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PESQUISA DE SAIS DE SULFITO EM CARNES COMERCIALIZADAS A VAREJO
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REALAG/619

TAVARES, M.; LOBANCO, C.M.; TRUMLLO, L.M.; PENNACING, M.R. & MAR-
TINS, M.C.B. — Pesquisa de sais de sulfito em carnes comercializadas 4 varejo na
regiio metropolitana de Sdo Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 47(1/72):1-4, 1987,

RESUMQ: Visando a pesquisa de adigdo fraudulenta de sais de sulfitc em predutos
carneos, foram analisadas 167 amostras, a maioria de carne pré-moida (n&o moida na frente
do consumidor), crua, ¢ as demais de carne crua ¢m pedagos ou em hambirgueres,
comercializadas a varejo na Regido Metropolitana de Sae Paulo. Uliilizando o método
qualitativo da solug@o de cloreio de bario, constatou-se que 66 amostras (40%) apresentaram
resultado positivo para sals de sulfito, expressos em didxido de enxofre, Com este
levamtamenio, o5 autores preiendem auxiliar os orgdos fiscalizadores da Sadade Publica,

particularmente ¢ DECON, no condrole efetive deste tipo de fraude, em Sgo Paulo.

DESCRITORES: carne bovina {crua), analise; sais de sulfito em carne bovina, detecgdo;

alimentes, fraudes.

INTRODUCAO

Os derivados de enxofre formadeores de 50,
como 0s sutfitos, bissulfitos ¢ metabissulfitos, sdo
usados como conservadores em determinados ti-
pos de alimento®!l, numa concentracdo maxima
estabelecida pelas normas legaisé. No caso de pro-
dutos carneos, a legislacdo brasileira ndo permite
o emprego de sais de suffitos.

Na tecnologia de alimentos, estes sais, por suas
propriedades antioxidantes!t.12.1% ¢ antimicro-
bianas!.11.12.19, 30 empregados, respectivamente,
para evitar o escurecimento enzimatico e nao
enzimatico!>1 ¢ o crescimento de microrganismos
indesejaveis, sendo mais efetivos sobre as bacté-
rias do que sobre os bolores e levedurasi/,

Apesar de o mecanismo de agdo dos sais de sul-
fito como agente antimicrobiano nfc estar iotal-
mente definido, trés possibilidades tém sido suge-
ridas para explicd-lo, baseadas em investigacdes

experimentais. S4o elas: efeito do pH, poder re-
dutor, e agdo direta sobre o sistema enzimatico
dos microrganismos!’. Tais propriedades podem
justificar a utilizagdo fraudulenta dos derivados
de enxofre em produios carneos, fundamental-
mente para promover uma coloragdo avermetha-
da, tipica da carne frescai®.t4, ¢ mascarar uma
possivel decomposicdo da mesma por agentes
miicrobianos v,

A manuieng¢io, assim como a restauracio da
cor avermelhada da carne, deve-se 4 sua proprie-
dade redutora, agindo sobre 0 mecanismo de oxi-
dacdo da mioglobina. Ambos os pigmentos, mio-
globina e oximioglobina, possuem e sua estrutu-
ra um atomo de Fe - +. Na mioglobina, este ato-
mo de ferro pode oxidar-se ¢ passar para a forma
de Fe++ +, A mioglobina ¢ transformada no pig-
mento metamioglobina de coloragdo vermeiho-
amarronzada®’?, Esta mudanca indica um com-
prometimento na qualidade da carne. Desta for-
ma, a cor natural da carne ndo pode ser restaura-

* Realizado na Secao de Oleos, Gorduras e Condimentos do Institute Adolfo Lutz, Sdo Pauio, SP. Apresentado
no 9¢ Congresso Brasileiro de Cigncia e Tecnologia de Alimentos, Curitiba, 1986,

** Do Instituto Adelfo Luz.
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da, a ndo ser por medidas especiais®, como no ca-
so do uso de sais de sulfito.

Com relagfo & agdo antimicrobiana, sabe-se
que as carnes sdo bastante suscetiveis ao atague de
microrganismos, especialmente as carnes moidas,
por causa da umidade e da grande superficie de
contato adquirida na moagem’. BEste problema
pode ser agravado por falhas na higiene dos mani-
puladores ¢ dos aparelhos de moagem (residuos de
operacdo anterior)¥, ou ainda pela moagem nio
efetuada ““na presenca do consumidor’ s,

CGulro ponto a ser considerado & o tratamento
das carnes com estes aditivos, gue causam a des-
truigdo da tiamina, elemento essencial da dieta
humana, nelas existentes, comprometendo, assim,
o valor nutritive do produto3. 1214, O comprometi-
mento da atividade biologica da vitamina B, deve-
-s¢ a uma reagfio de ciivagem da molécula, por
agdo do didxido de enxofre!?, com formacio de
tiazol e pirimidina substituidos,

Com o objelivo de pesquisar ¢ emprego desses
aditivos em produtos carnecs, foram analisadas
167 amostras, a maioria de carne pré-moida, crua,
e as demalis, de carne crua em pedagos e hambir-
gueres, coletadas predominantemente pelo Depar-
tamento Estadual de Policia do Consumidor (DE-
CONYe, em estabelecimentos comerciais varejis-
tas da Regido Metropolitana de S8o Paulo, no pe-
riodo de tv8s anos. Até entfo, levantamento simi-
iar havia sido realizado, apenas em nivel de frigo-
rificos, por BARRAX, em S3o Paulo.

Os laudos analiticos emitidos pele Instituto
Adoifo Lutz, referentes a presenga ou ndo dague-
les conservadores nas carnes analisadas, auxilia-
ram na acao policial, principalmente do DECON,
na comprovagio de eventuais infracdes contra a
Saude Publica.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 167 amosiras, sendo 155 de
carne pré-moida crua, 9 de carne crua em pedagos
¢ 3 de hambirgueres, no periodo de selembro de
1983 a agosto de 1986, As amostras foram coihi-
das pela Policia Civil de $80 Paulo, preponderan-
temente pelo DECON, no comércio varejista da
Grande Sio Paulo.

Nesta pesquisa, utilizou-se 0 método qualitati-
vo descrito nas ““Normas Analiticas do Instituto
Adoifo Lutz’¥7, ou seja, o da solugdo de cloreto
de béario, gue consisie no seguinte:

Reagenites
Solugdo | 137 1 S UUU O 3.0 g
de iodo lodeto de potassio ... 3.0 g
(A} Agna até completar .. 50,0 mi

Soluglic de | Cloreto de bério ... 20 g
cloreto de Solugio de iodo (A) .. 50,0 mi
bério Agua até completar .. 100,0 mi
Procedimento: Pese 50 g da amostra triturada.
Transfira para um frasco Erlenmeyer de 500 mi,
adicione 10,0 ml de acido cloridrico € 100,0 ml de
&gua. Feche o frasco com rotha de borracha aco-
plada a uma das extremidades de um tubo em U,
Mergulhe 3 outra extremidade do tubo dentro de
um béquer de 100 ml, contendo 1,0 mi de solucdo
de cloreto de bario e 40,0 mi de dgua. Aquega o
Erlenmeyer até ebulicdo ¢ retire-o do fogo imedia-
tamenie. A turvagdo na sohugdo do béguer indica
presenca de sulfito na amostra.

RESULTADOS

Os resultados obtidos na anélise das 167 amos-
tras de carne estdo demonstradoes na tabela abaixo.

TABELA

Incidéncia de sulfito em amostras de carne bovina

Carne pré-moida Carne crua em Hamburgueres Total
crua pedagos
Suifite n% (%) no (%) n? (%) n?® (%}
= : m - et
presente 64 (41) 2(22) (1)) 66 (40}
ausente 91{59) 7(78) 3{100) 161 (60)
— 155 g 3 167
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Das 155 amostras de carne crua, pré-moida,
64(41 %) apresentaram pesquisa positiva para sais
de suifito (62 amostras foram coletadas pelo DE-
CON ¢ uma pelo Distrito Policial de Santo
-André). Quanto 4 carne crua em pedagos, 2(22%)
das 9 unidades examinadas acusaram presenca de
sais de sulfito. Ambas as amostras haviam sido
colhidas pelo DECON. J4 as 3 amostras de ham.
bargueres revelaram auslncia desses aditivos.

Do total de 167 amostras analisadas verificou-
se que 40% eram positivas para sais de suifito.

DISCUSSAO

O presente levantamento revela que uma consi-
deravel parcela dos estabelecimentos comerciais
varejistas da Regido Metropolitana de Sdo Paulo
vem descbedecendo & legislacdo vigente no que se
refere ao uso fraudulento de sais de sulfito em
produtos carneos, principalmente na carne pré-
-moida crua. Deve-se ressaltar que a pré-moagem
de carnes é também proibida por lei ¢ passivel de
autuacao!s,

Por existir fiscalizacdo atuante sobre 08 comer-
ciantes varejistas na Regido da Grande Sdo Paulo,
era de se esperar uma tendéncia cada vez menor
na adigio deste conservador em produtos céar-
neos, Mas 0 que ocorreu, na realidade, foi a cons-

tatacgo de um razoavel nimero de infratores das
normas legais vigentes.

Tendo em vista a inexisténcia de publicacio de
levantamento similar, no Brasil, fica preiudicada
qualquer tentativa de comparaclo de resuitados.
Apenas, BARRAZ? efetuou trabalho com o mesmo
objetivo, em nivel de frigorificos, onde nenhum
caso foi constatado,

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se
que, se a pratica de pré-moagem de carnes vendi-
das a varejo fosse coibida pelos 6rgdos competen-
tes, certamente a ocorréncia do emprego de sais
de suifito neste produto seria minimizada ou até
evitada,

Tendo em vista a elevada percentagem (44%)
de amostras de carne que apresentaram provas
positivas para sais de sulfito, colhidas na Capital e
adjacéncias, onde existe fiscalizacdo, presume-se
que, em regides onde esta nio existe, ou é pratica-
mente nula, a ccorréncia deve ser maior. Portan-
to, faz-se necessaria a ampliagio efetiva do campo
de a¢do dos orglos de protecdo ac consumidor,
como 0 DECON, bem como o da Vigilancia Sani-
t4ria, até os municipios fora da Regifo Metropoli-
tana de S0 Paulo.
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TAVARES, M.

LOBANCO, CM.; TRUIJILLO, L.M,;

PENNACING, M.R. &

MARTINS, M.C.B. - Search for sulphite salts in meat products rerailed in
metropolitan Sio Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 47(1/2):1-4, 1987, -

ABSTRACT: A search for the illegal addition of suiphite salts was made in 167 samples
of meat products on retail sale in Metropolitan S3o Paulo, The products included raw meat
and hamburgers. The qualitative barijum chloride method was employed. Results positive for
sulphite {expressed in sulphur dioxide) were obtained in 66 samples (40% of total).

DESCRIPTORS: meat, beef (raw), analysis; sulphite salts in raw beef, detection; foods,

frauds.
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TAVARES, M.; ZANELATTQ, AM.; CARVALHO, I.B.; BACETTI, L.B.; TAKAHA-
SHI, M.Y. & AUED, 8. — Determinagiio de nitritos e nitratos em lingitica ¢ outras
conservas de carne comercializadas na regide metropoliiana de S0 Paulo. Rev. fnst.

Adoifo Lutzg, 47(1/2):5-18, 1987.

RESUMO: Para avaliar os niveis de nitritos e nitratos existentes em conservas de carne,
face ao limite estabelecido pela legisiacio brasileira, foram analisadas 78 amostras, sendo 48
de lingiliga e as demais de carne temperada, salsicha, lombo de porco salgado ou defumado,
mortadela, charque, pertences pars feijoada, apresuntado e toucinho defumado. As
amostras foram coletadas pelo Departamento Estadual de Policia do Consumidor
(DECON), na Regifio Metropolitana de Sdo Paulo, no perfodo de dois anos. Os resultados
mostraram que 13 amostras (16,7%), 12 referentes a linglica € uma g apresuntado,
excederam o Hmite legal de 200 p.p.m., guando calculada a soma de nitrito e nitraio,
expressa em nitrito de s6dio, Os laudos condenatérios, emitidos pelo Instituto Adoifo Lutz,

auxiliaram a agfo do DECON, como prova de crime contra a Saude Puablica.
DESCRITORES; conservas de carne, delerminacio de aitritos, nitratos; nitritos,

nitratos, em conservas de came.

INTRODUCAO

Os nitritos e nitratos de s6dio ou potéssio sdo
substédncias largamente empregadas no processo
de cura de produtos carneos® 9,13, sendo o nitrito
o componente ativo e ¢ nitrato uma fonte de ob-
tencdo do primeiro, por agdo de bactérias reduto-
ras e pH 4cidos?, Para o beneficiamento dos ca-
racteres organoléticos destes produtos, s3o neces-
sarios baixos niveis de nitrito, enquanto que, para
produzir os efeitos antimicrobianos, sdo indispen-
saveis quantidades consideravelments elevadas?,
pois as alteragdes das conservas de carne sio,
em sua maioria, de natureza microbianals,

O nitrito é de fundamental importdncia na co-
loracio e sabor das carnes?. A cor vermelha, natu-
ral da carne, € devida 4 mioglobina muscular ¢ aos
tragos de hemoglobina, que permafneceram no
misculo apds o abate. Ambos 0s pigmentos, por
oxigenagdo, originam a oximiogiobina ¢ a oxi-
-hemoglobina, de coloragdes vermelho-brilhan-
test, A fixacdo desta cor pelo nitrito se d4 em pH
acido e em condigdes redutoras., O nitrito
combina-se com a mioglobina da carne, forman-.
do a nitroso-miogiobina, composto roseo e estavel
que, pelo aquecimento, é convertido em nitroso-
-hemocromogénio, uma proteina desnaturada,
que confere cor avermelhada aos produtos
curados?nio,

* Realizado na Segfo de Oleos, Gorduras e Condimentos do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP. Apresentado
no 97 Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Curitiba, 1986.

** Do Instituto Adolfo Latz,
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O nitrito atua também como agente bacterios-
tatico, inibindo o crescimento das células vegetati-
vas e impedindo a germinacgio e crescimento dos
esporos de Clostridium esporogenes ¢ Clostridium
borulinum$s e, consegiientemente, a produgio
das neurotoxinast. Sua ac¢do & aumentada signifi-
cativamente com 0 abaixamento do pH do meio?,

Embora 0 mecanismo da acio inibitoria dos ni-
tritos ndoe esteja suficientemente esclarecido, sabe-
se que o uso de salmoura, numa concentracio de
4 a 6%, & um dos fatores gue asseguram a preser-
vacdc dos produtos carneos!l,

O botulismo, uma neuroparalisia causada pela
acdo de uma toxina produzida pelo Clostridium
botulinum, tem na intoxicacdo alimentar a sua
forma mais comum e mais grave’. £ importante o
controle, em nivel industrial, da ocorréncia desta
bactéria, de modo a assegurar a desiruicdo ou ini-
bigdo do crescimento da mesma nos alimentos in-
dustrializados, No Brasil, sua ocorréncia parece
ser refativamente freqgiienteis,

Por outro lado, os riscos toxicoldgicos para a
satide humana, decorrentes do uso destes conser-
vadores, particularmente em produtos carneos,
servem para justificar o crescente nlmero dé€ tra-
balhos publicados sobre as possibilidades de for-
macdo de nitrosamifas, substdncias cancerigenas,
a partir da acio dos nitratos e nitritos sobre ami-
nas secundariasiv,

As N-nitrosaminas s8¢ carcinogénicas para
uma ampla faixa de espécies, causando cincer em
diferentes paries do corpo. Algumas nitrosaminas
podem levar ao céncer a curio prazo, enquanto
outras sio altamente mutagénicas!? .22,

Alguns autores ressaltam, ainda, a possivel
ocorréncia de meta-hemoglobinemia, principal-
mente em criangas®20. (s nitritos, em baixa aci-
dez, tipica do estdmago das criangas, combinam-
-s¢ com a hemoglobina do sangue, impedindo a
mesma de efetwar o transporte normal de
oxigénio,

Com o objetivo de controlar o nivel destes adi-
1ivos nas conservas de carne, a legislagio brasilei-
ra limitou em 200 p.p.m, expressos em nitrito de
sodio, o teor residual maxime de um ¢/ou outro
aditivo no produto a ser ¢consumido, com excecdo
do chargue?.

Para avaliar tais niveis em produios cdrneos,
foram analisadas 78 amostras, 45 das guais de lin-
gliiga, coletadas pelo Departamento Estadual de

6

Policia do Consumidor (DECON) em estabeleci-
menios comerciais varejistas da Grande Sdo Pau-
lo, no periodo de dois anos. O DECON, criado
em 15983, tem como uma de suas atribuigbes basi-
cas & execucdo da policia judiciaria relativa s in-
fracbes penais contra a Sahde Piblica's,

Qs laudoes analiticos, expedidos pelo Instituto
Adoifo Lutz, relativos a conservas de carne com
valores de nitrato e nitrito acima do permitido,
auxiliaram na a¢lo do 6rgido policial na compro-
vagdo do crime previste naquela atribuicdo basi-
ca,

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 78 amostras, sendo 38 de lin-
gliica, 7 de massa para o preparo de lingiiica, 8 de
carne temperada, 7 de salsicha, 6 de lembo de
porco {4 de lombo salgado ¢ dois de lombo defu-
mado), 5 de mortadela, 3 de charque, 2 de perten-
ces para feijoada, 1 de apresuntado ¢ 1 de touci-
nho defumado, ne pericdo de outubro de 1984 a
julho de 1986. As amostras foram coletadas pelo
DECON, na Regifio Metropolitana de Sio Paule,

Devido ao alto teor de proteina dos produtos
carneos, fol necessario, inicialmente, submeter as
amostras a uma desproteinizacio, sem destruigdo
do nitrito, conforme o método descrito por LA-
RA et gliiit em “Normas Analiticas do Instituio
Adolfo Lutz” 15, A seguir, realizou-se uma prévia
analise da amostra. Confirmada a presenca de um
ou outro aditivo, ou de ambos, procedeu-se a de-
terminagdo guantitativa dos niiritos e niiratos, se-
gundo os métodos descritos nas ““‘Normas Analiti-
cas do Instituto Adolfo Lutz™ s,

RESULTADOS

Os resultados obtidos na analise das 78 amos-
tras de conservas de ¢carne estdo relacionados na
tabela da pagina seguinte, na ordem decrescente
do nimero coletade, por classe. Pe acordo com
esses resultados, pode-se observar que em i3
amostras (16,7%) analisadas, sendo 10 referentes
& lingilica, 2 a massa para o preparo de lingliica e
uma Lrica a apresuntado, o teor de nitrito e nitra-
to, expresso em nitrite de sodio, uitrapassou o li-
mite estabelecido de 200 p.p.m.

Todos os produtos carneos foram comercializa-
dos a granel, Verificou-se que em 6 casos as amos-
iras procediam de um mesmo estabelecimento
clandestino!, -
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TABELA
Niveis de nitratos e nitritos em conservas de carne
{Continua}
, NaNOQj + NaNQj
Amo;‘tra Tipo de amostra NaNr(:z NaNg3 expressos em NaNO,
7t p.p.mL. p-p.m. p.pun.
- - =

1 iinguica 6,9 - 6,9

2 linguica 4.9 - 4,9

3 Hnguica 1870 - 187,0

4 Hinguica 18,2 261,1 230,0

5 finguica 2,0 2,0 36

6 linguica 343 332,9 3644

7 linguica - 202,5 164,2

8 linguica 18,3 3.9 214

9 inguica 264,0 74,8 3246
16 iinguica 1895 5069 600,7
i1 linguiga —_ — —
12 linguiga - - -
13 linguiga - - -
14 linguica 2,3 4,2 59
18 linguiga - 56 4,5
16 linguica - 7,8 6,3
17 linguiga 2,6 4,5 6,3
18 linguica 2,5 353 3L1
19 linguica 2.4 350 30,7
20 tinguica 2.7 9,1 10,6
21 linguiga 2,7 10,8 11,4
22 finguica 2170 318,0 6371
23 tinguica 2010 286.0 432,9
24 finguica 3210 377,06 626,7
5 jinguica 332,0 3130 585,8
26 Linguica 6.4 150.8 1287
27 linguiga 6.4 1414 121,1
28 lingniga 5,6 8.3 12,4
2% Hnguica 4.6 16,7 23,2
30 iinguica 31,0 260.0 2418
31 Hinguica - - -
32 finguica - - -~
33 linguica 4,8 7.1 10,5
34 hnguica 66,3 7.5 724
35 linguica 33 41,1 36,7
36 iinguiga 9,7 54 132
37 linguica 8.9 6,7 13,9
38 Hnguica 23,0 257,0 2314
39 massa pf o preparo de Hnguiga 22,7 - 22,7
40 massa p/ o preparo de linguiga 8,7 - 8,7
41 massa p/ o preparo de lnguica - - -
42 massa p/ o preparc de Lnguica - - -
43 massa p/ o preparo de linguica - - -
44 massa p/ o preparc de linguiga 522,0 752,0 1131,8
45 massa p/ o preparo de linguiga 897,0 671,06 1441,1
46 carne temperada - - -
47 carne temperada = - -
48 carpe temperada 14,7 1477 1344
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(Conclusdo)

A\f
Amoostra Tipo de amostra NsNE; NaNg 3 exh;ieNs(s)ozs :nl:?\lig%z

n@ p.pm. p.p.m. p.p.m.
49 carne temperada 89,9 15,1 8,9
50 carne temperada 1.3 3,7 4.3
5t carpe temperada - - -
52 carne temperada - - -
&3 carne temperada 7.4 1198 1546
54 salsicha 43,6 - 436
55 salsicha 2.9 2,% 53
56 salsicha 3,35 - -
57 salsicha 1.9 3,7 6,5
58 salsicha 2.6 5,2 6,2
59 salsicha 15,3 - 15,3
60 salsicha 12,9 - 12,9
61 fombe de posco szigado 2,0 s 95,8
62 jombe de porco salgado 1.8 1259 103,9
63 lombo de porco salgado 71,6 24.5 82,5
64 lombo de porco saigado 56,3 32,0 716
635 lombo de porce defumado 1,2 1,3 2,2
66 lombo de poreo defumado 1.7 35 4.8
67 mortadsla 22,0 190,8 176,8
68 mortadela 4.0 - 4.0
69 mortadela 7.6 - 76
70 mortadela 8,5 - 8,3
71 mortadela 9.8 - 9.8
72 chargue - - -
73 charque - o -
74 charque - - -
75 pertences para feijoada g1.7 8.8 1046
76 pertences paza fejioada 6,2 89,1 78,5
77 apresuntado 4659 46,1 5034
78 bacon - 235.8 191,2

(—) = Ndo houve desenvolvimenio de cor.

DISCUSSAQ

Comparando-se os resultados do presente tra-
batho com os levantamentos efetuados por KO-
MATSU er adifst e por SQUZA er @liit, observa-
mos o seguinte: 08 primeiros, analisando 510 ¢ 558
amostras de embutidos diversos, quanto aocs teo-
res de nitratos e nitritos, respectivamente, verifi-
caram que nenhuma delas apreseniou valor de ni-
irato acima do permitido pela legisiagio, enquan-
to que cerca de 13% das 185 salsichas incluidas
nas analises apresentaram teores de nitrito acima
do -estabelecido legalmente; todas as amostras
analisadas foram coletadas em supermercados e
frigorificos da cidade de Sio Paulo. Por sua vez,
SOUZA et afii, examinando 50 amostras também
de embutidos diversos, comercializados na cidade
de Jaboticabal, encontraram, em 60% das salsi-

8

chas, 50% das linguicas, 30% das mortadelas,
20%: dos presuntos ¢ 10% dos salames, niveis de
nitrito de s&dio superiores a 200 p.p.m.. Convém
ressaltar gue os métodos usados nos trabalhos da-
gueles autores foram diferentes do utilizado em
nossc trabalho.

CONCLUSAQO

Este levantamento indica que uma pequena
parcela dos estabelecimentos comerciais varejistas
da Regidec Metropolitana de S3o Paulo nfo esta
atendendo &s normas legais vigentes quanto ao -
mite de uso de nitrito e nitrato em conservas de
carng, a excmplo dO Guc ocorrgra no levantamen-
to efetuado por KOMATSU ef alii, apesar do con-
trole dos orgdos de fiscalizacdo. No levantamento
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realizado por SOUZA ef ofii, houve uma incidén-
cia bem maior de niveis acima do tolerado legal-
mente, essa malor incidéncia pode ser atribuida a
auséneia de fiscalizacdo por Grgdos governamen-
tais, na cidade de Jaboticabal, enguanto que, na
Regido da Grande Sdo Paulo, além da Inspegio
Federal, existe o Departamento Estadual de Poli-
cia do Consumidor (DECON) criado em 1983, su-
bordinado 4 Policia Civil de Sdo Paulo, que vem
desempenhando um trabatho eficiente nesta fisca-
lizacdo. Seria importante que, para ¢ beneficio da
satide do consumidor, nao s6 a Capital ¢ adjacén-
cias, como os demais Municipios pudessem contar

com aqueles drgdos. No caso do DECON, pelo
decreto que o criou, é facultado o exercicio de
suas atribuicOes nos demais municipios, por deter-
minagdo superior, Certamente, tal providéncia vi-
ria minimizar os riscos aos quais a saide da popu-
lagdo esta exposta.

E necessario que os responsaveis pelo processa-
mento indusirial de conservas de carne se cons-
cientizem da importdncia da adogdo de medidas
que possibilitern a obtencdo de produtos finais de
boa gualidade, que atendam as normas legais vi-
gentes para estes produtos.
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TAVARES, M.; ZANELATTO, AM.; CARVALHO, J.B,; BACETTI, L.B.; TAKAHA-
SHI, M.Y. & AUED, §. — Determination of nitrites and nitrates in sausage and other
preserved meats retailed in Metropolitan S3o Pauio. Rev. Inst. Adolfo Luiz, &T(1/2):5-

-i0, 1987.

ABSTRACT: A total of 78 sampies of meat products retailed in Metropolifan Sdo
Paulo were collected for Public Health control in a period of iwo vears. The sampled
foods included 45 samples of sausage and the remainder consisted of Aof dogs, salted or
smoked pork loin, bologna, seasoned beef, dried beef, ham and bacon. Excess content
of nitrites and nitrates (expressed as sodium nitrite) was found in 13 {16,7%) sampies of

sausage and in one-of ham.

DESCRIPTORS: meat, preserved, nitrite and nitrate determination; nitrite, nitrate

in preserved meat, determination.
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FUZIHARA, T.0. & PALACI, M. — Ocorréncia de infeccdes puimonares devidas ao
Mycobacterium Kansasii, em Sio Paulo, Brasil. Rey. Inst. Adolfo Lurz, 47(1/23:11-17,
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RESUMOG: No periodo de 1984 a 1985, foram identificados, através de cultura de
escarro e testes laboratoriais especializados, na Regido dos municipios de Santo André, Sdo
Bernardo, S@o Caetano e Diadema (ABCB), em Sdc Paulo, nove casos de infecclio
pulmonar, causada pelo Mycobacterium kansasii. Pelo faio de algumas micobactérias
causaremn quadros pulmonares semelhantes ao da tuberculose e por ser o diagnoOstico desias
infecgdes, sob o ponte de visia clinico, radioldgico e histoldgico, insuficiente para diferenciar
as doengas pulmonares causadas pelos bacilos &lcoobdcido resistentes, recomenda-se a
realizacio de exames bacterioldgicos completos, em diferentes dreas do Estadio, em
pacientes com suspeita de tuberculose, em pacientes positivos ao exame bacierioscopico ¢
nagueles com resposta desfavoravel ao tratamento especifico para iuberculose.

DESCRITORES: infeccdc pulmonar por Mycobacterium kansasii, ocorréncia em S3o

Pauto, Brasil; infeccdo por micobactéria,

INTRODUGCAO

A confirmacic laboratorial do diagndstico cli-
nico da tuberculose-doenca é uma das atividades
consideradas de rotina nos laboratorios de Saide
Plblica. O exame informa guais os doentes que
tém alia capacidade infectante, sendo por issc os
malores responsdvess pela disseminacdo da molés-
tia. Na maioria dos casos, um simples exame bac-
terioscdpico que seéra repetido a intervalos certos,
durante o tratamento, atende &s necessidades da
¢linica. No entanto, em certos casos com sintoma-
tologia clinica idéntica & da tuberculose e com pre-
senca de bacilos semelhantes ac Mycobacterium
tuberculosis nos exames bacterioscOpicos das se-

cregGes pulmonares, podemos estar frente a ou-
tras infecgdes por micobactérias pertencentes ao
grupo das chamadas micobactérias nfo tuberculo-
sas gue somenie poderiam ser identificadas atra-
vés de técnicas laboratoriais complexas. Certas ca-
racteristicas ambientais parecem favorecer a disse-
minagdo destas bactériasé e, ndo raro, mamerc
apreciavel de casos pode ser identificado em deter-
minados locais3,

No Brasil ha raros trabathos sobre a frequiéneia
da infecglo pelas micobactérias ‘‘atipicas”, com
dados obtidos de reagdes intradérmicas (hipersen-
sibilidade} e do cultivo destas micobactériasi£s.i1.14,
micobactériast8..i1.34,

* Realizado no Setor de Micobactérias do Instituto Adoifo Lutz, Sdo Paulo, SP ¢ na Segiio de Bacteriologia
do Laboratdrio I do Instituto Adolfo Lutz, Santo André, 5P,

*+ Do instituto Adoife Lutz.
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Pelo fato de serem escassos os dados da litera-
tura nacional especializada, referentes ds pesqui-
sas em regides delimitadas das micobactérias nfo-
-tuberculosas e, também, pelaz inexistdnciz de
identificaciio laboratorial final destas bactérias,
resolvemos eleger, na regifio da Grande S3o Pau-
lo, os municipios do ABCD para iniciar esta in-
vestigacdo. Se forem demonstrados resultados re-
levantes, haverd necessidade de alertar as autori-
dades sanitdrias constituidas para que tomem me-
didas cabiveis.

Neste trabaiho, apresentamos os resultados ini-
ciais desta investisacdo, assim como, para maior
divulgacdo técnica, a identificaco laboratorial
das amostras de micobactérias nio-tuberculosas
isoladas, acompanhada de alguns dados clinicos
disponiveis dos pacientes, correspondentes a estes
achados.

