contagem de vasoes espiralades e percentagem de cascos de semente
de cacau em chocolate em pé

Chocolate em pé Contagem de vasos Casgens de semente
amosira espiralados de cacau
n® no %
i 17,5 1,24
2 115 0,68
3 29 24T
4 30 2,59
B 30 258
6 27,5 229
7 18,5 1,33
8 i3 1,28
g 30,5 2,65
10 34 3,09
11 i85 1,83
12 23 179
iz 30 2,59
14 27,6 2,2%
15 33 296
18 30 2,59
17 19,5 1,43
18 16,56 1,14
19 13 6,82
20 15,6 1,04
21 46,5 4,93
22 43,5 4,44
23 48,5 5,44
24 50,5 5,82
25 14 0,51
28 28,5 1,54
27 14 1,38
28 21,6 1,64
29 20,5 1,54
3¢ 19,5 1,43
31 12 0,78
32 11 9,68
32 41 4,08
34 44,6 4,60
35 19 1,48
36 21 1,68
an 30,5 2,85
38 26 2,13
29 20 1,50
40 21 1,60
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Classificando, de acorde com o critério
exposto na p. 23, as unidades de aceitiveis e
inaceitiveis, encontramos os resultados apre-
sentados na tabels 3.

TABELA 3

Classificagio das amostras de chocolate
em pd, comparendo com o8 padries
miternaciongis fivados de 1,759 de

cascas de semente de cacou

Nimero

Amostras e percentagem
aceitiveis 21 (52,5}
inaceitaveis 18 {(47,6)

CONCLUSAQ

Em vista dos resultados obtidos, verificou-se
que 52,6% das amostras analisadas continham
percentagem de caseas de cacau dentro dos
limites fixados de 1,75%. Das amostras anali-
sadas, 47,6% estavam em desacordo com esse
padréo. Por esse motivo, sugerimos que seja
modificada 3 norma téenica relativa a cho-
colate, constante nas Normas Téenicas Espe-
ciaig Relativas a Alimentos e Bebidas 8, vigente
no Brasil, substitvindo a exigéneia de ausén-
cia de caseas em chocolate em pé para uma
tolerncia de até 1,756%, de acorde com os
padrées internacionais. Esta tolerénecia fam-
bém pode ser estendida & massa de cacau e
a outres produtos derivados de cacau.

RIALAG/501

ZAMBONI, C.Q.; ALVES, H.I. & SPITERI, N. — Presence of cocoa.seed shells

in powdered chocolate,

Rev. Inst. Adelfo Lutz, 45(1/2):21-25, 1985,

ARBSTRACT: 'The method of gpiral-vessel ecount for cocoa-seed shells was

applied to 40 commercial samples of powdered choeolate.

The counts disclosed that

52.5% of the samples met the 1.95% limit for shell content permitted hy interna-

tional food standards.

It iz suggested that the Brazilian legislation could tolerate
up to 1759 cocoa-seed shells in chocolate,

DESCRIPTORS: chocolate, powdered, cocoa-seed shells detection; microscopic
spiral-vegsel count method.
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ZAMBONI, €.Q.; ALVES, H.IL; SPITERI, N, & RODRIGUES, R.M.M.§, — Par-
ticulas metdlicas em farinha de trige. Rev. Inst. Adolfe Lutz, 45(1/2}:27-29,
1988,

RESUMO: Foram analisadas 460 amostras de farinha de trigo, recolhridas no
coméreio da cidade de S#o Paunlo, nas diferentes fases de processamente, com a
finalidade de pesquisar particulas metdilieas, Constafou-se gue 43,689 das amostras
nio apresentavam particnlas metdlicas, 28,049 apresentavam de 1 a 58 filamentes,
27,61% apresentavam de 1 a 50 grénules, 8,709 apresentavam de 51 a 100 granules,
1,74% de 101 a 150 gréinulos e 6,529; das amostras apresentavam niimers de
grianulos metdlicos major gue 150. Em 16,009 das amostras foram enconirados tanto
grénulos como filamentos metdlicos, Concluiu-se que a presenca de particulay meta-
licas na farinha traduz as condigGes de conservagio e tecnologia dos moinhes. Fei
enfatizade que a presen¢a de pariiculas meiélicas em alimentes pode causar riseo

potencial 4 sande.

DESCRITORES:

farinha de trigo, detecgdo microscdpica de particulas metilieas.

INTRODUCAO

A produgdo e o processamento de muitos de
nossos alimentos envolvem peneiragio, corte,
pulverizacio e ¢ contato com superficies metd-
leas, o gue nos faz prever que haja aiguma
contaminacio com particulas metdlicas.

Em um levantamento feito por SELBY?®
(1954), em 147 inddstrias de alimentos, veri-
ficou-se que o0s coniaminantes mais freqilen-
temente encontrados em matérias-primas e
nos produtos finais eram particelas meta-
ileas, predominantemente o ferro.

CHATT? {(1564) relatou que as causas malis
ecomuns de contaminacio eram o desgaste da
maquinaria — principalmente durante opera-
¢bes de peneiragiio, a laminagfe, o ajuste
de juntas e ligacles e s perda de parafusos.

Em 1972, CUNNINGHAM? realizoun um

estudo em virios tipos de produtos, utilizando
um métode no qual as particulas metdlicas’

eram isoladas por atracio magnética, medidas
e pesadas. Relatou a presenga de particulas
metaliess nas farinhag de trigo, irige inte-
gral, centeio, avein, milho, germe de trigo,
arroz, cacau, chocolate ¢ em outros tipos de
alimentos,

No ano de 1978, na cidade de S#o Paulo,
houve uma dentincia, feita por funciona-
rios, sobre a contaminhacio da farinha de
trigo produzida pelo moinhe em que traba-
thavam, De fato, ac analisarmos g farinha,
censtatamos a presenga de grande guantidade
de particulas metilicas ferromagnéticas. Des-
de esta ocorréncia até meados de 1984,
temos analisade trigo em grio e farinha,
pesquisando particulas metdlicas.

A finslidade deste trabalho fol a de anali-
sar farinhas de trigo, nas varias fases de
processamento, a fim de verificar a presenga
de particulas metilicas. Estas podem ser pro-
venientes nfdo 86 do equipamento {moinho)
como também de matéria-prima mal prepa-
rada pars a moagem.

* Realizade na Se¢io de Micrescopia Alimentar do Institute Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP. Apresen-
tado no 4.% Congresse Brasileiro de Farmiecia ¢ Bioguimica e 592 Congressc Paulista de Farma-

céuticos, SZo0 Paulo, 1385,
** Do Instituto Adelfo Lutz.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 460 amostras de fari-
nha de trigo, colhidas nos moinhos da cidade
de S8o Paulo, nas varias fases de processa-
mento.

Gs métodos de andlise foram os precouni-
zados pelo “Official Methods of Analysizs of
the Association of the Analytical Chemists’t
e o dag Normas Sanitdrias Pan-americanasf,
para sujidades pesadas, em gque sdo usados
cloroférmio e tetracloreto de carbono como
meios de sedimentacio, e que detalhamos a
seguir:

“Pese 50 g de amosira em um béguer de
250 ml. Adicione cloroférmic até faltar cerca
de 1 em para completar a capacidade do reci-
piente. Misture cuidadosametne ¢ deixe sedi-
mentar durante cerca de 30 minutos, agitando
a superficie do Hquide de ver em guando.
Cuidadosamente, decante a camada de cloro-
férmio, de modo que o residuo de sujidades
pesadas permanega no funde do béguer. Antes
de decantar, observe se a camada superficial
cloroférmica mfo ficou tdo compacta de medo
a tornar dificultosz a operacéio.

“Dobre o volume do material gue ficou no
béquer com igual volume de tetracloreto de
carbono; deixe sedimentar novamente e de-
cante, como na etapa anterior. Repita este
processo usande como meio de sedimentacao
mistura de cloroférmio e tetracloreto de car-
bono em partes iguais, até que reste pouce
teeido vegetz! no fundo do béguer. Transfira
o residuo do béquer para um papel de filtro
de 7 em de difmetro, tendo linhas paralelas
riscadas a uma distinels de B mm entre si,
lave com jatos de cloroférmio e tetracloreto de
carbono, filtre a vécuo. Depois de secar
o papel 4 temperatura ambiente, examine-o
a0 mieroscépio estereosedpico.”

Foram consideradas positivas as amostras
que apresentavam particulas magnéticas e,
conforme o aspecto, as particulas foram deno-
minadas filamentos ou grinulos. Estas par-
ticulas também foram medidas e econ-
das 5. 7, 10,

RESULTADOS

0Os rtesultados obtides da anilise de parti-
culas metdlicas em farinha de ftrige sfo
exemplificados nas tabelas 1 e 2, de modo a
complementar as Informacfes j& expostas no
ttem anterior.

TABELA 1
Particeulas metdlicas em farinha de trige
Amestras
Particulas
metélicas no o,
Auséncia 201 43,69
Filamentos 58 iz81
Grénulos 127 27,61
Grinules e filamentos 74 16,02
Tatal 480 106,00
TABELA 2
Aspecto e tamanhe de particules metdliens em 480 amostras de farinhe de trige analisadues
Amaostras de farinha de trigo com
pah;,(;ei‘laas filamentos granulos
metdlicas (14 mm) (03 mm)
N Yo N.e o
1ab0 129 28,04 127 27,61
51 a 106 0 0,00 iT 3,76¢
101 & 150 B 0,00 8 1,74
> 150 o 0,00 36 8,52
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DISCUSSAO E CONCLUSAQ

Diante dos resultados obtidos na andlise
das farinhas de trigo, fol feita uma inspegéo
nos moinhos da cidade de Sac Paulo, pela
Divisdo de Alimentagio Puébliea. Verificou-gse
gue os resultados obiidos em laboratério tra-
duziam as condigbes dos moinhos. Os que se
encontravam com egquipamento adeguado, per-
feito, e que utilizavam eletroiméis, tanto no
inicio, como no fim da moagem, produziam
farinha de trige em que ndoc foi constatada
& presenca de particulas metalicas,

Foi demonsirade gue as particulas de ferro
maiores do gue G,01 mm nio sio tic bem
absorvidas pelo intestino guanio as menores
do que 0,01 mm. Isto pode indicar que as
particulas de ferro ndo sio completamente
dissolvidas pelo sueo gastrico no esiémago e
podem passar através do infestino ecomo par-
ticulas sélidas 6,

N#o se sabe, ainda, se particulas de ferro
menores que 1,5 mm de comprimento podem
penetrar nas paredes do trate digestivo
do homem. Foi demonstrade que fibras de
asbesto maiores que 0,023 mm de compri-
mento passam através das paredes do trate
digestivo, entram na eorrente circulatdria,
e vao se localizar em Orglos vitais+,
As fibras de asbestos, eniretanto, sfio mais
ponteagudas do que as particulas metdlicas e
tém talvez maior possibilidade de furar as
paredes intestinais. Entretanto, o grau de pe-
netragio de particulas metdlicas na mueosa
intestinal deve ainda ser pesguisado.

Podemos conciuir gue as farinhas de trigo
estio contaminadas com particulas metélicas,
que essa contaminacio pode causar risco po-
tencial & saude ¢ gue, portanto, a fizcalizacgéoc
dos moinhos deversd ser continua e rigorosa,
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ABSTRACT: The presence of ferromagnetic particles was searched for in 460
gamples of wheat flour, Particles were found in 58.31% of the samples, of which
28049, contained from 1 to 50 metal filaments; 27.61% of the samples had 1 to 30
metal granules; 3.76% from 51 to 160 grapules; 1.749, coniained 10F to 150
granules; and 8.5629% of the samples showed more than 150 granules. In 16.89% of the
samples, both granules and filamenis were detected. The resulis place in evidence

the type of technolegy employed by mills,

Attention is called to the potential

pathogenic effect of metal particles for human beings,

DESCRIPTORS:

wheat flour, metalic particles, microscepical detection.
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RESUMO: ¥Foi realizado um estude de prevaléneis do antigeno de superficie
da hepatite B enire 17.401 doadores de sangue, através das reagdes de radioimu-

noensaio e hemaglutinagio passiva reversa.

Os resultados obtidos foram, respeeti-

vamente, de 1,29% e 1,18% com uma concordincia de 89,149 entre as duas téenicas

empregadas.

Em 13§ amostras positivas para o antigeno de superficie da hepatite B, foi
feita 2 pesquisa do antigeno “e” da hepatite B e do anticorpo correspondente,
através da técnica de imunodifusfo em gel de agarose, com uma positividade de

7,29, para ¢ antigeno e 28%; para o anticorpo.

N&o se observou nenhum casze

positivo parz ambos os marcaderes numa mesma amostra.

Fntre os soros negativos para o antigeno de superficie da hepatite B, foram

selecionadas quafrocentas amosiras a fim de se determinar a freqiiéncia dos anti-
corpos conira o antigeno de superficie da hepatite B e o antigeno “core” da
hepatite B, através da reacgfio de radioimunocensalo, Verificon-se nessa amostragem
gite 7,259 possuiam somente anticorpes contra ¢ antigeno de superficie da hepatite
B, 4,59 apenas anticorpos contra o antigeno “core” da hepatite B ¢ 10,59 apresen-
tavam ambos os marcadores.

Um estudo mais cuidadose deveria ser realizadoc com o3 soros pesitives, apenas
para o anticorpo contra ¢ antigeno “core” da hepatite B, j4 que ainda se questiona
sobre os riscos que eles representam na transmiss3o da hepatite B pés-transfusional.

DESCRITORES: hepatite B, antigeno; hepatite B, anticorpo.

INTRODUCAO

A transfusfo de sangue constitui uma das
maneiras pela qual a hepatite B & transmi-
tida.

A utilizagiio de testes de terceira geracio,
comoe a hemaglutinacio passiva reversa

** Do Instituto Adolfo Lutz.

(HAPR) e o radicimuncensaio (RIE), para
a pesquisa do antigenc de superficie da hepa-
tite B (AgHBs) no sangue de doadores, dimi-
nuiu acentuadamente o risco de transmisso,
porém nfo o eliminou totalmente. Tal fato
ocorre devido & baixa concentracéo do AgHBs
{<2ng/ml) existente em alguns soros ou A
presenca deste antigeno sob a forma de imu-

* Realizado na Secie de Imunologia do Instituto Adolfe Luty, S#c Paule, 8P,

*#%  Da Hemoterapia Modelo — Servicos Médieos §/C Ltda., Sio Panlo, SP.
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nocomplexos nio detectiveis pelos testes
usuais, LANDER et aliitt ¢ HOOFNAGLE
et alii ¥, verificaram gue alguns soros que
apresentavam o anticorpo contra o antigeno
“eore” da hepatite B (anti-HBe¢), na ausén.
cia de AgHBs, eram capazes de transmidir a
infecgho a seus receptores. Por cutro lado, a
presenca do anticorpe contra o AgHBs (anti-
~-HBs) seria indicativo de baixo risco para a
ocorréneia da hepatite B pds-transfusional
{GOLDFIELD et alii4).

Fm relagdo aos soros positives para o
AgHBs, tem se observado que esies apresen-
tam ums maior infeecciosidade gquando apre-
sentam o antigeno HBe, ao conirario dos
soros com anti-HBe. Diferentes traba-
thos 4. 3% tém demonstrado a importineia
deste sistema antigeno-anticorpe como indiea-
dor de riseo de transmissic do virug da
hepatite B. Sendo assim, os individuos por-
tadores assintométicos do AgHBs, quande
apresentam o antigenc HBe, tém grandes pro-
babilidades de transmitir o virus a seus
contactantes.

Diante disso, foi realizado um estudo para
se determinar a prevaléncia do AgHRBs, bem
como dos demais mareadores soroldgices da
hepatite B, entre os doadores de um RBaneo
de Sangue da cidade de S&o Paulo.

MATERIAIS E METODOS

Amostragem

a) 17.401 sores provenientes de um
Banco de Sangue da cidade de SHo Paulg,
colhidos no periodo de abril de 1980 a dezem-
bro de 1981, nos guais fol pesquisada a pre-
gsenga do AgHBs por radicimunoensaio (RIE)
e hemaglutinacio passiva reversa (HAPR).

b) 400 soros, selecionados ao acaso,
entre og soros AgHBs negatives, para avalia-
¢do da fregiidneia de anti-HBs, utilizando as
técnicas de hemaglutinacio passiva (HAP)
e radioimuncensaio ¥; e de anti-HBe por
radicimunocensaio **,

¢} 139 soros AgHBs positives, para a
pesquisa do antigeno “e” da hepatite B
{AgHBe) e seu respectivo anticorpo (anti-
-HBe), por imunodifusic em gel de agarose
(IDGA) segundo técnica descrita por TAKA-
HASHI et aliiis,

Antigeno

AgHBs proveniente de soros de portado-
res assintomdtices, purificado por cromato-
grafia de afinidade em Sepharose 4B, ativada
com brometo de cianogénio 2. 7,

Anti-sores
Anti-HBs proveniente de:

a} Soro hiperimune de cavalo e purifi-
cado por cromatografia de afinidade em
Sepharose 4B37.

b} Soro hiperimune de bode, parcial-
mente purificado por preecipita¢io com sulfato
de aménio.

Radioimunoensaio para detecgdo de
AgHRBsg ***

Foram utilizadas, como fase sélida, pérolas
de poliestireno adsorvidas com anti-HBs de
bode. O reagente radioativo fol obtido atra-
vés da marcacio de anti-HBs de cavalo com
1251 peloc método da Cloramina T (GREEN-
WOOD et alii §), sendo 0 ensaio realizado de
acordo com a téeniea deserita por PURCELL
& BARXER 14,

Hemeglutinagdo passiva reversa ***

Para detecgio do AgHBs: hemdicias de car-
neiro, fixadas com glutaraldeido e sensibiliza-
das ecom anti-HBs purificado, de acordo com
a téenica descrita por EKIMURA et alif o,

Hemaglutinacio passiva pora detecodo
de anti-HBsg ***

Os soros foram diluidos em placa de micro-
titulagho na razio log 2, paralelamente em
tampio diluente e tampio inibidor, contende
0 antigeno especifico. Posteriormente foram
adicionados nos alvéolos hemscias de carneiro
fixadas com glutaraldeido e sensibilizadas
conforme a téeniea de IMAT et alii8 com
AgHBs purificado.

Apds duas horas de incubacio precedeu-se
4 leitura, onde os soros foram considerados
positivos, quando havia uma diferenca de, no
minimo, duas casas entre os titulos da reagdo
propriamente dita e da inibigdo especifica.

RESULTADOS

Em 17.401 soros testados para o antigenc
de superficie da hepatite B, encontrou-se uma
positividade de 1,279 (211 sores) através da
técniea do RIE e 1,18% (187 soros) pela
HAPR, conforme demonstra a tabela 1. Ja a
tabela 2 revela uma correlaciio entre a HAPR
e o RIE de 89,149%. O AgHBs ndo foi detec-
tado em 24 amostras, guando empregada a
téenica HAPR, confirmando a sua menor sen-

* Conjunte de reagentes AUSAB, Abbott Laboratories, North Chicago, IIl, EUA.

*+ (onjunte de reagentes CORAB, Abbott Laboratories, North Chieage, Ili, EUA,
**% Todos os reagentes foram produzides na Se¢fo de Imunologia, do Institute Adolfo Lutz, Sio

Paulo, SP.
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sibilidade em relagdo ao RIE, entretanto de-
monstrou ser uma téenica com alta especifi-
cidade, j4 que nao detectou nenhum caso falso
positive.

