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EDITORIAL

A VIGILANCIA EPIDEMIOLOGGICA B O LABORATORIO DE SAUDE PUBLICA

Os laboratdrios de Satdde Pidblica no Brasil tiveram sua origem no final do séoulo passado, visando
solucionar a questfio do controle de doengas transmissiveis, entre elas a {ebre amarela e a peste, que vi-
nham constituindo obstdcuios ao desenvolvimento do modelo econdmico agro-exportador, entio vigente
no pais, na substituicido da méo de obra escrava pela de imigrantes europeus e posteriormente asidticos,
especialmente na lavoura cafeeira™ *'°.

Essas instituigbes, apds perfodo de notdvel prodautividade e 4 medida que eram soluctonados, ainda
que parcialmente, os problemas sanitdrios que haviam justificado sua criacfo, passaram a enfrentar, a
partir de 1920, as consegiiéncias da diminuicao de investimentes no setor satide e paulatinamente entram
em declfnio com esparsas ¢ exfguas fases de reflorescimento™’?,

Somente na segunda metade da década de 1970 verificamos um esforgo, caleado em decisfio politica
dos governos federal e, em alguns casos, estaduais, em recuperar essas instituicdes, assim como a preo-
cupacdo com a implantagio de um sistema nacional de Iaboratdrios de Satide Puiblica, com o objetive
principal de oferecer suporte ao sistema nacional de vigildncia epidemioldgica criado em 197577518,

A reestruturacdo e fortalecimento dos laboratdrios de Sadde Priblica no pafs a partir dessc momento
até os dias atuais foi indiscutivel, particularmente, entre aqueles que j& haviam apresentado destacado
desempenho no inicio do século.

Paralelamente a0 proceso de recuperagio dessas instituigdes, observamos nesse periedo medidas vi-
sando a reorganizacdo de tode setor satide do pals, que tem seu marco inicial na lei federal promulgada
em 1975, gue dispSe sobre o sistema nacional de sadde e que culmina com a proposta de reforma sanitd-
ria em meados da década de 19807578

E justamente a questfo relativa 4 adequacgdo dos laboratdrios de Satde Piblica 4 reforma sanitdria.
no que tange ao aspecto particular do apoio 4 vigilfincia epidemioldgica, que pretendemos abordar nesse
artige. Deixaremos, no entanto, de discutir os retlexos na conceituagio ¢ definigao de atribuicdes dessas
instituigdes, decorrentes das mudangas ocorridas tanto nas formuiagdes tedricas como nas priticas im-
plementadas no campo da Sardde Pdblica, em face da incorporag@o por esse setor da assisténcia médica
primdria, em virtude de constituir assunto, por si 56, muito abrangente.

Quanto ao tema especifico gue nos propusemos a desenvolver, € importante salientar que os labo-
ratérios de Satde PGblica devem para tanto ser reorganizades, incorperando a filosofia imbutida na pro-
posta de reforma sanitdria, assim como a tecnologia desenvolvida, principalmente nas (litimas duas déca-
das, pelos pafses industirializados, no campo do diagnéstico laboratorial das doengas infecciosas ¢ para-
sitdrias. Cumpre porém considerar o acervo de experiéncias acumuladas cm nosso meio, durante quase
um século, nesse setor.

O apoio laboratorial 3 vigildncia epidemiolégica deveria ser oferecido em quatro planos. No primei-

vo deles. o papel atribuide As redes estaduais de laboratdrio de saide piblica seria o de efetuarem testes

" de confirmacio diagndstica, com vistas as agfes de controle de doengas transmissiveis executadas, pre-
{erencialmente, pela rede bdsica de assisténcia médica.

Essa atividade deveria ser realizada fundamentalimente pelos laboratérios regionais que, para tanto,
deveriam estar preparados, no gue concerne s doengas infecciosas e parasitdrias mais relevantes, nas
respectivas dreas de abrangéncia. Ao laboratdrio central caberia a caracterizagiio dos agenies patogéni-
cos isolados nas unidades rcgionais ¢ a execugdo de testes diagndsticos de doengas que pela baixa in-
cidéncia no Estado ndo justificamn sua descentralizagao.

O adequado cumprimento de tais atribuigdes implicaria na existéneia de perfeita coordenagio técni-
ca ¢ administrativa entre os diversos nfveis gue compdem as redes estaduais de laboratdrio de Satide Pa-
blica, organizadas num sisiema hierarquizado e de complexidade crescente’®.

Observada essa estrutura, o laboratério central, em face de sua condicéio de referéncia para o sisfe~
ma, deveria estar habilitado a investigar a etiologia de todas as doengas infecciosas e parasitdrias gue po-
dem, potencialmente, ocorrer no Estado, enquanto as unidades regionais utilizariam obrigaforiamente
técnicas padronizadas.

Rev. fnst, Adelfo Lz,
49(1): 1-4, 1989,



Num segundo plano situar-se-iam as atribuigdes relativas 4 vigildncia epidemioldgica, visando prin-
cipalmente a clucidagdo etioldgica de agravos inusitados de provével eticlogia infecciosa, a perfeita ca-
racterizagdo taxondmica de agentes patogénicos para o homem, a deterroinaco de sua estrutura antigé-
nica ¢ de seus fatores de viruiéncia, a pesquisa ¢ dentificacdo de marcadores epidemioldgicos, o estudo
da ecologia de microrganismos de interesse em Satde Piblica e identificacio precoce da introducio de
microrganismos mutantes pa comunidade, e a avaliagao das repercussoes desse fato na sadde humana.

Nesse ponto, caberia aos laboratbrios regionais oferecer suporte ao sistema de vigildncia epide-
mioldgica na implementacio de pesquisas de campo e exercer fungao de primeira linha no apoio 2 inves-
tigacio de epidemias de agravos a safide de etiologia n&o conhecida.

(O laboratdrio central deveria assumir a responsabilidade pela normatizagio, treinamento de pessoal
¢ controle de qualidade dos servicos prestados pelas unidades regionais. Qutra atribuicdo abrangeria o
desenvolvimento de estudes minuciosos referentes a microrganismos patogénicos para o homem, isola-
dos em sua area de abrangéneia, campo de atividade significativamente ampliado, nas duas dltimas déca-
das, pelo desenvolvimento de novas e modernas técnicas, entre elas, as moleculares, abrangendo a utili-
zagfo de sondas de deidos nucléicos™ . Essas téenicas aplicam-se ao diagndstico rdpido e caracterizagio
de microrganismos causadores de doengas infecciosas, propiciando novos conhecimentos em nivel gené-
tico ¢ molecular, a respeito da patogenia desses agravos, além de permitir a excouco de investigagdes
epidemioldgicas mais acuradas’® Um exemplo € a aplicacio de sondas moleculares para a pesquisa de
cepas toxigénicas de E. coli viabilizando o estudo da disseminagdo intra-familiar dessa bactéria e a sua
transmissfo, a partir de alimentos ou dgua. 40 homem'*

Merecem igoal destague técnicas j4 consagradas, tais como a fagotipagem cuia aplicagfo, associada
4 andlise molecular do gene responsdvel pela producdo da enterotoxina pelo Vibrio cholerce, permitiv
interessante investigacio epidemiolégica de casos de c6lera identificados nos Estados Unidos da Améri-
ca, em 1978, durante a tiltima pandemia dessa moldstia®,

Da mesma maneira que a moderna tecnelogia aplicada em laboratério tornon a epidemiologia mais
interessanie ¢ versdtl, esta por sua vez, tem orientado o laboratério na identificagdo de agentes patogé-
nicos para o bomem.

A investigagdo da febre purpidrca brasileira € uma excelente demonstragio dessa interagdo, pois,
com a wtilizacdo adequada de técnicas cldssicas e avancadas de laboratdrio e do método epidemiolégico,
foi pessivel a identificacio do Haemophilus influenzae biogrupo aegyptins como seu agente etiologi-
co®8.

Nesse caso, a aplicagfo de técnicas moleculares propiciou condigdes para a perfeita classificacio ta-
xondmica do agente e pesquisa de marcadores epidemiolégicos dessa bactéria, associados a sua carac-
terfstica invasora, através do estudo de padrdes de restrigio do gene tDNA''. Por sua vez, a utilizacdo
do método cldssico da aglutinagdo obieve sucesso na identificagfo de estruturas antigénicas especificas
de clones invasivos desse agente, permitindo a sua utilizagio em testes de triagem para cepas patogénicas
de Haemophilus influenzae biogrupo aegyptius®,

A utilizage conjunta dessas duas técnicas constitue atualmente, a arma mais eficaz disponfvel na
vigiléncia epidemiolégica da F.P.B., dado que a dnica medida que torna possivel a redugdo da sua morta-
lidade e letalidade € a introducdo precoce do tratamento especifico.

Restam aimda dois Bnportantes planos de atuacao dos laboratdrios de Satide Pablica buscando ofe-
recer apoio ao sistema de vigildncia epidemiolgica. Uin deles seria o do desenvolvimento e padroni-
zacdo de técnicas simples de baixo custo, boa reprodutividade e alta sensibilidade, aplicdveis emn tostes de
triagem, paralelamente a outras de maior complexidade & que apresentem alta sensibilidade e especifici-
dade utilizadas como métodos padres. Como exemplo do que se faz em nosso meio com esse objetivo,
devemeos referir o projeto, atualmente em desenvolvimento, de producio de uma sonda molecular, aplhi-
cada ao diagndstico répido do dengue que constitwird, sem divida, peca jmportante para o programa de
controle dessa arbovirose em nosso pafs’*®.

O dhime plano, onde os Laboratfrios de Satde Piblica teriam significativo papel a desempenhar,
seria 0 da produgio de substéncias imunobioldgicas para diagnéstico e aplicacdo profildtica. Esta
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producio constitui, no entanto, ponto crftico, especialmente em pafses g desenvolvimento, pois implica
na incorporagao de “biotecnologia de ponta” nos campos da biologia molecular & de engenharia genéti-
ca, como € o caso de oblengdo, pela téenica do DNA recombinante, de vacinas ¢ de virus utilizados co-
mo inseticidas biol6gicos’®.

Atualmente estd sendo testada a utilizacio da vacinia, modificada por técnicas de engenharia gené-
tica, para conferir imunidade contra raiva em animais silvestres. Sua aplicacio se dard pela disseminagio
deliberada, no meio ambiente, do virus da vacinia alterado, contendo os genes necessdrios do virus rabi-
co, para infectar e proteger animats contra essa zoonose”,

A aplicagfio de novas estratégias no controle ou erradicacdo de doengas infecciosas tem alcangado,
nas tiltimas décadas, resultados sem diivida animadores. Porém, a extingdo artificial de populagdes, tal
como aconteceu com a do virus da varfola, assim como a dispersBo de microrganismos medificados no
ambiente devem ser analisadas com cautela, pois descophecemos, por exemplo, as repercussées, ao nivel
ecoldgico, da varfola sirdana, & medida que venha a atinglr maiores segmentos da populacdo humana ou,
ainda, as conseqiiéneias da circulagfio mais ampla de virus modificados no meio ambiente® 7%

A andlise e a investigac&o de temas como esses situar-se-d0 provavelmente entre os desafios a se-
rem enfrentados pela vigildncia epidemioldgica, na préxima década, e os laboratérios de safide piblica
deverdo esiar preparados para dar resposta a tais questdes.

S&o0 Paulo, 10 de marco de 1989,

Elsen Alves Waldman
Divisdo de Biclogia Médica
Instituto Adolio Lutz, S&o Paulo, SP
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DE PREPARACOES EXTRATIVAS DE ALLIUM SATIVUM |L.*
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HOPPEN, V.R., AURICCHIO, M.A. & BATISTIC, M.A. - Caracterizagio por
cromatografia em camada delgada de preparagbes extrativas de Alliwm sativien L.
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 48 (1): 5-10, 1989,

RESUMQ: Utilizando cromatografia em camada delgada, foram investigadas vérias
possibilidades de deteccBo de substincias caracteristicas do aho, seja de compostos res-
ponsdveis pelo aroma, presentes no dleo, ou de compostos de natureza aminodcida, pre-
sentes nos extratos hidroalcodiicos ¢ nas preparagdes que contém elementos histoldgicos
de Alliunr sazvanr L. Foram selecionados dois sistemas cromatogrificos que permitiram
caracterizar estas duas classes de compostos em preparagdes contendo dleo de albo ou ex-
trato hidroalcodlico de alho.

DESCRITORES: alho (Alwen sativian), extrato hidroalcodlico de, identificacho;
alho, Oleo essencial de, identificacfo; medicamentos, extrato hidroalcodlice de atho em,
deteccio; modicamentos, éleo essencial de alho em, deteccdo; 6leo essencial de atho em

medicamentos, identificacfio; cromatografia em camada delgada,

INTRODUCAC

O alho (Allin safvum L., Fam.: Liliaceae}, €
uma planta amplamente distribuida ¢ utilizada por
todas as partes do mundo, mas particularmente
pelos paises mediterrineos, nio 6 como alimento
e condimento, mas também como agente profild-
tico e curativo *'*% 1 A tinlura ¢ alcoolatura
g0 ulilizadas como hipotensores e hipoglicemian-
tes. Na medicina caseira, utiliza-se o atho como
vermifugo e, externamente, como antisséptico de
feridas 147 ,0,%3,20,21 i

Devido ao sen considerdvel poder curativo, o
atho tem side repetidamente objeto de pesquisas
sob muitos pontos de vista,

Em 1945, CAVALLITO et alii *°** demons-
traram que havia no alho um aminodcido, na con-
centragio de 0,3-0,4%, que, pela acdo de enzi-
mas, era decomposto em alicina.

A aliina, suifdéxido de (+)-S-alil-L-cisteina,
isolada por STOLL & SEEBECK *', ¢ hoje

conhecida como precursora do principal principio
ativo do atho. Trata-se de substdncia de alto peso
molecular, bastante estdvel, inodora, hidrossoli-
vel, sem atividade antimictobiana, que, pela agfo
da aliinase, € convertida em uma substancia for-
temente antimicrobiana chamada alicina.

A alicina ¢ um Sleo instdvel, incolor, com odor
caracterfstico do albo, cuja acfo antimicrobiana
ainda se faz presente nas diluigdes de 1:85.000 até
1:125.000 contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas "*". CAVALLITO & BAILEY”
estabeleceram que I mg de alicina equivale a
aproximadamente 15 unidades Oxford de penici-
lina.

A decomposigio da aliina pela aliinase produz,
ao lado da alicina, dcido pirdvico e amb-
nia ‘#7%%°% Este mecanismo de agio fundamentiou
o método de determinacao fotométrica da alicing
proposto por JAGER '?, que se baseia na reacio
do #cido pirtvico com dinitrofenilidrazina, com
formacio de um composto colorido.

* Realizado na Secée de Farmacognosia do Institute Adelfo Lute, Sio Paule, S.P.

4 Do Institute Adolfo Lutz,
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Entretanto, HORHAMMER et alii ** demons-
traram, através de cromatografia em camada del-
gada, que existem no atho, ao lado da aliina, ou-
tros sulféxidos de alquilcistena de mesma confi-
guragdo Sptica da aliina, que, ao serem decom-
postos pela aliipase, também fornecem &cido
piriivico. Os tissulfinatos resultantes, porém, pos-
siem uma acdo antibacteriana muito menor em
comparacdo com a alicina, 0 que nao permite a
substituigio do método microbioldgico pelo me-
todo quimico proposto por Jiger.

GRANROTH ¢, ptilizando eletroforese bidi-
mensional, separon aminodcidos sulfurados e
peptideos, evitando assim a cromatografia em pa-
pel * , por ser esta uma téenica que demanda
tempo, no permite a separagfo destes compostos
sem decomposicio e ndo possibilita a separagdo
de isdmeros. A eletroforese aumentou a sensibili-
dade da separacfo em 50 vezes.

Outras tentativas de avaliagio dos componen-
tes do alho voltaram-se para o seu éleo essen-
cial '®f7 1822 Sabe-se que o alho triturado, dei-
xado em repouso, ou o produto de sua destilagdo
por arraste a vapor fornece, a partir da alicina,
dialildissuifetos ¢ alilpolissulfetos, além de com-
postos provenientes da decomposigdo dos andlo-
gos da aliina. Segundo alguns autores *''°%% o
teor de 6leo essencial de alho por destilacdo por
arraste a vapor § da ordem de 0,1-0.2%.

Na obtengiio do 6leo essencial, t&m lugar pro-
funda decomposicao da aliina e da alicina, de mo-
do que o 6leo assim obtido term um teor de enxo-
fre que representa apenas uma f{rago do enxofre
total encontrado no alho fresco '?. Jdger propde
um método clissico de doseamento de enxofre
baseado na precipitagao do mesmo por BaCl,.

Um avanco nestes estudos representou o mé-
todo de MICHAHELLES?® | no qual a alicina,
apos separagiio por cromatografia em camada
delgada e reagdo com reativo N-etilmaleimida,
solugao de hidréxido de potdssio e de dcido as-
cérbico, € determinada especiroiotometricamente.

Mais recentemente, foi introduzida a cromato-
grafiaz em fase gasosa *'” que, no entanto, devido
4 instabilidade da alicina, avalia apenas os produ-
tos de sua decomposicio, tais como, vinilditiina e
diversos alquildi e trissuifetos.

MIETHING'® apresentou um método de de-
terminagio de alicina e de 6leo de atho através de
cromatografia Hquida de alta resolugiio. Por esse
método, o teor de alicina varia de 0,37 a 2,78%.
Se, na destilacBio por arrastc a vapor, a alicina
fosse quantitativamente transformada nos com-
ponentes do dlee de alho, principalmente
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dialfldissuifetos, dever-se-ia encontrar teores de
dleo bem mais altos do que os encontrados.
Porém, apenas uma peqguena parte (cerca de 10%)
da guantidade original de alicina é encontrada no
destilado sob forma de dleo de alho, nio sendo,
portanto, medida suficienic para a avaliagio do
alho fresco. A alicina propriamente dita, devido &
sua pouca estabilidade, nao € encontrada nem no
destilado nem no resfduo da destilaclo.

Mais tarde VOIGT & WOLF ** propuseram
um método de cromatografia lquida de alta reso-
lucBo para determinagdo quantitativa dos produ-
tos de transformacdo da alicina, onde se recorre a
uma substincia padrdo de referéncia, estdvel, jd4
que a alicina, mesmo & temperatura ambiente, so-
fre rearranjos que resuitam na formacio de uma
série de outros compoestos, gue justificariam os
valores muito altos de alicina encontrados por
Miething.

Contudo, apesar de métodos altamente sofisti-
cados, usados para a determinagfo dos compo-
nentes do atho, nem todo laboratério poderd uti-
lizd-los devido & nfo disporibilidade de cquipa-
mentos ¢ de reativos especiais.

Em fungdo da necessidade de se controlar a
presenga de albo ou de seus componentes em
formulacdes f{itoterdpicas, o presente trabaiho,
utilizando-se de técnicas de cromatografia em
camada delgada, permite a identificagc, Dao s
de substéncias com cardter de aminoécido, como
também de compostos sulfurados do 6leo de alho,
produte da degradagfo da alicina, estabelecendo,
assim, perfis cromatogrdficos caracterfsticos para
as varias preparagbes farmacéuticas.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados éleos de alho obtidos no
laboratério da Secao de Farmacognosia do Insti-
tuto Adolfo Lutz a partir de atho fresco, extratos
hidroalcodlicos do atho, cdpsalas de Gleo de alho
vendidas no comércio e pilulas contendo extrato
concentrado de atho. Como padrbes, foram utili-
zados Oleos de alhic provenienties da Holanda,
México, Estados Unidos e Franga.

Extracdo do dleo essencial de alho a partir de
alho fresco

Foi feita da seguinte maneira:
a) Por destilagdo pelo arraste a vapor de dgua
(Pav} em aparetho Cocking ¢ Middleton 3

by Por extragio direta a frio (Pext) com uma
mistura de éter clorofdrmio (R0:20); neste caso,
fez-se uma modificagio no métedo de extracio
preconizado  por SCHULTZ & MOHR-
MANN 7. Em vez de se extrair ¢ dleo de alho
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FIGURA 1 - Cromatograma do extrato hidroalobé]ico (a) e da tintura comercial (b), onde foi empre-
gado o Sistema X. Rf de 0,15 a2 0,74.

FIGURA 2 — Cromatograma de 6leos de alho de vdrias procedéncias, México (E), Franga (F), Estados
Unidos (C), Holanda (G), do éleo obtido por arraste a vapor (A), e do 6leo de alho co-
mercial, onde foi empregado o Sistema Z.

FIGURA 3 — Cromatograma de amostras de alho obtidas por arraste a vapor (A) e por extragio com
solvente a frio (B), do padrao de éleo de alho (C) e padrio do éleo vegetal fixo (D), onde
foi empregado o Sisterma Y.

FIGURA 4 — Cromatograma de amostras de alho obtidas por arraste a vapor (A) e por extragdo com
solvente a frio (B), do padrao de éleo de alho (C) e padrio de 6leo vegetal fixo (D), onde
foi empregado o Sistema Y.
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em funil de separagfio, que apresenta o inconve-
niente de formar wma emulsio persistente, op-
tou-se por extral-lo em frasco BErlenmeyer, dei-
xando ¢ alho triturado em contato com pequeno
volume da mistura dter — cloroférmio, por algum
tempo, comn agitagho freqliente, posterior fii-
tragio ¢ concentragao do extrate 4 temperatura
ambiente.

Preparacdo do suce de alho, segundo MARTIN-
DALE **

Foi feita como segue: triturar 80 g de alho e
espremer ¢ suco: adicionar ¢ residuo triturado a
20 ml de 4gua ¢, novamente, espremer. Repetir a
operago até que o volume de suco e porgdes de
lavagem atinjam 80 ml. Adicionar a estes titimos
20 ml de dcool a 90%, deixar em repouso por 14
dias e decantar ou filtrar.

Foram reconstitufdas cdpsulas de dleo de alho,
misturando oleo de alho e dleo vegetal fixo nas
proporgdes de 1:4 e 1:10. Estas amostras foram
cromatografadas antes e apds destilagho por ar-
raste a vapor. Foi cromatografado, também, dleo
vegetal {ixo puro.

Cromatografia em camada delgada do dleo ¢ do
extrato hidroalcodlico

O estudo realizado visou encontrar o melhor
sistema cromatogrifico para cada tipo de amostra
a ser analisada, tanto extrato hidroalcodlico guan-
to 6leo essencial de alho; desta forma. foram tes-
tadas vdrias fases mdveis e reveladores, com ©
objetive de otimizar as condigbes de cromatogra-
fia empregadas em cada caso.

As diferentes condigdes cromatograficas fo-
ram denominadas, respectivamente, sistemas X,
Yi,YzeZ.

a) Sistemna X — Para extratos hidroalcoélicos, pilu-
las contende extrato concentrado de alho, ¢
cépsulas contendo elementos hisolégicos do
alho

Placa de silica gel G

Fase mével: n-butano! - n-propanol —
dcido acético — dgua (3:1:1:1)

Saturagao da cuba: total

Percurso: 13 om

Revelador: reativo de ninidrina, scgundo
STAHL'®

b} Sistema ¥ j e Y2 — para 6leo essenciat de atho

Placa de silica gel G

Fase mavel benzeno

Cémara Sandwich

Percurso: 10 cm

Reveladores: Y [, reativo anisaldefdo — dci-
de sulftrico, segundo STAHIL ™°; Yo,
reativo nifrato de prata — hidréxido de
ambnio, segundo STAHL 0.

¢) Sisterna £ - para 6leo essencial de alho

Placa de Silica gel G

Fase mével: tetracloreto de carbono — me-
tanof ~ dgua (20:10:1), fase inferior

Cémara Sandwich

Revelador: reativo de nitrato de prata - hi-
dréxido de amdnio, segundo STAHL'®
(a 4gua presente nesta fase mével inter-
fere na corrida do cromatograma, pre-
judicando-a. Esta dificuldade € contor-
nada se, previamente, se colocar na ci-
mara, com a fase mével, uma placa re-
coberta de sflica, que ird absorver parte
da dgua. permitindo o desenvolvimento
posterior, sem preiufzo para o cromato-
grama).

RESULTADOS

Os cromatogramas obtidos nas condiges da
andlise anteriormente descritas estfo apresenta-
dos nas figuras 1, 2, 3 ¢ 4 da pdgina anterior.

DISCUSSAO

O alho € atilizado em Fitoterapia, tanto sob
forma de extrato hidroalcoélico como de ¢leo es-
sencial. Portanto, a identificagfo destas fracdes
em preparagdes farmacéuticas requer procedi-
mentos analfticos diferentes,

Para preparagbes gue contenham extrato hi-
droaleodlico ou elementos histolégicos de atho, o
sistema X de solventes (figura 1) mostrou-se mais
adeguado, permifindo wma separagdo de 5 a €
manchas, coradas de rosa-violdceo pelo reativo
de ninidrina, segundo STAHL *°. A gtilizagdo do
reativo ninidrina - nitrato ciprico, defendida por
HORHAMMER et alii*®, que permitiria uma di-
ferenciacio dos sulféxides dos derivados de cis-
tefna por diferenca de coloracio, nio foi satis-
fatdria, provavelmente pelo fato de que nenhuma
purificacdo dos exiratos foi efetuada.

No caso de cdpsula de dleo de albio, a utili-
zacao de benzeno, sistema Y, (figuras 3 ¢ 4) como
fase mdvel, ndo se mosirou muifto satisfatdria,
uma ver que a migracio dos componentes sepa-
rou manchas com Rf mmito afto. O reativo anisai-
defdico, utilizado inicialmente, apresentou o in-
conveniente de revelar dleos vegetals fixos como
manchas roxo-amarronzadas que mascaram o
perfil cromatogrdfico do dleo de alho propria-
mente dito {figura 3); porém, permitiu a diferen-
ciagdo enire os perfis cromatogrificos de amos-
tras de dlec de aiho, obtidas por arraste a vapor
(A), e extragiio com solvente a frio (B}, ¢ as
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amostras padrdo de leo de alho (C) e Gleo vege-
tal fixo (D).

A figura 3 evidencia a semelhanca enire
os perfis cromatograficos da amostra de dieo
de alho obtida por arraste a vapor (A} e do pa-
drio de dlec de atho (C), bem como a sua dife-
renga em relagdo ao dleo de alho, obtido por ex-
tracfio com solvente a frio (B), quando o revela-
dor & o nitrato de prata-hidréxide de aménio, sc-
gundo STAHL®. Nenhuma mancha foi observa-
da para o dleo vegetal fixo (D).

Tanto os Sleos de alho preparados na Sego, a
partir de alho fresco, como aqueles provenientes
da Franca, Holanda, Estados Umdos e México,
usados como padrao, ou aqueles colocados & ven-
da no comércio sob a forma de “cdpsulas de ¢leo
de alho” apresentaram no sistema Z (figura 2}
mancha difusa, caracteristica, de tonalidade cin-
za-amarclada e Rf-0.9. Segundo a literatura *°'%,
trata-se de dialildissulfeto, principal componente
do Slee de alho, obtido por destifagdo por arraste
a vapor segundoe ¢ esquema abaixo:

u o H o NH,
) ;
: b : ALGINASE
Hae? ong Seny TcooM L
aliirg
7 o H -
h i 2 cn, OCESTILAGRO POR
¢ s. ¢
167 oy PN o ARRASTE A VAPOR .
H
licing
A GHap
c 8 GH
10 NoHT e el

dialiidissulfeto

Esta seria a dnica mancha comum a todos os
éieos por nos analisados, pois as demais, que oca-
sionalmente apareceram, estarlam possivelmente
relacionadas, entre oufros fatores, 4 origem do
alho, modo de obtenglo do Gleo e impurezas,

No entanto, 6leos obtidos por extrago direta
a frio apresentaram perfil cromatogrdfico dife-
rente dos acima citados: a mancha correspondente
ao dialildissulfeto nao foi significativa e as outras
manchas, gue aparecem ao longe de todo percur-
80, permitem supor que a auséncia de calor impe-
de gue a decomposicdo da aliina obedeca ao es-
quema acima.

O sigtema Z foi ¢ que, pela sua sensibilidade ¢
reprodutibilidade, forneceu resultados mais satis-
fatérios.

A comercializacioc do dleo de athe € feita
através de cdpsulas gelatinosas de dleo de alho,
que, na majoria das vezes, encontra-se ¢m pre-
senga de Oleo vegetal fixo. Com base nisso, expe-
rimentamos “reconstituir” cdpsuias de dleo de
atho nas proporgoes de 1:4 ¢ 1:10. Estas amostras
foram submetidas a destilagdo por arraste a vapor
¢ posteriormente cromatografadas ao lado dos
padrdes. Este procedimenfo mosirou ser desne-
cessdria a destilacfo, uma vez gue a identificacio
dos dialiidissuifetos & possivel scm a separacio do
Sico voldtil da do fixo e, ainda, que estejam na
proporcao de 1:10.
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HOPPEN, V R.; AURICCHIO, M.A, & BATISTIC, M.A. - Thin-layer chromatography
of preparations from Allurn sativienr L. Rev., Inst. Adolfo Lurz, 49(1): 5-10, 1989,

ABSTRACT: By using thin-layer chromatography the detection of characteristic substances
contained in garlic such as the compounds respensible by the scent and those of aminoacid natu-
re were investigated. Such study was made by analyzing hidroalcoholic extracts and prepara-
tions containing histologic elements of Al sativiun L. Two thin-layer chromatographic sys-
tems were sclected in order to detect these two groups of compounds in preparations containing

garlic oil or garlic hydroalcoholic extract.

DESCRITORES: garlic (Alfion safivien), hidroalcoholic extract of, identification;
garlic, essential oil of, identification; pharmaceuticals, garlic hidroalcoholic extract in, detec-
tion; pharmaceuticals, garlic essential o1l in, detection; oils, garlic cssential oil detection; thin-

layer chromatograph.
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COMPARACAO ENTRE METODOS PARA PESQUISA DE SUIIDADES E VERIFICACAO
DAS CONDICOES DE HIGIENE DAS MASSAS ALIMENTICIAS POR MICROSCOPIA*
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ZAMBONI, C.4. & ATUIL, M.B. - Comparaciic entre métodos para pesquisa de sujidades e
verificagfio das condicles de higiene das massas alimenticias por microscopia. Rev. Inst.
Adolfo Lurz, 49 (1) 11-17, 1989,

RESUMO: Foram analisadas 150 amostras de macarrio, sendo 50 com ovoes, 50 comum e
50 de s&mola, de agosteo de 1985 a novembro de 1987, Foram utilizados dois métodos de ex-
ragio de sujidades leves, o da digestio com pancreatina ¢ o da hidedlise 4cida, a fim de verificar
a eficiéneia destes guanto & recuperacfo de sujidades, ao menor tempo na execugho do métode,
4 facilidade de processamento, ¢ s condigdes higiénicas do macarrfio. Pelo métodeo da hidedliss
acida, foram condenadas 48% das amostras de macarriio com ovos, 80% das de macarrio co-
miizn € 58% das do macarxdo de sémola. Pelo nidwde da hidrdlise enzimdtica, foram condena-
dag 36% das amostras de macarrdo com ovos, 50% das de macarriio comum ¢ 40% das de ma-
carrfio de sémola de trigo. Concluin-se que o método da hidrdlise dcida € mais oficiente, além
de ocupar ¢ analista em tempo menor ¢ utilizar reagentes de mais fdcil aquisicio ¢ menos dis-
pendiosos; ainda, que ¢ macarsio comum apresenton a plor qualidade, guando se usou como
pardmetro o ndmero de fragmentos de insetos e o de outras sujidades leves, Sugere-se que seja
mantida a legislagio atual, que exige auséncia de pelos de roedor, dcatos vivos efou mortos, in-
setos vivos efou mortos ¢ larvas de insefos vives /- u mortas, e gue sejam tolerados 30 fragmen-
tos de insetos em 225 g de macarrdo, visto que 50% do total das 150 amostras estava ne limite
proposto, quando analisadas pelo méodeo da hidrélise dcida.

DESCRITORES: macarrio, impurezas de origem bioldgica em, deteccio microscipica;
macarriio, impurezas de origom bioidgica em, extracioe; métodes, hidrdlise enzimdtica, hidrdii-

se fcida,

INTRODUCAO

As massas alimenticias ou macarrdo, que tém
como principal matéria-prima a farinha ou sémola
de trigo, podem apresentar contaminacio biolégi-
ca causada pelos préprios ingredientes, ou adqui-
rida na sua elaboragio.

Os principais contaminantes cnconirados em
massas alimenticias sfo fragmentos de imsetos
origindtios do trigo, contaminado por pragas do
Campo ou nes armazéns, empregado na sua fabri-
cagfio; pela manipulacfo ou estocagem de farinha
em condigbes higiénicas insatisfatorias, e pelos
insetos que atacam o macarric durante a sua

claboragiio. Os insetos envolvidos nesle processo
pertencem principalmente aos géneros Sitophilus,
Oryzaephilus, Tribolivm, Riizopertha ¢ Ephestia.
Sdo encontrados, também, outros contaminantes,
como pelos de roedor, que sdo provenienies dos
excrementos deixades por ratos ou camundongos
no trige ou na farinha estocada. Além disso, se a
estocagem do trigo, da farinha ou do macarrfio
for inadequada, em ambiente com umidade relati-
va superior a 68% ¢ temperatura elevada, con-
dicdes favordveis ao desenvolvimento de fungos,
e nao for executada impeza do ambiente, hd pro-
babilidade do desenvolvimento de dcaros naqueles
produtos.

* Realizado na Segdo de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lautz, Sio Paule, SP. Apresentado no 12 Congresso
Brasileiro de Produtos Farmacéuticos, Cosméticos € Afins e 62 Congresso Paulista de Farmacguticos, Sdo Paulo, SP,

1987.
5 Do Instituto Adolfo Futz,

il
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Os defensivos agricolas ou ambientais podem
reduzir, mas ndo eliminam tofalmente os insetos
do campo ou dos produtos armazenados; na im-
possibilidade de se evitar tais contaminagdes, po-
de-se concordar em tolerar a presenga dessas su-
jdades, na forma de fragmentos, desde que a
quantidade seia reduzida.

A legislacio em vigor tolera até 30 fragmentos
de insctos em 100 g de amostra de massas ali-
- menticias, padrio esse a que a inddstria do setor
alega ndo ser possivel obedecer, sugerindo uma
tolerdncia de até 60 fragmentos de insetos em 100
gramas do referido produto. Nos resultados das
pesquisas efetuadas, separamos © alimero de
fragmentos de insetos, encontrados nas andlises,
de 0 a 30, de 31 a 60 e mais de 60, para verificar

a situacdo atual com relagdo a esses pardmetros
4:5,8

Tendo em vista o problema sanitdrio, devemos
levar em conta dois aspectos relacionados com a
presenca de insetos, fragmentos de insetos, dca-
ros, excrementos € pelos de roedor em um ali-
mento: o da degradagdo dos nutrientes causada
pela espécie que se desenvolveu no alimento e o
da contaminacdo com produtos do metabolismo
dessa praga, como excremenios, exGvias, se-
cregdes, larvas, ovos, espécimes mortos.

Pesquisas realizadas nos ditimos anos em vi-
rios pafses, tendo como objetivo verificar a 1o
iagho que alimentos contaminados com insetos ¢
dcaros ém com a saide do homem, mostraram
haver uma atividade alérgica crescente, seja pelo
contato com a pele ¢ as vias respiratérias on
através da ingestdo desses alimentos®. As baratas,
ratos, moscas, formigas, camundongos, que sao
pragas oportunistas, sdo imporfantes como veto-
res, porgue estho sempre em contato com fontes

de bactérias patogénicas como esgoto, esterco,

solo, fezes e outros,

A importincia da pesquisa desse material es-
tranho de origem biolégica € cada vez mais com-
preendida. havende necessidade do emprego de
métodos mais precisos e que demandem menos
tempo, a fim de se obter uma viséo das condigdes
de higiene dos produtos alimentares.