MATERIAL E METODGS

A rede de laboratorios do Instituto Adoifo Lutz
¢ responsavel pela confirmacdo diagnéstica labo-
ratorial dos casos suspeitos de tuberculose e pelo
acompanhamento da evolugio clinica, através de
exames bacterioscopicos seriados. As culturas pa-
ra bacilos dlcool-acido resistentes vém sendo reali-
zadas por alguns lavoratorios regionais, enguanto
que a identificacdo destas culturas, assim como a
verificacio da sensibilidade as diferentes drogas
tuberculoestaticas, sdo atividades do Laboratério
Central,

No pericde de 1984 a 1985, os Laboratorios [ e
II do Instituto Adolfo Lutz, respectivamente em
Sento André e 8o Caetano do Sul, receberam
6.976 amostras de exsudatos pulmonares para o
diagnoéstico da tuberculose, A metodologia utili-
zada pelo Instituto para este diagnostico foi 4 re-
comendada no ““Manual de Bacteriologia da Tu-
berculose’ 19, a saber: o exame bacterioscopico é
feito pela técnica de coloragio de Ziehl-Nielsen e,
para a cultura dos bacifos aicool-acido resistentes,
o material, apds tratamento pelo método de Pe-
troff, ¢é cultivado no meio de Lowensiein-
-Jensenio,

Alguns critérios de ordem geral foram adota-
dos, a evolucdo clinica ou o aspecto das coldnias
nas culturas foram condicGes para que prosseguis-
semos na identificacdo da micobactéria isolada e
verificaco de sua sensibilidade aos quimioterapi-
COs.

Para identificacio das bactérias nas culturas fo-
ram levados em consideracdo o tempo de cresci-
mento, o aspecto € a pigmentacao das coldnias?.?
€ as seguintes provas bioquimicas e enzimaticas:
producio de niacinad, atividade catalasica’ 4 tem-
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peraiura ambiente e a 68°C, prova de
pirazinamidase’s, redugdo do nitrato!s, prova da
ureasels, ¢ hidrolise do Tween!s,

As provas de niacinga, catalase, pirazinamidase
e a pigmenta¢do das coldnias diferenciaram o
Mycobacterium tuberculosis do grupo das mico-
bactérias nfo-tuberculosas de crescimiento lento,
com pigmentacfio fotoinduzida, a0 qual pertence
o Mycobacterium kansasil, Para a diferenciacdo
do M. kansasii das outras micobactérias dentro do
seu grupo, foram utilizadas as pro-
vas do Tween, urease, pirizinamidase e reducdo do
nitrato.

Em levantamento realizado nos prontuérios dos
pacientes estudados obtivemos dados clinicos si-
milares aos verificados em pacientes com tuberen-
lose pulmonar. A apresentagdo destes dados esta
na tabela I da pagina seguinte,

RESULTADOS

Das 6.976 armmostras examinadas, 866 foram po-
sitivas para hacilos alcool-acido resistentes. Des-
tas, 736 foram positivas pelo exame bacterioscopi-
¢o ¢ 130 o foram somente na cultura. Entre as cul-
turas em que houve desenvolvimento de colGnias,
9 apresentaram caracteristicas atipicas de cresci-
mento em refacdio ao crescimento do Mycobacte-
rium tuberculosis, ou pertenciam a doentes gue ti-
veram evolugfo clinica desfavorivel na vigéncia
do tratamento, razdes pelas guais estas 9 tulfuras
tiveram prosseguimento bacteriolégico para iden-
tificagdo da espécie de micobactéria isolada. A ta-
bela 2 {p. 14) apresenta o comportamento das
culturas,

Como pode ser observado na tabela 2, todas as
amostiras atipicas testadas apresentavam compor-
tamento diferente do apresentado pelo M. ruber-
culosis, ¢ semelhante ao do grupo de micobacté-
rias fotocromogenas. Obviamente a cepa-padriio
do M. kansasii foi escolhida para comparagdo pe-
Ic fato de ser esta amostra representativa do gru-
po, e por ter sido descrita fregilentemente
como causadora de alteracdes pulmonares no ser hu-
mano.

A identificaco das culturas isoladas frente as
provas do Tween, urcase, pirazinamidase e redu-
¢do do nitrato permitiram, segundo seu compor-
tamento, caracterizd-las como M. kansasii pois
que, diferentemente de M. marinum, M. simiae ¢
M. asigticum, as culturas foram positivas nas pro-
vas de hidrdlise do Tween, urease ¢ redugio do ni-
trato, e negativas na prova de pirazinamidase, Es-
tas amostras foram submetidas aos festes de sensi-
bilidade quimioteripicos utilizados no tratamenic
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TABEELA |

Dados clinicos disponiveis dos nove pacientes com infecgdo pulmonar causada pelo M. Kansusii

Data do diagndstico
Caso 59 Idade /sexo Procedéncia Dados clinicos Exame ao RX
Tuberculose | M. Kansasii
i 3gM C.8.Utinga Perda de peso, Infiitragdo no
febre, tosse apice esq., pro- abr.f1977 mar. /1985
cesso especifi-
co bilateral
2 2M C.8.Utinga febre, cansa- PrOCEsSO espe-
50, f0sse cifico bilate- jul.f1983 nov, /1985
ral
3 27/M C.8. Santo tosse, febre NR nov. /1983 jun. /1983
André
4 3ILM C.8. Diadema tosse, Cansago NR abr./1984 abr./1984
5 34N C.5. Utinga pnewmonia, travas densas
perda de peso e infiliracdo jul./1984 jul /1984
0 Campo
sup. direito
& 36/M C.3. Ribejrdo tosse, cansago, estrias no
Pires febre, perda de | apice esq. set./1 985 set. /1985
peso
7 63/M C.8. 830 tosse e perda imagem nodu-
Bernardo de peso larem 1/3 out.f1985 out./1 985
sup. dir.
8 211/M .8, Diadema NO NR majo/i 983 maic/1985
g 60/M {.8.830 Cae- dores nas cos- travas densas,
tano do Su} a8, ESCAIT0 nodulos no jui. /1985 jul./1985
hemaoptdico Apice e3q.,
auséncia de
derrame

M =masculino.
NR == nio realizado.
NO = dados nfo obtidos.
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TABELA 2

Comportamento binguimico das micobactérias isoladas

Pigmentagdo
foto-
-induzida

Amostras

Niacina

Catalase

Pirazinamidase

o
o
=]

TA &

T-288
T--397
T-536
T--287
T—~594
T-657
T-671
T-278
T-667
Controles
(cepas-padrdo)

M. fuberciilosis *
M. kansasi + e

+ 4+ + + o+t
]

T e
.
:

-+
i
3

TA = temperatura ambiente.
{+) = amostra positiva.
{—) = amostra negativa.

da tuberculose, ¢ apresentaram resultados varia-
vels para Estreptomicing ¢ Pirazinamida e, por se-
rem semelhantes 4 cepa-padric do M. kawsasii,
foram caracteristicamente resistentes 3 Isoniazida
¢ sensiveis a0 Etambutol e Rifampicina, Foi exce-
¢80 a amosira T-288 que se mostrou resistente a
todos 0s quimioterapicos iestados. Os resultados
obtidos estdo expressos na tabela 3 (p, 15).

DISCUSSAO

Nossos achados inicials confirmaram, segundo
consta na literatura especializada, que entre as mi-
cobaciérias ndo tuberculosas o Mycobacterium
kansasii & a espécie mals fregilente em doencas
pulmonares humanas, ocorrendo predominante-
mente em individuos do sexo masculino. A ingi-
déncia da doenca atinge individuos sem quaisquer
problemas pulmonares anteriores, moradores em
areas industrializadas de zonas urbanas, geografi-
camente bem delimitadass.

A doenga € clinica e radiclogicamente selne-
ihante & tuberculose, podendo regredir esponta-
neamente ou através de tratamento? ou, ainda,
desenvolver-se até a destruicio do
pulmonari2, A disseminagio ¢ rarald,

Os preblemas causados por micobactérias nio
tuberculosas aumentaram nos Oltimos anos em

14

tecido-

paises que conseguiram conirolar a tuberqulose.
Entretanto, em determinadas regides, como a
Checoslovaquia, a infeccio pelo M. kansasii € en-
démica em algumas Areas, a0 mesmo fempo em
que a incidéncia da tuberculose € relativamente al-
ita. Dados deste pals informam que a incidéncia do
M. kansasii sublu cerca de 33% em relagdo aos ca-
sos de M, tuberculosis, Nos Estados Unidos, og
ultimos levantamentos demonstraram que 635%%
dos casos de infecgdo pulmonar foram devidos ao .
M. tuberculosis, enquanto que 3% ao A
kansasiiz,

No Brasil, no existem Informacgdes da magni-
iude deste problema, talver devide & preocupagio
existente em relacio 4 tuberculose ou ao fato de as
micobactérias nfo-taberculosas apresentarem vi-
ruléncia variavel por vezes até discutida, dificul-
tando sua associacdo com a doenca, problema
acrescido, sob o ponto de vista do diagnostico,
pela falta de condi¢des, no pails, de Iaboratérios
aptos a realizar exames bacteriolégicos comple-
tos, necessarios & identificacdo das micobactérias.

Diante dos resultados iniciais obtidos'nos muni-
cipios da Regiso do ABCD acreditamos que, pa-
ralelamente aos esforcos para o diagnéstico da tu-
berculose, seria recomendavel a complementagdo
bacteriolégica, através de cultura e consegiiente
identificagdo de todos os casos suspeitos de tuber-
cuiose, Tal procedimento, que faz parte de aum
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Comportamento das amostras de M. Kansasii isoladas, frente ds drogas usadas ne tratamento da tuberculose

TABELA 3

Armosiras analisadas

Drogas Cepa-padsio
T- 788 T-397 T--536 T-287 T--594 T-657 T--671 T-278 T-667 M. tuber- ' M. Kansasii
culosis
Isonjazida R R R R R R R R R 8 R
Rifampicina R 5 s 5 5 8 5. s 5 S S
Etambutol R 8 S S ) 3 s 3 S 5 8
Estreptomicina R S R R 5 S R S R s R
Pirazinamida R R S S R S R R R 5 R

R = resistente.
= gensivel.
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projeio global a longo prazo, traria informacoes
sobre as micobactérias, posstbilitando o conheci-
mento do seu comportamento, principalmente da-
quelas, como o Mycobacterium kansasii, que cau-
sam alteracdes pulmonares semelhantes as da tu-
berculose, acarretando problemas sociais, econd-
micos, humanos e de natureza clinico-epidemiols-
gica. Obviamente, estes achados iniciais serviram
para indicar que se deve continuar a investigacio

com pardmetros fixos e a longo prazo. Este proje-
to estd em desenvolvimento,
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ABSTRACT: The occurrence of 9 cases of human pulmonary infection dus to
Mycobacterinm kansasii was disclosed in the ABCD region of Metropolitan Sdo Paule
during the period 1984-1585. The patients showed clinical manifestations of chroaic
respiratory illness, The mycohacteria were isolated, identified and tesied for drug sensiivity.
These observations showed the Hmirations of the knowledge on mycobacteria other than A,
tuberculosis, Because chinical, radiologic and histologic studies are as yet insufficient for the
differentiation of pulmonary discases due to various types of acid-fasi organisms,
bactericlogical identification of each strain is required.

DESCRIPTORS: lung disease due to Mycobacteriunt kansasii, occurrence in S&o Paulo,
Brazil; Mycobacterium kansasil; mycobacterium infections.
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LARA, W.H.; BARRETTO, H.H.C. & INOMATA, O.M.K.-— Niveis de pesticidas
organoclorados em soro sangtiineo de pessoas expostas 4 doenca de Chagas no Brasil.
Rev, Inst. Adolfo Luwz, §7(1/2):19-24, 1987,

RESUMO: Niveis de pesticidas organociorados foram determinados em 51 amosiras de
sangue de moradores nume drea onde g doenca de Chagas & controlada pela pulverizacéo das
casas com hexaclorocicioexano {HCH) para eliminar inseros vetores (Panstrogyius megisius,
Trinioma sordide, Tratoma infestans). Foram coletadas 28 amostras de sangue de pesscas
cujas casas foram tratadas com HCH {grupo 1} e 23 de moradores em casas ndo iratadas
{grupo 2). Os resultados encontrados mostraram diferenga significariva entre 0s dois grupos.
No grupo 1, os niveis de HCH variaram de | a 35 pg/di {ppb), com mediana de 10 u/dl {ppb)
e, no grupo 2, variaram de < | ug/dl 8 5 w/d!, com mediana de | w/dl. Foram detectados
pp’DDE em 100% das amostras ¢ Digldrin em 43,1% das mesrnas,

DESCRITORES: residuos de pesticidas organociorados, detecglio em soro sangiliingo

humano; pesticidas, residuos; cromatografia em fase gasosa.

INTRODUCAG

Uim dos maiores probiemas de Satide Piblica
em 10550 pais & a doenga de Chagas, devido & sua
vasta distribuicdo e altos indices de prevaléncia de
evolucdo. Esta doenca, genuinamente americana,
foi descrita em paises como Estados Unidos, Mé-
xico, Guatemala, Nicardgua, Costa Rica, El Sal-
vador, Panama e em todos os paises da América
do Sul, com excecdo das Guianas, Inglesa ¢
Holandesas.

A incidéncia da endemia estd relacionada ao
baixo nivel ccondmico e social da regifo, 4 exis-
téncia de vetores domiciliados em tipos precérios
de habitagdo do homem rural, que apresentam
condicdes favordveis para sua profiferagdo como
rancho de pau-a-pigue, mocambos cobertos de sa-
pé, residéncias de madeira com tdbuas mal ajusta-
das e sujas, £ as escassas condigfes higiénicas de
seus habitantes,

O exterminio desta doenca baseia-se no comba-
te direto aos insetos transmissores (Panstrogylis
megistus, Triatoma infestans e Trigtoma sordiday
com pesticida de efefto residual prolongado, co-
mo hexaclorocicleexano (HCH), que € aplicado
nas casas ¢ suas adiacéncias, geralmenie duas ve-
283 a0 ano,

Poucos sfic os levantamentos feitos em nosso
pais mostrando a contaminacdo dos aplicadores
de pesticidas; entretanto, apesar de pouca divul-
gacdo, estes sdo treinados para proteger-se dos
pesticidas, enquanto que os moradores de casas a
serem tratadas nem sempre sio devidamente ins-
truidos quanto ao risco a gue estdo sujeitos.

Para se conhecer a realidade deste imporiante
problema de Salide Phblica foram analisados so-
ros sangiiineos de moradores de casas tratadas e
ndo tratadas com HCH, na regiav de Alodndia,
Estado de Goias, logo apds uma aplicacio feita

* Realizado pa Secfo de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfe Lutz , Sde Paulo, SP. Apresentado
em “The Sixth International Congress of Pesticides Chemistry”®, Ottawa, 1986,

#% Do Institute Adolfo Lutz.
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pela Superintendéncia de Campanhas de Sande
Piblica (SUCAM) do Ministério da Saade.

A determinacio do HCH foi efetyada no soro
sangiiineo, onde os pesticidas sdo faciimente de-
tectaveis. Pelo falo de ser possivel, nesta mesma
analise, a identificacio de outros organociorados,
¢ devido & importéncia para a Safide Publica, o es-
tudo foi estendido também para suas determina-
¢les.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas amostras de sorc sangiineo
de 28 habitantes residentes em casas tratadas com
HCH {grupo 1} ¢ de 23 habitanies residentes em
casas ndo tratadas (grupo 23, O soro sangliineo

das amostras coletadas no local foi extraido e en-
caminhado imediatamente ao laboraidrio para
analise (tabelas 1 e 2.

O método empregade foi ¢ de DALE &
MILLESA, onde os pesticidas sdo extraidos com
hexano ¢ g fase-orgdnica é concentrada e injetada
no cromatdgrafo para identificacdo ¢ guantifica-
¢30. Foi feita recuperagio dos pesticidas em niveis
de 1 e 2 ug/dl para verificar se as condicoes de ex-
frago estavam corretas, e o0s resuftados foram de
85 ¢ 90%, respectivamente.

Cromatografia em fase gasosq

Foram usades dois cromatografos com as se-
guintes especificacbes:

TABELA ]

Niveis de HCH em soro sangiitneo de moradores de casas fratodas (Grupe 1)

Amostra @ HCH total
ho Idade Sexo (ug/al
1 25 fem: 10
2 56 masc. a3
3 40 fern, 5
4 5 ferm. 2
5 16 - fem. i
6 37 fern, 8
7 21 masc. 1
8 40 masc. 30
9 30 Masc. 1
19 19 masc. 18
11 16 fem. 1
12 42 masc. 0
i3 35 fem, g
14 37 fem. 15
15 31 ferm. 26
16 34 fem. 10
17 62 femn, 10
18 58 mase. is
19 12 mase. 10
20 38 fem. i
21 44 fera. 10
22 39 T145C. i
23 12 IMEASC, 8
24 56 masc. i
25 4 rmasc. 2
26 36 fem. 2
27 53 fem. 10
28 39 MaSe. 8

Mediana = [0 ug/fdl.
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a) Cromatografo Varian Aerograph 2100-00
com detector de captura de eléirons, fonte de tri-
tium, equipadoe com coluna de vidro em forma de
U, de 6 pés de comprimento por 1/4 de difmetro
interno com fase estacionéria 1,3% de SF 96 mais
5,3 de QF1 em Supelcoport nas seguinies condi-
¢Bes: temperatura da coluna, 190°C; temperatura
do injetor, 2i0°C; temperatura do detetor,
210°C; fluxo de nitrogénio, 40 mi/min.

b} Cromatdgrafo CG 370 com. detetor de cap-
tura de elétrons, fonte de tritium, equipado com
coluna espiralada de vidro, de 6 pés de compri-
mento por 1/8 de polegada de difmetro interno
com fase estacioparia 3% de Ov 210 em Chromo-
sorb WHP 80 a 100 mesh, nas seguintes condi-
¢Oes: temperatura da coluna, 194°C; temperatura
do injetor, 216°C; temperatura do detetor,
218°C; fluxo de nitrogénio 40ml/min.

A sensibilidade dos aparelhos foi ajustada de
maneira a se obter uma defléxdo de 60% da escala
do pape! do registrador com 50 picogramas de Al-
drin.

RESULTADOS E DISCUSSAD

Os dados apresentacdos nas tabelas 1 e 2 mos-
tram que os soros sangilineos da populacdo do
grupo 1 apresentam niveis de HCH mais elevados
do que ¢s da do grupo 2. O valor mais alto encon-
trado foi de 35 pg/dl, o valor minimo foi 1 ug/dl,
e a mediana, 10 ug/dl. Estes valores ndo podem
ser comparados com nenhum ouire pardmetro
biologico para controle de exposicio a defensivos
agricolas, pois s& existe para o isbmero gama-
-HCH, em que o limite de tolerdncia bioldgica é
de 20 ug/di e o valor normal € menor ou igual a
0,4 ug/dl, no sanguel.

TABILA 2

Niveis de HCH em soro sangiiineg de moradores de casas ngo iratadas {Grupo 2}

Amostra HCH total
0o Idade Sexo (ug/dD)
i S0 fem. 1
2 50 masc. <1
3 38 masc. 2
4 17 fem. 2
3 27 fem. 3
3 18 fem. 1
i 49 masc. 1
8 38 fem. 1
9 40 masc, 1
i0 _ 31 femn. 4
11 13 fem. 1
12 77 fem. 5
13 52 fem. 2
i4 42 fem. 1
15 36 fem. 2
i6 25 fem. <1
17 27 fern. <1
ig 67 MAsc, 1
19 16 fem. 3
24 35 masc. 4
21 36 fem, <1
22 19 fem. 1
23 49 masc. <1

Mediana = 1 gg/di.
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Quiros pesticidas organoclorados também ob-
servados nas amostras foram Dieldrin e DDT (sob
a forma de seu metaboélico, pp’ BDE}, cujos valo-
res sdo apresentados na tabela 3, Para o Dieldrin,
o valor maximo foi de 8 ug/di, ¢ valor minimo,
menor que i ug/dl, e a mediana mengr que I
up/dl {tab. 4). Observamos, em relaciio ao Diel-
drin, gue cinco pessoas apresentaram nivels mais
elevados do pesticida no sangue, do que o valor
normal, que & menor ou igual a 2 ug/dle.

No caso do DDT total, foi verificada a presenga
de seu metabolito, pp’DDE, num valor méaximo
de 100 ug/dl, minimo de 1 ug/dl, e mediana de
31 ug/dl. QObservamos gue 32,9% das pessoas
apreseniaram niveis de DDT acima do normaiz,
que & de 30 ug/dl, Entretanto, nenhuma delas

TA

atingiy o limite de tolerdncia bioldgica, que & de
500 ug/dl. O valor da mediana foi mais alte do
que o citado por BARQUET et aliil, que & de 18
ug/di. .

Angalisando os niveis de Dieldrin no soro sangiii-
neo das amosiras, ¢ comparando-os com 0s en-
contrados por LEAL et alii%, em soro de aplicado-
res de pesticidas, em Pernambuco, verificamos
que €st3o bem abaixo dos citados por aquele au-
tor; entretanto, isso ndo ocorre com relagdo aos
selecionadores de semente (LEAL et alii®), que
apresentaram niveis bem mais altos (até 34 ug/db).
Em relagdo ac pp’DDE, os niveis por nds encon-
trados ¢ os de LEAL et alii estdo acima do valor
normal estabelecido pela legislagdo brasileirat em
vigor, que é de 3 ug/dl para 0 DDT.

BELA 3

Niveis de Dieldrin e pp'DDE em soro sangtiineo de moradores de vasas tratadas {Grupo 1)

Amostra Dieldrin pp’DDE
n® {pg/an (ug/dl)
1 1 85
2 5 70
3 5 45
4 <1 13
5 <t 21
6 <1 6
7 <1 30
8 5 96
9 1 20
10 1 15
11 <1 5
12 <1 35
13 <1 5
14 <1 41
15 1 39
16 <1 1
17 <1 46
18 <1 90
19 <1 55
20 <1 5
21 <1 28
22 1 36
23 <1 1
24 2 48
25 1 75
26 1 31
27 1 31
28 2 24
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TABELA 4

Niveis de Dieldrin ¢ pp’DDE em soro sangtitneo de moradores de casas ndo tratadas {Grupo 2}

Amostra Dieldrin pr’DDE
no {pg/dl) (pg/ah
1 1 1
2 <1 5
3 2 20
4 <1 21
5 <1 27
6 1 6
7 1 21
8 <1 5
9 <1 32
10 <1 63
il <1 3
12 3 T4
13 1 48
14 <1 14
15 <1 54
16 <1 2
17 <1 53
18 2 83
19 1 16
20 8 68
21 <1 82
22 <1 43
23 <1 100

CONCLUSAO deve alarmar a populagfo, mas conscientizé-la

Os resuitados mostram que os moradores das
casas tratadas com HCH apresentam grau de con-
taminacio maior que o dos moradores das casas
ndo tratadas. Para maior controle da populagio
exposta a esse tipo de contaminago, 530 necessa-
rias campanbas educativas que devem acompa-
nhar o servigode aplicaciio de pesticidas. Nao se

dos riscos gue corre se nfo tomar precaucdes ade-
quadas,

A proibicdo pela legislagdo brasileira? em vigor,
em relacdo 4o uso de pesticidas organoclorados na
agricultura, provavelmente ir& contribuir para
que os niveis de Dieldrin e DDT po soro sangiii-
neo tendam a diminuir, no futuro,
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ABSTRACT: Levels of hexachlorocyclohexane (HCH) were determined In 51 serum
specimens from people living In an arca where Chagas disease was being controlled by house
spraying with HCH to destroy the insect vectors: Panstrongylius megistus, Triatoma sordida
and Trigroma infestans, Samples were also collected from 28 persons whose houses had not
been sprayed. There was a significant difference between the two groups, In the freatment
group, the minimum was level found was 1 ug/dl (ppb) and the maximum was 35 pg/dl (pph)
with 2 median of 10 wz/d! {ppb). In the people from unsprayed houses, the minimum was |
wg/dl (ppbi. The test was performed by gas-liguid chromatography. The presence of pp’DDE
in all the 51 specimens and Dieldrin in 22 of themn was detected. The results indicate that
serumm specimens from people living in the area contained organochlorine pesticides other
than HCH. With the cxception of two levels of HCH, all these results are below the Himits of
biological tolerance esiablished by Brazilian laws for these pesticides.

DESCRIPTORS: organochlorine pesticide residues, detection in human blood serum;
pesticide residues; gas-liquid chromatography.
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RESUMG: Foram feitos estudos comparativos entre quatro métodos para determinacio
de pitrato em amosiras de dguas naturais, colthidas em dez pogos na cidade de Sdo Paulo.
Procurou-se destacar os problemas operacionais e os possivels interferenies para cada
método. Com base pos resultados obtidos, foi sugerido o método do acidoe fenoldissulfénice
como 0 mals apropriado para ¢ uso em anilises de roting de amostras de agua.

DESCRITORES: 4gua natural, determinagfo de nitrato em; nitrato em égua natural,

determinagfo; métodos, estudo comparativo,

INTRODUCAO

Nifratos e oxidos de nitrogénio sdo reconheci-
dos como importanies poluentes em agua e ar,
respectivameénte. Os nifratos estio presentes nafu-
ralmente em solos, aguas, plantas ¢ carnes, ndo
excedendo 10 ug/l. Este nivel pode ser aumentado
pelo uso de fertilizantes nitrogenados®, proteinas
em decomposicdo oriundas de plantas, animdis,
excrementos, e por residuos provenientes de vé-
riag operacdes industriais?3.1e,

Concentragdes de nitratos e pitritos em alimen-
1o e dgua constituemn um risco para a satde dos
adultos; porém, em criancas até 3 meses, ¢ teor £
critico wma vez que ¢ sistema eazimatico do tralo
gastrintestinal ndo estd totalmente desenvolvido e,
nestas  condigdes, a formacdo de meta-
hemoglobina aumenta, resuliandc em ¢ondicfo
clinica caracteristica (meta-hemoglobinemiz}. Por
esta razdo, o “‘International Standards for Drin-
king Water” recomenda um nivel de niiraio aié
45mg/1, em dguas potaveisds.io,

Muifos métodos sdo citados na literatura paraa
determinacdo de nitrato. Alguns destes sdo basea-
dos na nitraglio de compostos fendlicos, como ¢
do acido cromotropicol?, do 2,4-xilencls?, do
acido fenoldissulffnicoi4 e do resorcinoei®, e ou-
tros s3o fundamentados na eletroguimica, como o
do eletrodo seletivo e 0 da reducdo da coluna de
cadmio!, Uma determinacdo direta de nitrato po-
de ser efeluada pelo método espectrofotométrico
na regido do ultravioletal.

Com o objetivo de escolher a melhor conduta
para determinar nitratos em amostras de aguas
naturals em trabathos de rotina, foi proposto um
estude comparativo entre guatro métodos, levan-
do em consideracio facilidade de operagéo, estu-
do de interferéncias e obtencdo de bons resultados
na faixa de concentragfo estudada. Os métodos
estudados foram: método do 4cido fenoldissulfo-
nico, da especirofotometria direta na regigo do ul-
travioleta, do resorcinol e da reducio em coluna
de cadmio, sendo este Gltimo um método pratica-
mente livre de interferenies.

* Realizado na Secdo de Aguas ¢ na de Bquipamentos Especializados do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SE.
Apresentade na 392 Reunifo Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia, Brasilia, 19387.

** 3o Instituto Adolfo Lutz,
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MATERIAIS

Foram analisadas [0 amostras de 4guas naturais
colhidas de pocos na cidade de S3o Paulo,

Aparethagem

Espectrofotdmetro*
Cubetas de 1,00 om de caminho Optico
Potencidmetro®*

Reagenies

Agua bidestiiada ¢ desmineralizada

Acido acético glacial

Acido cloridrico (0,IN ¢ 1,0N)

Acido sulfanilico

Acido sulftrico {concentrado ¢ fumeganie)
Hidréxido de aménio a 10%

Hidroxido de sddio 12N

Solucio-padrio de Nitrato de potassio
Nitrato de potassio .......eeeniinn, 0,722¢
Agua até completar .................... 1.00G ml

(1 mi desta solucdo corresponde a 0,01 mg de
nitrogénio}

Seclucio estogue de nitrito de sédio (0,01 g/h

Suifato de cadmio a 209 (p/v)

Bastfes de zinco

Solucdo de resorcinol a 5% (p/v)

Solucdo-tampio (pH 9,6-9,7)
Adicione 20 mi de acido cloridrico concentra-
do a 500 mi de agua, ¢ agite. A scguir, adicio-
ne 50 mi de hidréxido de amdnio concentra-
do ¢ complete 0 volume aié 1.000 mi, em ba-
lao volumétrico.

Solucio de alfa-naftol

Aqueca, a 30°C, 50 ml de acido acético em
360 ml de 4gua; Transfira para um frasco cs-
curo contendo 0,25 g de &cido suifanilico e
agite até completa dissolucdo. Adicione, sob
agitacdio, 0,20 g de aifanaftol, esfrie até a
ternperatura ambiente ¢ adicione 90 mi de so-
lugéo de hidroxido de amdnio, a 10%. O pH
da solucéo deve ficar em 4,0x0,5.

Solugio de dcido fenoldissulfbnico
Adicione 150 ml de acido sulfirico concen-
trado a 25 g de fenol, e agite. A seguir, adi-
cione 75 ml de acido sulftrico fumegante
(15% em SO,) e aqueca a 100°C, por duas
horas, em capela.

* Varian Series 634,
** Methron Herisau.
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METODOS
Métado do deido fenoldissulfénico

Curva-padriio — Pipete 50mi da solugio esto-
que de nitrato de potassio em capsula de porcela-
11a € evapore até a secura, em banho-maria. Esfrie’
¢ adicione 2ml da solucdo de acido fenoldissulfo-
nico. Transfira para baldo volumétrico de 500ml e
complete o volume com dgua bidestilada ¢ desmi-
neralizada. Pipete aliquotas com concentragdo de
0 a 0,2mg de nitrogénio/nitrato para baldes vohu-
métricos de 100ml, adicione respectivamente, 1mi
de dcide fenoldissuifénico, aproximadamente
20ml de dgua € solucho de hidréxido de s6dio 12N
até desenvolvimento da cor amarcla. Complete o
velume com agua © mega a transmitdncia a
400nm, usando um branco para calibragio do es-
pectrofoidmetro,

Determinacdo de nitrato — Pipete 50ml de
amostra ¢ cologue em capsula de porcelana. Eva-
pore em banho-maria até secura, esfrie e adicione
imi da solugiio de acido fenoldissulfdnico. Para
desenvolvimento de cor e medida'de {ransmitdncia
proceda como descrito na curva-padrio. Determi-
ne a concentragdo de nitrato nas amostras, em ter-
mos de mg N/NOS, a partir da eurva-padréo.

Método da espectrofotmelria direta na regido do
ultravioleta

Curva-padrdo — Pipete 50ml da solugdo esto-
que de nitrato de potassio ¢ dilua aié 500ml com
&gua. Pipete aliquotas com concentragdo de 0 a
0,2mg de pitrogénio/nitrato em baldes volumétri-
cos de S0mi, adicione 1ml de acido cloridrico 1M
¢ compiete o volume com Agua. Mega a transmi-
téncia a 220nm, usando um branco para a calibra-
¢do do espectrofotbmetro,

Determinagdo de nitrato — Pipete 30ml da
amostra em baldo volumétrico de S0ml, adicione
Imi de &cido cloridrico I M e complete o volume
com agua. Para a medida de transmitdncia, proce-
da como na curva-padrio. Determine a concen-
tracdo de nitrato nas amostras, em termos de
mg N/NO3, a partir da curva-padrdo.