Na amosiragem citada no item b, a pes-
guisa de anti-HBs, por RIE e por HAPD,
apresentou 21 (5,25%) soros positivos saira-
vés das duas téenicas e b0 (12,69 ) positivos
somente pela téenica RIE, com uma concor-
dincia de 29,6% (tabela 3). A alta espe-
cificidade também foil demonstrada pela HAP,
sem a ocorréncia de casos falso-positivos.

Na tabela 4, verificou-se a ocorrénciz de
anti-HBs e anti-HBe, pesquisados por RIE,
onde se observou gue 7,259 (29 soros) foram
positivos somente para anti-HBs, 4,59% (18
80T08) positivos somente paraz anti-HBe e
10,56% {42 soros) vpoesitivos para ambos os
marcadores.

Na pesquisa do AgHBe e anti-HBe, em 139
soros positivos para AgHBs, pela téenica de
IDGA, 7,29 dos soros foram positivos para
o antigenc e 289 positivos para o anticorpe,
nao sendo observado nenhum c¢ase positive
para os dois marcadores simultaneamente
(ver tabela B).

TABELA 1
Pesquise de AgHBs, em 17401 sores de doadores de um banco de sangue, pelas téemicas de
RIE ¢ HAPR
Boros positives Boros negativos
Técnicas n.? {%%) n.t (%)
RIE 221 17.180
(1,27 {98,78)
HAPR 187 17.204
(1,18} (98,873
TABELA 2
Comparagio dos métodos de RIE ¢ HAPR em 231 soros para pesguisa de AgHBa
Amostras HAPR (+) e RIE (4} HAPR{—3) e RIE (+) Total
Numero 197 24 221
Porcenfagem 89,14 10,86 100
(~-) o= positiva (-} == negativa
TABELA 3

Comparagedo das téenices de RIE ¢ HAP poara pesquise de anti-HBs em 400 soros de
wm banco de sengue

HAP
Soros Saros
positivos negativos Total
Ne o (%) N (%)
Sores
positivos 21 (5,25 56 (12,50} 7L (17,76}
No
RIE N
Soroes
negativos 0 {0%) 3286 (82,28 329 (82,25)
Ne o (%)
Total 21 (5,25} 319 (94,75} 400 (100)
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TABELA 4

Qcorréncia de anti-HBs e anti-HBc em 400 soros de doadores de banco de sangue através
da técnica de radiotmunoenseio

ANTI-HBs
’ Sores Soros Total
positives negatives

ANTLHBe n® (%) 5o (%) n® {o}

Positivo n.° (9} 42 18 60
{10,53 (4,5) (15,0}

Negative 1.2 (9%) 29 311 340
{1,25) (77,76) (85,0)

Total n. (%) 71 329 400
(17,75} (82,25) (160)

TABELA 5

Pesquisa do AgHEBe e aniti-HBe em 139 sorcs AgHRBs positivos de doadores de baneco de

sangue por tmunodifusdc em Gel de Agarose (IDGA)

Seros positivos Soros negativos
l6ha 1o (%) ne (%)
Ag HBe i0 129
(7,2) (92,83
Anti-HBe 39 100
(28,0) (12,0}
DISCUSSAO traram uma positividade de 0,759 para &

A presente pesquisa reveste-se de grande
importéncia devido, principalmente, a escas-
sez de dados correlatos publicados em nosso
meio. ANTONACIO !, em 1971, utilizando as
reagbes de imunceletroforese cruzada (IEC)
¢ IDGA, encontrou uma prevaléneia de 0,85%
de antigeno Au e 0,059 de anti-Au entre
17.748 doadores de sangue nioc remunerados
e 1,189 e 0,09 respectivamente, em 1.146
doadores profissionais. PEREIRA & CALLA-
DO 15, em 1972, estudando 2.081 doadores de
sangue da cidade do Rio de Janeiro, encon-
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antigeno Au através da IEC e 0,389 por
IDGA. Em 1075, ROSEMBLIT et alii 6 de-
tectaram o AgHRBs em 0,219 de 22.473 doa-
dores do servige de hemoterapia do Hospital
Servidor Publico Estadual da cidade de Séo
Paulo, utilizando a téenica de IEC. YOSHIDA
et 21ii%%, em 1979, enconfraram uma preva-
i8neia de 2,059 de AgHBs e 7,609 de anti-
-HBs através da téenica de hemaglutinacho
passiva reversa e hemaglutinacfo passiva,
em 185 soros de individuos de rac¢a branca,
na cidade de Londrina (PR). Em um estu-
do sobre a distribuicfioc de marcadores sorolé-
gieos da hepatite B entre doadores de sangue
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da América Latina '3, encontrou-se uma pre-
valéncia de 2,19 para o AgHBs e 27,6 para
o anti-HBe, empregando-se a téeniea de RIE
e 26,7% para ¢ anti-HBs utilizando a reagioc
de hemaglutinagio passiva, em 1022 amos-
tras provenientes do Brasil, Entretanto, tor-
na-se dificil a comparacgioc desses dadoz devido
3 variacio da origem da amostragem e da
diferenga na sensibilidade das tfécnicas em-
pregadas.

A prevaléncia do AgHBs e de anti-HBs
encontrada em nossa amosiragem fol de
1,87% e 17%,75%, respectivamente. De acordo
com DEINHARDT & GUST 3, estes resultados
colocam-nos num padrio de prevaléneis inter-
medidria compardvel & que ocorre em regibes
como Japio, Rassia, Sudoeste Asidtico, Medi-
terrfineo ¢ Europa Oriental.

A discordéncia observada entre a reagfo de
HAPR ¢ o RIE estd de acordo com o espera-
de, j& que os portadores assintomiticos apre-
gsentam antigenemia por longos periodos, e de
modo geral ndc em nivels baixos, J4 a alia
discordéncia observada entre as reagoes de
HAPR e RIE (29,89 em favor desta diti-
ma, na pesquisa do anti-HBs, pode ser expli-
cada pelo fato de o anticorpe ndo permanecer
indefinidamente nos mesmos niveis no sangue
circulante, tornando-se indetectiavel com o de-
eorrer do tempo. Desta maneira, 2 HAPR néc
seria capaz de detectar o anti-HBs no inieio
e na fase final de seu aparecimento.

Nos soros AgHBs positives, fol reslizada
a pesquisa do AgHBe e anti-HBe que detee-
tou 7,29 e 28%, respectivamente. O indice

de soros positivos enconira-se provavelmente
subestimade devido & baixa sensibilidade do
método empregado. Seria conveniente a wutili-
zagio de reacdes mais sensivels, como o RIE,
gque detecta esses marcadores em mais de
909% das amostras.

O AgHBe é tide como um importante indi-
cador do grau de infecciosidade do sangue ' 18,
o que torna recomendével uma maior atengdo
aos portadores deste marcador, devide a malor
probabilidade gue apresentam de estender a
infeecedo aos seus contactantes.

Regentemente, alguns autores 612 observa-
ram a transmissio da Hepatite B por indivi-
duos portadores de anti-HBe na auséneia de
AgHBs e anti-HBs, o que os levou a preco-
nizar a triagem dos deadores para anti-HBe,
como forma de reduzir a incidénecia da hepa-
tite B pés-transfusional. Nesse caso, seriam
eliminados o5 soros gue apresentassem apenas
anti-HBe, sem o anti-HBs, uma vez que a pre-
senga deste tltimo indica indices reduzidos de
transmisséc do patégeno.

Em nosso estude observamos uma prevalén-
cia de somente 4,5% de soros nesta situacéo.
Porém, torna-se difieil gvaliar a fase da
infecgdo em que esses individuos se encon-
tram: inicio da convalescéncia e infecgdo erd-
nica (eom possibilidade de transmissfio).

Contrastando com os dados normalmente
registrados na literatura pertinente, encon-
tramos uma malor percentagem de anti-HBs
(17,75%) em relacio zo anti-HBe (15%).
Tal fato seri motivo de estudos posteriorves.
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ABSTRACT: A study of the hepatitis B surface antigen (HBsAg) prevalence
was carried out in 17,401 bloed-bank donors from the city of Sido Paulo using
radioimmuneassay (RIA) and reverse passive hemagglutination (R-PHA) tesis. The
results were 1.279% and 1.139%, respectively, with a correlation of 89.149% between

the two technigques,

Detection of hepatitis Be antigen (HBeAg) and the respective

antibody {anti-HBe) was made in 138 HBsAg positive seras by means of agarose
gel immunodiffusion test (AGID), A pesitivity of 7.2¢% for the antigen and 289
for the antibody was obtained. The presence of both markers in the same serum
specimen was not observed. Four hundred specimens were selected among the
HBsAg negative sera to study the prevalence of the antibody against HBsAg
{anti-HBs) and hepatitis B core antigen (anti-HBe) by radicimmunoassay. The
results showed that 7.25% were positive for anti-HBs only, 4.59% for anti-HBe,
and 10.5% showed both markers. A more careful study of sera positive for anti-HBe
only, would be necessary since it iz still guestionable whether these specimens
may represent » transmission risk for the post-transfusion Hepatitis B.

DESCRIPTORS:

hepatitis B, antigen; hepatitis B, antibeody.
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RESUMO: Foram realizadas provas de hemaglutina¢io passiva em amostras
géricas de 189 pacientes com leptospirose, distribuidas guanto ao periode decorride
apbs inicio dos sintomas. Os resultados foram comparados aocs obtidos com a prova
de referéncis, a sorcaglutinag¢fio microscépica. A hemaglutinacio passiva revelou,
na primeira amostra examinada, maler niimero de resultados positivos, estatistica-
mente significante, a nivel de 1%, no intervale de 6 & 10 dias de doenga, guando

comparada & soroaglutina¢io.
provas foram saceites como iguais,

Nos demais intervalos, os valoves diagnésticos das
(s resultados sugerem que a prova de hema-

glutinagio passiva pode ser empregada ne acompanhamento soroldgico, come subsidie
no estabelecimento do estdgio da infecgfio leptospirdtica.

DESCRITORES:
nac¢do passiva,

leptospirose humana, imunodiagndstico;

prova de hemagluii-

INTRODUGCAO

O confronto de métodos utilizados no diag-
néstico da leptospirose humana se faz neces-
sario A medida em gue se deseja incorporar
4 pritica novas provas, atendendo-se 3 ade-
gquagdo dos iaboratérios.

Em estudos anteriores 8.7, tivemos a opor-
tunidade de verificar gue h4 associagfo entre
oz resultados obtidos com a prova de hema-
gintinacio passiva (HAP) e eom a prova-
-padriic recomendada pels QOrganizacio Mun-
dial de Sadded, a soroaglutinacdo microscépica
(SAM).

SULZER et alit® avaliaram a prova de

HAP no diagnéstico da leptospirose humana
e nio chegaram a concluir a respeito da

prova mais adequada em cada estiagio da
doencga.

Neste trabalho estudou-se a prova de HAP
comparativamente & SAM, em amostras séri-
cas de pacientes com leptospirose compro-
vada clinica, epidemioldgica ou laboratorial-
mente, tendo como objetives: wverificar seu
valor diagnéstico em diferentes intervalos de
dias de doenga e avaliar sua contribuicio no
acompanhamento sorolégico da infeegdo lep-
tospirdtica,

MATERIAL E METODOS
Seros analisados

Foram analisadas amostras séricas de 189
pacientes com leptospirose, internados no Hos-

*  Realizade no Institute Adoifo Lutz, Sic Paulo, SP.

%% Do Instituto Adelfe Lutz.

##% Do Ingtitnto de Satde, Sio Paulo.
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pital de Jsolamento Emilic Ribas de Sio
Paule, no periodo de janeiro a abril de 1983.
As informagdes a respeife da ecomprovagio
eliniea, epidemiologica ou laboratorial, bem
como a data do inicic dos sintomas, foram
obtidas no Centro de Informagbes de Satde
do Estado de SAc Paule. Duas ou mais
amostras de 105 pacientes foram utilizadas
na andlise da evolugio dos titulos.

Soreaglutinacde micrescépica

A prova de soroagiutinacio microscépica
foi realizada com 9 sorotipos patogénicos e 1
saprofita, conforme deserito em RIBEIRO
et alit’. Foram eonsiderados significativos
titulos maiores ou iguais a 100, denominados
positivos. Para o acompanhamento soro-
logico foram considerados os titulos obtidos
nas reaghes com os sorotipos presumivelmente
homslogos.

Hemaglutinagfo passive

A prova de hemaglutinaco passiva foi
realizada empregando-se eritrécitos de car-
neiro fixados com glutaraldeido e sensibili-
zados com antigeno polissacaridico® F, do
sorotipo patoe Patoc I, conforme metodologia
descrita em RIBEIRO et olif®. Foram consi-
derados significativos, mencionados como po-
sitivos, os titulos maiores ou iguais a 128,
bem como os casos com diferenca de duas ou
mais diluigles entre duas amosiras seriadas.
A sistemdtica para a interpretagiio dessa
prova foi alicercada nos pariimetros de con-

cordincia e sensibilidade, deseritos em BUCK
et alii?,

Andlise estatistico

Na andlise estatistica dos resultados obtidos
eom as provas sorolégicas, aplicou-se o teste
de duas proporgies para populagbes nio inde-
pendentes. No estudo da evolugfo dos niveis
de anticorpos obtidos nas provas de HAP e
SAM, caleulou-se a meédia geométrica dos
titulos para cada intervalo de dias de doenga,
conforme mebodologia descrita em AMBROI-
SE-THOMAS.

RESULTADOS

Considerou-se, para efeito de anélise, a so-
roaglutinagho mieroscdpica como padrée. Os
pacientes eom sorologia positiva nesta prova
foram designados “comprovados laboraforial-
mente”. Desse modo, dos 189 pacientes anali-
sados por ambas as provas, 152 (80,429}
foram comprovados laboratorialmente e ape-
nas 37 (19,584 ) foram confirmados somente
através de dados clinicos e epidemiolégicos
compativeis com a leptospirese (tabela 1).

A sensibilidade das provas de HAP
e SAM fol de respectivamente 79899% e
80,42¢; e a concordincia entre ambas foi de
88,89%.

Na tabela 2 encontra-se a distribuicioe dos
152 pacientes, indicando-se o intervale de
tempo decorride desde o infcio dos sintomas
até a primeira sorologia positiva.

TARELA 1

Distribuigdo dos pacientes segundo as conclusbes diagnésticas obtidas nas provas de HAP
¢ SAM, apds acompanhamento scorolfgico

HAP Fositiva Negativa Total

SAM n® (%) n? (%) ne (%)
141 i1 152

Positivo (74,6) (5,32) (80,42)
10 27 37

Negativo (5,29) (14,29) (19,58)
Total 151 58 189
(79,89) (20,11) (100)
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TABELA 2

Distribuigio dos pacientes com leptospirese, segunde o intervale de dias da doengs em gue foi
acusada a primeira sorologia positive nas provas de SAM ¢ HAP

Intervalo
(diag)
15 6 - 19 11-—35¢ 1620 21 —2h| 26--30] 31— 35 = 36 Total
Positividade
HAP ¥l 26 3 i — o —- 32
Precoce
SAM ] 6 2 —_ 1 1 o 1 17
Simpltdnea 14 55 14 11 [ 3 3 1 183
Total 23 21 18 12 8 4 3 2 152
(w) =z N&o houve pacientes neste intervalo.

Verificou-se que em 103 casos (67,76%) a
positividade sorolégica ocorreu simultanea-
mente nas provas de HAP ¢ SAM. Em 232
pacientes (21,05%) a prova de HAP ante-
cipou resultados positivos em relaciic & SAM,
enquante que em 17 casos (11,18%:) a SAM
antecipeu szorologia positiva.

Aplicando-se ¢ teste de proporgbes para
eada intervalo, encontrou-ge gue no intervale
de 6 a 10 diaz de deen¢a as duas provas nio
podem ser consideradas iguais, ao nivel de
significdneia de 19 com 1 grau de liberdade
(X% = 6,635 e U, = 7,475).

Na tabela 3 estdo representadas as médias
geométricas dos titulos de anticorpos obtidos
nas provas de HAP e 8AM em cada intervale

de dias de doenga. Cumpre lembrar que as
dilvigées dos soros foram realizadas somente
até 1/4.096 na prova de HAP ¢ 1/12.800 na
SAM, devido serem estas diluices utilizadas
na rotina lsboratorial. Foram analisadas
amostras coletadas até o méxime de 35 dias
em virtude de ndo se dispor de némerc sufi-
ciente de sores, apds esse periodo,

Conforme ilustrado nas figuras 1 e 2, veri-
ficou-se que houve ascencio dos titulos obtides
na prova de HAP até o intervalo de 11 a 15
dias, tendendo & manutengic ou gueda nos
pericdos subsegfientes. A prova de BAM,
por sua vez, apresentou titulos com tfen-
déneia crescente em todos os intervalos ana-
lisados.

TABELA 3
Digtribuicde da média geométrica dos titulos oblidos nas proves de HAP ¢ SAM em cada
tntervalo de dias de doenca
Intervale
{ dias )
Média 3B 6 — 10 13— 156 18 e 20 21— 28 6 - 30 31— 35
geométrica
dos titulos
HAP B,49 253,24 628,21 523,97 490,93 279,17 290,38
SAM 3,98 44,19 120,25 362,90 349,81 1181,45 2058,63
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DISCUSSAQ

No presente estudo, avaliando-se a prova
de HAP, comparativamente &4 prova de SAM,
encontrou-se alto grau de concordincia
(88,89% ) apés seguimento sorclégico dos
189 pacientes. Quanto & sensibilidade da
HAP, concluin-se que esta prova detectou
corretamente 79,809 dos casos confirmados
de leplospirose, valor esse muito préximo ao
obtido na prova de SAM (80,429%).

Em investigacio inieial”, objetivando ana-
lisar a prova de HAP, pesquisou-se em 38 pa-
cientes eom leptospirese, onde os critérios de
positividade para as provas de HAP e SAM
foram, respectivamente, titulos == 32 e == 200.
Congiderou-se, posteriormente, que os valores
entfo adotados foram muito rigorosos para a
prova de SAM e muito abrangenies para a
HAP, fatores esses que conferiram & prova
de HAP precocidade diagndstica no periodo
de 2 a 10 dias apés o inicie dos sintomas.

Num segundo estudo® que abrangeu amos-
tras séricas de 192 pacientes, nZo houve pre-
cocidade em nenhuma das provas, possivel-
mente devide & falta de informages a
respeito do tempo decorride apds o inicio dos
gintomas,

A andlise dos regultados obtidos na pre-
sente investigacfio permitiu verificar que, no
intervalo de 6 a 10 dias, a prova de HAP
apresentou nimero superior de resultados po-

sitivos, estatisticamente significante, quando
comparada 4 SAM. Deste modo, pode-se con-
cluir que a prova de HAP foi 2 mais indicada
para o diagnéstico de infecgfio leptospiréiica
nesse intervale. Outrossim, para os demais
intervalos, o valor diagndstico de ambas as
provas sorologicas foram aceitos como iguais.
Cumpre informar, entretante, que o nimero
de exames realizados no periodo de 6 a 10
dias foi zuperior aocs demais, o que permite
supor que com o aumenio das amostras nos
diferentes intervalos poder-se-ia identificar
outros pericdes gque destacassem o emprego
mais adequado de uma das provas.