O objetivo deste frabalho € o de analisar mas-
sas alimenticias para verificar as condigbes higié-
nicas das mesmas, levando em confa a presencga
de insetos, fragmentos de insetos, dcaros ¢ pelos
de roedor, utilizando dois métodos de extracio de
sujidades leves, em paralelo: um, gee usa como
agente de digestdo, a pancreatina, ¢ de extragio, o
querosene; outro, em que € utilizada a hidrélise
dcida em autociave, ¢ como agente extrator, dleo
mineral.

12

MATERIAL E METODOS

Foram anatisados 150 amostras de massas afi-
menticias, assim distribufdas:50 amostras de ma-
carr&o com ovos, 30 de macarrio comum e 50
amostras de macarrdo de sémola, de diferentes
marcas, adquiridas em vdrios supermercados e
mercearias da Capital ¢ do Interior do Estado de
Sdo Paulo, além de algumas enviadas para o labo-
ratério por industrias a fim de serem submetidas &
andlise de orientaglo, de agosto de 1985 a no-
vembro de 1987,

Simultaneamente, foram contaminadas no la-
boratério amostras-padrao de massas alimentfcias
com 10 élitros, 10 coledpteros adultos, 20 pelos
de camundongos e 10 larvas de insetos. A conta-
minagéoe foi efetuada segundo as técnicas descri-
tas por BRICKEY et alii®.

Para a extragio de sujidades leves, foram utili-
zados dois métodos:

Método da digestdo com pancreatina

Foi utilizado am tamis 02 140 para remover a
contaminagdo gue ocorreu antes da moagem e o8
elementos histoldgicos dos vegetais. A seguir, foi
feita extraco no frasco armaditha de Wildman,
usando queroscne. Foram feitas algumas adap-
tacdes ds condigbes do laboratdrio, j4 descritas
em trabalhos anteriores’ 2.

Método da hidrslise deida

Foi utilizado um tamis n® 230 para remover a
cotaminagcdo ¢ os clementos histoldgicos. A seguir,
foi feita extragio com Sleo mineral, em percola-
dor, segundo o “Official Methods of Analysis of
the Association of Official Analytical Chermists™
11223 o *Apmerican Association of Cereal Chemists
Approved Methods™ °, que descrevemos a seguir:

Pesar 225 g de amostraem um béquerde 1,5 a
2 litros. Adicionar & amostra 1 litro de dcido
clorfdrico (30 -+ 970) e 0,3 mi de solugdo anti-es-
puma (1g de Dow Corning Antifoam A dilufdo
em 20 ml de acetato de etla). Autoclavar a
121°C. Transferir para um tamis n% 230 e lavar
com 4gua guente (50-70°C) para remover todo o
lfguido inicial ¢ a maior porgao do material mais
fino. Transferir novamente o material que ficou
no tamis para ¢ béquer, utilizando dgua quente
até cerca de 1 litro. Adicionar 30 ml de deido
clorfdrico, 50 ml de dleo mineral {nujol). Adaptar
um agitador mecénico ao béquer.

Agitar durante 6 minufos. Transferir imedia-
tamente o material para um percolador contendo
250 ml de dgua quente. Lavar as paredes do bé-
quer com dgua quente, para retirada do residuo ¢
adicionar esta dgua ao percolador. Completar até
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o volume de 1.700 mi com dgua quente. Depois
de 2 a 3 minwtos, retirar a camada inferior até que
0 volume da mistura no percolador fique reduzido
a 250 mi. Desprezar o Hquido drenado ¢ torpar a
completar o volume de 1.700mi com dgua quente,
lavando as paredes do percolador. Depoisde 22 3
minutos, retirar a camada inferor e torpar a
completar o volume com dgoa quente, repetindo a
operacio por mais duas vezes (depois disso 4 ca-
mada inferior deve ficar quase que completamen-
te livre de matéria em suspensdo, se isso nfo
ocorrer, repetir as lavagens por uma o mais ve-
zes). Descarregar, finalmente, a camada do
dgua-dleo até a marca de 250 mk colocar o bé-
guer utilizado no inicio da téenica sob o percola-
dor e descarregar totalmente. Lavar imediata-
mente as paredes do percolador com porgbes
aproximadas de 30 mi de dgua quente, dlcool eti-
fico e dgua fervente,

Transferir ¢ material do béquer para urn papel

de filtro riscado com Hnhas paralelas distantes
Smum entre si, adaptado a umn funil de Bilichner, ¢
filtrar a vdcuo. Lavar o béquer com porcdes de
50 ml de dlcoo! etflico, usando um bastio de vidro
com extremidade protegida com borracha, para
limpar as paredes do béquer, quando necessério.

Examinar os papfis ao microscopio este-
reoscopico com aumento de 30 X.

RESULTADOS

Os resultados obtidos nas andtises de sujidades
em massas alimentfcias estio expressos nas tabe-
las1,2e3.

Os resuitados obtidos nas andlises das amos-
iras padriio, contaminadas no laboratdrio ¢ sub-
metidas a0s dois métodos em estudo, mostraram
haver recuperagdo completa dos contaminantes
adicionados.

TABELA 1

Sujiderdes em macarrdo corm ovos, macarrde de sémola e macarrdo comum, analisados pelo método de hidrdlise deida

Amostzas Macarrio com Macarrio de Macarrio

ovos sémola cornum
Sujidades NE %o N? % N® %
Fragmentos 0a3ll 32 64 28 56 15 30
de 31a60 11 22 13 26 8 16
insetos + de 60 7 14 9 18 21 54
Total 50 100 50 160 50 100
Pelos de 0 46 o2 38 Vi) 47 94
roedores la2 4 8 i2 24 3 <]
Total 56 106 5¢ 100 50 106
Insetos [¢] 49 98 49 98 46 92
moros + de 1 1 2 i 2 4 3
TFotal 50 160 54 160 50 100
Larvas de 0 49 98 50 100 50 100
insetos mortas  + de 1 i 2 0 0 0 HH
Total 50 100 50 100 50 106
Acaros 0 49 98 4% G4 50 100
morlos +deil i 2 3 6 0 0
Tota 50 166 56 00 50 106

13
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TABELA 2

Sujidades ermacar o com aves, macarrdo de sémola.e inacarréie conun, analisados pelo método da hidrdlise enzimdtica

Amosiras Macarro com Macarric de Macarrao

OVOS sémola comum
Sujidades Ng % Ne Y NE G
Fragmentos 0a30 39 78 32 64 27 54
de 31a60 6 12 12 24 11 22
msetos + de 66 5 10 6 12 12 24
Total 50 1060 50 100 56 100
Pelos de 0 45 90 47 o4 47 94
roedor 1a2 5 10 3 6 3 6
Total 50 ) 50 100 5¢ 160
Insetos 0 49 98 4G 98 49 98
morios +del 1 2 1 2 1 2
Fotal 50 106 56 160 50 100
Larvas de 4] 48 G6 50 100 48 96
insctos mortas  + de 2 4 O 0 2 4
Total 50 100 50 0 50 106
Acaros v 49 98 48 96 50 100
mortos +del 1 2 2 4 0 O
Total 50 106 50 100 50 100

TABELA 3

Classificagé@o das amostras de macarrdo com ovos, macarrGo comum ¢ macarrdo de sémola analivadas pelos nétodos da
hidrglise enzimdiica e da hidrolise deida, com referéncia d legislacde em vigor

Métodos empregados
Hidrdlise enziméatica Hidrdlise cida
Macarrio Macarrao Macarrio Macarriio Macarrio Macarrio
Ammostras N
cf ovos comnm sérola COI OVOS COm sémola

N® % N¥ % NE % N® o Ne % N e
Condenadas 18 36 25 30 20 40 24 48 44 80 29 58
Aprovadas 32 64 25 50 30 66 26. 52 10 20 21 | 42
Total 50 - 50 - 50 - 56 - 53¢ - 50 -

14
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DISCUSSAO

A vista dos resultados obtidos, verifica-se que,
ufilizando-se 0 método de hidrélise enzimdtica, o
nimere de fragmentos de insetos e de pelos de
roedor encontrado € inferior ao obtide empre-
gando o método da hidrdélise dcida.

Aplicando-se o0 métedo da digestio com pan-
crealina, observa-se que, apds a filtragio do ¥-
quido extrator, resta muito amido no papel de fil-
tro, ¢ que dificulta a identificagio das suiidades
pesquisadas. N¢ méiodo da hidrdlise dcida, a re-
cuperacio € maior, obtém-se um papel mais lim-
po, sendo mais fdcil a identificagdo, tanto dog
fragmentos de insetos, como de pelos de roedor e
de larvas de insetos. Talvez seja esta a causa de se
obter menor contagem de sujidades quando se
empregou o método de hidrélise enzimdtica do
que guando foi utilizado o método de hidrélise
dcida, visto que, em amosiras-padrao contamina-
das no laboratdrio e analisadas pelos dois méto-
dos, a recuperagio, tanto de fragmentos de inse-
tos como de pelos de roedor e de larvas, foi igual
em ambos.

O desenvolvimento do método da pancreatina
€ mais dispendioso devido ao prego da enzima,
mais demorado, além do que exige a dedicagio do
analista durante toda a execugho da andlise. Utili-
zando-se o método da hidrdlise 4cida, o tempo
empregado pa execugdo da andlise € menor, sendo
qgue a fase de hidrélise € realizada em autoclave,
poupando a agdo do analista pelo menocs na pri-
meira ctapa do processo.

Em ambos os métodos nic foi notada alte-
ragdo nos fragmentos de insetos ¢ nos pelos de
roedor, isto &, tanto a pancreating, como o 4cido
cloridrico utiizados na hidrélise do macartfio niio
atacaram os fragmentos ou pelos, de modo a difi-
cultar sua identificagfio a0 exame microscopio es-
terensedpico,

Do método da hidrélise deida pode ser exclui-
da a fase da lavagem com detergentes, preconiza-
da pela ACAC?, porque o percolador fica bem
limpo usando-se somente alcool etflico para reti-
rar o leo mineral.

Observou-se que o maior ndmero de fragmen-
tos de insetos foi encontrado em macarrio co-
munl, tanto ne analisade pelo método da hidrélise
dcida como no submetido ao método da hidrélise
enzimdtica; ¢ maior nlmero de amostras conde-
nadas, contendo mais de 3! fragmentos de insetos
em 225g de amostras pertencia ao macarrdo co-
mum, em 80% das amosiras em que foi atilizado
o método ¢da hidrdlise dcida, ¢ em 50% das amos-
tras em que s usou o método da hidrdlise en-
zimdtica.

Pelos de roedor foram encontrados em maior
nimero de amostras de macarrdo de sémola
(24%3 quando se utilizou o método da hidrélise
dcida ¢ em malor pimero de amosiras de ma-
carrdo com ovos (10%), quando foi wilizado o
método da hidrélise enzimdtica.

Os nimeros maximos de fragmentos de inse-
tos enconfrados foram 372 cm macarrio comum
¢ 345 em macarrio de sémola, maiores que os cn-
contrados por (Gecan & Atkinsons’, e 282 em ma-
carrdo com Ovos, menores gue os encontrados
pelos autores citados, embora a nossa amostra-
gem fosse menor.

O nimere mdximo de pelos de roedor encon-
trado foi 2 em macarrao de sémola e em macarréo
com Ovos, menores gue os encontrados por Ge-
can ¢ Atkinsons” .

Levando em consideragfio o nimero de frag-
mentos de insetos, podemos verificar que o ma-
carrfio de sémola e o macarrdo comum sfo de
gualidade inferior as do macarsfo com ovos; e
que ¢ macarrfio de sémola apresentou maior con-
taminacio com pelos de roedor, sendo 24% das
amosiras analisadas impréprias para o cousumo
pela presenca dessa sujidade.

Se extrapolarmos o nimero de fragmentos de
insetos que a legislagio tolera de 100 gramas para
223 gramas de macarrdo, que € a tomada de en-
saio do métoede, ¢ nimero de fragmentos de inse-
tos seriza 67,5 dag 150 amostras analisadas pelo
método de hidrélise dcida, somente 22% do total
apresentaram nimero de fragmentos de insefos
stuperior a 60,

Guanto 4 presenga de dearos, 2% das amostras
de macarrao com ovos ¢ 6% das amostras de ma-
carrdo de sémola apresentaramn dcaros mortos,
quando submetidas ac métode da hidrolise dcida,
sendo portanto consideradas impréprias para o
CORSUMO, a0 Passc que O Macarrdo comuam apre-
sentou auséneia dessa contaminacio.

CONCLUSOES

Analisando 150 amostras de massas alimenti-
cias, a saber, 50 de macarriio comuin, 30 de ma-
carrao de sémola e 50 de macarrdo com ovos,
empregando o método da digestfo com pancrea-
tina e ¢ da hidrélise 4cida, podemos concluir:

1. O método da hidrélise dcida € menos demorado,
menos dispendioso e permite contagem maior
de fragmentos de insetos e pelos de rosdor

2. Tanto no método da hidrélise dcida como no
da digestao com pancreatina, pfo hd modifi-
cagfio significativa no aspecto, a¢ microscépic
estereoscopico, dos fragmentos de insetos e
pelos de roedor.
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A fase de lavagem com detergente, descrita no
método da hidrdlise dcida original da AOAC,
pode ser exclufda, porque a limpeza com dico-
ol etffico € suficiente para retirar o ¢leo mine-
ral aderido ao percolador.

. Sessenta e quatro por cento das amostras de

macarrio com ovos, 60% das amostras de ma-
carrdo de sémola e 50% das amostras de ma-
carrdo comum estavam de acorde com a legis-
lagdo em vigor, quande se utilizou o método
da digestio com pancreatina, ¢ 2% das amos-
tras de macarrdo com ovos, 42% das amostras
de macarrdo de sémola e 20% das amostras de
macarrdo comum obedeciam a  legislagéo,
quando se utilizou 0 método da hidrolise dcida;
portanto, pelo método da hidrélise dcida houve
maior fndice de condenaglo.

. Uttlizando o método da hidrélise dcida, con-

cluimos que 80% das amostras de macarrio
comum estava em desacordo com a legislagho,

quanéo Se IoMmou Coing parémetro o nidmero
de Tragmentos de insetos, Este foi o tipo de
macarro que apresentou pior qualidade.

. Podemos propor que o nimero de fragmentos

de insetos tolerado pela legislacdo passe a ser
30 em 225 g de macarrdo, visto que 04% das
amostras de macarrio com ovos, 30% das
amostras de macarrdo comum e 56% das
amostras de macarrio de sémoia, correspon-
dendo a 21,3%, 10,0% ¢ 18,7% respectiva-
mente do total de 150 amostras apresentaram
de O a 30 fragmentos de insetos, quando anali~
sadas pelo método da hidrdlise deida; portante,
40% do total das 150 amostras estavar no li-
mite proposto.

. Sugerimos que seja mantida a legislagio atual

que exige auséncia de pelos de roedor, dcaros
Vivos e/ou mortos, insetos vivos ¢/ou mortos ¢
Jarvas de insctos vivas ¢/ou mortas.

RIALAG/OS2

ZAMBONI, C.Q. & ATUL, M.B. — Comparison of methods for filth in alimentary pastes

—Rev. Inst. Adolfo Lz, 49(13:11-17, 1989,

ABSTRACT: Samples of three types of spaghetti, 50 units of wheat macaroni, 50 units of
semolina macaroni and 50 units of egg macaroni, were examined for sanitary quality and for
the comparison of acid hidrolysis method and pancreatin digestion method for light filth such as
inseci fragments, whole insects, insect larvae, mites, rodent hairs. The acid hidrolisis method
seemed to be more sensitive for recovery of light filth; in 53 samples the counts of insect frag-
ments was twice more than pancreatin methed when the method employed was the acid hi-
drolysis method; and in 14 samples the counts of insect fragments were five times superior. The
acid hidrolysis method is considerably less fime consuming until the microscope results are
available and results in filter papers clean, easy to examine; use more inexpensive and readly
available reagents and the analyst is required in shorter time. It was suggested that the AOAC
and AACC acid hidrolysis method be modified in the defergent wash step. Results showed that
wheat flour macaroni samples were in a poorer quality than the semolina macaroni and egg ma-
caroni in relation to insect fragments, the mostly encountered defect, It was suggested that the
Brazilian legislation could tolerate up to 30 insect fragments per 225g of macaroni, since 40%
of the 150 samples were in the Hmit of 30 insect fragments in 225g of sample, It was suggested
that the legislation do not tolerate rodent hairs, mites alive or dead, whole msect alive or dead or

insect larvae alive or dead,

DESCRIPTORS: pasta (macaroni}, animal filth in, microscopical detection; pasta (naca-
roni), animal filth in, exiraction; methods, acid hidrelysis, pancreatin digestion.
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CHICOUREL, E. L. - Avalin¢io das condicbes fisico-guimicas e microbioldgicas do leite
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RESUMO: Foram analisadas, quanto a0 aspecto microbicldgico ¢ caracteristicas fisico-
quimnicas e sersoriais, 430 amostras de leiie pastenrizado, dos tipos A, B e C, de onre diferentes
marcas comercializadas na cidade de Sio Paulo. No exame micrebiclégico, das 103 amostras de
leite tipo A, 162 do tipo B ¢ 165 do tipo C, 70,9%, 35,8% e 21,2%, respectivamente, estiveram
fora dos padrdes estabelecidos pela legislacio em vigor, do Ministério da Sadde. No exame fisi-
co-guimico, das 103 amostras de leite tipo A, 162 do tipo B e 165 do tipe C, 68%, 80,2% ¢
17%, respectivamente, apresentaram teores de gordura em desacordo com os limites minimos
exigidos pela legisiac@io do Ministéric da Agricultura, Foi elevado o niimero de amostras gue

apresentou reacfo negativa de peroxidase, 52,5%, do tipo B ¢ 30,9%, do tipo C.

DESCRITORES: lefte {pasteurizado), qualidade de, na cidade de S&o Paulo, em relaghio &

legislagio brasileira,

INTRODUCAO

O leite ¢ conceitnado como um alimento
sanddvel. Entretando, £ necessdrio um bom con-
trole de gualidade para que seja um alimento indi-
cado como primordial 3 satide humana. Estatfstica
publicada em lteratura cientffica alerta sobre in-
fecgdes adquiridas atraves do leite'”.

G leite oferece condigbes excelentes para a
multiplicagiio de microrganismos, em curio espa-
go de tempo. A garantia de sua qualidade depende
de vdrios fatores. O leite deve ser tirado de ani-
mais sadios, em local higienizado, por pesscal em
boas condicbes de sadde. O material utilizado na
ordenha deve seguir todas as regras legais do Mi-
mistério da Agrictdtura®. Nas usinas, 0 leite dove
sofrer pasteurizacio adequada, e ser mantido sob
refrigeragiic inferior a 10°C até entrega ao con-
sumidor **'®. Todos esses cuidados vio influen-

ciar na qualidade do produto final, tanto do ponto
de vista microbiolégico guando na parte fisico-
quimica.

E necessdrio uma implantagdo de normas téc-
nicas vidvels para gue este produto chegue ao
consurmidor com a suas caracterfsticas garantidas.
Os seus constituintes nutritivos séo todos soldveis
€, por isso, muito importantes na alimentacdo de
criangas, ancides, convalescentes e desportistas.

Esta pesquisa pretende verificar a situacéo do-
jeite, tipos A, B ¢ C oferecidos no comércio de
Sdo Paulo ¢ comparar os resultados com os par-
metros estabelecidos pela legislacio brasileira vi-
gente. A proposta deste trabalho € apresentar
avaliacio sensorial, dados ffsico-qufmicos e mi-
crobioldgicos, como uma contnbuigdo aos servi-
¢os ligados a Satde Piiblica.

* Realizado nas Segdes de Laticinios e Microbiologia Alimentar, do nstituto Adolfo Lutz, S30 Paulo, S.P. Apresenta-
do no 102 Congresso Nacional de Belo Horizonte, M.G., 1988,

##* o Institato Adolfo Lutz,
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MATERIAL E METODO

Foram utilizadas amostras de 1.000 ml de leite
dos tipos A, B e C procedentes de diversas usinas
de beneficiamento localizadas no Estado de Sdo
Paulo, distribuidas na Capital. As amostras foram
adquiridas no comércio, transporiadas em reci-
pientes isotérmicos até o laboratério, ¢ mantidas
sob refrigeragfo aié o infcio da andlise, que ocor-
ria dentro de, no méximo, duas horas. Foram co-
letadas 430 amostras de leite, sendo 103 do tipo
A, 162 do tipo B e 165 do tipo C, e submetidas &
avaliagdo sensorial, aos exames fisico-quimicos ¢
microbioldgicos.

Foi tomada uma alfquota de 100 ml de leite
para exame microbioldgico e, apos a medida do
volume restante ¢ avaliagfo das suas caracterfsti-
cas organolépticas, a amostra foi submetida aos
exames fisico-quitnicos. Foram realizadas as se-
guintes determinagdes microbioldgicas, segundo a
metodologia recomendada pela APHA®: conta-
gem padrio em placas, pelo método de semeadura
em profundidade em dgar-padrfo, incubadas a
35°C, por 48 horas; determinacdo do nimero de
microrganismos psicrotroficos; determinacdo do
ntimero de microrganismos terméfilos; determi-
nagio quantitativa de bactérias coliformes totais
pelo método de fermentagio em tubos miltiplos
em caldo lactosado-bile-verde brithante, a 2%,
incabados A temperatura de 33°C, durante 24 a
48 horas, e de bactérias coliformes fecais, pelo
método de fermentacdo em tubos midltiplos em
caldo Escherichia coli, incubados a 45,5°C, em
banho-maria, duranie 24 a 48 horas (ambos os
testes para bacterias coliformes foram completa-
dos por semeadura dos tubos positivos em agar
eosina - azul de metileno, segundo Levine, ¢ ©
isolamento da colnia, em meio Rugal *°, dgar e
lIactose); contagem de bolores e leveduras. As
pesquisas, em 25 ml da amostra, de Salmonella,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e de Clos-
tridinm sulfito redutor, a 46°C, foram realizadas
segundo a metodologia recomendada  pela
APHA® ' A pesquisa qualitativa para Salmonel-
fa foi realizada pelo pré-enriguecimento de ali-
quotas de 25 ml da amostra de leite, nas quais foi
colocade 0,1 ml de solucdo de verde-brilhante a
1:1.000 ¢ o tubo foi incubado a 35°C, por 24 ho-
ras. Apos a incubaglo, duas aliquotas de 1,5 ml
cada foram ftransferidas para os meios de ensi-
quecimento seletivos, em tubos contendo 20 ml
de caldo selepito-cistina com novobiocina, & em
caldo tetrationato segundo Kauffmann, ¢ incuba-
dos & 42°C por 24 ¢ 48 horas; apds, o material foi
semeado em placas com dgar verde-brilhante e
dgar-salmonella-shigella, as placas incubadas a
359C, durante 24 horas e as colénias suspeitas
foram isoladas em meio de Rugai modificado’.
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As andglises [fsico-quimicas foram realizadas
pelos métodos oficiais exigidos pela legislacio vi-
geate”?', Foram efetnadas as seguintes determi-
nagoes fisico-gufmicas: acidez, pelo acidimetro de
Pornic; densidade a 15°C, pelo termolactodensi-
metro de Quevenne, ¢ gordura, pelo butirdmetro
de Gerber. Com os resultados dos teores de gor-
dura e densidade, determinon-se o extrato seco
total, através do disco de Ackermann. Pela sub-
tracdo do teor de gordura do exirato seco total,
obteve-se o extrato seco desengordurado. O fodi-
ce de refragdo no soro ciprico foi determinado
pelo refratébmetro de imersio de Zeiss, a 20°C.
Este conjunto de dados possibilitou verificar se o
leite se encontrava dentro dos parfmetros nor-
mais para cada tipo, Para verificacio de uma pas-
teurizagio demtro da temperatura adequada, foi
efetuada a prova de peroxidase, Foi pesquisada a
presenca de formol, como conservador, pelos tes-
tes de floroglucina, do dcido cromotrépico e deé
fenil-hidrazina; ¢ a presenga de cloro livre pela
formacgdo de iodo livie, a partir do iodeto de
potdssio. O teste de alcalinidade foi realizado para
detectar sais soltveis no leite, que s2o adicionados
com a finalidade de corrigir o grau de acidez,
quando alterado.

RESULTADOS

Os resultados obtidos na andlise fisico-quimi-
ca, quanto aos pardmetros da legislagio vigenie®,
estiic relacionadog na tabela 1. As amostras de
leite, com volume abaixo de 1.000 ml, foram 133
(30,7%) & as com volume acima de 1.000 m! fo-
ram 151 (35,19%). As caracteristicas organolépti-
cas de todas as amostras de feite do tipo A encon-
travam-se normais. Em 11 (6,8%) amostras de
leite do tipo B e em 20 (12,1%) amosiras do tipo
C foi constatado sabor anormal, sendo que em al-
gumas havia odor desagraddvel. A pesquisa dos
conservadores formol ¢ cloro livie e a de
substincias alcalinas foram negativas em todas as
amostras analisadas,

As determinagbes microbiologicas realizadas
estio apresentadas nas tabelas 2,3, 4,5, 6e7. A
pesquisa foi negativa para Clostridium suifito re-
dutor, a 460C, e para Salmonefla. Menhuma das
amostras de leite do tipo A analisadas apresentou
Staphylococcus aureus. As amosiras positivas pa-
ra 5. gureus do leite dos tipos B e C estlo rela-
cionadas com o teste de peroxidase (tabela 5).



TABELA 1

Andglise fisico-quimica de 430 amostras de leite tipos A, B ¢ C coletadas na cidade de Sdo Paulo,
ne pertodo de agosto de 1987 a setembro de 1988

(Continng)
VOLUME ACIDEZ DENSIDADE A 15°C GORDURA
TIPOS
AMOSTRAS ml Armostras °Drormic Amostras - Amostras g/ g Awmostrag
bE (%) 1% (%) 52 (%) 0f (%)
LEITE Ne Mixime | Minimo | A* D** 1 Miximo | Minimo A D Mixima | Minima A D | Maximo | Minimo A o4
A 103 1,085 920 £5 i8 18,40 13,93 74 29 1,0336 1,0294 163 ] 4,1 2,7 33 70
82,5 | (11,5 G481 (28,2 acomi 32,0 | 580
B 162 1,090 940 103 59 1741 | 12,38 115 47 10348 | 1,0286 | 156 6 42 2,9 32 130
63,6 | (3649 {71.0) | (29.0) (96,3) 3.5 ae.7n 80,3
C 165 1,095 950 109 56 18,00 | 11,94 102 63 L0346 | 10300 | 156 9 3,7 2,7 137 28
66,1) | (33,9 {61.,8) (38,23 (94.5) 5,5 (83,0 {17.0)
{Conclusdo}
— EXTRATO SECO TOTAL EXTRATO SECO REFRACAQ NGO SORG CUPRICO A PEROXIDASE
DESENGORDURADO 20°¢
AMOSTRAS ) Am Amost
v T S U Bl R o
LEITE e Méximo | Minimo | A* D** | Méximo | Minimo | A B | Maxime | Minimo | A D A D
A 103 13,40 § 11,35 73 30 9,50 8,09 97 6 38,8 36,2 97 6 93 5
70,3 | (25,1} (94,2} (5,8 $4,2) 3.8 95,5 (4,9
B 162 1340 | 1142 130 32 9,70 8,33 158 4 40,0 36,4 150 12 77 35
(86,3) | (19,7 15 2,4 92,6} 1.4 41,5 (52,5
c 165 13,08 | 1L18 143 22 9,87 8,44 148 17 41,3 36,0 152 13 81 84
(86,7 (13,3 (89,7} (19,3 {9213 {19 (49,1 (50,9

* A = De acordo comn as normas legais vigentes.
#* [y = B desacordo com as normas legais vigentes,
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TABELA 2
Percentagem de leite tipos A, B ¢ C, com suas contagens de micror ganismos psicrotréficos
Tipos de

Leite A B C

Contagem Amostras Amostras Ammnostras
(UFC/mb n” (%) n? {%) n? (%}
€ e 104 92(89,3) 141 ¢87.,0) 14380, 7;
Y — 10° S{ 87 15( 6,2} 15(9.0)
W e 10° zero 2{ 1,3) 2{ 1.2
=10° 2{ 19 4( 2.5 5( 3,0
TABELA 3
Percentagem de leite tipo A, B e C, comt suas corlagens de microrganismos termdfilos
Tipos de

gite A B C

Contagem Amostras Amosiras Amosiras
(UFC/ml n? (%} uf (%} n (%)
8 b 10 103 (160 158 {975} 144 (87,3)
107 — 10° zaro 1( 0,6 11¢ 6,6
100 b—o 19° Zere 3{ 1,8) 10( 6,6
|

TABELA 4
Percentagem de amosiras de leite tipos A, B e C, positivas para B, cereus
Tipos de leite Contagem de B, cerens Percentagers de
(URC/mb) amostras
A 1,5% 10% a4 % 1P 1,9
30a5x 10° 13,5
C 80a9x 107 13,3
TABELA 5
Leite pasteurizado tipos B ¢ C e contagem de S, aureus em relacdo ao feste de peroxidase
Tipos de Contagem de S, aurens Teste de
leite {UFChmi} peroxidase
C 2,4x 107 +
C 7.5 % 107 -
C 80 —
C 3,0x 10° +
C 1,9 107 +
C 9,2x 10? -
C 5,7% 107 -
c 6,0 10° -
B 5.6x% 107 -
B 2,2x% 107 -

URC = Unidade formadora de Colonia.

(+3 = Positivo;
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TABELA 6
Perceningem de amostras de Ieite tipe A, B ¢ C, positivas para bolores
Tipos de leite Contagem de bolores Percentagem de
(UFCHml) BIMOSEras
A 6216 1,9
B 5290 1,8
C 5alg 1,2
TABELA 7
Percentagem de amosira de leite tipos A, B e C, positivas para leveduras
Tipos de leite Contagem de leveduras Percentagem de
(UFC/mib) amosiras
A 7abx 107 7,7
B 5a3,3x 107 10,5
C 8al,2x 107 9,0
DISCUSSAO A presenga de Staphylococcus aurens foi veri-

Na contagem padrio em placas, na pesquisa de
coliformes totais, ¢ na de coliformes fecais, as
amostras estiveram fora das nosmas legais vigen-
tes. Os dados microbiolégicos indicaram grande
ocorréncia de amostras de leite tipo A fora dos
padrdes, 0 que hAo ocorreu com as amosiras de
leite tipos B e C. Este fato pode ser atribuido 2
tolerdncia da legislagfo quanto aos limites para o
leite, tipos B e C. A elevada ocorréncia das amos-
tras de leite dos tipos B e C fora dos padrdes po-
de ser atribuida & possivel falha na pasteurizagio,
contaminacZo apds pasteurizagio, ou na conser-
vagdo em femperatura inadequada.

As bactérias psicrotréficas, ao nivel de 1 x 104
por ml, podem vir a produzir de 10 ou mais uni-
dades de proteases ifermoestdvels, responsidveis
pelo cheiro e sabor desagradaveis, e coagulagdo
do produto, encurtando a vida dtil do mesmo®.
BARUFFALDI et alii' constataram a contagem
de psicrotréficos por ml, ao nivel de 1 x 10° mi-
crorganismos, em 35% das amostras de leite tipo
B, analisadas no perfodo de feverciro a agosto de
1982, No presente trabaltho, 10,6% das amostras
de leite tipo A, 13,0% das do tipo B ¢ 13,2% das
do tipo C apresentaram. nivel de microrganismos
psicrotréficos igual ou maior gue 10°, tornando
mais curta a vida tdtil desses produtos.

ficada em 1,8 e 4,8% das amostiras de leite, dos
tipos B e C, respectivamente.
CERQUEIRA-CAMPOS et alii® verificaram a
presenca de S, aureus em 5 (8,3%) das 60 amos-
tras de leite pasteurizado teor de gordura 3,2%,
pesquisadas em 1984,

BARUFFALDI et alii* constataram a presen-
ca de S. auwreus em 17,5% do total das amostras
de leite pasteurizado, tipo B, analisadas, ¢ 14,8%
das amostras de leite pasteurizado teor de gordu-
ra 3,2%, analisadas no periodo de setembro a de-
zembro de 198217,

A presenga de cepas de S, qureus, possivel-
mente resistentes & pasteurizacdo, foi verificada
em 5 das 8 cepas isoladas de leite tipo Ceem 2
cepas isoladas de leite tipo B, em que o teste de
peroxidase deu resultado negativo.

O leite pasteurizado permite o crescimento ¢
producdo de enterctoxina pelo 5. awreus’, a
temperatura igual ou major que 20°C*°,

Na variag@o do volume da amostra de leite
constatou-se fraude, principalmente em duas
marcas de leite do tipo C. A observacfo das ca-
racterfsticas organolépticas € um dado capaz de,
isoladamente ou pelo seu conjunto, denunciar
condigbes higiénicas insatisfatérias e alteragbes
fisico-quimicas do leite. O sabor € o fator de
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qualidade que mais influencia na satisfagio do
conswmmidor, No aspecto geral, o leite deve apre-
sentar coloragdo prépria ¢ viscosidade caracterfs-
tica®. O cheiro de leite limpo, embora guase im-
perceptivel, € caracterfstico. O cheiro de estébulo
no leite ¢ indicacdo de ordenha sem higiene, em
local sujo, ou de leite contaminado’®, O mesmo se
pode dizer do sabor. Cheirc pdo caracteristico
pode ocorrer com © leite que apresenta confagem
de bacilos Gram-negativos de 5x10% a 10°. No
Ieite pasteurizado € dificil precisar a origem de al-
teragbes das caracterfsticas organoiépticas mas,
sem diivida, sua ocorréncia indica anormalidade
T2 A andlise flsico-quimica do leite permite
uma apreciacio geral scbre sua integridade. A
baixa acidez encontrada em 139 (32,0%) das
amostras sugere adigio de dgua, ou leite de vaca
com mastite’”. A densidade do leite € resultanie
das densidades de seus componentes, da quanti-
dade da gordura ¢ do nivel de hidratacéo das pro-
tefnas; entretanto, sabe-se, que com dupla fraude,
retirada de gordura ¢ adigdo de dgua convenien-
temenie calewlada, conscgue-se manté-la nor-
mal "7 Das amosiras analisadas, 15 apresenta-
ram densidade fora da legislagio vigente. A gor-
dura do leite ¢ responsdvel pelo sabor agraddvel,
biologicamenie superior As demais gorduras co-
nhecidas'®, por ser veiculo de vitaminas A, D e E.
Um ndmero muite alto de amostras apresentou
teor de pordura abaixo do limite minimo exigido
pelas pormas legais®. A determinacio do extrato
seco total mostrou um percentual elevado de
amostras fora do padrio legal®, resultante dos
baixos teores de gordura encontrados. Og teores
de extrato seco desengordurado abaixo do per-
centual exigido na legislagdo indicam vma possi-
vel diluigdo do produto. O fndice de refragdo no
soro ciprico resuliou abaixo da exigéncia minima
legal em 31 (7.2%) das amostras analisadas. Esses
dados, simultapeamente com acidez abaixo de
159D, indicam, com bastante seguranga, a falsifi-
cacio mais comum nesse tipo de alimento, ou se-
ja. a adicdo de dgua’’. O teste de peroxidase foi
negativo para um clevado niimero de amostras, o

que indica que esses leites foram aguecidos acima
de 84°C, provavelmente para reduzir a carga mi-
crobjana presente. Nio foi constatada a presenca
de formol, cloro livre ou de substincias alcalinas
em todas as amostras analisadas.