Meérodo do resorcinol!

Curva-padrdo — A partir da solugdo estoque
de nitrato de potassio, pipete aliquotas com con-
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cenitragdes de 0 a 0,06mg de nitrogénio/nitrato,
cologue em baldes volumétricos de 50mi, adicione
imi de resorcinol a 5% e agite. A seguir, adicione
lentamente 26 mi de acido sulfarice concenirado,
esfrie até a temperatura ambiente e complete 0 vo-
lume com 4dgua. Mega a transmitlncia a 360mm,
usando um branco para calibragfo do espectrofo-
tbmetro.

Determinagcdo de nitrato — Pipete 20mi de
amosira em baldo voluméirico de 50mi, adicione
1ml de resorcinol a 5% e, lentamente, 26ml de
acido sulffirico concenirado, complete o volume
com Agua. Para a medida da transmitdncia, pro-
ceda como na curva-padrio. Determine a concen-
tragdo de nitraio nas amosiras, em termos de mg
N/NQ73, a partir da curva-padrio.

Método da redu¢do em coluna de cddmio

Curva-padrde — A partir da solucdo estoque
de nitrato de sodio, pipete aliguotas com concen-
tragdes de 4 a 40pg de nitrito e coloque em baldo
volumétrico de 25ml, adicione 3mi da solugdo
tampio, 10mi da solugfio alfa-naftol e complete o
volume com agua. Deixe durante 30 minutos em
banho-maria de 25°% a 30°C, esfrie até a tempera-
tura ambiente ¢ mega a transmitingia a 474nm,
usando um branco para calibragdo do espectrofo-
1ometro.

Preparo da coluna de cddmio — Cologue bas-
tdo de zinco em 100mi de solucdo de sulfato de
cadmio a 20%; apds 3 horas, remova o deposito
esponjoso de cadmio, triture com 250mide dguae

passe em peneira de 20 a 40 malhas, Transfira a
esponja de cadmic para uma coluna de vidre
(1,5¢cm de didmetro ¢ 12cm de comprimento},
qual esteja adaptado um fanil de separagio de
50ml e mantenha a coluna com dgua. Antes da de-
terminacio de nitrato, lave a coluna com 25 mi de
acido cloridrico 9, 1N, a seguir com 501al de 4gua
e, finalmente, com 25ml de solucdo tampdo dilui-
da 10 vezes,

Eficiéncig da colung — Teste a eficiéncia da
coluna, passando soluggo de nitrato de potassio
através da mesma, e determine a quantidade de ni-
trito, a partir da curva-padrdo. Os dados obtidos
encontram-se na tabela 1.

Determinacdo do nitrato — Pipete um volume
adequado de amostra ¢ colpque no funil de sepa-
racdo da coluna, adicione $ml de sohicao-tampio
& passe pela coluna @ uma velocidade de 5mi/min.
A sepguir, passe agua até recolther 100mi de eluido.
Pipete 10ml do efuido para um balgo volumétrico
de 25ml, Para desenvolvimento de cor e medida
de transmitincia, proceda como descrito na cur-
va-padrio, Determine o feor de nitrito pela curva-
padrio.

RESULTADOS

Os resultados da analise das amostras pelos
quatro métodos citados, encontram-se relaciona-
dos na tabela 2 da pagina seguinte,

TABELA 1

Recuperagcdo da coluna de eddmio

~ Quantidade tedtica
Quantidade de NO3 correspondente a Quantidade encon- Recuperacdo
passado na coluna NOZ trada de NOJ da coluna
ug ue HE %
100 74,19 14,62 100,39
140 103,87 103,66 94,80
160 118,70 121,09 i02,02
200 148,38 154,18 103,91
300 222,58 216,77 97,39
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TABELA 2

Resultados das determinagdes de nitrato pelos métodos comparativos*

Amostra Método do dcido Método do Método espectzo- Método de redugdo
NO fenoidissulidnico Resorcionol fotométrico da coluna de _c‘:écimio
’ (N/NO3) {(N/NO3) (N/NOZ) (N/NO33
mg/! mg/! mg/! mg/!

1 1,61 1,81 2,00 1,73
2 2,25 2,33 2,39 2,21
3 0,56 0,93 0,80 0.97
% 1,63 1,95 1,88 1,69
5 1,22 1.29 1,37 1,34
6 13,99 12,82 12,71 11,66
7 1,71 1,87 1,98 1,88
8 0.14 0,08 (3,36 4,20
9 2,36 1,90 2,67 2,53
10 1,73 1,95 2,03 1,91

* Média de 3 valores.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os valores obtidos para as determinacdes de ni-
trato, pelos métodos estudados, apresentaram-se-
satisfatdrios entre si, como mosira a tabela 2, evi-
denciando que qualquer um dos métodos poderia
ser recomendado para analise de rotina. Restri-
¢des, porém, podem ser feitas com relagfo & ope-
racionalidade ¢ interferéncias de cada método.

O método do dcido fenoldissuifénico apresenta
a desvantagem de, além de utilizar volume relati-
vamente grande de amostra, envolve varias etapas
de reagdes que podem levar a erros por parte do
analista, tendo porém a vaniagem da grande esta-
bilidade do composto final obtido, ndo requeren-
do controle rigido do tempo de determinacgdo. Al-
tos teores de cloreto podem interferir nesta dosa-
gem de nitrato porém, para concentracles até
5.000mg//, ndo se observou nenhuma interferén-
cia.

Com relagiio ao método da espectrofotometria
direta na regido do ultravioleta, apesar de ser rapi-
do e simples, apresenta desvantagem em sua apli-
cabilidade por requerer que as amostras sejam
isentas de matéria orginica interferente, condigdo
pouco provavel de se ter na pratica. Em nosso tra-
balho, obtiveram-se teores de matéria orginica abai-
x0 de 0,50mg/!, inferiores aos citados na literatu-
Ta,

Quanto ao método do resorcinol, sua grande
desvantagem é com relagdo 4 necessidade de ma-
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nipulagdo com  acido sulfirico concentrado.
Amostras de Agua fregiieniemente apresenfam
concentragGes significativas de itons de ferro (Il e
ferro (111), gue sdo interferentes neste método, co-
mo mosiram as figuras 1 e 2 da pagina seguninte,
ocasionando resultados mais elevados gue 0s es-
perados, Nas amostras analisadas foram obtidos
valores de ferro-total abaixo de §,20mg/1.

O mérodo da reducBo em coluna de cadmio
apresenta algumas restrigdes, apesar de ser consi-
derado padrio, em virtude de nfio apresentar pro-
blemas de inferferéncia, excetuando a presenga de
nitrito, que pode ser eliminada através da diferen-
¢a da concentragio de nitrito antes e depois de
passar pela coluna de cadmio, e pode ser utilizado
praticamente para todo tipo de amostra. Cuida-
dos devem ser tomados com relagdo 4 sua opera-
cionalidade: evitar gue a coluna seque, tempo de
escoamento, de 20 minutos, e checagem periddica
da eficiéncia da coluna.

Com base nos estudos realizados, levando em
consideracdo em primeire lugar o problema de in-
terferentes e em segundo lugar a operacionalida-
de, o método mals apropriado para anélises de ro-
tina de dguas naturais é o do 4cido fenoldissuifé-
nico, pois estas amostras dificiimente apresentam
teores elevados de cloretos. Sugerimos, como mé-
todo alternativo, o da redugdo em coluna de cad-
mio, para amostras que apresentam teores eleva-
dos de cloretos.
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RIALA 6/623

OLEVEIRA, L1V, VALLILO, M.L; PEDRO, N.AR. & ZENEBON, O. — Comparative
study of methods for determination of nitrate in water from wells drilled in metropolitan
S3o Pauvlo. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 47(1/2):25-30, 1987,

ABSTRACT: Four methods for nitrate determination in natural waters were employed in
water samples from 10 wells drilled in Metropolitan Sdo Paulo. The operational problems
and the occurrence of interference were examined for cach of the four methods. The
phenoldisulfonic acid method is suggested for routine analysis of natural water samples.

DESCRIPTORS: natural water, nitrate determination in; nitrate in natural waler,

gcomparative methods of determination.
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RESUMO: Foram analisadas as caracteristicas bioguimicas

de 386 cepas de

Corynebacterium J iphtheriae isoladas na Segfio de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz,
Sdo Paulo, no periodo de 1980 a 19886, Verificou-se gue 38,3% destas cepas foram capazes de
fermentar a sacarose. O biotipo mais {reqiiente foi o mitis (52,2%), seguido pelos biotipos
intermedius {26,4%}, gravis (2,9%) ¢ de cepas de comportamento atipico (11,7%). Das cepas
pertencentes zo biotipo intermedsus, 75,5% foram capazes de fermentar a sacarose. Com
relaglio & produglio de toxina, detectada pelo método de Elek, verificou-se que 92,8% das
cepas foram toxigénicas e que 97,3% das cepas fermentadoras de sacarose produziram

toxina.

DESCRITORES: Corynebacrerium diphtherige, biotipos.

INTRODUCAG

As caracteristicas bioquimicas do Corynebacte-
rium diphtherice s80 bastante conhecidas. Com
relagio 4 fermentacfio de carboidratos, alguns de-
les s&#0 usados para diferenciar o C. diphtheriae
de outras espécies normalmente ndo patogénicas.
Dentre os carboidratos utilizados, encontramos a
sacarose que sempre foli considerada, nos testes de
fermentac8o, o agficar-chave para a identificacio
do C. diphtheriae.

Na ditima edicdo do manual Bergey!0, de 1986,
o C. diphtherige ainda ¢ considerado como néo
fermentador da sacarose, sendo raras as cepas ca-
pazes de utilizd-la. No entanio, em 1943, PESTA-

NAI2 ja mostrava que de 1452 cepas isoladas e
identificadas no Instituto Adolfo Lutz, em S3o
Paulo, 12,6% fermentaram a sacarose. Em 1957,
CHRISTOVAQSS ¢ TOPLEY! relataram uma
positividade de 20% em cepas de C. diphtheriae,
também isoladas em Sdc Paulo. Os mesmos auto-
res, analisando extensa literatura, mostraram que
os dados ndo eram concordantes, e que a variabi-
lidade dos resultados de fermentagio da sacarose
muitas vezes estava relacionada com ¢ meio base
utilizado, a pureza do acicar ou a pouca sensibili-
dade do indicador de pH utilizado.

RASKIN®S, em 1978, analisando 254 cepas de
C. diphtherige isoladas e identificadas no Institu-
to Adeifo Lutz em Sdco Paulo, verificou que
50,89 das mesmas fermentaram a sacarose.

*  Realizado na Sccdo de Bacteriologia do Instituto Adoifo Lutz, Sdo Paulo, SP.

=% Do Instituto Adoifo Lutz.
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Fica assim bem demonstrada a importéncia do
trabalho inicial de PESTANA & FERREIRAIZ,
que teve sua observacio confirmada por CHRIS-
TOVAOS¢ ¢ RASKIN et alii’3, Atualmente, ja se
admite que ha cepas de C. diphtherige fermenta-
doras de sacarose e que esta caracteristica est as-

sociada apenas aos biotipos mitis ¢ gra-
stl,2.3.3,15,17_

No periodo de 1980 a 1986, tivemos a oportuni-
dade de examinar 386 cepas de C. diphtheriae que
foram submetidas a vérias provas bioquimicas, e
pesquisa de toxigenicidade na Secfio de Bacterio-
logia do Instituto Adolfo Lutz, em Sio Paulo. Bs-
te estudo teve como objetivo tracar o perfil bio-
guimico, com atencao especial para a capacidade
de fermentar a sacarose, ¢ toxigénico, bem como
conhecer a incidéneia dos diferentes biotipos de
C. diphtheriae em nosso meio.

MATERIAL E METODOS

Origem das cepas - As 386 cepas de C. diph-
therige analisadas-foram obtidas a partir de swabs
nasais ¢ faringeanos, submetidos ao diagndstico
bacteriologico pela Se¢do de Bacteriologia do Ins-
tituto Adolfo Lutz no periodo de 1980 a 1984, de
pacientes com suspeita clinica de difteria, comu-
nicantes € portadores encaminhados ac Hospital
Emilio Ribas, Sdo Paulo.

Isolamento — O material, uma vez ¢olhido, foi
semeado em meio de Loeffler e incubado por um
periodo de 8 a |2 horas, em estufa a 37°C, Apds
este periodo, foi feito esfregaco do crescimento
bacteriano em lémina, 0 qual foi corado pelo mé-
todo de Albert Laybour?, com a finalidade de de-
monstrar a presenca de bacilos com caracteristi-
cas morfoldgicas e tintoriais de Corynebacterium
sp. Independentemente da positividade ou ndo
deste exame bacterioscOpico presuntivo, proce-
deu-se & cultura, a partir do meio de Loeffler, que
foi feita em placas de 4gar-sangue-cistina-telurito
{CTBA)S, as quais foram incubadas, por 48 ho-
ras, em estufa a 37°C. Destas placas, vérias cold-
nias suspeitas foram subcultivadas em meio de
Loeffler ¢ incubadas em estufa a 37°C, por 18 ho-
ras. Apos incubacio, esfregacos corados pelo mé-
todo de Albert Laybour foram usados para con-
firmar as caracteristicas morfologicas e tintoriais
destes microrganismos isolados.

Identificagdo — Para a identificacio biogquimi-
ca, biotipagem e pesquisa de toxigenicidade,
usou-se como indculo uma cultura em agar Muel-
ler-Hinton incubada por 18 horas em estufa a
37°C. Parte dos testes bicquimicos utilizados fo-
ram descritos em publicacfo anteriori4, aos quais
foram acrescidas a capacidade de hidrolizar a pi-
razinamida e pesquisa da atividade hemolitica. A
pesquisa de pirazinamida carboxilamidase (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo) foi feita pelo méto-
do rapido descrito por SULEA et alii’®. Como
controle positivo da reagfio usou-se uma cepa de
C. xerosts, KC-1368*. A atividade hemolitica foi
observada em placas de dgar sangue (10% de san-~
gue desfibrinado de coelho), com leituras feitas
apds 24 ¢ 48 horas de incubacfio, em estufa a
37°C.

Biotipagem — Os biotipos de C. diphtheriae
foram caracterizados segundo o esquema preconi-
zado por SARAGEA et alii'é onde foram analisa-
das as caracteristicas morfologicas em CTBA, ti-
po de ¢rescimento em caldo nutritivo, fermenta-
cdo do amido e glicogénio, redugio de nitrato ¢
atividade hemolitica.

RESULTADOS

Das 386 amostras de C. diphtheriae, 58,29%:
foram capazes de fermentar a sacarose {tabela 1),
Com relacdo a freqliéncia dos biotipos, 52,21%
das cepas pertenceram ao biotipo mitis, 26,42%
ao biotipo intermedius, 9,87% ao biotipo gravis ¢
11,69% corresponderam a cepas que apresenta-
ram um padrioc de comportamento atipico (tabela
2)

Quanto & utilizagio da sacarose, a maior fre-
giiéncia fol encontrada no bictipo intermedius,
75,49%, seguido pelos biotipos gravis,
71,05%,cepas  de comportamento  atipico,
57,78% ¢ mitis, 47,26% (tabela 1). -

Com relacdo & produgio de toxina, verificou-se
que 92,77% das cepas foram toxigénicas, sendo
que 99,02% das cepas pertencentes ao biotipo in-
termedius foram toxigénicas {tabela 3).

Com relagdo ao tipo de nitrato redutase, 100%
das cepas eram do tipo A, ¢ apenas 0,52% das ce-
pds nao apresentavam esta enzima.

* Cepa cedida pela Dra. Frances (. Sotinek, Centers for Disease Conirol, Atlanta, Georgia, EUA.
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TABELA 1

Distribuicdo anual de biotipos de C. diphtheriae fermentadores da sacarose

1980 1981 1982 1983 1584 1983 1986 Total
Biotipos
N % NO % N© % NO G N© % N© % NG % NO %
miitis 29 63,04 21 50,0 6 54,54 7 43,75 14 45,16 9 28,12 9 39,13 95 47,26
gravis 3 83,33 7 87,5 0 - 4 66,23 9 69,23 0 - 2 50,0 27 71,05
intermedius 4 100,00 32 86,49 3 30,0 5 31,25 9 50,0 20 90,91 4 57,14 77 75,49
Atipicos 9 69,23 8 30,0 1 1000 0 - 3 60,0 G - 5 7143 26 57,78
Totai 47 68,11 68 66,02 10 55,55 16 41,02 35 59,32 29 50,88 20 48,78 225 58,29
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TABELA 2

Biotipos de C. diphtherias estudados durante o perlodo
de 1980 a 1986,

Ao Biotipos Total de
mitis gravis infermedius atipicos biotipos
nd % n? % a9 T n? %
1989 46 66,67 6 87 4 5.8 13 18,83 69
198t 42 41,18 8 7.8 37 3592 i6 15,73 103
1982 11 61,11 4] - 6 33,33 1 5,53 13
1983 16 41,03 ) 15,38 i6 41,03 1 2,56 39
1984 3t 52,54 13 22,03 10 16,25 5 8,48 59
1935 32 56,14 i 1,75 22 386 2 3,51 37
1586 23 56,1 4 3,76 7 17.07 7 17,07 41
Total 201 52,21 38 9,87 102 26,42 45 11,59 386
TABELA 3
Distribuigdo anual de biotipos de C. diphtheriae roxigénicos*
Biotipos mitis tox” gravis tox™ intermedius tox” atipicos tox” Totai ?;:fogip s
Anos ¥ % n? % no % n? % a9 %
1984 43 | 93,48 é 100,60 4 | 100,60 13 100,00 66 935,65
1981 41 | 97,62 8 100,00 37 | 100,00 16 100,00 102 99,03
1982 10 | 96,91 0 - 6 100,00 1 100,00 17 94 44
1983 14 | 875 6 100,00 15 92,75 I 100,00 36 92,30
1984 27 87,1 10 76,92 10 110000 5 100,00 52 88,14
1985 29 1 90,62 0 —~ 22 | 00,00 i 50,0 32 81,23
1986 1 82,61 1 25,0 7 1 100,00 6 85,71 33 80,49
Total 183 { 91,04 31 81,57 § 101 9%.02 43 95,567 358 92,77

* A pesquisa de toXigenicidade foi feita pelo método de Elek,

DISCUSSAG E CONCLUSAOD

A percentagem de cepas fermentadoras da sa-
carose dentre as 386 analisadas foi alia, 58,25%,
mostrando ser uma caracteristica importante dos
bacilos diftéricos em nosse meio.

Um estudo da incidéncia de tal positividade,
duranie os 7 anos analisados, mostra que esta po-
sitividade sofreu variagdes nfo significativas.

Como pode ser observado na tabela 4, dentre as
cepas fermentadoras da sacarose, 219, ou seja,
97,33%, apresemtaram prova de toxigenicidade
positiva ¢ apenas 6 (2,67%) ndo foram toxigéni-
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cas. Foi assim constatado que a percentagem de
cepas fermentadoras da sacarose e toxigénicas
permanece eievadall,

A alta incidéncia de cepas capazes de utilizar a
sacarose pode estar ligada a uma caracteristica re-
gional, uma vez que ndc ha relatos na literatura
referentes a este tipo de freqiéncia em outros pai-
SES.

Ainda, com relacfo A fermentagdo da sacarose,
a maior freqiifncia foi para o biotipo interme-
dius, 75,49%, seguide pelos biotipos gravis,
71,05%, cepas de comportamento atipico,
57,78%, e mitis, 47,26%. EPstes dados diferem
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TABELA 4

Correlagdo entre @ fermentagdn do sacarose e a toxigenicidade de
C. diphtheriae

Fermentacdo da sacarose Total de
Toxigenicidade Positiva Negativa cepas
NO % NO % N9 %
Positiva 219 97,33 139 86,34 358 92,75
Negativa 6 267 22 13,66 28 2,25
Total de
cepas 225 58,29 161 41,71 386 -

dos relatos da literatura internacional que se refe-
re a0 fato, como raro, € assinalam nunca ter sido
isolada uma cepa fermentadora da sacarose per-
tencente a0 biotipoe infermedius.

Com relagdo s cepas produtoras de nitrato-re-
dutase, verificamos gque 100% delas apresentaram
enzima pertencente ao tipo A. A variedade nitra-
to-reduiase negativa, o C. diphtherige mitis var.
helfanti, fol extremamente rara, tendo sido isola-
das apenas 2 cepas (0,52%), durante o periodo de
7 anos,

Apesar de ter havido uma variagdo dos biotipos
no decorrer dos 7 anos(1980 a 1986), o biotipo mi-
tis sempre foi o de maior incidéncia e o gravis de
incidéncia mais baixa, com excecio das cepas ati-
picas.

Pentre as 201 cepas pertencentes ao biotipe mi-
tis, 91,04% foram toxigénicas. Este comporta-
mento difere muito do apreseniado por cepas do
biotipo mitis isoladas em ouiros paises. No Cana-
d4, apenas 5% das cepas do biotipo mitis isoladas
entre 1967 ¢ 1971 foram toxigénicas®. Porém, a
percentagem das cepas toxigénicas pertencentes
a¢ biotipo mitis, nos Estados Unidos da América,
varion muito, apresentando uma gueda significa-
tiva no decorrer de 14 anos analisados, sendo de
14% no periodo de 1971 a 19759,

A suposicio de haver uma correlagdo entrg o
biotipo ¢ a gravidade da doenca, hoje, j& ndo
apresenta consisténcia, pois todos os biotipos pe-

dem ser toxigénicos ou ndo, causando mal clinico
de intensidade variavelis, No entanto, a incidén-
cia dos diferentes biotipos pode apresentar valor

. epidemioldgico, pois a freqlidncia deles, em épo-

cas epidémicas, & maior para o gravis, seguido do
intermedius'é,

Em alguns paises da Europa!s1820, durante os
alimos 20 anos, o biotipo gravis foi o Gnico isola-
do em epidemias, enquanto, no periodo pos-epi-
démico, a maior freqiiéneia foi para o interme-
dius. O biotipo mifis tornou-se prevalente somen-
te quando a difteria passou a ser endémica. Para
estes paises a ocorréncia de cepas do biotipo gre-
vis, ¢ toxigénicas, representa wm indicador epide-
mioldgico implicando em medidas profildticas
imediatas? %!, J& nos Estados Unidos da Améri-
ca, em recentes surtos investigados, o biotipo in-
termedius toxigénico prevaleceu, porém, em pe-
riodos pos-epidémicos 0 biotipo mritis continuou
sendo o de maior incidéncial’. 16,20,

A semelhanca do gue tem ocorrido em diferen-
tes paises, a prevaléncia no nosso meio do biotipo
mitis nos leva a crer que a difteria se encontra sob
a forma endémica. Uma possivel alteragdo na in-
cidéncia dos biotipos gravis ¢ intermedius poderia
ter algum significado epidemiolégico. A determi-
nagio de lisotipos, bacteriocinotipos ou de mar-
cadores moleculares seria necessaria para uma
melhor caracterizacfo das cepas epidémicas de C.
diphtherige.
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ABSTRACT: A biochemical study was made of 386 strains of Corynebacteriim
diphtherige isolated at the Central Public Health Laboratory for the State of S3o Paulo in the
period 1980-1986. Sacharcse was fermented by 58.3% of the strains. The most frequent
biotype was miitis (52.2%) while intermedius and gravis showed frequencies of 26.4% and

9.9%, respectively, while 11.7% were atypical. Of the

intermedius type strains, 75.5%

fermented sacharose. Elek’s method showed that 92.8% of the strains of all types were
toxigenic and that 97.3% of the sacharose-fermenting strains were toxigenic.

DESCRIPTORS: Corynebacterium diphtherige, biotypes.
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espectrofotoméirica na defecclo da cafelna em guarand. Rev. Inst. Adolfo Luiz,
47(1/2):39-44, 1987.

RESUMO: Foram comparados os resultados da determinagio quantitativa da caleina
em guarani de acorde com o método gravimétrico descrite na Farmacopéia Brasileira, 37
edigdo, com os da determinagdo espectrofotométrica dos residuos obtidos dissolvidos em
&cido cloridrico G,1 N, com leitura a 273 nimi. A presenca de outras substdncias de natureza
nfo xaniinica no residuo foi mostrada atraves de cromatogratia em camada delgada, usando-
se fases méveis de diferentes polaridades. Os valores obtidos por espectrofotometria foram

sempre menores do que os obtidos por gravimetria.

DESCRITORES: guarana (Paullinia cupara Kunth), determinagio de cafeina em;
cafeina, determinagfo em guarapa; espectrofolomeiria.

INTRODUCAQ

O guarand {Paulinia cupana Kunth) ¢ uma
planta nativa caracteristica do norte da América
do Sul?, tendo seu uso difundido como tdnico, es-
fomaguico e estimulante’.

As primeiras noticias de seu estudo quimico fo-
ram dadas por Theodor Martius, segundo
CAGNO?2, 1942, Posteriormente, foram realiza-
das varias pesquisas visando a caracterizacdo dos
componentes quimicos do guarana. Isolou-se,
dessa forma, um composte denominado inicial-
mente de guaranina, que mais tarde ficou de-
monstrado tratar-se de cafeina, cujo teor tem sido
utitizado como pardmetro de qualidade do produ-
1o vegetai?. A quantificagiio da cafeina em guara-
na, entretanto, tem sido realizada apenas através
da determinagdo gravimétrica 3.4 embora alguns
autores? tenham utilizado métodos espectrofoto-
métricos. Muiios métodos analiticos existem, para
guantificacso da cafeina e/ou teobromina ¢ teofi-
lina em café, cha, chocolates 12 Fstes métodos
incluem a cromatografia em fase gasosa e croma-
tografia liquida de alta resolugdo’+ que, no entan-

1o, ndo tém sido aplicados ao estudo do guarana,
pois a maloria dos laboratorios brasifeiros ndo
dispde desies equipamentos especializados.

Mais recentemente, Simdo et alii'’assinalaram a
importincia da detecgdo do pigmento vermetho,
componente secundario do guarand, para confir-
macdo do seu grau de pureza.

A Farmacopéia Brasileira’ 3 tem sido ao longo
de suas revisdes o anico Codigo Oficial gue apre-
senta monografia para guarana e, em sua Glima
edicdo (1977)6,estabelece para sementes de guara-
na teores de cafeina que variam de 3,25% a
6,98%.

A determinacio do teor de trimetiixantina (ca-
feina) em guarana bascia-se no tratamento do pd
da droga com carbonato de sédio ¢ oxido de
chumbo, seguido da extragio com cloroformio
em apareiho de Soxhlet. O residuo assim obtido é
pesado e o resultado final é expresso em porcenta-
gem de cafeina. Observa-se, no entanto, gue o as-
pecto do residuo é heterogéneo, sendo formado
por cristais aciculares caracteristicos da cafeina e

* Realizado nz Secao de Farmacognosia do Institute Adoifo Lutz, Sio Paulo, 5P,

** Do Instituio Adelfo Lutz.
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por uma massa ameralo-paiida, demonstrando ser
a extracdo ndo seletiva para cafeina. Tal constata-
¢do levou-nos a considerar a determinacdo espec-
trofotoméirica deste residuo como uma possibili-
dade de se quantificar seletivamente a cafeina pre-
sente no mesmo, devido 4 sua simplicidade, rapi-
dez e seletividade, podendo ser realizada em qual-
quer laboratorio. Como altima etapa do estudo,
foram realizadas cromatografias em camada del-
gada em diferentes fases moveis para comprova-
¢d0 da presenga de outras substéncias.

MATERIAL E METODO
Material

Foram estudadas 2% amostras de po de guara-
nd, reccbidas pela Se¢fio de Farmacognosia para
analises fiscais e de orientacio.

Método para determinagdo gravimétrica e espec-
rrofométrica

Para a extracio da cafeina do pd de guarané foi
empregado o métode descrito na Farmacopéia
Brasileira, 37 edicdos.

O residuo obtido pela analise gravimétrica foi
transferido quantitativamente para baldo volumé-
rico de 100 ml com solucfo de acido cloridrico
0,1 N; a partir desta solugBo foram feitas diluigdes
de modo a obter-se uma solugio final com con-
centragdo de cafeina de 10 ug/mi, a qual foi wiili-
zada para leitura de ULV, a 273 nm.

Mérodo para cromatografia em camada delgada

Foram desenvolvidas cromatografias em cama-
da delgada nos residuos obtidos nas andlises gra-
vimétricas visando-se, primeiramente, a identifi-
cacdo da cafeinalé (Sistema I). Posteriormente,
foram utilizados outros sistemas cromatograficos
com diferentes polaridades na fose movel, com o
objetivo de observar 0 comportamento das outras
substdncias presentes no residuo juntamente com
a cafeina (Sistemas I, 111, IV, V, V).

Sisterna I
As placas silica gel 60 GF,, foram submetidas &
atmosfera amoeniacal em cuba de vidro por 20 mi-

nutos, a temperatura ambiente,

As amostras a screm aplicadas consistiram do
residuo obtido por extracio da trimetilxantina se-

gundo a técnica ofical, dissolvido em 1 ml de clo--

rofomio.

Foram dissolvidas cerca de 20 mg de cafeina pa-
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drado {cafeina anidra — USP) em | mi de clorofér-
mio (solugio-padrio).

A fase movel empregada foi cloroférmio-cta-
nof (99:1).

O desenvolvimento foi unidimensional de 15 cm
e cuba com saturagdo total. Apds o desenvoivi-
mento, a placa foi seca ao ar por 30 minutos.

A revelacdo foi obtida empregando-se, primei-
ramenie, 10 ml da solugo I e apds 2 minutos, 5a
10 ml da solucGo Il (Reativo n? 41}, segundo
STAHML et aliiis:

Solucdo b Dissolver I g de iodeto de potas-
sio e 2 g de iodo em 100 mi de
etanol a 96%.

Solucdo [I— Misturar 5 ml de 4cido cloridrico
a 25% em etanol a 96%.

Sistemas I, 1T, 1V, V, VI

As placas de silica gel GF,s4 foram ativadas a
105°C por uma hora e as amostras foram aplica-
das juntamente com o padrio de cafeina, como
descrito acima no Sistema 1. O desenvolvimento
fo1r unidimensional, ascendente de 15 cin, com cu-
ba saturada por uma hora. A revelagéio foi feita
com iodo sublimado.

As diferentes fases moveis ilizadas nos Siste-
mas 1L, 1, IV, V ¢ VI assim como as respectivas
propor¢des, encontram-se relacionadas na
tabela 1.