No acompanhamento sorolégico dos pacien-
tes com leptospirose, a prova de HAP demons-
trou titulos em manutencio ou declinio j4 no
intervalo de 16 a 35 dias de doenca, enguanto
nesse perfodo os titulos da SAM tendiam &
ascencdo, Conclui-se, pois, que os resultados
da prova de HAP, aliados aos aspectos elini-
cos, constituem melhor subsidic, comparativa-
mente & SAM, no estabelecimento da fase
evolutiva da doenga leptospirdtica.
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ABSTRACT: Passive hemagglutination test was performed in sera from 18%
patients suffering from leptospirosis. Sera were distributed into groups according

to stages of illness,

The results were compared with those obiained from the
reference test {micrescoplic agglutination test).

At the sixth to tenth days of

iliness, the largest number of positive results in the first sample were demonstrated
by hemagglutination tesi, statistically significant at 19 level, The results suggest
that passive hemagglutination test can be employed for serological follow-up of the

various stages of leptospirosis.

DESCRIPTORS:
nation test.

leptospiresis, human, immunodiagnesis;

passive hemaggluti-
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RESUMO: Amostras de trés marcas de leite pasteurizado tipo B, comerciali-
zadas na eidade de Sio Paulo, foram analisadas pelo méiodo da cromaiografia em
fase gasosa com deietor de capiura de elétrons, a fim de avaliar os niveis de
residitos de pesticidas organociorades. Foram coletadas frinta e seis amostras no
anc de 1980 e doze em 1981, A finalidade destas andlises foi & de verificar o
efeite, nos aitimos anos, das medidas regulamentares de defensivos agricolas adotadas
em nosso Pais, sobre oz residuos de pesticidas organociorados no leite de vaca e
também comparar os noves resultados com os cbtidos anteriormente, dorante og nnos
de 197F a 1979. Em 1880, esses valores variaram de 0,02 mg/kg a3 6,70 mg/kg
e de 0,00 mg/kg & 0,22 mg/keg para HCH total e somatiéria de DDT, respectiva-
mente. Em 1981 a variacfo oscilou entre 0,10 mg/kz a 0,33 mg/kg e &,00 mg/kg
a 0,10 mg/kg para HCH total e somatéria de DDY, respectivamente, O prifico das
medianas apresentow vglores mals sltos em 1980 para HCH em relagio aos de
1979 e i981; o mesmo aconieceu para a somatfdria de DDT, mas apenas na amostra
A, representande uma estabilizagiio desses residuos nas demals amosiras. Das amos-
tras analisadas em 1981, 509 revelaram niveis baixoy de Dieldrin, percentagem
inferior aos 72% do ano anterior. Todos os valores citadog foram calenlades na

gordura do leife.

DESCRITORES:

leite, determinacéo de residuos de pesticidas organoclorados;

pesticidas erganociorados em leite, residues, determinacgho.

INTRODUQAO

Incidentes relativos ao uso de substineias
quimicas no meic ambiente fregiientemente
ocorrem como resuyitado das atividades huma-
nas. Tais substincias quimicas, nas quais se
incluem os pesticidas, podem passar para 08
alimentos por acidente, ou durante o manuseio
ou processamento,

Como parte de sua responsabilidade para
assegurar a sadde publica da populagdo e

*%  Ido Institute Adolfo Luts, Sio Paunle, 5P,

sendo o Centre Colaborador do Programa
conjunte FAO/OMS para Monitoramento da
Contaminacfe de Alimentos e Racgbes, no
Bragil, o Instituto Adeifo Lutz vem investi-
gando os pesticidas em alimentos, hi varios
anes, e digeutindo os progressos feifos pelo
SeB uso.

Nestes tltimes anos varias medidas de
reguilamentacio tém sido tomadas em nosso
Pais em relacdio ao usc de pesticidas ergano-

* Realizado na SegSo de Aditives e Pesticidas Residuais do Institute Adolfo Lutz, 840 Paule, SP.
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clorados, visando diminuir, assim, os residuos
desses produtos nos alimentos.

Em 1978, LARA, et alii ® determinaram ni-
vels de pesticidas organceclorados, em leite de
vaca, para comparacio com os obtidos nos
levantamentos realizados por ALMEIDA &
BARRETTO!L, em 1971.

Com o deeréscimo nos niveis de FICH total
e o aparecimenio de DDT em relagio as
amostras analisadas em 1971, decidiu-se dar
continuidade a esses levantamentos para veri-
ficagho das tendéneins desses nivels. Foram
coletadas, na cidade de Sio Paule, amostras
de leife pasteurizado tipo B, das marcas mais
populares, duranie os anos de 1980 e 1581,
que representam parte do leite consumido pela
populagho,

Das diferentes marcas de leite tipo B ana-
lisadas em 1879, uma foi extinta do mercado
e por isso o estudo foi realizado apenas com
as trés marcas restantes. O fato de se terem
encontrado peguenas variagdes nos niveis estu-
dados em 1880 e em face da restricio finan-
ceira passada pelo laboratério em 1981, ini-
ciou-se a anilise de amostras trimestraimente,

MATERIAL E METODO

Amostras de leite pasteurizado tipo B de
mareas conhecidas, designadas por A, B e
G, foram coletadas mensalmente no coméreio
de Sao Paulo, durante o ano de 1880 {36
amostras) e trimestralmente em 1981 (12
amosiras).

O método utilizado e as condiedes analiticas
foram descritos por LARA ef 2lii®s, com modi-
ficagdo em uma das colunas utilizadas no erp-
matdgrafo a gis. Para a cromatografia em
fase gasosa foram utilizados dois aparelhos: o
eromatégrafo CG 370 com coluna de vidro
espiralada de 1/4 de polegada de didmetro
interno e 6 pés de comprimento, com fase
estaciondria de 1,69% OV-17 + 1,95% QFI em
Chromosorb WHP 100 a 120 mesh e o Croma-
tégrafo Varian Aerogtaph 2100-00 com coluna
de vidro em U de 1/4 de polegada de difime-
tro internc ¢ 6 pés de comprimento com fase
estaciondria de 256% QF-1 + 2,59 DC-200
em Chromosorh WHP 100 2 120 mesh.
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RESULTADOS

As tabelas 1 e 4 rednem os dados obtidos
mensaimente de residucs de pesticidas orga-
noclorados de janeiro a dezembro de 1980 e
trimestralmente em 1981. As tabelas 2, 3, 5
e 6 retiinem oz valores de HCH total, soma-
toéria de DDT e respectivas medianas.

Nas amostras analisadas foram detectados
HCH em 1009% (1980 e 1981) pp’DDE em
94,4% (1980) e 91,69 (1981); Dieldrin em
729 (1980) e 509% (1981) e HCB em 91.6%
(1981).

Em 1980, oz valores variaram de 0,02 a
8,74 mg/kg para HCH total, e de 0,00 a
0,22 mg/kg para somatério de DDT. Em 1981,
a variacdo oscilon de 0,10 a 0,35 mg/kg para
HCH total e de 0,00 a 0,10 mg/kg para
somatéria de DDT.

Oz valores das medianag foram mais altos
em 1980 para HCH em relacio aos de 1979 ¢
1981, o mesmo acontecendo para a somatéria
de DDT na amostra A.

Todos oz valores foram ecaleulados na gor-
dura do leite para facilidade de comparacle
com os permitidos pels legislacio e com os
dados anteriores ® calenlados na gordura.

Para o cédleulo de ingestio de pesticidas
organoclorados através do leite, os valores
deveréo ser recaleulados em funcio dos teores
de gordura {cerca de 49%) o gue reduzira
esses niveis de residuo na ordem de 1:25.

Comparando oz resultados obtidos em 1980
e 1981 com og de 1979 5, constata-se o apareci-
mento de Dieldrin, em niveis baixos, represen-
tando uma nova contaminacio ambiental, pro-
vavelmente devido ao use de Aldrin, uma vez
que o Deildrin teve seu registro cancelado em
19756+, O Aldrin é metabolizado a Dieldrin no
organisme animal? e é recomendado para o
tratamento de toletes de cana-de-agicar, apli-
eaco no suleo de plantio e no controle de
cupins ¢ formigas®. A presenca de HCB 4
explicada pelo fato de gue talvez ndo tenha
gido detectado anteriormente por problemas
analiticos, pois a separaciio de HCB e alfa-
HCH ndo & econseguida em alguns tipos de
colunas. Os resultados encontrados demons-
tram uma alteragio no quadro de residuos de
pesticidas organoclorades em leite de vaca no
periodo de 1979 a 1981,
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TABELA 1

Residuos de pesticidas organoclorados mg/kyg (ppm) na gordura do leite em 1930

Amostra A
{Continua )}
Percen-
Més tagem HCB o-HCH y-HCH B-HCH pp'DDE op'DDT pp’DDD pp’DDT Dieldrin
de gordura
Janeiro 3,7 8,00 4,15 0,063 022 0,04 0,00 0,02 082 8,01
Fevereiro 3,3 0,00 0,14 0,06 0,12 0,07 0,60 0,09 0,08 0,01
Margo 3.4 4,50 3,11 8b 0,156 5,04 0,00 1831 0,03 0,00
Abril 34 0,00 0,15 0,02 0,19 0,08 0,06 2,01 0,61 0,01
Maio 3,2 0,60 4,13 0,02 012 8,06 0,00 0,01 0,061 0,02
Junho 34 0,60 4,06 001 0,09 0,02 0,00 0,01 0,80 801
Juiho 3,1 6,00 0,23 4,01 4,23 6,66 0,00 0,80 0,06 0,08
Agosto 3,7 0,00 0,24 0,01 0,25 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00
Setembro 34 0,08 0,17 0,01 0,18 0,02 0,00 8,60 0,00 0,00
Qutubro 34 0,06 0,07 0,01 0,22 0,66 0,00 0,00 0,01 0,00
Novembro 3,1 6,00 0,25 6,05 0,45 4,04 04,00 0,60 0,02 0,04
Dezembro 3,4 0,00 0,08 0,01 6,04 4,08 0,00 0,60 0,03 0.0
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Niveis de HCH total,

TABELA 2

mglkg (ppm), na gordure do leite em 1880

Amostra | Médiana | Janeiro | Fevereiro | Marco Abril Maio Junko Julho Agosto | Setembro | Outubro | Novembro|Dezembro
A 0,32 0,40 0,32 0,81 0,35 0,27 0,16 0,47 0,660 0,31 0,03 0,74 0,13
B 0,19 0,18 0,13 0,18 6,10 0,18 0,26 6,38 0,35 0,31 8,19 0,02 0,23
C 0,21 0,15 0,18 0,31 6,13 0,13 4,54 0,39 0,08 0,25 0,45 008 0,26
TABELA 3
Niveis de £ DDT, mg/ky (ppm), na gordura do leite em 1980
Amostra | Médians Janeiro | Fevereiro Mareo Abril Maio Junko Julho Agoste | Betembro| Outubro! Novembre! Dezembro
A 0,07 4,08 0,22 0,08 0,05 0,07 0,03 4,06 0,02 0,02 0,07 . 0,06 0,09
B 4,04 0,08 0,05 6,04 004 0,03 0,01 0,06 0,02 0,03 0,01 0,00 0,08
C 4,04 0,04 0,06 0,i2 0,65 0,08 0,01 8,05 0,02 0,03 0,03 0,00 0,04
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mg/Kg I
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0,24 e
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FIGURA — Medianas de HCH total ¢ £ DDT, nas trés marcas de leite amalisadas, duranie os
anos de 1979, 108¢ e 1981.
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TABELA 5
Nivels de HCH total, mg/kg(ppmj, ne gordure do leite em 1981
Amostra Mediana 12 Trimestre | 2° Trimestre | 3.2 Trimestre | 4% Trimestre
A 8,15 0,16 0,11 0,14 0,32
B 0,14 0,10 0,27 0,18 0,14
¢ 0,20 8,18 0,82 0,80 0,13
TABELA &
Niveis de £ DDT, mg/kg(ppm), na gordure do leite em 1931
Amostra Mediana 1.2 Trimestre | 2° Trimestre | 32 Trimestre & Trimesire
A 0,56 4,04 0,10 0,07 0,04
B 0,04 0,04 0,04 0,00 0,05
G 0,08 6,04 0,03 0,02 0,02
CONCLUSAQ importancia este tipo de controle pois, além

Apesar da falta de continuidade decorrente
da earéncia de recursos no monitoramento dos
niveis de organoclorados em leite, é de grande

de novos fatos serem detectados, pode-se
avaliar, assim, o efeite da legislacfo
sobre © wuse dos organoclorados nos anos
futuros.

RIALAG/595

LARA, W.H.; BARRETC, HH.C. & INOMATA, ON.K. — Levels of onganechlorine
pesticide residues in pasteurized milk seld in S&oc Paule City between 1880 and
1881, Rev. Inst. Adolfe Lutz, 45(1/2):43-52, 1985,

ABSTRACT:

Samples of three commercial brands of grade B pasteurized milk

were collected in Sfoc Paule city, of which 36 were collected in 1980 and 12 in
1981. AH samples were tested for the presence of residues of organochlorinated

pesticides by using gas-liguid chromatography with electron-capture detector.

The

levels of residual pesticides ranged from 0.02 mg/kg to 0.70 mg/ke for total HCH

and from 0.00 to 0.22 mg/kg for DDT summation,

In 1981, the ranges were 0.10

to 0.33 mg/kg for total HCH and 0.08 fo 0.10 mg/kg for DDT summation. The
plot of medians showed higher values for HCH in 1980 compared with 1981 and
the previously reported values for 1979. Low levels of Dieldrin were detected

in 929 of the 1980 samples and in 50% of the 1981 samples.

calculated in milk fat.

DESCRIPTORS:

All values were

milk, determination of organochlorine pesticide residues;

organochlorine pesticide residwes in milk, determination.
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RESUMO: Em fevereirc de 1982, foram colhidos 180 soros de 180 habitantes
da cidade de Sio Paule, de difsrentes grupos etdrios, e realizadas titulages de
anticorpos inibidores da hemaglutinacdo para os virms da influenza tipos A e B,
Os resultades obtidos com a estirpe A/Swine/Iowa/15/30 (H,N,) em pessoas do
grups etiric acima de 60 snos, e A/PR/8/34 (H,N,), no grupo etério de 40 a 49
anos, revelaram percentagem elevada de sores positivos, determinados per infecgfo
priméria anterior por estes virus ou variantes. Nos resultades obiides com a
estirpe A/Kumamoto/37/79 (H,;N,), a elevada percentagem de sorps positives foi
observada em habitantes dos grupos etérios de 15 a 12 snos e 40 a 4% anos,
ingicando que cada grupo sofren infeccfo priméria pelo subtipe H,N, em 1977 ¢
de 1947 a 1857, respectivamente.  virus antigenicamente relacionado ao subtipo
H.N, nio cireuloz na populacio estudada desde a sua ultima pandemia ocorrida
em 1857, Quanto a4 positividade de soros para os subtipos HN,, A/Banghkok/1/7%
(H.N.) ¢ A/Shiga/114/82 (H,N,) esta se deveu provavelmente &s reagfes cruzadas
enire as variantes antigénicas desse subtipo {(H,N.). A variante de influenza
antigenicamente relacionada a B/Shiga/1/T1 e B/Kanagaws/3/786 circulou em S&o
Paule nestes @itimos anos. Porém, os resultados obtidos com a estirpe B/Shiga/75/81
demonsiraram percentagens de soros positivos e médias geoméiricas baixas, signifi-
cando gue nenhuma varianie relacionads a essa estirpe, até o momentoe, circulou

nesta populacio.
DESCRITORES:

virus da influenza, tipes A, B; anticorpos contra o virus

de influenza, fregii®ncia em habitantes da cidade de Sdo Paulo, Brasil, 1882.

INTRODUCAO

O virus da influenza, responsével! por infec-
cdo respiratéria no homem, causa infecgdes
esporadicas durante o decorrer do ano, geral
mente no inverno. Apresenta-se na forma de
surtos epidémicos e, eventualmente, pandémi-
cos. S3o0 conhecidos trés tipos imunologica-
mente distintos do virug: o virus da influeza
tipo A, gque além de infecedc humang pode
causar infecedo nos animais, ¢ os tipos B e
C, que 86 causam infecgfes humanas.

Nas epidemias causadas pelo virus da
influenza A em seres humanos, alta inci-

dénecia é enecontrada ne grupo etario de 5 a
14 anos, sendo mais freqiiente no grupo etirio
de & & 9 anos de idade. Em relacio ao virus
da influenza tipo B, sua incidéneia é seme-
thante & wverificada para o virus tipo A,
porém, o virus tipo B destaca-se por causar
surtos localizados, principalmente em eriancas
de idade eseolar e, esporadicamente, em adul-
tos 1%, JA4 o virus da influenza tipo € rara-
mente causa epidemias.

¥ historicamente constatado que a epidemia
da gripe espanhola, ocorrids durante os anos
1018 a 1919, foi causada pelo subtipo H.N,
que cireulou até 1983. Em seguida, outra epi-
demia, causada por outro subtipo, predominou

*  Realizado no Instituto de Satde Publica e Meio Ambiente da Provinein de Shigs, Japdo.

#*x Do Instituto Adolfo Lutz, S%0 Paule, SP.

%%  Dg Institute de Satde Piblica ¢ Meio Ambiente da Provincia de Shiga, Japdo.
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entre os anos 1934 a 1946 e, posteriormente,
a epidemia da gripe italiana, eausada ainda
por outre subiipe H,N,, grassou durante
0s anos de 1947 a 1956, No ano de 18557 sur-
gin um novo subiipo, o H.N., causando a
pandemia denominada gripe asiitica, que
circuloun até 1967. Em 10868, surgin oulra
pandemia causada agora pelo subtipe H.N,,
que até o momento tem cireulado com formas
de novas variantes por todo ¢ mundo, No ano
de 1977, fol registrada a epidemia da gripe
russa 9. 11 eausada pelo reaparecimento do
subtipo H)N, Os subtipos H,N, ¢ H.N: con-
tinuam em cireulaciio na populacie mundial,
causando epidemias em formas de novas
variantes antigénieas® 8 13,

No Brasil, PEREIRA et aliib verificaram
que a presenca de anticorpos inibidores da
hemaglutinacio para os virus da influenza em
soros de indios do Xingu, eclhidos em 1968
e 1987, fol sensivelmente mais baixa gue nas
populactes eivilizadas., Em soros colhidos em
1969, estes autores obtiveram uma percenta-
gem de 72,89 de soros positivos com titulos
elevados e média geométrica igual a 55,2%
para a variante A/SP/101/68 (H.N.), mos-
trando claramente a infecgio desta populagio
indigena por esta esiirpe,

Em 1867, CANDEIAS & PEREIRA 2 estu-
daram a intensidade da acho da variante
A/Hong Kong/68 (H:N:) sobre a populacio
da cidade de Sic Paule, Brasil, verificando
que trés quartos da populacio aduita adqul-
riram a infec¢io algum fempo apds o apare-
cimento da variante, sendo que a maloria
destes foi infectada no primeiro ano de preva-
iéncia deste virus.