CONCLUSAO

Pela quantidade de amostras em desacordo
com os padrbes legais, so insatisfatbrias as con-
digdes ffsico-quiimicas ¢ microbioldgicas do leite
pasteurizado consumido na cidade de S&o Paulo.
Uma vez que as cepas de S. aurens encontradas
sdo potencialmente capazes de produzir enteroto-
xinas deletérias ao consumidor, deveriam estar
ausentes no leite pasteurizado. Os resultados do
presente trabalho sugerem a necessidade de uma
constante e efetiva fiscalizagdo do produte nos
locais de venda ao consumidor.

A atgagdo dos drgios responsdveis pela satide
pablica que, direta ou indiretamente, exercem o
controle de qualidade dos alimentos, poderia ser
mais eficiente se a legislacio fosse revisada. Sdo
necessdrios estudos da realidade nacional para
adequacio e atualizagio da legisiagio vigente®

Para uma melhor avaliagdo fisico-quimica do
leite, sugere-se acrescentar A lepisiac@io vigente a
exigéncia de dosagem de proteinas totals,

A grande quantidade de amostras encontradas
com teor de gordura abaixo do exigido pela legis-
lagao ® & uma constalagfo relevante. Visto tra-
tar-se de um componente de extrema importincia
neste alimento bdsico, sugere-se o aperfeicoa-
mento da legislacfo, no sentido de tornar possivel
a condenacdo de ama amostra, unicamente pela
verificagio de frande no teor de gordura.
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CHICOUREL, E, L. - Evaluation of physicochemical and microbiological quality of pas-
teurized milk consumed in Sio Paslo City. Rev. Inst. Adolfo Luzz, 49 {11 19-25, 1989.
ABSTRACT: Microbiological, physicochemical and sensorial characteristics were chec~

ked through the analysis of 430 samples of types A, B and C of eleven different brands of pas-

teurized milk regularly sold in the city of Sho Paulo. The microbiclogical analysis showed that

70,9% of 130 samples of type A milk; 35,8% of 162 samples of type B milk; and 21,2% of 165

samples of type C milk respectively did not comply with legal standards stablished by the Bra-

zilian Ministery of Health. By the physicochemical apalysis 68,0% of 130 samples of type A

milk; 80,2% of 162 samples of type B milk; and 17,0% of 165 samples of type C milk presented

lipid content below the minimum limits required by the Brazilian Ministery of Agriculture. The
number of samples presenting negative peroxidase was excessively high: 52,5% of type B milk

and 50,9% of type C milk.

DESCRIPYORS: milk (pasteurized), quality of, in 330 Paule City, in relation to Brazilian

regulation.
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NOGUEIRA, M.H.; AVELAR, M.C.Q.; BARRETTO, H.H.C. & CARDOSO, I1.P. A, - Resi-
duos téxicos em cinulas e seringas esterilizadas e reesterilizadas com oxido de etileno,

Rev, Inst. Adolfo Lurz, 49(1): 27-34, 1989,

RESUMO: Vinte ¢ {rés amostras compostas por 8 cinulas de borracha e de plastico e 5 se-
ringas de pidstico de diversos tamanhos, reproceysadas algumas em até vinte vezes, foram anali-
sadas quanto aos residuos de dxide de ctileno e seus produtoes de reagiio, etilenocioridrina e eti-
lenoghicol, que poderiara permanecer apds © processe de aeragio. Os valores encontrados foram
comparados’com os estabelecidos pela legislagio brasileira e mostraram que a reesterilizagio
n&o acarreton acimulo das substincias nos materiais, com excecho das seringas de pléstico de

1ml,

DESCRITORES: esterilizagio de cinnlas ¢ seringas; éxido de etileno, residuos, em cinu-

ias & seringas reesterilizadas comy; cinulas (borracha, plstico); seringas (plistico).

INTRODUGAO

O 6xido de etileno € uma substincia gasosa
que vem sendo nmito usada nos dltimos anos, em
hospitais, por suas propriedades esterilizanies,
exercendo agdo bactericida, fungicida, virucida,
esporicida. Sua eficdcia tem sido confirmada por
muitos investigadores e seu uso tornou-se univer-
sal, principalmente levando-se em: conta a sua alta
difusibilidade ¢ permeabilidade no material. Uma
enorme variedade de artigos pode ser esterilizada,
sem qualguer dano, e seus involucros finais on-
de o gds se difunde com facilidade, ¢ liberta-se
rapidamente, deixando poucos residuos®®, Entre~
tanto, devido a sua toxicidade, mesmo a baixas
concentracdes, t0rna-se necessirio o seu contro-
le, bem como o de seus produtos de reagio que
podem estar presentes nos materiais em gue fof
aplicado.

Atualmente, em virtude da sua termolabilida-
de, numerosos ipstrumentos, cgquipamenios ¢
acessérios médico-cirargicos de centros hospita-
lares sdo processados com 6xido de etileno (OET)
nos centros de esterilizacio’®,

A esterilizacde pelo OET ¢ substancialmente
mais complexa que pelos processos usuais. Esta
complexidade resuita das varidveis do processo,
incluinde temperatura, umidade, tempo de expo-
sigdo, concentracdo do gds, tipo de material e
acondicionamento ¢ catregamento da esteriliza-
dora “%'% A sua difuso em certos materiais,
como tecidos, pldsticos, pds e principalmente bor-
rachas, depende da espessura dos mesmos e de
como sdo embalados.

Atencdo especial deve ser dirigida aos mate-
rinis susceptiveis a absorclo ¢ dessorgéio do

* Realizado no Centro de Material Estertlizado da Santa Casa de Miseric6rdia de Sie Paulo, 5P, e na Segio de Adi-
tivos ¢ Pesticidas Rosiduais do Instituto Adolfo Luatz, 8o Paulo, SP. Apresentado no 382 Congresso Brasileiro de

Enfermagem, Rio de Janeire, 1986,

#* Da Santa Casa de Misericérdia de S3o Panlo.
=% Do Instituto Adoifo Lutz.

#%%+ Pa Escola de Enfermagem da Universidade de S&o Paulo, SP.
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OET. Materiais plastificados e de borracha®, es-
terilizados com esse composto, devern ser subme-

tidos a um tratamento especial devido a grande
solubilidade do gds.

Por esta razdo, apds a esterilizacio, todos os
artigos devem ser aerados o suficiente para per-
mitir a safda de qualquer resfduo, sendo que um
perfodo de aeracdo de seis horas € usualmente sa-
dsfatério; materiais mais densos podem necessitar
de até 24 horas de aeracio. Segundo GUNTER®,
uma aeracio forcada a S09C, por & horas, remo-
verd rapidamente o OET residual, permitindo ati-
lizar todos os materiais esterilizados.

O OET residoal ¢ seus produtos de reagio,
como etilenocloridrina (ETC) e etilenoglicol
(ETG), sdo altamente irritantes para os tecidos,
provocam hemdlise, inflamacéo ¢ até mesmo ne-
crose das mucosas pelo uso de sondas endotra-
queais, gueimaduras da face pelo uso de méscaras
de anestesia, queimaduras dos pés ¢ das mdos pelo
us¢ respectivo de botas e luvas de borracha,
quando tais tipos de materiais ndo sofreram o

processo  de aeraggo por tempo suficien-
fe7o13:14:17,18,18

O trabalho de MARSHALL et ajii'* demons-
tra o desenvolvimento de reagbes alérgicas em
pacientes sensibilizados pelo uso repetido de ma-
terial esterilizado com OET.

Estudos indicam um potencial de risco mu-
tagénico e carcinogénico associado 3 exposicio
ocupacional ao QOET#:#1874:%8

O ETC € formado pelo OET na presenga de
fons cloreto ¢ o ETG € formado lentamente pela
combinagio de OET com dgua, como mostram as
reacdes abaixo:

0
/N —CH,—
H,G —Gh, + HOI == HaC — CHp—OH

cl
OET ETC
OH OH

7\ i i
+HyO -t ,C — CHy

O
_.§
1
w
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Os riscos decorrentes do uso do gds OET co-
mo agente esterilizante advém de um complexo
de circunstincias, sendo ag mais comuns a inob-
servancia de padrdes técnicos ¢ de seguranga, re-
lacionados com a sua toxicidade.

Se de mm lado a eficdcia do processo de estexi-
lizagdo com o uso do gds OET ¢ wma certeza vi-
venciada em cinco anos de trabalho testado e ve-
rificado, através de métodos preconizados por es-
pecialistas no assunto, de outro paira a incerteza
da inocuidade dos resfduos em certos tipos de
materiais, especialmente os de pldstico ¢ de bor-
racha.

Dadvidas persistentes sobre os riscos inerentes
ao processe levou a imiciar o presente trabatho
com a [inalidade de determinar a presenca desses
compestos em canulas endolraqueais ¢ seringas,
ap6s aeracio forcada na cimara esterilizadora,
com os objetivos de verificar: a) se o tempo de
acragdio previsto & suficiente para a remogio dos
residuos téxicos do OET e de scus produtos de
reagio - ETC ¢ ETG, de maneira a ndo uitrapas-
sarem limiles mdximos estabelecidos pela legis-
lagio em vigor’; b) se a reesterilizacfio repetida
nos referidos materiais ndo provoca malor re-
tengdc das guantidades desses resfduos tdxicos,
permitindo a sua reutilizagio,

A escolha do tipo de material recain sobre os
mais criticos por sua maior intimidade com cama-
das de tecidos mais sensiveis, como a mucosa tra-
queal ¢ ontros tecidos biolégicos.

MATERIAL E METODO

Foram estabelecidas duas etapas de trabaiho: a
primeira relacionada com o processo de esterili-
zagiio e a outra com a anpdlise de residuos no ma-
terial.

Lsterilizacdo
Marerial

¢ cénulas endotraqueais, para adulto, de
borracha com cuff com calibres (FR) ¢
pésos  respectivos  de  5,0-I1,5 g
60-13,0g,65-175g,70-190g, 7,5 -
210ge95-344 g
12 cénulas endotraqueais de pldstico, para
adulto, com ciyf com calibre 6 FR cénu-
las endotragueais de pldstico, uso infan-
ti, sem cigff, peso 20 g
3 seringas de pléstico, com capacidade de
1; 3, 5; 10 e 20 ml, previamente osterili-
zadas pelo fabricante.
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Método

A esterilizacéo fol realizada em autoclave ver-
tical, vom capacidade de 0,603m’, contendo 3
cestos (inferior, médio e superiorn) onde os mate-
riais foram colocados. A temperatura foi de
60°C, mantida constante no decorrer do Processe
com o auxilio de um termostato. A estabilizacio
{oi atingida apds 1 hora. Em seguida, foi promo-
vido vdcuo inicial durante 30-40 minutos, até
atingir 600 mmHg. No interior da cAmara, a umi-
dade relativa foi de 40%. O gds OET foi introdu-
zido sob pressfo de lkg/cm”, na mistura de 12%
OET e 88% Diclorofluorometano’.

A concentragdo da misfura dos gases era de
760 mg/l e sua penetragdo foi feita por 20 minu-
tos. Tanto o gds como 0 ar foram aguecidos pre-
viamente anfes de entrarem na cdmara. O tempo
de exposi¢ao do material ao gds foi de 5 horas e,
ao fim do perfodo de contato, foi feita a exaustio
a vdcuo. ApGs este lempo, promoveu-se a ae-
ragio forgada, com ar ambiental pré-aquecido e
filtrado, durante 5 horas, & (emperatura de
60°C*. O material foi entdo removido da antocla-
ve e conduzido ao local da aeracfo, onde perma-
necen por 12 horas 4 temperatura ambienie
(25°C) e ventilagdo leve. Findo este periedo, foi
submetido a andlise.

Para controjar a eficiéncia da esterilizagfo,
utiizou-ge como teste o indicador bioldgico (sus-
pensdo de esporos de Bacillus subtillis, variedade
globigii). Apéds a esterilizacio, o material de teste
foi submetido a andlise microbiolégica, conforme
o “Manual de Controle de Infecgio Hospitalar™4,
e obtidos resultados negativos.

Em cada esterilizagfo foram inclufdas seis cd-
nulas endotragueais de borracha, distribufdas
duas a duasg em cada cesto, estando uma delas
com cuff insufiado; seis cnulas de pldstico distri-
bufdas da mesma maneira anterior e 5 seringas
plasticas de capacidade 1; 3; 5; 10 e 20 mi, distri-
bufdas em cada cesto. Tanto ag cdnuias quanto as
seringas foram marcadas para que se mantives-
sem na mesma posi¢lio nos cestos inferior, médio
e superior dentro da cimara esteritizadora, du-
rante o estudo.

Andlise dos residuos
Material e reagenies

Agua bidestilada, desmineralizada e fervida
durante 30 minutos.

Provetas de 100 mf com tampa

Tubos de vidro com iampa recoberia in-
ternamente por Teflon

Equipamento ¢ acessérios

Gromatégrafo a gds, Varian 1440, equipa-
do com detetor de ionizagdo de chama.

Coluna de ago inox de 2 m de comprimen-
to, 1/8 pol. de didmetro interno, com fa-
se estaciondria Porapak Q, numa tempe-
ratura de 1309C; temperatura do dete-
tor, 160°C ¢ do vaporizador, 150°C.

Coluna espiralada para pesquisa de ETC ¢
HTG, com 2 m de comprimento ¢ 1/8
pol. de didmetro interno, com fase esta-
ciondria Carbowax 600, numa {empera-
tura de 100°C para ETC e 160°C para
ETG; temperatura do detetor, 180%C ¢
do vaporizador, 170°C.

(4s de arraste: pitrogénio com velocidade
de 30 ml/min

Extracdo

As cénulas foranm colocadas separadamente em
provetas de 100 mi, Em cada uma defas foram
colocados 10 mi de dgua que foram agitados du-
rante uma hora, de modo qus a 4gua passasse pela
parte inferna e externa das mesmas. A dgua fol
retirada e passada novamente 5 vezes por cada
wma delas, com a ajuda de nma pipeta Pasteur;
apds, foi transferida para tubos de vidro e injeta-
dos 5wl no cromatégrafo. Repetiu-se o processo
para as seringas, adicionando-se o volume de
dgua correspondente & sua capacidade. Para as
seringas de 20 ml, foram adicionados 10 ml de
dgua ¢ agitados durante nma hora; a dgua foi re-
colhida em tubos de vidro ¢ 5 pl foram injetados
no cromatégrafo.

A identificacio dos picos das substdncias de-
tectadas através do cromafograma foi feita pela
comparacdo das distdncias de retengdo com pa-
drdes submetidos &8s mesmas condigcoes de analise
e a determinagdo quantitativa foi feita pela com-
paracio das areas dos picos.

RESULTADQS E DISCUSSAQ

Os valores de residuos de CET, ETC ¢ ETG
encontrados nos materiais analisados, apos o pro-
cesso de esterifizacio pelo gds OET, foram com-
parados com os estabelecidos pela legislacio bra-
sileira em vigor®.

Os dados obtidos, resultantes das andlises fei-
tas por cromatografia gasosa, estdo distribuidos
nas tabelas 1,2,3e 4.

A precisfo na medida dos dados resulta do nf-
vel de sensibilidade do aparelho. Algurnas medi-
das detectadas nos residuos de ETC ¢ ETG, como
0.1 wg/g (ppm), ¢ nos residuos de OET, como
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10 wg/g {ppm), representam a menor dosagem
possivel,

As tabelas 2 ¢ 4 mostram que n&o houve dife-
renca significativa nos resultados das andlises
realizadas nas amostras das cinulas de borracha,
no 12, 5% e 102 processos de esteriizacdo, e nos
das cinulas de pldstico de uso infantil sem cuff, no
1, 22, 32, 4% ¢ 5% processos de esterilizagho, fi-
cando os valores entre 10 ¢ 0,1 pglg (ppm),

respectivamente para OET ¢ ETC/ETG. Isto leva
a acreditar que os residuos dos gases esterilizan-
tes se dissipam igualmente em ambas as cinulas,
na mesma velocidade, num determinado perfodo
de terapo.

Nas cipulas de borracha, 0s niveis de residuos
detectados nas andlises apds o 15% ¢ o 20% proces-
sos de esterilizacfo sdo ignais em todas as amos-
tras, ou seja, OET 10pg/g (ppmy) ¢ ETC/ETG 0,1
wgl g (ppm) conforme a (abela 2.

TABELA 1

Concentracfes de QET, ETG e ETC (g/ g} presentes am seringas, de acorde com o nifmero de
esterilizagtes e posigdes no cesto da esterilizadora

Cesto
Seringas NE de Superior Médio Inferior
(capacidade} o

! estenilizagbes| ypr | poe | pre | opr | wre | Bre | omr | erc | Ere
1 0 <ol i<l 10 {<< 0,1 | <01 30 |< 01 (< 01
1 3 <1 (<01 1<l i< 10 |< 0,1 |< a1l 20 (< 0,1 1< 0t
5 20 | <01 1< 06,1 30 |< 0,1 i< 6,1 s i< 0,1 =<0l
1 <30 1<l 1<01 (< 10 {< 0,1 |< 01 10 ]< 0,1 [ <01
3 3 <10 <6l |<ol < 10 <01 |<0l i< 10 |<061 <0l
3 <10 <01 i<o01i< 10 |<01 <01 |< 10]|<01|<0l
1 <16 |<o1ri<ol < 10 |<01 <0l < 10]<01)|<0l
5 3 <10 1<ol (<01 i< 10 (<0l |<61i< 10]<01)<0l
5 10 | <031 <01 20 | < 0,1 0,2 36 | < 0,1 0,1
1 <10 1<01 <01 (< 10 |< 01 |<0li<< 10}<0l§<01
10 3 <10 1<ol <01 (< 10 |<01 <0 i< W[<0l<8l
5 20 <01 <01 20 < 0,1 1< 04 30 | < 01} < 0,
1 <10 <01 l<ol < 10|<ol <ol i< 10|<01) <01
20 3 <10 <0l |<oil< 10 <ol l<0li< 10]<01 <01
5 <1 <01 <ol 10 | < 01 ]< 01 301 < 6,1 < 0,1
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TABELA 2

Concentracdes de OET, ETC EETG (pg/g) presentes em cdnulas endotraqueals de borracha, de acords com o niimere de
esterifizacdes e posicdes no cesto da esterilizadora

Cesto
Chnua N?de Superior Médio Inferior
BHas esterilizacdes . - - . -
CET ETC ETG OET ETC ETG OET ETC ETG
1 < 16 0,1 0,1 < 190 O 1 <01 < 10) <0,1; <1l
5 < 10 <0, 0,1 < 10| < 0,1 01 < 10| <0, 0,1
Com cuff
. 10 < 10 < g, 63 < 10| <0, 03] < 1| <01 0,3
insuflado
15 6 <01 i,0 16 <0, 1,0 0] <01 1,0
20 107 < 0,1 1,0 1| <01 1,0 101 <01 1,0
< 10} < 6,1 0] <10 <011 <01 <10} <01} <O
5 < J0f <01 <01 <] <0, <61} <10 <01 <01
Sem cuff
10 < 0] <01 <01 <] <01 <01l <10) <O <61
insuflado
15 < 0] <G61] <01} <10} <01 <01} < W) <61 <01
20 < 0] <0l <01 <0} <01 €01 <16} <01 <01
TABELA 3
Concentracdes de OET, ETCE ETG {i.g/ g} presentes em cdnulas endotragueals de pldstico com Cuff
de acordo com o nimero de esterifizagdes e posicdes no cesto da esterilizadora
Cesto
ol N¢ de Superior Médio Infenor
nulag R
eswerilizagles | er | mYC | BYG | OET | ETC| ETG | OET| BIC| ETG
i 100 < 6,1 | << 0,1 100 | << 0,1 | < 0,1 500 i< 0,1 <X Q1
Com cuff
2 160 < 0,1 | < 0,1 90 | < 0,1 | < 0, W (< 0,1 i< 9,1
insuflade
Sem cuff 1 100} < 011<01 00| < 0,1 ]<01 100 i< 0,1 i< 0,1
insufiado
2 100} < 0,11 <31 100 | < 0,1 § < 0,1 30 i< 0,1 << 0,1
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TABELA 4

Concentragbes de OET, ETC £ ETG (ng/g) presentes em canulas endowagueais de pldstice Infantis sem cuff de acorde
com o nimero de estertlizacdes e posicdes no cesto de esterilizadora

Cesto
i NE de Superior Médie Inferior
Canulas esterilizagles
| "1 OET ETC ETG OET ETC ETG OET ETC ETG
i < 10 < 0,1 0,1 | < 10 101 1<<0l [< 10 <081 (<01
Sem 2 < 100 <01 <01 i< 10 10,1 i<, (< 10 <831 <0l
atff 3 < 0] <0,1) <1 )< I 1<<61 (<01 <10 <ol <03
4 < 10| < 01F <01 < 16 <1 (<01 |< 10 (<01 (<01
5 < 0P <01 <01l << 10 <D j<C01 (<10 <01 (<0,

Comparados com o0s resultados das andlises
das amostras das cinuias de borracha com cuff in-
suflado e desinsuflado no decorrer do processa-
mento da esterilizagdo, os niveis de concentragio
de residuos obtidos foram muito préximos. Com-
poriamento idéntico foi detectado nas cdnulas de
pldstico (tabelas 2 ¢ 3).

Os materiais submetidos a intfimeras esterili-
zagbes (cdnulas endotraqueais de borracha, vinte
processos; cinulas de pldstico de uso infantil, cin-
€O processos), apresentaram como resultado con-
centragdes dos residuos sensivelmente constantes
para ambos, sem efeite cumulativo (tabelas 2 ¢ 4).

Para as cinulas endofraqueais de pldstico, com
cuff , foi planejado o nimere de cinco processos
de esterilizagfo; no entanto, a partir da 27 esterili-
zagdo, o materal pdo resistiv, Paralelamente foi
observade que os teores dos residuos do OET de-
tectados estavam comparativamente elevados, is-
to &, de 100 a 500 png/g (ppm), de acordo com a
tabela 3. Os fatos referidos levaram a descartar a
peossibilidade de sua reutilizagdo e nfio prosseguir
com o estudo das mesmas.

Foi observado que os cromalogramas resul-
tantes das andlises das cdnulas de borracha, apds a
15% esterilizagdo, apreseniavam um componente
nfo identificado, ao lado da constatagio dos resi-
duos de OET, ETC¢ ETG.

Tendo em conla as diferentes capacidades das
amostras de seringas em estudo, observa-se na
tabela que ndo houve varacio considerdvel na
maioria dos resultados encontrados, O teor dos
residuos de ETC e ETG permaneceu constante no
total das amostras analisadas. Cabe destacar que a
quantidade de residuos de OET teve uma va-
riagdo entre 10 até 50 pg/z (ppm), sendo que as
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quantidades mais elevadas foram detectadas, nas
seringas de 1 mi de capacidade, fazendo crer nu-
ma dificuldade de acragdo eficiente inerente & sua
menor capacidade (tabela 1).

Observa-se que o posicionamento das serin-
gas, de diferentes capacidades, nos cestos supe-
rior, médio e inferior, influi na retencdo de maior
ou menor quantidade do resfduo de OET. Em
47% das amostras posicionadas no cesto inferior
resultaram quaniidades mais elevadas de residuo,
variando entre 10 a 50 pg/g {(ppm) (tab. 1) A
causa dessa eclevagdo, nas amostras dos cestos in-
feriores pode ser explicada como conseqiléncia da
quantidade elevada do gds recebido, por estarem
préximos da entrada do OET na cdmara esterili-
zadora. :

Para os residuos de ETC e ETG, a distribuigéo
dos valores encontrados nas amostras permasece-
ram sem variaches ou sgja 0,1pg/g (ppm) inde-
pendentes de sua posicio nos cestos.

G nimero de esterilizagbes somado ac posi-
cionamento das amostras nos cesios das esterili-
radoras influenciaram a retencfio de residuos,
pois 80% das amostras das seringas de diferentes
capacidades posicionadas no cesto inferior, no 52
processe de esterilizacdo, mostraram elevagdes
significativas do ieor dos residuos, OET,
30-50 pg/g (ppm) apresentadas (tabela 1),

Nas demais amostras da 12 ¢ 3? esterilizacbes,
posicionadas nos cestos superior & médio, os ni-
veis dos residuos permancceram constantes,

CONCLUSOES

A esterilizacdo gasosa com OET pode ser apli-
cada com sucesso, salve com pequenas resirigbes,
para os materiais incluidos neste estudo.
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Néo houve efeito cumulative no transcorrer
do processo de reesterilizacio de todos os mate-
riais, com excessdo das seningas de pldstico, com
I ml de capacidade. Por esse motivo, estas devem
ser descartadas apés o primeiro uso ¢ ndo devem
sofrer o reprocessamento, nas condigbes desse
estudo.

Como foram observados teores de residuos
mais elevados nas seringas de 3; 5; 10 e 20 ml
com relacdo 4 posigio no cesto inferior, ficon es-
tabelecido que a esterilizacdo das mesmas se deve
processar, acondicionando-as obrigatoriamente
ng} cesto superior ¢ médio da esterilizadora verti-
cal.

Podemos assinalar que, nas condigbes do pre-
sente trabalho, og niveis detectados nas amostras
de seringas estudadas s&o compativeis com os li-
mites mdximos permitidos pela legislagio brasilei-
ra vigente, e recomendados por érgaos interna-
cionais "%, excetuando aqueles resultantes da
5% esterilizacio das amostras colocadas no cesto
inferior.

As ocorréncias que se verificaram no estudo
das cdnulas endotragucais de pldstico para uso em
adulto, com cuff, anulam a possibilidade da sua
reutilizacdo, mas as cénulas endotraqueais de bor-
racha podem ser reutilizadas até a 202 reesterili-
zagao sem problemas residuais.

O posicionamento das cinulas endotragueais
de borracha e das de pldstico para uso infantil nos
cestos da esterilizadora ndo mfluiu na maior ou
menor retencio de guantidade de resfduos de
OFET, ETC e ETG, pois os teores enconirados
nao apresentaram variagdes de real importdncia
(tabelas 2 e 4).

A manutencdo dos materiais por cinco horas
de aeracho forcada, no interior da esterilizadora,
e doze horas no ambiente, demonstrou que este
tempo € suficiente para se oblerem teores de resi-
duos de OFET, ECT e ETG em nivels accitdveis.
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NOGUEIRA, ML.H.; AVELAR, M.C.Q.; BARRETTO, H.H.C. & CARDBOSO, D.P, A, - Texic
residucs in cannulse and syringes sterilized and reesterilized with ethylene oxide. Rev,

Inst. Adolfo Luiz, 49(1); 27-34, 1989,

ABSTRACT: Twenty three samples made up of plastic and rubber cannulae (tubes) and

syringes of many sizes, reprocessed up 10 twenty times were analised as to ethylene oxide resi-
dues and its reaciion products ethylene chloridrin and glycol ethylene which might remain even
after the aeration process. The results thereafter have been compared to the limits of tolerance
established by the legisiation in force and showed that the reesterifization does not briag about
accumulative effects from the substances in the materials, with the exception of the 1 mi syrin-
ges.

DESCRIPTORS: sterilization, cannulae and syringes; cthylenc oxide, residues, in reeste~

rilized cannulae and syringes; cannulae (plastic, rubber); syringes (plastic}.
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CARACTERIZACAO DE BANANA (MUSA SP.) EM PRODUTOS
INDUSTRIALIZADOS, POR COLORACAO DIFERENCIAL DE
CELULAS DE TANINO*
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SANTOS, M.C. & ZAMBONI, C.Q. — Caracterizagfio de banana (Musa sp.) em produtos
industrializados, por coloragho diferencial de células de tamino. Rev. Inst, Adolfo Lutz,
49(1):35-39, 1989,

RESUMO: A bznana é uma fruta industrialmente importante, por ser matéria prima de
vérios produios em flocos ou em forma de doces e purés. Na andlise microscdpica de alimentos,
a identificagfio da banana, nesses produtos, é dificuitada pela pequena quantidade de elementos
histoldgicos do sen mesocarpo, Os autores desenvolveram nm método para identificagfio das cé-
lulas de tanine {células contendo depdsitos fendlicos), presentes no mesocarpo da fruta, jd em
nfvel de microscdpio estereosedpico, utilizando a propricdade de coloragio destas ¢élvdas com
soluche de cloreto férrico a 3%. Por este método, as céiulas contente depdsitos fendlicos co-
ram-se de azul-escuro, distinguindo-se dos outros elementos histolégicos que nfo se coram. O
método de coloragho utilizado, mostrou-se mais eficiente em produtos onde a fruta & wiilizada

em estdgio intermedidrio de maturagio.

BPESCRITORES: banana (Musa sp.), tanino da, em produtos industrializades; tanino da
banana em produtos industrializados, detcegio; método microscdpico.

INTRODUCAO

A banana ¢ umna fruta de regifo tropical e sub-
tropical, cultivada em grande escala om nosso
pafs, com importéncia agricola e na alimentacéo
humana®.

E uma fruta comercialmente importante, pois
do seu processamento indusirial resultam vdrios
produtos como puré, bananada, flocos em mistu-
rag enriguecidas, banana liofilizada ete. Pode ser
colhida em fase intermedidria de maturagfo, o
que the proporciona maior resisiéncia aos impac-
tos da colheita e do transporte®.

Como a maijoria das frutas, a banana tem como
partec principal aproveitivel o mesocarpo que
forma a polpa da {ruta. Este, na banana, contém
células amilfferas arredondadas ou alongadas e

feixes de vasos espiralados ou espiro-reticulados,
acompanhados de oflulas de tanino®*,

O tanino afeta a cor e o sabor de algumas fru-
tas, como a banana, ¢ € responsdvel por um certo
grau de adsiringéneia em [rulas verdes. A quanti-
dade de tanipo presente varia com o esidgio de
crescimento, condi¢des fisioldgicas e outros fato-
res. Com o amadurecimento da fruta, estes com-
postos sfio reduzidos em quantidade, havendo
perda de adstringéneia, o que torna a fruta mais
saborosa, #1708,

Tanino & uma classe de polifendis de varidvel
complexidade e tamanho molecular e soldvels em
Agua. Sdo produtos de secregido celular ndo mais
utilizados pela planta, depositados no vactolo de
células sccretoras, as células taniniferas, que se
apreseniam muito ampliadas especialmente em

* Realizado na Segio de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfe Lutz, Sio Paunlo, SP,

** Dip Instituto Adolfo Lutz.
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comprimento ¢ formam, com fregiiéncia, sistemas
conectados que podem estar ou nio associados
aos feixes espiralados ou espiro-reticulados’#

A andlise microscépica de alimentos, visando a
identificagfo de matdrias alimentares, tem wm pa-
pel importante em Bromatologia, tanto para re-
conhecimento  dos  elementos  vegetais  que
compdem © produto, como para constatagio de
fraudes nos mesmos. Essa identificagio, muitas
vezes, ¢ dificultada por védrios fatores como aite-
raghes cclulares que podem ocorrer no vegetal
durante © processamento industrial, por haver
sma mistura de vegetais num sé produto ou por
se tratar de um vegefal com poucas estrufuras
histoldgicas caracterfsticas.

Nos produtos contendo banana, sua presenca &
constatada através da identificac@io de células de
tanino {células com depdsitos fendlicos). Quando
a banana estd misturada com outres alimenios, a
identificacio destas células fraz dificuldades ao
analista pela pequena quantidade dos elementos
caracteristicos presentes.

Esgte trabatho foi desenvolvido com o objetivo
de contribuir para uma identificacko mais rdpida ¢
apurada das células de tanino, em produtos de ba-
nana industrializada.

MATERIAL EMETODOS

Foram analisadas 30 amostras de produtos de
banana, sendo 8 amostras de mistura para preparo
de mingau de aveia com banana lofilizada, envia-
das ao Imstituto Adoifo Luiz para andlise, 8
amostras de bananada, 7 amostras de alimento in-
fantii com aveia, ¢ 7 amosiras de alimento infantil
de banana, magé ¢ abacaxi, adguiridas no comér-
cio da cidade de Sio Paulo.

Foram preparadas duas amostras-padrio de
puré de banana: amostra “A”, com frata em esta-
gio intermedidrio de amadurecimento, ¢ amostra
“B”, com fruta bem madura.

Material

Tamis n? 45

Erlenmeyer de 500 mi

Béquer de 400 mi

Chapa clétrica

Papel de filtro

Equipamento para filtracio a vdcuo
MicroscOpio estercoscopico
Microscopio dptico

Reagentes

Solugdo de FeCly a 3%
Solugiio de NaOH a 5%
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Métodos

a) Mdtodo de coloragdo desenvolvido baseado
nos principios descritos por JOHANSEN £ STE-
V E N S F,7 .

Pegar 30 gramas de amosira, dissolver em 200
ml de dgua e passar em {amis n® 45, lavando com
dgua para retivar o amido. Transferir o material
retido po tamis para vm béguer, adicionar 30 mi
de solucdo aguosa de cloreto férrico a 3% e filtrar
a vacuo sobre papel de fillro. Examinar o material
ao microscépic cstereoscdpico (16 X) ¢ ao mi-
croscopio éptico (100 X).

by Método desenvolvide na Segdo de Micros-
copia Alimentar baseado nos principios descritos
pror Wallis®.

Pegar 30 gramas de amostra em Erdenmeyer de
500 ml, juntar 200 mi de solugfo de hidroxido de
s6dio a 5%, aguecer até a ehuligfo em chapa elé-
trica, agitando ocasionaimente. Deixar esfriar ¢
filtrar a vécuo sobre papel de filiro. Examinar o
material ao microscdpio estereoscopico (10 X) e
&0 microscépio dptico (100 X).

RESULTADOS

Os taninos encontrados no interior das células
taninfferas, sendo compostos fendlicos, reagem
com solucdes aguosas de cloreto férrico, dando
precipitados de coloracdo azul-escuro®’,

No matertal das amostras-padrfio de puré de
banana (amostras A) ¢ na mistura para preparo de
mingau de aveia com banana liofilizada, coradas
com solugdo aquosa de cloreto ferrico, quande
foram examinados a0 miCTOSCOPIO estereoscopi-
<0, observou-se grande guantidade de elementos
corados de azul-escuro, agrupados em forma de
cadeia, ou isolados, indicando oélulas com depési-
tos fendlicos que se coraram, permilindo uma f4-
cil identificacao dessas célunlas. Transferindo esses
elementos corados para ldmina ¢ laminula e exa-
minando a0 microscdpio Sptico (1006 X)), verifi-
cou-se a presenga de céfulas de tanino coradas em
azul-escuro, isoladas ou agrupadas, formando ca-
deias, ¢ associadas aos vasos espiralados e espi~
ro-reficulados. MNessas amostras observaram-se
poucas células com depdsitos fendlicos oxidados,
de colocagfio marrom-avermelthada (fig. 1.

No material das amostras-padrio de puré de
banana {amostras B) e em bananada ¢ alimentos
infantis, corados com solugfio aguosa de cloreto
férrico, quando foram examinados a0 microscod-
pio estereoscdpico (16 X), verificou-se wm pe-
queno ntmere de ¢élulas coradas de azul-escure e
um mimero de células de coloragdo marrom-
avermelhada, ambas agrupadas em forma de ca-
deia, ou ivoladas. Transferindo-se os elementos
corados para ldmina e laminula e examinando-se
ao microscépio Sptico (100 X}, constatou-se a
presenca de células com depositos fendlicos, al-
gumas gue se coraram pelo cloreto férrico,
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FIGURA 1 - Células com depdsitos fendlicos, agrupadas em cadeia, coradas por cloreto férrico. 100 x. Ampliada.