TABELA 1

Fases moveis que foram utilizadas para cromatografia
em camada delgada do restduc obtido da amostra

de guarand
Sistema Fase mdvel Proporgio
H Benzeno-Metanol 1:3
FEE) Benzeno-Metanol 1:1
v Benzeno-Metanol 3:1
v Benzeno-Metanol 1:3
Vi Benzeno-Clorof6rmio 1:1

RESULTADOS

Bascado nos dadoes da tabela 2 foi verificada a
correfacdo entre os valores obtidos pelo métedo
gravimétrico ¢ pela determinacdo espectrofoto-
métrica, observando-se uma boa correfaciio (coe-
ficiente de correlaggo = 0,75).
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TABELA 2

Teores de cafeina obtidos nas amostras pelos métodos graviméirico e espectrofotométrico

Amostra Método gravimétrico Método espectrofotométrico
NO g/100¢g gfl00 g
1 4.44 2,38
2 440 2,26
3 3,96 2,44
4 5.06 2,95
g 4,76 3,25
6 5,82 3,87
7 5,13 3,69
8 5,87 3,50
g 6,98 3,82
1] 6,05 4,14
i1 6,25 3,28
iz 5,69 3,59
i3 5,64 3,88
14 7,43 4,00
15 4,52 3,08
16 6,21 3,12
i7 2,90 1,37
18 5,28 2,85
19 5,59 1,70
20 2,31 0,97
21 3,43 2,75
22 6,08 2,59
23 747 3,07
24 6,60 2,75
25 6,85 3,90
26 5,44 3,33
27 447 2,33
28 6,49 3,25
29 4,99 2,78

A fim de se verificar a significincia da correla-
¢do quanto ao nimero de amostras estudadas, foi
feito o teste { de Student e Fisher, onde se verifi-
cou gque o valor calculado era bem superior ao va-
lor critico de tabela, ao nivel de significdncia de
94,5%, confirmando-se assim a existéncia da cor-
relacdo entre os valores dos métodoes gravimétrico
¢ espectrofotomeétrico.

A reta de regressfo linear esta tracada no grafi-
cO na pagina seguinie.

Da observagido do cromatograma obtido no sis-
tema 1 foi desenvolvida outra série de cinco siste-
mas cromatograiicos utilizando-se diferentes fa-
ses moveis, o que permitiv a verificagio do com-
portamento do residuo em diferentes polaridades.
Em todos os sistemas de fases moveis empregados

sempre se obteve uma mancha para o padrio de
cafeina com Rf{(s), variando de 0,1 a 0,43,

No caso das amostras, entretanto, foram obser-
vadas as seguintes manchas:

Sistemqg I boa resolugdo, com manghas em to-
da a extensdo do percurso,

Sisterma I e I mancha tinica, difusa, sem efe-
tiva separacdo da cafeina tanto quanio dos de-
mais componentes.

Sistema IV: boa resolucdo, com separacdo dos
coniponenies em varias manchas nitidas de Rf(s)
superiores ao da cafeina.

Sistema V e VI boa resolugdo, com separacdo
dos componenies em varias manchas nitidas de
Ri(s} superiores ac da cafeina que apresentou Rf
de 0,1.
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DISCUSSAO E CONCLUSAC

A tabela 2 mostra gue os resultados obtidos pe-
la determinagdo espectrofotoméirica foram sem-
pre menores que os obtidos pela gravimetria.

Este dado confirma a observagéo inicial de que
os resicduos obtidos nao eram homogéneos, cons-
tituidos apenas por {rimetilxantina {cafeina) e ou-
tras xantinas (teobromina ¢ teofilina), mas sim
compostos por outras substlncias, extraidas pelo
clorofoérmio nas condicdes de analise.

Tendo como preocupacio a adequagdio da
amostragetn, foi feito um estudo estatistico dos
resultados em fungBo do nimero de amostras
{n =293, que revelou a existéncia da correlacio li-
near-positiva entre os dados da tabela 2, onde o
cocficiente de correlagdo foi de 0,75, O teste 1 de
Student e Fisher indicou que a amostragem foi re-
presentativa para a realizacio do estudo.

Procurou-se mostrar de uma forma simples e
rapida, usando a cromatografia em camada del-
gada, que o restduo era constituido por uma mis-
tura de substincias. Esse fate ficou demonstrade
j& na execucdio da cromatografia em camada del-
gada, especifica para drogas xantinicas onde,
além da mancha caracteristica da cafeina, obser-
varam-s¢ outras manchas em toda extensfo do
percurse cromatogréafico. Com o emprego de sol-
ventes apolares como fase movel, obteve-se me-
thor resolugcdo das manchas, indicando assim a
natureza lipofilica das substincias presentes no

residuo, 0 gque concorda com a constatagdo da
nio solubilizacdo total do residuo em &cido clori-
drico 0,1 N, guando da diluicfo para determina-
¢do espectrofotométrica.

Sabe-se que os frutos de Pawllinia cupana
Kunth, variedade sorbills, 18m como componen-
tes: cafeina, teobromina e teofilina, apesar de al-
guns autores admitirem a auséncia de dimetilxan-
tinas (teobromina ¢ teofilina) nos frutos, encon-
trando-s¢ apenas cafeina%i%il, A teobromina
apresenta baixa solubilidade em cloroférmio ¢ em
agua, sendo que seu coeficiente de partigdo no sis-
tema cloroférmio/dgua favorece a solubilizacio
parcial’® na agua durante a lavagem do exirato
cloroférmico, climinando em parte a interferén-
cia da teobromina no resuitado final.

Por outro lado, as bases xantinicas im um
comporiamento especiral proximo, apresentando
picos de méxima absorgBo na mesma faixa de
comprimento de onda (270 nm-274 nm), o que de-
veria aumentar a absorcdo da solugdo-amostra no
ultra-violeta, como resuliado da soma das ouiras
metilxantinas presentes. Ainda assim, os resuita-
dos obtidos pela determinacdo espectirofotomé-
trica foram menores que os obtidos pela gravimé-
trica.

Os resultados obtidos permitem-nos sugerir a
introdugfio da espectrofotometria na determina-
cdo da cafeina em guarana, em complementacdo
a técnica descrita pela Farmacopéia Brasileira, 32
edicdo, 1977.

RIALA6/625

AURICCHIO, M.T.; BATISTIC, M.A. & HOPPEN, V.R. -~ Use of the spectrophoto-
metric method in the caffein determination In guarana. Rev. Inst, Adolfo Lutz,

47{1/2):39-44, 1987, '

ABSTRACT: The resuits of the quantitative determination of caffein in guarana
according o the gravimetric method specified by the 35d edition of Brazilian Pharmacopeia
were compared to the spectrophotometric determination of the residues disselved in HCL 0.1
N at 273 nm. Substances other than xhantynic compounds in the residue were shown by thin-
layer chromatography using different solvent systems. The values obtained by
spectrophotometric method were always smaller than those obtained by the gravimetric

rethod.

DESCRIPTORS: guarana (Paullinia cupana Kunth), determination of caffein in;
caffein in guarana, determination; spectrophotometsry.
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CHLAMYDIA TRACHOMATIS EM ESFREGACOS CERVICAIS E VAGINAIS:
IMPORTANCIA DO METODO DE PAPANICOLAOU NO RASTREAMENTO
EM GRANDES POPULACOES®
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RIALAG/626

MAEDA, M.Y.5.; CAVALIERE, M.F; SHiH, LW.E

& YAMAMOTO, LS.U, —

Chlamydia rrachomatis em esfregacos cervicais ¢ vaginals: importéncia do método de
Papanicolaou no rasireamento em grandes populacdes. Rev. fnst. Adolfo Luiz,

47(1/2): 45-50, 1987,

RESUMO: Foram selecionados, pelo método de Papanicolacu, esfregacos cervicais

€ vaginais sugestivos de infeccdo pov Chisinydia rrachomatis, para confirmagio da infeccdo
em colheia subsegitente, por um método mais especifico como a imunofiuorescéneis, cuja
aplicacdo ndo € pratica em todos o5 casos, devido ao cusio ¢ tempo empregados. Fol utilizada
uma amosiragem de 40.000 esfregacos cervicals ¢ vaginais gue foram corados pelo método de
Papanicolaou. Utilizando critérios morfoldgicos padronizados, foram detectados 97 (0,3%)
casos sugestivos de infeccdo por C. trgchomatis, Desies, selecionaram-se para repeticio de
colheita 41 pacientes. Duas Jiminas foram preparadas; uma corada pelo método de
Papanicolaou ¢ ouira submetida & reagdc de imupofluorescéncia direta. Dos 41 casos, 27
{66%} foram positivos pela imunofluorescBnceia, sendo que destes 27 casos, 19 permaneceram
sugestivos peio método de Papanicoiaou ¢ 8, nao. Os restantes 14 casos foram negativos peia
imunofluorescéneia, sendo que 4 permaneceram sugesiivos pelo método de Papanicolzou ¢
10, nd3o, Concluiu-se que os critérios morfoldgicos identificiveis pelo métedo de
Papanicolaou foram importanies no rastreamento de €. rrachomatis, permitindo detectar
casos gue, submetidos & imunofluorescéncia, meostraram um bom indice (66%) de

confirmagio.

DESCRITORES: docngas do colo uterino; Chlamydia trachomatis; esfregacos vaginais;

muco cervical, citopatologia.

INTRODUCAQ

Chigmydia trachomatis & um microrganismo
intracelular obrigatorio que infecta células colu-
nares ¢ metapiasicas da endocervix, causando cer-
vicite mucopurulenta € podendo levar também a
endometrite ¢ salpingite. A infeccio esta freqiien-
temente associada ao contato sexual com homens
gue apresentam uretrite ndo gonocoeica inespeci-
fica. €. frachomatis € também responsgvel pela
conjuntivite de incluso e pneumonite em re-
cém-nascidos devido & transmissdo do microrga-
nismo na passagem pelo canal do parto (JA-
WETZ et alii*, TAYLOR-ROBINSON & THO-
MASH), .

O ciclo de crescimento de C. trachomatis envol-
ve uma fase extracelular, onde o microrganismo,
metabolicamente inativo, recebe o0 nome de cor-
pasculo elementar. Este, atingindo a superficie da
céhula hospedeira, é engiobado pela mesma por
fagocitose, passando & fase intracelular infeccio-
sa, com formacdo do corpisculo reticular inicial
dentro de um vaciolo. Os corptisculos reticulares
multiplicam-se por fissdo bindria dentro de um on
varios vaciiolos na célula hospedeira. O estagio
final £ indicado pela presenca, na célula hospedei-
ra, de vactolos perinucleares, com bordos distin-
tos, amoldamento, justaposicdo ¢ inclusdes cen-
trais em alvo (GUPTA et alii®). Posteriormente,
estas células se rompem ¢ libertam novos corpas-
culos elementares,

* Realizado no Sector de Citologia Oncdtica do Instituto Adolfo Lutz, 8o Paulo, SP.

* * o Instituio Adolfo Lutz.
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C. trachomatis tem sido apontada como um
dos principais agentes responsaveis por infecgdo
cervical em mutheres (BORGES et alii2, GUPTA
et alii4, RASSYS, TAYLOR-ROBINSON & THO-
MAS); dai o interesse emn detectar sua presenga
em esfregacos cérvico-vaginais de mulheres que
procuram os Centros de Sande para prevengo do
cincer e tratamento de infecgdes ginecologicas.

Tem sido demonstrada a relac@o da infecgfo
por C. frachomatis com metaplasia (BORGES et
alii?y e com displasia e cdncer cervical (HERE et
aliis),

O presente frabalho apresenta um método de
rasireamento do diagnostico de C. frachomatis
em grandes populagdes. O método consiste em
duas ctapas:

2} Selecdo de casos sugestivos de infeccdo por €
frachamatis na iriagem geral de esfregagos cér-
vico-vaginais corados pelo Papanicolaou, on-
de se evidenciam vactolos de inclusfo caracte-
risticos.

b ) Solicitagdo de uma segunda amostra dos casos
selecionados sem tratamente prévio das pa-
cientes, para exame pela imunofluorescéncia e
confirmacio do diagnoéstico.

MATERIAL E METODOS

O experimento consistiu no estudo de uma
amostra de 40,000 esfregacos cérvicos-vaginais re-
cebidos pelo Setor de Citologia Oncética do Insti-
tuto Adoifo Lutz para exame de prevencde de
clncer. Utilizando critérios morfolégicos padro-
nizados, segundo GUPTA et alii4, para evidencia-
¢80 de inclusdes citoplasmaticas de C, trachoma-
tis na coloracidc de Papanicolaou, foram encon-
trados 97 casos {0,3%) sugestivos, Destes, selecio-
naram-s¢ para repeticdo da colheita, em Hminas
duplas, fixadas em Aalcool-éter ou carbowax, 41
multheres sem tratamento prévio, idade média de
45 anos, casadas, nao gestantes, nio fazendo uso
de anticoncepcional.

Na segunda amostra, um esfregaco de cada ca-
so foi corado pelo método de Papanicolaou, e
analisado segundo critérios morfolégicos nos as-
pectos de: presenca de inclusdes citoplasmaticas
sugestivas de C. trachomatis, classificacdo do
diagndstico citolégico, presenca de substrato leu-
cocitario, flora associada, presenca de metapla-
sia. Qutro esfregaco, apds refixacio em acetona
por quingze minutos, foi submetido a teste de imu-
nofluorescéncia direta utilizando o Micro Trak
preparado pelos laboratdrios Syva. Delimitou-se
com lapis de diamante em: cada ldmina uma é4rea
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circular de 6 mm de didmetro contendo material
suficiente, nem muito escasso, nem muito espes-
s¢. Adicionou-se, apds re-hidratacio das 1dminas,
& area delimitada cerca de 10 uf da solucio Micro
Trak contendo o anticorpo marcado. As [dminas
assim preparadas foram incubadas por 30 minu-
tos em cémara tmida a 37°C, a seguir lavadas em
agua destilada e montadas em laminukas utilizan-
do solugio tamponada de glicerina. Os controles
positive e negativo utilizados foram os fornecidos
pelo Micro Trak. Os praparados foram examina-
dos em microscopio Zeiss epiflucrescente no au-
mento de 500 vezes (objetiva de imersdo). Os ca-
$0s positivos mostraram a presenca de corpuscu-
los elementares caracteristicos com fluorescéncia
verde-macd, em forma de disco. Cada ldmina fol
examinada por pelo menos duas pessoas diferen-
tes, sendo considerada positiva aquela onde hou-
ve concorddncia de diagnéstico ¢ cada campo
continha pelo menos tr@s corpisculos elementa-
res.

RESULTADOS

A figura 1 mostra o aspecto caracteristico das
inclusGes citoplasmaticas tal como s&o vistas ng
coloracio de Papanicolaou. A figura 2 mostra o
aspecto dos corpilisculos elementares vistos ao mi-
croscopio de flourescéncia em esfregacos subme-
tidos ao teste de imunofluorescéncia direta,

A tabela da pagina 48 mostra a comparagio dos
resuliados pelo exame de Papanicolacu ¢ pela
imunofiuorescéncia. Dos 41 casos estudados, 27
foram positivos pela imunoflourecéncia e 14 nega-
tivos.

Casos positivos pela imunofiourescéncia: dos
27 casos positivos, 19 eram sugestivos pelo méto-
do de Papanicolaou na segunda amosira e 8 nio,
representando os {ltimos os falso-negativos.,

Casos negativos pela imunocfluocrescéncia: dos
14 casos negativos, 4 eram sugestivos pelo método
de Papanicolaou, representando os falso-positi-
vos, e 10 ndo.

Considerando o método de Papanicolaou e a
imunofluorescéncia, aguele mosirou sensibilidade
de 83% e especificidade de 55%.

Os aspectos citoidgicos observados pelo méto-
do de Papanicolaou nos 27 casos sugestivos con-
firmados pela imunofluorescéncia foram: ciiolo-
gia normal, 1 {4%) e inflamatdria 26 casos (96%);
substrato polimorfonuclear presente em 23 casos
{85%); metaplasia presente em 21 casos (78%);
flora bacteriana dos tipos coctide, 16 (60%), ba-
cilar, 6 (22%) e mista, 2 casos {7%).
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FIGURA 1 — Esfregago cervical. Célula epitelial parabasal infectada por Chlamydia
trachomatis. Coloracgdo pelo método de Papanicolaou. 200 x, ampliada.

FIGURA 2 — Aspecto dos corpusculos elementares extracelulares em esfregacos endocervi-
cais submetidos ao teste de imunofluorescéncia direta (Micro Trak). 500 x,

ampliada.
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TABELA

Resultados obtidos na cbservagdo de 41 esfregagos cervicals e vaginais corados pelo mérodo de Papanicolaou ¢
submetidos @ reagdo de imunofluorescéneia

Imunofluorescéncia Casos positivos Casos negativos Tota}
para C. trachomatis pata C. trachomatis de casos

Método de
Papanicolaou NO % NG % NO %
Casos sugestivos de
C. trachomatis 19 46 4 10 23 56
Casos negativos para
C. trachomatis 8 20 i0 24 I8 44
Total 27 66 14 34 41 100

DISCUSSAO

Vérios autores, como GUPTA et ali*+ ¢ TER-
HO12, t¢m chamado a atengfo para a presenca de
C. trachomaris como agente infeccioso de alta in-
cidéncia, destacando suas manifesiagdcs clinicas e
citopatologicas. A finalidade do presente traba-
iho foi demonsirar que o método de Papanico-
laou é (til para o rastreamento deste agente em
grandes populagdes com subsequente confirma-
¢&o pela imunofluorescéncia direta nos casos su-
gestivos.

As pacientes por nds analisadas apresentavam
em média 45 anos de idade, em contraste com os
relatos de GUPTA et alii* em que as pacienies
eram mais jovens.

Os nossos achados citologicos séo semethantes
aos relatados por BORGES et alii?, com relagdo a
exsudato inflamatorio, tipos de células parasita-
das {(principalmente as metaplasicas)} e aspectos
das inclisdes evidenciadas pelo méiodo de Papa-
nicolaou,

Um achado adicional de nosso trabalho foi a
associacdo freqiiente de C. trachomatis com flora
cocbide,

Nosso critério de positividade pela imunofiuo-
rescéncia foi semelhante ao de BELDA et aliit e
UYEDA et alii}3, com relagdo 4 guantidade de
corpusculos elementares por campo.

O teste de imunofluorescéneia revelou 66% de
positividade no total dos casos suspeitos na pri-
meira colheita.

Quanto & utilidade do teste de imunofluores-
céncia, varios autores (BRENDA et alii3, MUN-
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DAY et alii7, SHAFER et alii%, STAM et aliiit)
tém citado sua alta especificidade e sensibilidade
com relagdo a cultura, considerando-o como uma
alternativa diagnostica para detecg@o de C. fra-
chomatis em casos suspeitos,

Os anticorpos monoclonais utilizados neste ex-
perimento sdo aitamente especificos para proteina
da membrana externa de C. trachomatis, embora
resultados falso-negativos possam ser obtidos em
amostras pouco preservadas, ou falso-positivos
pela ligacZo inespecifica de imunoglobulinas & su-
perficie de bactérias; neste caso, 0s corpisculos
elementares verdadeiros sdo distinguiveis pelo ta- -
mano, que é de duas a trés vezes menor que o das
bactérias.

Quanto ao método de Papanicolaou, este mos-
trou ser um bom recurso para triagem de casos
suspeitos, embora fephamos encontrado casos
falso-positivos, devido provavelmente & presenca
de vaciolos degeneraiivos semelhantes aos vacio-
los de inclusdo de O rrachomatis, ou de falso-ne-
gativos devido a auséncia de celulas com estes va-
ctolos na amostra, embora esta possa conter cor-
pasculos elemeniares. A imunofiuorescéncia con-
sistin portanto no métode complementar, gue
permitiu a confirma¢do ou ndo da presenga do
microrganismo.

CONCLUSAO

G metodo de Papanicolaou, proprio para de-
teccdo de cincer e lesdes precursoras, permite
além disso detectar agentes etioldgicos, inclusive
vacitolos com inclusdes suspeitas de infecgdo por
C. trachomatis, em seus diversos estagios. No en-
1anto, esie metodo nio substitui agueles mais sen-
siveis para deteccdo deste microrganismo, como a
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imunofluorescéneia direta. Comparado a este mé-
todo, o de Papanicolaou revelou uma sensibilida-
de de 83% e especificidade de 55%.

Concluimos que o método de Papanicolaou,
simples ¢ de baixo custo operacional, permite de-
tectar casos suspeitos de C. frachomatis. Nestes,
as pacientes seriam submetidas a uma segunda co-

lheita, para a realizacio de um teste mais especifi-
<o, como a imunofuorescéncia.
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ABSTRACT: The Papanicolacu method was used for the selection of smears of the
uterine cervix which could be emploved for the use of a more specific method such as
immunctluorescence which was more expensive and fime-consuming than Papanicolaou’s
method. Using standardized morphologic criteria, 97 {(0.3%) smears were selected from a
total of 40,000 because they were suggesiive of infection by O frachomaris. The 37 smears
served for the selection of 41 patients who would be called for further sampling. Two smears
were made in each patient: one was stained by Papanicolacu method, the other was subjected
to  direct immunotiuorescence. Of the 41 cases, 27 (66%) were positive by
immunofluorescence while 19 were positive by Papanicolaou method and 8 were negative.
The remaining 14 cases were negative by immunofluorescence while 10 were also negative by
Papanicolaou method and 4 were suggestive of . trachomatis infection. It is inferred that
Papanicolaon method is imporiant in the screening for C. frachomalis since 66% of the

suggestive smears were confirmed by the more specific method (immunofluorescence).

DESCRIPTORS: vervix diseases; Chiamydia trachomatis; vaginal smears; cervix

mucus, citopathology.
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RESUMOG: Em testes de citotoxicidade /n vitro, pelo método de difusdo em 4gar, para
materiais de uso médico hospitalar e outros, foram usadas seis linhagens celulares
estabelecidas: AV,, Vero, RC-IAL, NCTC clone 929, RV.IAL, Hela e cultura priméria de
embrido de galinha (EG). Nos 20 materiais testados, as celulas EG demonstraram maior
sensibilidade, seguidas das céhulas RC-IAL ¢ Hela. O efeito citotdxico foi avaliado pela
presenga € pelas medidas dos didmetro dos halos difundidos. Pevido as dificuldades
operacionais com a cultura primaria EG recomenda-se, para os tesics de citotoxicidade in
vitro dos materiais citados, o uso de placas, em duplicata, das céiulas RC-IAL e Hela.

DESCRITORES: culturas celulares; materiais biccompativeis; testes de loxicidade.

INTRODUCAO

As culturas celulares vém apresentando cres-
cente importdncia nos {estes para detectar a toxi-
cidade de materias de uso meédico-hospitalar, Al-
guns destes materiais, tais como: tubos intraveno-
s0s, catéteres, sondas, valvulas, drenos, fraidas,
6leos, logdes eic., entram em contato direto com
o ser humarno, enquanto outros o fazem indireta-
mente como os tubos de bomba peristaltica, com-
ponentes de dialise, ressuscitadores, boisas, co-
pos, frascos, seringas etc.

Numerosos trabathos publicados indicam, ora
maior sensibilidade de animais em relagio as cul-
turas celularesi’i2, ora maior sensibilidade das
culturas ceciulares em relacdo a estes animais, o
que torna ¢ uso destas Gltimas mais vantajoso por
apresentar reproduiibilidade, rapidez e menor
custo na analised.14,34,16,17,18,20,21

Existem varias técnicas para o teste de toxicida-
de em calturas celulares, Em algumas, utiliza-se a

semeadura das células apds contaio do meic de
cultura com o material a ser testado!’; em outras,
extrai-se a parte 16xica dos materiais's, embeben-
do-a em papéis de filtros. Em algumas técnicas,
ainda, o material a ser testado é diretamente de-
positado sobre as culturas cefularess.? 18, enquan-
to que, em outras, o material a ser testado € depo-
sitado sobre uma camada de agar sobreposta as
cuituras celulares. A inibigio metabélica das cul-
turas celuiares também & utilizada como método
para detectar citotoxicidade de materiais de uso
médico2e.2!,

Os métodos gue utilizam camada de 4gar sobre
as culturas celulares de diferentes origens, ¢ ava-
liam o halo citotéxico difundido, t8m sido dos
mais usados devido 4s vantagens praticas, Nada
enconiramos, na literatura nacional, sobre testes
de toxicidade de materiais de uso médico-hospita-
lar em culturas celulares nos quais se utiliza cama-
da de 4gar, com excessdo de extensa tese de mes-
trado e sua posterior publicagdo em parte!23 s0-
bre testes de biocompatibilidade de produtos mé-

* Realizado na Seqdo de Culturas Celulares do Instituto Adolfo Luiz, Sio Paulo, SP.

#* Do Instituto Adolfo Lutz.
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dico-hospitalares /n vivo e in vitro, onde foi em-
pregada somente uma linhagem celular.

Em nosso trabalho, apreseniamos a metodolo-
gia para os tesies de citowosicidade in virro pelo
método da difusdo em agar e, atraveés desta, com-
paramos seis diferentes linhagens de culturas celu-
lares e uma cultura primaria para avaliagio da
sensibilidade desias células frenle aos diferentes
malerials de use médico-hospitalar, e outros que
entram ¢m ¢contato com o ser humano,

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Dos materiais processados no periodo de junho
de 1983 a setembro de 1985, elegemos, por sor-
teio, 20 amostras para serem irabalhadas, todas
provenicntes de Industrias do pais, que solicita-
ram a realizacdo da prova de citotoxicidade in vi-
tro.

A caracterizaciio destas amostras foi estabeleci-
da de acordo com a especificacdo da indistria. As
amosiras examinadas tinham a seguinte natureza:
as de niimeros 17, I8, 19, 20, 66, 77, 78 ¢ 79 eram
placas ¢/ou tecidos de latex; as de n? 86 e 87 eram
amosiras de fibras de raiom; asden® 7, 8,9, 172¢
173 eram cerdas e/ou tecidos de nailon; as de n?
152 ¢ 153 eram granulos, tubos € anéis de cloreto
de polivinila (PVC); as de n? 127 ¢ 200 eram tiras
e placas de silicone e, finalmente, a de n? 199 era
i&mina de poliuretano,

As amosiras nfo foram submetidas a quaiguer
tratamento prévio, como esterilizacio, extragdo ¢
outros procedimentos, Para a utilizacio do teste,
as amostras foram cortadas de forma quadrada
com 5 mm de lado.

Em todos os lestes, foram utilizados como con-
troles fragmenios de latex toxico e papéis de filtro
atdxico. A analise de cada amostra foi feita sepa-
radamente em placa de Petri, em duplicata.

Culturas Celulares

Seis linkagens celulares foram utilizadas, sendo
que quatro eram linkagens certificadas, prove-
nientes do “*American Fype Culture Celection”
{ATCC) e duas eram linhagem celulares isoladas ¢
caracterizadas na Secfo de Culturas Celulares do
Instituto Adolfo Lutz, denominadas RC-TAL,
rim de coetho ¢ RV-IAL, rim de vitelos,

As quatro linhagens provenientes do ATCC fo-
ram: NCTC clone 929 (ATCC-CCL 1), tecido co-
nectivo de camundongo; células Hela
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(ATCC-CCL 2}, carcinoma epitelidide de cervix
humana; células Vero (ATCC-CCL 81}, rim de
macaco verde africano, e células AV,
(ATCC-CCL 21), &mnio humano,

Foram também utilizadas culluras primarias de
células de embrigo de galinha (EG) que foram fei-
las a partir de ovos embrionados de 9 dias, pelo
método de Youngner®,

Todas as linhagens celulares durante a execu-
cdo do trabatho foram cultivadas em meio mini-
mo de Eagle (MME) com 10% de soro de vitelo
inativado (SV), sem antibiético, ¢ incubadas a
36°C. Para a dispers&o do tapete celular, foi utili-
zada uma associacdo de tripsina a 0,20% e verse-
ne a ¢,02%*%,

Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado foi composto de
partes iguais de meio de Eagle, duas vezes concen-
trado, mais 10% de soro de vitelo ¢ agar (Bac-
to-Difco) a 1,8%s, contendo 0,01% de vermetho
neutro como coranie vital, No momento do uso,
o dgar foi fundido e misturado na mesma propos-
0, com ¢ meio minimo de Eagle, duas vezes
concentrado, mais 10% de SV, ambos a uma tem-
peratura de 44°C, ¢ aplicado sobre a camada de
celulas previamente crescidas nas placas de Petri.

Méiodo

O método utilizadoe para analise de citotoxici-
dade in vitro fol o da ditusdo cm camada de dgar
overlay sobre monocamadas de cultura celular,

As células foram semeadas em placas de Petri
de vidro neutro de 50 mm de didmetro, na con-
centracdo de 1,5 x 108 cel/mi de MME com 0%
de SV, sem antibiGtico, no volume de 6,0 mi e in-
cubadas por 48 horas, a 37°C, em estufa com am-
hiente de CO,, a 3%. Em seguida, esie meio de
crescimento foi substituido pelo meio overlay ¢
colocado sobre o tapele celular no volume cons-
tante de 5,0ml. Antes gue esia camada de agar so-
lidificasse completamente, as amosiras eram colo-
cadas no centro da placa de Petri ¢ mantidas no
escuro por 30 minutos para evilar agdo foiotoxica
do corante, tempo necessario para o total endure-
cimento do meio overfay. As placas eram incuba-
das novamente na posicdo invertida cm ambiente
de 5% de CO,, por 24 horas, a 37°C. As leituras
dos resultados nas placas foram feitas: macrosco-
picamente, onde a presenga de citotoxicidade era
constatada por halo claro, ao redor do material
1oxico, correspondente as células mortas e, mi-
croscopicamente, para veriticacdo de alteragdes
morfologicas circundando a amostra. Quando
presenie, o didmetro dos halos resultantes do efei-
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to toxico sobre a células era cuidadosamente me-
dido, usando régua milimetrada, Consideramos
como negativas as placas sem presenga de halo ac
 redor do material ¢ também aquelas em que fo-
ram observadas somente alteracdes morfoldgicas
celulares sob o material testado.

Fm todos os iestes foram incluidos um material
conhecidamente positive e outro negativo.

A leitura das placas e a avaliacdo do compri-
mento do didmetro foram sempre efetuadas por
dois dos aufores.

RESULTADGS

Das vinte amostras estudadas, olto apresenta-
ram efeito citotdxico para algumas linhagens ce-
fulares utilizadas e para a cultura priméaria de em-
brifio de galinha (EG). Este efeito consistia na
formacdo de halo incolor ao redor da amostra,
correspondente as células mortas ndo impregna-
das pelo corante vital (vermelho neutro) incorpo-
rado ao overlay {figura da pégina seguinte).

Verificou-se, nestes experimentos, que a difu-
sdo do efeito 16xico sobre as células foi, sob o
ponto de vista macroscdpice, homogénea e circu-
lar, facilitando a visualizacio e avaliacdo dos ha-
los formados. Ainda, a modulacdo na forma gua-
drada ¢ dimensdes praticamente constante que de-
mos acs materiais examinados favoreceram a lei-
tura dos resultados.

As amostras n” 7, 8§, 9, 18, 19, 66, 86, 87, 152,
153, 172 e 173 foram rotuladas como negativas a0
ieste, isto &, ndo apresentaram qualquer halo ou
alteractes celulares circundando a amostra em 1o-
das as culturas de células utilizadas {abela 13, As
amostras n® 17, 20, 77, 78, 79, 127, 199 e 200 fo-
ram qualitativamente positivas, isto &, revelaram
a presenca de halo correspondente & difus@o do
efeito toOxico sobre as monocamadas das células
em experimento, com evidéncias microscopicas de
alteracdes ¢ lise celular (tabela 1).