No ano de 1975, ANRAXU et aliif estu-
daram a circulagiio dog virus de influenza na
populacdo infantil das cidades de S3o Paule
e Mogi das Cruzes {(Brasil), concluindo que
a variante A/Engl/42/72 (H:N:} era a gue
estava circulande com malor intensidade na
£poca.

Em 1976, TAKIMOTO et alii 12, estudando
a freqténcia de anticorpos em habitantes da
cidade de Sie Paulo, verificaram que as pes-
soas nascidas antes do ano de 1926 possuiam
anticorpos na proporgic de 63,39 para
A/Swine/Wiseonsin/1/67 (HiN:.) e 87%
para A/Mayo Clinic/103/74 (H.N.). Fol veri-
ficado, também, que cerca de 42% da popu-
lagéo apresentava anticorpos para (A/SP/
2/96 (HN:), responsdvel pelo surto epidémico
da influenza ocorride naguele ano.

No ano de 1882, CHAVES & NASCI-
MENTO 3 determinaram anticorpos para irés
amostras de virus da influenza A em socros
coletados no Rie de Janeiro, entre os anos
de 1976 a 1980. Verificaram que anticorpos
para A/Victoria/8/76 {(H,N.) foram encon-
trados em maior proporgio, durante 1976, um

* Reheis Chemical Company, Kankakee, i1, USA.

*+ DIFCO, Detroit, Michigan, USA.

ano apds o seu aparecimento em nosso meio.
A freqléneia da deteecfio de anticorpos para
A/Texas/1/77 (H:Ng) foi muito baixa, ha-
vendo pouca evidénela de que este virus
tenha circulade amplamente. Anticorpos para
A/USBBR/90/97 (HuN:) estavam ausentes em
soros de pessoas no grupo etario de 20 anos
em 1976 e 1977.

Este trabalho cobjetivon determinar a res-
posta imunolégica da populac¢io de Sie Paulo,
em relagdo ac virus da intluenza tipe A e
tipo I.

MATERIAL E MeTODOS

Em fevereiro de 1982, foram colhidos, amo
acase, na Secdo de Colheita de Material do
Instituto Adolfo Lutz, Sao Paule, 8P, 180
soros de 180 individuos de diferentes grupos
etarios, residentes na cidade de S&c Paule.
Estes ndo apresentavam sinais ou sintomas
de quadro clinico respiratéric e recorreram a
Instituicio para realizar exames laboratoriais
diversos, As amostras de soros foram sepa-
radas em oito diferentes grupos etdrios: 0 a
4, 5 a9, 10 a 19, 20 a 29, 30 a 39, 40 a 49,
50 a bBY e individuos acima de 60 anos. O
nimero de soros para cada grupo foi respee-
tivamente 11; 15; 25; 28; 26; 25; 32 e 18
A propor¢io geral de homens para mulheres
na amosira fol de 1:2,4. As amostras co-
ihidas no Instituto Adolfo Lutz foram envia-
das ao Instituto de Sautde Piablica e Meio
Ambiente da Provincia de Shiga, Japo, para
serem estudadas.

As solugses diluentes utilizadas foram:
solugiio de NaCl a 0,859, para lavar e sus-
pender as hemdcias de galinha, e solucho
tamponada por veronal (VBS) com 29 de
albumina bovina (fracdo V) *, mais 0,59 de
gelatina ** a 19, para diluir os soros e os
antigenos.

As hemdeias de galinha sempre foram co-
lhidas no mesmo dia em gue se realizou a
reacdo, sendo lavadas no minimo trés vezes
com solugdo NaCl a 0,85%. A suspensiieo a
4% fot padronizada pelo método da cianome-
ta-hemoglobina 4.

Os antigenos utilizados foram: A/Swine/
Iowa/15/30 (HTN]) H A/PR/8/34 (H1N1) H
A/Kumamote/37/79 (H,N,): A/Adachi/b/57
(H.N:); A/Bangkek/1/79 (I.N.) e B/Kana-
gawa/3/76 ***. Além destes antigenos, utiliza-
ram-se A/Shiga//114/82 (H.N.), B/Shiga/
1/71 e B/Shiga//75/81, que foram isclados e
produzides no Instituto de Sadde Puabliea e
Meio Ambiente da Provincia de Shiga (Ja-
péo). Esses tltimos antigenos por nés prepa-
rados ne Japdo foram produzides na cavidade
alantéide de ovos embricnados. Os liguidos

***  Penka Institute of Biological Science, Tokye, Japan.
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alantéicos eolhidos foram concentrados a 20.000
ypm, inativados com formalina a i09% e esta-
bilizados com glicerina a 10%. Todos os anti-
genos foram guardados a 4°C e sempre
tituiades no dia da realizacio do teste para
s determinacio de 4 unidades hemagluti-
nantes de antigeno (UHA) em 0,025 ml

Reacido de inibigio de hemaglutinacdo

Os soros foram tratados com *“Receptor
destroying enzyme” (RDE) * a fim de retirar
o8 inibidores inespecificos encontrados nos
soros humanos. A cada volume do soro a ser
tratado foram adicionadog trés volumes de
RDE (100 unidades de RDE por ml}, que,
em seguida foram incubados em estufa a
temperatura de 37°C, per uma neite, No dia
seguinte, o soro tratade foi inativade em
banho-maria a 56°C, por uma hora e, em
seguida, foi adicionado a ele uma gota de
papa de hemécias de galinha. Apds agitagio
vigorosa, foi colocado em banho de gelo a 4°C,
pelo periodo de 15 minutos. Finalmente, o
soro foi eenirifugado a 1500 rpm por 16
minutos ¢ o sobrenadante fol utilizado como
soro diluide a 1:4.

A reacio de infbicio de hemaglutinagio fol
realizada em microplacas permanenies com
fundo em U. Os soros foram diluidos eom
tampio VBS ¢ as diluicbes feitas a partir de
1:4 até 1:512 no volume de 0,025 ml com o
apareiho de diluigho automadtica **. Aos soros
diluidos nas microplacas foram adicionados
0,025 ml de antigeno de inflwenza econtendo
4 UHA/0,025 ml. A mistura fol deixada &
temperatura ambiente por uma hora e, em
seguida, nela colocados 0,05 ml de suspensiio
de hemaeias a 0,49. Apéds agitaciio das pla-
eas e incubagio & temperatura ambiente, foi
realizada a leitura depois de uma hora. Foram
realizados simultaneamente o controle do soro
diluido a 1:4 e econirole da suspensfio de
hemécias a 0,4%. A diluigio inicial do soro
fol considerada 1:16, pois a ele foram adicio-
nados 0,025 ml de antigeno e 0,05 ml da sus-
pensdo de hemdciaz., O titule de anticorpos
inthidores de hemaglutinacio fol definido como
a dftima diluicfio do soro que inibin completa-
mente a atividade hemaglutinante do antige-
no. Com as titulacbes dos anticorpos inibidores
de hemaglutinacio para os virus da influenza
tipos A e B em soros de individuos de dife-
rentes grupos etdrios, caleulou-se a percents-
gem de soros positivos a partir do titulo igual
ou malor que 16 e, paralelamente, a partir
de igual ou maior que 64.

RESULTADOS

As percentagens de soros positivos para es
virus da influenza tipos A e B, ¢ a média
geométrica dos titulos de anticorpos, estio

representadas nas figuras 1 e 2 das piginas
56 e B7.

Em relacio & estirpe A/Swine/Towa/15/30
{H:N:), o grupo etirio de individuos acima
de 60 anos apresentou 88,99 (27.2) *** de
soros positives, No grupo etdrio de 50 a 59
anos a percentagem foi menor que 169%.

Com a estirpe A/PR/B/34 (H:N.)} obti-
veram-se, nos individuos acima de 40 anos,
84,49 (259) a 100% (272) de soros positi-
vos €, nos grupos etirios abaixe de 39 anos,
as percentagens observadas foram menores
que 38,4%. )

08 resultados com a estirpe A/Kumamoto/
37/79 (H.N,) revelaram oue em todos os
grupos etdrios as percentagens de soros posi-
tivos foram acima de 53,39, sendo que, nos
grupos etdrios de 10 a 19, 30 a 3% ¢ 40 a 49
anos de idade, as percentagens foram mais
elevadas, isto &, 929 (27), 9289 (2%4%) e
1009 {27}, respectivamente.

Quando usamos a estirpe A/Adachi/B/57
{H.N;}, os resultados obtidos em individuos
com idade acima de 20 anos apresentaram
percentagens elevadas de soros positives, va-
riando entre 93,89% (283) e 1009 (298}, No
grupo etdrio de 10 a 19 anos a percentagem
foi de €09, (268) e, em criancas abaixo de 9
ancs, a4 percentagem foi de 13,3% (24).

Com a estirpe A/Bangkek/1/7¢ (ILN.)
observamos gue todos os grupos etdrios de-
monstraram elevadas percentagens de soros
positivos entre 81,89 (25%) e 1009% (284).
Entretanto, os resultados com a variante
recentemente isolada em Shiga (Japéoe}, deno-
minads A/Shiga/144/82 (H.N.}, revelaram
que nos individuos pertencentes aos grupos
etirios de 10 a B9 anos as percentagens
obtidas foram baixas, isto &, entre 509, (24F)
e 70,89 (258), Lm criangas com idade abaixo
de 9 anos e, em adultos acima de 60 anos, as
percentagens obtidas com esta estirpe foram
26,39 (275) e 89,19 (268), respectivamente.
As percentagens de soros positivos para &
estirpe A/Shiga/114/82 {H.N,} em todos os
grupos etdrios foram menores gue as apresen-
tadas pela estirpe A/Bangkok/1/79 (H:N.),
sinda que as médias geoméiricas dos titulos
de anticorpos sejam elevadas com estes dois
antigenos.

Os resultados obtidos com as estirpes do
virug da influenza tipo B constataram que,
com o antigeno B/Shiga/1/71, os individuos
dos grupos eférios entre 10 ¢ 39 anos e
acima de 60 anog apresentaram percentagens
de soros positives que variaram entre 61,5%
(247 a 89,39 (299). Em outros grupos etéi-
rios, de 0 a 9 anos e 40 a 49 anos, as percen-
tagens obtidas com este antigeno ficaram
entre 0 e 329 (25%). Por outre lado, com a
estirpe do virus B/Kanagawa/3/76 os resul-
tados revelaram que os individuos eom idade

* Takeda Pharmaceutical Company LTD., Osaka, Japan.
**  Cooke Engineering Company, San Mateo, Califérnia.

*x&*  Média geoméirica indicada entre parénteses,

55



ISHIDA,

M.A.; SAK.AKIBARA, 5.; YOKOTA, Y. & YAMAGUCHI, A, — Fregiiéncia de anticorpes

para o8 virss da influenza tipos A e B, em habitantes da cidade de S#o Paulo, Brasil, em 1982

Rey, Inst. Adelfo Lutz, 45(3/2):53-5B3, 1985,

A/ Swine/iowa/ IS/730{M N} AIPR/ABZI4E (H N} A/RKumamoto /37 /78 (H Ny
100 - - - .
; -
50 S EAN - ST A
‘ , [ P
. ! iy , L
A ' B . ; S
80 / , / - /,/\ \/
S/ ‘ / /
W 40 / - ¢ ! I
S Ry ]
Z a0+ S - ST / -
- e o
- - T ———— -
@ [ i e a T t i [ s s [ b ] 1 v ; toa
&)
o
A/Adacht /3 /5T {HaNpt A/Berngkok /LT3 HaNy) ArsShiga /114782 (HylNp)
w100 o Pt e e - e -
o J/”)‘_nm\/‘/ . - -
& o0 Y. ' B -
< // /\ e
“ s0 . - / e - P
- r‘i’r \ ,_7/ ,[ e ~ .
o 40 1 -~ \// - / -
’
PR
= 2o 4 - - ™ "‘\\/
= \\/‘
4]
a | ' : i i l 1 I i § i 1 : I I ; 1 | t !
}.—-
-
(3} .
O BFShigalis T B/ Konagowa/3/76 B/ Suigo /75 /8]
® 100 4 - -
l
a. P
80 - .
/
80 - i - -
’ PR
i K .
40 - -
20 - - P .
- ~ ST
N 4_/\\_///\\-/ /’/*\"m.,/ -
é’m cln T ; T T T T ¥ T T L T 7 ¥ T El T
P o @ ®» O o o o » Q
se 7 Fp T e ID22 2050 1722w
¢ o o o o A 6 & & & 4 A e a & & & 4 ¢
- & ek > o o o O j
© w NooMmow B 2 oA o, e o® Al
GRUPOS ETARIOS (ANDS)

________ T{TYLO DE SOROS » 16
TiTULC DE S0R0S » 64

FIGURA 1 — Percentagem de soros positivos

pazra

virus de influenza tipos A(H,N,), A(HN,),

A{MN;) e tipo B em individuos de diferentes grupos etirios da cidade de Sio Paulo,

Brasil, 1882,

acima de 5 anos exibiram percentagens de
soros positivos gque variaram enitre 21,9%
{251) e 559 {294}, percentagem menor gue
a apresentada com a estirpe anterior. Os re-
sultados em relacdo a estirpe B/Shiga/75/81
revelaram gue todos os soros testados apre-
sentaram percentagens abaixeo de 249 (24%%),

Os resultados obtidos nas reacdes de inibi-
¢io de hemaglutinag¢fo, guando consideramos
08 goros positivos com titulos igual ou maior
que 64, apresentaram, de modo geral, parale-
lismo aos obtidos guando consideramos o8
sorog positivoes com titulo igual ou maior
que 16. Este paralelismo foi evidente na maio-
ria das estirpes de virus da infiuenza tipos

56

A e B usados, nio sendo, entretanto, evidente

quando os titulos dos soros testados foram
baixes,

DISCUSSAQ

Nossos resultados constataram jque em pes-
soas com idade acima de 60 anos, nascidas
antes do ano de 1922, a percentagem de soros
positivos para a estirpe A/Swine/Towa/15/30
(H.N,) fol de 88,97% (272}, achados esses
semelhantes aos anteriormente relatados por
TAKIMOTO et alii 2 com estirpes relacio-
nadas,
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A alta percentagem de soros positivos
encontrada nos grupos etarics de 40 a 49 e
50 a 59 anos (1009%) frente & estirpe A/PR/
8/84 (H,N,) significa que fedas as pessoas
desta populacio estudada adaguiriram a infec-
¢io na sua infincia per oceasifio da epidemia
desta estirpe,

Estudos realizados em Sioc Paulo por TA-
KIMOTO et alii’3, durante os anos de 1876
a4 1978, mostraram que houve o retorno do
subtipo H:N, que circulou nos anos 1947 a
1957, porém, o virus recém-isolado A/Br/11/78
(H.N;) revelou-se diferente do protdtipo
A/FM/1/47 (H.N)) e da estirpe A/USSR/
80/77 {HiN,} que prevaleceu em outros paises
na mesma &poca.

A estirpe A/Kumamoto/37/78 (H.Ny), uti-
lizada neste trabalho, isolada mno Japéo,
apresenta pequena variachc antigénica em
relacdo &s estirpes A/Br/11/78 (H:N:) e
A/USSR/90/77 {H:N,) 1. Os soros de indi-
viduos dos grupos etdrios de 10 a 19 e 40 &
49 ancs apresentaram percentagens elevadas
de soros positivos para a estirpe A/Kuma-
moto/37/79 (H:N,} e a média geométrica dos
titulos de anticorpos foram elevadas em tedos
os grupos etarios, demonstrando que os indi-
viduos destes grupos responderam com titulos
elevados de anticorpos aos diferentes virus
da infecedo priméria do subtipe H.N.. Isto
é, individues de 10 2 19 anos infectaram-se
quando houve o reaparecimento deste subtipo
ne ano de 1977 e os do grupo etdrio de 40
a 49 anos adquiriram a infeccio durante a
epidemia iniciada no ano de 1847, As eleva-
das médias geométricas encontradas em todas
as idades demonstram claramente que este
subtipe continua circulando na populagio.

Oz resuitados obtidos com a estirpe A/Ada-
¢hi/5/87 (H:N:) revelaram gue ag percenta-
gens de soros positivos encontradas foram
elevadas (60 a 1009%), assim como as médias
geombtricas dos titulos dos anticorpos (286 a
288) nos individuos acima de 10 anos, corres-
pondendo 4s pessoas que adguiriram a infec-
¢ao durante a pandemia por este subtipe, no
ano de 1957. Na figura 1, considerando as
percentagens dos individuos com soros posi-
tivos de titules igual ou acima de 64, podemos
observar c¢laramente gue este subtipo ndo pre.
valeceu mais na populagiio desde a suas Glima
pandemia.

No ano de 1968, surgiu o subtipo HN,,
gue causou a pandemia da gripe chamada
Hong Xong e, desde entfo, semelhantemente
ac que acontece com o subtipo HNi, o sub-
tipo H.N, continua cireulando em formas de
novas variantes antigénicas, em diversas
populagbes 6 7. 10, 13,

J4 na cidade de Sao Paulo, no ano de 19786,
ocorreu um surto de influenzas de proporgdes
congiderdveis, causado por virus antigenica-
mente relacionado ao A/Vietoria/3/75 (H.N.),
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enquante que, em 1977, os virus isolados foram
em sua maioria semelhantes ao A/Texas/1/77
(H.N:), mas a estirpe do ano anterior ainda
foi prevalente na populacio®, Neste sentido,
vale salientar que SMITH & DAVIESS® estu-
daram as respostas para o antigeno hemaglu-
tinina e neuraminidase do virus da influenza
tipo A (H:N.), num periodo de quatro anos
e verificaram que as estirpes do subtipo FLN.
apresentavam rea¢bes cruzadas com as varian-
tes antigénicas anteriores,

Os resultados obtidos com a estirpe A/Bang-
kok/1/7% (H:N.) demonstraram que todos
o8 individuos possuiam altas percentagens de
soros positives (81,9 a 100%) e a média geo-
métrica dos titulos de anticorpes foram rela-
tivamente elevadas (284 g 285}, Este fato
provavelmente ocorreu pela reagiio entre as
outrag variantes do mesmo subtipo gue cir-
cularam nesta populagio. Em relaglo & estir-
pe A/Shiga/114/82 (H.N.) as percentagens
de soros positivos foram menores do que
as encontradas frente ac A/Bangkok/1/79
(H:N.) e, quande foram consideradas as per-
eentagens de soros positives de titulo igual
ou acima de 64 para A/Shiga/114/82, essas
percentagens foram bem menores, sugerindo
que nenhum virus antigenicamente relaciona-
do circulou na cidade de S#Ho Paulo.

Os resultados obtidos para a estivpe
B/3higa/1/71 mostraram percentagens de
soros positives ligeiramente mais elevadas
que para ¢ B/Kanagawa/8/76, porém, as mé-
dias geométricas ligeiramente altas para os
dois virus foram semelhantes, sugerindo gque
slguma variante antigenicamente relacionada
circulou na cidade de Sdo Paule. Para a
estirpe B/Shiga/75/81 a percentagem de soros
positivos fol abaixe de 24% e a média geo-
métrica também baixa, significando que ne-
nhuma variante relacionada a essa estirpe,
até o momento, circulou nesta populagio.