FIGURA 2 — Células com depdsitos fendlicos alteradas por hidrélise alcalina (NaOH). 100 x. Ampliada.
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aparecendo na cor azul, isoladas ou associados
aos vasos espiralados ¢ espiro-reticulados, ¢ a
maior parte que ndo se coram aparecendo como
célulag com depdsitos fendlicos oxidados (floba-
fenos}, de coloragio marrom-avermelhada, isola-
das ou associadas aos vasos.

No material das amostras de mistura para pre-
pare de mingau de aveia com banana liofilizada,
obtido ap6s tratamento pelo hidréxido de sédio
{método b), cxaminado ao microscépio esie-
reoscdpico (10 X}, observou-se wnd massa amor-
fa de cor marrom, onde ndo foi possivel identifi-
car glementos celulares. Examinando uma parte
desse material ao microscopio optico (100 X3, ob-
servaram-se vasos espiralados e espiro-reticula-
dos sem células de tanine & sua volta ou, rarag ve-
zes, com células de tanino fragmentadas (fig. 2).

DISCUSSAC

Ao analisar um produte de banana liofilizada
misturada a cereals triturados, pelo fato de todo o
material se apresentar como pequenos flocos es-
branquicados, torna-se dificil identificar as célu-
las de tanino do restante do material. Com o auxi-
Ho de técnica de coloracao com cloreto férrico, €
possivel observar estas células jd em nivel de mi-
croscopio esterecscépico, facilitando bastante a
identificago histoldgica. Nestes produtos, a ba-
nama utilizada para liofilizagio ndo € totalmente
amadurecida, ¢ a quantidade de compostos fendli-
cos nao oxidados (tanine) no interior das células €
grande, permitindo encontrar muitas célulag co-
radas de azul-escuro.

Em bapanada, puré e alimentos infantis de
frutas com banana, € uiilizada na fabricagio a
fruta bem madura, na qual a guantidade de com-
postos fendlicos ou estd bem reduzida ou em mui-
tas células estes compostos estdo oxidados, resul-
tando em flobafenos, que dao uma cor marrom ou
marrom-avermeliada ds células taniniferas, en-
contrando-se um menor numero de células cora-
das de azul-sscuro’ %,

Em produtos de mistura de banana liofilizada
com cereais, ¢ método de tratamento da amostra
com hidréxide de sédio a quente e filtragéo a vd-
cuo, para evidenciar as estruturas histoldgicas ca-
racterfsticas prescutes e destruicho do amido do
cereal, foi menos eficiente que o método de tani-
saglo e coleracZo com cloreto férrico.

Examinande o material tratado peio bidréxido
de sédio retido no papei de filtro ao microscdpico
Gptico (100 X3, observaram-se vasos espiralados
¢ espiro-reficulados sem células de tanino 4 sua
volla ou, raras vezes, com cflulas de tanino frag-
mentadas, indicando que o hidréxide de sodio ao
MESMO 1empo em gue concentron 03 elcmentos
histolégicos da amostra pela destruigdo do amido
do cereal, também dificuitou a identificacdo da
banana por ter descaracterizado as células tanini-
feras.

CONCLUSAO

Em produtos alimenticics, onde a banana é
utifizada parcialmente amadurecida, a presenga de
célulag com depdsitos fendlicos (tanino), que fo-
ram coradas com solucio de cloreto férrico a 3%,
sfo facilmente identificadas, por apresentarem
tonalidade azul-escuro.

Por outre lado, um alimento no qual & utilizada
a fruta bem madura, onde ¢ tanino presente € re-
duzido ou estd oxidado, verifica-se, além das cé-
lulas com coloragiio azul-escuro, outras com co-
loragdo marrom-avermeihada, gue néo foram co-~
radas pelo cloreto férrico e estdo presentes em
maior quantidade.

O método para coloracio de compostos fend-
licos, presentes nas células taniniferas do meso-
carpo da banana, com cloreto férrico permite a0
analista de microscopia alimentar a identificacao
histolégica, tanto da bunana parcialmente amadu-
recida como da frata bemn madura.

RIALAG/GSS

SANTOS, M.C, & ZAMBONI, C.Q. - Differencial staining of tannin cells of banana (Musa
sp.) in coramercial products. Rev. fnst. Adoffo Lutz, 49 (1): 3539, 1989,

ABSTRACT: A method was developed to detect the fruit Musa gp. in commercial pro-
ducts, such as powders and fruit paste. A staining procedure was described for the stereoscopic
and light microscopic identification of tannin cells present in the mesocarp of Musa sp. The
samples were dissolved in water, passed through a sieve and stained with 3% fexric chloride so-
lutios. Tannin deposits of bapana cells stained dark-Blue and were distinguished from others
histologyeal elements, which were unstained, This staining procedure should prove more efi-
cignt in products with the fruit in intermediary stage of matration.

DESCRIPTORS: banana (Musa sp.), tannin of, in manufactured products; tannin in bana-
na manufactured products, detection; microscopical method.
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RIALAG/G5G

SABING, M.; ZORZETTO, M.A.P.; PEDROSO, M. O. & MILANEZ, T.V. - Incidéncia de
aflatoxinas em amendoim e produtos derivados consumidos na cidade de 8o Paulo, no
periodo de 1980 a 1987, Rev, Inst. Adolfo Lutz, 4%(1):41-44, 1985,

RESUMQO: Aflatoxinas foram identificadas por cromatografia em camada delgada em
1.374 amostras de amendoim ¢ derivades, expostas ao consumo na cidade de Séo Paule, Os ai-
veis de contaminacio variaram de ano para ano, onde sc observon que em 576 das amostras ana-
iisadas foram detectadas aflatoxinas. Destas, 68,75% apresentaram niveis superiores a
30 pafkg, que é o méximo tolerado pela legislacio brasileira,

DESCRITORES: aflaloxinas em amendoim e produtos de, determinagio; ameindoim,
aflatoxinas em, determinagio; cromatografia em camada delgada,

INTRODUCAQ

Micotoxinas sdo compostos produzidos por
fungos que sfio téxicos para os animais ¢ para o
homem, quando consumidos nos alimentos,

Dentre as micotoxinas conhecidas, as mals es-
tudadas sdo, sem divida, as aflatoxinas. A pre-
senga de aflatoxinas em produtos alimenticios de-
pende de sua formacdo por algumas cepas de As-
pergillus flaves ¢ todas as cepas de A, parasiticus,
asstm como também por outros fungos relaciona-
dos com a deterioracdo de alimentos e ragdes'®.

Alguns produtos alimenticios sdo substratos
mais susceptiveis do que outros ao crescimento de
fungos, como por exemplo o amendoim.

A toxicidade do amendoim resulta do cresci-
mento das cepas do A, flavus e do A, parasiticus
fundamentabmente'®. Estes fungos sdo capazes de

crescer a niveis relativamente baixos de atividade
de dgua (Aa). O amendoim, na hora da colheita,
pode apresentar teores de umidade acima de 30%,
2 menos que as sementes sejam secadas a am nivel
menor do que 9% {Aa=0,75). Imediatamente
apds a retirada do solo, havers o crescimento do
A. flavus nas sementes’. O produto do metabolis-
mo deste fungos leva & formagao de aflatoxinas,
que apresentam uma grande importincia sob o
ponto de vista toxicoldgico, pois a aflatoxina B €
considerada um dos mais poderosos hepatotdxi-
cos ¢ potente carcinégeno qufmico®. A contami-
nagée por aflatoxinas € um grande problema una
produgio de amendoim no Brasi, pois nosso ¢li-
ma & tropical, reunindo assim condicbes favord-
veis para a proliferacio dos fungos. A produgéo
de amendoim no Brasil a partir dos anos 70 decli-
nou consideravelmente devido ao incentivo go-
vernamental azo cultivo da soja, ¢ a sua produgio
hofe € similar ou menor do que em 19587, A sna
produco passou a ser praticamente realizada por
pequenos produtores, com sistema rudimentar

* Realizado na Secio de Quimica Bioldgica do Instituto Adolfo Lutz, 830 Paulo, SP.

** Do Instito Adolfo Lutz,

41



SABINO, M., ZORZETTO, M. AP PEDROSO, M. 0. & MILANEZ, T.V. —~Incidéncia de aflatoxinas em amendoim
¢ produtos derivados consumidos na cidade de S3o Paulo, no perfodo de 1980 a 1987. Rev. Inst, Adolfo Lutz,

49(1n41-44, 1989,

de colheita, tornando o produto vulperdvel a fun-
gos produtores de afiatoxinas. O amendoim €
wma importante fonte de protefna e o seu consu-
mo & ainda em grande escala, como podemos ob-
servar nas diversas formas de sua comercializagio
e também por se tratar de uma cultura tipica de
pafses em desenvolvimento. O Instituto Adolfo
Lutz mantém periodicamente um controle da in-
cidéncia de aflatoxinas em produtos alimenti-
cios™®®,

O controle ou prevencdo das aflatoxinas em
alimentos, como em qualguer ouiro pafs, € um
problema de controle de qualidade. Procuramos
neste {rabalho mostrar a incidéncia de aflatoxinas
em amostras de amendoim e derivados, expostos
ao consumo na cidade de Sfc Paulo, no periodo
de 1980 a 1987, pois somente um conjunto de da-
dos obtidos em andlises freqilentes e periddicas
permite avaliar os niveis de contaminantes nos
alimentos, quais as tendéncias, se estdo se elevan-
do ou nfo.

MATERIAL EMETODO
Foram analisadas 1.374 amostras de amendoim

e produtos derivados no perfodo de janeiro/
dezembro de 1980 a 1987, para determinar

aflatoxinas. Algumas delas foram adquiridas nos
mercados da cidade de Sdo Paulo, ¢ outras foram
remetidas ao Tostituto Adolfo Lutz para andlise.
A metodologia utliizada estd descrita nas Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz'®. O extrato
cloroférmico final obtido foi utilizado para a
identificagio e quantificacdo das aflatoxinas, por
cromatografia em camada delgada. O método de
quantificacdo em cromatoplacas utilizado foi por
comparagido visual das intensidades de fluo-
rescénelas entre os padrdes das aflatoxinas ¢ o
extrato da amostra, sendo essa comparagio feita
sempre na mesma cromatoplaca’®.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

(s resultados obtidos estdo demonstrados na
tabela abaixo, onde se verifica a evidéncia de
aflatoxinas em vdrias amostras. A figura da pdgi-
na seguinte apresenta a relagfo da percentagem
entre o nliimero dé amostras onde nde foram de-
tectadas aflatoxinas, o nimero de amostras con-
tendo teores acima de 30pg/kg e o mimero de
amosiras com feores abaixo de 30pg/kg. Os teo-
res de aflatoxinas foram expressos em pg/kg
{ppb) ¢ o nfio aparecimento de fluorescéncia no
cromatograma foi representado pela abreviatura
N.D. (nio detectada),

TABELA
Kivels de aflatoxinas em i ¢ derivados co idos em Sdo Pauto, ne periodo de 1980 a 1987
Amostras analisadas Nivel de variagc
N.D.* Média das
Ano . {imite de Y aROSAS .
N¥de detwrmnipacho | NY amostras N° amostras positivas 90¢ percentil Mipimo Méximo
AMGSLES Byegfkg =30 wgfke™t | <30 pakg™ el kg Jugfkg pgkg
1980 32 33 26 23 2390 278 -3 3,000
1983 44 33 08 03 31,5 42 10 520
1582 132 38 53 41 74,8 120 8 2,500
1983 198 104G 83 15 3330 804 4 864
1584 219 19¢ 5% 32 81,0 136 g 4008
1983 275 19% 47 29 21,0 i24 8 £.561
1986 241 1319 97 25 46,5 140 8 1.007
1987 123 86 25 12 94,3 88 8 437
Totul 1.374 768 396 180
.

* N.ID, = nfo detectado,

*% 30 efkg = limite mdximo tolerade na Legislagio Brasileira (Bl + G 1),

Observagio: resultados baseados no total da amostea,
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FIGURA - Relagio entre a perceniagem de amostras contaminadas por aflatoxinas ¢ nfo detectadas no periodo de 1980

a 1987.

Aflatoxinas foram detectadas em 576 das
1.374 amostras analisadas, expostas a0 consumo.
Observa-se que 0s niveis de contaminacfo varia-
ram de ano para ano. Das amostras detectadas
68,75% apresentaram nfveis superiores a
30ppfke, que € 0 mdxime tolerado pela legislagéo
brasileira. Na literatura existem alguns dados so-
bre a ocorréncia de aflatoxinas em produtos bra-
silfeiros® "', gendo que em aproximadamente 40%
das amostras analisadas os teores de aflatoxinas
detectados estavam acima do limite tolerado pela
legislacdo brasileira®. A operagdo de secagem
pos-coiheita € de extzema importincia na limi-
tacdo dos niveis de afiatoxinas nas sementes. O
retardamento desta operagio awmenta os riscos
do crescimento de fungos e a formacio de mico-
toxinas. O amendoim ¢ particularmente vulnerd-
vel, uma vez que ele transporta na casca grandes
quantidades de indculo de A. flovies a partir do
contato fntimo com o solo. A deterioragéio da va-
gem permite a penetragfio do fungo, aumentando
posteriormente o risco da contaminacao da se-
mente por aflatoxina®.

Podemos verificar que o problema de conta-
mipagho por aflatoxinas em alimenfos € uma
preocupagdo para a sadde pablica. O lInstituto

Adolfo Lutz mantém um controle periddico de
incidéneia de afiatoxinas em alimentos ¢ este tra-
balho € um complemento de levantamentos efe-
tnados anteriormente **.

CONCLUSAO

Pelos resuitados apresentados pode-se obser-
var que aflaxinas estiveram presentes em vérias
amosiras ¢ nfo & possivel assegurar o grau satis-
fatério de qualidade dos alimentos sem uma vi-
gildncia constante da contaminacio.

O controle dos niveis de aflatoxinas nos ali-
mentos torna-se tma necessidade, ndo s6 para a
protecio da satide piiblica, como para orientar ag
agbes governamentais. Considerando a extensao
do pafs ¢ as diferengas regionais, um programa
nacional de andlise de vigildncia € um projeto que
deve ser muito bem planciado para ser executado.
56 o levantamento continuo desses dados poderd
prevenir problemas que, por nio serem imediatos,
podem ser irrepardveis, Mas $6 o controle no sen-
tido de analisar ¢ levantar dados ndo servird de
nada se ndo for o ponto de partida para atitudes
governamentais ¢ outras agdes,
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SABING, M,; ZORZETTO, M.AP.; PEDRGSO, M, 0. & MILANEZ, T.V. — Incidence of
aflafoxins in peanut and peanut products consumed in S#o Paule City, for the pericd
1980-1987. Rev. Inst. Adolfe Lury, 49(1)x41-44, 1989,

ABSTRACT: Thin-layer chromatography was emploved for determination of the amount
of aflatoxins in 1,374 samyples of peanut and peanut products sold for consumption in Sdo Paslo
City. Aflatoxins were detecied in 576 samples where the levels of contamination
varied from year to year. Among these samples, 68,75% showed levels greater than 30g/kg
that is the maximum tolerated by pertinent Brazilian legislation,

DESCRIPTORS: aflatoxins i peanut and pesnut products, determination; peanut,
aflatoxins in, determination; thin-layer chromatography.
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RESUMO: Foram analisadas 96 amostras de chds medicinais de 11 sspécies diferentes
com o objetivo de avaliar a qualidads e identidade destes produtos disponiveis no mercado. Fo-
ram constatadas substituicGes das espécies indicadas na maioria das amostras de erva-doce
(Pimpinella anisum), erva-cidreira (Melissa oficinalis}, catuaba (Anemopaegma mirandunt} € es-
pinheira-santa (Maytenus ficifolia). A importincia da determinagiio de cinzas insoliveis em 4ei-
do como parémetro de qualidade em relagio A presenca de matéria mineral estranha € discutida.

DESCRITORES: chd (planias medicinais), identificagfo das espécies; chd, matériamine-
ral estrapha em, determinagio; método das cinzas insoldveis em dcido.

INTRODUCAO

Desde a década de 30, os autores brasileiros
discutermn o problema da qualicade des fitoterdpi-
cos e plantas medicinais, relacionando, desde
entilo, o conjunto de fatores que influencia a qua-
lidade de wm produto dessa natureza® @7 %1712,
Ainda hoje esta situagio persiste, pols a qualidade
das drogas oferecidas no com#rcio ao consumidor
é preocupante. O uso de plantas medicinais, prin-
cipalmente quando ingeridas na forma de chd,
sempre esteve presente no dia a dia da populagéo
de baixa renda, suprimindo dessz forma as suas
necessidades de assisténcia médica priméria®. En-
tretanto, a parfir de 1980 seu uso refomou prestf-
gio também entre as outras camadas sociais, como
cita SCHENKEL '" impulsionadas em parie pelo
iodismo de produtos naturais na alimentacho ¢
em produtos cosmétices. Contudo, poucos traba-
lhos foram publicados enfocando aspectos do
controle de qualidade de fitoterdpicos. Desta
forma, 0 mercado tornou-se muito atracnte e os

empresarios do setor, utilizando-se da falta de in-
formacio do publico em geral, apresentam o pro-
dute como se fosse curative de todos os males,
exacerbando as propriedades terapéuticas do
mesmo. Todas essas corsideragbes, na verdade,
s6 diminuem a credibilidade na fitoterapia junto &
medicina e, numa fase posterior, a do préprio
consumidor.

O presente trabalho visou avaliar a qualidade
dos chds medicinais disponiveis no mercado, que
foram recebidos pela Seglo de Farmacognosia do
TAL para andlise de fiscalizagio. Foram enfoca-
dos or parimetros de ideatidade ¢ presenca de
materiais estranhos, incluindo a determinacio de
cinzas totais e insoldvels em deido, en: 96 amos-
tras de diferentes espéeies.

MATERIAL E METODOS
Foram analisadas 96 amostras de chds de plan-

tas medicinais, colbidas pelo Centro de Vigildncia
Sanitdria e pela Delegacia do Corsumidor

# Realizado na Secio de Farmacognogia do Institsto Adolfo Lutz, $40 Paulo, SP.

Do Instituto Adotfo Lutz,
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(DECON) 1o coméreio da capital, recebidas pela
Segio de Farmacognosia do Instituto Adolfo
Latz para andlise de fiscalizagfio. Foram exami-
nadas 11 espécies diferentes de chds abaixo rela-
cionadas:

Carqueja - 19 amostras
Erva-doce - 18 amostras
Erva-cidreira - 14 amostras
Camomila - 7 amostras
Catuaba - 7 amostras
Espinheira-santa - 7 amostras
Comfrey - 7 amostras
Boldo - 8 amosiras

Hortelz - 4 amostras

Sene - 3 amostras

Stévia - 2 amostras

As amostras recebidas eram inicialmente ana-
lisadas sob o ponto de vista macroscdpico, pela
simples observagdo do material 3 vista desarmada
e com o auxilio de um microscOpio estereoscopio,
Este procedimento visava a verificagio da identi-
dade da parte usada da droga, homogeneidade,
presenca de matérias estraphas i droga {outras
além da parte usada da mesma), presenca de suji-
dades como areia, terra, pedras, ¢ presenca de pa-
rasitos, vivos ou mortos, assim como produtos de
seus metabolismos. Na andlise dos chas de car-
queda (Baccharis sp.), foi realizada a técnica da
cataclio para a separacic entre os fragmentos
desprovidos de folhas e os cutros fragmentos de
{othas ou de caules menores com folhas. Obser-

vou-se que a quantidade dagueles excediz a quan-
tidade da parte da droga recomendada, que ¢ a
planta florida; através de pesagem, calculou-se a
porcentagem de uma parie e de outra. Fm segui-
da, as amostras foram preparadas para a anglise
microscopica através de técmicas histologicas jd
preconizadas *, com descoloragdo dos cortes his-
toldgicos por solucdo de hipoclorito de sédio, a
5%. As determinagbes do cinzas totais ¢ ci zas
insoldveis em dcido foram realizadas, segundo
a técnica geral descrita na Farmacopéia Brasileira,
3% edigio®, a partir de uma fomada de ensaio equi-
valente a 3 gramas de amostra homogeneizada.

RESULTADOS

Os resultados e observacBes das andlises realiza-
das nos chds de onze espéeies diferentes de dro-
gas estio descritos a seguir, assim como 08 valo-
res encontrados nas determinacoes de cinzas to-
tais e cinzas insoliveis em dcido epumeradas na
tabela abaixo.

Cargueja

A andlise macroscépica, através de um -
croscdpio estereoscopio e, posteriormente, 4 vista
desarmada, revelou a presenca de grande quanti-
dade de caules, de tamarhos e espessuras varia-
dos, desprovidos de folhas; raramente foram en-
contradas partes correspondentes ds sumidades
floridas.

A anglise microscépica confirmou serem os
chds pertencentes ao género Baccharis.

Valores de cinzas totais e cinzas insoltiveis em deido encontrados nos chids medicinais analisados

. . . Cinzas insoliveis
Nimero Cinzas Totais .
Amostras de Z/100 g em fcido
Arnostras Minimo - Miximo gi00g
Minimo -~ Maximo
Carqueia 19 1,75 - 5,86 0,12~ 1,53
Erva-doce 18 6,56 ~ 24,79 0,79 - 16,51
Erva-cidreira 14 529 14,82 0,71 - 8,63
Camoaomila 7 7,16~ 949 2,80~ 4,18
Catuaba 7 4,63- 6,75 1,28- 2,38
Espinkeira-santa 7 5,77-13.21 2,07- 6,78
Comirey 7 14,76 ~ 20,28 4,50+ 7,88
Boldo 8 9.53-12,87 2,58~ 9,99
Hortela 4 9,21 - 10,00 3,23- 3,01
Sene 3 6,52~ 9,61 2,27~ 5,78
Stévia 2 8,37~ 11,49 2,60- 06,37
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Erva-doce

A simples observagio macrosedpica afravés de
um micrascoplo estereoscépio das amostras de
erva~-doce € suficiente para a caracterizagdo da
droga quanto i sua identidade pois as caracterfsti-
cas do fruto da erva-doce (Pimpinella anisum)
sdo bem diferentes das do funcho (Foeniculum
vilgare} ¢ de outros frutos da familia Umbelife-
rae.

Das 18 amostras analisadas, 14 pio eram
consfituidas pela erva-doce ¢ sim pelo funche; 3
amostras apreseataram misturs das duas espéeies,
e apenas uma amosta era constituida pela erva-
-doce.

No exame macroscopico, verificon-se aindsa a
presenca de pedras ¢ areia 0 que, consegilente-
mente, leva a um aumento dos resuitados das cin-
zas tolals ¢ insoldveis em dcido.

Erva-cidreira

Todas as amostras apalisadas de erva-cidreira,
que corretamente € o nome popular da Melissa of-
ficinalis, eram constitufdas pela espécie Cymbo-
pogum citratus, valgarmente conhecida como ca-
pim-limdc ¢ chd-de-estrada. As amostras nfo
apresentaram sujidades e/ou parasitos.

Camomila

Na andlise macroscopica dos chds de camomi-
la, observou-se que em wnma das amosiras, gue
ndo estava tdo fragmentada, a quantidade de
pedifinculos excedia a dos outros elementos do
capftulo floral. Todas as amostras analisadas eram
constitufdas pelo género Matricharia chamomila
L. ¢ em duas amostras observou-se a presenca de
mnsetos vivos ¢ morios (carunchos).

Catuaba

As amostras analisadas, sob o ponto de vista
macrosclpico, eram constituidas por fragmentos
de caule, de coloracio avermelhada, diferentes
macre ¢ microscopicamente do padrio de Ane-
mopaegma mirandum.

Espinheira-Santa

Das amostras analisadas, quatre ndo foram
identificadas como sendo do género Mayienus
sp., fato confirmado por outras trés amostras.

Comjrey
As amostras analisadas revelaram tratar-se de

Symplrytum officinale 1. Trés amosiras, no exame
macroscépico apresentaram insetos vivos.

Boldo, Horteld, Sene ¢ Stévia

Todas as amostras destes chéds corresponderam
respectivamente as seguintes espéeoies: Peumus
boldus (molina} Lyons, Mentha sp., Cassia angus-
tifolic Vahl e Stevia rebaudiona Bertoni. Em ne-~
nhuma das amostras foram encontradas sujidades
e/ou parasitos.

DISCUSSAQ

Na andlise dos chds, foram abordados os as-
pectos de identidade e qualidade da droga. Quan-
do & identidade, procurou-se caracterizar a espé-
cie empregada na elaborago do produto. Dentre
as amostras estudadas, as de carqueja, boldo,
comfrey, horteld ¢ stévia foram as gue ndo apre-
sentaram problemas de alteragdes ou falsifi-
cagbes, tendo sempre identificacio positiva guan-
to & espécie empregada. O mesmo nio fol consta-
tado com as amostras de crva-doce pois, na maio-
ria das amostras analisadas, a espéeie Pimpinelia
anisum {erva-doce) foi substitufda pelo Foenicu-
lumn vulgare (funcho). A comercializacdo da er-
va-doce tem-se dado de forma um fanto polémi-
ca, pois hd interesse em: que ¢ nome popular er-
va-doce nacional seja adotado legalmente para a
espécie Foeniculum vulgare.

Praticamente, 0 mesmo ocorre para a erva-ci-
dreira, nome popular para a espécie Melissa offi-
cinalis. segundo a Farmacopéia Brasileira. Con-
tudo, tem sido comercializada como erva cidreira
a espécie Cymbopogum citratus , vulgarmenle co-
nhecida como capim-limao, capim-cidrio, ché-
-de-estrada e outros. Apalogamente, a espécie
comercializada amplamente como catuaba ndo
corresponde 4 espécie Anemopaegma mirandum
inscrita na Farmacopéia dos Estados Unidos do
Brasii, 12 edicdo®. Para a espinheira-santa (May-
tenus ilicifolia), embora ndo inscrita na Farma-
copeia, foram verificadas para algumas amostras,
a ndo correspondéncia da espécie analisada com o
padréo.

Tao importante quanto a identidade € o aspec-
to da qualidade que se traduz pelas condigdes hi-
giénicas do produto e presenga de materiais orgé-
nicos estranhos, como uso de outras patries do ve-
getal empregado que nfo séo a droga, j4 que par-
tes como ostas contém menos ou nenhum princi-
pio ativo, mas conferemn peso ao material. Neste
Gitimo caso, podemos citar as amostras de car-
queja, onde predominam cauales de tamanho e es-
pessuras varidveis e rareiam as sumidades floridas,

47



BATISTIC, MLA,; AURICCHIO, M.T.; HOPPEN, V.R. & YAMASHITA, LY. ~ Verificaghio da qualidade ¢ identi~
dade de chds medicinais. Rev. Inst, Adolfo Lutz, 49(1):45-49, 1989,

¢ as amostras de camomifa, onde muitas vezes a
quantidade de peddnculos estava presente em
maior quantidade, ultrapassando o indice de 5%
recomendado nas farmacopéias brasileiras 17 e 22
edigdes®’. As farmacopéias brasileirag, 1%, 2% ¢ 32
edicbes, recomendam para algumas drogas a ob-
servago desse fator e dio fndices emy porcenta-
gem da guantidade mdxima de material estranho
que pode estar presente na droga analisada.

Guanto ao aspecto higiénico, fol observada
presenca de parasitos, assim como de produtos de
seus metabolismos e presenca de sujidades, ou se-
ia, materiais inorgdnicos como particulas de areia
e terra em especial, que podem estar presentes
aderidos 4 superficie da droga, ou fvres, junta-
mente c¢om a droga, quando s#o de tamanbo
maior. Este dltimo fator € de suma importincia na
andiise de uma droga; uma forma de se verificar
numericamente a porcentagem dessas sujidades
seria pela realizagBo de determinagbes de cinzas
totais ¢ cinzas insoldveis em dcido, particular-
mente, que quantificaria a silica provenienle da
areia e terra, as chamadas “cinzas nao fislolégi-
cas”, As vdrias farmacopéias internacionais, da
Inglaterra, Franca, Estados Unidos, 1tdlia, Japdo,
diferem na metodologia para a determinacio das
cinzas totais e cinzas insoldveis em 4cido®, princi-
palmente quante 4 tomada de ensaio ¢ temperatu-
ra de incineragéo das amostras. Optou-se, em
nosso estudo, pelas determinacdes descritas na
Farmacopéia Brasileira, 32 edicdo®. E importante
salientar que nas trés edigles das farmacopéias
brasileiras **7 houve um decréscimo no nidmero
das monografias de drogas que mencionam Mmdi-
ces permitidos para cinzas totals, cinzas insolGveis
em dcido, ¢ observagbes para matérias estranhas.
Pas amostras analisadas nesse estudo, s6 o sene
pode ser avaliado, guanto aos fndices de cinzas
totais ¢ cinzas isoldveis em 4cide, por compa-
racdo com os valores apresentados pa farma-

copéins. J4 nas monografias de camomila, erva-
-doce, boldo e horteld aparecem apenas fndices
para a determinagio de cinzas totais. Verificou-se
que, apesar de os indices de cinzas tofais nas
amosiras de sene estarem de acordo com 0§ exi-
gidos pelas farmacopéias™®’, og Indices de cinzas
inseliveis em dcido excederam esses valores.
Sendo a determinagio de cinzas insoliveis em
deido o modo mais preciso de se quantificarem
matérias estranhas silfceas, acreditamos que a
existencia nas monografias dos limites maximos
para esta deferminacio seja mais importante que a
dos limites estabelecidos para cinzas totais.

CONCLUSAQ

Asg andlises realizadas num laboraiério de con-
trole de qualidade oficial sio orlentadas pelas
normas ¢ especificagbes dos Codigos ¢ Farma-
copéias. Dessa forma, as denominagOes cientificas
e populares devem estar de acordo com esias es-
pecificacdes. Os nomes clentilicos Pimpinella
anistum, Foeniculum vulgare, Melissa officinalis,
Cymbopogum citrats  devem corresponder aos
nomes populares erva-doce, funcho, erva-cidrei-
ra, capim-limfo, respectivamente, até que alte-
rages para novas denominaches populares sejam
oficializadas. As mesmas consideractes valem pa-
ra a catuaba, amplamente difundida, que ndo cor-
responde & espécie descrita na Marmacopéia Bra-
siletra *>%7

Embora as trés edigbes da farmacopéia Brasi-
leira tenham trazido fndices de cinzas totais para a
maioria das monografias e, em raros casos, apre-
sentado indice de cinzas insoliveis em dcido, as-
sim como presenca de matdrias orgénicas estra~
nhas, sugere-se a revisdo destes valores e intro-
dugfo obrigaidria destas determinagdes em todas
as monografias de drogas vegetais inscritas na
Farmacopéia Brasileira,

RIALAG/G5T

BATISTIC, M.A; AURICCHIO, M.T,; HOPPEN, V.R. & YAMASHITA, LY. - Quality and
identity of medicinal teas. Rev. Inst. Adolfo Lurz, 49 (1:45-49, 1989,

ABSTRACT: Ninety and six samples of different kinds of medicinal teas were analyzed
s0 that the quality and identity of the products available ia the market could be evaluated. In
most of the samples of anise (Pinpinella anisipn), balnmint (Melissa officinalis), “catnaba’” (Ane -
mopaegmia rirandim} and espinheira-santa’ (Maytenus iicifolin) substitutions of the indicat-
ed species were evidenced, The study still discusses the determination of acid-inscluble ashes as
guality parameier concerning the presence of strange mineral material.

DESCRIPTORS: tea {medicinal plants}, species identification; tea, strange mineral mate-
rial in, determination; acid-insoluble ashes method.
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RESUMO: Com a finalidade de selecionar o melhor méiedo para a determinagao de arsg-
nio em aditivos para alimentos, os autores efetuaram estado comparative de trés métodos: de
Gutzeit, ¢ os colorimétricos, do azul de molibdénio e do dietiiditiocarbamate de prata. Os resul-
tados mostraram que 0 método de Gutzeit € o menos sensfvel, podendo ser utilizado em deter-
minagdes semi-quantitativas, Quanto aos métodos do dietilditiocarbamato de prata ¢ o do azul
de molibdénio, os maiores desvios foram obtidos ra determinaciio de baixos teores de arsénio,
Egses métodos apresentaram aplicabilidade para uma faixa bastante grande de conteddo de arsé-
nio, sendo que o do dietilditiocarbamato de prata é recomendado para a determinacio de baixos

teores de arsénio €, o do azul de molibdénio, para teores mais elevados,

DESCRITORES: arsénio em aditivos para alimentos, determinagio; aditivos para alimen-
tos, arsénio em, determinagio; métodos, estudo comparativo.

INTRODUCAQO

Os metais s8¢ constititintes normais da crosta
terresire ¢ dos oceanos. Sua ocorréncia, em for-
ma de tragos, também € verificada em todas as
plantas e animais, ¢ conseqglientemente, eles po-
dem entrar na cadeia alimentar do homem.

Alguns destes metais, tais como, cobalto, co-
bre, zinco e manganés desempenham funcdes vi-
fais ¢ essenciais a0 0osso organismo. Outros,
porém, em concentragdes maiores ou menores,
sfo contaminantes ¢ podem ter efeitos nocivos &
saide da populagio que os ingerem através dos
alimentos. £ o caso do arsénio, que pode ocorrer
como contaminante acidental nos alimentos,
através do seu processamentio ou do tratamento
agricola com o uso de pesticidas arseniais.

O arsénio ¢ seus demvados sdo bastanto toxi-
cos, produzindo doengas agudas ou crénicas, Em

geral, compostos trivalentes de arsénio sdo mais
toxicos que os pentavalentes®.

Uma das preccupacbes no conirole de guali-
dade das substincias utilizadas como aditives para
fins alimenticios € a determinacéo de arsénio. A
demanda deste tipo de andlise no Instituto Adolfo
Lutz € bastante grande e o método utilizado € o
de Gutzeit®. Este método apresenta vdrias incon-
veniéncias, como a necessidade de usar tiras de
papel especial, usualmente importadas, além de
ser semi-guantitativo, pois baseia-se na compa-
racdo visual entre a mancha obtida com a amostra
e as resultantes com padrdes de arsénio, ocasio-
nando erros aprecidveis.

A “Association Official Analytical Chemis-
try” descreve outros métodos para determinagho
de arsénio, tais como, o do azul de molibdénio e o
do dictilditiocarbamato de prata. Nestes métodos,
apos destruigdo da matéria orginica da amostia,

* Realizado na Seqo de Aditivos e Pesticidas Residuals do Institito Adolfo Lutz, S&e Paulo, SP. Apresentado ne 102
Congresso Brasileiro de Ciéneia e Tecnologia de Alimentos, Sio Paunlo, 1987,

#* Do Institute Adoifo Lutz,
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usualmente por via dmida, os compostos de arsé-
nio sdo transformados em arsina que, em contato
com diferentes reagentes, podem ser determina-
dos espectrofotometricamente.

Para avaliar, com maior confiabilidade, os teo-
reg de arsénio em andlises de rotina em amostras
de aditivos destinados a alimentos, foi proposto
sm estudo comparative do método de Guizeit,
utilizado no Instituto Adolfo Lutz, com os colo-
riméiricos, do dietiiditiocarbamato de prata ¢ do
azv} de molibdénio.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas, para avaliagido do seu pa-
drao de qualidade, diferentes amostras de aditivos
para alimentos, encaminhadas para exame 4 Secdo
de Aditives e Pesticidas Residuais do Instituto
Adoifo Lutz, Sio Paulo.