Em relacdo & sensibilidade de cada sistema ce-
lular usado, nossos resultados permitem gualitati-

TABELA 1

Resultado dos testes de toxicidade realizados em seie amostras positivas frenre qos diferentes sistemas celulares

Bidmetro {fem mm} dos halos nas duas placas
Material Amostra com culturas celuiares
testado n% N
Hela RCIAL NCTQ‘; ;“’“e Vero RVIAL | EG. | AV3
17 17 17 17 15 13 21 11
13 15 13 13 13 25 13
20 11 13 15 11 9 25 11
11 15 15 15 11 21 9
Piacas
efou
¢ 9 15 13 0 7 17 9
tecido 7 7 13 0 7 7 17 | 11
de :
latex 78 1 31 15 0 0 15 0
g 38 0 0 0 13 13
79 11 31 13 o 13 15 9
13 31 15 6 11 23 9
. . 13 13 0 15 0 15 9
Firas ou 12 13 11 15 o 0 15 o
placas
Sﬂ.‘iz 500 29 19 17 15 13 17 11
leone 23 17 17 17 13 21 13
Litex Controle 19 25 23 15 23 45 15
positivo
Papel de Controle
filtro negativo 0 0 0 0 0 0 0
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a b

FIGURA — Halo observado em células RC-IAL na
presenca de material toxico (a); auséncia
de halo nas células RC-IAL na presenca
de material toxico (b).

vamente afastar as linhagens Vero, RV-IAL e
AV, como as menos sensiveis, porque néo exibi-
ram difusdo do fator citotoxico frente aos mate-
riais n® 78 e 127. Ainda, sob este critério qualitati-
vo, as linhagens AV,, Vero e NCTC clone 929 res-
ponderam diferentemente nas duas placas utiliza-
das frente aos materiais n? 77, 78, e 127 (NCTC
clone 929), 77, 79, e 127 (Vero) e 77, 78, 199
(AVy).

Podemos inferir, por simples apreciagdo, que
estas linhagens celulares demonstraram menor
sensibilidade aos materiais testados quando com-
paradas as outras linhagens em experimento.

Nas oito amostras positivas, os comprimentos
dos didmetro dos halos apresentaram variagdes
apreciaveis segundo o tipo de célula usada.

Pela impossibilidade de calcularmos a medida
das amostras, é 6bvio que pequenas variagdes,
avaliadas em 2-6 mm (média de 4 mm) de didme-
tro de difusdo do fator citotoxico, corram por
conta destas imperfeicdes.

Relacionando as medidas dos halos, as células
que mostraram maior sensibilidade ao efeito toxi-
co foram as células primarias de embrido de gali-
nha (EG) e as linhagens celulares RC-IAL e He-
La. Isto porque, nas oito amostras que resultaram
positivas, tivemos cinco vezes a presenga de maior
halo de citotoxicidade, quando os materiais n?
17, 20, 77, 127 e 199 foram testados na cultura
primaria de E.G. (tabela 1 e 2). Por duas vezes
(amostras n° 78 e 79) tivemos maior halo de cito-
toxicidade apresentado na linhagem RC-IAL e,
por uma vez (amostra n? 200) na linhagem celular
HeLa (tabelas 1 e 2).

As linhagens que apresentaram resultados mais
homogéneos e comparaveis frente aos variados

TABELA 2

Resultado dos testes de citoxicidade das oito amostras positivas

Média dos didmetros (em mm) dos halos de citoxicidade
Material Atnoitea nas diferentes culturas celulares
testado n?
HeLa | RCiAL | NCTCdone | vero | RVIAL | EG. | AVs
Placas 17 15,0 16,0 15,0 14,0 13,0 23,0 12,0
efou 20 11,0 14,0 15,0 13,0 10,0 23,0 10,0
tecidos 77 8,0 14,0 6,5 3,5 7,0 17,0 5,5
de 78 10,0 33,0 7,5 0,0 0,0 14,0 6,5
latex 79 12,0 31,0 14,0 3,0 13,0 19,0 9,0
Tiras
efou pla- 127 13,0 12,0 7,5 7.5 0,0 15,0 0,0
cas de 200 26,0 18,0 17,0 16,0 13,0 19,0 12,0
silicone ‘
Laminas
de poli- 199 18,0 16,0 14,0 15,0 11,0 20,0 6,5
uretano
Média
geral 14,1 19,2 121 9,0 8,4 18,7 1,7
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materiais foram as células E.G., RC-IAL e Hela
(tabelas 1 ¢ 2),

S¢ considerarmos a média dos didmetros dos
halos exibidos nas diferentes células, verificamos
que os sistemnas celulares RC-1AL, E.G. ¢ Hela
foram os que apresentaram as maiores médias de-
correntes da maior sensibilidade destas c¢élulas
(tabela 2). Fxcecles foram as variaches em mili-
metros verificadas nas amostras n® 199 (poliure-
tano} ¢ 78 (latex) que apresentaram diferencas de
13 mm guando fol empregada a linhagem celular
AY,, 15 mm quando as amostras n? 78 e 127 fo-
ram testadas frentes & linhagem celular NCTC
clone 929, e 15 mm quando as amostras n° 77 ¢
127 foram testadas frente a linhagem Vero, ocor-
rendo justamente nas placas em ue © MESmo ma-
terial foi positivo em uma placa e negativo em ou-
tra (tabeia 1).

O malerial controle positivo também apresen-
tou maior halo de citotoxidade frente a cultura ce-
lalar primaria E.G., seguida pela RC-IAL. O con-
trole negative-ndo deu halo em qualguer cultura
celular usada.

DISCUSSAD

Apesar de ndo haver metodologia oficial no
Brasil, nos Gltimos anos tem  havido interesse das
industrias paulistas em analisay, como controle de
qualidade, a toxicidade das suas matérias primas
¢ produtos finais que enfram ¢m contato com o
ser humano. Importantes subsidios para o aspec-
to legal deste problema foram apresentados por
PINTO & SAITOR,

Os testes de toxicidade in vive demonstram sé-
rie de desvantagens, pois 0s animais mais utiliza-
dos {coelhos, camundongos, hamsters ete.) apre-
sentam fatores de variagdo, tais como, idade, se-
x0, nutricdo, predisposicdo genética (mesmo tem-
poraria) que acarretam diferencas gqualitativas
nos tesies frente aos produios toxicos. Ainda, o
tempo gasto para cstes testes & bem mais longo ¢
mais oneroso, e o uso dos animais € criticado
combatido pela Sociedade Protetora dos Ani-
mais.

Confrontando as condigdes técnicas dos en-
saios in vivo e in vitrot42l, ndo ha davida de que
este tltimo ¢ mais simpies ¢ de methor reproduti-
bilidade, pois trabalha em condictes mais fixas,
possibilitando resuftados em menor espagc de
tempo e com maior sensibilidade3.t1,16.18.21,

Ha divergéncias entre autores guanto aos resul-
tados dos testes in vitro com culturas celularces.
Assim, o método do contato direto da amosira

sobre as células foi o de maior sensibilidade,
quando comparado ao método de extragio do
produto oxico’; porém, apresenta dificuldades
técnicas como a flutnacio, ne meio de cultura,
dos materiais de menor densidade, prejudicando
o resuliado final 18, Também, neste método, ha
necessidade imperiosa de esterilizagfo do material
antes do teste.

O meétodo da difusde em camada de agar exibe
as seguinies vantagens: a} ndo ha necessidade de
extracdo do fator t6xico da amostra; b) possibilita
a fixacdo da amostra; ¢) 0 agar protege as células
conira agressdes mecdnicas da amostra; d} facilita
& leitura da resposta citotoxica, que é evidenciada
pelo halo claro em 24 horas ou menosd#; e} € pra-
ticamente tdo sensivel quanio 0 método do conta-
to direto, principalmente apos a reducioe do volu-
me da camada de dgar$; ) nfo ha necessidade de
esterilizagdo prévia do material. Por estas razdes e
pelo fato de dispormos de numerosas linhagens
celulares de vérias origens é que escolhemos este
método para a realizacio das analises de citotoxi-
dade da Sege de Culturas Celulares do Instituto
Adolfo Lutz.

Pela otima sensibilidade, muitos autores reco-
mendam © use das células NCTC-clone 929,
quando comparadas ds outras linhagens celula-
reshi4le, Qutros autores afirmam que a cultura
priméria de embrido de galinha foi a cultura mais
sensivel ts,

Esse nosso irabalho, a linhagem celular
NCTC-929 nfio se mostrou {40 sensivel. Entretan-
to, esta célula é de faci] manuseio e visualizagio
da toxicidade devido a sua morfologia e tamanho.
Verificou-se, também, que a linhagem primaéria
EG foi a mais sensivel, secundada pelas linhagens
RC-TAL ¢ Hel.a. Por questio de facilidade opera-
cional, a RC-IAL ¢ a Hela 530 as ¢étulas mais in-
dicaclas para a execucdo dos futuros testes, Com
efeito, sdo linhagens estabelecidas e a cultura de
embrido de galinha, além das razdes citadas, de-
pende da disponibilidade ¢ da idade dos ovos em-
brionados. Nio temos noticia através da literatu-
ra nacional e internacional de que outro autor te-
nha utifizado células de rim de coelho e de vitelo
para testes de citotoxicidade in vifro para mate-
riais de uso médico-hospitalar.

A questio da escolha de células com maior sen-
sibilidade é de extrema importdneia, principal-
mente guando se analisam produtos com niveis
toxicos baixos. Estes produtos poderiam néo afe-
tar pessoas com respostas considerada normal
mas, para outras com deficiéncia em sua resposta
imunologica, poderiam acarretar problemas mais
sérios.
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N#o consideramos como positivos os testes em
que as culturas mostraram discretas alteragdes ce-
fulares visualizadas através do exame microscopi-
<o.

Outro fato que merece comentario é: porgque
nio escother células de origem humana, como in-
dicador do teste, se 0s materiais a serem festados
terdo contato direto ou indireto com o ser huma-
no?

Em nosso {rabatho, mcluimos duas linhagens
de origem humana, as células HelLa ¢ AV, Al-
guns autores preconizam o uso de células huma-
nas dipidides por se mostrarem mais sensi-
veis®7.16; entretanto, ba dificuldade de se mante-
rem cstas céhulas, ¢ sua duragdo ¢ sensibilidade ge-
ralmente s&0 variaveis apos a 202 passagem seria-
da.

Em relagio ao resultado esperado, isto &, o
mesma material que foi positivo em uma placa
era negativo em outra, ndo enconiramos qualguer
explicacdo para isso porque as placas foram ad-
quiridas do mesmo fabricante, a altura do overiay
nio excedeu a Smm, a celocagio do material sOli-
do foi delicada, com discreta press@o para fixa-lo
no agar. O aspecto da cultura celular era sempre
examinado antes do teste para selecdo das placas
que apresentassern OUImMo crescimento e aspecto
microscopico.

Embora a prova de citotoxicidade em culturas
celulares seja a mais sensivel, € sabido gque a res-
posta aos materiais a serem testados pode, even-

tuaimenie, variar frente 4 mesma linhagem celu-
lar ou frente as células provenientes do mesmo
frasco ou garrafalt,

Por estas razdes, consideramos que as provas
deverdo ser efetuadas sempre em duplicata ou tri-
plicata, em placas diferentes da mesma Hnhagem
ceiular. As possiblidades de respostas mais condi-
zentes com a realidade serdo maiores. Obviamen-
te, se as provas solicitadas forem efetuadas em
dois sistemas celylares, a acuidade dos resultados
¢ a sensibilidade do método serd melhorada.

Em nosso trabalho, foram fixadas algumas va-
riaveis como, o témpo de leltura, a dimensdo do
material sélido € a sensibilidade através da forma-
¢do ou ndo de halo, e o comprimento do difimetro
como sugerido por outros autoresd 81418,

O objetivo final das provas de toxicidade in vi-
tro ou in vive seria cstabelecer a correlacfio entre
os resultados destas provas e a resposta no ser hu-
mano. Esta resposta carece de qualquer confirma-
¢80519.22, ainda que a correlagio entre DL, em
animais ¢ TL, em culturas tenha sido descrita2o,

Com relagdo a este trabalho, os objetivos fo-
ram atingidos: podemos selecionar, entre ouiras
linrhagens, as células RC-IAL ¢ Hela por serem as
mais sensiveis; o Instituo Adolfo Lutz dispde age-
ra de mais um método para avaliacio da toxicida-
de de materiais gue entram em contato Com o ser
humano e a Indasiria, através deste teste, podera
melhorar a qualidade de seus produtos.

RIALAG/627

CRUZ, AS.; CUPPOLONI, K.M,; MARTINEZ, C.H.O. & GOMES, LF.8, — Cell
culture for detecting toxicity of biocompatible materials. Rev. Insi. Adolfo Luiz,

47¢1/2):51-57, 1987,

ABSTRACT: In vitro citotoxic test using agar diffusion method was perfomed in medi-
cal practice, hospitalar and others materials, The test was carried out in six cell lines and one
primary culture of chick embryo cells. In 20 tested materials the chick embryo cells showed
best sensibility following by RC-IAL {rabbit kidney) and HeLa cell lines, The citotoxic effect
was evaluated by presence and size of diameters of diffused halos compared with controis.
Because of opperacional difficulties in handling primary cultures we suggest that the use of
citotoxic method assaying these materials will be done in duplicate plates with RC-TIAL

and/or Hela cell lines.

DESCRIPTORS: cells, cultured; biocompatible materials; test for toxicity.
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SANTOS, L.; MARQUES, G.R.AM.; COSTA, LB.; MARQUES, C.C.A.; GOMES,
M.R.O.M. — Estudo da suscetibilidade da Biomphalaria straminea (Dunker, 1848) de
Taubaté, 8.P., 4 infeccfio por cepa 8.7, de Schisigsoma mansoni do Vale do Paraiba,
S.P.. Rev. Inst. Adolfo Luiz, 41(1/2y59-63, 1987,

RESUMO: Estudou-se a suscetibilidade de Biomphalaria straminea (Dunker, 1848),
origindria do municipio de Taubaté, S.P., comparativamente com Biomphalaria tenagophila
(d’Orbigny, 1833}, & infec¢lio pela cepa S8.J. de Schistosome mansoni de Sdo José dos
Campos (Vale do Paratba, S.P.). Pretendeu-se determinar o potencial epidemiolégico destas
espécies como hospedeiros intermedidrios de S, mansond frente a cepa valeparaibana. Foram
inoculados individualmente 250 B. stramineg ¢ 250 B, fenagophila ¢ mais o grupo controle.
Tais moluscos ficaram sob observagio durante 60 dias. Foram depols esmagados para
detectar presenca de esporocistos nos Orgdos internos. Ao término do experimente B.
stramineg nio se mostrou suscetivel 4 infeegdio pela cepa 8.1, ¢ B. fenagophifa apresentou
82,2; 86,6 ¢ 83,2% de infecclo nos {rés lotes.

DESCRITORES: . esquistossomose manséuica; Schistosoma mansonl; Biomphalaria

stramineq; Biomphalaria tenagophila.

INTROPUCAQ

B. straminea apresenta ampla distribuigdo geo-
grafica sendo assinalada em vérios Estados brasi-
leiros. B reconhecidamente um hospedeiro do S.
mansoni no Nordeste do Brasil, estando intima-
mente relacionada a altas taxas de esquistossomo-
se humana®.d3,

Foi detectado em 1985 um criadouro com a pre-
senca dessa espécie no municipio de Taubaté, SP.
A predomindncia de B. tenagophila e sna impor-
tdncia epidemioldgica na regifio t8m levado a se-
gundo plano o estudo de outras espécies do mes-
mo género come possivels hospedeiros do 8. man-
SONI.

A importdncia epidemioldgica da B. straminea
no Nordeste brasileiro € bem conhecida, levando,
assim, 08 aufores a verificarem a Importéncia do
encontro desta especie na regido.

Mo presente trabatho sfo apresentados os resul-
tados obtidos com a infec¢dio experimental da B.
straminea e B. fenagophile comparativamente,
procedente de Taubaté SP, pela cepa S.J. de 8.
manseni do Vale do Paraiba.

O objetivo deste experimento foi determinar a
potencialidade desse planorbideo como possivel
hospedeiro intermediaric em area endémica de es-
quistossomose mansdnica, como o Vale do Parai-
ba, onde 64,4% 13 dos casos detectados sd0 autbe-

* Realizado no Laboratério I, Taubaté, do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP., ¢ na Superintendéncia
de Controle de Fndemias (SUCEN) SR-3, Taubaté, SP.

“¢ o Instituto Adolfo Lutz.
Da SUCEN.
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tones, ressaliando que em 1980 foi encontrado
um exemplar naturalmente infectado no munici-
pio de Cruzeiro, SP1!2, fato este ndio mais ocorride
até o momento, dada a auséncia de casos autdcto-
nes nas areas de B. sframineq.

MATERIAL E METODOS

Os trabalhos preliminares constaram de coleta
de caramujos e exame dos mesmos para verificar
se estavam contaminados ou nfo. Assim, efe-
tuou-se uma coleta de caramujos B. straminea no
eriadouro recentemente descoberto (Sitio Régis
Guisard) em Taubaié.

(s exemplares de B, tenagophila foram cokhi-
dos no Bairro Itapecerica, em Taubaté, em um
criadoure j4 conhecido ha varios anos.

Todos os planorbidecs coletados foram exami-
nados ¢ revelaram-se negativos para cercérias de
S. mansoni.

Suas posturas foram separadas e depostas em
aquarios com agua desclorada, mantida em tem-
peratura constante, com arejamento por borbu-
lhamente. A alimentacio dos caramiujos constou
de folhas de alface fresca ¢ da ragdo preconizada
por QLIVEIRA et aliitt, '

Para as inoculacdes, foram uiilizados caramu-
jos com 5 mm de didmetro de concha. Foram usa-
dos 3 lotes nas inoculactes e 1 lote controle, para
cada uma das espécies estudadas, on seja: 3 lotes
de exemplares B. sframineq ¢ 3 lotes de B. rena-
gophila, cada um deles com 106G, 100 ¢ 50 exem-
plares, os quais foram inoculados individualmen-
te ¢ respectivamente 5, 10 e 20 miracidios para ca-
da caramiijo. Dois aquarios, sendo um com 100
exemplares de B. straminea e outro com 100
exemplares de B. tenagophila, foram deixados pa-
ra conirole.

As incculacdes foram feitas com miracidios ob-
tidos de ovos de 8. manson/ eliminados nas fezes
de camundongos contaminados com a cepa S.J de
Schistosoma mansoni,

Com a matéria fecal de 20 animais foram pre-
parados 6 copos de sedimentacio (Hoffman),
usando-se igua filtrada.

Apo6s 15 a 20 minutos, o sedimento foi colhido
e gotejado em placas de Petri com agua desclora-
da, as quais eram colocadas sob uma ldmpada de
60 watts, Alguns minutos apos ja se observava a
saida dos miracidios que eram coletados com pi-
peta Pasteur e colocados em uma placa de Petri
junto com o caramuio a ser inoculado.

60

Apds 24 horas, os caramzjos incculados eram
colocados em aguarios, antecipadamenie prepa-
rados.

Todos os aquarios foram observados diaria-
mente para a retirada dos planorbideos mortos,
anotacBes da temperatura e determinago do pH.
Vinte dias apos a inoculagio, os planorbidecs fo-
ram colocados individualmenie em frascos de Bo-
rel com 80 mil de &gua desclorada ¢ um pequeno
ramo de Anacharis sp. como planta arejadora. As
observagdes eram didrias, sendo feitas pela ma-
nhi e 4 tarde.

Apods 60 dias, todos os caramujos sobreviventes
foram submetidos ac processo de esmagamento,
a fim de surpreender um possivel retardamento na
maturacic das cercarias, através da observagio
de suas formas jovens, 0§ esporocisios, os quais
ndo sdo eliminados espontaneamente.

RESULTADOS

A analise da tabela da pagina 62 mostra que B.
stramines 130 se mostrou sensivel 4 infeccio, pois
nenhum molusce dos trés jotes inoculados com 3,
10, e 20 miracidios eliminou cercarias durante os
60 dias de observagiio que se seguiram a inocula-
¢lo. Apos esse periodo, os moeluscos sobreviven-
tes foram esmagados, ndo havendo sido detectada
nenhuma forma evolutiva de 5. mansoni.

O mesmo ndo ocorreu com B. fenagophiia, que,
apresentou altas taxas de infeccdo nos trés lotes
inoculados, ou seja, 82,2% para ¢ grupc de cara-
mujos incculados com 5 miracidios por molusco,
86,3% para o lote inoculade com 10 miracidios e
83,3% para os que receberam 20 miracidios cada.

Nio fol possivel observar qualguer correlagio
enire a carga parasitdria e a faxa de mortalidade
{observar tabela). No entanto, foi possivel veri-
ficar que B. stramineq adaptou-se melhor &s con-
digGes em laboratorio que B. fenagophila.

Os caramujos mortos no decorrer do experi-
mente foram examinados e tais observacdes pos-
sibilitaram verificar que a morntalidade das espé-
cies de moluscos ocorria ndo somenite pela infec-
¢do sofrida mas também devido as condicoes de
manutencdo em laboratdrio,

Na figura da pagina seguinte € verificado que
o tempo de desenvolvimento do parasita, no hos-
pedeiro intermediario, corresponde em média a
24 dias, resultado bem préximo do apontado por
Coelho®.
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TABELA

Resultados de infecedo de B. straminea e B. tenagophila descendentes de exemplares capturados em Taubaté, SP,
expostos a miracidios de cepa 8.}, de Schistosoma mansoni do Vale do Paraiba.

. Espécie de
Infecgo com lanorbidec
Fspécie de Caramujos S, mansoni P
planorbideo inoculados miracidios/ Motuscos
caramujo Sobreviventes¥® Mortalidade infectados
NO N© N¢ (%} NO (%) NO (%)
104 05 81 {81,0) 19 {19, - -
; 100 10 88 (88,00 12 {12,0) - -
B straminea 50 20 45 @00 | 05 asw | - -
100 controle 82 (82,00 i8 {18,0) - -
100 65 73 (73,00 27 (27,0 60 (82,.2)
B. tenagophila 100 10 51 (51,00 49 (49,0 44 (86,3}
30 20 36 (72,5 i4 (28,00 30 (83,2}
100 controle 60 (66,03 40 {40,0) — —

* Sobreviventes no 609 dia de infecgdo.

QOutro fato gue nos parece de grande importén-
¢ia ¢ que merece ser ressaitado é de que quanto
maior ¢ namero de miracidios, mais rapidamente
se dd a eliminac¢do de cercarias, conforme evidén-
cia aquele grafico. Foi observada ainda, no grafi-
co, uma sincronia no desenvolvimenio de S, muan-
soni em B. tenagophila. Quase todos os moluscos
{70 a 80%) passaram a climinar cercarias cm um
mesme inervalo de tempo, intervalo este de 22
26 dias ap6s a infecgdo. Isto parece demonstrar
que a cepa do trematoide bem como a linhagem
de B. tenagophila, acham-se bem adaptadas uma
a outra.

Obtivemos ainda taxas de infecgdo relativa-
mente altas, respectivamente 82,2; 86,3 ¢ 83,2%
para os lotes de 5, 10 ¢ 20 miracidios por molusco,
que pouco diferem entre si.

COMENTARIOS E CONCLUSAQ

E recente a introducéo de B. straminea no Vale
do Paratba!?. Seu primeiro encontro ocorret no
municipio de Cruzeiro onde, em exames dos
exemplares coletados, constatou-se apenas uma
Unica vez um exempiar eliminando formas larva-
rias de S. mansoni. Posteriormente, foi detectada
eém outros municipios da regido a ocorréncia da
mesmma espécie. Em todos os encontros, foi verifi-
cado que a dispersio achava-se relacionada com a
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instalacdo de tanques para a criacio de ras com fi-
nalidade comercial. E importante ressaltar que
em pesquisas subsegiientes, tanio no criadouro de
Cruzeiro, como de outros municipios onde foi as-
sinalada a presenca de B. stramineq, até o mo-
mento nio fol encontrado nenhum exemplar eli-
minando formas larvarias de S. mansoni e tam-
bém nfo se detectaram casos aOCtONes nessas
areas.

No experimento realizado, as taxas de infec¢&o
evidenciam alto grau de adaptabilidade de B. fe-
nagophila & cepa 8. 1. de 8. mansorni, ao contri-
rio de B, stramineq, que ndo se mostrou susceti-
vel, CHIEFFI® (1975) obteve para a linhagem B.
tenagophila de Sao José dos Campos e cepa da
mesma regido 81,52% de infecgo, ao utilizar 10
miracidios por molusco, taxa muito proxima da
encontrada neste estudo,

O fato de os resultados das infeccdes experi-
mentais terem demonsirado auséncia de positivi-
dade ¢ de nfo ter sido enconirado mais neshum
excmplar de B. straminea naturalmente infecta-
do, leva a crer gue até 0 momento entre a linha-
gem desse molusco e a cepa testada néo se proces-
saram fendbmenos de adaptagio parasito-hospe-
deiro, fato gue propiciaria o estabelecimento do
ciclo, Porém, sua presencga ¢ um f{ator importante
na epidemiologia da esguistossomose mansoni no
Vale do Paraiba.
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ABSTRACT: The susceptibility of 8. sirmminea {rom the municipality of Taubaté, stare
of Sdc Paulo, Brazil and of B, tenagophila 1o infection by strain of Schistosoma mansoni
isolated in Sdo José dos Campos {state of Sao Paulo) was comparatively tested under
laboratory conditiens. B. sframineq specimens showed no susceptibility to infection by the
strain employed while B. tenagophila showed susceptibiity with the infection rates of 82.2,
£6.6 and 83.2%, respectively for kots of 100, 100 and 50 specimens submitied to 5, 10 and 20
miracidia.

DESCRIPTORS: schistosomiasis maansont; Schisiosoma  mansoni;  Biomphalaria
straminea; Biomphalarie tenagophila.
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RESUMO: Quairoctmos e setenta ¢ 178s amostras de sucos naturais cle frutas do tipo

integral, correspondentes

a dezenove diferentes

sabores de vinle ¢ oito marcas

comercializadas no Brasil, foram analisadas para a determinagdo dos niveis de diéxido de
enxofre ¢ de acido benzoico. Os teores de didxido de enxofre variaram desde valores abaixe
de 10mg/kg {limite de detecgio do método analitico empregado) até 1,439 mg/kg. Cinglienta
e um por cento das amosiras analisadas encontravam-s¢ em desacordo com as disposigdes
legais em vigor por apresentarem teores de didxido de enxofre superiores ao limite maximo
tolerado pela legislagdo brasileira, que & de 200 mg/kg. Com respeito ag conservador, acide
benzoico, somenie seis amosiras apreseniaram feores ligeiramente superiores ao limite
permitido, de 1.000 mg/ke.

DESCRITORES: didxido de enxofre, acido benzdico, em sucos naturais de frutas,
determinacio; sucos naturais de frutas, determinagiio de didxido de enxofre ¢ dcido benzdico

om,

INTRODUCAG

O dioxido de enxofre e os sais minerais que po-
dem produzi-lo, tais como, metabissuifito ¢ bis-
sulfito de sédie ou potassio, conhecidos vulgar-
mente como agentes sulfitantes, representam a
mais versatif classe de conservadores para alimen-
tos.

O uso destes tipos de aditivos remonta ha muito
tempo, quando o didxido de enxofre era emprega-
do pelos antigos romanos para desinfeccdo de re-
cipientes para conter vinho, devido a sua eficacia
conira a proliferacio de microrganismos. Atual-
mente, sabe-se que 4 sua aco contra bactérias ¢
mais eficaz do que contra leveduras ¢ bolores, po-
rém, quando associado ao acido benzbico ou seus
sats, a sua amplitnde de atuacdo é aumentada, en-
contrande emprego ideal para a conservacio de
sucos de frutass,

Em frutas desidratadas, além da acfo contra os
microrganismes, o dioxido de enxofre tem a pro-
priedade de retardar ou inibir possiveis alteragdes
de aroma e coloragio, mantendo suas caracteristi-

‘cas naturais e tornando o produto comercialmen-

te atrativo.

(O mecanismo proposto para esclarecer as pro-
priedades referentes 4 acio estabilizadora do di6-
xido de enxofre ainda ndo estd bem elucidado,
porém, parece estar relacionado & estrutura enzi-
mitica da célula’.

O emprego desta classe de aditivos estd regula-
mentado, na legislagdio brasileira, pelas resolu-
¢cOes 7/76 ¢ 14/76, da Comissfo Nacional de Nor-
mas e Padrdes para Alimentos (CNNPA) do Mi-
nistério da Sandes® em varios tipos de alimentos.

* Realizado na Secdo de Aditivos ¢ Pesticidas Residuais do Institwo Adolio Lutz, S8c Paulo, S.P.
Apresentado no 3¢ Eacontre Nacional de Analistas de Alimentos, Floriandpolis, 1987,

“* Do Institute Adolfo Lutz.
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Na avaliagiio (oxicologica estabelecida pela
"Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives”” (JECFA), a ingest3o didria aceitivel
(IDA) de sulfito de sédio (calculada em didxido
de enxofre), para o honiem, & de 0,7 mg/kg de pe-
S0 corpOreons,

O acido benzoico e seu sal de sédio sdo reco-
nhecidos como inécuos quando utilizados em pe-
guenas quantidades, na fungfo de conservadores
para alimentos, porém a ingest3o de concentra-
¢des glevadas podera ocasionar efeito adverso 4o
organisme, tal como sensagdo de queimadura das
mucosas bucaist, Sua ingestdo diaria aceitivel es-
t4 fixada em 5 mg/kg de peso corpéreod,

Além de n&o serem tecnologicamente adequa-
das, guantidades clevadas destes conservadores
poderdo ocasionar problemas toxicelogicos, prin-
cipalmente o didbxido de enxofre, que tem IDA
baixa, a0 qual ¢ atribuida a propriedade de ser
iniciador de reacdes alérgicas em pequena popula-
¢io asmatical,

Fundamentado em dentincias surgidas de que
0s sucos naturais de frutas do tipo integral, dispo-

niveis o comércio, apreseniariam eores elevados
de dioxide de enxofre acima dos valores permiti-
dos pela legislagio brasileira que é de 200 mg/kg,
tornou-se imperativo o levantamento dos nivels
dos conservadores uiilizados nestes produtos.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 473 amostras de sucos natu-

rais de frutas, de 19 sabores diferentes de 28 mar-

cas distintas, disponiveis no mercado nacional, no
pericde de outubro de 1986 & marco de 1987, As
amostras foram colhidas no comércio vargjista
por varios Orgdos oficiais de fiscalizagdo de diver-
sos Estados do Brasil, ¢ as diferentes marcasg fo-
ram codificadas por letras maiisculas do alfabe-
to. )

Determinacdo de dicxido ¢ enxofre

Foi utilizado o método de Monier Wil-
liams?, com algumas modificacdes referentes
ao acido, & concentragdo do indicador e ao siste-
ma de destilacio usado, e esquematizado na figu-

NITROGENIC (

ra 1.