Nossos dados, mostrando as percentagens
de individuos imunes e/ou susceptiveis ao
virus da influenza tipos A e B em habitantes
da cidade de S&o Paule, constituem-se em
mais uma contribuicio ao sistema de vigilan-
cia epidemiolégica destas infeegdes, principal-
mente orientando as medidas sanitdrias cabi-
veis durante @ ocorréncia de surtos efou
epidemias,
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ISHIDA, M.A.; SAKAKIBARA, S.; YOKOTA, Y. & YAMAGUCHI, A. — Freguency
of antibodies against type A and type B influenza virus in inhabitants of Sio
Paulo City, Brazil, in 1982, Rev. Inst. Adolfo Lutz, 45{1/2):53-5%, 1985,

ABSTRACT: The hemaglutination-inhibiting antibodies against type A and type
B influenza viruses were tesied in 180 sera from 180 persons of various age groups
of inhabifants of S&0 Paulo City. The specimes were collected in Pebruary 1982,
The high pereent of positives sers sagainst sirains A/Swine/lowa/15/30 {(EH;N;)
in persons over 60 year oid, and A/PR/8/34 (HN,} in persons 40 to 49 year old
showed that the persons were infected by this virus or variants when they were
children. The resulfs with the strain A/Kumamoto/37/78 (H,N,) showed that the
sera of persons 10 to 19 and 40 fo 49 year old replayed in high percent of positives
sers ngainst the subtype H)N,, from the primary infection in 1977 and 1947-1957
respectively. Subtype HyN, had nof{ circulated in this population since the last
pandemic in 1957. The strain A/Bangkok/1/79% (H:N,) and A/Shiga/114/82 (H.Ng)
showed kigh percent of positives sera in al} age groups, probably becanse of crosg
reaction among other antigenie variants of subiype H,N, A strain of influenza
related to B/Shiga/1/71 and B/Kanagawa/3/76 cireglated in S&¢ Paule but the
infection by strain B/Shiga/75/81 was not disclosed in the population studied
becanse both the percentages of positives sera and geometric mean of titers were

slow in all age groups.

DESCRIPTORS: influzenza virus,

types A, B

antibodies against infiuenza

virus, frequency in inhabitanis of S&o Paulo City, Prazil, 1982.
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ZAMBONI, C.Q. & BATISTIC, M.A. — Verificacio das condigbes higiénicas de
biscoitos por mieroscopia. Rew. Inst. Adolfe Lutz, 45{1/2):61-64, 1885,

RESUMO: Foram analisadas pelo- métcde da digestZo com pancreatina, 109
amostras de biscoitos adquiridas no coméreio da cidade de SZc Paulo, sendo 57 do
tipo “Cream-Cracker” ¢ 52 do tipe “Maizena™. Chegou-se & conclusfo gque 1009
dos biscoitos *Cream-Cracker” estavam em condigfes higidnicas insatisfantdriag,
contaminados com fragmentos de insetos, sendo 3,59 imprdprios para o consumo
per conterem pélos de roedores ¢ que 06,15% dos biscoites “Maizena” estavam em
condi¢Bes higiénicas insatisfatérias, sendo 5,779 impriprios para o consumo pelos
mesmas motivos que os do tipe “Cream-Cracker”.

DESCRITORES: biscoitos “Cream-Cracker”, “*Maizena™, asilise microscipies

de impurezas.

INTRODUCAO

A matéria-prima e os produtos de panifica.
¢ho como pies, biscoitos ete., podem ser con-
taminados por sujidades no campo, na arma-
zenagem, na indistria ¢ nos moinhos.

Em trabalhos anteriores® ? verificamos a
presenga de material estranho em farinhas de
rosea e trige, através da extragho, concentra-
¢io, identificagio e quantificaciio de snjidades
leves e pesadas,

Aventamos a hipditese de que, do mesmo
modo gue as farinhas de trigo e rosea, os bis-
coitos também poderiam estar contaminados
com sujidades. Idealizamos, portanto, o presen-
te trabalho, com a finalidade de verificar as
condigbes de higiene de dois tipos de biscoitos,
que sf#0, na nossa opinifio, os mais comumente
consumidos pela populaciio infantil,

A finalidade deste trabalho foi verificar,
através da pesquisa de sujidades, as condi-
¢oes de higiene dos biscoitos “Maizena” e
“Cream-Cracker”,

MATERIAL E METODO

Foram analisadas 109 amostras de biscoitos
adquiridos no comércio da cidade de Sdo Pau-
lo, durante o ano de 1984, assim distribuidas:
57 do tipa “Cream-Cracker” e 52 do tipo
“Maizena”,

* Realizado na Segfoc de Microscopia Alimentar
¢ Do Instituie Adolfo Lutz,

As amostras foram submetidas ao método
de digestic com pancreatina, deserito no
“Official Methods of Analysis of the Asso-
ciation of Official Analytical Chemists” e no
“Approved Methods of the American Asso-
ciation of Cereal Chemists”, com algumas
modifica¢fes b 2 5 8,

Métedo

Para andlise dos biscoitos tipes “Cream-
-Cracker” e “Maizena”, foi utilizado o seguin-
te material:

Béquer de 2000 mi

Béquer de 250 ml

Proveta de 50 ml

Bast#o de vidro

Frasco de Wildman (frasco armadilha)

Bigo de Biinsen

Equipamento para filiracdo a vécuo

Papel de filtro

Mierosedpio estereoscdpico

Foram empregados para esta mesma ani.
lise o3 seguinies reagentes:

Agua A temperatura de 50°C

Bolucio de HCl a 29

Solugdo de NaQH a 5%

do Instituto Adolfe Lutz, S#ic Paule, SP.
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Solugio de NaJPO. a 5%
Solucio de pancreatina
Formol

Querosene {Varsol),

A téenica utilizada na elaborac¢io da and-
lise fol a seguinie:

Pesar 100 g da amostra em um béquer de
2.000ml e dividi-la em pedagos. Adiclonar,
aproximadamente, 500 m} de 4gua e deixar em
repouso pelo periodo de meia hora. Homoge-
neizar a amosira no lquidificador. Adicionar
exatamente B0 ml de solucio de HCL a 2% e
deixar ferver até que os residuos figuem fina-
mente divididos e bem digeridos {guando nio
houver mais espuma durante & ebuligho}, agi-
tando sempre com um bastio de vidro. Levar
4 pH 6 com solugio de NaOH a 5% e a
pH 8 com solugio de Na,PC. a 5%.

Resfriar a amostra a uma temperatura
abaixo de 40°C e adicionar 100 ml de solugéoe
de pancreatina. Agitar fortemente e reajustar
o pH a 7-8 com sclugdo de Na.PO. & 5%,
apés o periodo de meia hora. Adieionar .2 ml
de formol (quatro gotas) e deixar digerir
durante a noite, em temperatura ambiente
ndo superior a 40°C,

Quando a digestio estiver completa, ferver,
resfriar e transferir z amostra para um
frazco de Wildman de dois Iitros, usando dgua
até um volume de aproximadamente 900 ml.
Abaixar a rolha e adicionar 25 ml de Varsol.
Inclinar o frasco a cerca de 45° e movimentar
o disco do &mbolo em rapidos movimentos
ascendentes e descendentes, para mesclar bem
o liquido de extraclo, a dgus & a amostra,
evitando formar bolhas de ar. Misturar por
um minuto numa velocidade de 200 a 250
rotacdes por minuto, com fortes movimentos
de rotacior até que o liguido se ponha a girar,
evitande perda ou derrame. Adiciomar Agua

quente A temperatura de 50°C até gue ¢
liguide de extragie quase atinja o gargalo.
Agitar a camada inferior a cada 3-6 minu-
tos, durante os primeiros 20 minutoes, e deixar
em repouse por 10 minutos.

Girar a rolha para remover o sedimento
sifonar, levantando a rolha até o mais préxi-
mo possivel do gargalo, observande que a
eamada olecsa ¢ uma quantidade major ou
ignal a lom do liquide abaixze da separagic
dos dois Hgquidos figue acima da borracha
{rolha). Manter a rolha no lugar e transferir
o liguide para um béquer. Repetir a operagio
de extracio com 15 m! de Varsol, lavar o
frasco recolhendo o liquido de extragfo dessa
segunda operagio para o mesmo béquer. Fil-
trar o lquido do béquer a vicuo em Bichner,
com papel de Tiltro. Usar 4dgua quenie para
facilitar a operacdo.

Examinar os papéls ac microscépio este-
reoscdpico, verificande a presenca de insebos,
fragmentos de insetos e péles de roedores *.

Preparagde do solugfic de pancreating -
Pesar 20 g de pancreatina (National Formu-
lary) e adicionar 800 m! de Agua aquecida &
temperatura de 88°C. Agitar em Hquidifica-
dor por 10 minutos. Deixar em repousc por
um periodo de 30 minutos e, em seguida, fil-
trar essa solugie em algodao.

Para uso na técnica de digestio do biscoito,
diluir 50ml do filtrado em 50ml de &gua
destilada.

RESULTADOS

Os resultados da andlise de sujidades em
biscoitos estdo relacionados na tabela 1. Coms
a legislacio brasileira exige auséneia de suji-
dades em qualquer tipo de alimento 7, vamos
considerar aceitdvel a unidade em gue nfo foi
encontrade nenhum tipe de sujidade e inacei-

TABELA I

Sujidades em biscoitos

Biscoitos “Maizena” Biscoitos “Cream-Cracker”
Sujidades

N { o, NEe ol
Fragmentos 4] 2 3,85 ] 0
de 1a 19 45 86,54 48 84,21
insetos 11 & 20 4 7,68 -] 14,03
<4 de 20 1 1,52 1 1,76
Total e B2 s 87 e
Pélos de 1} 49 94,23 85 97,50
roedores 1a8 3 5,77 2 3,50
Total s 52 s 57 s
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TABELA 2

ClassificagGo dos biscoites “Maizens” ¢ “Cream-Cracker” dentro
dos pardmetros necionais de gqualidade

Biscoitos “Maizena” Biseoitos “Cream-Cracker”
Amostras
n®  {%) n? (%)
aceitdvels 2 (3.85) 0 (0
inaceitdaveis 50 (96,15) 57 (100)
Total 52 8

tivel a2 unidade em que forem encontradas
sujidades, Assim, chegamos ao0s resultados
apresentados na tabela 2.

Dentre as amosiras consideradas inaceiti-
veis, 3,69, das “Cream-Cracker” e 5,77% das
“Maizena®” sdo improprias por conterem pélos
de roedores.

DISCUSSAQ

Analisando os resultados obtidos verifica-
mos que as 57 amostras de biscoitos do tipo
“Cream-Cracker” estavam em condigdes higié-
nicas insatisfatériass, sendo duag impréprias
para o consumo por conterem pélos de roe-
dores.

Seguinde ¢ mesmo racioeinio, verificamos
que as amostras de biscoitos “Maizena®™ tam-
bém estavam em condi¢des precirias de higie-
ne, sendo trés impréprias para o consumo por
conterern pélos de roedores.

Em relacie ao nimero de fragmentos
enconirados em cada um dos tipos de biscoito,
“Cream-Cracker” e “Maizena”, pode-se supor
que umsa dag possiveis causas dessa diferen-

¢a numérica se deva & diferenca na formu-
laciie de cada um dos tipos. O hiscoito “Mai-
zena” possul um malor teor de gordura que
atrapalha s extraciio, devide & formacdo de
uma emulsfio, a qual impede & subida dos
fragmentos e pélos em diregdo ao gargalo do
fraseo de Wildman, A conseqiidneia evidente
verifica-se no menor nilmerc de fragmentos
extraidos. Oulra possivel causa, menos pro-
vivel, é a baixa gqualidade das farinhas utili-
zadas para cada tipo de biscoito, supondo-se
& utilizacdo de uma farinha de gualidade infe-
rior para o biscoite “Cream-Cracker”.

CONCLUSAC

Concluimos, portanto, gue os biscoitos estfio
em condicBes higidnicas insatisfatérias, embo-
ra o numero de fragmentos de insetos encon-
trado ndo seja grande.

Sugerimos que se dé continuidade &s anali-
ses de biscoitos, ufilizando-gse de wm métode
alternative em gue a hidrélise seja mais rigo-
rosa, a fim de se eliminarem fatores limitan-
;:es nessa téenica de extracio de sujidades
eves,
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ZAMBONI, C.Q. & BATISTIC, M.A. - Filth contamination of commercial biscuits
sold in S&o Paule City, Rew. Inst, Adolfe Lutz, 45(1/2):61-64, 1985,

ABSTRACT: The pancreatin digestion method was used for detection of filth
in 52 samples of “Maizena” biscuits and 57 samples of cream eracker sold in

Sde Pauolo city.

It was found that 100%

of cream cracker biscuits had had

usnhealthy handling in their manufacture because they showed insect fragments
and 8.59% were unfit for human consumption because they showed rodent hairs.
Of the “Maizena™ biscuits, 96.159, had had unhesnlthy handling since they contained
ingect filth and 5.77% were unfit for human consumption beeause they contained
rodent hairs. Further investigations by alternative methods are suggested.

DESCRIPTORS:
analysis,

bigcuits,

cream-cracker and

“Maizena”, filth microscopical
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OGAWA, CA, & PAES, R.AP. — Efeitos da inoculagio de endotoxina produ-
zida por HEscherichia coli, na morfologia timica e no desenvolvimenio pondersl
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RESUMO: Este estudo desereve o efeifo da infegfo tunica, intraperitoneal de

dose subletzl de endofoxina, produuida por FEscherichie coli na morfologia timica
e no desenvolvimento ponderal de camundongos jovens. Os animais foram separades
em grupos de doze, sacrificados a cada 24 horas durante cinco dins e ae final de
cada experimento, um grupo conirele reeebeu inje¢do intraperitoneal de solugde
salina. Observou-se, neste experimento, nitida redugio de peso corpdrec nas primei-
ras 48 horas, com recuperagho apbs esta fase e redugBo no peso dos timos, assim
como alieracoes histolégicas importantes, Um outro grupe, formado por oito camun-
dongos, teve seu desenvolvimento ponderal acompanhade durante dois meses. Neste
experimento foram constatados sinais de recupersgio apds as primeiras horas, mas

cujo desemvolvimento ndoc chegou a alcangar niveis normals eomo os controles,

DESCRITORES:
desenvolvimento ponderal.

Escherichia coli, endotoxina; timo, merfologia; eamundongos,

INTRODUCAO

Dados epidemiolégicos e experimentais indi-
eam que existe evidente associagRo entre
infecgio e alteragies morfolégicas do timo
{CHANDRAL, 1972; SMYTHE et aliils,
1971; FAULK et slii5, 1976; PAES et alii s,
1982). Sabe-se, também, que o timo estd su-
jeito a alteragdes provocadas por agentes
diversod, tais eomo raios X (TROWELL S,
1864), corticosterdides (SCHELINGER &
MARK %, 1964), epinefrina (WILKES et

Casa de Miserieérdia de Sdo Panle, SP.

alii 18, 1963}, norepinefrina (WILKES &
BRUNSON 17, 1964) e reserpina (DRASKO-
CI & JANKOVIC?, 1964}. Mais recentemente,
tem-se estudado a acio de endotoxinas bacte-
rianas na estrutura timica (KIND7, 1967, e
ROWLANDS 1, 1965).

O presente estudo é uma descrigiio do efeito
de inje¢do tnica intraperitoneal de dose sub-
letal de endotoxina bacteriana, na morfologia
timica de camundongos jovens e sua aclo no
desenvolvimento ponderal de camundongos.

* Realizado no Departamento de Cidneias Patolégicas da Faculdade de Ciénecias Médicas da Santa

#* Da Faculdade de Cifneias Médicas da Santa Casa de Misericordia de S3o Paule, SP.

* &

Do Institute Adolfo Lutz Sie Paule, SP, e do Departamento de Ciéncias Patolégicas da Faculdade

de Cidneizs Médicas da Santa Casa de Misericérdia de Sie Paule, SP.
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MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados camundongos isogénicos
da cepa A/SN, aclimatados no biotérie da
Diseiplina de Parasitologia do Departamento
de Ciéncias Patoldgicas da TPaculdade de
Ciéncias Médicas da Santa Casa de Miseri-
edrdia de Sio Paulo, 8P. Estes camundongos
foram selecionados de ninhadas com idade e
peso semelhantes.

Um grupo de animals sofreu inoculagio
intraperitoneal de endotoxina para avallacdo
das doses (DL-100) e subletal {DL-50) que
foram, respectivamente, 500 e 250 microgra-
mas, A endotoxina utilizada fol obtida de E.
eoli 026:Bg *,

Sessenta camundongos foram separados em
diversos grupos e sacrificados doze a cada 24
horas, durante cinco dias, Para cada experi-
mento houve um grupo-contrele de seis
animais no qual fol injetado intraperitoneal-
mente solugdo salina. Um outre grupse,
formado por oito eamundongos, fol igualmente
injetado com 250 microgramas de endotoxina
e mao sacrificado, sendo acompanhado sen
desenvolvimento ponderal durante dois meses.
Apés a obtengio de peso corpdreo, procedeun-

_-ze ao sacrificio dos animais de cada grupo,
determinando-gse o peso do timo e colhendo-se
amostras deste érgio para exame histolégico.
O material foi fixade em formol neuiro tam-
ponado a 10¢, desidratado por passagens
sucessivas em alcool e diafanizado pelo xilol.
Os fragmentos foram emblocados em parafina
e submetidos a ftécnicas histolégiecas rotinei-
ras, e as lfiminas coradas com hematoxilina
¢ eosina.

Em relagiio ac grupo mantide para obser-
vacio do desenvolvimento ponderal, os pesos
dos animais foram iomadog apds 24 horas
iniciais ¢, semanalmente, durante doizs meses.

RESULTADOS

Varingdo do peso corpéreo de comundongos
apoés inoculacdo intraperitonenl de 250 micre-
gramas de endotoxing

Conforme pode-se observar na figura 1,
uma nitida variagio no peso corpireo dos ca-
mundongos ocorren em relagio aos respectivos
controles. Verificou-se gue a rveduciio malis
acentuada do peso deu-se apds 48 horas. A
partir deste momento houve nitida recupe-
raciio, atingindo o peso inicial em torno do
quinte dia apds a inoculagio.

Variggdo ponderal dos timos de camundongos
apds inoeulagde intraperitoneal com 250
microgramas de endotoxing

Comoe pode ser verificade na figura 2, uma
variagho importante no peso dos timos dos

camundongos inoculados ocorreu em relacio
#08 timos dos camundongos-controle. Nos
primeires, a redugdo ponderal mais impor-
tante aconteceu no terceiro dia apdés a ino-
culagédo, ocorrendo a partir desta data, como
acima mencionado, recuperacdoc do pese do
érgdo.

Variagdo do desenvolvimente ponderal dos
camundongos apdés dogse dnica de 250 micro-
gramas de endotoxing, durante periodo de
nOVE semMaANgs

Verifica-se na figura 3, a ocorréncia de
um retardo importante no desenvolvimento
ponderal dos camundongos, recuperando niveis
iniciais 3 partir da segunda semana sem,
entretanto, atingir nivels normais, como os
controles. Nota-se, inclusive, que mesmo apds
a nona semana, ndo hd sinais de que esta
relacio mude.

Alteracdes histolégicas observadas no time,
aptés injeciio de dose unice de endoloxing

O exame histoldgico dos fimos dos ca-
mundonges iratados com endofoxina revela
altera¢des regressivas e degenerativas impor-
tantes, sendo mais acentuadas naqueles sacri-
ficados dentro das primeiraz 24 horas.
Observam-se extensas areas de necrose celu-
lar, predominsntemente dos pequenos linféei-
tos corticais. Nessas 4reas hid aceniuada
cariorrexis e presenca de numerosos macri-
fagos com restos celulares em seu citoplasma
{figuras 5 e 6. Comparar com figura 4, time
normal}.