Recuperaciéo do arsénio

Para esta finalidade, a destroigfo da matéra
organica foi efetwada por trés diferentes proce-
dimientos:

a) Via ttmida, com a mistura de H 2SO SHNG 3
Material

Béquer de 50 mi
Balio de kjeldahl de 800 ml
Proveta de 200 mi

Reagentes

}f._cido sulfdrico p.a.
Acido nftrico p.a.

Procedimento

Pese exatamente, e wmn béquer, de 1 a 3g da
amostra e adicione a esta uma quantidade conhe-
cida de arsénio, Transfira para um baldo de kjel-
dahl com auxflio de 20 1l de 4cido nitrico. Adi-
cione, lentamente, 10 ml de d4cide sulfdrico.
Aquega em bico de Biinsen (na capela) até nic
haver mais desprendimento de vapores de dxido
de nitrogénio. Adicione 5 ml de dcido nitrico e
agueca ai€ a soluco se tornar incolor. Continue o
aguecknento até o aparecimento de fumagas
brancas de anidrido sulfGrico. Esfrie. Adicione,
cuidadosamente, 20 mi de dgua desmineralizada.
Aquega até o aparccimento de fumaga branca de
anidrido sulfdirico. Esfrie.
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b} Via dmida, com H 350 41 202
Material

Béquer de 10 mi
Balfo de Kjeldahl de 800 mi
Proveta de 30 mi

Reagentes

Acido sulférico p.a.
Agua oxigenada a 30% p.a. (peridrol)

Frocedimenio

Proceda como em «, isto &, por via dmida com
mistura de HQSO AIHNO , variando apenas os
reagentes e suas quantidades. Udlize no maximo
10 ml de deido sulfdirico. A quantidade de dgua
oxigenada a ser utilizada ¢ de 40 ml, podendo ser
adicionado um pouco mais, c4s0 necessirio.

¢} Via seca, com a mistura
MgO/Mg{A703)2.6 H20

Material

Cdpsula de porcelana de 50mi
Proveta de 200 mi

Baldo de kjeldahl de 800 mi
Baldo volumétrico de 1000 ml

Reagentes

Acido cloridrico 1:]
Mistura de MgO/Mg(NO3),6H,0

Digsolva 75 g de MgO e 105 .g de
Mg (NO4)2.6H70 em 4gua desmineralizada e
complete o volume em balo volumétrico de
1.000 mi. Agite vigorosamente a suspenséo ¢ dei-
xe em repouso por 24 horas antes do uso,

Procedimenio

Pese, exatamente, de 1 a 3 g de amostra e adi-
ctone uma quantidade conhecida de arsenio, se-
guida de 10 ml de mistura de
MgO/Mg(NO317.6HAO. Aquega em bico de
Biinsen e, em seguida, coloque na mufla a 530°C
até que as cinzas se tornem brancas. Dissolva o
residuo, esfriado, com 1 a2 md de dguac (0 mide
dcido cloridrico I:1.

Chuantificagde do arsénio

Nas amostras mineralizadas pelos (rés proce-
dimentos descritos, o teor de arsénio fol quantifi-
cado, apds sua trarsformacio em arsina, mediante
reagdo com zinco metdlico e dcido cloridrice, pe-
los métodos:
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a) Método de Guizeit

Principio: A arsina degenvolvida ird reagir
com solugho de cloreto de merciirio impregnada
em wra tira de papel. formando wma mancha cas-
tanha ¢ cujo tamanho estd relacionado com a con-
centragio de arsénio®,

b} Mérodo colorimétrico do azul de molibdénio

Principio: A arsina desenvolvida ird reagir
com solugdo de hipobromito de sédio, molibdato
de amdnio e com solugiio de sulfato de hidrazina,
cuja coloragdo produzida é medida a 8435 am con-
tra urn branco preparado da mesma maneira®

¢y Método coloriméirico de dietilditiocarbarma-
to de prata

Principio: A arsina desenvolvida ird reagir
com umsa solugdo piridinica ou clorofémmica de
dictiklitiocarbamato de prata, com formaglo de
vm complexo de coloragdo vermelha, caja inten-
sidade pode ser lida especirofotometricamente a
525 nm, conira um branco®.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados obtidos das curvas-padrio para
determinacio de arsénio, pelos métodos de Gut-
zeit ¢ pelos colorimétricos, sdo mostrados nas ta-
belas 1,2 e 3.

Os dados da tabela 1, referentes ao método de
Guizeit, permitem interpretar os resuitados so-
mente apenas dentro de um intervalo de concen-
tragio de arsénio.

A tabela 4 apresenta a porcentagem de recu-
peracao de arsenio obtida com os trés diferentes
procedimentos utilizados para a destruicio da
matéria orgdnica, etapa esta bastante critica onde
requer cuidados especiais. Como pode ser obser-
vado, © mélodo por via {fmida com
H»S04/HyO9 foi o que apresentou melhores re-
suftados, onde a recuperagdo de arsénio variou de
84 a 98%. Este método de mineralizagio foi o

padronizado para as determinagdes de arsénio
desta pesquisa.

Os teores de arsénio obtidos na andlise de 5
amosiras de aditivos, pelos métodos j& menciona-
dos, estdo expostos na tabela 5. Os dados desta
tabela mostram que, entre os métodos estudados,
o de Gutzeit € o menos sensivel, sendo semi-
quaniitativo, pois a sua guantificacio & feita por
comparacdo visual da mancha obtida com uma es-
cala de padrdes de arsénio, previamente estabele-
cida. Além de ser pouco sensivel, o método apre-
senta a inconveniéneia da necessidade de tira de
papel especial, sendo necesséria a sua importagfo.

Quanto aos métodos coloriméiricos, do dietil-
ditiocarbamato de prata ¢ do azul de molibdénio,
verificamos gue os maiores desvios entre 0s re-
sultados foram encontrados nas amostras com
teores mais baixos de arsénio. Isto é compreensi-
vel pelo fato de cstarmos irabalhando no extremeo
inicial das duas curvas de calibragfio, que € a re-
gifio de menor sensibilidade.

Estes 2 filtimos métodos s&o bastante adequa-
dos para a determinacdo de arsénio sendo que ¢
do azol de molibdénio apresenta aplicabilidade
para uma faixa maior de conteddo de arsénio, em
concorddncia com os resultados obtidos por
HOFFMAN & GORDON?, O método do azul de
molibdénio ¢ recomendado para nivels de arsénio
acima de 12 mg/kg ¢ o do dietilditiocarbamato de
prata, para nivels inferiores.

O métedo de dietilditiocarbamato de prata
apresenta mator sensibifidade em relagiio ao do
azui de molibdénio, tendo a vantagem de necessi-
tar quantidades menores de amosira para des-
truicdo da maiéria orginica para sua posterior
quantificacdo. Porém, a grande desvantagem des-
te método ¢ o uso de piridina que, além de ser t6-
xica, tem odor bastante desagraddvel, sendo ne-
cessdrio o uso de uma capela com boa exaustio.

Dentre as amostras de aditivos analisadas,
duas apresentaram teores de arsénio acima do li-
mite tolerado pela legislagdo, que € de 3 mg/kg
para a maioria deles®.

TABELA 1

Escala de teores de solugdes de arsénio obtida pele método de Guizeit

Altura da mancha

Teor de arsénico

{mm) (g
1 - 2 1 - 4
2 - 5 5 .04
35 .10 10 - 19
0 - 13 20 - 29
15 - 20 236
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TABELA 2

Curva-padrio de arsénip obtida pelo métado coloviméico do dieildinocarbamate de prara®

A Teor de Arsénio Teor de Asa()
Absorbfincia (hg) (1) 3
0,060 1,00 1,32
0,112 2,00 2,64
0,178 3,060 3,96
0,240 4,00 5,28
0,298 5,00 6,60
0,423 7,00 6,24
0,498 8,00 10,56
0,613 16,00 13,20

* Espectrofotdmetro Hitachi-Perkin Elmer - Modelo 139,
CondigGes experimentais A= 525 mm; coarse = 2; fenda = 0,5,

TABELAZ

Curva-padraoe de arsénio obtida pely método colorimétrico do azul de molibdénio *

A L Teor de arsénic Teor de Asa0O4y
bsorbincia (g (e
8,107 7,57 10,60
0,210 13,14 20,60
6,321 22,71 30,00
0,427 30,28 40,00
0,529 37,85 50,00

* Espectrofotémetro Bausch & Lomb Spectronic 88,
A = 845 nm.

TABELA 4

Teste de recuperacdo de arsénio pelos trés diferentes procedimentos de minerafizacdo da maréria orgdnica da amostra

Recuperacio (%)
Adigao padrao de
Amosira do aditivo arsénio na amostra Método Método Método
{g) {phg) HyS04/HNO, MgOMg{NO3), HySO4H0,
1,00 1,00 62,0 60,0 83,8
1,00 3,00 65,5 76,6 87,1
1,00 5,00 720 87,3 96,0
1,66 16,60 72,4 73,3 97,6

TABHLAS

Yeores de arsénio nas amosiras de aditvos enalisados pelos métodos testados

Arsénio (hg/'®)
Armostra
Método do dietil-
Método de ditiocarbamato de | Método doazul | Pesvio absoiuto | Desvio relativo

Guezeit prata de molibdénio (%)
Carragena < 1,00 1,72 2,85 0,87 50,6
Urncum -+ Cdreuma < 1,00 NE* ND#* 0,00 0,0
Nitrato de sédio < 1,00 0,47 0,17 4,30 63,8

Pirofostate
tetrassGdico 1,57 - 2,83 3,72 3,56 0,16 4,3
cido fosférico 3,30 6,28 7,29 6,73 1,56 779

* NP = Nao detectado, Sensibilidade do método = 0,1 pélg,
“*NB = Nio detectado, Sensibilidade do métode = 0,3 pglg.
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CONCLUSAO
Com base no estudo realizade, concluiu-se
que:

a) O método de destruigdo da matéria organi-
ca, via HySO4/H2O4, foi 0 mais adequado para
determinagio de arsénio.

by O método de Guizeil para a quantificagfo

do arsénio deverd ser utilizado semi-quantitati-
vamenie,

¢} Devido &s sensibilidades apresentadas, re-
comenda-s¢ a utilizagde do método do azul de
molibdénio para a determinagio de arsénio em nf-
veis acima de 12 mg/kg e o do dictilditiocarbama-
to de prata para niveis inferiores.

RIALAGMHSE

YABIKU, H.Y.; DIAS, N.A. & MARTINS, M.S. — Comparative study of the usual methods
for the determination of arsenic. Rev, fnst, Adolfo Luzz, 49 (13:51-55, 1989.

ABSTRACT: In order to select the best method for determination of arsenic in food addi-

tives, the authors carried a comparative study of the three following methods; Gutzeit, colori-
metric procedure of molybdenum blue and the silver diethyldithiocarbamate. The results sho-
wed that the Gutzeit mothod is the least sensitive, so far, wtilizing in semi-quantitative determi-
nations, The larger coefficients of variation for silver diethyldithiocarbamaie and molybdenum
hine methods were obtained in low levels of arsenic determination, These methods are applica-
ble over a much wider range of arsenic contents. Silver diethyldithiocarbamate method is better

for determination of low arsenic levels and molybdenum blue for high levels.

PDESCRIPTORS: arsenic in food additives, determination; food additives, arsenic deter-

mination in; methods, comparative study.
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RESUMO: Foram analisadas 360 amostras de categutes simples esterilizados por radiagéo
gama do Ce60, a {im de verificar o efeiio da radiagio apds um periodo de estocagem supetior a
dois anos, om termos de degradagio prowdica. Comparativaiente foram estudadas 360 amostras
de categutes csterilizados por solugdes quimicas e verificados os seguintes resultados: todas as
amostras estavam estéreis, porém, as esterilizadas por radiagio liberaram residuos de degra-

daghio protéica.

DESCRITORES: categute, degradagio da proteina por radiagdo gama; categute, esterili-

zaglo quimica, controle,

INTRODUCAO

A esterilizagfo por radiacio gama do Cob0 €
um processe simples, cuja {nica varidvel em re-
lacio aos diversos tipos de produtos a serem este-
rilizados ¢ o tempo de exposigao & fonte radicativa.

Assim, para cada espécie de maferial a ser es-
terilizado, ¢ previamente realizado um célculo pa-
ra se chegar ao tempo necessdrio de exposicio &
fonte radioativa para a perfeita esterilizacdo do
mMESmo.

Em umdade Cerius a radiagfio tem a seguinte
emissio: 7.4 x 10'° raios gama por segundo’.

O tempo de exposicio & fonte radioativa para
categutes € de 5 horas ¢ a dosagem utilizada € de
2,5 M rad™®.

Os produtos sio levados 4 fonte da radiagdo ja
embalados em caixas de papeldo, ou seja, em sua
embalagem final. No interior dessas caixas € co-
locado um dosimetro para controle da radiagfo
utilizada, que consiste num equipamento especial
de leitura que indicard a dosagem recebida e per-
mitird a deferminac@o da qualidade de esterili-
zago’ 10,

O presente trabatho fol iniciado quando alguns
hospitais suspeitaram da contaminagfio de categu-
tes com mais de dois anos de estocagem, que es-
tavam ocasionando reagbes indesejdvels em seus
pacientes. Na realidade, ndo se tratava de uma
contaminagio bacteriana, mas sim da presenga de
particulas oriundas da esterlizagdo por radiacdo
gama. Realizamos entdo um estudo comparativo
entre categutes esterilizados por radiacio e cate-
gutes esterilizados por solugdes quimicas 511,

% Realizado na Se¢fo de Controle de Hsteritidade ¢ Pirogénio ¢ na Segéo de Microscopia Alimentar do [nstituto Adolfo

Lutz, Sdo Paulo, SP.
Do Institute Adoifo Lutz,
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MATERIAL E METODOS

Material

Sistema de [ftragem: porta filiros ¢ suportes
para membranas

Fiitro de papel com 47 mm de difmetro ¢
0,2 um de porosidade

Microscépio Zeiss, binocular

Estereoscédpio

Ldminas para microscdpio

Frascos com 100 ml de dgua destilada estéril
com tampa de borracha

Meios de cultura

Meic de tioglicolato fluido*-**"
Meio de Saboraud modificado *+*'*

Método

Foram apalisadas 3 amostras de cada lote de
120 categutes esterilizados pelo processo de Ra-
diagdo Gama {(grupo A) e 3 amostras de cada lote
de 120 categutes esterilizados por processo qui-
mico {grupo B), totafizando 360 amosiras de cada

g-rupo “2’3’8.

Todas essas amostras eram de marcas variadas
e nos foram enviadas por diverses hospitais, labo-
ratdrios, ou através do Centro de Vigildncia Sa-
nitdria. Dessas 360 amostras dos grupos A ¢ C,
120 foram utilizadas para andlise microscépica
para observagfo de particulas e 240 amos(ras uti-
lizadas para andlise de controle de esterilidade, de
acordo com o método da Farmacopéia Brasileira,
32 edicio®.

Semcamos 240 bobinas de categute, previa-
mente liberadas do Hguido conservador, respecti-
vamente em 20 mi de meio de Tioglicolato fluido
(120 bobinas) ¢ em 20 ml de meio de Saboraud
modificado {120 bobinag)**11.

As amostras semeadas em meio de Tioghicola-
to fluido permaneceram em estufa a 35 — 37°C, e
as amostras semeadas em meio de Saboraud mo-
dificado ficaram em temperatura ambicnte
(£ 20°C), por um periodo de 12 dias,

Ag bobinas de categute utilizadas para anélise
microscépica sofreram o seguinie tratamento: ca-
da bobina fol colocada em um vidro contendo
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100 ml de dgua destilada estéril. sofren agitacio
por 5 minutos e posteriormente foi filtrada em
membrana de 0,2 pm, para observacdo dos resi-
duos af retidos. Em seguida, as bobinas foram
examinadas em estercoscépio e microscdpio.

RESULTADOS

Todas as semeaduras realizadas para controle
de esterilidade resultaram negativas, portanto,
ambos os métodos de esterilizagao (por irradiacao
ou pelo método quimico) mostraram-se igual-
mente eficazes, porém todos os fios esterilizados
por radiagfo gama apresentaram liberagiio de
residuos.

Os exames microscépicos desses residuos re-
velaram tratar-se de particulas protéicas oriundas
da degradagédo dos categutes irradiados.

Os categntes esterilizados guimicamenie nada
apresentaram em termos de degradacao.

DISCUSSAC B CONCLUSAO

Uma das aplicacdes mais recentes da tecnolo-
gia nuclear € a esterilizacio de produtos médico-
~cirdrgicos descartdvels, através da radiaglio. A
esterilizagio por radiagho gama do Co60 & um
método que tem sido utilizado no mundo todo,
demonstrando ser bastante eficiente; no entanto,
cle requer um estudo prévio de cada produto e de
seus constituintes para saber os efeitos da ra-
diagdo sobre o produto final. E importante saber
se nao ocorrerio mudancas de propriedades nesse
produto.

£ o caso de fios para sutura cirfirgica que, cm
virtude de sua constituicio protéica na sua ori-
gem, sofrem degradagfo protéica apds um perio-
do de estocagem longo. Todo nosso estudo foi
realizado com amostras com mais de dois anos de
fabricacéo. '

Esses resfduos detectados sfo prejudiciais em
quaisquer quantidades porque acarretam perdas
importantes nas propriedades de um fio de sutura,
come diminuigio da resisténcia e tragao, além de
ocasionar variagdo de seu didmetro, propriedades
essas relevantes para a qualificagho do fio, Por-
tanto, tal método de esterilizacdo ndo € adequado
a suturas cirdrgicas, visto ocorrer degradacdo
apds estocagem prolongada. Tal fato provocard
distiirbios indesejdvels em qualguer procedimento
cirdrgico hospitalar.
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protein degradation after two year-storage and the loss of these qualification for surgical proce-
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RESUMO: Em pesfode pds-epidémico de meningite bacteriana foi planejado comparar a
possibilidade do exame bacterioscépico, cultura e pesquisa de antigenos polissacarfdeos através
da imunceletroforese cruzada (IEC) no diagndstico dos trés agentes etioldgicos que aparecem
com maior fregiitncia nestas infecges, Neisseria meningitidis, Strepiococcus pretanoniae
e Haemophilus influenzae. Nas 326 amostras de liquide cefalorraguidiano (1.CR} em que foram
identificadas estas bactérias, o exame bactertoscdpico foi positivo em 273 (83,74%), a IEC em
273 (83,74%) e & cultura em 207 (63,50%). Para o total de amosiras estudadas tivemos igual
ndmere de casos diagnosticados pela bacterioscopia e IHC (p<C,65) entrotanto, quande com-
paramos a positividade dos métodos laboratoriais associados entre si, a positividade da bacte-
rioscopia para os trés agentes citados (95,33%) supera a da IBC {91,05%) e a da cultura {77,04%;
{(p<0,05). A IEC & um importanle método diagndstico, principaimente gquando aplicado em
LCR que por gqualquer razio & impréprio 4 bacterioscopia ¢ cultivo de bactérias. Nenhum dos
métodos citados deverd ser utilizado em detrimento do outro; a associacio dos métodos além de
melhorar as possibilidades diagndsticas evitando erros de interpretagiio, estabelece controle de

qualidade no diagndstico laboratorial.

DESCRITORES: meningite bacteriana, diagndstico laboratorial.

INTRODUCAO

As meningites bacterianas, apesar do desen-
volvimento de novas drogas antibacterianas, con-
tinuam grassando entre nds, com alta incidéncia.
O cuidadoso exame laboratorial do lignido cefa-
lorraquidianc (L.CR) € o suporte para o diagnésti-
co ¢ tratamento adequado do paciente.

Na rotina laboratorial, sio utilizados para o
diagndstico das meningites o exame bacterioscd-
pico, a cuitura € a pesquisa de anligenos polissa-
carideos no LCR através da imunoeletroforese
cruzada (IEC).

O exame bacterioscdpico do LCR é da maior
valia pela grande rapidez com que se pode
demonsirar 0 agente bacteriano, a observagdo de
qualquer morfologia bacteriana neste exame €
imporiante para o clfnico, pois serd guia na esco-
Iha inicial do antibidtico para o tratamento’*". O
valor diagndstico do exame bacterioscépico estd
na dependéncia de sua correta interpretacio, pois
mesmo um técnico experiente pode cometer erros
de leitura’”*®, e também, no niimerc de bactériag
contidas no LCR que geralmente, sd é positivo
quando a concentragio for de 10° bactérias/mili-
litte de uma amostra de LCR ndo centri-
fugada®™?.

* Realizado na Secdo de Bacteriologia do Instituto Adoifo Lutz, Sio Paulo, SP.

=+ Do Instituto Adolfo Lutz.
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Podem aconlecer enganos na interpretagio dos
resultados da bacterioscopia, pois os microrga-
nismos podem sofrer alteragdes fisico-qufinicas,
provocando desvios na coloragfio de Gram?®®°.
Outra fonte de erro no diagndstico pela bacte-
rioscopia ¢ o resultado falso-positive dado por
bactérias ndo vidveis oriundas de tubos de ensaio
confaminados®**, por falhas na limpeza de 1ami-
nas de microscopia’®, ¢ por bactérias agregadas
células epidérmicas quando o paciente € puncio-
nado®®, A fregiiéncia com que ocorrem falhas no
exame bacterioscopico pode ser da ordem de
10-15%, quando comparade aos resultados obti-
dos pelo cultivo de bactérias® 7%,

Para o cultivo das bactérias sdo necessdrias
virias preocupagdes gue deverfio ser tomadas e
que possibilitam o crescimenio dos microrganis-
mos, sendo indispensdveis os cuidados no trans-
porte e conservacdo do LCR, bem como, a esco-
lha dos meios de cultura utiizados no diagnéstico
bacterioldgico. Geralmente, o3 microrganismos
causadores de meningites bacterianas s3o bastante
sensiveis até a pequenas variagdes de temperatura
e teor de umidade’ #7245,

SHo mdltiplos os fatores gue podem infiuir na
viabilidade das bactérias, principalmente do me-
ningococo, como o volume de LCR semecado®®,
stia composico®,- condicdes de conservacio ¢
transporte '**©°% ¢ ainda a aglo da antibiotico-
terapia prévia 4 pungol® %% Devido a estes
fatores so recomendados exames ipunoldgicos
como complementares no diagnéstice das menin-
gites bacterianas, entre os quais utiliza-se, princi-
palmente, a imunoeletroforese cruzada (IEC) na
pesquisa de antigenos® bacterianos eventnalmente
presentes no LCR 1842,

A IEC pode ser empregada na pesquisa de
anifgenos  polissacarfdeos de N,  meningiri-
dis® 120 de 8. pnewmonice ¢ de H. influen-
zae' P24 Heta metodologia fol padronizada en-
tre nés ¢ demonstron grande sensibilidade e espe-
cificidade®-38:20-41

Algumas restrices sfo feitas ac uso desta
prova imunol6gica relacionadas ao aparecimenio
eventual de resultados falsos, devidos a reacBes
cruzadas entre géneros e espéeies’*r79:2%%2 Sa-
lienta-se que o valor da imunocletroforese cruza-
da no diagndstico das meningites bacterianas de-
pende inteiramente da gualidade dos reagenies e
do anti-soro empregados na reagio®.

Em publicagdo anterior MELLES et alii*®, fa-
zendo estudo de métodos comparativos de
diagndstice das meningites bacterianas, dentro do
periodo epidémico causadeo pela N, meningitidis e
obedecendo a todos os pardmetres j& menciona-
dos nos cuidados com o LCR, empregaram, com
sucesso, além dos méfodos laboratoriais citados
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acima, a pesquisa de anticorpo pela hemagluti-
nagdo passiva. O presente frabatho visa analisar a
metodologia utilizada para o diagndstico das me-
ningites bacterianas através dos resuitados obti-
dos na rotina diagndstica de nosso laboratério em
periodo pés epidémico quande houve maior va-
riedade de agentes etioldgicos diagnosticados
quando comparado com o perfodo epidémico.

MATERIAL E METODOS
Marerial

Em perfodo de aproximadamente 12 meses, de
1981-1982, foram analisadas 641 amostras de -
quido cefalorraguidiano de pacientes com suspei-
ta de meningite bacteriana. Os LCR foram pro-
venientes do Hospital Emflio Ribas, S50 Paulo, ¢
os exames laboratoriais foram processados nas
Segdes de Bacteriologia e Imunologia do Instituto
Adolfo Lutz, Sdo Paulo.

Métodos

A metodologia seguida para o diagndstico la-
boratorial das meningites bacterianas foi a reco-
mendada pelo Centro de Referéncia Nacional pa-
ra Meningites, Instituto Adolfo Lutz - Ministério
da Saiide®.

Os anti-soros aglutinantes e precipitantes para
N. meningitidis e H. influenzae foram preparados
no Instituto Adolfo Lutz. Os de §. pnewmnonice
foram provenientes do ‘'Stats Serum Institut™,
Copenhagem, Dinamarca.

RESULTADOS

Das 641 amostras de LCR, examinadas no
perfodo indicado, 326 foram positivas sendo que
145 o foram para N. meningitidis, 98 para S.
preumoniae ¢ 83 para M. influenzae, através dos
exames bacterioscOpico, cultura e IEC, Estes re-
sultados estdo expostos na tabela n? |, na quai ve-
rificamos gue, para estes agenfes citados, a IEC
foi o exame iaboratorial que, guando usado sepa-
radamente, obteve o maior fndice de positividade,
ou seja, 11,96% do total das amostras. Em segui-
da vem a bacterioscopia com 7,97% e a cultura
com 1,23%. Quando a IEC foi utilizada em com-
binagao ou associada & bacterioscopia ¢ 4 bacte-
rioscopia mais cultura, a positividade passou a ser
16,56% para a primeira combinacdo e 52,15% pa-
ra a segunda.

Nos resultados obtidos para os agentes isola-
damente, verificamos que, no diagndstico do H.
influenzae, a IEC corresponde 3 segunda maior
freqiééncia de positividade, o mesmo acontecendo
para o meningococo quando esta prova fol asso-
ciada 4 bacterioscopia.
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Relacionando o nimero de vezes e o percen-
tual com que cada método laboratorial apresentou
positividade nas 326 amostras de LCR, verifica-
mos, na tabela n? 2, que a cultura foi o ¢xame de
mais baixa positividade para o conjunto de agen-
tes etioldgicos diagnosticados (63,50%). Quando
consideramos a bacterioscopia ¢ IEC para este
mesmo conjunto de bactérias, verificamos o
mesmo percentual de positividade (83,74%) com
p<{,05 independente da presenga de fatores im-
pedientes no LCR. Alnda, nesta tabela, constata-
mos, nos agemntes bacterianos isoladamente, dis-
creta superioridade da bacterioscopia sobre a
IEC, guando a bactéria identificada foi o menin-
gococo {84,14% - 82,75%). O inverso, com con-
siderdvel superioridade (71,08% - 95,18%), acon-
teceu para o Haemophilus porque o seu diagnds-
tico presuntivo de género ndo poderia ser dado
simplesmente pela bactertoscopia; os dados consi-
derados foram os da soma das amostras em que a
bacterioscopia fol positiva juntamente com a cul-
tura ¢ ou IEC. Para o pneumeococo, a tabela mos-
tra que foi evidente a supcrioridade da bacterios-
copia na visualizagio da sua morfologia carac-
teristica (93,87%. -~ 75,519). O valor da cultura
foi o mesmo que da IEC pa sua identificagdo
(75,51%).

Tomando somente aquelas amostras de LCR
em que a eticlogia bacteriana foi esclarecida quan-
do houve associacdo dos métodos laboratoriais,

ou seja, em 257 (78,83%) das 326 amosiras fotais
positivag, verificamos que, independentemente da
presenca de elementos impedientes no LCR, o
agente etiol6gico foi identificado pela combi-
nagdo parcial ou total de bacterioscopia, cultura e
IEC. Considerando separadamente o diagndstico
de cada agente etioldgico verificamos que,
através dessa associacio, o meningococo fof iden-
tificado em 106 (73,10%) das 145 amostras posi-
tivas para meningococo, 0 pueamococo om 87
(88,77%) das 98 amostras positivas para pneumo-
coco ¢ o H. influenzae em 64 {77,10%) das 83
amostras positivas para esta bactéria (tabela 3).

Comparando isoladamente cada méiodo labo-
ratorial participantc dessa associagdo, pudemos
verificar que a bacterioscopia fol positiva em
95,33% das oportunidades de exames realizados,
a IBC em 91,05% e a cultura em 77,04% com
p=<20,03,

Como pode ser verificado ainda, na tabela 3, a
concordincia dos resultados positivos para a bac-
terioscopia quando em associagdo, ou seia, quan-
do confirmada pela IEC ou cuitura foi de 95,28%
nas amostras de LLCR positivas para meningoco-
co; de 100,00% para o pnewnococo, e de 92,18%
para o H. influenzae, Em relacio & 1EC, a con-
cordéncia de resultados foi de 98,11% para o me-
ningococo, 79,31% para 0 poelmococo © para
o H. influenzae foi de 95,31%.

TABELA 1

Identificacdo da N, meningitidis, S.pneumoniae, H. influenzae pela bacterioscopia, imunoeletroforese
cruzada e cultura, isoladamenie e nas vdrias combinagdes

\Ageme etioldgico no LCR
N. meningitidis §. prewmoniae H. influenzae Total

Exame Laboratorial nNe {96} NE (%) N# (%) N2 {9%)
Bacterioscopia 21 (14,53 5 (51 - - 26 (7,97
Imunoeleiroforese cruzada i6 11,0 5 {5 18 (21,7 39 {11,96)
Cultura 2 {14 1 (1,0 1 (1,23 4 { 1,23
Bacterioscopia + LE.C, 34 (23,4 14 (14.3) 6 (712 54 (16,36}
Bacterioscopia + Cultura 2 (14 18 {184 3 { 3,6} 23 { 7,06
Cultura + LE.C, 5 {34 - - 5 (6,0 0 (30N
Bacterioscopia+eultura+1.E.C. 65 {44,9) 55 (56,1 50 (60,3} 170 (52,15
Total de cagos 145 (100,00) 98 {106,00) 83 {160,00) 326 {100,003

1.E.C. = Imunoeletroforese cruzada,
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TABEILLA 2

Paositividade dos wrés métodos laboratoriais wiilizados no diagndstico da N, meningitidis,

S. pacumoniae ¢ H. influenzae

Agente ctioldgico
no LCR N. meningitidis S. pneumoniae H. influenzae Total

(145 omostros (88 amostras) (83 amestras} (326 amostras)
Fxame laboratorial Ne (%) N (%o} N¢ {%0) Ne (%6}
Bacterioscopia 122 (84,14) 92 (93,87 50 (71,08 273 (83,71
Imuanocletraforese cruzada 120 (82,75 74 (75,51) 79 (95,18) 273 (83,74
Cultura 74 (51,93 T4 (75,51 59 {71,08) 207 {63,350

TABELA 3

Nymero ¢ percentual de vezes em gue os ivés métodos laborarorials foram positives, quando

et associacdo parcial on total no diagndsieo dos frés agentes etioldgicos estudados

Agente etioldgico N. meningitidis §. prewmoniae H_ influenzae Tota
ne LCR (106 amostras (87 amostras {64 amostras (257 amostras
73,109} 88,779%) T7,16%) 78,83%;
Exame laboratorial NE (%) N2 (%) NE (%) NE (%)
Bacterioscopia 101 (85,28; (100,00} 59 (b2, i;‘ﬁ) 245 (95,33)
Imunceletroforese cruzada 04 (98,113 {79,31) 61 (9531 | 234 (9105
Cultura o7 (63,20 {83,500 58 (950,65 D98 (77,04

DISCUSSAO

No pericdo estudado as meningites bacterianas
diagnosticadas por nosso laboratdrio foram cau-
sadas por ndmero razodvel de diferentes bacté-
rias, tendo na N. meningitidis, 8. prewmoniae e H.
influenzae os agentes eticldgicos predominantes,
seguidos por enterobactérias, cocos (Gram-positi-
vos, excetuando o pneumococo, Listeria monocy-
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togenes ¢ microbactérias, Foram, separados para
este estudo os irés primeiros agentes citados por
serem considerados como de dificil diagnostico
laboratorial devide a suas exigéncias nutricionais,
de manutencio ¢ sensibilidade a condigfes diver-
sas,

s resultados obtidos através da bacieriosco-
pia (tabela 1) evidenciam pouca seguranga no
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diagnostico presuntive de H. influenzae, razio
porque a IBEC deve ser o método de escolha no
dingndstico das meningites causadas por esse
agente etiologico. Ainda, que.o aumento do per-
cemtual de positividade, obtide pela associagio
dos métodos bacterioscdpico-IEC e, principal-
mente, bacterioscopia~cuitara e IEC, permite in-
ferir que esta associagio de métodos deverd ser
utilizada para o diagnéstico laboratorial das me-
mingites suspeitas clfnica e epidemiologicamente
de serem causadas por estes irés agentes bacte-
rianos escolhidos.

Deve ser comentado, segundo os resultados
obtidos (tabela 2} que, no total de amostras estu-
dadas, ou seja, naquelas em que foram ideniifica-
dos um dos trés agentes etiologicos, o percentual
de positividade para a bacterioscopia ¢ IEC,
quando empregados isoladamente, foi o mesmo,
fevando & assertiva de que néo hd distingdo na es-
colha de um determinado método laboratoriai a
ser utilizado no diagnéstico destas meningiles
causadas por estes trés agentes bacterianos.

Quando consideramos 0 némero e o percen-
tual de vezes em que os exames laboratoriais fo-
ram positives {iabela 3} ¢ quande utilizamos so-
mente a combinacdo dos métodos laboratoriais,
podemos inferir dos resultados gue a bacteriosco-
pia foi o método mais sensivel, seguido da IEC e
finalmente a cultura.

Ficou evidente, nas amostras de LCR em que
foram identificados qualquer destes trés agentes
bacterianos, que estes resultados foram obtidos
em 78,84% das vezes por combinacdo da bacte-
rioscopia, TEC e cuitura e os restantes resultados
foram obtidos por cada um dos métodos guando
realizados isoladamente. Dados semelhantes ou
préximos foram obtides por MELLES et al#®®,
quando trabalharam comn amostragem de LCR
obtida dentro do perfodo epidémico da doenga
meningocdecica guando, obviamente, o agente
etioldgico predominante foi 0 meningococo.

Quanto ao resultado do diagndstico do H. in-
fuenzae | em que a positividade da IEC fof alta,
praticamente o dobro em relacio a N.meningitidis.
demonstrando a importincia do uso desse método
imunolégico, deve ser lembrado insistentemente
que a bacterioscopia isoladamente nfo se prestou
ao diagndstico de género no caso deste agente, e a
confirmagfo bacterioscopica desta bactéria visua-
lizada no esfregaco s¢ foi vdlida quando a cultura
ou a IEC resultaram positivas. No h# divida, se-
gundo nossa experiéncia, de que nos casos de me-
ningites purulentas com bacterioscopia exausti-
vamente negativa e diagndstico pendente da cul-
tura e, ainda, para LCR conservados e transpor-
tados inadequadamente, a IEC € o método de es-
coiha, ndo 36 pela facilidade de mmplantagho da

técnica como pela seusibilidade ¢ rapidez no seu
processamento.