FIGURA | — Sistemas de destilacdo para determinagio de didxido de enxofre.
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Reagentes

Agua oxigenada a 3%

Acido fosforico 111

Hidroxido de sodio 0,05 N

Indicador azul de bromofenol a 0,4%

Procedimento

Pesar cerca de 30 g da amostra e tranferir quan-
titativamente para 0 haldo de reagde do sistema.
Adicionar 350 mi de dgua e 20 ml de dcido fosfé-
rico 1:1, Tranferir respectivamente 30 e 10 mi de
dgua oxigenada a 3% para o frasco A e para o
frasco B, Ligar o torpede de nitrogénio ¢ fazer
passar corrente de nitrogénio 4 razdo de 10 bolhas
por minuto no frasco B, Aguccer 0 haldo de rea-
¢do de modo a manter a ebulicio durante 30 mi-
nutos ¢ ndo alterar o fluxo do gas gue estd sendo
borbuthado. Transferir a solugdo do frasco B pa-
ra ¢ frasco A, lavando com 10 ml de dgua. Adi-
cionar 3 gotas do indicador e titular com a solu-
¢&0 de hidréxido de sodio 0,05 N. Titular um
branco de 20 mi de dgua oxigenada nas mesmas
condigbes.

Calculo

A-Bxfx0,16 dioxido de enxofre, por
P cento

A = n? deml de solugio de hidréxido de s6dio

0,05 N gasto na titulago da amostra

B = n! de ml de solugiio de hidroxido de sodio
0,05 N gasto na prova em branco

P = n? de gramas da amosira

f = fator da solugdo de hidroxide de sédio
005N

Determinacido de dcido benzoico®

Reagentes

Eter etilico

Eter de petroleo

Sulfato de sddio anidro

Acido cloridrico 1:1

Solu¢do estoque de benzoato de sodio
Dissolver 0,5900g de benzoato de sddio
em agua e diluir até 1000ml.

Soluctes-padrio de benzeato de sédio
Tomar 4,0; 8,0; 12,0; 16,0 ¢ 20,0 ml da so-
lucfo estoque ¢ diluir até 100 ml com agua.

Procedimento

Pesar aproximadamente 1,5 g da amostra em
um frasco Erlenmeyer de 100 ml com rolha esme-
rilhada e acidificar com G,5 mi de acido cloridri-
co. Adicionar 40 ml de éter etilico, 40 mi de éter

de peirdico ¢ cerca de 3 g de sulfato de sodio ani-
dro. Agitar. Filtrar para uvm balfo volumétrico de
100 ml e lavar o Erlensneyer ¢ o filtro 1185 vezes
comn éter etilico. Diluir até o volume com éter etili-
co. Preparar um branco iratando | mi de Agua
nas mesmas condigdes. Ler em espectrofotdmetro
a 225 nm. Para obedecer 3 lei de Lambert-Beer, a
concentragio do acido benzoico deve estar acima
de 1 mg por 100 ml.

Curva-padrdo: constryir a curva padrio com as
solucdes-padrao e proceder como para a amosira.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

(s valores médios correspondentes aos teores
de dioxido de enxoire obtidos em todos os tipos
de sucos analisados estdo expressos nas figuras de
2a9.

Em todos os sucos de maci, péssego ¢ morango
analisados nio foi detectado didxido de enxofre.
“INEo detectado’ significa gue, se houver, o nivel
de dioxido de enxofre esta abaixo de 1) mg/ke,
que ¢ o limite da sensibilidade do método utiliza-
do.

Do total de 473 amostras analisadas, mais da
metade (51%) apresentaram niveis de dioxido de
enxofre acima do limite maximo permitido pela
legislagdo vigente no Brasil, que ¢ de 200 mg/ke.

As porcentagens de amostras condenadas, isto
&, acima daquele limite para cada tipo de sabor,
assim como os valores minimo e méaximo de dioxi-
do de enxofre encontrados foram condensados na
tabela 1. Estas variaram desde 100% no suco de
graviola, 97% no suco de caju, ¢ até 0% em va- -
rios tipos de sucos, como tomate, péssego, limio
ete.

Apesar de o didxido de enxofre ter sido encon-
trado em todas as amostras de suco de graviola,
os maiores teores foram apresentados no suco de
¢aju, atingindo o maximo de 1.439 mgrskg. Este
valor esta sete vezes acima do permitido pela le-
gislac#o. Se considerarmos a ingesifio deste suco,
devidamente dilaido, por uma crianca pesando 40
kg que, numa época de muito calor, poderia be-
ber até 4 copos de suco em um dia, esta estaria in-
gerindo aproximadamente 80 mg/kg de didxido
de enxofre, valor muito acima do recomendado,
gue ¢ de 28 me/kg, tendo em vista gue a ingestdo
diaria aceitdvel € de 0,7 me/kg de peso corpdreo
por dia. Isto & critico, pois a ingestdo de grandes
quantidades do agente sulfitante poderia acarre-
tar efeitos adversos ao organismo, como nausea,
diarréia, distdrbios gastrintestinais e manifesta-
¢Oes cutéineas ¢, em se tratando de pessoas com
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problemas asmaticos, sensiveis a esta substéncia,
provocaria crise alérgica,

Todos os suces analisados {excecho feita aos
sucos especificamente mencionados) contém mis-
tura de substincias conservadoras, dioxido de en-
xofre e acido benzodico. A tabela 2 apresenta os
valores de acido benzéico encontrados nos mes-
mos.

[Redelely
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FIGURA 6 — Valores médios de didxido de enxofre em sucos de tamarindo, manga e pitanga de diferentes
marcsa.

TABELA 1

Niveis de didxido de enxofre em sucos naturgis de frutas de diversas mareas nacionais

Tipos N de Valor minimo Valot mAximo Amostras
de amostras condenadas
fCOs analisadas mg/kg mg/ke %
Graviola i1 425 1099 100
Caju 128 78 1439 97
Goiaba 28 27 670 68
Maracuja 89 11 89¢ 63
Manga 18 79 447 56
Pitanga 13 154 732 39
Abacaxi 55 ND* 1128 18
Uva 58 ND 325 9
Tamarindo 14 47 303 7
Frutas 14 ND 100 )]
Tomate 8 ND T 0
Macd 6 ND ND 0
Laranja 6 ND 11 0
Tangerina s 38 114 0
Pégsego 5 ND Nb 0
Limdo 4 ND 40 0
Mamio 4 ND 133 0
Banana 4 ND 91 0
Morango 3 ND ND 0

* ND = Nio detectado, Sensibilidade do método = 10 mg/ke.
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FIGURA 7 — Valorcs meédios de dioxido de enxofre em sucos de uva de diferentes marcas.

TABELA 2

Nrveis de deido benzbico em sucoes naturais de frutas de diversas marcas nacionais

Valor Valor
Tipos N© de médio minimo Valor
de amostras maximo
sucos analisadas mg/kg mgfkg

Graviola i1 755 200 1200
Caju 128 598 106 1300
Goiaba 28 452 ND* 800
Maracujd 89 569 ND 1100
"Manga 18 364 ND 1000
Pitanga i3 654 400 900
Abacaxi 55 272 ND 1060
Uva 58 99 ND 960
Tamarindo 14 271 100 400
Frutas 14 350 100 0
Tomate 8 NB ND ND
Macd 3 ND ND ND
Laranja 6 216 100 360
Tangerina 5 220 100 300
Péssego 5 ND ND ND
Limdc 4 ND ND ND
Mamdo 4 41 Nb 200
Banana 4 200 ND 800
Morango 3 167 ND 300

* ND == Ndo detectado. Sensibilidade do método é 160 mg/kg.
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FIGURA 8 — Valores médios de didxido de enxofre em sucos de tomate, frutas {dois ou mais sabores) ¢ limio de
diferenies mareas.
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FIGURA ¢ — Valores médios de didxido de enxofre em sucos de laranja, mamdo, banana e tangerina.

CONCLUSAC

O presente levantamento revelou que uma Constatada a realidade do problema, os dados
grande percentagem de sucos naturais, do tipo in-  da pesquisa serviro como aleria para uma agio
tegral, se apresentou com altos teores do conser-  fiscalizadora mais intensa, € melhoria no controle
vador digxido de enxofre, muito acima do maxi-  de qualidade destes alimentos, assegurando a sat-
mo permitide pela legislac@o brasileira vigente. de do consurmnidor.
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YABIKL}, H.Y.; TAKAHASHI, M.Y.; MARYINS, M.S,; HEREDIA, R. & ZENEBON,
O. — Levels of preservative substances intencionally added (o natural fruit juices sold in
Brazil. Rev. fnsi. Adoifo Lutz, $11/2y:65.75, 1987,

ABSTRACT: The sulphur dioxide and benzoic acid content was determined in 473
samples of commercial natural fruit juices on sale in Brazil. Thesamples included 19 different
fruit flavors furnished by 28 manufacturers. The sulphur dioxide levels varied from less than
10 mg/kg (sensitivity limit of the analytical method empioyed) up 10 1,439 mg/kg. The
maximum level tolerated by Brazilian laws (200 mg/kg) was violated by 51% of the samples
tested. Only 6 samples showed a level of benzoic acid which was slightly above the tolerated

level (1,000 mg/kg).

DESCRIPTORS: fruit juices, natural, determination of sulphwr dioxide and benzoic
acid in; sulphur dioxide, benzoic acid in natural fruit juices, determination.
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TIMENETSKY, M.C.S5.T.; LAZAROTTI, D.S.; KISELLIUS, J. & PEREIRA, H.G.
Peteccio de rotaviras e adenovirus na Grande Sfo Paulo no periodo 1984-1986. Estudo
eletroforético do genoma dos rotavirus. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 47(1/2): T1-85, 1987,

RESUMO: No periodo de 1984 a 1986, 285 amostras de fezes de criangas com
sinjomatologia diarréica foram submetidas as provas diagnosticas de ensaio
imunoenzimatico, eletrofosese em gel de poliacrilamida e microscopia elefrdnica. Destas
amostras, 15,4% foram positivas para rotavirus e 3,2% para adenovirus. Das 44 (15,4%)
amostras positivas para rotavirus pelo métedo imunocenzimatico, 37 apresentazam perfil
eletroforético do RNA caracteristico dos rotavirus. Destas gitimas, 27 foram analisadas
segundo o esquema de Lourengo et alii, 1981, tendo sido verificada grande heterogencidade
de perfis e predominéncia dos rotavirus do subgrupo 2. No periodo estudado, apenas uma

amosira do rotavirus do subgrupo i foi detectada,

DESCRITORES: diarréia infantil; adenovirus; rotavirgs; gepoma viral; RNA viral;
infecgdo por adenovirus; infeccdo por rotavirus,

INTRODUCAO

Nunerosos trabalhos foram realizados sobre a
incidéncia, distribuicfo ¢ importdncia da gas-
troenterite infantil em todo o mundo, destacan-
do-se 08 de HOLMES!S, 1979 ¢ WIATT et alii?s,
1981. Fm nosso pais, este problema tem sido in-
vestigado com mais freqiiéncia apds os trabathos
iniciais de LINHARES et alii®4, em 1977, em Be-
lém do Para, CANDEIAS et ali?, em 1978 ¢
BALDACCI et alii?, em 1979, em Sio Paulo. Va-
rios autores nacionaisi® 6212223 {8m apresentado
ou publicado dados referentes a surtos isolados
ou provenientes de materiais encaminhados para
diagnostico etioldgico da gastroenterite de pacien-
tes hospitalizados em enfermarias de pediatria, de
bergarios, creches e de visitantes de postos de saf-
de. Raramente sdo encontrados na literatura na-
clonal estudos etioldgicos ¢ soroepidemolbgicos

de surtos ou da freqtidncia da infeccdo em popu-
iagdo normal de localidades ou de cidades brasi-
feiragin.az,

A introdugdo, em 1983, por PEREIRA et ali¥
do estudo eletroforético do genoma dos rotavirus
humanos ne Brasil desperiou, conseglientemente,
o interesse por novos trabathos que vBm sendo
publicados com sua colaboragdo sobre os tipos
eletroforéticos dos rotavirus encontrados em nos-
so paists, O conhecimento da circulacfio desses ti-
pos eletroforéticos ¢ de grande importincia para
estudos epidemioldgicos.

Recentemenie, en novernbro de 1986, comuni-
cagdes sobre a incidéncia, distribui¢ic e impor-
tdncia da infecgdo por rotavirus em criangas € em
animais foram apresentados ao 37 Encontro Na-
cional de Virclogia, reajizado em S%o Lourenco,
M.G., Brasil.

* Realizado na Segio de Virus Respiratorios, Bntéricos e Ou%rss do Instituto Adolfo Lutz, $a0 Pauvlo, SP.

#t  Po [nstituto Adolfo Luiz,

#+% Da Fundacgo Inttuto Oswalde Cruz, Rio de Janeiro, RJ,
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Mosso trabalho apresenta os resultados obtidos
com 0 estudo vireldgico das amostras de fezes en-
viadas ac nosso Servico, provenienles de pacien-
tes com diagnodstico clinico de gastroenterite, per-
tendentes ao grupo etario de 0 a 5 anos, morado-
res da Grande S#o Paulo. Os resultados obtidos
sdo comparados aos encontrados em outras dreas
do pais para indicacio da incidéncia da infeccioe
dos tipos eletroforéticos dos rotavirus humanos
prevalenies nesias dreas geograficas.

MATERIAL E METODGS

Durante o periodo de janeiro de 1984 a dezem-
bro de 1986, recebemos 285 amosiras de fezes de
¢riangas de 0 a 5 anos de idade, que apresentavam
sintomatologia diarréica. Estes materiais eram
provenientes de hospitais e creches das redes pa-
blicas estadual e municipal, de alguns hospitals
particulares, laboratorios regionais e centros de
safide da Grande Sae Paulo, que previamente fo-
ram incentivados a enviar fezes para o diagnosti-
co etioldgico.

Estes materiais, guando ndo eram manipulados
no dia, eram estocados a baixa temperatura
(-70°C) até o momento de uso, Oportunamente,
as amostras de fezes eram suspensas a 10% em
tampdo TRIS-HCI 6,01 M, pH 7,3, homogenciza-
das vigorosamente com  igual volume de
FREON-113 ¢ centrifugadas a 5.000 rpm, durante
20 minutos, a 4°C. A fase aquosa era estocada a
=T10°C.

O mérodo empregado para a detecedo de rota-
virus e adenovirus foi o ensaio imunoenzimatico,
pela técnica de duplo sandwich, de VOLLER et
aliid e YOLKEN et aliide, modificada por PEREI-
RA et alii?,

A eletroforese em gel de poliacrilamida para a
analise do ARN viral foi feita peie méiodo de
LAEMMLI®, modificado por PEREIRA et aliid,
A detecgio do rotavirus foi feita pela microscopia
eletrdnica, ou pela imunomicroscopia eletrénica,
onde foi usada diluicae Stima do soro hiperimune
de coetho anti-SA-11. A técnica usada fol a de co-
loragdo negariva pelo silicotungstato de sodio, pH
7,213

Mo ensaio imunoenzimatico (E1E) foi utilizado
conjuntoe de reagentes fornecido pela Fundacio
Instituto Oswaldo Cruz, onde os antigenos sio
captados em fase sélida por soros hiperimunes de
cabras; a captura é detectada por soros hiperimu-
nes de cobaias € revelada por soro de coetho an-
ti-IgG de cobaia conjugado com peroxidase.
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Ma eletroforese em gel de peliacrilamida
(EGPA), os RNA virais foram extraidos das sus-
pensdes fecais com cloroformio - fenol ¢ precipl-
tados com alcool etilico a -20°C, por 18 horas. A
corrida eletroforética foi feita de acordo com téc-
nica descrita por PEREIRA et alii®. Em cada cor-
rida foi incluido como padrio o RNA do rotavi-
rus simio, amostra SA-IL. A coloragdo do gel foi
feita segundo HERRING Y, com pegquenas modi-
ficagbes, utilizando-se como corante ¢ nitrato de
prata.

As amostras positivas para rotavirus no EGPA
foram classificadas segundo KALICA et aliil® ¢
LOURENCO et glii,

RESULTADOS

Das 285 amostras de fezes analisadas, 44
{15,4%) foram positivas para rotavirus e 9 (3,2%)
forma positivas para adenovirus, Estes resultados
gue podemn ser visualizados na tabela 1 exibem
srande niamero de amostras até um anc de idade e
razoavel niimero de amostras na faixa etaria de 1
a 2 anos, sendo 0 nimero de amostras inexpressi-
VO nas restantes idades.

Ao estratificarmos a faixa cigria de 0 a 2 anos,
verificarnos que esta ndo possul variagio aprecid-
vel de positividade até o primeiro ano de vida; en-
tretanto, verifica-se queda aprecidvel da positivi-
dade na faixa etaria de t a 2 anos, para novamen-
te se elevar esta positividade na faixa de 2 a 3
anos. Embora o nimero de amostras seja pegue-
10 nia faixa etaria de 3 a 5 anos, ndo foi detectado
gualguer rotavirus {tabela 2).

Na tabela 1, se considerarmos somente 05 da-
dos de 8 a 3 anos, gue s80 as amosiragens de ng-
meros mais consistenies, verificaremos que houve
maior incidéncla de positividade tanto para rota-
virus {23,3%) como para adenovirus {7,0%) na
faixa ciariz de 2 anos.

Das 44 amostras de fezes positivas para rotavi-
rus, 42 (95,4%) foram obtidas através de EIE, ¢
37 {84,0%) através da EGPA. De 97 amostras tes-
1adas pela microscopia eletrénica ou pela imuno-
microscopia eletrdnica (ME/IME), 22 {22,7%)
foram positivas para rotavirus € somente uma
(1,0%) para adenovirus. Também foram detecta-
das pela ME em & materiais (6,2%) particulas vi-
rais de cerca de 75-27 nandmeiros gue ndo pude-
ram ser identificadas.

Em relacfio & concordingia dos resultados nas
285 amostras examinadas, verificou-se que houve
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TABELA

Namero e percentagem de amostras fecais positivas par rotavirus e adenovirus analisadas no periodo
1984-1986, na Grande Sio Paulo

Amostras positivas

Grupo N? de Rotavirus Adenovirus
etdrio amostias
{anos} analisadas n@ % n® %
0l 177 30 17.0 3 1,7
) 51 4 7.8 2 40
213 43 10 23,3 3 7.0
314 10 0 0.0 i 10,0
4-15 3 0 0,0 0 0.0
5-16 1 0 0,6 ¢ 0.0
Total 285 44 15,4 9 3,k

TABELA 2

Distribuicdo por faixa etdria das amostras fecais positivas para rotavirus e adenovirus analisadas no perfodo
16984-1986, na Grande Sdo Faulp

Amostras positivas

Grupo N9 de Rotavirus Adenovirug

etario amostras

(meses) analisadas ne % nt %

0-1 6 143 24 16,8 3 2,1

6 112 34 6 17,6 4] 0,0
12124 51 4 1,8 2 3.9
24 136 43 10 23,2 3 7.0
36 ~160 14 0 0,0 1 71

Total 283 44 154 g 3,1

entre os métodos de EIE e EGPA concordincia
em 271 amostras (95,19%) e discorddncia em i4
amostras (4,9%),

Pas 97 amostras examinadas pela ME, 23 fo-
ram positivas para rotavirus ou adenovirus ¢ as
restantes 74 amostras foram negativas para estes
dois virus., A copcordéngia entre ME, EIE e
EGPA para rotavirus foi de 90,7% (88 amostras)
e a discordéncia foi de 9,2% (9 amostras).

Se nos limitarmos & concordéncia entre o5 trés
métodos, ¢ considerarmos 0s resuitados somente
positivos, verificaremos que, de 28 materiais posi-
tivos pelo menos em um dos trés métodos, somen-
te 19 amostras (67,8%) foram positivas nos 3 mé-
todos utilizados. Isto porque em 2 amostras a ME
foi negativa e o EIE ¢ o0 EGPA foram positivos;
e uma amostra, a ME f{ol positiva enquanto
que, nos outros métedos, foi negativa. Em trés
amostras, a ME foi negativa juntamente com o
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TABELA 3

Comparacdo das técnicas imunoentimdtica (EIE), eletroforese em gel de poliacrilamide (EGPA) e microscopia
eletrbnica ou imunomicroscopia elefronica (MEJIME) para a detecdt de rotavirus

EIE EGPA ME/IME
Amostras Amostras Amostrag Total de
NO de amostras | positivas  [N© de amostras |  positivas §NQ de amostras | positivas amostras positivas
testadas testadas testadas
n¢ | % n? % no %
19 | 6,66 19 | 6,66 19 119,58 19
2| 070 21 910 01 000 2
31 1,05 0] 0,00 0] 050 3
210,70 0] 800 01 0,09 2
285 0 0,086 285 0] 600 7 H 1,03 i
15 ] 3,26 151 526 (G ] R Gdas' 15
14 0,35 G 0,00 {FrEy (FEH) H
01 0,00 1] 0,35 01 000 1
Toial 42 114,72 Total 37 112,97 Total 20 (20,61 44

(¥%%) = Exame ndo realizado.

EGPA, enquanto o EIE foi positivo. Finalmente,
em outras 2 amostras a ME fol positiva juntamen-
te com o EIE, e o0 EGPA foi negativo. Houve dis-
cordincia em 9 (32,1%) das 28 amostras em que
pelo menos um método resultou positivo para ro-
tavirus. Estes dados podem ser visualizados na ta-
bela 3. Por motivos téenicos algumas amostras
ndo puderam ser analisadas pela IME.

Dos 37 casos positivos para EGPA, 27 foram
estudados em ralacdo ao seu perfil eletroforético.
A tabela 4 demonstra os vérios tipos eletroforéti-
¢os detectados na Grande 53¢ Paulo nos anos de
1984 a 1986.

No decorrer de 1984, em doze amostras o perfil
eletroforético F(beda) foi detectado em janeiro, o
D(bbfa) em abril, o C{bbca) em junho e os dois
B(bbba) em agosto e dezembro. Em 1985 foram
detectados somente perfis eletroforéticos de tipo
B(bbba} nas onze amostras positivas, assim distri-
buidas: uma em margo, uma em agosto € quatro
em setembro. Em 1986, de 21 amostras positivas
uma E(bcba) e outra B{bbba) foram detectadas
em fevereiro; em margo, uma Afbaba), uma H
{caba) e cinco G{cbba); em abril, uma B(bbba);
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em junho, julho, agosto ¢ dezembro, uma
Af{baba}) cada més.

A dnica amostra do subgrupo Icacb), perfil
curto, foi detectada em outubro de 1986, entre to-
das as 37 amostras positivas estudadas nestes trés
anos. Todas as outras, com exceclo de duas de
perfil nfo determinado, pertenciam ac sub-
grupo 2.

Das onze amostras de 1985, quairo B(bbba) fo-
ram procedentes de surto de gastroenterite no De-
partamento de Pediatria do Hospital Emilio Ri-
bas, S&0 Paulo, nos meses de agosto ¢ setembro.

Em 1986, a partir de um surto de diarréia numa
creche da prefeitura, foram estudadas 19 amos-
tras de fezes, incluidas no presente trabatho, das
quais 7 foram positivas para rotavirus no EIE;
destas 7 amostras, 5 apresentaram perfil eletrofo-
rético compativel com o subgrupo 2 do tipo
Gicbba).

Na figura da pégina seguinte apresentamos a
incidéncia de rotavirus e adenovirus durante o pe-
riodo de 1984 a 1986, distribuidos nos doze meses
do ano.
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TABELA 4

Resultados das eletroforeses dos RNA das amostras de fezes humanas positivas para
rotavivus, da Grande Sdo Paulo [1984-86)

Grrupos Ti Bistribuicfo de casos
Rotavims eletroforéticos Ipos nos &nos
eletrofo- Total
Sub-grupos 6 %

I i 11 v feticos 1984 1985 1986
1 ¢ a c b - 3 0 1 1
b a b a A G 0 5 5
b b b a B 2 6 2 i
b b C a C 1 0 G 1
2 b b f 2 ] 1 0 0 1
b o b a B O 0 1 1
b ¢ b 3 ¥ 1 0 i 2
c b b a G G 0 5 5
c a b a H 0 0 1 i
Indeterminados - 4 3 3 ig
Eletroforeses negativas 3 2 2 7
Total de amostras analisadas 12 it 21 44

{¥} = As letras maitsculas sdo denominacdes dadas pelos autores para facilitar a compreensic do texto.

DISCUSSAO

Embora tenhamos recebido 480 amostras no
periodo fixado, somente 285 puderam ser avalia-
das porque preenchiam os reguisitos necessarios
para identificacio, isto &, dados como sexo, idade
¢ gualguer sintoma ou sinal compativel com -0
diagnostico de gastroenterite.

Os resuitados de 15,4% de pacientes positivos
para rotavirus ¢ 3,2% para adenovirus na faixa de
0 a 5 anos de idade eram esperados € comparaveis
com outros achados de antores nacionais? 1.22.23,

No exterior, varios autores tém estudado a inci-
déncig de rotavirus e adenovirus em criancas com
diarréia, SEN et glii3}, em Calcutd, encontraram
7,6% de positividade para rotavirus; FAGBAMI
et alii’, na Nigéria, encontraram 2[,0% ¢ PA-
NON et alii28, em New Caledonian, encontraram
14,2% para o mesmo virus, Na ltalia, CEVENI-
NI et alii4, estudando criangas de 6 a 24 meses,
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durante dois anos, encontraram 26,7% de rotavi-
rus ¢ 17,6% de adenovirus.

Recentemente, em 1986, no Rio de Janeiro,
GUIMARAES et aliil.1? estudaram criangas de
favelas, achando 6,7% de positividade para rota-
virus ¢ 3,5% de positividade para adenovirus. Em
Ouro Preto, M.G., LANNA ¢t 3lii?! descreveram
que no periodo de 1985 ¢ 1986 foram encontrados
15,6% de amostras positivas para rotavirus e
4,1% de amostras positivas para adenovirus de
pacientes com diarréia. GONTIIO et alii!y, em
Betc Horizonte, encontraram 21,05% de rotavi-
rus nositivos e 4,6% de adenovirus positivos no
periodo de 1984 a 1983,

Nossos resultados para rotavirus apontam per-
centagem similar aos achados de GONTLIO et
alii'? em relacdo 4 incidéncia na faixa etaria de ze-
ro a 11 meses.

Em relagao a distribuicso dos nimeros mate-
riais (amostras testadas) nestes irds anos, 1984 g
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1986, agrupados nos respectivos meses, nfo pude-
mos iferir gualquer cardter sazonal da gastroen-
terite causada pelos rotavirus porque estes resui-
tados sdo de materiais cuja sistematizacio de co-
lheita infelizmente nio esteve sob nosso controle.
Entretanto, como se pode observar pelo grafico
construido {p. 81} na base da somatéria de resul-
tados positivos para rotavirus ¢ adenovirus sepa-
radamente, ¢ considerando arbitrariamente os re-
sultados naqueles meses em que o nimero de ma-
teriais foi maior gue uma dezena, verificamos gue
a distribuicfo dos casos positivos se mantém em
patamares sem grandes variagdes mensais. Obvia-
mente, ndo foi considerado o nimero apresenta-
do em fevereiro e jutho para os dois virus pela exi-
ghiidade da amostragem.

Em geral, a sensibilidade dos métodos utiliza-
dos também mostrou resultados semelhantes aos
relatados por outros autorest.t1.38,

Nossos resultados mostraram, tendo em vista o
perfil eletroforético dos rotavirus, que em [984
circularam pela Grande S3o Paulo quatro tipos
eletroforéticos diferentes (bcda, bbfa, bbca,
bbba) pertencentes ao subgrupo 2, perfil longo.
Ademais, que em 1985 somente foi detectado o ti-
po eletroforético bbba, sendo que 4 amostras fo-
ram provenientes de surto de gastroenterite em
ber¢ario do Hospital Emilic Ribas e outras
2 amosiras, de locais diferentes, Das 11 amostras
positivas neste ano, 2 foram negativas em EGPA ¢
3 ndo foram analisadas quanto ao perfil eletrofo-
rético, por razdes técnicas, Em 1986, circularam 6
tipos eletroforéticos diferentes de rotavirus do
subgrupo 2 {bcba, bbba, baba, caba, cbba, beda).
Somente foi constatada a presenca de uma Unica
amostra positiva de rotavirus do subgrupo 1
(cach}.

E interessante comentar gue em Sio Paulo, en-
tre 1979 ¢ 1981, foram detectadas 5 amostras do

rotavirus pertencentes ao subgrupo 1, perfil
(cheb), contrastando com nosso achado de so-
mente uma amostra do subgrupo 1, perfil {cach),
nos trés anos estudados (1984-1986). Cabe salien-
tar, ainda, que tanto o perfil eletroforético da
amostra do subgrupo I {cach) quanto os perfis do
subgrupo 2 por nods detectados diferem dagueles
encontrados por PEREIRA et alii*t, no Rio de Ja-
neiro, Sdo Paulo e Pard em 1979-1981. J4 os per-
fis eletroforéticos do subgrupo 2 {bbba, bcba,
cbba) foram detectados por nos e por HOULY et
aliitt em Maceid, no periodo de 1982-1983.

Em nosso trabatho como em outros sobre ¢ as-
suntos.6.8:19.26.27 verificou-se a grande heterogenei-
dade nos perfis eletroforéticos apresentados, ates-
tando a grande variagio genética do rotavirus, re-
fletinde a predomindncia das infecgdes pelo rota-
virus do subgrupo 2.

Se determinados perfis do rotavirus correspon-
dem a maior ou menor infectividade, causando
surtos de maiores proporgdes, ndo sabemos; en-
tretanio, convém assinalar para futuras investiga-
¢oes que os rotavirus do subgrupo 2, perfis (bbba
¢ ¢bba), foram responsdveis por surto de gas-
troenterite na enfermaria de hospital e na creche
estudadas.
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ABSTRACT: In a period of (584 1o 1986, 285 faecal specimens from children with

diarrhea were submitted to enzyme immunoassay, polyacriamide-gel electrophoresis and
electron-microscopy tests. Of the 1otal 285 specimens, 15.4% was positive for rotavirus and
3.2% positive for adenovirus. ©Of 44(i15.4%)} positive specimens positive in enzyme
immunoassay, 37 showed elecirophoretic patterns proper {o human rotavirus. Of these, 27
were analysed according to Lourengo’s scheme (1981) showing a great heterogenicity of
electrophoretic patterns and predominance of rotavirus of subgroup 2. Only one sample of
rotavirus of subgroup 1 was detecied in ihe study.