Neos dias subsegilentes houve aumento da
atividade macrofagica na zona cortical, com
evidente diminuicio da popula¢io celular. Ao
completar 72 horas da administracio da endo-
toxima, a deplegdo linfoeitica atingiu o méxi-
mo. Nesse momento observou-se uma inversio
cértico-medular, pois os linfécitos medulares
foram aparentements menos atingidos do que
aqueles corticais (figura 7). Os l6bulos timi-
cos sio pequenos e irregulares, A partir deste
dia cobservou-se sinais de recuperagio do
drgio.

DISCUSSAO

Na literatura médica especializada encon-
tram-se poucas publicagtes sobre relagdes
entre presenga de endotoxinas bacterianas e
desenvolvimento ponderal e do timo de ea-
mundongos (ROWLANDS 1, 1865; GAD &
CLARK ¢, 1965; EKSTEDT4 1964; KIND?T,
SALVIN et alii 3, 1965). Todos esses anfores
descrevem altera¢les idénticas ou semelhan-
tes 4s encontradas no presente trabalho.

*  Tornecida comercialmente por Difco Laborateries, Detroit, Michigan, EUA.
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FIGURA 1 — Variacdo do peso dos camundongos apds inoculagiio intraperitoneal de
250 pg de endotoxina de E. coli e controles.
50
40 e
&
£ 30
b
&
20 ]
PO
0 24 48 7 96
~~~~~~ controles Tempo {horas)
inoculados

FIGURA 2 -~ Varieghe do peso do time de camundonges inoculados iLp. com 250 ug
de endotoxina de E. coli ¢ controles.
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FIGURA 4 — Timo normal. Notar diferenciagio nitida entre a cortical e a medular,
H.E. 190 x, ampliada.

FIGURA 5 — Timo, 24 horas apés inje¢io de endotoxina. Verificar rarefacio da populagio
celular cortical. H.E. 190 x, ampliada.
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FIGURA 6 — Timo, 24 horas apdés inje¢do de endotoxina. Maior aumento da figura 5,
para mostrar rarefagio celular e atividade macrofigica aumentada, com restos
celulares intracitoplasmaéticos.

FIGURA 7 — Timo, 72 horas apés injegdo de endofoxina. Observar redugdo acentuada do
l6bulo timico, por rarefagdo celular maxima. H.E. 190 x, ampliada.
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Quanto ao efeito de endotoxina no timo de
camundonges jovens, ROWLANDS 11 (1965),
proceden A injegio simpies endovenocsa de
endotoxina de “Salmonella {yphi” e analisou
aspectos bioquimicos e estruturais do time.
As mudangas observadas mais precocemente
como a neerose dos linfécitos e o apareci-
mento de c¢élulag pironinefilicas na eértex
foram acompanhadas por perda de peso do
timo e diminuvigio dos niveis de Acidos nu-
cléicos.

A atividade da endotoxina como agente
linfocitolitico em teecidos extratimicos (ROW-
LANDS!! 1965) nic se compara, em inten-
sidade, com seus efeitos sobre oz linfécitos
timicos, Tais variagies sugerem que a locali-
zagdo anatdmica influencia certos aspectos
metabéiicos dos linféeitos. Hste coneeito &
sustentado pelo trabalho de TROWELL ¢
(1964), onde afirma que linfécitos dos linfo-
nodos sfo mais sensivels & irradiacdo por
rajos X, do que aqueles da eirculagéo peri.
férica. A malor parte das lesdes iniciais &
dirigida diretamente para os peguenos linfé-
citos da cortical do timo,

A destruigio dos pequenos linféeitos cor-
ticais pela endotoxina, no entanto, nioc &
facilmente explicada, pois o efeite direto
dessa droga em linfécitos in vitre s6 ocecorre
em altas doses. E possivel que os danos celu-
lares observados acontegam através da libe-
ragho de hormdnics adrenais, sabidamente
possuidores de efeito linfocitolitico.

Alteragies morfoldgicas do timo associadas
& infecgdes t8m sido relatadas na literatura
médica, apresentando, em muite casos, com-
portamento sinérgico, freqiientemente nfo se
podendc estabelecer com clareza mecanismos
de causa e efeito (SMYTHE et alii 5, 1971,
CHANDRA 2, 1975, FAULK et aliis, 1976;
PAES et alii 19, 1082),

No material coletado encontramos em todos
os casos grande destruigfo de células da cor-
tical do timo, caracterizadas por aglutinacio
de pequenos linfdeitos, apresentando fregilen-
temente alteracdes nucleares, come cariopic-
nese e, prineipaimente, cariorrexis.

Além da aceniuada alteracdo morfoldgica
timica, demonstrou-se no presente trabalho
gue endotoxinas bacterianas podem ter papel,
coadjuvante ou nfo, no desenvolvimento pon-
deral do animal incculado. Bm relacio a este
aspecto & excelente trabalho sobre a sindro-
me que oecorre em ratos timectomizados e
inceulados com endotoxina de S. typhi (SAL-
VIN et alii1®, 1965). Estes autores sugerem
que as manifestacles consuptivas, verificadas
nos animais, sejam decorrentes de defeilo na
capacidade de resisténcia aos efeitos da endo-
toxing,

Perda de peso corpéreo em camundongos
injetados com endotoxina fol também estudada
por KINDT (i967), onde demonstrou que
injegtes de endotoxina em camundongos recém-
-nascidos causam parada tempordria no cres-
cimento,

Nio hd uma explica¢do totalmente convin-
cente para este fate, mas nio podemos deixar
de ter em mente que o timo nfio 4 apenas
um 6rgdo do sistema imunoldgico. Sabe-ze que
o timo tem também um papel endécrino,
inclusive relacionade com o crescimento
(SALVIANO et alii 32, 1888).

Nao se pode afastar a possibilidade de
a perda ponderal aguda, momentdnes, ser
devida & ac¢éo pirogénica da endotoxina. Entre-
tanto, a perda crénica pode relacionar-se a
fatores enddcrinos timicos. B possivel, por-
tanto, gque o baixo peso de eriancas desnutri-
das que freglientemente sfio vitimas de infee-
¢bes por germes gram-negabivos esteja rela-
cionado com a endotoxina produzida por esfes
microrganismos.
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FUNATSU, MK.; ERLICH, R.Bg;

MONTAGNINI,

M.L.; FERRANDEZ, C.A;

OGAWA, C.A. & PAES, RAP. — Effect of the inoculation of FHscherichia
eoli endotoxin on the thymas histelogy and weight of young mice, Rew. Inst.

Adolfo Luiz, 45(1/2):65-72, 1985,

ABSTRACT: The effect of intraperifoneal injection of sub-letal doses of
Escherichin coli endotoxin on the thymus histelogy &nd on weight were stndied

in young mice.

Mice were distributed into twelve groups.

Each group of young

mice was killed at intervals of 24 bours during five days. A control group consisting

of mice of the same age was inoculated with saline solution.
group was weighted during two months.

Another control

In the first experimeni, the inoculated mice showed weight loss in the first
48 hours and a later recovery. The thymus of these animals showed significant

alterations of weight and of histological structure,

In the second control group,

the welght locss was maintained during the observation period, despite some

recuperation afier the initial hours.

DESCRIPTORS:
development,

Escherichia coli, endotoxin; thymus, morfology; mice, weight
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SACCHI, C.T.; TONDELLA, M.L.C.; BRANDILEONE, M.C.C.; MELLES, C.E.A.;
PAULA, M.D.N. — Corynebacterium diphtherice isolada de sangue. Rewv. Inst.
Adelfe Lutz, 45{1/%):73.79, 1985.

RESUMOQ: Fol isolado €. diphtherice de 3 amostras de sangue de um paciente
internado no Hospital Emilie Ribas, que nio apresentava suspeita clinica de difteria.
Ansalisou-se o aspecto morfelégice, comportamento bioquimico e toxigénice destas
cepas & verificou-se a presenga dos biotipos infermediug, mitis e mitis variedade
belfanti, O comportamento bioguimico foi idéntico para zs cepas isoladas, com
excegio da presenga de nitrato redutase do tipe A nos biotipos intermedius e mitis.
Esses dois biotipor mostraram nioc ser toxigénicos quando tesiados pelo método de
Elek, enquante o bietipo mitis var, belfanti mosirou-gse toxigénico quando empregado
o mesmo método, Foi observadc ndo haver variacdes na sensibilidade dos diferentes

antibiéticos frente aocs agentes antimicrobianos tesiados,

DESCRITORES:

Corynebacterium diphtherice, isolamento de sangue humano;

sangue, isolamente de Corynebacterium diphtheriae,

INTRODUGAO

Bacilos gram-positivos com morfologia si-
miiar 4 apresentada pelo bacile diftérico sao
largamente encontrados na natureza. A de-
teccio destes bacilos em culturas de sangue
é peralmente considerada como sendo conta-
minagéo, pelo fato destes microrganismos
estarem comumente presentes na pele e mem-
branss mucosas normais 18. 22,

Septicemia pelo bacilo diftérico & ocasional-
mente cbservada, entretanto, WILDFUHR #
sugere que infecodes generalizadas por este
bacilo ocorram com maior fregiiéneia do que
se tem relatado.

Nos dltimos 30 anos, somente 6 casos de
endocardite por C. diphtheriae foram relata-
dos, todos em eriancas, com excecio de um
caso em adulto, deserito por SANDLER,
Segundo REID & GREENWOQOD Y, as endo-
cardites causadas pelo bacilo diftérico repre-
sentam 0,3% do total de endocardites.

O presente relato vem demonstrar a impor-
téncia da identificacio de bacilos gram-posi-
tivos aerdbios isolados de sangue, bem como

** Do Institute Adolfe Lutz.
*#% Do Hospital Emilic Ribas, 8&c Paulo, SP.

descrever as caz‘actemstmas morfolégicas, bio-
quimicas e toxigénicas das cepas isoladas de
trés amostras de sangue de uma mesma pa-
ciente.

DESCRICAQ DO CASO

Uma paciente de 11 anos de idade, com
histérico de uma semana de febre, tremores
¢ fragueza no brago e perna esquerda, foi
internada no Hospital Emilic Ribas em 7 de
agosto de 1983. No aparelho cardiovascular
apresentou sopro sistélico de grau IV e VI,
em foco mitral, hiperfonese de B2. A bacte-
rioscopia e cultura de liguido cefalorraqui-
diano apresentaram-se negativas, enquanto
gue ¢ exame quimiocitolégico revelou a pre-
senga de 380 células por mm? (95 neutréfilos
e 3 lnféeitos), 2.133 bemdcias por mm3,
o8 mg9% de proteinas, 59 mg% de glicose e
presenca de globulinas, levando a uma sus-
peita diagndstica de meningite bacteriana
mais sopro cardiaco a esclarecer. Foi iniciado
o tratamento com ampiecilina (2,5 g de 6 em
6 h). No decorrer da internagiio ¢ na vigén-
ciz do 5.0 dia da antibioficoterapia, a doente

* Realizado na Seg¢io de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, Sic Paulo, 8P,
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permanecen  febril, com gquadro neuroligico
agravado, hemeparesia & esguerda, desvio de
Rima e dislalia. As hemoculturas detectaram
a presenga de bactériaz tidas como contami-
nantes. Considerando-se a evolugdo clinica e
os resultados dos exames laboratoriais, sus-
peitou-gse de uma endocardite baeteriana, tendo
sido administrada penicilina cristalina e stafi-
cilin, pelo pericdo de 52 dias, e através da
arteriografia cerebral, fol detectada obstrugao
carotidea interns e externa direita. O ecocar-
diograma nao revelou anormslidades.

A paciente foi transferida para o Hospital
Beneficéneia Poriuguesa, em S&c Paulo, 5P,
para melhor exploragic valvular, quando foi
diagnostieada uma insuficiéneia mitral com
achado cirdrgico de valvula mitral com cispi-
des retraidas e importante deficidneiz de
coaleseéneia atrial. Fol entfo realizada a c¢i-
rurgia em 9 de novembro de 1983, com evolu-
¢&0 benigna.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas quatro cepas de C. diph-~
therine isoladas de trés amostras de sangue.

As hemoculturas foram feitas em caldo
triptona  de s0ja, acrescido de 0,025%
de sulfonato de polianetol s6dico e pro-
cessadas segunde BRANDILEGNE 4 Foram
igolados bacilos gram-positivos, n#o-esporu-
lades, pleomdrficos, dispestos em paligada,
que apresentaram granulacoes metacromaticas
evidenciadas pela coloragio de Albert Lay-
bour. Hstes bacilos foram semeados em placa
de Agar-sangue-cistina-telurito 2¢ e incubados
em estufa, & temperaturs de 37°C pelo perio-
do de 48 horas, de onde se obteve colbnias
caracteristicas do género Corynebacterium.

Para a identificag¢do bioquimica, biotipa-
gem, pesquizsa de tfoxigenicidade e sensibili-
dade a agentes antimicrobianes, utilizou-se
como indculo uma cultura em dgar-Muller-
-Hilton-sangue a 5%, incubada por 24 horas,
em estufa a 37°C.

As seguintes provas foram utilizadas para
& identificagio bloguimica:

Comportamento em relacio ac oxigénic ~
Para a determinagio da relacdio das cepas
frente ac oxigénio, fol analisada a presencs
ou ndc de crescimento em toda extensdo de
um tubo de ensaic de § x 180 mm, contendo
E ml de &gar - extrato de carne - extrato de
fevedura a 1,5% (gelose VL) 1. O meio foi
fundide, distribuido ¢ estabilizado & tempera-
tura de BE°C em banho-maria. O indeulo
constou de uma suspensfo bacteriana feita
em édgua destilada estéril, com uma densidade
de aproximadamente trezentos milhdes de eélu-
lag por mililitro {(n.° 1 da escala de McFar-
land), A semeadurs fol feifa com auxilio
de ums pipeta Pasteur longa, de ponta fecha-
da, gue foi introduzida na suspensio bacte-
riana e, posteriomente, no tubo com pelose

*  Difco Laboratories, Detroit, Mich, USA.

4

VL, até o fundo, e refirada com movimenios
circulares. Este processe foi repetide por duas
vezes ¢ os tubos incubados por 24 horas em
estufa a 87°C,

Catalase — A presenga da enzima cata-
lase foi verificada em lamina, de acorde ecom
a téenica citada por MAC FADDIM B

Ozidase ~— A ausbneia de citoeromo oxi-
dase foi verifieada utilizando-se uma solugéo

aquosa de p-aminodimetilaminoe oxalato a
198,
Redugdo de nitratos — A redugiic de ni-

tratos a nitritos foi vertficada em tubos de
calde comum {extrato de carne, 5,0 g; bacto-
peptona, 10,0 g; NaCl, 5,0 g, e dAgua destilada
1000 mb), ao qual foi adicionado 0,1% de
KNGQG,. Apbs ser semeado, o tubo foi incubado
pelo periodo de 48 horas, em estufa a 37°C.
A leifura fol realizada segundo método des-
crito por COWAM & STEELS,

Pesquisa do tipo de nitrate redutase — O
tipo de nitrato redutase (A ou B) foi deter-
minado de acorde com s téenica de PICHI-
NOTY & PIECHAUD, utilizando-se a ge-
lose VI, mais 0,19 de clorato de potéssio. ©
meig foi distribuide, semeado e incubado de
manelra idéntics & utilizada para a determi-
nagéf} fio comportamento das cepas frente ao
oxigénio.

Cisteingse — A pesquisa de cisteinase foi
feita em meio de Tinsdale modificado, segundo
MCOORE & PARSONS 1, e em meio de Pisu
& Guarnacei, como deserito por SARAGEA
et alit®, Foram distribuidos 2 ml de melo
por tubo de 12 x 120 mm e a inoculacio foi
feita com picada central em profundidades.
A leiturs foi realizada apés incubacic em
estufa pelo periodo de 24 horas, a 379C,

Fermentocde de carboidrates - Foi utili-
zagdo o melo de Hiss, segundo SARAGEA %,
como meio bage para a verificacho da fer-
mentagdo de carboidratos, KEstes actcares
foram esterilizados por filtracdo (membranas
Miliipore de 0,45 ¢ de 0,22 ) e adicionados
a0 meio base, obtendo-se uma concentracio
fingl de 1%. O amido e a dextrina foram
esterilizados em autoclave a 105°C, por 20
minutos, e adicionados ao melo base, obiten-
do-se uma coneentracio final 0,4 e 1%, res-
pectivamente 22, O meio fol distribaido em
tubos de 12 x 120 mm, que foram incubados
em estufa a 37°C, com leituras didrias de até
quinze dias.

Hidrélise do tween 80 - A hidrélize do
tween 80 fol verificada pelo método de SIER-
RA? e gs placas incubadas em estufa 3
temperatura de 37°C, com leituras didrias de
até sete dias.

DNase — A desoxirribonuclease foi demons-

trada em placa de Agar DNase (bacto DNase
test dgar) conforme a téenica Difeo?.
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As provas de hidrélise da esculina (gelose
esceuling), hidrélise da wuréia (meio uréia
indol) e presenca de motilidade {meio manita-
-motilidade.nitrate), foram feitas e interpre.
tadas de acordo com “Milieux et réactifs de
laboratoire Pasteur” 13,

Os biotipog de C. diphiherine foram carae-
terizados por SARAGEA et aléi?, onde
foram analisadas as earacteristicas morfolé-
gicas em Agar sangue cistina telurito de
potassioc (CTBA)Y e caldo nuiritive, e fisiolé-
gicas, pela fermentagdo do amido, dextrina,
reducgiio de nitratos e atividade hemolitica.

Hemdlise -— A atividade hemolitica foi
observada em placas de Agar-sangue (10%)
desfibrinade de carneiro, coelho e cobaia, com
leituras feitas apdés o periodo de 24 e 48 horas
de incubagio em estufa & femperatura de
37°C, e em tubo com 0,6 ml de uma suspensio
a 59 das hemdeias lavadas de carneiro,
coelho ¢ cobala, mais 1 m! de cultura de 24
horas em caldo comum e 6,5 mi de solugdo
salina s 0,85%. Os tubos foram encubados
em banho-maria & temperatura de 37°C e as
leituras foram feitas com intervalos de 1, 4, 6
e 24 horas de incubagio 0.

Caracteristicas em caldo — O tipo de cres-
cimente em ealdo nutritive foi verificado apds
o periodo de 24 horas de incubagio em estufa
a temperatura de 37°C.

O estudo do comportamento toxigénico fol
realizado através da pesquisa in viire de toxi-
na diftérica pele teste de Elek, segundo KING
& PARSONS 2, onde eada fita de papel de
filtro estéril foi impregnada com 100 Tl de
antitoxina diftériea, procedente do Institute
Butantd, Sio Paulo, 8P,

O teste de sensibilidade aos agentes anti-
microblanos foi realizado de acorde com a
téenica de BAUER et alitl, onde foram utili-
zados discos impregnados com eritromicina
{15 ug), ampicilina (16 pg), cefalotina
(30 ug), tetraciclina (30 pg), cloranfenicol
(30 pg), canamicina (30 ug), genfamicina
{10 ug), carbenicilina (100 ug), estreptomi-
cina (10 pg), vancomicina {30 ug), amica-
cina (30 pg), dcido nalidixico (30 ug), sulfo-
namidas (300 pg) e oxacilina (5 ug) ™

RESULTADOS

Das trés amostras de sangue, foram isc:_la:u
das quatro cepas (A, B, C e D) e identifi-