Os resuitados apresentados decorrentes da
metodologia usada sdo tecnicamemte perfeitos
dentro dos conhecimentos ¢ possibilidades téeni-
co-cientificas atuais, ¢ qualquer eventual falha
seria por causas fora de nosso controle, como por
exeinplo, na visualizagio durante o exame bacte-
rioscdpico de alguns bacilos Gram-negativos que
ndc tiveram confirmagfo posterior com cresci-
mento da bactéria na cultura ou seus anifgenos
nao foram detectados na 1EC, resuliando que nio
poderiam ser enquadrados dentro do género, pois
tanto poderia ser uma enferobact€ria como um
heméfilo,

Como foi extensamente relatado na introdugéo
deste trabalhe, algumas falhas que poderiam
ocorrer nos exames por conta de deficiéncias na
limpeza, manutencio de lAminas, tubos de ensaio
¢ outros, durante a colheita ¢ fransporte do mate-
rial, estdo completamente afastadas porgue todos
os detalhes foram aventados durante o planeja-
mento do trabatho, inclwinde o usc dos corantes
filtrados no momento do uso e pardmetros adota-
dos na leitura das léminas; se pegsistisse gqualguer
dévida, a orientagdo foi para que “serig preferivel
o resuitado negativo a wm falso positivo”.

Em relacdo aos anti-soros especificos usados
para pesquisa de antigenos de polissacarfdeos,
através da 1EC, estes foram por nés produzidos e
testados sobre sua validade com controle de quali-
dade usando cepas ¢ antigenos padrdes. O anti-so-
ro para S, pneumoniae fol fornecido por laborato-
rie estrangeiro de alto padrio técnico-cientifico.

Finalmente, tendo em vista a importincia ¢ o
desempenho de cada exame ¢ as dificuldades en-
contradas ¢ inerentes a cada método laboratorial,
nZo temos dilvidas em estabelecer cormo parame-
tro os trés métodos empregados, dois bacterioi6-
gicos ¢ o imunolégico, no diagndstico das menin-
gites hacterianas causadas, em especial. pelos trés
agentes etiologicos estudados. Esta afirmativa ba-
seia~se no fato de que os trés métodos citados se
completam, como demonstrado pela concordédncia
dos resultados por nds obtidos neste trabalho,
com mimero apreciavel de amostras de LCR pro-
cedentes de pacientes com meningite bacteriana.

Deve, ainda, ser assinalado que nossos resulta-
dos sao referentes a estudo prospectivo das me-
ningites purujentas ot bacterianas realizado em
perfodo pés-cpidémico, representando desta ma-
neira perfodo de normalidade cpidemioldgica
quando relacionado ac periodo anormal epidémi-
co. Ademais, que a maioria dos trabathos nacionais
existentes na literatura especializada®***" . sobre
0 emprego do método imunoidgico comparado ou
nao com os métedos bacterioscépicos, € informa-
tiva sobre determinada bactéria isoladamente.
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Bacterioscopy, culture and counterimmunoelectrophoresis (IEC) values in the diagnosis of
bacterial meningitis. Rev. Inst. Adolfo Luiz, 49(11:61-67, 1689,

ABSTRACT: In a post-epidemic period of bacterial meningitis, a comparative study by
means of bacterioscopic amalysis, culture and counterimmunoelectroforesis {C.1LE.) of cere-
brospinal fluid {C.S.F.} the three most frequent bacterias were Neisseria Meningitidis, Strepto-
coccus pneumoniae and Haemophilus inflienzae, From 326 cases considered, the bacterioscopic
analysis was positive in 273 of them {83.74%), C.LE. in 273 (83.74%) and culture in 207
{63.509%). In the total of the samples, the nwmber of cases identified by bacterioscopic observa~
tion and by C,LE. was just the same (p<<{,05} but when the threc methods were compared in
association the positiviy of the bacterioscopic analysis was higher {95.33%) than C.LE,
{95.053%) and than culiure (77.04%; {p<<0,05). C.LE. is the most important diagnostic tool,
chiefly when the usefulness of the other tests in CSF is not reliable, because of some technical
reasons. None of these methods should be employed alone; therefore, when they are amployed
all together they may lead to a best diagnosis, that means to avoid interpretation ervor, and the

best quality controi for the diagnostic tools.

DESCRIPTORS: meningitis, bacterial, laboratorial diagnosis.
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RESUMO: Foram analisadas amostras de fezes e sangue de 580 escolares do Municipio de
Sao Caetano do Sul, S&o Paulo, com vistas ao estudo da freqiiéncia de giardfase naguele grupo
populacional e sua correlagBo com o Sistema ABO. Foi testada, através de metodologia estatfs-
tica, & hipdtese aveniada pela litoratura especializada, segundo a qual a giardiase apresentaria
incidéncia mais elevada enire os individuos do grupo sangiifneo A. Foram vtilizados como gru-
pos controle o conjunto de escolares incluidos na investigagio e a populago das cidades de Séo
Paulo e Santo Andsé. Ao cxame parasitolGgico de fezes, verificon-se que 162 (17,50%) escola-
1es estavam parasitades por Giardia larmblia; 166 (28,62%) aprescntavam Oulras enteroparasito-
ses, e 312 (53,79%) ndo manifestaram quaisquer infeccSes parasitrias. A distribuicio por gra-
po sangiiines dos escolares com giardfase nfio variou significativamente (p>>0,05) em relagiio 2
mesma distribuigiio dos grupos populacionais selecionados para controle. Tais resultados dife~
rem dagueles divulgados por outras comunicagdes cientificas, e indicam a necessidade de novos
e mais extensos levantarentos populacionais, bem como estudos imunolégicos, que confirmem
ou descartem definitivamente a hipStese em questio,

PESCRITORES: giardfase, correlagio com grupos sanglineos; grupos sangiineos (Sis-

tersa ABRQ), comrelagdo com giardfase; giardfase, $40 Caetano do Sul, Sio Paule, Brasil.

INTRODUCAO

A ocorréncia de diferentes grupos sangiiineos
na populagfo, segundo os geneticistas, é um
exemplo de polimorfismo*. Em alguns pafses fo-
ram publcadas, recentemente, comunicacbes
cientfficas sugerindo como possivel a correlag@o
entre a distribuicio populacional por grupos
sangiiineos e a incidéncia de afecgbes gastrintes-
tinais®. Também, no Brasil, hd pesquisadores gue

tém procurado demonstrar essa hipétese do pon-
to-de-vista epidemioi6gico. GUIMARAES et
alii’, em estudo comparativo compreendendo ra-
¢a, sexo, antfgenos eritrocitdrios e doenga de
Chagas, conclafram ndo haver distribuigio prefe-
rencial dessa doenga quanto ds varidveis citadas.
Qutros autores’*™® procuraram verificar se existia
correlacao enire cnteroparasitoses ¢ o Sistema
ABO, com especial atencio i giardiase. A litera-
tura especializada, no Brasil e no exterior, indica

* Realizado na Segio de Enteroparasitoses do Instituto Adolfo Lutz, S3o Paulo, SP.

** Po Institato Adolfo Latz.

% Ty Laboratdrio de Zoonoses Parasitdrias do Instituto Butanta, Sio Paulo, SP.
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maior prevaléncia de infecgfo por Gigrdia lam-
blia entre os individuos do grupo sangilineo
AI ,13

O Instituto Adolfo Lutz, no exercicio de suas
afribuicGes sanitdrias, tem realizado inguéritos
epldcrmoioglcos em diferentcs regides do Estado
de Sao Paulo®, visando conhecer a difusio das di-
versas mfecgoes parasitdrias em nosso meio. O
trabatho que ora se apresenta teve por objetivos
determinar o indice de freqiiéncia da giardiase em
segmento de populacio residente no Municipio de
Sao Caetano do Sul, SP, e relaciond-la com os
grupos sangiifneos prevalentes nos individuos
examinados.

MATERIAL E METODOS

De agosto a dezembro de 1986, foram coleta-
das amostiras de sangue ¢ fezes de 580 escolares
de dois grupes escolares e duas creches localiza-
das no Municipio de Sdc Caetano do Sul, Sdo
Panle.

Em sua grande maioria, os escolares incluidos
no levantamento haviam nascido no local ou em
ouiros Municipios do Estado de S#o Paulo, e per-
tenciam a nivel sécio-econdmico baixo, além de
apresentarem caréncias nutricionais, Eram quase
todos brancos (91,90%), € poucos descendiam de
familias nordestinas. Suas idades variaram de 3 &
23 anos, ¢ a divisdo, quanto ao sexo, registrou
301 {51,90%) escolares do sexo feminino ¢ 279
(48,10%) do masculino.

Antes de serem colhidos os materiais, foram
realizadas palestras com os pais e mestres dos es-
colares, visando esclarecé-los sobre 0s objetivos e
a importincia da investigacdo, sendo incluidas no
estudo somente as criancas cujos pais haviam
concedido sua autorizaglo expressa.

Os escolares foram orientados para que trou-
xessem as fezes em latinhas apropriadas ao trans-
porte. As amostras de sangue foram obtidas por
pungdo venosa asséptica em tubos denominados
“vacutainer”, contendo heparina. Para cada

amostra de sangue, apés cuidadosa homogenei-
zagdo, foi realizada a tipagem sangiifnea de acor-
do com o métedo de Beth-Vincent, descrito por
LIMA',

Para os exames parasitoldgicos de fezes, fo-
ram utilizadas as téenicas de sedimentaglo es-
pontdnea {(HOFFMAN ef alii®) ¢ a técnica de
FAUST e alii®, Quando as fezes apresentavam
consisténcia diminuida, fol utilizado, também,
o método do exame direte. Para a leitura de cada
preparagfio foram feitas duas 1Aminag, e os exa-
mes de fezes foram executados sempre por dois
técnicos, com a finalidade de tentar eliminar erros
individuais nas determinacdes laboratoriais.

Os dados levantados foram dispostos em tabe-
las e, para verificar a significdncia de sua variagio
ante o§ padrOes amostrais selecionados para con-
tzole, foi aplicado 0 méiodo estatfstico™® do qui-
~guadrado ().

RESULTADGS

Os exames parasitolégicos de fezes revelaram
que 102 (17,59%) dos escolares estavam parasita-
dos por G. fumblia, 166 (28,629%) tiveram identi-
ficada a presenga de ouiros enteroparasitas, ¢ 312
(53,79%) nfo apresentaram quaisquer infeccdes
parasitdrias. Todos os escolares mfectados foram
encaminhados para atendimento médico pos Pos-
tos de Satde da regido, onde foram devidamente
medicados.

A tabela 1 mostra a distribuigdo dos escolares
inciuidos no estudo, de acordo com a faixa etaria
¢ a ocorréncia de infecgdo parasitdria por G. lom-
blin. Mostra, ainda, os {ndiceg de freqiiéneia da
infeccio para cada faixa etfria considerada,

Pode-se também observar, na tabela 1, gue os
ndices de freqiéncia foram mais elevados para os
grupos mais jovens. A distribuicio por faixa etd-
ria dos escolares infectados variou sigpificativa-
mente {(p<<0,001} em relagdo A& distribuigdo por
faixa etdria do conjunto de escolares incluidos no
levantamento, distribuicio considerada padrio
amostral para fins de controle,

TABELA 1

Dispibuicdo dos escolares de Sdo Caetano do Sul, SP, por faixa eidria e fregiiéncia da giardinse

Faixa etaria Escolares com Total de escolares indices de
{anos) giardfase investigados fregiiéncia
N2 ki N# % o
3 5 33 34,31 101 17,41 34,65
6 8 27 26,47 136 23,45 19,85
g 11 24 23,53 152 26,21 15,79
iz 14 14 13,73 159 27,41 8,81
5 17 2 1,96 20 5,00 6,90
18 ou mais { 0,00 3 0,52 0,00
Total 102 100,00 580 106,00 -
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A tabela 2 sintetiza o resultado da pesquisa de
anticorpos eritrocitérios nas amostras de sangue
dos 580 escolares analisados, ¢, em destague, dos
102 escolares parasitados por G. lamblia. Foram
incluidos, ainda, dados colhidos na literatura es-
pecializada, mostrando a distribuigo populacio-
nal por tipo sangiiineo das cidades de Séo Paulo e
Santo André, para fins de andlise comparativa.

Pode-se, também, verificar que a distribui¢io por
grupo sangiifineo do total de escolares investiga-
dos ndo variou sigmificativamente (p>>0,05) em
relagfio s distribniges populacionais das cidades
de Sao Paulo® e Santo André®, tomadas por pa-
drbes amostrais de controle, de onde se infere a
representatividade do universo amostral sobre a
populagio de Séo Caetano do Sul.

TABELA2

Distribuicdo dos escolares de Sdo Caetane do Sul, SP, segundo o grupo sangliineo (Sistema ABG)
e padrdes amostials de controle

Lscolares com Total de escolares Populacio de Populagio de
Grupo giardiase investigados Sio Paulo Santo André
sanglifnce

n? %o n? % n? % n¢ %o

8] 42 41,18 253 43,62 1902 47,81 548 45,74

A 45 44,12 243 41,90 1563 39,29 477 39,82

B i3 12,74 63 10,86 398 10,01 125 10,43

AB 2 1,96 21 3,62 i1s 2,89 43 4,01

Fotal 102 100,00 580 100,00 3978 100,00 1198 106,60

A distribuicio dos escolares com giardfase por
grupo sangliineo também ndo variou significati-
vamente (p>0,05) em relagio 2 distribuicio do
conjunto de escolares investigados, nem em re-
lagdo & distribuicio populacional das cidades de
Sdo Paulo e Santo André, adotados como padrdes
amostrais de controle. Pode-se enfdo verificar
que ndo houve correlagdo entre a freqiiéncia da
glardiase ¢ a distribuicdo populacional por grupo
sangiifneo no presenie levantamento.

A tabela 3 mostra que, para os escolares para-
sitados que pertenciam ao grupo sangiifneo A, fol
registrado um indice de fregiiéneia (18,52%) H-
geiramente superior a0 valor médio (17,59%) e ao
valor encontrado para os demais grapos sangiif-
neos, cuja média ponderada registrou 1691%.
Essas difcrengas, cntretanto, estariam previstas
num padriic de variagfio estatistica que pode ser
considerado normal e ndo significative (p=>0,05).

TABELA 3

Indices de freqiiéncia da giardiase em Escolares de Sdo Caetano do Sul, SP,
entre os diversos grupos sangiitneos (Sistema ABQ)

G oy Escolares com {ndices de
TUpo sanglineo giardiase freqlidneia
0 42 16,60
A 45 18,52
B 13 20,63
AB 2 9,52
Total 102 -
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DISCUSSAQ E CONCLUSAO

BARNES & KAY' sugerem que, na superfi-
cie de Schistosoma sp. adulto, existam antigenos
que se recombinam com substancias do sangue do
hospedeiro. Desse modo, as diferentes compo-
sigbes dos grupos sangiifneos pertencentes ao Sis-
tema ABO poderiam favorecer ou dificultar a re-
producéo dagquele helminto. Sugerem, fambém,
que um mecanismo similar pudesse ocorrer com a
G. lomblia ¢ indicam, em seus estudos, maior pre-
valéncia de giardiase nos individuos do grupo
sangiiineo A.

Estudos epidemiolégicos realizados em Recife,
Pernambuco, por ZISMAN er alii'® conciufram
haver correlagio entre a giardfase e o Sistema
ABQO, ap6s terem determinado um indice de
fregiiéncia que foi mais elevado para os indivi-
duos do grupo sangiifneo A,

Além dos estudos citados, GLOBER et ahif
asseveram gue dentre os pacientes com edncer
gdstrico pdde ser registrado um percentual mais
elevado de individuos do grupe sangiiineo A,
apesar de ndo ter sido observada a ocorréneia de
correlagiio entre a distribuigao por tipo sangiifneo

(Sistema ABO) ou fator Rh e a origem do tamor,
a idade e o sexo dos pacientes.

Tals cstudos evidenciam-se ainda mais rele-
vantes quando consideramos que o tipo sangiiineo
A € um dos mais freqilentes em nosso meio.

Nossos resultados diferem daqueles divuiga-
dos por outros pesquisadores, pois permitem
afirmar, do ponto-de-vista estatistico, que, para a
populacio estudada, a maior freqiténcia de indivi-
duos com giardfase ndo estd necessariamente cor-
relacionada com o Sistema ABO. A partir dessas
observagdes, sugerimos a realizagio de levanta-
mentos mais extensos e de estudos imunoldgicos,
para que s¢ possam dirimir as incertezas sobre eg-
sa guestao, permitindo, assim, confirmar ou des-
cartar definitivamente a hipdtese da correlagfio
entre glardiase e distribuicdo populacional por
grupo sangliineo (Sistema ABO;).
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ABSTRACT: Blood and siool samples from 580 schoolchildren living in S0 Caetano do
Sul, Sao Paulo Siate, Brazil, were cxamined to test the hypothetical correlation between the
prevalence of giardiasis and populational distribution by blood group {ABO System}. The stool
examination showed that 102 (17.59%) students were infected by Giardia lamnblia, 166 (28.62%;
presented other enteroparasitosis and 312 (33.79%) did not present any parasitic infection. The
distribution by bicod group of the students with giardiasis did not vary significantly (p<<0,03)
in relation to the same distribution of others populational groups selected as standard, by means
of control: the eomplex whele of students included in this investigation and the population of
S&o Paulo and Sante Andeé cifies. Such results differ from those established by others scientifi-
cal comunications, and show the necessity of new and more extensive populational inguiries
that should definitely confirm or reject the hypothesis in question.

DESCRIPTORS: giardiasis, correlation with blood-groups (ABO Systemy); blood groups
(ABC Sistem], correlation with giardiasis; giardiasis, S50 Caetano do Sul, 8o Panio, Brazil.
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RESUMO: Essa revisfo que se concenira nos aspectos morfoldgicos ¢ imuno-histoquimi-

cos da leptospirose humana e experimental analisa as principais possibilidades patogenéticas. O
figado pode apresentar hepatite colestdtica com destrabsculagiio de hepatdcitos nas fases de mé-
xima gravidade, O acometimente renal varia desde nefrite intersticial até necrose wbular aguda.
Miosites com predominio de mononucleares 530 descritas em virios misculos, especialmente na
penturritha. Miocardites e coronarites sho relacionadas zos casos de morte siibita. De fato, a
vasculite pode ser considerada sistémica ¢ mubtifocal, Os pulmées podem tor focos pneumdni-
cos e até extensas hemorragias alveolares e pleurajs. A detecclio de antigenos de lepiospira em
bidpsias ¢ anidpsias permite ¢ diagndstico etioidgico, favorecendo lambém hipdteses patogené-
ticas que propdem que as principais lesfes decorram de agio direta, sobre membranas de células
parenquimatosas ¢ endoteliais, inicialmente da leptospira Integra ¢ a seguir de produtos de sna

degradacio por macréfagos.

DESCRITORES; leptospirose, histopatologia, imuno-histoquimica, patogénese.

INTRODUCAO

A leptospirose compreende extenso grupo de
infecches humanas ¢ animais de cardler septicé-
mico causadas por espiroquetas do género Lep-
tospira. Na classificagio atual®® inclui-se na fami-
lia Leptospiraceae, da ordem Spirochetales. Y A-
SUDA et alii®® reconhecem a exigténeia de irés
espécies: L. interrogans, L. biflexa e L. parva.
SCHMID et &ii*” adicionam uma guarta, L. ira-
dai. Na L. interrogans, em que se situam as leptos-
piras patogénicas, jd s&o conhecidos mais de 170
sorotipos, organizados em 19 sorogrupos®®. Re-
centemente, YASUDA et alii®® através de estudos
de hibridizacdo molecular de DNA propuseram
nova classificagio com 7 espécies neste género.

A leptospirose € uma zoonose de distribuicio
aniversal. Os roedores sio os principais vetores,
como destaca ENRIETTI®, que obteve 78% de
positividade em ratos capturados no centro de
Curitiba. Em pafses desenvolvidos, esta entidade
€ citada como risco ochupacional acometendo
principaimente trabathadores de servigos de dgua
€ esgoto, mineiros e agricuitores. Em nosso meio,
entretanio, a dgua contaminada, particularmente
em inundagdes, € o principal velculo de infeccdo
humana™?. Semente no Estado do Rio de Janeiro,
1.062 casos foram relatados apds as inundacdes
do verfo de 1988, com 52 obitos relatados 4 Se-
cretaria Hstadual de Sadde.

A presente revisAo cORCEntra-se nos aspectos
morfoidgicos da leptospirose humana e experi-

* Da Divisio de Patologia do Inst. Adolfo Lutz, Sio Paulo, SP.
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mental, vistos 4 microscopia Optica comum e ele-
trénica, bem como na distribuicdo de antigenos
nos tecidos, através de métodos imuno-histogui-
micos. A integracao entre os achados visa a andli-
se dos aspectos patogenéticos mais relevantes,

Entre as primeiras descricdcs anatomopatold-
gicas da Jeptospirose humana estio as de
BEITZKE? e PICK?® | até hoje aceitas e que ca-
racterizam o figado ¢ o rim como 6rgios de in-
tense acometimento. A macroscopia verifica-se
hepatomegalia com intensa congestio ¢ graus va-
ridveis de colestase caracterizada por tonalidade
esverdeada do parénquima hepdtico®' ",

A microscopia ¢ptica, BEITZKE® ¢ PICK?® j4
notaram preservaciio da arquitetura lobular, sen-
do as lesdes mais acentuadas nas regifes centrilo-
bulares, observando-se pleomorfismo de hepaté-
citos, ora tumefeitos, balonizados e abarrotados
de pigmento biliar, ora com degeneracio acidofi-
lea. Outros hepatdcitos apresentam significativa
atividade regenerativa. O enconiro de hepatdcitos
em mitose é dado marcante ¢ de importincia
diagndstica na leptospirose, sendo raro em outras
hepatopatiag®'''. A destrabeculagdo, com perda
da coesfo entre as céiulas dando origem aos “he-
patéeitos perdidos”, € relatada com destaque nos
estudos de necrOpsias. Em material obtido de
biépsias, alguns autores registram este achado'®?,
enquanto outros nfo o confirmam considerando
estes que tal alteragfio ocerreria em perfodos agh-
nicos da doenga.

Em recente trabalho experimental’, tal lesfo
foi demonstrada como genufna, porém vista na
fase terminal da infeccdo resultando da progres-
siva tumefagéo ou necrose acidofilica dos hepaté-
citos, decorrentes de agdo toxica direta da leptos-
pira ¢ de seus produtos de degradacio sobre as
membranas celulares,

O pigmento biliar & encontrado tanto po cito-
plasma de hepaiécitos como no das células de
Kupffer, sendo também demonstrados cilindros
pigmeniares nos canaliculos biliares® %' As cé-
lulas de Kupffer mostram-se hipertréficas e em
maior nfimero, por vezes formando agrupamentos
na luz dos sinusdides®. Nos espacos-porta os
principais achados sdo edema e infiltrado infla-
matério variando de discreto a moderado, com
predominio de linfocitos, macréfagos e raros po-
limorfonucleares eosinéfilos. A placa limitante
mantém-se preservada, A esteatose € observada
£I11 TATOS CAS0S.

A microscopia eletronica, DE BRITO et alii"
encontraram distorgdes no pole sipusoidal de
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alguns hepatfcitos, muitas vezes acompanhadas
do desaparecimentc de microvilosidades, impu-
tando estes achados & acdo de eventuais toxinas
circulantes. Detectaram ainda distorcdo ou desa-
parecimento de microvilosidades de capilares bi-
liares, alteracdo esta inespectfica, que também é
detectada em formas infra e extra-hepdticas de
colestase™. Os principais estudos, visando de-
tecglio de leptospiras em tecido”'®'. emproga-
ram impregnacfio argéntica adaptada a cortes de
parafina, segundo a técnica de Whartin ¢ Starry,
com encontro de espiroquetas em 25 a 30% dos
casos’®. O método de Levaditi é menos utilizado
por sc basear na impregnacio de sais de prata em
tecido ndo incluido.

Recentemente, a aplicago de téenica imuno-
histoqufinica® a cortes de fecido hepdtico humano
obiidos de necrépsiag e bidpsiag permitiu a identi-
ficacdo de antfgenos de leptospira, gue assumem
aspecto alongado ou granular, em todos os 13 ca-
s0s testados. O antigeno foi detectado no intersti-
¢ie edemaciado na periferia dos espages-porta, no
Himen de sinusdides e de ramos venosos poriais, ¢
também fagocitado no citoplasma de células de
Kupffer e de macréfagos portais”. A demons-
tragdo do antfgeno foi predominante, nas células
de Kupffer, nos casos de bidpsias que espelham
tase de regressio anatomopatolégica da doenga®.

Experimentalmente, apés oma fase inicial,
septicémica, as leptospiras visualizadas como
antfgeno filiforme atravessam a parede dos vasos,
atingindo o interstfcio hepdtico’. A partir daf, sdo
fagocitadas pelos macréfagos ou acolam-se as
membranas de bepatdcitos. MNas fases mais avan-
cadas da infecglo, tornam-se proeminenies as
formas granulosas de antigeno de leptospira, pro-
vavelmente expressando degradagio parcial das
espiroquetas pelos macréfagos.

Os rins, 3 macroscopia, mosiram-se aumenta-
dos, amolecidos, pdlidos e com estrias esverdea-
das por impregnagdo biliar. Sfo freglientes os fo-
cos de hemorragia, muitas vezes subcapsulares.

A microscopia, chama a atengdio o acometi-
mento multifocal, encontrando-se néfrons des-
trufdos ao lado de outros fntegros. O guadro varia
de nefrite intersticial inespecifica até€ franca ne-
crose tubular aguda, nos casos que Cursam com
insuficiéncia renal.

Os glomérulos estdo em geral preservados’®,
havendo alguns relatos de alteracdes leves e fo-
cais*®, incluindo hiperplasia de células mesangiais
¢ tumefacho endotelial. SITPRIFA ot alii®® apre-
sentam raros casos com glomerulite bem instalada,
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com proliferacfio de oélulas mesangiais e endote-
fiais & permeacio por polimorfonucieares.

No intersticio edemaciado encontram-se agru-
pamentos de macréfagos, linfécitos e plasmdeitos
& poucos polimorfonucleares eosinéfilos, notan-
do-se em alguns campos concentragdo periglome-
rular ¢ perivascular®™’®. As hemorragias podem
ser mindsculas e focais nos casos leves, tornan-
do-se volumosas nos casos de Sindrome de Weil.

As principais evidénclas de lesio renal con-
centram-se nos tdbulos contornados, com acome-
timento difuso nos néfrons, ressaltando alguns
atitores o predominio de distiirbios morfofuncio-
nais nos tobulos proximais®. Sdo descritos todos
os estadios de degeneragio, incluindo tumefagéo
epitelial, dilatacho tubular com aplainamento das
células e até verdadeira necrose tubufar aguda,
com caridlise e coagulacho hialina do citoplasma.
Células epitelinis necréticas séo climinadas para o
ldmen tubular, formando cilindros em conjunto
com profefnas coaguladas. Também sdo [reqiien-
tes os cilindros biliares e mesmo os formados por
hemoglobina ou mioglobina. Além da degene-
ragéo celular, sdo sempre encontradas alteraces
atribuiveis & regeneragio, caracterizadas por fi-
leiras de células epiteliais ciibicas baixas com ci-
toplasma mais baséfilo com mitoses presentes.
Vérios antores salientam a dificuldade de se con-
firmar, através de métodos come o de Warthin-
Starry, a presenca de leptospiras no intersticio e
nos tibulos renais. PENA et alii®* relatam posiii-
vidade em 4 dentre 13 pacientes submetidos a
bidpsia renal, enquanto AREANY apresenta 65%
de positividade no intesticio renal em necropsias
humanas.

Estudos histoquimicos'® comprovam, em célu-
fas tubulares lesadas, reduco significativa da ati-
vidade enzimdtica da desidrogenase succinica e
fosfatases 4cida e alcalina. A microscopia eletrd-
pica'® ", foram observados ammento do némero
de citosomas e citossegregosomas nas célulag alte-
radas e lesdes da borda em escova com redugio e
distorgio das microvilosidades. O desaparecimen-
to da coloragdo da borda em escova pelo PAS,
verificado & microscopia dptica comum, da fosfa-
tase alcalina 3 histoquimica enzimdlica ¢ a re-
ducao e distorgdo das microvilogsidades 4 micros-
copia eletrénica seriam um mesmo fenfmene de-
tectado em abordagens diferentes, atestanto lesdo
de membrana das células dos tibulos proximais.
As alteracdes mitocondriais sdo muito significati-
vas, compreendendo retragho, tomefagdo e até o
aparccimento de mitocéndrias gigantes com re-
dugdo da densidade da matriz ou disposigdo and-
mala de sunas cristas. Pode haver redugéo dos gra-
nulos de ribonucleoprotefna no citoplasma, com
significativa dilatacdo das cisternas do reticulo
endoplasmético liso. O complexe de Golgi,

geralmente preservado, em algumas célujas apre-
senta vesicalas irregularmente dilatadas. As
lesbes glomernlares a nfvel ultra-estrutural con-
firmam os achados da microscopia 6ptica, poden-
do ainda ser encontrada fusfo local de podécitos
¢ espessamento irregular, edematoso, da mem-
brana basal glomerular "3:7417%:2%

A imunofluorescéncia, LAI et alii*? encontra-
ram, em I dentre 4 pacientes bidpsiados, depo-
siglio de fragbes Cyq e C3 do complemento em
regido mesangial de glomérulos e em arterfolas.
Em experimentos com cobaias, Y ASUDA et alii®
também registraram encontro de deépdsitos de
complemento, detectando ainda grandes acimulos
de antigeno de leptospira no intersticio ¢ nos t4-
bulos.

A imunohistoquimica com amplificacdo pelo
metode da peroxidase - antiperoxidase enconira-
mos antigeno de leptospira em tecido renal em 5
dentre § autdpsias de casos humanos”. Predomi-
naram os depdsitos no intersticio, no endotélio de
vasos dilatados e no epitélio dos tibulos contor-

. nados, sendo também delectados no citoplasma de

alguns macréfagos. A pesquisa nos glomérulos
resultou negativa.

infeccbes experimentais estudadas sequen-

423 X

_ cialmente 4 microscopia elefrénica®, a imuno-

{luorescéncia®, e i imunohistoquimica® demons-
tram que as leptospiras, inicialmente encontradas
na luz de capilares, permeando suas paredes, atin-
gem o intersticio, em direta relacfo com o surgi-
mento de edema e de infiltrade inflamatério. Mais
tardiamente, fragmentos de leplospira sio encon-
trados na parede e luz dos &dbulos, coincidindo
com as alteracdes de suas células epiteliais. Estu-
dos de outras localizacbes mostram que a lesfio
mais caracteristica € da musculatura da panturru-
tha, sendo também destacados os acometimentos
de misculos peitorais, dorsals e deltdides®® Ha
dissociacio das fibras musculares, com vacuoli-
zagho, tmmefacdo, perda da estriagio e hialini-
zacio das ¢flulas musculares, permeadas por ma-
créfagos, alguns polimorfonucleares e plasméci-
tos. A rotura de fibras pode dar ozigem & depo-
si¢do de material hialino no intersticio™® O en-
contro de leptospira em tais lesdes € tido como
muito rare®. Enlretanto, estudos a imunofluo-
rescéncia revelam ocasionais depositos antigéni-
cos junto as fibras lesadas?® UIP®! encontrou po-
sitividade imuno-histoquitica para antigeno de
leptospira em 34 dentre 36 Didpsias de panturritha
em pacientes oriundos do Estado de Sio Paulo.

Os pulmées podem se mostrar normais ou com
miiltiplos focos de hemorragia, também encon-
trados na pleura.

77



ALVES, V.AF,; SIQGUEIRA, S.A.C, & PESTANA, C.B. - Pawlogia da leptospirose Angélise critica dos aspectos
morfolégicos e imuno-histoquimicos relevantes para a compreensio da patogenia. Rev. Frst. Adolfo Luwrz,

49(1175-80, 1989,

Analisando 2 casos necropsiados, ASHE et
alii® destacaram a existéncia de numerosos focos
de hemorragia, notando pronunciado edema e ex-
sudacdo de fibrina em muitos aivéolos. Nos focos
de hemorragia foram encontrados agrupamentos
de polimorfonuclearcs neutréfilos, linfécitos e
macrofagos, compondo em ambos 0s casos, qua-
dro de pnewmonia hemorrdgica muitifocal, em fa-
se inictal, sendo o aporte dos leucdeitos prova-
velmente secondério ao extravazamento de hemé-
cias. A pesquisa de leptospiras pelo método de
Levaditi resuliou negativa® Achados similares
foram obtidos por AREAN® em 33 necrdpsias de
casos humanos fatais. Neste cstudo, foram ainda
cnconirados quatro casos com padrio histologico
caracteristico de broncopneumonia ¢ outros gua-
tro com lesdes sugestivas de infarto hemorrdgico.

Dentre as alteragdes cardiacas, relata-se prin-
cipalmente a lesfo de fibras miocdrdicas seme-
ihante & descrita em muscuiatura esqueiética,
Tambérm sdo relatadas miccardites, vistas segun~
do AREAN?, em 60% dos casos de leptospiroses.
DRAGERT"" descreveu dois casos de endocardi-
te vegetante com demonstragio de leptospira na
lesdo. Recentemente DE BRITO et alii'® descre-
veram lesdo coronariana focal com depdsitos lo-
cais de antigeno de L. interrogans identificados &
imuno-histoquimica. Fstas lesbes, descritas como
arterite coronariana aguda, foram encontradas em
70% dos casos de necrdpsias de pacientes com
leptospirose, observando-se nesta mesma popt-
lagdo aortite em 57,8% daqueles.’

Em correspond€ocia aos quadros clinicos neu-
roldgicos, a meningite leptospirdtica ¢ tida como
freqiiente, mas com gran discreto, com pequenos
agregados de macréfagos e linféeitos nos espacos
e ao redor de pequenos vasos. Por vezes, tais
fendmencs se acompanham de edema cere-
bral®?".

Nos demais 6rgdos, as lesdes s&o menos signi-
ficativas. geralmente decorrentes de inicro-he-
morragias associadas & capilarite, gue € sistémica
e multifocal.

As hipbieses mais atuais para a patogénese das
lesbes sistémicas va leptospirose propdem que as
leses dos 6rgios mais intensamente acometidos
decorram da acio direta, sobre membranas das
edlulas parenquimatosas, inicialmente da leptospi-
ra fntegra e a seguir também de produtos granu-
fosos de sua degradagdo por macréfagos, incluindo
a glicolipoproteina descrita por VINH et alii®®*®,
Num primeiro momento, tal agio levaria a distiiz-
bios funcionais dessas membranas, 86 acarretando
necrose em fases tardias. A lesho dos vasos de-
correria do mesmo processo ocorrendo nas célu-
tas endoteliais. Tal dano vascular seria responsd-
vel direto pela didtese hemorrdgica e indirefa-
mente, através da hipdxia, pelo agravamento das
lesBes parenguimatosas dos drglos acometidos,

RIALAG/662

ALVES, V A F,; SIQUEIRA, 8 A C. & PESTANA, C.B. —Pathology of leptospirosis. A eri-
tical analysis of morphological and immunohistochemical features yelevant to pathogene-
sis of systernic lesion, Rev. Inst. Adolfo Lutz, 49(1:75-80, 1989,

ABSTRACT: Focus on morphology and immunchistochemistry of human and experi-
mental leptospiresis, including 2 discussion on pathogenesis of major systemic injuries is revi-
sed. Liver involvement results in cholestatic hepatitis with cell-plate disarray in severe stages.
Renal picture varies from interstitial nephritis up to acute tubular pecrosis. Mononuclear myo-
sifes are seen in several mauscles, notably in calves. Myocarditis and coronaritis are also deseri-
bed, perhaps related to sudden death. Indeed, leptospiral vasculitis can be considered a systemic
and mulitifocal phenomenon. The lungs may show pneamonic foci or extense haemorrhage.
Leptospiral antigen detection in biopsies and autopsies lead to the astiological diagnosis, favo-
ring also pathogenetic possibilities of a direct effect, first of intact leptospires and afterwards of
their degrading substances, on membranes of parenchymal and endothelial cells.