DESCRIPTORS: diarrhea, infantile; adenovirus; rotavirus; viral genomes; RNA, viral,
genes, viral; adenovirus infections; rotavirus infections.
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RESUMO: O consumo crescente de produtos naturais, utiizados como alimentos o
como medicamentos, trouxe-nos a preocupagio de verificar a qualdade de alguns desses
produtos. Essa verificacdo foi realizada por cromatografia ers fase gasosa, alravés de andlise
dos acidos graxos de 60 amostras de dleo de améndoas, 33 de Oleo de germe de trigo, 16 de
&leo de gergelim, 16 de &leo de alho, 14 de Sleo de figado de bacalhau e & de 0leo de semente
de uva. No caso dos Oleos de germe de trigo e figado de bacalhau fol também verificado, por
via espectrofotométrica, o teor de vitaminas E e A respectivamente. Das amostras analisadas
T9% dos dleos de germe de trigo, 77% dos Oleos de améndoas, 6 (38%) das de gergelim, e 2
(¥4%) das de figado de bacathau estavam falsificadas. Todas as amostras de dleo de semente
de uva se apresentavam puras. Concluiu-se que a cromatografia em fase gasosa € um método

adequado para a verificacdo da pureza de todos os dleos analisados.

DESCRITORES: éleos naturais, determinacdo de acidos graxos em; Oleos naturais,
determinacdo de vitaminas em; oleos naturais, fraudes; cromatografia em fase gasosa.

INTRODUCAO

O aumento do consumo de produtos naturais,
tanto alimentos como medicamentos e cosméti-
cos, trouxe a necessidade da verificacfo da quali-
dade destes produtos. Este aumento tem-se verifi-
cado devido a uma modificacio de costumes pro-

veniente de uma maior conscientizacdo do consu-

midor, que vem buscando, cada vez mais, produ-
tos com maior numero de componentes naturais,
¢ menos industrializados,

O objetivo deste trabatho & verificar a qualida-
de de Oleos vegetais e animais comercializados co-
mo produtos naturais, muitos deles em cépsulas
de gelatina, visto ser esta apresentacdo uma for-
ma pritica, de facil ingestdo e, por isso, larga-
mente utilizada. Essa verificagdo foi efetuada
através da analise do perfii cromatografico dos
acidos graxos dos 6leos de améndoa, atho, gerge-

lim, semente de uva, germe de trigo ¢ figado de
bacalhau, sendo que dos dois Gliimos foram tam-
bém dosadas, por via espectrofotométrica, as vi-
taminas E e A, respectivamente,

Este tipo de preoucupacio, visando a qualidade
¢ ¢ aspecto farmacolégico desses 6leos, ja foi ob-
ieto de estudo de outros autores, AFZAL et alii!
pesquisaram a composiciio do athe (Alium sati-
vum), visando uma possivel utilizacfo deste no
controie da aterosclerose. KAMANNA & CHAN-
DRASEKHARA® determinaram a composigdo
dos lipidios totais e dos glico e fosfolipidios do
¢leo de alho. MANTIS et alii!” estudaram o efeito
do extrato de alho sobre culturas de Staphylococ-
cus aureys, demonstrando o seu poder germicida
sobre esta bactéria.

Varios autores como NASSAR et aliiys, RIKH-
TER? e SAURA-CALIXTO et alii®s estudaram a

* Realizado na Diretoria de Bromatologia ¢ Quimica do Institute Adolfo Lutz, S#o Paulo, S.P.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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composicio do oleo de améndoa, enquanio ou-
tros, como GUTFINGER et alii® ¢ SALVO et
alii®', pesguisaram a distingdo entre o éleo de
améndoa ¢ 0 de carogo de péssego ¢ de damasco
{abricot}, visando comprovar uma possivel fraude
no Oleo de améndea por meio desses dleos.

GATTESO et alit® e KAMEL ¢t alii’? determi-
naram a composicdo dos acidos graxos do oleo de
semmnie de uva, que atualmente esta sende bastan-
te ulilizado na fabricacdo de cosméticos, ¢ como
Sleo comestivel,

BRAR® estudou as variagdes na composi¢do de
acidos graxos de dleos extraidos de varias espécies
de gergelim,

LANZA et alii’é determinaram a composicio
dos acidos graxos do oleo de figado de bacathau,
por cromaiografia em fase gasosa, ¢ fizeram um
esiudo das possiveis diferengas nos resultados ob-
tidos guando se utilizam colunas capilares de dife-
renies comprimentos.

( Oleo de figado de bacalhau ¢ uma das princi-
pais fontes naturais de vitamina A. Ussa vitami-
na, sepundo varios auiores’ 7« 14, apresenia-se nes-
e oleo em diferentes concentragdes que depen-
dem de varios fatores, como espécic animal, sexo,
idade, habitai e outros.

A composicio dos acidos graxos do olec de ger-
me de trigo foi pesquisada por BARNES & TAY-
LLORY, GABRIAL et aliit e IVANOVA et aliill,

O dleo de germe de trigo € uma fonte natural de
vitamina E »#% ¢ ¥ ¢ seu doseamento foi pesquisa-
do por diversos autores. RAQ & PERKINS#®
identificaram e dosaram os tocoferdis e tocotrie-
nodis utilizando a cromatografia gasosa associada
a espectometria de massa. SLOVER et alii* deter-
sinaram 1ocois e tocoiriendis em sementes ¢ dleos
airavés de cromatografia em camada delgada, li-
quida ¢ gasosa. SAKER et alii** compararam ©
comieddo de vitamina E presente nos dleos de ger-
me de trigo, arroz e mitho. Esses autores encon-
traram pequenas guantidades de vitamina E no
Oleo de germe de trigo, talvez devido 3 espécie do
cereal analisada e outros fatores de cultivo,

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram analisadas amostras de
diferentes procedéneias e de marcas variadas, ad-
quiridas no comércio, e enviadas ao Instituto Adol-
fo Lutz para andlise por 6rgdos da fiscalizacdo es-
tadual, como o Departamento Estadual de Policia
do Consumidor (DECON) e ¢ Ceniro de Vigilin-
cia Sanitaria, assim discriminadas: 60 amostras de
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oleo de améndoa, 33 amostras de 6lec de germe
de trigo, I6 amostras de oleo de gergelim, 16
amostras de oleo de alho, 14 amostras de 6leo de
figado de bacalhau e 8 amostras de leo de semen-
te de uva.

Foram extraidos em nossg laboratorio os liph-
dios totais de améndoa, de germe de trigo, de atho
e de semente de gergelim para se estabelecer o per-
fit cromatografico dos respectivos oleos ¢ utili-
za-los como padrdes. Os lpidios assim extraidos,
bem como todas as demais amostras, foram meti-
lados segundo a técnica descrita por BADOLA-
TO & ALMEIDAZ,

A anilise dos ésteres metilicos dos acidos gra-
xos foi efetvada em um cromatdgrafo a gés, com
detector de ionizacdo de chama, acoplado a um
integrador. Foi usada uma coluna de ago inoxida-
vel empacotada com DEGS a 20% (succinato de
dietileno glicol) sobre Chromosorb W/AW como
suporte sélido, numa temperatura programada de
156 a 190°C.

Os principais acidos graxos foram identificados
por comparacio dos seus tempos de retencio com
os padrdes cromatograficos destes acidos.

As determinacOes das vitaminas A e E foram
cfetuadas a partir da saponificacdo das amostras,
extragdo ¢ reagdo colorimétrica, empregandoe a
Lécnica descrita nas Normas Analiticas do Institu-
1o Adolfo Lutz4

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A cromatografia em fase gasosa dos acidos gra-
x0s dos Oleos de améndoa, germe de trigo, figado
de bacathau, uva e alho demonstrou que, dentre
as amostras analisadas, o dleo de améndoa e o
de germe de trigo foram os que se apresentaram
mais adulterados. Todas as amostras de dleo de
semente de uva analisadas encontravam-se puras.
Os resultados obtidos encontram-se reunidos na
tabela 1.

Com relagfo as amostras de 6leo de alho, veri-
ficou-se que ndo se tratava deste Oleo e sim de
uma mistura do 6leo vegetal com extrato ou Oleo
essencial de alho, razdo pela qual ndo foi possivel -
estabelecer um perfil cormatogrdfico dos acidos.
graxos desse oleo.

Dos oleos de améndoa analisados, constatou-se
gue muitos deles eram totalmente substituidos
por outre oleo vegetal, em sua maioria, oleo de
soja ou amendoim, enquanio gue Ouires cram
misturas de Oleo de améndoa com esses mesmos
Oleos vegetais. A alguns desses Oleos falsificados
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TABELA
Avaliagdo da qualidade dos dlecs naturais
Oieos Amostras puras Amostras falsificadas Amostras analisadas
Oleo de améndoa 14 46 60
Oleo de germe de trigo 7 26 33
Oleo de gergelim 10 6 16
Oleo de figado de bacalhau 12 2 14
Oleo de semente de uva 8 - 8

fol adicionada esséncia artificial de améndoa. Foi
também estabelecido o perfil cromatogréfico do
Gleo de améndoa puro (fig. 1), A composiciio de
seus 4cidos graxos se encontra reunida na tabela 2,

TABELA 2
Composipdo dos deidos graxos do dlec
de améndoa puro
Valor %
Acido graxo
Mfnimo Maximo Médio
Paimitico 6,3 8,6 7.1
Paimitoiéico 0,5 0,8 0,7
Estearico 1,4 1,9 1.7
Oléico 59,2 67,5 62,6
Linoléico 244 EXN 286
Linolénico 1* 0,7 0.1
* tr = tracos.
TABELA 3

Composicdo dos deidos graxos do oleo de
germe de Irigo puro

por outros dleos vegetais, principalmente de soja
¢ de mitho. Os resultados da composico dos ci-
dos graxos do 6leo de germe de trigo pure encon-
tram-se na tabela 3 e, na figura 2, tem-se © seu
perfil cromatografico caracteristico.

Em todas estas amostras foi feita a dosagem es-
pectrofotometrica da vitamina E, que faz parte da
composigdo quimica dos 6leos de germe de trigo.
Verificou-se gue algumas das amostras falsifica-
das, até mesmo algumas em que o éleo de germe
de trige foi totalmente substituido por outro ¢leo
vegetal, apresentavam alto teor de vitamina E,
concluindo-se que, provaveimente, foi adicionada
vitamina E sintética a essas amosiras ou substdn-
cias interferentes foram dosadas como vitamina
E. Por este motivo, concluiu-se que a dosagem de
vitamina E ndc ¢ um método adequado para se
verificar a pureza do Oleo de germe de trigo.

Todas as amostras de oleo de semente de uva
analisadas revelaram o perfil cromaiografico ca-
racteristico do &leo puro {fig. 3). Na tabela 4 es- -
t30 reunidos os dados referentes 4 composicio
dos acidos graxos de 6leo de semente de uva puro.

TABELA 4

Composicdo dos detdos graxos do dleo de
Valor % sermiente de uva puro
Acido graxo
Mrinimo Maximo Médio Valor %
Acido graxo
Palmfrtico 156 17,7 16,9 Minimo Miximo Médio
Palmitoiéico tr* 0,7 0.3
Estedrico 0,3 0.9 0.6
Oléico 14,6 18,3 17,0 Palmitico 8.0 8,9 8,6
Linoléico 54,7 60,2 58,0 Palmitoléico tr* 43 9,3
Linolénico 6,0 7,% 6,9 Estedrico 3,3 4,5 3,7
Oléico 18,2 22,7 19,7
Linoléica 64,3 68,7 76,0
* fre=iy €8, 1 ] 3!
£ oS Linolénico 0.2 20 1,0
A falsificacio do o6leo de genme de trigo € efe- ~
tuada pela substituicdo total ou parcial deste 6leo i = tragos.
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Composicdo dos deidos graxes de dleo
de gergelim puro

TABELA 5

Valor %
Acido graxo
Minimo Miximo Médio
Laurico Lr* 0,7 0,5
Mir{stico tx 0,2 0,2
Paymnitico 7.9 9,7 9.0
Palmitoléico i 0.4 8,2
Estearico 4,1 5.8 5.1
Olédico 36,9 42,4 38,9
Linoléico 46,5 49,1 47,6
Linolnico tr 0,7 0,4
* {1 == tragos.
TABELA 6

Composigdo dos deidos graxos do dleo

Verificou-se que a falsificacdo efetuada nos
oleos de gergelim & feita pela substituicdo deste
Gleo pele de amendeim, ou pela adigédo, principal-
mente, de dleo de coco ou algodio. A composicio
dos acidos graxos de éleo de gergelim puro estd na
tabeia 5 ¢ seu perfil cromatografico na figura 4.

Das amostras de dleo de figado de bacathau,
apenas duas ndo revelaram o perfil cromatografi-
co caracteristico deste dleo (fig. 5). Uma delas era
Gleo de peixe e, a ouira, oleo de figado de baca-
thau falsificado com 6leo de soja. Encontra-se na
tabela 6 a composicdo dos acidos graxos de oleo
de figado de bacalhau puro.

Em todas as amostras foi feito o dosamento de
vitarmnina A, visto ser esta a principal vitamina das
que fazem parte da composigio quimica do dleo
de figado de bacalhau, Esta analise {oi realizada
por via espectrofotométrica. Os resultados da do-
sagem de vitamina A encontram-se na tabela 7.

Analisando os dados da tabela 7, verificou-se
que, com relagdo & pureza das amostras, ha uma
concordincia enire ¢ resullado obtido através da
cromarografia em fase gasosa e o dosamento es-
pectrofotométrico da vitamina A.

de figado de bacalhau puro
TABELA 7
Valor %
Acido graxo Dosggem de vitamina 4 em oleo de
Minimo Miximo| Médio figado de bacalhau
Miristico 2,3 5,3 4,1 Amostra n® Vitamina A {(UL/100 &
Miristolgico 4,1 0,8 0.6
C15:0 ) (3,3 0.6 0.5
Nio identificado 0,05 0.6 0,3 1 30.560
Palmitico 87 12,7 10,7 2 33461
Paimitoléico 9.6 14,2 115 3 1.194%
Masgérico 0.8 1,3 1,1 4 15.735
C17:1 1,2 2,9 14 b 56.992
Estedrico 16 3,5 2.6 6 35.127
Oléico 23,2 20 | 217 7 36.094
Linoi¢ico 1,4 4,9 3,3 8 25425
Araguidico r* 0,08 G.02 9 24958
Lino¥nico tr 0.9 0.2 10 42.589%%
Gadoléico 114 22,9 16,3 11 05672
Araquidbaico tr 6,09 8,62 12 56.925
C20:5 4.8 10,2 8.2 13 55.381
Ericico 30 11,2 6.9 14 65.773
C22:5 0,06 1,1 0.5
C26 6,63 12,0 9.6
* Nio ¢ dlec de figado de bacathau.
** Oleo de figado de bacalhau, falsificade pela adicio

* tr = tzagos. de dieo de soja.
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CONCLUSAO

A composigdo dos dcidos graxos dos Oleos de
améndoa, germe de trigo, gergelim, semenie de
uva e figado de bacathau, por nds determinada,
estd de acordo com a encontrada por outros auto-
res que estudaram os mesmos G¢leos.

Vereficou-se que a cromatografia em fase gaso-
sa & um método adequado tanto para a identifica-
¢80 dos &leos naturals como também para a de-
tecgiio de fraudes efetuadas, seja pela substituigio
total do Sleo, como pela adigdo de dleos vegetais
ou animais.

Concluiu-se que a dosagem das vitaminas que
fazem parte da composicio dos Oleos, em alguns

casos, ndo ¢ um método adequado para a identifi-
cacdo ou determinaciio da pureza de Oleos natu-
rais, pois verificou-se que essas substlncias po-
derm ser adicionadas a dleos frandados.

A verificagdo da pureza dos Oleos naturais & im-
portante, pois a adulteracdo de alguns desses
Gleos ndo lesa apenas o0 consumidor, no aspecto
econdmico, mas pode trazer prejuizo a sande por-
que, em muitos casos, esses produtos sfo ingeri-
dos para suprir deficiéncias vitaminicas. A inges-
tdo de vitaminas sem nenhum- critério ou sem
orientagdo médica pode causar sérios problemas a
satGde, visto gue tanto a falta como ¢ excesso de
vitaminas sdo preindiciais a0 organismo humano.

RIALAG/631

BADOLATO, E.S.G.; MAO, £.D; LAMARDO, L.C. A & ZENEBON, 0. — Search
for frauds in commercial natural oils by gas-liquid chromatography. Rev. Inst. Adelfo

Lutz, 47(1/23:87-95, 1987,

ABSTRACT: The possible existence of frauds in natural oils retailed in Metropolitan

Sdo Paulo was investigated through determination of famty acids. Gas-liquid chromato-
graphy was employed in all sampies while spectrophotomeiry was employed for determina-
tion of vitaimins A and E in cod lver oils and wheat germ oil. The total of 147 samples includ-
ed 60 samples of almond oil, 33 of wheat germ, 16 of sesame ofl, 16 of garlick oil, 14 of cod
Hver oil and 8 samples of grape seed oil. Frauds were detected in 26 {79%) samples of wheat
germ oil, 46 (77%) of almend oil, 6 {38%2) of sesame oil, and 2 {14%%) samnles of cod iver oil.
All samples of grape seed oil were pure. 1t is inferred that gas-liquid chromatography is ad-

equaie Tor testing the cccurrence of frauds in commercial natural oils.

DESCRIPTORS: oils, natural, determination of vitamins A and E in; oils, natural, de-
termination of fatty acids; oils, natural, frauds; gas-HEquid chromatography.
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VAZ, Al; CAMARGO, E.D,; ALDRIGUI, M.L.; SILVA, M.V.; SOUZA, AM.C.
& UEDA, M. — Estudo sobre anticorpos heteréfilos desenvolvides na mononucleose
infecciosa. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 47(1/2) 97-102, 1987,

RESUMO: Na mononucieose infecciosa (Mi), o Epstein Barr virus induz a formaciio de
anticorpos heterdfilos. A dosagem desses anticorpos é considerada como um importante
critério diagnostico. Foram estudados 143 soros de pacientes com suspeiia de M, utilizando
as técmicas de Paul-Bunnefl-Davidsohs (PBD), teste de lagrima (TL) ¢ hemolisina de boi
(HBj, previamente padronizadas. Foli introduzide ¢ extrato de figado de cobaia como
antigeno, avaliando sua eficiéncia na absorgdo diferencial dos anticorpos heterdfilos tipo
PBD. Dos 143 soros estudados, 64 (45%), 80 (56%), 35 (24%) apresentaram titulos
significativos, respectivamente nos testes de PBD, TL e HB, Na diferenciagio dos anticorpos
heterSfilos PBD, realizada através da absorgio com os trs antigenos, rim de cobaia (R),
figado de cobaia (F) e estroma de boi (E}, foram observados respectivamente 77%, 70%, ¢
58% apresentando resuliados significativos para M1, O estudo estatistico dos resultados pelo
teste Q@ de Cochran demonstrou que o0s trés testes utilizados detectaram anticorpos
heterofilos diferentes (x2 = 46,6, x3; .- = 5,99), bem como, que os antigenos R ¢ F podem
ser wiilizados indistintamente na absorgfo diferencial dos anticorpos heterdfilos da Ml
(x2 = 1,33 x%; . = 3,84). Os resultades apresentados ressaltam g importfincia da
utilizacdo de mais de um teste na pesquisa de aniicorpos heterdfilos no diagndstico da ML

DESCRITORES: mononucleose infecciosa; anticorpos heterdfilos na mononucieose

infecciosa,

INTRODUGCAO

No descurso da infeccfio por virus Epstein Barr
(EBV) ha inducio de grande variedade de anticor-
pos. Os principais s3o os anticorpos especificos
contra diferentes antigenos do EBV e anticorpos
heterdfilos para eritrdcitos de carneiro, cavalo ¢
boi.

A dosagem de anticorpos heterdfilos na mono-
nucleose infecciosa tem sido considerada como
um dos critérios diagnosticos.

A avaliacdo dos anticorpos heterdfilos na mo-
nonucleose (MDY foi realizada pela primeira vez
por PAUL & BUNNELL 6 em 1932, Esses autores
efetuaram a dosagem de agiutininas heterdfilas
antieritrocitos de carneiro, baseados nos dados
dos trabalhos de DAVIDSOHNs ¢ DAVID-
SOHN & RAMSDELLS sobre a ocorréncia de an-
ticorpos desta natureza na doenca do soro.

O teste de Paul-Bunnell (realizado com eritréci-.
103 de camnelro) efetuava uma simples dosagem
aglutininica antieritréeitos de carneiro. Mais tar-

* Realizado nz Segfio de Sorologia do Instituto Adolfo Lutz, Sao Paule, SP.

** Do Instituto Adelfo Lutz.

*** Do Instituto Adolfo Lutz e do Hospital Emilic Ribas, S30 Paulo, SP.
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de, foi padronizada uma técnica gue permitiu cs-
tinguir as aglutininas para hemicias de carneiro,
desenvolvidas na M1, das gue ocorrem na doenga
do soro e em ouiras condigdes como hepatite, fu-
berculose, leucemia aguda, leucemia monocitica,
doenga de Hodgkin, nefrite crénica etc?8.i0, Este
teste tem sido conhecido como teste diferencial de
Paul-Bunnell-Davidsohn.

Em 1935, BAILEY & RAFFEL? relataram a
ocorréneia de anticorpos anti-hemacia de boi na
mononucleose infecciosa mas, somente em 1951,
MASONI padronizou ¢ teste de hemolising para
heméacias de boi. Este teste foi introduzido no
diagnéstico laboratorial por ser bastante sensivel
e especifico.1s

HOFF & BAUER?Y descreveram um teste rapi-
do ¢ simples para a MI {monoteste) atilizando
suspensio de eritrdciios de cavalo formolizados
como antigeno, STUART et alii!s, em 1936, j4 ha-
viarn relatado que os soros dos pacientes com Mi
aghutinavam ¢riudcitos de cavalo, No mesmo
anc, BEER? recomendou a utilizac@o do teste de
aglutinina para células de cavalo no soro, antes ¢

apOs absorgdo com eritrécitos bovinos, DAV-

IDSOHNY, baseado nos estudos de HOFF &
BAUERD, desenvolveu um teste rapido e simples
para MI, empregando hemécias de cavalo, ¢ esta-
beleceu ser este teste bastante especifico. Estudos

posteriores de LEE et alii!4 conduziram 4 padro--

nizacio do spor-fest; estes autores concluiram gue
as hemnéacias de cavalo s3o mais sensiveis do que os
eritrocitos de carneiro no diagnostico da MI, pos-

sibilitando a detec¢io de niveis baixos de anticor-.

pos, principalmente na fase inicial da doenga. A
técnica de absorgdo prévia do soro com extrato de
rim de cobaia e estroma de hemAcia bovina permi-
te uma diferenciacdo indireta entre soros positi-
vO§ € negativos para ML

O objetivo deste trabalho foi estudar compara-
tivamente trés testes sorologicos para deteccdo de
anticorpos heterdfilos, reagio de PBD (hemaé-
cia de carneiro), teste de lagrima {(hemacia de ca-
valo}, hemolisina de boi (hemacia de boi), e tam-
bém investigar o comportamento do figado de co-
baia como antigeno de absorcdo na reacdio de
PBD, i4 que apresenta, como o rim, alto conted-
do de antigenos heterdfilos.

* Solugio de Bukantz, Rein & Kent.,
*=* MolicoR.

MATERIAL E METODGOS

1. Soros

Foram estudadas amostras ¢nicas de soro de
143 individuos encaminhados pelo Hospital Emi-
iic Ribas e Centros de Satide da rede estadual de
Sdo Paulo, com suspeita clinica de mononucleose
infecciosa. Os soros foram inativados a 56°C du-
rante 30 minutos e conservados a -20°C até o mo-
mento do uso.

2. Solucbes

Solugdo saling (NaCl 0,15 m); solucdo VBD
(NaCl 0,143 M, Dietilbarbiturato de sodio
0,005 M, CaCly 0,15 mM, MgCl, 0,5 mM,
HCE 0,034 M - pH 7,4); sofucdo de B.RK.*
(NaCl 0,072 M, citrato de sadio 0,027 M, glicose
6,114 M - pH 6,1},

3. Aniigenos e reagentes bioldgicos

Hemdcias de carneiro; coletadas de trés carnei-
ros, em B.R.K., e estocadas a 4°C. As hemécias
foram lavadas em solucdo salina e suspensas na
mesma solucdo na concentragdo de 2% {v/v).

Hemdcias de cavalo: coletadas em B.R.K., ¢ es-
tocadas & 4°C. Para o uso, as hemacias foram la-
vadas em solugfo salina e ressuspendidas a 2%
em VBD, contendo 0,9% de leite desnatado**,

Hemudcias de boi: coletadas em B.R K. ¢ estoca~
das a 4°C; as hemacias foram lavadas em solugio
salina e suspensas em VBD, na concentracfic de
1% (v/v).

Complemento: pool de soro de cobaias ma-
chos, fot liofilizado e estocado a 4°C. O lote de
complemento fol testado, quanto 4 sua atividade
complementar, pelo ieste de hemolising de hema-
cias de boi e auséncia de atividade litica das mes-
mas.

Extrato de rim de cobaia: ving coletados de co-
baias machos ¢ fémeas, Hmpos, dos guais foi reti-
rada a capsula, lavados em solugo salina e poste-
riormente homogeneizados em Tissye Grin-
der***, O extrato homogeneizado foi lavadc em
solugdo salina e dgua destilada, alternadamente,
por centrifugagfo. Apds a obtencgde da suspensdo

*#% Tissue grinder — Omni-Mixer Ivan Sorvall Inc,, USA.
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Hvre de hemoglobina, o sedimento fol fratado
com acetona por quatro a cinco vezes, O sedimen-
to final foi entdo dessecado a vacuo e pulverizado
em gral, O rim pulverizado fol guardado em fras-
¢os herméticamente fechados ¢ estocados a 4°C,

Extrato de figado de cobaia: obtido como no
procedimento descrito para o estrato de rim de
cobala.

Esiroma de hemdcias de bol: hemfbcias de bol
foram lavadas e suspensas em soluglo salina na
concentracio final de 20%. Foram fervidas du-
rante 60 minutos em banho-maria a 100°C, re-
constituldas até o volume original com solugdo
salina 4 qual se adicionou fenol na concentracio
final de 0,5% (p/v).

4. Testes sorolcgicos

Teste diferencigl de Paul-Bunnell-Davidsohn:
foram utilizados eritrocitos de carneiro como in-
dicador da reagdo; foi realizado de acordo com a
metodologia descrita anteriormente!.?®, Os soros
com titulos superiores ou iguais a 1:56 na 12 fase
da reacio foram tratados com trés antigenos dife-
rentes, separadamente: 40 mg de rim de cobaia,
60 mg de figado de cobaia (adicionados a I ml de
soro diluido a 1:5 em solugio salina) e 0,8 ml de
estroma de boi a 20% {(adicionado a 0,2 mi de s0-
ro puro). As absorcdes foram realizadas por agi-
tacdo durante 10 minutos, A temperatura ambien-
te, e centrifugadas a 1.500 rpm por 10 minutos.

Teste de hemolisina para hemdcias de boi: foi
realizado de acordo com as recomendagdes do
“Center for Diseases Contro} (CDC)' 12, Os soros
foram diluidos a partir de 1:10 em razdo 2 até
1:1.280, em placas de microtitutacdo de poliestire-
no de fundo em U, em volume final de 0,025 ml.
A cada diluigdo adicionou-se 0,025 mi de suspen-
sdo de hemécias de boi a 1% ¢ igual volume de
complemento diluido a 1:15 em VBD. Apds a agi-
tacdo, as placas foram incubadas a 37°C (ba-
nho-maria) por 30 minutos, A hemolise de 50%
foi tomada como ponto final da reacdo, compa-
rando-se com os padrdes de lise realizados em pa-
ralelo. Titulos superiores ou iguais a 1:40 foram
considerados significativos.

Teste de ldgrima (tear-dropj: foi realizado de
acordo com EVANS et alii2, modificado: dilui-
¢Ges seriadas do soro absorvido com rim de co-
" baia com titulos variando de 1:10 a 1:2560, em
VBD, foram feitas em piacas de microtitulagdo de
96 cavidades, de fundo em V, no volume final de
0,050 mi; igual volume de suspensio de eritrécitos
de cavalo foi adicienado a cada cavidade e a placa
foi incubada a 37°C, por 2 horas, em banho-ma-
ria. A leitura da aglutinagdo foi feita colocan-

do-se & placa em posicdo vertical até a célula con-
trole formar gota de lagrima. A maior diluigéo do
s0TO Gue agiutinou as hemacias (auséncia de lagri-
ma} fol considerada como ponto final da reagéo.
O cut off do teste foi considerado como 1:40,

Analise Estatistica

A eficiéncia dos trés testes aplicados aos soros
fol analisada estatisticamente pelo teste Q de Co-
chran para trés amostras relacionadas’”. Também
fol utilizado o teste de McNemar?!” para compara-
¢80 dos testes dois a dois, Esse teste foi utilizado
para verificagiio do comportamento dos antigenos
de rim e figado de cobaia quanto & absorcéc de
anticorpos heterofilos, no diagnoéstico da mono-
nucleose infecciosa.

RESULTADQOS
Na tabela 1 é apresentada a distribui¢do ctaria ¢
por sexo da populacdo estudada ¢, na tabela 2, o3
resultados dos 143 soros ensalados pelos testes so-
rologicos.
TABELA 1

Distribuicdo por sexo ¢ idade dos 1_43 pacienies com
suspeita de mononucleose infecciosa

Sexo | Masculine | Feminino Total
Idads N % N % N %
T
4110 28 | 196§ 20 | 14,01 48 33,6
16 120 19 1133416 | 11,1 35 24,4
20 -390 9 6,3 119 | 13,3 28 19,6
A0 -1 40 3 21 5 3,5 8 5,6
40 ~150 2 14 i 0,7 3 2,1
50 ~172 1 0,7 1 0,7 2 14
ignorada 8 56111 771 19 13,2
Total 70 1490 473 | 51,0 1143 | 1000

No teste diferencial dos 64 50r0s com tHulos su
periores ou iguais a 1:56 na reaciio de PR, foram
realizadas trés absorgdes: antigenos de rim de co-
baia, figado de cobaia e de estroma de hemacias
bovinas, sendo calculada a porcentagem de absor-
¢a20 para cada antigeno (tabela 3).

Os resultados dos trés testes foram classificados
como significatives ou nado significativos para Mi,
¢ foram comparados entre si (tabela 4}.
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TABELA 2

Distribuivdo doz 143 soros de pacientes com suspeita de mononucleose infecciosa,
sexundo reste soroldgico e titulo obtido

Titulo
£ 56 56 112 224 448 830 1792 3584 Total
Teste
Paul-Busnnell 79 31 i8 08 06 - 03 - 143
Fliulo
= 40 40 80 160 320 640 1280 2560 Total
Teste
Teste de ldgrima 63 41 16 07 08 02 04 62 143
Hemolisina de boi i08 10 19 a9 02 03 01 - 143
TABELA 3

Distribuicdo dos 64 seros de pacientes com suspeita de mononucieose infecciosa com titulos significativos na
12 fase da reagdo de Paul-Bunnell segundo antigeno utilizado na absorgdo diferencial ¢
porcentagem [T} de absoredo dos anticorpos heterd filos.