Fatas

cadas como C. diphtherige. : cepas
apresentaram  comportamentos bioguimicos
gsemelhantes, conforme demonstrade na ta-

bela 1 da pdgina seguinte.

A cepa A, isolada da amosira 1, apresen-
iou nitrato redutase do tipo A, enguanto que
as cepas B e C, isoladas das amostras 2 e §,
ndo apresentaram esta enzima. Um nlmero

de 24 colbnias de cada amostra fol entdo
analisado quanto & presenca da enzima ni
trato redutase e conseguiu-ge isolar uma
dnica coldnia, apenas da amostra 3, que
apresentou nitrato reduiase, também perten-
cente ao tipe A (cepa D).

De acordo com o esguems de biotipagem,
verificou-se gue a cepa A pertencia ac biotipo
intermedius, as cepas B e C ao biotipo mitis
variedade belfanti ¢ a cepa D ao biotipo mikis,
conforme mostra a tabela 2, na pag. 77.

Az cvepas B, Ce D nic fermentaram o amido
¢ foram morfologicamente idénticas ao biotipo
mitis, quanto &s caracieristicas coloniais, mi-
erosedpicas e tipo de crescimente em caldo,
apesar de néo apresentarem lise de sanpgue de
earneire, coelho e ecobaia.

O comportamento foxigénico das 4 cepas
estudadas mostrou ser variado. As cepas A e
D n#o foram toxigénicas, enguanto que as
cepas B e C, biotipo mitis var., belfonti, apre-
sentaram prova de Elek positiva, respectiva-
mente no 5.2 e 6.° dias de incubacic (ta-
bela 2).

As 4 cepas de C. diphtheriae mostraram o
mesmo perfil de sensibilidade aos agentes
antimierobianos testados, apresentando resis-
téncia apenas & tetraciclina, sulfonamidas e
icido nalidixieo.

DISCUSSAO

Pela anilise da tfabela 2, observamos que
as ecepas de C. diphtheriae biotipo mitis
foram assim eclassificadas, mesmo ndc tendo
apresentado atividade hemolitica. HEWITT ®,
no entanto, mostrou que nenhuma das cepas
do biotipo intermedius por ele estudadas
apresentou atividade hemolitica, mas que
denire ambos oz biotipos, gravis e mitis, algu-
mas foram hemoliticas e outras nfo. Em
relaciio ao biotipo mitis, 27,69 das 120 cepas
estudadas pelo mesmo autor ndo apresenta-
ram esta atividade.

Com respeito As similaridades do eompor-
tamento bioguimico e morfolégico, e diferen-
gas na habilidade das duas variantes do
biotipe mitis em reduzir o nitrato, podemos
supor que & variante nitrato redutase posi-
tiva seja mutante da variante nitrato reda-
tase negativa, uma vez que apenas 2,08% das
colénias do biotipe mitis analisadas mostrou
possuir esta enzina.

Através de nossos resultados, podemos
observar que apenas as duas variantes bel-
fanti do biotipo mitis foram toxigénicas.
Geralmente as cepas de C. diphtherice milis
var. belfonti nio sfio toxigénicas? Misturas
de C. diphiheriae toxiglnicas e ndo-toxigé-
nicas tém sido encontradas em lesBes de peled.
CHANG? reportou a presenca de C. diphthe-
rice mitits var. belfonti, isolado de garganta

* Provenieptes da Farmace Diagnéstica Lida, Sac Paualo, 8P, Brasil
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TABELA 1

Comportamento bioguimice das 4 cepas de (. diphtheriae

CEPAS
Propriedades e
substratos
A B o] D
{Amostra 1) (Amostra 2) {Amostra 3) {Amostra 2)

Comportamento em relaghio
a0 oxigénio AAT * AAF AAF AAR
Catzlase + + 4+ +
Oxidase - - — —
Motilidade a 22 °C -— — — —
Redugiio de nitratos + - — 3
Cisteinase e 4 RS +
Tipo de nitrato redutase A *¥ e —— A
Hidrélise da uréis — — — —
Hidrélise do tween 80 - — —_ —
Hidrélise da esculina - — - -
DNase -+ + - +

Fermentaciio de

Amide - - - -
Dextrina -+ + + B s
Galactose ¥** + + + +
Glicose + + t+ -+
Glicersl + + + +
Levulose + + + +
Maltose + -+ + +
Manose + + -+ -+
Manitel - - - bt
Sacarose — - — -
Salieina - - - -
Trealese — - - -
Hemélise - - - -

*  Aercbica anaerdhica facultativa.

% Tipo A de nitrato redutase,
**%  Prova positiva com 48 horas de incubagio,
{--3 Prova positiva,
{~} Prova negativa.

{~—3) Prova nio rexlizada.
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TABELA 2

Caracteristicas morfolégicas, boquimicas e toxigénicas dos biotipos de

C. diphtheriae isolados *

Caracteristicas Caracteristicas Tipe de erescimente Nitrato
Cepas colonisis mieroscopicas em caldo redutaze Elek ** Biotipos

05 a2 10 mm de (5 pretas Baciles longos, com pou- Levemente tarve, granu-

A planas, com ceatre um cas  granulaedes metacro- lar, sem pelicula + - intermedius
pouce elevado, Hsas maticas
2,0 2 30 mm de (J centro Bacilos médios, com mui- Levemente turvo, granu-

B preto com bordos claros, tas granulagdes metacro- lar, com pelicula — + mitis var. belfanti
convexsa, lisas miticas
2,0 a 3,0 mm de % centro Bacilos médios, eom mui- Levemente turve, granu-

C preto com bordos clares, tas granulagdes metacro- lar, eom pelfeula e 4 mitis var. belfanti
convexa, lisa méticas
20 a 3,0 mm de (JF centro Bacilos médios, com mui- Levemente turvo, granu-

D preto com bordos claros, tas granulacdes metacro- lar, com pelicula X e mitis
convexa, lsa méticas

=+ Pyrova de toxigenicidade in wvitro.

(4} Preva positiva.
(—) Prova negativa.

As provas de fermentacio do amide e hemédlise foram negativas para todos os biotipos,
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de um unico paciente, gue apresentou varian-
tea toxigénicas e nHco-toxigénicas.

)

importante ressaltar gque a paciente

sofreu uma bacteremia por dois biotipos dife-
rentes de . diphtherize, os biotipos inler.
mediug e mitis.

e
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SACCHI, C.T., TONDELLA, M.L.C.; BRANDILEONE, M.C.C.; MELLES, CE.A.
& PAULA, MDN. — Isolation of Corynsbacterium diphtherice frem human
blood. Rev. Inst. Adolfe Lutz, 45(1/2):73.79, 1985.

ABSTRACT: C. diphtheriae was isolated and identified from 2 blood specimens
from a patient without clinical manifestation of diphtherize. Morphelogy and bioche-

mical

and texigenic properties of the three isclaies corresponded to biotypes
intermedivs, mitls, and mditis variety belfasnti.

The biochemical properiies were

identieal for the three isolates, except for type A niirate.redutase in biotypes
intermediug and mitis, These biofypes were not foxigenie when tfested by Blek
method. Biotype mitis variety belfanti was toxigenie. There was no difference in
the behavier of isclates against the tested anti-microbial agents.

DESCRIPTORS:
blood, isolation of C. diphtheriae,

Corynebacterium diphtheriae, isolation from human blood;
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RICCIARDI, AJ.; FERREIRA, J.F. & CARLUCCYE N.T. — Identificacho simultdnen
dos 4cidos benzéico, citrico e lietico em refrigerantes, por eromatografia em
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RESUMO: Foi descrita a metodologia utilizada para detectar os Acidos benzdico,
eitrico e lactico em refrigerantes eomerciais. A cromatografia em camada delgada foi
escothida por ser um métode simples e sensivel, quando comparade com outros méto-

dos analiticos,

DESCRITORES:

acidulantes, conservadores em refrigerantes, detecgfo; refri.

gerantes, identificacio dos dcidos ben#dico, citrico e lictice por cromatografiz em

egmada delgada,

INTRODUCAO

Algumsas fabricas de refrigerantes estdo
alternando o uso de acidulante entre os dcidos
eitrico e ldctico, e empregando o &cido ben-
z6ice como conservador, Diversos métodos
para identificacBo por eromatografia destes
4cidos foram descritos® 4 % 7 88,16, 53, 32,13, 4 ¢
por nds testados, encontrando-se, assim, certa
dificuldade em uma tdnica andlise para umsa
identificacio simultfinea dos trés Acidos, com
Rt bem distinguiveis.

Em 1979, LEVENBERGER et aliié apre-
sentaram um trabalho quantifieando a saca-
rina e os #cidos benzdieo e sorbico, por cro-
matografia liguida de alta resolucfo, mas,
por ser este um métode gue exige um certo
investimento, nio fol testado, sendo nossa
principal preccupacio o desenvolvimento de
uma féenica rédpida e de baixo custs, ¢ que
foi conseguido através da cromatografia em
camada delgada,

O método deserito permitiv a extragio des-
tes acidos com acetato de etila e posterior
identificacio atravéz da ecromatografia em
camada delgada, utilizando uma mistura de
cloreférmio e Acide acético como fase mébvel
e uma mistura de indicadores como revelador,
o gue tornou possivel a identificacfio destes

trés acidos nas conceniracies eomumente em-
pregadas em refrigerantes 2,

0O écido benzdico pode ser determinado
quantitativamente com adaptagiio deste méto-
do ao descrito nos métodos oficiais de anélise
da AQACH

MATERIAL E METODO
Moaterial

No periode de junho de 1982 a janeirp de
1985, foram examinadas noventa amostras de
diversos refrigerantes (tabela p. seguinte),
encaminhados pelos Centros de Saude da
Coordenadoria de Satde da Comunidade da
Secretaria de Estado da Sadde do Estado de
5S40 Paulo, recolhidas nos supermercados e
nos distribuidores de bebidas da regifio de
Ribeirio Preto, SP.

Método

Egtragdo: a 50 ml do refrigerante, apés a
eliminagfio do gds carbbnico, foram adiciona-
dos 5ml de HCl (1+3) e 25m] de acetato
de etila. Apds agitacSo, em funil de sepa-
ragiio, a camada superior de acetato de etila
foi recolhida e concentrada até quase a secura,
com aquecimento em banho-maria.

* Realizado no Laboratério I de Ribeirdo Prefs, SP, do Instituto Adolfo Lutz, S%o Panlo, SP.

*+ Do Institute Adolfe Lutz.
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TABELA

Identificagdo dos deidos benzdico, citrico, ldetico e fosférico em amostras de refrigerantes andlisados pelo Laboratérie I de Ribeirdo Preto, SP,
do Instituto Adolfo Luiz, Sdo Paulo, SP, no periode de junho de 1882 a janeire de 1985

Aditivos detectados
N.° de Acido lactico Acido eitrico Acido benzdico Acido fosférico
Froduto amostras
examinadas
Nimero de | Percentagem | Numero de | Percentagem | Némero de | Percentagem ! Nimero de | Percentagem
amostras de amostras amostras de amosiras amosiras de amosiras amostras de amostras

Rf“gem“te? 25 4 16 20 80 24 96 5 20

e guarand
Refrigerantes

de mach 13 4 31 9 69 12 92 i} 46
Refrigerantes

de frutas

eitricas {limfo, 36 5 17 25 83 21 it 5 17

laranja e

tangerina )
Rofrigerantes 12 o o 3 25 7 58 12 100

de eola
Refrigerantes

de 10 3 30 8 &6 8 90 9 ¢

“tutti-frutti’”

Total 90 16 18 65 72 73 81 28 31

GB6T ‘FR-IRI (/TSP
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RICCIianby, A, FERREIRA, J.¥. & CARLUCCI, N.T. -« Identificacfio simultdnea dos dcides benzdico,
eitrice e lictico em refrigerantes, por cromatografia em camada delgada. Rev. Inst. Adolfe Lutz,

45(1/2) :81-84, 1986,

Cromatografie: em placas de camada del-
gada, com silies gel G (STAHL tipo 80},
soluches-padrdes de dcido benzdico (0,019%
forsm aplicados o extrato concentrade e
p/v), deido latico {0,029% p/v) e Acido citrice
(6,089 p/v). Apbs esse processo, fol desen-
volvide o cromatograma, utilizando-se come
fase movel cloreférmio e dcido acético glacial
(27 4+ 3).

Como revelador fol empregada a solugdo
vermelho de metila 0,12 g, verde de bromo.
cresol 0,04 g e dleool etilico até compietar
160 mi.

Qs 4cidos foram revelados eomo manchas
vermeiho-riseas sobre fundo roxo-avermelha-
do, com os seguintes Rf aproximados: decido
eitrico 0,0, dcido lactico 0,5 o Acido benzdico
1,0,

0 acido benzdico pdde mer gquantificado
adaptando-se este método ao descrilo nos mé-
todos oficiais de andlise da AQAC! com as
seguintes modificagbes: adigdo de 0,Iml de
extrate diluido com 5ml de acetato de etila
nas cromatoplaeas, paralelamente com 0,1 ml
de uvma soluclo padriio de Acide benzéico a
0,19%. Desenvolver o cromstoprama até uma
altura de 10 cm, empregando-se como fase
moével <clorefdérmio e dcido acético glaeial
(27 + 8). Becar e raspar dois cireulos de 2 em
de diimetroe centrados na linha de frente e
perpendiculares aos pontos de aplicacio da
amostra e do padrio e transferir para tubos
de centrifuga. Transferir para outro tubo de
centrifuga um eirculo com 2 em de didmetro,
ragpado da placa em um local onde nfo fof
desenvolvide o cromatograma, para servir de
branco. A cada tubo adicionar 10 ml de Aleocol
etflico e agitar por trinta segundos. Centrifu-
gar até o sobrenadante tornar-se lmpido.
Decantar o sobrenadante em uma enbeta e ler
no espectrofotdmetro a 272 nm. Calenlar a con-
centragio de deido benzédico na amostra.

RESULTADOS E DISCUSSBAQ

De ncordo com s tabela, dos 90 refrigeran-
tes analisados no periodo de junho de 1982 »

janeiro de 1985, pelo Laboratdério I de Ribei-
réo Preto, SP, do Instituto Adolfo Lutz, Sic
Paulo, SP, 189% das amostras apresentaram
dcido lictico, sendo que os refrigerantes de
cola foram ops Unicos em que nfo fol encon-
trado este acido; porém, constatou-se a pre.
senga de 4dcido fosférico na totalidade deates
refrigerantes. O 4dcide fosférico, por ser um
acidulante usade em refrigerantes, fol por
nds identificado e encontrado em 31% de
todas as amostras snalisadas, Em mais de
159 dos rvefrigerantes rotulades como refri-
gerantes de frutas eitricas (como limdo,
laranja e tangerina), ndo foram adicionados
sucos naturais, observacfio constatada pela
auséneia de betaina,

Analisando ainda a tabela, observamos gue
em 819 dos refrigerantes examinados foi
constatada a presenca de Acido benzdico, adi-
cionado eomo conservador na forma de ben-
zoato de sddio. Dentre as marecas de refrige-
rantes analizadas constatamos gue um tnico
fabricante nfo uss conservadores em Seus
produtos, utilizando-ze do método da pasteu-
rizagdo.

Para verificar a sensibilidade do método,
foram preparadas as seguintes solugdes pa-
droes: dcido benzdico a 0,019 p/v, 4cido lac-
tico & (,02% p/v e dcido citrico & 0,08% p/v,
solughes estas com concentragdes dez vezes
menores dos que os valores méximos permiti-
dos por lei (Decreto Federal n® 55.871, de
26.2.1965 ), identificando-se perfeitamente as
respectivas manchas.

CONCLUSAQ

A cromatografia em camada delgads reve-
lou ser um método eficiente para detectar os
deidos citrico, benzéico e ldctico em refrige-
rantes, por ser simples e sensivel quando com-
parado com outros métodos analiticos.
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Agradecemos ao Dx. Paulo de Almeida Vi-
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deste trabalho,
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RICCIARDY, AJ.; FERREIRA, JF. & CARLUCCL N.T. — Simultaneous identi-
fication of benzoic acid, citric acid, and lactic acid in commercial soft drinks,
by thin-layer chromatography. Rev. Imst. Adolfe Lutz, 45(1/2):81-84, 1985,

ABSTRACT: A deseription is made of a precedure for the detection of citric
acid, bhenzoie seid and laetic acid in commercial soft drinks. Thin-layer ehromato-
graphy was found to be a simple and sensitive method compared with standard
analytical methods.

DESCRIPTORS; acidifers and preservatives in soft drinks, detection; soft
drinks, idantification of benzoic aeid, citrie acid and lactic acid by thin-layer chre-
mstograpky.
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ALVES, W.; NOVD, O.F. & FONSECA, LE.M. — Métodos para controle fisico e
bioldgico de categutes simples. ObservacBo sobre ¢ efeito do glioxal. Rev. Inst,
Adolfo Lautz, 45(1/2):85-87, 1885.

RESUMO: Foram desenvolvidos, ne Institute Adelfo Lutz, Si#ioc Paulo, um
processo fisico e um processe de digestfio enzimitica para verificar se a torgdo das
fitas de coldgeno, gue constitpem o categute, fol perfeita, polz & toreioe imperfeits
diminui & resisténcia & iragio e A digestio. O processo fisieo substitui com
vantagens ¢ métode do tensimeire, pois realiza nés cirdirgicos em placa de borracha
mole, de preferéneia de cor prefa, previamente tratada, de consisténcia semelhante
& do tecido muscular estriade. Os categutes, antes de passagem pelo exame fisico,
também sofreram tratamento {em solugio salina a 7T%). Este método é usado para
verificar a qualidade do categute nas andlises de orientagBo regqueridas pelas empre-
sag fabricantes, hospitais e para aznalises fiscais, que utilizam esge tipo de material
cirGrgico. O controle de digestdo enzimétien de cafegutes, também desenvolvido no
Instituto, tem por objetive verificar se substfncias estranhas 20s conservantes
comuns sio utilizadas nos categutes, a fim de aumentar sua resisiéneia & tracido

e & digestibilidade.
DESCRITORES:

categute, fios cirdrgicos, controle de qualidade; gloxal em

fios de categute cirdrgico, efeiies in vitro na digestfic e iracio.

INTRODUGCAO

Categutes cirdrgicog sfio fios preparados
com coldgeno de mamiferos sadios, principal-
mente de bovinos, e esterilizados? 587, )
intestino deve chegar limpe, congelado ou sal-
gado, ao loeal de fabricagic de categutes.
Quando salgado, deve ser Liberado do sal por
meio de banhos d’dgua.

Méguinas especiais separam o intestino
grosso, que é desprezado, do intesting delgado,
do qual serd elaborado o categute. Estas mé-
quinas também cortam o intestino delgado em
tiras de 8 & 40 mm de largura ¢ separam as
tiras de acordo com o comprimento, sendo a
seguir as mesmas submetidas ao processo de
clareamento. Termingdo o processo de clarea.

mento, & retirada ao méximo a umidade das

* Realizado na Secdo de Controle de Esterilidade
** Do Instituto Adolfe Lutz,

tiras, em méquina gue atua por compressio,
Em seguida, é feita a tforgle, variando o©
ntmero de tiras de acordo ecom o difimetro
desejado.

A torcio é uma fase primordial na tecno-
logia de fabricacio de categute, visto gue
implicard na resisténcia dos fios, na digestdo
in vitro ou no organismo. As magquinas mo-