DESCRIPTORS: leptospirosis, histopathology, immunohistochemistry, pathogenesis.
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SAKUMA, AM.; SCORSAFAVA M.A ; ZENEBON, O, TIGLEA, P. & FUKUMOTO, C.L
- Hortaligas comercializadas em S&o Paulo: aspectos da contaminagfo por chumbo, cad-
mio ¢ zinco. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 49(11:81-84, 1989,

RESUMO: Foram determinados os niveis de contaminacio de chumbo, cddmio e zinco em
294 amostras de seis diferentes tipos de hortaligas, comercializadas ma cidade de Sao Paulo,
provenientes de algumas regiGes deste Estado. A andlise, efetuada pelo método da espectrofo-
tometria de absorgio atdmica com chama, revelou valores baixos para o3 (rés metfais, demons-
trando, neste estudo preliminar, que as hortalicas nfo representam riscos para o consamidor,

DESCRITORES: hortaligas, tragos de metais em, determinagio; cddmio, chumbo, zinco em
hortalicas, determinagio; espectrofotomeiria de absorgio atdmica.

INTRODUCAO

As hortaligas, aldm de serem importantes fon-
tes de vitaminas ¢ sais minerais para o homemn,
pelo alto teor de celulose sdo necessdrias para 0
adequado funcionamento do trato gastrinfestinal”.
Em contrapartida, poderdo afetar a saide do con-
surmidor, por serem susceptiveis 4 contamimagio
em conseqiiéncia da poluicdo ambiental {ar, dgua
e 50lo), da constituicio geoquimica e da utilizacho
de fertilizantes,

Os metais pesados, tais como, chumbo e céd-
mio, quando introduzidos na cadeia alimentar, e
ingeridos, poderfio ocasionar toxicidade crénica
ao homem, devido a um actmulo progressivo
dentro de seu organismo.

O alimento € a principal fonte de ingestdo de
chumbo pelos animais ¢ pelo homem. Além de
outras formas de contaminacdo, resfiuos desse
metal poderdo surgir nos alimentos em decorréncia

da sua absorgio biolégica nos solos, pelas plantas
que irdo ser consumidas pelos animais de abate ou
diretamente pelo homem *°° ou, ainda, pela con-
taminagio de frutos ¢ legumes cultivados em zo-
nas expostas 3 descarga de fundigio do metal,
bem como pela exaustdo de agtomdveis movidos
a gasolina {0 composto tetralquilchumbo € usado
como aditivo antidetonante nesse combugstivel)’.

Algumas espécies de vegetais ¢ cereals con-
centram cddmio quando cultivadas em solos po-
jufdos por este metal; rochas fosfatadas podem
conter teores elevados de cadusio, cujo fertilizan-
te obtido desta fonte poderd estar contaminado.
A doenga itai-itai, que ocorreu em Toyama, no
Japo, em 1952, foi ocagionada por ingestdo de
arroz coptaminado por cddmio. A origem dessa
contaminacfo foi devida 3 irrigacfio de plantacdes
de arroz com dgua contaminada do rio lintsu,
provenpiente de uwma usina de cddmio-zinco-
chumbo’.

* Realizado na Secédo de Equipamentos Especializados do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP,

% Do Institute Adoifo Lutz,
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O zinco, metal ubfgiic ne ambiente, a niveis
baixos ¢ essencial a0 ser vivo, mas a ingestio de
teores elevados poderd provocar toxicidade aguda.

Por se tratar de importante problema de sadide
piiblica ¢ com ¢ intuito de preservar o bem-estar
da coletividade, tornou-se imperativa a necessi-
dade de conhecer os niveis de chumbo, cddmio e
zinco nas hortaligas comercializadas na regiio de
Sao Paulo. Foi efetuado levantamento de dados
referentes aqueles contaminantes metdlicos, em
alguns tipos de hortaligas provenientes do princi-
pal centro distribuidor hortifrutigranjeiro do Es-
tado de Sio Paulo.

MATERIAL E METODO

Foram determinados os teores de chumbo,
cddmio e zinco em 294 amostras de seis diferen-
tes tipos de hortalicas, provenienies de vdrias re-
gides do Estado de S&o Panlo, distribufdas pela
Companhia de Enfrepostos ¢ Armazens Gerais de
S#o Paulo (CEAGESP), em um perfodo de 27
meses. O método atilizado foi ¢ da espectrofoto-
metria de absorcdo atémica com chama. As re-
gides foram agrupadas de acordo com a locali-
zaco geografica em relagio & cidade de Sdo Pau-
io (tabela 1),

TABELA 1

Classificagdo das regides de acordo com g localizagdo
geogrdfica em relagdo a cidade de Sdo Paulo

Regiio Municipios

A Guaruthos, Suzano, lagquaquecenaba, Arujd

Cotia, Embu, Embu-~Guagn, Ibitina,
B Mairingue, {tapecerica da Serra, Cancaia do
Alto, Vargem Grande, Tabo&o da Serra

C Atibaia, Braganca Paulista

MogidasCruzes, Biritiba-Mirim, Taigupeba,
Salesdpolis, Jacarel, Santa Isabel, Jundiapeba

E Maumnicipio de Sao Pauvlo
F Campinas, Jundial, Campo Limpo Paulista,
Paulinia

82

Aparelhagem

Espectrofotbmetro de absorgfo atdmica (Per-
kin Elmer, mod, 460); Ampadas EDL de chumbe,
céddmio ¢ zinco; corretor de background; queima-
dor de I0 cm para chama de ar/acctileno ¢ im-
pressora de resultados,

Reagentes

Cadmio metdlico (99.9% de pureza)

Nitrato de chumbo, p.a.

Zinco metdlico {59,9% de pureza)

Acide cloridrico (com baixo teor de metais

. pesados)

Acido nitrico {com baixo teor de metais pesa-

. dos)

Acido sulfirico {com baixo teor de metais
pesados)

Mistura dcido-oxidante — Adicionar dcido

nitrice concentrado em solugdo de Acido
sulftrico a 30%, na proporgio de 4:1.

Solugdo-padrio de cddmio
Solugdo estoque, 1.000 mg/l — Dissolver
1,000 g de cadmio metdlico em volume mi-
nimo de solugéo de dcido cloridrico a 50%
em baldo voluméirico de | Etro. Diluir até
esse volame com solugédo de dcido cloridri-
coa 1%.

Solugido-padrio de chumbo
Solugio estoque, 1.000 mg/l — Dissolver
1,598 g de nitrate de chumbo em solugfio
de dcido nitrico a 1% em balio volumétrico
de 1 litro. Diluir até esse volume com so-
fucdo de deido cloridrico a 1%.

Solugao-padrio de zinco
Solugdo estoque, 500 mg/l -~ Dissolver
0,500 g de zinco metdlico em volume mi-
nimo de solugdo de deido cloridrico a 50%
em baifo volumétrico de I litro. Diluir até
esse volume com solugie de Acido cloridri-
coa 1%.

Procedimento

Pesar exatamente cerca de 40 g da amostra,
previamente homogeneizada em lquidificador,
em cdpsula de porcelana. Sccar em estufa a 80°C,
adicionar 2,5 m/ da mistura Acida-oxidante® ¢
deixar em chapa elétrica até carbonizagio. Colo-
car em mufla a 430°9C, para obter ¢inzas isentas
de carvio, Dissolver o restduo em dcido cloridri-
co concentrado e evaporar. Transferir quantitati-
vamente com &gua destilada ¢ desmineralizada
para bajao volumérrico de 235 m/ e compietar o
volume com © mesmo solvente,
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TABELA 2
Ntveis de cddmio, chumbo e zinco em mglkg de 294 amostras de seis espécies de hovtalicas comercializadas em Sdo Paulo
Regigo Hortaligas N? amostras Cédmio Chumbo Zinco
m np m np m np

A alface 11 0,05 0,07 0,34 0,44 6,06 13,16
almeirdo 11 0,05 0,12 0,41 3,61 6,28 12,28

escarcla 16 (0,05 0,08 0,25 0,38 4,82 5,05

catalonha (%} 8 0,05 0,10 0,28 0.46 5,83 7,18
agrido - 7 3,04 0,06 0,25 0,28 7,13 8,18
B alface 20 0,03 0,06 0,22 0,47 2,25 8,00
almeirio i6 0,04 0,08 0,25 0,50 5,02 10,35

escarola 24 0,04 0,08 0,17 0,42 2,98 6,88

catalonha 12 0,05 0,06 0,22 0,54 4,04 8,17
ricula 5 0,05 0,06 0,21 0,42 3,59 4,60

C alface 15 0,04 0,05 0,28 0,57 3,42 4,78
D alface 71 0,03 0,07 0,27 0,48 4,01 §,87
almeirao 5 0,02 0,05 0,37 0,49 5,05 5,58

escarcla 30 0,04 0,05 0,22 0,36 3,00 10,41

agrido 17 Sud 0,06 0,21 0,32 4,69 10,11

riicula 3 4,05 0,05 0,36 | 0,36 8,62 8,62
B alface 6 0,05 0,06 0,35 0,53 3,02 4,60
almeirio 3 0,10 0,10 0,45 0,45 10,31 ¢ 10,31

F 1 alface 20 0,02 0,05 0,19 0,27 2,80 4,56

m = mediana.
np = nonagésimo percentit,
(*) = catalonha {ital. catalognia}

Fazer um branco, transferindo 2,5 m/ da mis-
tura dcida-oxidante pars uma cdpsula de porcela-
na e evaporar em chapa elétrica. Esfriar, adicio-
nar dcido clorfdrico concentrado em quantidade
idéntica & utiizada no tratamento da amostra e
evaporar em chapa elétrica. Dissolver o residuo
em 25 m/ de dgua destilada e desmineralizada.

As leituras, no aparelho, das amostras e do
branco devem ser efetuadas nas condigbes descri-
tas, usando os padrdes adequados, preparados a
partir das solugBes-estoques de cada urn dos me-
tais.

RESULTADOS

As amostras de hortalicas apalisadas foram
classificadas segundo a regiio de origem e de
acordo com as espécies vegetais. Os resultados
dos teores de cddmio, chumbe ¢ zinco oblidos em
todas as amostras estio expressos na tabela 2,

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Dos resultados obtidos, observa-se gue a con-
taminagéo pelos metais pesados analisados ndo é

influenciada pelo perfodo em gue a hortalica € co-
thida, mas pela proximidade dos grandes centros
industriais em que ¢ caltivada, como © que ocor-
reu com as amostras do municipio de Séo Paulo e
Guaruthos.

Os nfveis de chumbo encontrados nas hortali-
¢as analisadas, quando comparados com aqueles
apresentados por ISASA et alil* (valores médios
de 0,19 a 3,24 mgikg, para pimenidcs e couve-
manteiga), sdo baixos, demonstrando através des-
te estudo preliminar que a situacfo de nossas hor-
talicas & satisfatGria quanto aos contaminantes
analisados. A legislacao brasileira’ estabelece fi-
mites para chumbo, cddmio ¢ zinco somente para
hortaligas em conservas, fixando respectivamen-
te, para cada um dos metais, os valores de 0,30,
0,20 e 25,00 mgfkg.

Com relagfo aos baixos niveis de cddmio en-
contrados nas amostras analisadas, confirma-se
que os fertilizantes fosfatados usades no Brasil
contém teores insignificantes desse metal pesado,
diferente daqueles utilizados nos EU A, onde os
teores de cddmic podem variar de 4 a
147 mg/kg®.
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ABSTRACT: 294 sampies of different Kinds of fresh vegetsbles sold in $&c Paulo City,
Brazil, were analysed for their lead, cadmium and zinc contents by flame atomic absorption
spectrophotometry. The levels for these contaminants showed that the vegetables do pot repre-

sent risk to health consumer.
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getables, determination; flame atomic spectrophotometry.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

. COMMISSION ON THE EURGPEAN COMMUNI-

TIES - Criteria {dose/efect relationfips) for cad-
minrn. Oxford, Pergamon Press, 1978. p. 15120,

. CREWS, H.M. & DAVIBS, B.B, - Heavy metal up-

take from contaminated soils by six varieties of let-
twee, J. Agric. Sci., 105(3): 591-5, 1985 apud Foe?
Sci, Technol, Abstr., 18(33:115, 1986.(3;193).

. FOWLES, G.W.A, - Lead content of roadside fruit

and bersies. Food Chenr., 13 33-9, 1976,

. ISASA, ME.T. & RICON, M.CM. - Plomo v cad-

mic como contaminanies de hortalicas en fresco.
Anal, Bromatol., 34 (107 71-80, 1982,

. LANGENBACH, T, & SCARPA, M. - Teor de cad-

mio nos fertilizantes fosfatados brasileiros. Rev.
bras. Cienc, Solo, 17_9~8 1, 1985,

6. PREER, J.R.; STEPHENS, B.R. & BLAND, C.W. —

Sample preparation in determination of lead in gar-
den vegetables by {lame atomic gbsorption spectro-
photemstry, J. Assoc. off. anal. Chemn., 65 (4):
1010-5, 1982,

. SA0 PAULO. Leis, decretos, efc. - Decreto n®
12,486, de 20 de putubro de 1978. Didrio Oficlal,
Sdo Paulo, 21 out. 1978, p. 15-6, Aprova normas
técnicas especiais relativas a alimentos e bebidas
(NTA 31).

. THORNTON, 1. & IONES, T.H. - Sources of lead
and associated metzal in vegetables grow in British
urban soil: uptake from the seil versus air deposi-
tion. Trace Subst. Environ. Heclth, 18: 30316,
1984,

Recebido para publicagdoe em 21 de feverciro de 1989,



Rev, Inst. Adolfo Lutz,
49 (1):85-92, 1985.

TECNICAS PARASITOLOGICAS PARA INVESTIGACAO DE
ANIMAIS NATURALMENTE INFECTADOS POR FLAGELADOS

DO GENERO TRYPANOSOMA GRUBY,

1843%*

José Eduardo TOLEZANQ **

Eilizabeth Visone NUNES ##

Osvaldo Martinez D’ ANDRADE *#
Maria de Fatima Lereno de ARAUJQ ##
Jos€ Mario de Freitas BALANCO #*
Pedro Paulo CHIEFF] **

Sansfo da Rocha WESTPHALEN #*
Carmem do Socorro GUILHERME ##

Anna Maria VALENTIM ##
Luiz Eloy PEREIRA **

RIALAG/G64

TOLEZANO, LE,; NUNES, E.V.; D’ANDRADE, O.M,; ARAUIO, M.F.L,; BALANCO,
LM.F. CHIEFFL P.P; WESTPHALEN, S.R.; GUILHERME, C.S,; VALENTIM, A M.
& PEREIRA, L.E. — Técnicas parasitoldgicas para investigacio de aninais naturalmentc
infectados por flagelados do género Trypanocsema Gruby, 1843, Rev. Inst. Adolfo Lurz,
49(1185-92, 1989,

RESUMO: No presents trabalho, procurou-se avaliar comparativamente as técnicas do
exame de sangue a fresco, do esfregago sangiifneo, da hemocultura e do xenodiagnéstico como
procedimentos laboratoriais para triagem de hospedeiros n&o humanos naturalmenie infectados
por flagelados do género Trypanasoma. e um total de 440 animais pertencentes a 22 espécies

. diferentes, 37 {12,95%) revelaram presenca de tripanossomos na circulacio. O xenodiagnéstico
mostronw ser a técnica mais efetiva para demonstragio de Trypanosoma {Schizomrypanum} cruz
em Didelphis marsupialis e Philander opossum. Em Nasua nasue, Trypancsoma fol observado
em fodoes os procedimentos investigados. As téenicas do exame de sangue a fresco ¢ do esfrega-
go sangiiinec foram mais eficientes para T (Herpetosorma) e T. (Trypanozoon) evansi entre
Proechimys iheringi e Canis famifiaris, respectivamente.

DESCRITORES: Trypanosoma em hospedeiros nio humanoes, diagndstico, técnicas para-

sitoldgicas.

INTRODUCAO

Ainda hoje, ndo estd totalmente esclarecido o
papel desempenbado por hospedeiros ndo huma-
nos pa epidemiologia de doencas causadas por
protozodrios do género Trypancsoma Gruby,
1843, que podem infectar o homem ou og animais
de interesse do homem. Diversos estudos ém

revelado que alguns destes flagelados s&o capazes
de infectar uma grande diversidade de animais
veriebrados pertencentes a diferenties espécies,
diferentes péneros, diferentes familias € mesmo
diferentes ordens, tals como os lripanossomos
dos subgéneros Schizotrypanwn Chagas, 1909
e Trypanozoon Lihe, 1906, Gutros Trypanosoma,
come o8 do  subgépero  Herpetosoma
Doflein, 19016 revelam aitfssimo grau de

* Realizade na Seclio de Parasitoses Sistémicas do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paule, 5P, Parcialmente subvencionado

pelo PIVE-VI-Proc. 400609/85-CNPg,
** Do Institute Adoifo Luiz.
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especificidade no detenminisio do hospedeiro
Vertebraéoﬁﬂ Ga.18 524526.

O enconiro ¢ 0 cstudo de hospedeiros ndo hua-
manos, naturalmente infectados por tripanosso-
mos, revestem-se de grande importincia em Sag-
de Piblica, na medida em que permitem revelar
reservatorios silvestres desses flagelados em na-
tureza, ou ao mcnos indicar possiveis fontes de
infeccio para os hospedeiros invertebrados. Tal
estudo pode permitir ainda a obtenc@o de modelos
experimentais alternativos para wna methor com-
preensdo de aspectos envolvidos na relaglo para-
sita-hospedeire, assim como, pode também for-
necer subsidios para interpretagéo, ou mesmo es-
peculacio filogenética destes protozodrios.

Em estudo anterior®®, foi analisada a eficdcia
do esfregaco sangiifnco como técnpica de friagem
capaz de revelar a presenca de {ripanossomos na
circulagdo de quirdpteros e marsupiais. No pre-
sente trabatho, tem-se por objetivo avaliar com-
parativamentc as técnicas do exame de sangue a
fresco, do csfregage sangiifneo, da hemocultura ¢
do xenodiagnéstico como precedimentos labora-
toriais para triagem de hospedeiros nfo humanos
naturaimenie infectados por tripanoessomos.

MATERIAL E METODOS

No perfodo compreendido entre 1982 ¢ 1988,
440 animais foram examinados para verificagio
da presenca de protozedrios do género Trypano-
soma (tabela 1), Destes, 36 eram cdes do munici~
pio de Olfmpia no Estado de S&o Paulo, que ti-
nham historia de participagéo em atividades de
caga no municipio de Camapud no Estado de Ma-
to Grosso do Sul®®, onde foram “muito incomo-
dados” por tabanideos, Refornaram ao municfpio
de Olfmpia, onde adoeceram, com quadro de mal
de cadeiras. Os demais eram animais silvesires-
pertencentes &s ordens Rodentia, Marsupialia,
Carnivora, Edentata, Lagomorpha, Chiropiera ¢

da classe Reptilia, capturados em cinco estagdes -

de servigo de campo no Estado de Séo Paulo, tra-
balhadas pela Segfio de Parasitoses Sistémicas, si-
tuadas nos municipios de Sio Paulo, Iguape, Ita-
petininga, Salesépolis ¢ S0 Rogue (tabela 1}

Em todos os animais examinados cfetuaram-se
0s seguintes procedimentos:

a) Exame de sangue a fresco — entre ldmina e
laminula, com observagdes microscdpicas a {0 e
400 aumentos;

b} Exame de esfregago sangiiineo ~ fixado pe-
lo metanol e corado pelo Giemsa, com obser-
vaghes microscipicas a 100, 400 e 1.000 aumen-
tos;
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¢} Hemocultwras — realizadas pela semeadura
de 0,1 2 0,2 md de sangue em um ou 4ois tubos de
meio NNN ou em meio de Ducrey, com obser-
vaches microscopicas entre lamina ¢ laminula, a
100 ¢ 400 aumentos, efetuadas semanalmente até
45 dias apos a semeadura. Em dois exemplares de
Proechimys iheringi, fol testada semeadura de
sangue em meio de Ducrey com adicao de 2% de
sangue deste roedor em sua composigio;

d} Xenodiagndsticos — realizados com a utili-
zacio de ninfas entre 3% e 4Y estddios de desen-
volvimento de Triatoma infestans, Rhodnius pro-
lixus ¢ Rhodnins neglectus. O ntmero de tria-
tomincos empregados, varioy, de acordo com o
porte do animal examinade, de 3 a 5 ninfas para
Akodon sp. até 25 a 30 ninlas para Didelphis mar-
supialis. Fol permitido gue 0s insetos se alimen-
tassem até a sacicdade, ou scja, até que eles se
afastassem espontancamente da fonte alimentar.
O conteddo intestinal dos “barbeiros™ fol exami-
nado aos 30 e 60 dias apés a aplicagho desses
exames.

Dos cées, o sangue Toi colhido da pata esquer-
da traseira para realizacio do exame a fresco, es-
fregago sanglifneo e hemocolura, e, xeno-
diagnéstico foi aplicado na face ventral do abd6-
men. Os animais silvestres foram anestesiados
com cloridrato de Ketamina, guando catido se
proceden & aplicagio do xcnodiagnéstico e &
pungiio cardfaca para realizacio dos exames do
sangue, anteriormente citados.

RESULTADOS

De um total de 440 animais examinados, 57
(12,95%) mosiraram-se positivos para alguma
cspécie de Trypanosoma (tabela 13

A tabela 2, mostra os animals positivos para
protozodrics do género [rypancsoma, distribui-
dos scgundo a espécie de animal examinado ¢ o
tipe de técnica laboratorial utilizada. Dentre os
animais encontrados naturalmente infectados, em
16 Proechinys iheringi observou-se a presenga de
Trypanosoma do subgénero Herpetosoma tipo le-
wisi. Apesar de revelarem alta parasitemia po
sangue, os xenodiagndsticos foram sempre nega-
tivos. O hemocultivoe somente fol positivo nas
duas ocasides em que foram adicionados 2% de
sangue deste roedor na formulacio do meio de
Ducrey. Dos marsupiais, 17 Didelphis marsupialis
¢ 4 Philander opossipn mostraram-se positivos
para Trypanosoma do subgénero Schizotrypanum
tipo cruzi®>*** todos revelados a parlir de xeno-
diagnéstico. Entre D, marsupialis infectados, ¢
exame de sangue a fresco, o esfregago sangiiineo
e a hemocuftura foram positivos para este proto-
zodrio, wma. uma o trés vezes, respectivamente.
Dos camivoros, o Gnico exemplar de Nasua



TABELA 1

Aninais examinados, segundo municipio e classificagdo, para tringem de hospedeiros de mipanossomatideos no Esiado de Séo Paule

Municipios do Estado de S&o Paulo Sao Roque ' Iguape {tapetininga Salesdpolis Olimpia
Séo Paulo Total
Animat examinado WY {90} Ne (%) N2 (%) NY (%) N¢ (%) N2 (46)
CLASSE MAMMALIA
ORDEM RODENTIA
Akodon arviculoides - - - - - - - - 4 (100,00 - - 4
Akodon sp. 64 { 50.4) 20 {15,7) 37 { 29,13 - - 6 (47 - - 127
Callomys sp. 2 { 40,0) - - - - 3 { 60,03 - - - - 3
Clyorys laticeps - - - - - - 7 £100.0; - - - - 7
Delomys dorsalis - - - - 3 {25, - - 9 {750 - - 12
Nectorys squamipes - - - - 18 { 88,2} - - 2 { 11,8 - - 17
Proechimys ihering - - - - 1 ( 53 - - 18 { 94,7 - - 19
Oryzomys capito - - - - 1 ( ILY) - - 8 { 88.9) - - 9
Oryzomtys eliurus - - - - 2 ( 50,09 2 { 50.0 - - - - 4
Oryzomys sp. 5 {100,0 - - - - - - - - - - 5
Oxymycterus quaestor - - - - 5 (100,0) - - - - - - 5
Rattus rattus 2 (100,00 - - - - - - - - - - 2
ORDEM MARSUPIALIA
Didelphis marsupialis 55 ( 44,0) 25 {20.0) 36 { 28,8; 7 £ 5.6 2 { 1,8 - - 125
Philander opossum e - - - 14 { 37,2y i { 2.3 26 { 60,5 —- - 43
Metachirus nudicaudatus - - - - - - - - 2 (100,0) - - 2
Marmosa sp. - - - - - - - - 1 (100,0 - - 1
ORDEM CARNIVORA
Nasua nasuc - - - - 1 (190,60} - - - - B - 1
Caris famniliaris - - - - - - - - - - 36 (300,6) 36
ORDEM EDENTATA
Dasypus novemcinctus — o 2 { 50,0) H [ 25,0 1 (250 - - . - 4
ORDEM LAGOMORPHA
Sylvilagus brasiliensis - - - - - - 1 €100,0) - " - - 1
ORDEM CHIROFTERA
Carollia perspicillata - - - - 6 (106,03 - - - - - - 6
CLASSE REPTILIA
ORDEM SQUAMATA
Teguxin tupincanbis - - 2 ( 40,0 3 { 60,5 - - - - - - 3
Total 128 (29,1} 49 (11,1} 127 { 28,9; 22 { 50 78 {17,771 36 ( 82) 440
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B8

Fregiiéncia de flagelados do género Trypanosoma, encontrados e hospedeiros ndo husnianos do Estado de Sdo Paulo, exarminados segunde técnicas parasitoldgicas

TABELA 2

Técenicas parasitoldgicas Animais
examinados
Trypanosoma Exame a fresco Esfregaco sangiiineo Hemecultura Xenodiagndstico
3 g g T
Hospedeiro I - T O T O - - A A PO
W
infectado E 5 J;‘E E & _?; j:i F i E g E g % _
) T e ] € T e g | B R ¢ | 8 | & & g E
& P-: [ B e b o = B =~ [ - = Z =
CLASSE MAMMALIA

ORDEM RODENTIA

Proechimys thevingi 16 0 i6 0 0 2% O 0 0 ¢ 16 3 19
ORDEM MARSUPIALIA

Dicdelphis marsupialis 1 0 0 1 0 G 3 0 ) 17 17 108 125

Phitander oposswum 0 4] 0 0 0 0 0 0 4 ¢ 4 39 43
ORDEM CARNIVORA

Canis farmiliaris 0 19 0 0 19 0 G ¢ 0 O 19 17 36

Nasua nasua 1 g 0 1 0 0 1 G 0 1 1 0 1
Dernais ordens ¢ espécies 0 G 0 4] 0 G €] 0 0 1 0 1 0 216 216

Total 2 16 1% 2 16 19 4 2 0 22 0 0 57 383 440

* Exemplares cujas amostras de sangue foram semeadas em meio de Pucrey com a adicho de 2% de sangue de P. iheringi em sua formnlaco.
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Freqiéncia dos hospedeiros ndo humanos encontradoes naturabnente infectados por tripanossomos, distribuidos segundo municipio de origem e classificagdo *

Musicipio de Animais examinados
) origem Fguape Salesdpolis ltapetininga Olfmpia
Hospedeiro Infectados Nzao infectados Total
CLASSE MAMALIA
ORDEM RODENTIA
Proechimys iheringi G 16 0 0 16 3 19
ORDEM MARSUPIALIA
Didelphis marsupialis 15 0 2 0 17 108 123
Philander opossurt 4 4 39 43
ORDEM CARNIVORA
Canis familairis g 0 19 19 17 36
Nasua nasua it] 1 0 1
Demais ordens e espécies G 0 0 1] 0 216 216
Total 20 16 2 19 57 383 440

68

* Nio foram encontrados animais infectades por tripanossomos nos municipios de Sdo Paulo ¢ S#o Rogue,
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nasua examinado fol positive para Trypanosoma
tipo cruzi, no cxame de sangue a fresco, no esfre-
gaco sangiilneo, na hemocultura £ no Xeno-
diagnostico. Dos 36 caes investigados, 19 mostra-
ram-se positivos para Trypanosoma do subgénero
Trypanozoon tipo evansi, nos exames de sangue a
fresco e no esfregaco sangiiineo. Ainda que mos-
trassem alta parasitemia, a hemocultura e o xeno-
diagnostico foram sempre negativos (tabela 2).

Pela tabela 3, observa-se a distribuicdo dos
bospedeiros ndo humanos, positivos para tripa-
nossomos, segundo espéeie de animal examinado
¢ o seu municipio de origem.

DISCUSSAQ E CONCLUSOES

Os estudos realizados para avaliagéo da im-
portincia de hospedeiros ndo humanos como re-
servatGrios naturais on fontes de infecgdo para
triatominecs ou outros vetores bioldgicos on
mecdnicos, na transmiss&o de tripanossomos para
0 homem ou para os animais de interesse do ho-
mem, sempre assumiram papel de destague em
Parasitologia Médica ¢ Veterindria, ou mesmo em
termos de Sadde Pdblica na Vigilincia Epide-
mioldgica dag tripanossomfases.

Ne presente trabatho, foram observados 57
animais pataralmente infectados por tripanosso-
mos pertencentes aos subgéneros Schizoirvpa-
nn, Herpetosoma e Trypanozcon. As tentativas
de verificagao da presenga destes flagelados na
circulagdo de animais, capturados nos municipios
de S&c Paulo e S0 Rogue, foram sempre negali-
vas em qualquer wma das técnicas parasitoldgicas
empregadas.

A fregiiéncia de animais naturalmente infecta-
dos por alguma espécie de Trypanosoma, equiva-
leu a 1295% (57/440) e pode ser considerada
elevada, principalmente, se considerarmos que tal
positividade concentrou-se em apenas S espéeics
de um total de 22 investigadas.

Trabathos semelhantes, realizados em outras
regides do Brasil, mostraram freqliéneias de pa-
rasitismo para fripanossomos bastanie proximas
as do presente estudo® 5.

Os resuftados, observados na tabela 2, revelam
que, enquanto enfre os marsupiais a téenica do
senodiagnédstico mostrou todos os animais diag-
nosticados positivos para Trypanosoma, para os
cées ¢ os cxemplares de Proechimys iheringi as
téenicas do exame de sangue a {resco e a do es-
fregago sangiifneo foram as mais efetivas para a
demonstracio da circulacdo do flagelado no san-
gue destes animais. Para o fnico exemplar de
coati (N. pasua} examinado, todas as quatro
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técnicas demonstraram a presenca do protozodrio
o sangue.

© achado de Trypanosoma do subgénero Schi-
cofrypanimn tipo cruzi, encontrado entre os mar-
supiais Didelphis marsupiclis e Philander opos-
sum ¢ 0 ceatl Nusua nasua, ndo constitui relato
novo, i que parece bastante freqlienie serem en-
conftrados naturalmente infectados por tal parasi-
ta. A freqiiéncia de resultados negativos entre
marsupiais, para as técnicas do exame de sangue a
fresco e esfregaco sangiifneo, confirmam resulta-
dos anteriormente observados™ 11T gue
mostraram serem estas tecricas pouco sensfveis
para detecgdo de 7. cruzi enire gambds. A ausén-
cia de parasitismo de roedores, por esta espécie
de Trypanosoma, possibilita questionar, i seme-
Thanca de LAINSON et alii (1979)'%, se 0 com-
portamento e os habitos desses animais de menor
porte impediriam ou dificuitariam o contato com
vetores ou eventuais fontes de infeccio. Em estu-
do efetnado por FORATTINI et alii'?, na regifo
de Salto do Pirapora no Estade de Sdo Paulo, de
um total de 744 animais examinados, a grande
maioria roedores, o xenodiagndstico apenas foi
positivo para dois exemplares, Akodon arviculoi-
des ¢ Orviomys nigripes.

Diversos pesquisadores tém requisitado po-
sicdo de destaque para mamiferos da ordem Mar-
supiclia. familia Didelphidae &, especialmente,
para as espécies do génere Didelphis como reser-
vatdrios primdrios de T, crpei®B55 7308 Sua
importdncia como elo de ligagdo entre os ciclos
silvestres e peridomiciliares e domiciliares seria
entendida pela fregiiéncia com gue visitam o do-
micflio e o peridomicflio humano'®; além do que,
ja foi mostrada a existéneia de ciclos completos
deste parasita em 0. marsupialis experiimental. e
naturalmente infectadog’#:2?

Entre didelfideos, os indices de infeccdo para
esse flagelado, em diferentes regides do Brasil,
variam de 186 a 91,7% %% Nos demais
paises americanos, tais fmdices variam entre 17 ¢
74.2%°%. Bsses altos valores poderiam ser devidos
a wma parasitemia de longa duragdo cim tais ani-
mais’

O xenodiagndstico, enquanto téenica para iria-
gem de hospedeiros nio humanos infectados por
tripanossomos, revelou melhor sensibilidade que
as demais técnicas para o encontro de Trypano-
soma tipo cruzi. A freqiiéncia da infecgdo para
cste protozodrio, diagnosticado por tal técnica,
foi de 12,28% (21/171) entre os marsupiais. S¢
considerarmos somente os resultados referentes a
D, mmarsupiclis ¢ P. opossun, capturados nas os-
tacbes de ITguape e ltapetininga, locais onde
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foram encontrados gambds naturalmente infecta-
dos por 7. cruzi, o xenodiagnostico positivou-se
em 35,0% (21/60) dos exemplares examinados.
Para o municipic de Ignape, ¢ xenodiagnéstico
em D, marsupialis mostrou a infecgfio para o tri-
panossomo em 41,67% (15/36), a hemocultura
em 8,3% ¢3/36); o esfregaco sangiifneo e o exame
de sangue a fresco 2,78% (1/36).

A fregiiéncia da infeccio por Trypancsema do
subgénerc Herpetosoma em Proechimys theringi
atingiu 88,9% (16/18). O esfregaco sangiiineo ¢ o
exame de sangue a fresco revelaram 100% de po-
sitividade dos exemplares diagnosticados. As téc-
nicas do xenodiagndstico e da hemocultura foram
sempre negativas, exceclo feita a duas hemocul-
turas cuia formulacdo do meio de Ducrey incluiu
2% de sangue de P. iheringi, que mostraram in-
tensa proliferacio de formas epimastigotas. Try-
panosonma do subgénero Herpetosoma tipo lewist,
caracteristicamente, mosiram-se muito exigentes
quanto aos requerimentos nutricionais; isto talvez
explique a extrema especificidade para escolha do
hospedeire, quer seja vertebrado quer seja inver-
tebrado®*.

Trypanosoma do subgénero Trypanozoon tipo
evansi, foi observado em 52, 78% (19/36) dos
cles exarminados. Todos os ¢hes positivos foram
diagnosticados através das técnicas do esfregaco
sangiifpeo ¢ do exame de sangue a fresco. O xe-
nodiagndstico e a hemocultura foram sempre ne-
gativos. Ag dificuidades verificadas nas tentativas

de cultivo destes tripanossomos certamente es-
tarfo relacionadas com suas exigéncias ny ticio-
nais e seu alio consumo de aglicares. A pegati-
vacdo dos xenodiagndsticos praticados em cfes
gue revelaram altfssima parasitemia no sangue
circulante talvez esteia relaciopada com a perda
da capacidade de Irypanosoma do complexo
evansi em efetuar parte de seu ciclo ontogénico
em um inseto hospedeiro, tendo porisso assumido
a transmiss&o mecinica®®.