TITULO
Antigeno Percentagem de absorgio Total
56 112 224 448 896 1792
50 2 3 - - - - 5
Rim da cobaia 5075 22 12 6 6 - 3 49
75 7 3 - - - o~ i
50 - 2 1 - - - 3
Figado de cobaia 56 - 175 19 12 5 6 - 3 435
75 12 4 - - - = 16
50 2 4 - - - - 6
?"‘,’“?a dgov. 5075 18 2 1 - - - 21
emdcias bovinas 5 11 12 5 ‘g _ 3 37
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TABELA 4

Resultados comparativos entre og testes sorolgicos

Tests de Teste de Teste de
hemolisina de boi Hgrima hemolisina de boi
N& s T NS 8 T NS s T
NS 77 (2 79 - NS | 46 33 79 g NS 60 | 03 63
© % & g %
< E =g .
o B 8 31 13 64 3 3 5 17 | 47 64 — 3 48 | 32 B0
= | @ ©
0 o u: e P
FELT | wes|o3s |143) TF b T |63 |80 |143] g | T |108]35 | 143
&
NS — Soros ndo significativos.
S - Soros significativos.
T - Total de soros.
DISCUSSAQ Com relagio ao estudo do comportamento dos

A mononucleose infecciosa € mais fregilente:

em criancas e adolescentesi2, A distribuiclio dos
143 soros escoihidos para o estudo {tabela 1) mos-
tra gue ndo houve diferenca significativa quanto
a0 sexo, e que 68% dos pacientes com suspeita de
mononucleose tinham idade entre 3 meses ¢ 19
anos.

Os indices de sensibilidade e especificidade en-
contrados por EVANS et alii!? para os testes de
Paul-Bunnell, lagrima e hemolisina de boi foram
respectivamente de 81% ¢ 88,0%; 96,0% ¢ 93,3%
e 85,0% e 100%. Os autores observaram, ainda,
que os anticorpos heterdfilos detectados contra
hemécias de boi e de carneiro retornam ao norimal
em dois a trés meses, mas que 0§ anticorpos an-
ti-hemacias de cavalo persistem por um ano ou
mais em 73% dos casos. Nossos resultados (tabela
2) podem ser explicados pelas consideragdes anie-
riores. Estes, quando submetidos ao teste Q de
Cochran, para comprovar se diferiam entre si,
mostraram um x? de 46,6 (x};.,, = 5,99), confir-
mando que os testes detectaram anticorpos hete-
r6filos diferentes. A analise dois a dois dos testes
também comprovou essas diferencgas.

dois antigenos {tabela 3), o resultado (x2 = 1,3%;
X% = 3.84) demonstrou que os antigenos de
rim e de figado de cobaias podem ser utilizados
indistiniamente na absor¢dc diferencial do teste
de Paul-Bunnell-Davidsohn. Este achado coniri-
buli para 0 maior aproveitamento do material bio-
légico disponivel {(cobaia).

Os indices de concordincia entre os testes, obti-
dos a partir da tabela 4, foram: Paul-Bunnel ¢
hemolisina de bot — 76,9%; Paul-Bunnell ¢ teste
de lagrima — 65,0%; hemolisina de boi e feste de
lagrima — 64,3%. Esies baixos indices ressaltam
a importincia da utilizagio de mais de um dos tes-
tes sorologicos, para aumentar a confiabilidade
da pesquisa de anticorpos heter6filos no diagnos-
tico da mononucleose infecciosa.
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ABSTRACT: Heterophile antibodies, one of the serodiagnostic criteria for Epstein-Barr
virus {EBV} infection responsible for infectious mononucleosis (IM) were determined in 143
sera from patients with clinical manifestations of IM which were tested by Paui-Bunnell-Da-
vidschn (PBD) test, tear drop test (TD) and hemolysin for bovine erythrocytes {HB). An al-
ternative use of guinea-pig liver extraci for differential absorption of PBD tvpe antibody was
compared with the conventional method employing guinea-pig kidney extract. From the 143
sera, 64 (45%), 80 (56%) and 35 (24%) showed significant titres in PBD, TD and HB tests,
respactively. In the differentiation of PBD-antibodies made through absorption with three
antigen extracts: guinea-pig kidney (K), guinea-pig liver (L) and bovine red-cell stroma, signi-
ficani results were observed of 77%, 70% and 38%, respectively. The three tests detect diffe-
rent heterophile antibodies {p < 0.05) and the K and L antigens may be emploved indis-
tinctively in the differential absorption of heterophile antibodies in the IM (p <
0.05). The need of using more than one test for heterophile antibodies detection in

IM serodiagnosis is stressed,
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RESUMO: Enterobaciérias isoladas de liquido cefalorraguidiano de 306 pacientes com
suspeita de meningite, sendo 131 cepas de Klebsiella, 122 de Serratia, e 53 de Enterobacter,
foram estudadas. Relacionando as bactérias isoladas com a faixa etéria dos pacientes, foi
verificads a predominéncia de Klebsiella e Serrafia na faixa etéria de zero 2 um ane, e de
Enterobacter nas faixas etarias acima de um ano. Foram realizadas provas de sensibilidade a
14 antirpicrobiancs, Quando relacionado 0 comportamento das cepas isoladas frente a
grupos de antimicrobianes, foi observado que as cepas de Kiebsiella ¢ Serratio apresentavam
resisténcia g maior ndmero dos antimicrobianos iestados, notadamente frente aos
aminoglicosideos. A resistdacia a grupos de antibidticos e quimioterdpicos f0i menor nas
cepas de Enterobacter. Devido ao perfil variavel das cepas do grupo KES estudadas, frente
aos antimicrobiancs, 03 autores recomendam que seja sistematizada a caracterizacio
bioguimica destas cepas ¢ realizada a prova de sensibilidade a antimicrobianos para estes
agentes, visando, além de informagOes de ordem terapéutica, colaborar eficazmente na
detecgio de possiveis infecgdes nosocomials,

DESCRITORES: meningite; enterobactérias,
quimioterdpicos; Enterobacter; Kiebsiella; Serratia.

resisténcia a  aniibioticos e

INTRODUCAO

As enterpbactérias, embora n8o sejam os mais
fregiientes agentes causals da meningite bacieria-
n4, constituem um grupo de grande importancia
clinica, por dois fatos principais: responsabilida-
de nas infecgdes hospitalares e gravidade da doen-
¢a que desencadeiam.

O interesse dos pesquisadores no comporta-
mento das enterobactérias dos géneros Klebsiella,
Enterobacter ¢ Serratia (KES) tem se fixado nas
bactérias isoladas de urina, secrecoes das vias res-
piratorias, sangue ¢ outros exsudatosi:!%19, Al-
guns autores no estrangeiro que demonstraram
interesse nesse grupo de bactérias cultivadas a

partir de Hquido cefalorraguidiano, visando
principalmente o sz;u'compartamente frente a an-
tibacterianos, apresentaram resultados somente
de um ou dois casos, isoladamentes. 12, Qutros, co-
mo FINLAND & BARNESY, relataram a presen-
¢a dessas bactérias em nimero maior de amostras
de liquido cefalorraquidianc, porém, relacionan-
do-as apenas ao indice de mortalidade que repre-
sentavam para 0 paciente. Em revisio da literatu-
ra especializada, nfo tivemos informacdes de es-
tudos semelhantes em nosso pals.

O fato de termos isolado e identificado nimero
significative de bactérias do grupo KES em liqui-
do cefalorraguidiano de pacientes com infecgdes
bacterianas das meninges, levou-nos ao presente

* Realizado na Segic de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, Sio Paulo, SP.

** o Instituto Adolfo Lutz.
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trabalho, no qual apresentamos o namero de iso-
lamentos ¢ percentagem, a identificacdo das ente-
robactérias ¢ a variabilidade de seu perfii de sensi-
bilidade ou resisténcia aos antibacterianos testa-
dos, dados que, no nosso entender, oferecem inte-
resse clinico-epidemiolégico.

MATERIAL E METODOS

Foram isoladas, a partir de 25.374 amostras de
liguide cefalorraquidiano purulento, 306 cepas de
Klebsiella, Enterobacter e Serratia, provenientes
de pacientes com suspeita clinica de meningite
bacteriana. Os materiais (LCR) eram procedentes
de diversos hospitais da rede estadual de S&o0 Pau-
lo, sendo que a maioria foi do Hospital “Emilio
Ribas™. Todos os materiais foram enviados o la-
poratorio de Bacteriologia do Instituto **Adolfo
Lutz".

As técnicas bacterioldgicas utilizadas para o

isolamento dessas bactérias constam no manual

de ““Normas Técnicas para o Diagnostico das Me- .

ningites Bacterianas’’, do Ministério da Satde?.
Resumidamente, consistern na semeadura em
meio seletivo para eaterobactérias {Mac Conkey)
e no repique de ¢oldnias isoladas para um meio
presuntivo de identificacdo (Pessoa & Silva).

A determinacio das espécies bacterianas foi fei-
ta através do estudo do comportamento biogui-
mico de cada cepa em cultura pura, tendo sido an-
tes observada sua fisiologia geral, ou seia, presen-
¢a de bacilos Gram-negativos perténcentes a Fa-
milia Enterobacteridceae, isto €, aerdbio-anaerd-
bios facultativos, com oxidade negativa, catalase
positiva,  fermeniadores de glicose com ou sem
producéo de gas, imdveis ou moveis por flagelos
peritriquios, reduzindo nitrato a nitrito e crescen-
do em meios comuns de cuitura.

O tipo de fermentacio utilizado pela bactéria
foi evidenciado pelas reacles de Voges-Proskauer
(VP) ¢ vermetho de metila (VM), utilizando-se o
meio de Clarck & Lubs para se pesquisar a acetoi-
na {VP) ¢ medir grosseiramente o pH (VM).

A fermentacdo dos agticares foi verificada utili-
zando-se um meio base, dgua peptonada com in-
dicador de pH, azul de bromotimol, ao qual foi
acrescentada soluco de cada agiicar, dando uma
concentracfo finat de 0,5 a 1%, Os aglicares utili-
zados foram: adonitol, arabinose, glicerol, inosi-
tol, maltose, manitol, melibiose, rafinose, ramno-
se, sacarose, sorbitol e serbose. No tubo contendo
agua peptonada com ghicose foi introduzido o tu-
bo de Durham e verificada a producio de gas.
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Qutras provas foram realizadas para caracteri-
zagdo das cepas:

a) Estudo do metabolismo de substdncias nitro-
genadas, onde foi observada a descarboxilase
da lisina, ornitina ¢ arginina; do metabolismo
do triptofanc, através da tripiofanase (produ-
¢do de indol) e da triptofano-desaminase; e es-
tudo da produciio de urease, ‘

Verificagdo do crescimento das baciérias pela
utilizaco de sais de acidos orgdnicos, como ci-
trato de sodio (Simmons) e malonato de sédio.

b

e

¢} Pesquisa das enzimas extracelulares: gelatina-
se, pela técnica de Frazier, hidrélise do Tween
80, lecitinase ¢ DNasgess.1,

A prova da sensibilidade ou resisténcia /n vitro
aos antimicrobianos foi realizada de acordo com
a técnica de BAUER et alii2, utilizando-se os se-
guintes antibidticos e quimioterdpicos nas respec-
tivas concentragdes: dcido nalidixico, 30 ug; ami-
cacina, 30 pg; ampiciling, 10 pg; canamicina,
30 pg; cefalotina, 30 ug; cefoxitina, 30 ug; colis-
tina, 10 pg, cloranfenicol, 30 ug; estreptomicina,
10 ug; fosfomicina, 50 ug; gentamicina, 10 ug;
netilmicina, 30 ug; sulfametoxazol/trimetoprina,
25 pg; tetraciclina, 30 ug.

RESULTADOS

Dras 306 cepas de enterobactérias isoladas de -
quido cefalorraquidiano de pacientes com menin-
gite purulenta, foram identificadas 131 {42,8%)
cepas de Klebsiella, 122 {39,8%) de Serratia e 53
(17,3%) de Enterobacter. Das 131 cepas de Kleb-
siglla, 129 foram caracterizadas como K. preu-
moniae ssp. preumoniae, e 2 como K. oxytocg.
As cepas de Serratiz foram todas identificadas
como S.marcesnes. Das de Enierobacter, 49 eram
E. cloaceae, 3 eram E. aerogenes ¢ } era E. ag-
glomerans b, grapo 2.

Verificamos que 161 (63,6%) dos 253 pacientes
com meningite purulenta em que foi identificada
a Klebsiella ou Serratia eram criancas menores de
um ano. BEm 36 (67,9%) dos 53 casos em que o
agente etiologico foi identificado como Entero-
bacter, ©s pacientes estavam nas faixas etdrias acl-
ma de um ano (tab. 1).

Em relacdo aos resultados das provas de sensi-
bilidade aos antibacterianos testados, observamos
que as cepas de Serratig apresentaram resisténcia
a maior nimero de antibacterianos {tab. 2).
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TABELA 1

Relagdo entre enterobactérias do grupo KES isoladas de liguido cefulorraquidianc e faixa etdria

Fai - Klebsiella Serratia Enrerobacter
aixa etiria
meses 10 % n? % 19 9
0 - 12 78 59,54 83 68,03 17 32,08
>o12 27 20,61 24 19,67 34 64,15
i.d. 26 19,88 1§ 12,30 2 3,77
Total 131 - 122 - 33 -
i.d. = idade desconhecida.
TABELA 2

Resisténcia das enterobactérias do grupo KES, isoladas de liguido cefalorragquidiano,
aos antibidticos e guimioterdpicos testados

Cepas testadas

Antibidticos e Klebsielly Enterobacter Serratia
quimioterdpicos
Ne resistentes N© 1esistentes N? resistenies
no % no % n® %

Acido nalidixico 134 9 6,87 33 3 5,66 122 2 1,64
Amicacina 131 57 43,51 53 3 5,66 30 G 18,00
Ampicilina 131 125 95,42 53 47 88,68 122 122 100,00
Canamicina 131 92 70,23 53 11 20,75 122 106 86,89
Cefalotina 131 87 66,41 53 52 98,11 122 121 99,18
Cefoxitina 131 4 3,08 21 21 106,00 24 i0 41,67
Colistina 131 17 12,98 53 & 11,32 122 92 7541
Cloranfenicot 131 97 74,04 53 i3 28,30 122 91 74,59
Estreptomicina 131 95 72,62 53 21 39,62 122 103 84,43
Fosfomicina 122 122 100,00 29 25 86,21 29 i5 51,72
Gentamicina 131 B6 63,65 33 5 3,43 122 85 69,67
Netiimicina 63 49 77,78 23 3 13,04 28 17} 60,71
Sulfametoxazol-

-trimetoprina 54 47 87,04 21 19 90,48 27 23 85,19
Tetraciclina 131 90 68,70 33 39 73,58 122 111 90,98

DISCUSSAQ E CONCLUSAO

No periodo de 1974 a 1985, foi possivel diag-
nosticar laboratorialmente 25.374 casos de me-
ningite pacteriana, dentre as 66.803 amostras de
liguido cefalorraquidiano analisadas na Secdo de
Bacteriologia do Instituto Adoifo Lutz. Naquelas

amostras, foram identificadas 24.795 bactérias e,
destas, 1.234 (4,98%) eram enterobactérias. Enire
estas enferobactérias, as do grupo KES corres-
ponderam a 393 (31,84%) cepas, mas foram estu-
dadas 306.

Segundo nossos resultados, consideramos de
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grande inferesse clinico-epidemiologico o fato de
encontrarmos maior ocorréneia de Enferobacter
em pacientes de faixa efdria acima de um ano, ao
contrario do gue ocorre na maloria das meningi-
tes bacterianas. Esta observagio leva 4 suposi¢io
de que estas infecgdes ndo tenham tido origem
hospitalar, fato que & reforcado, ainda, por mos-
trarern estas cepas menor resisténcia ou maior
sensibilidade aos antibacteriancs.

As infecedes por Klebsiella ¢ Serratia ocorre-
ram predominantemente na faixa etaria inferior a
um ane, caracterizando-se estas bactérias, na sua
matoria, por multirresisténcia aos quimioterapi-
cos € antibidticos empregados.

Varios pesquisadores’ observaram, com r¢la-
¢fio ao grupo KES, gue o uso de determinado an-
tibidtico pode promover a selecdo das cepas a cle
resistentes, e FINLAND¢ descreve a evelucio da
resisténcia de cepas de Klebsiella ¢ Serratia & gen-
tamicina.

MACARTHUR & ACKERMAN2 estudaram
cepas de Serraric isoladas de varios materials, se-
gundo a patologia da infeccfo, dos guais 2 eram
liquido cefalorraquidiano, e enconfraram cerca
de 32% de cepas resistentes aos antibidticos por
eles testados. Estes autores também observaram
diferentes padrdes de sensibilidade antimicrobia-
na em diversos isolados da mesma bactéria, obti-
dos de uma mesma pessoa.

No nosso estudo, observamos gug, em uma ce-
pa de S marcescens isolada em dias sucessivos do
mesmo paciente, houve variaciio do perfil de sen-
sibilidade antimicrobiana, pois a mesma cepa que
fora sensivel & estreptomicing, canamicing, clo-
ranfenicol e gentamicina tornou-se resistente a es-
tes mesmos antibidticos, quando da segunda cul-
tura.

Considerando-s¢ os grupamentos d¢ antibioti-
cos, segundo sua estrutura guimica, ficou eviden-
te a resisiéncia acentuada aos aminoghcosideos
das cepas de Klebsiella e de Serratia, com exceciio
da amicacina. Esta resisténcia ndo ocorreu quan-
do se tratava de cepas de Enterobacter. No entan-
to, em relagio a este ditimo género, houve resistén-
cla quase total as cefalosporinas testadas, o gue
outros autores ja haviam observado’. 7. Resistén-
cia semelhante & ampicilina fol verificada nos trés
géneros de bactérias por nds estudadas.

Como ja foi observado por outros autores? i,
¢ acido nalidixico é antibacteriano muito ativo
cantra enterobacterias do grupo KES. Por este
motive, incluimos em nosso estudo a observagio
da agiio deste guimioterapico, muito embora ele
nio tenha indicacio clinica para combater estas
bactérias sediadas no liguido cefalorraquidiano.
Analisando os resultados por nés obtidos (tab. 23,
verificamos que este antibidtico se mostrou eficaz
para os {rés géneros estudados.

O cloranfenicol, que é antibidtico muite difun-
dido na pratica terapéutica, mostrou acio mode-
rada nas cepas de Enterobacter, enguanto que nas
cepas de Klebsiella e Serratia ele foi pouco eficaz,
em virtude da resisténcia acentuada que estas bac-
térias apreseniam.

Embora o grupo KES seja um agente etioldgico
pouce fregilente!s, 15 16 node-se, através de sua
detecgdo, surpreender pequenos surtos de menin-
gite infecciosa originados por infecgfio hospitalar.

A caracterizacdo bioquimica destes agentes
bacterianos e o estudo da resisténcia acs antibac-
terianos, geralmente apresentando um perfil am-
plo de resisténcia, se sistematizados, virdo colabo-
rar eficazmente na deteccho de possivels infecgdes
NOSOCOINiais,
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ABSTRACT: The enterobacteria isolated from the cerebrospinal fluld of 306 patients
suspected of meningitis included 131 sirains of Kiebsiella, 122 of Serratia and 53 of Entero-
bacter. Kiebsiella and Serratia strains were more frequently isolated from the spinal fluid
of children less than ene year old while Enverobacier strains were {selaied {rom older chil-
dren. Klebsiella and Serratig sirains were resisiant to @ greater number of antibiotics, particu-
larly to those of the aminoglycoside group than Enterobacter strains.
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RESUMO:Durante o qiingiiénio 1983-1987 foram iscladas, na Segio de Bacteriologia

do lmstituto Adolfo Lutz, 87 cepas de Escherichia coli enterctoxigénica, a partir de 5.629
coproculturas. A média percentual de positividade nestes 5 anos foi de 1,54%. Entre as 87
cepas produtoras de toxina iermoestiavel, 31 (35,63%;) produziram também toxina
lermolabil. com relagio ao antigeno fator de cotonizacio 1 e i (antigeno fimbriado F2 e F3),
43 (49,43%) cepas apresentaram um desses falores, A utilizacio de 33 soros SOMALICOS
permitiu a identificacdo sorologica de 61 (70,11%) das 87 cepas estudadas. s sorogrupos
06, D:1583, §:78, 0:27 ¢ (2139 foram os mais freqlicnies.

DESCRITORES: Escherichia celi
Escherichia coli, ocorréncia; diarréia.

enterotoxigénica,

sorogrupos; infeccdes por

INTRODUGCAO

A partir de 1967, trabalhos de varios pesquisa-
dores2.8.18,20 confirmaram a existéncia das toxinas
termoilabil e termoestavel em filtrados estéreis,
preparados a partir de cultura de E.coli.

Atualmente, a E.eoli enterctoxigénica (ETEQ)
constitue uma das principais causas da diarréia in-
fantil, principalmente em paises subdesenvolvi-
dos, onde cada crianga pode apresentar anual-
mente, de 2 a 3 espisddios de diarréia, associados
a ETECH,

A E.coli enterotoxigénica coloniza o intesting
delgado e produz as enterotoxinas. As cepas de
ETEC aderem aos enterdcitos do intestino huma-
no através de antigenos fatores de colonizago,
codificados por plasmidios. Os antigenos fatores
de colonizac8io {CFA) mais freqlientemente iden-

tificados nas cepas de E.coli de origem humana
580 0 CFA/] ¢ CFA/H (antigeno fimbriado F2 e
F3)¥, originalmente descritos por EVANS &
EVANSS, entretanto novos fatores de coloniza-
¢io sfio atualmente conhecidost. 2 14, As entero-
toxinas termaldbeis e/ou termoestaveis, também
codificadas por plasmidios, podem ser produzi-
das simultdnea ou isoladamente, dependendo da
cepa.

Considerando que as cepas de ETEC pertencem
a um numero restrito de sorogrupos usualmente
diferentes dos outros sorogrupos de E.coli entero-
patogénica, a identificacio sorologica poderia ser
uma aitenativa para o diagnodstico de infecgbes
causadas por este grupo de E.coli.

Meste trabalho foram determinados os sorogru-
pos de E.coli enterotoxigénica produtores de toxi-
nas termoestavel metanol soliivel e/ou temolabil,

* Realizado na Secdo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, SP.

** do Iastituto Adolfo Lutz,
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ispladas de coproculturas realizadas no Instituto
Adolfo Lutz,

MATERIAL E METODOS

As 87 cepas de E.coli enterotoxignica foram
isoladas de 5.629 coproculturas, realizadas no pe-
riodo de 1983 & 1987, no Instituto Adolfo Luiz,
de pacientes iniernados em hospitals, ou encami-
nhados pelos centros de Satde do Municipio de
Sao Paulo,

O isolamento das enterobactérias foi feito se-
gundo a metodologia descrita por PESSOA et
aliils. 15, A identificacdo bioguimica de E.coli e de
cutras enterobactérias patogénicas foi realizada
segundo os meétodos descritos por EDWARD &
EWINGH,

A producio da enteroioxina termoestavel me-
tanol solivel {(STa) foi detectada através do teste
de DEANZ. Para a deteccfio da enterotoxina ter-
molabil (LT) foi utilizado o método de imune-he-
mblise radial em gel de agarose!®¥, ¢ os CFA/l ¢
CFA/IT foram determinados através da aglutina-
¢cdo em l&mina, utilizando soros especificos.

Os 33 soros somaticos 0:6, (.8, 009, 0:11, 0:15,
0:20, 0:23, 0:25, 0127, 0:43, (244, 0:45, 0:30, 0:51,
0:53, 0:62, 163, 0:73, G:78, (:85, {:101, 113,
0:134, 0:115, 0:128, (2139, 0:148, 0:149, (:151,
0:153, 0:157, 0:159 ¢ 0:167 foram produzidos se-
gundo a metodologia descrita por Kauffmanns,
®s soros especificos, guando necessario, foram
absorvidos. A identificacio dos sorogrupos das 87
cepas estudadas fol realizada através da aglutina-
¢do, segundo a técnica descrita por gross
& ROWEs,

RESULTADOS

As caracteristicas das 87 cepas de £.coli entero-
toxigénica isoladas no giiingiénio 1983-1987 es-
t30 na tabela 1, onde femos a distribuicdo do no-
mero de cepas em relagdio ao tipo de enterotoxina
produzida, os tipos de fator de colonizagdo e 0s
sorogrupos mais freqiienics.

Na tabela 2 temos a disiribui¢Bo, por faixa eta-
ria, dos sorogrupos de E.coll enteroioxigénica.

Na tabela 3 estfio relacionados o nimero ¢ o
percentual anual de E.cofi cnterotoxigénica, em
relagio ae nimero de coproculturas realizadas.

TABFLA ]

Distribuicdp de sorogrupos de Escherichia coli enterotoxigénica e sua associecdv com os fatores de colonizacdo

Frterotaxing & tivel Enterotoxinas c
TIECIOIONING LermOesiave termoestivel e termolabil cpas
Serogrupo
CFAST CFA/IL ND#* CFAH CFAJH ND* N© %
0.6 - 1 - - 11 6 18 20,69
0: 27 - 4 1 5 5,74
S 0:78 i2 i 2 - - 15 17,24
128 i - - — - - i 1,15
0:139 - - 2 2 2,30
0:153 i3 - 3 - - - 16 18,39
0:159 - - 1 o 3 4 4,60
OF* 3 - 17 6 26 29,89
Total 29 1 2 2 11 18 87 | 100,00

*  ND — Fator de colonizagdo ndo determinado.

¥ (3 — Sorogrupo ndo determinado,
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TABELA 2

Distribuicdo por faixa etdria dos sorogrupos de Escherichia coli enteroroxigénica
isolados no perfodo de 1983 a 1987

Cepas
Sorogrupos Faixa etdria Total
0-{3m | 3-{ém | 6-]12m | 1—f{Sa | 5-{10a | >10a id,
0:6 1 1 2 9 2 2 1 18
0:27 - - 2 1 - 1 1 . §
0:78 1 1 4 8 - 2 1 15
0:1:28 1 - - - - - - i
0:139 - - - 1 - - 1 s
0:153 4 4 4 4 - - - 16
0:159 - - - 3 - 1 - 4
O* 4 4 i 10 - 4 3 26
Total 131 1% i3 34 2 10 7 87
(%) (12,64} {11,50) {14,54) {39.08) (2,303 (11,5 (8,043 (100,00}

m - meses.

a  —anos,

id. - idade desconhecida.

0* - sorogrupo ndo determinade.

DISCUSSAO

TABELA 3

Nitmero ¢ percentual anual de Escherichia coli
produtora da toxina termoestdvel

Cepas de . coli
Coproculturas enterotoxigénica
Ano A
termoestavel
NO N¢ %
1983 1.371 1% 1,38
1984 1.168 23 1,96
1985 1.320 21 1,59
1986 1.0i4 16 1,57
1687 756 08 1,05
Total 5,629 87 -

Neste estudo correspondente ao periodo de
1983 a 1987, verificamos que o percentual médio
de positividade de E.colf enterotoxigénica foi de
1,54%, sugerindo uma significativa incidéncia
destes enteropatOgenos nestes ultimos anos. Den-
tre as 87 cepas de ETEC produtoras de toxina ter-
moestavel (STa), 31 (35,63%) produziram tam-
bém a toxing termoiabil (LT). Em relaco aos fa-
tores de colonizacdo, 43 (49,43%) produziram
CFA/] ou CFA/LL, sendo 31 {72,09%) produto-
ras de CFA/T e 12 (27,91%) de CFA/IL

A utilizac80 de 33 soros somaticos permitiu a
identificaglo sorolagica de 70,11% das 87 cepas
estudadas. Os sorogrupos mais fregiientes foram
0:6, 0:153, 0:78, 0:27, 0:159, ¢ (:139; sorogrupos
como 0:128 e (:63, que anteriormente eram en-
contrados no nosso meio?s, hoje s&o pouco isola-
dos, tendo sido substituidos por outros sorogru-
pos como 0:153 e §:159.
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Os sorogrupos 006, 0:78 e 0:153 foram os mais
freglientes, sendo gue a guase iotalidade das ce-
pas pertencentes a estes sorogrupos produziram
os fatores CFA/] ou CFA/IL, enguanio que as ce-
pas pertencenies aos sorogrupos :27, (139 ¢
(:159 nfio produziram nenhum destes fatores.

Em relacio 4 produgiio de LT, os sorogrupos
0:6, (:139 e ;159 apresentaram um indice ¢leva-
do de positividade: 17 das I8 cepas pertencenies
a0 sorogrupo 0:6 produtoras de STa produziram
também I T; 2 cepas do sorogrupo 0:139 produto-
ras de STa também eram produtoras de LT, das 4
cepas do sorogrupo 0:1359, 3 eram capazes de pro-
duzir LT, Das 15 cepas do sorogrupo 0:78, apenas
2 produziram LT e, no sorogrupo 0:27, 1 entre as
3 cepas foi capar de produzir L.T. Dsf 26 cepas
periencenies ao sorogrupos ainda nio identifica-
dos, 20 produziram somente STa, 3 produziram

STa e CFA/I e 6 cepas preduziram simuitdnea-
menie 3Tae LT.

A E.coli enterotoxigénica parece pertencer a
um nimero limitado de sorogrupos e, assim, a
identificacfio soroldgica poderia ser um método
de diagnostico; entretanto, dada as oscilagbes de
sorogrupos gue podem ccorrer em uma determi-
nada regifo 15U, o3 testes de detecglo de ense-
rotoxinas, principalmente de $Ta, produzidas pe-
la maioria das cepas enterotoxigénicas, consti-
tuem ainda os métodos preferidos de identifica~
¢&0 destes patdgenos. Em areas tropicais a ETEC
€ uma imporianie causa da diarréia, podendo
atingir pacientes de gualquer faixa etaria, Engre-
tanto, neste estudo verificamos que aproximada-
mente 80% das cepas foram isoladas de criangas
na faixa etéria de 0 a 5 anos que, em nosso meio,
sempre constitui a faixa ctaria mais atingida tam-
bém por outras bactérias enteropaiogénicas®.
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ABSTRACT;During the period 1983-1987, 87 enterotoxigenic strains Escherichia coli

were positive for the colonization factor antigen 1 or Il {fimbrial antigen F2, F3). With 33
positive stool cultures during the five-period. Among the 87 thermostable toxin-producing
strains, 31 (35.6%) were also thermolabile toxin-producing strains, while 43 strains {49 4%
were positive for the colonization facior antiger I or H (fimbrial antigen F2, ¥3). Whith 33
somatic antisera, 61(70.1%) of the strains were identified and the most frequent serogroups
were (:6, 0:133, 0:78, 0:159, (:27 and 0:139.

DESCRIPTORS: Escherichia coli,
infections, occurrence; diarrhea.

enterotoxigenic, serogroups; Escherichia coli
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