dernas executam a torgio em fungdo do com-
primento das firas e ntmeros de fitas, em
relagdo ao didmetro desejade para o fio
categute. '

Apés a feitura dos fios de categute, estes
sAo levados & cimara de secagem, providas
de ar condicionado, cuja temperatura é de
22-23°C. Retirados da cimara de secagem, os
fios passam pelas operagbes de diametragio,
polimento e separagio, de acordo ecom o did-
metro obtide 2% 4,

¢ Pirogénio do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paule, SP.
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O método fisico para verificacho da torgho
de eategutes é realizado para categutes pron-
tos para o consumo (andlises de orientacio &
fiscal), porém, pode ser aFlicado no controle
de gualidade na industria loge apés a fase de
torcio e, case necessario, os loles em elabora-
¢éo poderde ter os defeitos de tor¢fio sanados
antes da embalagem e esterilizacZo dos mes-
mos % 11,

O categute simples, como og demals fios
girtrgicos absorviveis, é clasgificado de acor-
do com o difmetro, resisténeia A tracio e ao
tempo de digestlo in witre 56V 8

A digestido artificial foi praticada pela pri-
meira vez por Spalanzini, em reeipientes
fechados, utilizando sucos gistricos relirados
de estomagos de aves !, Posteriormente, foram
realizadas dipestdes in vitro, com solucbes Aei-
das como dcido cloridrico a 1:1000 ou Acido
latico e pepsing na propor¢io de 0,1 a G5y
por 1000, A digest&o completa de albumina de
ovos em grande quantidade, somente & pos-
agivel pela eliminagio de peptonas formadas
durante o processo digestive, por meio de
dialige.

Na téenica empregada para digestio in vitro
de categute simples consideramios a prova
finda, em relagio a este trabalho, quando de
95 a 989 de porgdo de categuie utilizada
estava digerida & temperatura de 3700, que é
& ideal para digestio.

MATERIAL E METODOS
Material
Solugdo de cloreto de sddio a 7%
Apgua destilada

Tubo de borracha, mole, de 1 a 1,5 cn de
espessura

Fios de eategute simples, com didmetros
variands de 27 a 81 ¢ 57 a 60 centésimos
de milimetre (208 amostras de cada)

Agulhag civdrgicas convencicnais, de 6em
de difimetro

Tubos de ensaic de 186 x 160 mm, com supor-
tes
Eetufa a 37°C
Soluciio de glioxal
solucfo aquosa de glioxal a 80%, lmi
dietilaminoetanocl, 1,25 ml
solueho aquosa de benzoato de sédio a
209, 2,6 ml
alcool isopropilico g.s.p, 50O ml
Solugiio de pepsina, a 0,5%
pepsina, 5,0 g
dcido formico a 259%, 12ml
Adgus destilade ¢.8.p., 100G ml
Métodos

Torggo — Manter a borracha submersa
em é4gua destilada por meia hora e os
fios de categute em solugho salina a 7%, tam-
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bém por mela hora. A sepuir, vetivar os fios
da solucfio, assim como a borracha da 4gua,
e praticar dois nds cirdrgices na borracha.

Digestdo in wvitro — Em 10 séries de 10
tubos de ensaio colocar Sem de fiog de cate-
gute de difimetro entre 27 e 81 centésimos de
milfmetre, sendo um fio para cada tubo. Repe-
tir as séries com fios de difmetro de 57 a 60
centésimos de milimetro. A seguir, colocar
10ml de solugie de pepsina, em cada tubo,
precisamente aquecida a 37°C, e encubar em
estufa, também & temperatura de 57°C, apds
tamponar com rolhs de borracha, Observar
as fases de digestdo dos fios gue inicialmente
se mantém filoformes e z seguir dividem-se
em tiras, sendo posteriormente absorvidas.

Executar as provas descritas para digestdo,
com fios idénticos aos dos dois lotes anterio-
res, porém tratados por sclugio de glioxal,
por uma semana,

RESULTADOS

Dos guatrocentos fios de categute testades
no exame fisico, 959 dos que sofreram torgio
adequada permaneceram intactos. Aqueles
cuja torcée foi imperfeita deixaram residuos
semelhantes a pélos e fiapos na borracha e
foram rejeitados.

Na digestio in wvitre tivemos os seguintes
tempos médios:

40 horas: 100 fTios de difmetro de
centégimos de milimetre

27-81

62 horas: 100 fios de difimetro de B7-60
centézimos de milimetro

. Os fios {ratados com solugdo de glioxal
tiveram os seguinies tempos médios:

60 horas: 100 fios de difimetro de 27-31
centésimos de milimetro

88 horas: 100 {fivs de diAmetro de B7-60

centésimos de milimetro

DISCUSSACG E CONCLUSBAO

O métode fisico foi elaborado para substi-
tuir o tensimetro, aparelho importado e de
dificil aquisic@o, ¢ os resultados obiidos reve-
laram seguranga e precisio.

Comparando os resultados da digestio in
witre dog fios de categute simples, aprovados
1o teste figico e nio tratados pela solugio de
ghlioxal, com aqueles tratados, observamos
substancial aumento do tempo médio de diges-
tdo in wvilro, o que ocorrerd também in wvive.

Conclutmos que fios de categute simples,
niio tratados pele método universal de ero-
magde 8 0.1 podem apresentar, com qualidade
idéntica de torefo verificada no exame fisico,
tempos de digestio mailores através de trata-
mento guimico, como com glioxal, no caso em
tela, gue bloqueia e retarda a aglo enzimdatica
que, por sua vez, influencia negativamente o
acompanhamento pés-operatdrio por parte do
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cirurgifio, visto gue & sbsor¢do do categute
serd mais demorada do que o esperado.
Quando wum eategute simples apreseniar
tempo de digestio superior a outro categute
idéntico, t{omado .como padrdo, devemos

que possa  causar irritaciio de fecidos,
peles ou mucosas, ou mesmo rejeigio n
wive, que o glhioxal® nas proporgies usa-
das mneste trabalho, nic apresentou irrita-
gic na pele de animaizs de teste, porém, em

estudi-lo a fim de verificar se fol tra- concentraghes malores, pode ocorrer tfal
tado ou embalado com substineisn guimica irritagie.
RIALAG/601
ALVES, W.: NOVO, 0.F. & PONSECA, LEM. — Methods for physiesl and

chemieal control of simple catgut samples. Observations on the effeet of glioxal.
Rev, Inst, Adolfo Lutz, 45{1/2):85-87, 1985,

ABSTRACT: A physical method and an enzymatic digestion method were
devided for verifying whether the torsion of collagen fibers composing catgut was
satisfactory, In fact, improper torsion decreases the resistance to traetion and
to digestion., The physical method seems to be beiter than use of the tensiometer
and it consisizs of making surgieal knots en 2 plate of suft rubber {preferably
black and previously ireated) which has consistency similar to that of siriated
muscle. Before undergoing physical examination, catguts are previously treated in
7% saline solution. This method has been employed for quality centrol according
to the orientation methods required by manufacturers and hospital, and alse by the
public-health administration. The ecaigut and ifs in vitro conducted for conirolling
the enzymatic digestion reproduces in vive digestion of presence of foreign subsian-
ces which are nof present in the common conservatives but which may be used

for increasing the resistance to traction and digestion.

DESCRIPTORS:

catgat, surgical thread, quality control; glioxal in ecatgut

thread, effects in vitro diggestion and torsion.
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REBUMOQ:

Foram analisadas 1.045 amostras de farinhas dos tipos trige, man-

diocs, mitho e fubd de milho, de margo de 1680 a outubre de 1%85, com a finalidade
de verificar, através da pesquisa de sujidades pelo método de digestio com pancrea-
tina, as condicdes higiénicas desses alimentos., Concluiu-gse que 439 das amostras
de farinhs de trigo, 29, das de farinha de mandioca, 99 das de farinka de milkeo
¢ 89, das de fubi de milhe estavam em condigées higibnicas insatizfatérias e 4%
dss de farinha de trigo, 12% das de farinha de mandioca, 5% das de farinha de
miltho e 39 das de fubd de milhe estavam imprépriss para o consumo, de acorde
com critérios preestabelecidos de limifte de tolerdneia de defeitos. Fol sugerida
modificacio no Codige Alimentar Brasileire, substituindo a exigéncia de auséneia
de sujidades para uma tolerfincia de até 10, guando se tratar de fragmentos de

ingsetos.

DESCRITORES: farinhas,

detecgdo microsedpica de

impurezas; farinha de

trigo; farinhs de mandioca; farinha de milho; fubd de milho.

INTRODUCAO

As farinhas sio matérias-primas de uma
grande quantidade de alimentos processados,
como massas alimenticiag, pdes, bolos, biscoi-
tos e outros produtos de eonfeitaria.
Algumas sd3o consumidas de per s ou como
ingredientes de vArios alimentos preparados
ne lar. Portanto, se elas estiverem contami-
nadas com sujidades, serfo um dos veiculos
desse material estranho ao alimento.

Verificamos que as diversas farinhas apre-
sentavam sujidades, como fragmentos de inse-
tos, insetos vivos e mortos, pelos de roedores,
acaros ete., gue caracterizam produtos em
condigbes higiénicas insatisfatérias ou imprd-
prias para o consumo.

Resolvemos, entfo, elaborar este trabalhe
com o intuito de verificar as condicdes higis-

nicas das farinhkas de trige, milho, mandioca
e de fubd de milho, a fim de podermos
sugerir possiveis modificacfes na legislagio
pertinente, visto que as indiustrias que utili-
zam essas matérias-primas, principalmente a
farinha de trigo, alegam impossibilidade de
obtengho de farinhas isentas de sujidades,
eomo exigido pelas normas legais vigentes® 7.

MATERIAIS E METODO

Foram analisadas 1.045 amostras de fari-
nhas assim distribuidas: 612 amostras de
farinha de trigo, 100 amostras de farinha de
milko, 130 amostras de farinha de mandioca
e 173 amostras de fubd de milho, colhidas
pela Divisdo de Alimentag¢io Pdblica do
HBstado de Sac Paulo, nog varios super-
mereados e mercearias da Capital e do

* Realizado na Segho de Microscopia Alimentar do Imstituto Adolfo Lutz, S3c Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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Interior do Estado de Sio Paulo e algumas
amostras de farinha de trigo enviadas ao Ins-
tituto Adolfo Lutz para andlise de orientacdo
pelos moinhos, de 1980 a 1985.

0 método utilizado foi o da digestic com
pancreating, segundo “Association of Official
Anslytical Chemists” e “American Association
of Cereal Chemists”, com zlgumas modifica-
¢hes b 2,589

RESULTADOS

Os resultados obtidos na anilise de sujida-
des em farinhas de trigo, mandiocca, milho e
em fubds de milho encontram-se apresentados
na tabels 1.

0s insetos, fragmentos de insetos e os pro-
dutos do metabolismo dos insetos {ovos e lar-
vas) eram originarios de espécies priéprias
de produtos armazenados (Tribolium sp, Bhy-
zopertha dominica, Oryzaephilus surinamensis,
Sitophilus sp, Ephestic sp, Cilotrege sp)
além de oportunistas (Blatta sp). J4 os pélos
de roedores eram de rato ou camundongo e
os acaros do género Tyroglyphus 4,

Fazendo uma comparagio entre as farinhas,
tendo em vista os resultados obfidos, vamos
considerar:

- em condigfes higiénieas satisfatorias,
quanto ac exame microscdpico, a unidade
que apresente auséncia de svjidades ou
em gue o nimerc de fragmentos de inse-
tos seja inferior a 10;

— em condigbes higidnicas insatisfatérias,
guantc ac exame microsedpico, & unidade
que apresente as seguintes sujidades:
fragmentos de insetos (mais de 10}, lar-
vas de insetos mortas e insetos morios;

-— imprépria para o consuame, a unidade
que apresente insetos vivos, Acaros vives
e mortos, pélos de roedores, ovos, larvas
e insetos vivos, bolor, ou a combinagio
dessas sujidades e parasitos.

De acordo com o critério acima exposto,
classificamos as unidades das guatro farinhas
como: em condigdes higiénicas satisfatdrias,
insatigfatérias, ou impréprias para o consu-
mo, Os resultados desta classificacio astéo
representados na tabela 2, na pégina 91,

DISCUSSA0 E CONCLUSGES

A vista dos resultados obtidos verifica-se
que, das 1.045 amostrag anslisadas, apro-
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zimadamente 439 da farinha de frigo,
2% da farinha de mandioca, 99 da farinha
de milho e 8% do fubd de miltho estavam em
condigbes higidnicas insatisfatérias e 4% da
farinha de trigo, 129 da farinha de mandio-
ca, 5% da farinha de milho & 8% do fubd
de milho estavam improéprios para o consumo,
segundo os critérios de folerfineia considera-
dos.

Sabemos que as farinhas podem ser conta-
minadas por pragas do campo ou dos arma-
zéns, Como as sujidades encontradas eram
origindrias de pragas de produtos armazena-
dos, podemos concluir que os resultados obti-
dos sdo devidos principalmente A contamina-
¢io nos armazéns, Essa contaminacio pode
destruir alguns nutrientes do alimento ou
alterar o seu sabor, aroma, aparéncia ou
outras earacteristicas, o que resulta na depre-
ciagdo do preduto.

Com relacdo 4 farinha de trigo, a matéria-
-prima origindria de ouires paises (Canada,
Franea, Argentina e FEstados Unidos) &
transportada em porbes de navios, sendo um
dos fatores que contribui para a conta-
minagio. O trige mnacional fiea armaze-
nado um ecerto tempo em silos, até ser dis-
tribuido aos moinhos, facilitando, assim, o
atague por pragas de armazéns. Outro exem-
plo é o modo descuidado como o cereal é
manuseado, (ue concorre gravemente para a
infestagio.

Pelos motivos expostos, podemos coneluir
gue, se nde for feita uma boa limpeza inicial
no trigo em grio, fatalmente a farinha apre-
sentard sujidades, Assim, o controle de gus-
Hdade desse produte deve estar Hgado a boas
condicdes de higiene, a fim de se obler uma
harreira sélida de defesa contra a penetra-
¢c&o de pragas.

Quanto As sopesties para possiveis altera-
¢bes na legislacio em vigor referente as fari-
nhag, que atualmente exige auséneia de saji-
dades, poderiamos sugerir uma folerfincia de
até 10 fragmentos de insetos por 50 gramas,
em gualquer tipo de farinha, visto que a quan-
tificagio de fragmentos de insetos & arbitra-
ria, pois um tUnico inseto tanto pode ser
fragmentado em vAarios pedagos mindseulos,
guanto em alguns de maior tamanho.

A auséncia de sujidades deve contimuar a
ser exigida com relagho & presenca de pélos
de roederes, porgue estes evidenciam conta-
minac¢io do alimento com excrementos de roe-
dor, que sdc fontes de baectérias patogénicas.
Da mesma forma deve ser exigida auséncia
de parasitos, como #Acaros e insetos vivos,
assim como larvas vivas e mortas, porque,
além de destruirvem ¢ produio e alterarem os
caracteres organclépticos, estes parasitos po-
dem funcionar eomo alergenos .
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TABELA 1

Sujidados em forinhas de trige, mandicca, milhs e em fubaz de milho

.

\-«.___\\\\ Amosiras Farinhe de trige Farinhn de mandioea Farinha da milhe Fabi de mitho
Sujidades \ nNe T e %o N % N# %
Gzl 448 78,20 103 823 i 76,08 21 60,94
Fragmentos zZub 23 448 4 307 g 890 7 1,08
de
insetos &n 10 4 120 | 383 g 8,00 31 17,92
<4 de 30 40 8,55 H 077 K T00 4 2,31
Fragmentos de insetos e péiaa
de roedores 11 1,80 T 5,58 4 0,50 ] 1,73
Insetos vives 6 2,58 4 4,00 g 4,00 o 5,00
Insetos morios 2 6.2 i 8,17 & 0,50 1] 0,80
Insatos ¥ives e mmortes 1 9,36 & 8,86 4 0,00 0 1,00
Insetos moTtos e fragmentos de
Inseton 1 5,18 4 800 1 1,80 1 458
Larvas de insetos vivas 3 0,00 2 1,54 L} 6,00 0 508
Dves e lervas de insetes vivas 1] 0,80 1 8,77 & 0,08 & 0,08
Lazrvas de inestos mortas 4 080 7 8,00 1 1,00 2 1,18
Larvas de inzetos vivas & morias 8 1,00 0 £,00 [ 6,90 1 0,58
Fropmentos de insctes e larves
mortas 0 8,00 [ 008 1] 4,00 1 0,58
Fragmenios de ingetos e boler H 0 608 9 9,00 o 0,00 1 0,88
Insetos morfes, frag. de insebos
e fcaros mortos 4 9,60 1 8,77 o 5,00 2 0,00
Frag, de insetox, pélos de roede-
tes, 4cmros woTtos ¢ larvas de
insetos moTias & LX) Ll 9,08 o 080 1 0,58
inaetos mottog, frag. ds insetos
o péles de rosdores B 0,00 1 &7 o 0606 G 5,00
Fragmentoz de ingsios e fearcs
maries 0 2,00 0 0,60 3 200 1 8,00
Acaros vives 1 418 1 9,77 ] 00 [} 9,00
Piloy de roedores 7 Li4 3 2,31 2 2,60 0 8,00
Total 812 100,60 130 108,00 108 160,64 178 100,60
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TABELA 2

Classificagiio das amostras de farinhas de trige, mendivea, milho e de fubd de milho, de
acorde com o quséncin, presenge e tipo de sujidades

Ameostras

Farinha
de irigo

Farinha
de mandioca

Farinha
de mikho

Fubi
de milho

ne (%)

n® (%)

n® (%)

n® (%)

em condigles higiénicas

satisfatérias

543 (88,72)

112 (86,15}

86 (86,00}

159 (91,90)

em condi¢des higiénicas

insatisfatdrias

43 (7.03)

2 (1,54)

9 {8,60)

§ (4,63}

impréprias para o consumo

26 (4,26)

16 (12,31}

5 (508)

6 (347

Total

612

130

100

173
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ABSTRACT: Samples of four types of flour, 612 samples of wheat flonr, 130
of cassava flour, 100 of corn flour, and 173 of corn meal were examined for
sanitary quality. Recovery of light £ilth asuch as inseet fragments, whele insects,
mites, rodent bhair, was made by the pancreatin digestion method. It was
found that 43% of the wheat flour samples, 29 of the ecassava flour samples,
99 of the corn flour samples, and 8% of the corn meal samples were in unsanitary
conditions; while 4% of the wheat flour samples, 129, of cassava flour samples,
5% of corn flour samples and 3% of the corn meal samples were unfif for human
consumption. It is suggesied that the Alimentary Codex be meodified to tolerate
ap to 10 insect fragments per 5¢ g of flour.

DESCRIPTORS: flours, microscopical filth detection; wheat flour; ecassava
flour; corn filour; corn meal,
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