Para finalizar, os aufores acreditam ser Heito
concluir que as técnicas parasitolfgicas de de-
monstracao de flagelados do género Trypanoso-
mea sdo eficazes na determinagdo de hospedeiros
nao hwmaros naturalmente infectados. Todavia,
deve-se ter em consideragdo que, se para Trypa-
nosoma tipo cruzi a técnica do Xenodiagndstico se
mostra mais efetiva para tal triagem, so as téoni-
cas do cxame de sangue a fresco e do esfregaco
sangiifneo as mais teis ¢ corretas quando a preo-
cupaco for Trypanesoma tipo lewisi ou tipo
evansi.
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ABSTRACT: In this paper, we tried to confront the technics fresh bicod examination, stained
blood films, hemocuiture and xenodiagnosis as laboratorial procedures to investigate non-hu-
man hosts paturaily infected by flageliates of genus frypanosoma. From a total of 440 animals
belonging to 22 different species, 57 (12,95%) revealed trypanosomes in blood circulation, The
xenodiagnosis showed the most effective technic to demonstrate Trypanosoma (Schizotrypa-
num} cruzi in Didelphis marsupialis and Philander opossum. In Nasua nasua, T. cruzi was seen in
all procedures utilized. On the other hand, the fresh blood examination and stained blood filins
were more efficient than the other technics to T, (Herpetosoma) and T, (Trypanosoon} evansiin
infected Proechinys theringt and Canis fariliaris, respectivelly,

DESCRIPTORS: Trypanosoma in non-human hosts, diagaosis, parasitologic technics.
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ENTEROPARASITOSES NO ESTADO DE SAQ PAULO:
QUESTAO DE SAUDE PUBLICA
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RESUMO: Sio apresentadas ¢ discutidas informagOes disponiveis referentes & freqiiéncia
¢ distribuicio das enteroparasitoses em dreas do Estado de Sdo Paulo, assinalando a impostincia
que tais parasitoses assumem, atualmente, nesse Estado, especialmentc se comparadas com ou-
tras como a maldria e a doenca de Chagas, jé controladas. Verificou-se, nas dltimas décadas,
uma diminuicio acentuada da ocorréncia das enteroparasitoses, evidenciando-se, no entanto,
que sua fregiiéncia ¢ ainda elevada em alguns locals do Estado, atingindo especialmente crian-
¢as periencentes aos segmentos mais pobres da populagio, residentes em habitagdes precirias.
Tal siteachio justifica a implementagido de programa para seu controle, Sugere-se o estudo de
medidas tais como o tratamento especifico em massa, para verificacio de sua eficicia em nossa

estrutura epidemioldgica,

DESCRITORES: enteroparasitoses, cpidemiclogia, Sac Panlo, Brasil; enteroparasitoses,

programas de satide.

INTRODUCAO

Expressivas modificagbes ambientais ocorre-
ram 1o Estado de S#o Paulo nas primeiras déca-
das deste século, principalmente em fungéio da
expansdo das fronteiras agricelas deierminada
pelo crescimento da cultura cafeeira. A economia
do Estado dquela €poca, era predominantemente
agro-exportadora e a populaco distribuia-se, em
sua maiotia, nas 4reas rurais de seu territdrio®,

A derrubada das matas para ¢ desenvolvimen-
to de atividades agricolas, a penetracio do ho-
mem ¢ a forma pela qual se deu sua insergdo nos
modos de produgéo levaram a alteragoes ecoldgi-
cas, criando condicdes favordveis ao surgimento
de doencas parasitdrias que passaram a atingir, de
forma endémica, amplas dreas do Estado.

Entre as parasitoses que adquiriram maior re-
levéncia em sadde piblica merccem citagao a

leishmaniose tegumentar, a doenga de Chagas, a
maldria e 2 ancilostomiase.

J& nas décadas de 1930 ¢ 1940, vdrios parasi-
tologistas, entre eles Samuel Pessoa, alertaram as
autoridades sanitdrias para a importincia das en-
teropdrasiioses, face as suas altas prevalencias,
tanto nas dreas rurais como urbanas do Estado de
S&o Panlo'.

Vérios inquéritos desenvolvidos aquela época
permitem o dimensionamento desta questao. Pes-
soa & Pascale {1948), estudando escolares do Es-
tado de Sao Paulo, verificaram taxa de ancilos-
tomfase, variando de 53% na capital a 100% em
drcas do litoral’®. Pessoa {1938) e Pessos & Lu-
cena (1938) observaram, em criangas do Estado
de Sao Paulo, freqgiiéncia de ascaridfase, variando
de 80% na capital a 93% no litoral’®.

* Do Institute Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP ¢ da Faculdade de Saside Piiblica da Universidade de Szo Paulo, SP.
% Do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, 8P, ¢ da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Mise~

ricdrdia de S3o Paulo, SP.
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Tal situacdo induziv as antoridades sanitérias a
desenvolverem programas de controle de parasi-
loses intestinais, visando particularmenie escola-
res, que foram realizados, com maior énfase, até
os anos 30, centrados no tratamenio seletivo em
massa e na educagio sanitdria. Os resultados des-
sas campanhas nunca foram devidamente avalia-
dos; porém at€ hoje, & percepiivel aos profissio-
nais de safdde a preccupacfo da populagio, com
referéncia 4s criangas, guanto ao problema das
parasitoses intestinais.

O aparccimento, na década de 1950, dos inse-
ticidas de acfo residual e de drogas mais eficazes
ou menos téxicas permitiram goe se conferisse
prioridade aos programas de crradicaghe da maia-
ria e controle da doenga de Chagas no Estado de
S&o Paulo. Esses programas desenvolveram-se
com Exito; a maldria fol controlada ¢ a doenga de
Chagas teve sua transmiss@o por triatomineos in-
terrompida no Estado de Sdo Paulo, desde o inf-
cio dos anos 70.

Nas dltimas trés décadas foi conferida algwma
énfase a programas de controle da esquistosomo-
se mansdoicy no Estado, porém, sem resultados
expressivos, apesar de a {ransmissio oCorrer em
fimitadas dreas de seu ferritéio®.

Em funcho dos programas de conirole e da
maneira pela gual se dew o processo de urbani-
zagio do Estado de Sio Paulo, as referidas doen-
¢as parasitarias perderam o cardter exclusivo de
endemias rorais. A doenga de Chagas persiste por
meic da transmissfio pela transfusfio sanglinea, a
leishmaniose ocorre nas cercanias de cidades, a
esquistossomose mansdnica apresenta, em algu-
mas regides, transmissao exclusivamente urbana®.

Sitwada & questfo das doencas parasitdrias no
Estado de Sao Paulo, em seus contornos gerais,
passaremos a analisar, como objetivo desse traba-
lho, a freqiiéncia ¢ distribuicao atual das entero-
parasitoses nesse Estado, com base em dados re-
centes, dispouiveis pa literatura, buscando de-
monstrar que as mesmas devem, nos dias atuais,
ser consideradas prioridade com referéncia as
demais doencgas parasitdrias, a excegfio da esguis-
tossomose mansénica e, em circunstdncias espe-
ciais, da maldria.

SITUACAO ATUAL DAS ENTEROPARASIE-
TOSES NO ESTADO DE SAQ PAULO

Antes de ipiciarmos a andlise dos dados dis-
ponfveis referentes ao assunto, vale salientar que
estes nAo sfo representativos de todos os segmen-
tos da populagao; todavia, a similitude dos resul-
tados obiidos pelos diversos trabaihos publicados,
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ptilizando  diferentes metodologias, conferem
consisténcia a essas informagbes, permitindo si-
tud-las proximas i realidade.

Analisando as tabelas 1 e 2, publicadas por
CHIEFFT* etalii® e recentemente atualizadas®®,
verificamos que nas duas ditimas décadas houve,
na drea metropolitana, acentuada diminuigdo das
taxas de ascaridiase, tricuriase, ancilostomiase ¢
esirongiloidiase; variagbes menos acentuadas
ocorreram com referéncia a giardfase, amebiasc e
esguistossomose.

Vale salientar, ainda em relaclo & drea meiro-
politana, que as faxas mais elevadas de infeccdo
pelo S, mansond, na década de 70, devem-se, pro-
vavelmente, a aumento de sua pesquisa em popu-
lacdes de migrantes oriundos de regibes do pas
com alta prevaléncia dessa parasitose.

No mterior do Estado, considerando o mesmo
periodo, verificamos tendéncia semelhante de de-
eréscimo, ainda que menos acentnada, com ex-
cecdo da anciolostomiase, cuja freqiiéncia sofreu
queda bastante significativa a partir da década de
70.

A queda das taxas de infecgdo por geo-hel-
mintos, nas dltimas décadas, deveu-se, provavel-
imente, a processo de urbanizacio ¢ melhoria das
condigbes de vida da populagdo, tal como suge-
rem alguns indicadores de safide.

A tabela 3 apresenta taxas de enteroparasito-
ses referentes a 1987, abrangendo o8 mesmos
segmentos da populagio estudados nas tabelas [ ¢
2, distribufdos em 12 dreas geocconomicamente
homogéneas que, até recentements, COrrespon-
diam &s das divisdo administrativa do Estado de
Sao Paulo.

Excluida a drea metropolitana jd analisada, ve-
rificamos na tabela 3 que a giardiase, mesmo con-
siderando variagbes regionais, apresenta sempre
taxas elevadas. Entre os geo-helmintos, a asca-
ridiase e a tricurfase mostram-se importanies na
regifio da Baixada Santista, enquanto a anciolos-
tomfase destaca-se na regifio de Aragatuba. No
entanto, € no vale do Ribeira gue os geo-helmin-
tos apresentam mdices expressivamente elevados,

O comportamento da ascaridfase e fricurfase
na Regie de Santos, drea predominantements
urbana, deve-se provavelmente ao fato de inpor-
tante segmento de sua populagio viver em habi-
taghes precdrias e sem infra-estrutura adequada.
A clevada taxa de ancilostomfase na drea de Ara-
¢atuba pode ser atribuida, também, a inadequadas
condi¢es de urbanizagao na periferia das cidades
que compiem essa regifo.



Fregiiéncia de enteroparasitas em clientes de wnidades saniidrias da regido metropolitana de Sdo Paulo, de acordo com resultados obiidos pelo servico de parasitologia do Instituto

TABELA 1

Adoifo Lutz durante o perivdo de 19601987

Fregiiéncia

A, lumbricoides T trichiura Ancylostomidae | 8. stercoralis S, mansoni G, knnblia E. histolytica Total
azns:t:as
1560 33,1 21,6 53 4,8 1,5 13,5 28 22.097
1967 42.9 36,5 7.3 4.8 1.4 15,2 4,4 47,131
1969 43,8 36.8 7.6 4,6 2,2 14,3 3,1 55.386
1971 319 35,1 16,0 4,5 4,0 11,2 34 49,787
1974 30,0 30,7 8.8 3.8 4,6 10,1 2,3 72,303
1976 23,3 223 6,2 2,7 3.6 10,2 2,0 86.223
1979 23,2 22,4 &,1 2,9 3,7 12,6 2,1 62.002
1987 15,7 13,6 2,8 0,7 1.7 10,3 1,7 73.826

* Fonte: tabela apresentada por CHIEFFT et alii®, atualizada por Waldman'?.
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TABELA 2

Fregiiéncia de enteroparasiias em clientes de centros de sailde localizadas no interior do Estado de Sdo Panlo, de acordo com
resultados obtidos pelas uridades da Divisdo de Laboraiorios Re gionais do Instituto Adolfo Lutz, durante o periodo de 1960-1987%

Freqiiéncia
A, hgnbricvides T wrichivra | Ancylostomidae | 5. stercorclis S, mansoni G. farblia E. histolytica Total
Ano am(?:tras
1966 31,2 18,2 28,2 6,6 1.5 11,0 L5 133.665
1962 32,8 22,0 30,8 6,3 1,2 10,9 1,0 156.526
1964 30,7 20,0 21,9 6,1 08 12,7 L1 193,774
1966 38,1 210 19,6 4,7 6,7 7.9 49 265,935
1968 28,8 26,1 24,5 5,9 0.9 10,0 L1 200.262
1976 32,8 23,6 223 5,2 0,9 i1,4 1,0 321.663
1973 26,3 21,7 16,4 5.4 11 9,8 0,5 405.435
1975 24,3 17,7 16,1 3.4 1.1 16,8 0,4 346,516
1977 20,1 13,4 14,4 3,3 1,1 11,6 9,3 292,724
1979 17,0 16,4 9,2 3,2 2,0 11,5 0,7 342,322
1987 16,6 9.7 6,6 1,5 0.9 107 0.4 250.336

* Fonte: tabela apresentada por CHIEFF] et alii®, atualizada por Waldman'*,
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TABELA 3

Fregiiéncia de enteroparasitas em clientes de ceniros de saiide localizadas nas 12 dreas gececonomicamente homogéneas do Estado de Sdo Paulo, segundo resultados obtidos nas
unidades da Divisio de Laboretdrios Regionais do Instituto Adolfo Lutz - 1987%,

Freqiténcia
A, lumbricoides T, wickiura Ancylostomidae | 5. siercoralis S, mansoni G. lambiia E. histolytica Total
Admnistragio am(‘f:iras
Regional
Meatropolitana 15,7 13,6 2.8 0,7 17 10,3 1.7 73.826
Santos 34,3 23,6 6,1 0,07 2,3 20,4 0,3 29,969
Vale do Paraiba 137 8,6 2,0 2,5 0,4 8,7 0,9 14.705
Sorocaba 7.5 9,2 2,7 1,4 3.5 16,4 0,2 26.345
Campinas 10,8 3.0 6,0 1,4 1.5 8,4 0.5 44.886
Ribeirdo Preto 9,6 4,0 51 2,1 0,8 9.8 0,9 16.291
Aragatuba 8,3 3,3 15,5 3.7 0,02 18,6 0,0 19.244
Presidente Prudente 12,7 7.3 6.9 0,6 0,3 11,9 0,2 14.434
Bavrs 13,4 11,8 8.4 0,5 0,3 11,1 0,3 26,325
S4o José do Rio Preto 32 1,4 5,7 0,8 0.5 9,4 0,2 17.508
Marilia 11,7 6,8 6,0 2,2 0.3 10,3 0,2 16.156
Vale do Ribeira 36,3 18,3 15,5 2.4 L6 9,0 1.1 24 467

* Diviso Administrativa vigente no Estado de Sao Paulo até [986,
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A situacio das geo-helmintoses no vale do Ri-
beira constitul, seguramente, a questio mais im-
portante ¢ pode ser explicada pelo baixo nivel de
desenvolvimento sécio-ccondimico ¢ alta pro-
porcao de habitantes que nessa regifio vivem em
zona rural (40%)°, a mais elevada do Estado, além
das precdrias condigbes habitacionais ¢ de sanea-
mento.

Analisados esses dados que oferecem visdo
geral da situacio das enteroparasiioses no Estado
de Sdo Paulo, cabe mencéo especial a recente pu-
blicagdo de MONTEIRO et alii® abrangendo
amostra representativa das criancas de até 5 anos,
residentes no municipio de Sio Paulo.

Os resuitados apresentados nessa pesquisa re-
velam elevadas prevaléncias de ascaridfase, tri-
curfase e giardfase atingindo, respectivamente,
164%, 12,6% ¢ 14,5% para as faixas etdrias de O
a 5 anos; no entanto, entre as criangas situadas no
sexto ano de vida, a5 taxas para esses parasitas, na
mesma ordem, atingem {ndices de, respectiva-
mente, 19,9% 21,3% e 23,9%. Neste dltimo gru-
po etdrio, 19% das criancas sdo infectadas por
dois on mais enteroparasitas.

Informagdo ndo publicada®, mas obtida mro
trabatho de Monteiro et alii®, referente a sub-
amosira das criancas residentes em favelag do
municipio da capital, apresenta, para a faixa ctdria
de 0 a 5 anos, prevaléncias de 39.2%, 314% e
21,6%, respectivamente, para ascaridiase, tri-
cutfase ¢ giardiase. Esses dados sf0 preocupantes
pois estima-se que 12% da populagfo infantil do
mugicipio de S3c Paulo seja constituide por
criangas residentes em favelas, e cerca de 30% da
referida populagfo resida em domicflios de um
finico cémodo®.

Pesquisa efetuada por CHIEFFI et alii®, no
maunicipio de Guarulhos, localizado na drea me-
tropolitana de S#o Paulo, puma amostra repre-
sentativa de 30.000 escolares de 6 a 14 anos, resi-
dentes em drea-ocupada por populacio de baixa
renda, obieve prevaléncias de 40%, 30% e 13%,
respectivamente, de ascaridiase, tricurfasc ¢
giardiass.

As elevadas fregiiéneias de parasitismo intes-
tinal encontradas em nosso meio, especialmente
nas faixas etdrias mais jovens, devem representar

motivo de preccupacio para as auioridades sa-
nitdrias, uma vez que a estes parasitas $8m sido
alribuidos efeitos deletérios que, somados a ou-
tros agravos muitas vezes incidentes nesses seg-
memnies da populagéo, geralmente constituidos por
individuos situados nos extratos socio-econdmi-
cos menos privilegiados, favorecem o surgimento
¢ perpetuagdo de quadros de desnutrigdo e
diarréia crénicas®’

CONCLUSAO

Os dados apresentados fomam inconteste o
fato de as enteroparasitoscs ainda constitufrem,
no Bstado de S&o Paulo, problema de sadde pi-
blica, especialmente nos denominados cinturdes
de pobreza da regifio metropoiitana da capital e
no Vale do Ribeira.

A solucio definitiva dessa questdo estd condi-
cionada a mudanga da estrutura epidemioldgica
favordvel a altas taxas de infecgfo por esses para-
sitas, fato possivel somente por meio da methoria
das condicdes de vida da populacio. No entanto,
a atual prevaléncia de enteroparasitoses no estado
de Sdo Paulo justifica & elaboragio e implemen-
tagio de programa para seu controle.

Programas com esses objelivos foram desen-
volvidos por outros pafses, em situacio epide-
mioldgica aparentemenie semethante, utilizando,
com sucesso, o lratamento especifico em massa e
medidas simplificadas de sancamento, especiai-
mente quanlo ao destino adequado de dejetos.
Exemplos bastante significativos sdo os progra-
mas de conirole de geo-helmintoses efetnados
pelo Japfo ¢ Coréia do Sul que reduziram drasti-
camente as prevaléneias de ascaridfase, tricuriase
e ancilostomiase nesses pafses'® 2.

A aplicacio de medidas semelhantes em nosso
meio deve, no entanto, implicar em prévio estudo
da eficdcia dessa estratégia em nossa estrutura
epidemioldgica, procurando pesquisar, especial-
mente, a dindmica de transmiss&o das enteropara-
sitoses, para que se compreendam, adequadamen-
te, 08 mecanismos responsidveis pela reinfecgio
dos individuos submetidos a terapéutica especifica.

* ComunicacBo pessoal do Dr. Carlos Anguste Menteiro, da Facuidade de Sadde Pidblica da Univessidade de Sdo Paulo,

SP.
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ABSTRACT: Available information concerning the enteroparasitosis frequency and dis-
tribution in areas of Sdo Paulo State, Brazil, are presented and discussed, stressing the impor~
tance that such parasitosis assume presently in this Siate, especially, if compared with other al-
ready controlied parasitosis as malaria and Chaga's disease. In the last decades it has been veri-
fied a pronounced decrease of enteroparasitoses occurence, however, its frequency in some par-
ts of the State is still high, especially in chiidren belonging to the poorest segment of population
living in precarious habitational conditions, Such situation justifies the establisment of its con-
trol programme, suggesting the study of some measures such as the specific mass treatment to
verify i#ts efficacy in our epidemiological structure.

DESCRIPTORS: intestinal diseases, parasitic, S&o Paulo, Brasil; intestinal discases, parasi-

tic, health planning; intestinal diseases, parasitic, epidemiology.
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RESUMO: Foram processadas 1.050 amostras de soro efou liguide cefalorraguidiano

(LCR) de 450 pacieates do Estado de S&o Par'~ com pesguisa positiva para anticorpos anti-
HIV. Foi estudada a prevaléncia de anticorpos anti-Toxopinsma gondii através da reacdo de
imunofluorescéneia indireta nesses pacientes. Foram desados anticorpos anti-T, gordii das clas-
ses [gtotal e IgM especifico. Os resultados revelaram positividade para Igtotal nas amostras de
soro e LCR em 69,19 e 47,3%, respectivamente. Em relacfio 3s imunoglobutinas IgM, a soro-
logia mostron-se positiva em 2,8% das amostras. Observou-se ainda elevada reatividade para
Fgtotal cm amostras de LCR {61,2%) em pacientes com quadro clinico compativel com t0x0-
plasmose. A concomitincia de positividade em amostras de soro e LCR mostrou-se crescente,
quanto mais avangada a fase clinica em gue os pacientes com SIDA (AIDS) se enconiravam. Em
pacientes do grupo IV (ARC) da SIDA, quando os titalos de Igtotal no soro sangilifneo foram
21,024, a concomitincia de positividade no LCR foi de 80%.

DESCRITORES: toxoplasmose em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquiri-

da (SIDA); SIDA, prevaiéncia de anticorpos para Toxoplasma gondil,

INTRODUCAO

A infecglio por Toxoplasma gondii Nicolle &
Manceaux, 1909 ¢ uma protozoose de distri-
bui¢do mundial. que afeta animais de diferentes
espécies, aves e mamiferos, incluindo o ho-
mem® e,

A quasc totalidade dessas infeeches ocorre
sem gqualquer associacio com quadro clfnico'®
Nos E.UA., estima-se que a prevaléncia da

infecgfio entre adultos com mais de 50 anos esteja
entre 30 ¢ 40%'° ou entre 20 e T0%® dessa popu-
lagdo. Na Franca, a infecgéo por 7. gondii € mais
prevalente, avaliando-se que aproximadamente
80% de sua populacéo seja infectada’ . No Brasil.
estudos em diferentes populacdes adultas de dife-
rentes Estados, revelaram prevaléncia entre 50 e
80%( 3238,5,8,7 1 E_

Até recentemente, a toxoplasmese cerebral era
considerada complicagao relativamente rara, sen-
do registrada em individoos que mostrassem

* Realizado na Segfio de Parasitoses Sistdmicas do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, SP.

* Do Instinsio Adotfo Lutz.,

#* Do Centro de Referéncia e Treinamento para AIDS, Secrefaria de Estado da Saide, Sao Paulo, 5.P.
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alguma outra manifestacdo ciinica, acompanhada
por depresséo da imunidade celular't»72:13477,

Com o surgimenio da Sindrome da Imunode-
ficiéncia Adquirida (SIDA/ATDS) a prevaléncia
da toxoplasmose cercbral apresentou um acrésci-
mo significativo.

A AIDS caracteriza-se por distirbios na imu-
nidade celular, os quais potencializam o apareci-
mento de infeccbes oportunisticas em individuos
anteriormente sauddveis'®. Significante porcenta-
gem dos pacientes portadores de AIDS apresenta
complicacbes nervosas’®.

Tanto no que concerne as infecgdes oportunfs-
ticas, como em relago as manifestagbes nervosas,
a toxoplasmose parece contribuir com relativo
destague.

A encefalite toxopldsmica € considerada uma
das maiores causas de infecciio do sistema nervo-
s0 central, em pacientes acometidos de AIDS,

Na dependéneia de fatores de risco que pre
dispdem ao desenvolvimento da AIDS e a pre-
valéncia da infecgdo crdnica por 7. gondii, a en-
cefalite toxopldsmica clinicamente aparente fem
sido registrada entye 3 e 40% dos pacientes de
AIDS™ . Na Franga, cerca de 25% de todos os in-
dividuos portadores de AIDS desenvolvem gua-
dro de encefalite toxopldsmica'’. Estima-se hei-
que, se a tendéncia ao aparechnento de novos ca-
s08 com estas complicagbes nervosas continuar
nos niveis atuais, em 1991 ocorrerdo entre 20,000
e 40.000 casos de encefalite por 1. gondii, nos
pacientes de AIDS dos E.ULA Y.

Tendo em vista a enorme importincia imputa-
da a infecgdio por 7. gondil em pacientes de AIDS
em outros paises, torna-se imperioso o conheci-
mento da prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii
em pacientes portadores da sindrome da imupo-
deficiéncia adquirida, em nosso meio.

No presente estudo, obietivou-se relafar a ex-
periéneia laboratorial de diagndstico da toxo-
plasmose attavéds da reacdo de imunofinorescén-
cia indireta’(RIFL), em amostiras de soro sangii-
neo e/ou liquide cefalorraquidiano (LCR) de 450
pacientes com pesquisa positiva para anticorpos
anti-HIV.

MATERIAL E METODOS

Amostra investigada

Este estudo {oi realizado com uma populacio
de 450 individuos, todos com pesguisa positiva
para anticorpos antd HIV, Do tetal de pacientes
examinados, 436 (90,9%) eram do sexo masculino
e 14 (3,1%) do feminino. Im relagdo ac grupo de
risco para AIDS, 229 (50,89%) pacientes relata-
ran praticas homossexuais, 106 (23,55%), bisse-
xuais ¢ 31 {6,89%), heterossexuais; 14 (3,11%)
gram toxicOmanos. Um total de 3 hemofilicos
{0,67%) ¢ de 4 individuos com relato de trans-
fusdo sangiifnea ou de hemoderivados (0,89%) foi
registrado. Dos 450 pacientes, 362 (80,44%) s¢
encontravam na fajxa ctdria de 21 a 40 anos. Em
relagdo & fase climica da AIDS, esses individuos
estavam assim distribuidos: 325 {72,2%} perten-
clam ao grupo IV (subgrupo A - ARC); 94
(20,9%) ao grupo III (linfadenopatia persistente
generalizada — LAS) e 31 (6,9%) ao grupo 11 {in-
fecgiio assintomética). Quadro de manifestactes
clinicas compativeis com infecgiio toxopldsmica
foi registrado em 105 (23,3%) pacientes.

Reagbes de imunofluorescéncia indirela efetuadas

Foram processadas 1,050 amostras para pes-
quisa de anticorpos anti-Toxoplasma  gondii
através da RIFI, sendo 760 (72,49%) de soro
sangiifnec ¢ 290 (27,6%) de LCR. Nestas amos-
tras foram dosados anticorpos anti-T. gondii das
classes 1gtotal ¢ IgM especifico (tabela 1).

TABELA 1

Presenga de anticorpos especificos para toxoplasmose, demonstrada pela téonica de imunofluorescéncia indirete, em
amostras de sovo e lignov de pacienies infectados por HIV *

Tipe de Sore Liguor
Classe de amosira
anticorpo n? (%) n? (%)
Igtotal 689 (90,7) 256 (88,3)
TgM 71 (9,3 34 (11,7
Total de amostas 766 (100,0) 296 {100,0)

* Infecgo por HIV demmonstrada pela téenica BLISA,
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De 235 pacientes, foram examinadas duas on
mais amostras de soro sangiifnee ou LCR, ou fo-
ram examinadas concomitaptemenie amostra de
soro ¢ LCR de um mesmo paciente. De 215 pa-
cientes, foi examinada somente uma amosira de
soro ou ECR (tabela 2).

Dos 105 pacientes com quadro cinico com-
pativel com toxoplasmose, foram examinadas

armostras de soro e, de LCR, de apenas 67 pacien-
fes.

RESULTADOS

A tabela 3 mostra a distribuigao dos resultados
das dosagens de anticorpos Igtotal anti-T. gondii
em 450 pacientes com pesquisa positiva para anti-
corpos anti-HIV, segundo o tipo de amostra
examinada,

TABELA 2

Distribuicdo dos pacientes infectados por HIV, segundo nimero de amostras de soro sangiitneo e/ou liguor, exantiinadas
pela técnica de arunofluorescéncia indireta para toxoplasiose *

Tipo de
amostra Soro Liguor Soro e Hguor
N® de pacientes
Com amostra dnica 187 28 -
Com mais de 1 amostra 91 & 138
Total de pacientes 278 34 138

* Infeccho por HIV demonstrada pela técnica ELISA.

TABELA 3

Distribuigdo das 945 dosagens de Igtotal pela técnica de imunofluorescéncia indireta, para toxoplasmose, de pacientes
infectados por HIV, segundo resultado ¢ fipo de amostra®

Tipo de Ligquor
Amosira
Resultado n® (%) n? (%)
Reagente 476 (69,1} 121 (47,3}
Nio reagente 213 (30,9 135 (52,7
Total de amnostras 6RY (100,0) 256 (100,0

* Infecgdo por HIV demonstrada pela téenica ELISA.
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As dosagens de Igtotal revelaram positividade
em 476 amosiras (69,1%) de sorc e em 121 amos-
tras (47,3%) de LCR. Somente 3 amostras, nas
quais foi realizada pesquisa de imunoglobulinas
1gM anti-T. gondii, revelaram-se reagentes, sen-
do gue as trés eram de soro sangiiineo. Lstas trés
amostras pertenciam a trés pacientes do subgrupo
A da fase ARC da AIDS, sendo que dois deles
com relato de praticas homossexuais, dos guais
um apresentava quadro de toxoplasmose cerebral,
O terceiro paciente apresentava histéria de trang-
fusdo sangiifnea e irritagéo ocular. Nestes trés pa-
cientes, as dosagens de Igtotal po soro resultaram
semprez [.024.

Dentre os pacientes com quadro clinico com-
pativel com toxoplasmose, 71 (67.6%; e 41
(61.,2%) apresentaram reatividade para Igtotal no
soro e LCR, respectivamente.

Na fase ARC, 73,8% ¢ 66,09 dos pacientes
foram reagentes para Igtotal no soro ¢ LCR, res-
pectivamenie. Dos pacientes com sorologia Igto-
tal positiva, 64,0% apresentaram anticorpos Igto-
tal anti-T.gondii também no LCR.

Ao examinarmos a concomildncia de positivi-
dade no soro & LCR 4 luz de uma soropositivida-
de =1.024, observamos que no grupo IV esta
concomitincia atinge 80%, enguanto gue nos
grupos 1T e IT esta percentagem estd em tormo de
40% ¢ 10%, respectivamente,

Ainda, nos grupos 1t ¢ IV foi observado 8§5%
de concomitdncia de negatividade no sore e LCR.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Desde a descricdo da AIDS hd alguns anos
atrds, a toxoplasmose tem sido relacionada como
uma das mais importantes manifestacdes para es-
scs pacientes, como resuitado muito provdvel de
uma reativagfo de infecgdio latente™ . Assim sen-
do, e preocupados em conhecer a prevaléncia de
anticorpos anti-T. gondii entre pacientes acome-
fidos da AIDS no Estade de Sdo Panlo, realiza-
mos estudo com tal finalidade em amosira consti-
tuida por 450 pacientes com pesquisa positiva pa-
ra anticorpos anti-HIV,

Os resultados observados na tabela 3 revela-
ram uma prevaléncia de anticorpos Igtotal an-
ti-7. gondii no soro e LCR de 69,1% ¢ 47,3%,
respectivamente. Fsses valores sao bastanie se-
melhantes aos estabelecidos em outfros estudos
para diferentes grupos populacionais de diferen-
tes dreas do Brasil, ou mesmo aos verificados pa-
ra outros pajses’ #3878 01858 Taig resultados
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sogerem que, a principio, a prevaléncia de anti-
corpos lgtotal anti-T. gondii na populacdo, com
pesquisa positiva para HIV, ndo deve diferir do
valor desta prevaléncia em relagdo 4 populacao
em geral.

Embora parcela considerdvel dos pacientes
examinados mostrasse quadro clinico compativel
com toxoplasmose, apenas 2,8% das amos(ras in-
vestigadas para IgM especifico anti-T. gondii fo-
ram positivas. Tal observagdo pode ser explicada
pela deficiénela manifestada por pacientes de
AIDS em produzir igM, ou devido & prépria rea-
gudizacfo de infeccdo cronica. Nos EULA, anti-
corpos IgM anti-7 .gondii s&o raramente demons-
traveis ''. Na Franga, entretanto, dos pacientes
com AIDS atendidos no Hospital Claude Ber-
nard, 20% tém 1gM positivo™".

Deve-se resssaltar a concomitdncia de positi-
vidade em amostras de soro sangitineo ¢ LCR de
pacientes com quadro clinico compativel com to-
xoplasmose. Da mesma forma, em pacientes cujas
amostras de soro sanguineo mostraram titlos de
anticorpos Igtotal anti-7. gondiiz=1.024, a con-
comitincia de positividade no LCR apresentou
um crescimento diretamente proporcional i fase
clinica da AIDS.

Ainda que os resuitados obtidos pela mvesti-
gacho de anticorpos anti-1, gondil em pacientes
de AIDS tenham apenas um valor de apolo, wma
vez que as pesquisas de IgM usualmente revelam
sua auséncia, em recente estudo, POTASMAN et
alii, 1988"%, conseguiram mostrar que, em alguns
destes pacientes com AIDS e encefalite toxo-
pldsmica, os anticorpos anfi-7. gondil podem ser
produzidos no Sistema Nervoso Ceniral, o que
possibilitaria wvsar tal conhecimento com f{ins
diagnésticos para encefalite toxoplasmica.

Para finalizar, os autores acreditam que os va-
lores observados no presente estudo para anticor-
pos anti-T. gondii ¢m pacientes portadores da
AIDS acabam por indicar expectativas sombrias
1o gue tange ao aparecimento de alteragdes ner-
vosas devido a tal protozodrio, a exemplo do que
se verifica em outros pafses onde eslimativas ro-
cenles apontam que cerca de 30% dos pacientes
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana
desenvolvem toxoplasmose cerebral®. Novos es-
tudos devem ser desenvolvidos, objetivando o es-
tabelecimento de metodologia que permita quan-
tificar o risco de pacientes com AIDS virem a de-
senvolver encefalite toxopldsmica. Isto permitird
estabelecer propostas profildticas racionais para
combate ao Toxoplasma gondit,
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ABSTRACT: in this paper, we present the experience with total immunogiobulin and
IgM immunofluorescence tests for toxoplasmosis in 1,050 seram or cerebrospinal Tluid samples
from 4530 patients of $8o Paule, Brazil, with acquired mmuenodeficiency syndrome (AIDS).
The antibedy anti-Toxoplasma gondii prevalence among patiends positive o anti-HIV antibody
was studied. The results showed 69,19 and 47,3% total immunoglobulin antibodies 10 Toxo-
plasma gondii in serum and cerebrospinal fluid; 2.8% serum samples revealed IgM antibodies to
T, gondii, Patients with clinical features of toxoplasmosis had total immunoglobulin antibodies
in 61.2% cerchrospinal samples examined. From patients who had titer of total immunoglobu-
lin antibodies to T", gondii in serum samples= 1,024 we found 80.0% concomitant positivity in
cerebrospinal fluid samples.

DESCRIPTORS: toxoplasmosis in patients with acquired immunodeficiency syndrome

{AIDS}; AIDS, prevalence of antibodies to Toxoplasma gondi.
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RESUMO: 290 cepas de Serratia marcescens, a grande maiora isolada de liquido cefalor-
raquidiano (LCR) ¢ de sangue, foram classificadas em 46 sorotipos de acordo com a clagsifi-
cagdio soroldgica proposta por Le Minor e Pigache. Foram identificados 25 sorotipos entre as
145 cepas iscladas de LCR ¢ os sorotipos 06,14:1112 & 06,14:H4 foram os mais freqifentes, cor-
respondendo a mais de 70% das cepas. Das 102 cepas isoladas de sangue, 65% dos sorotipos
pertenciam aos sorotipos 06,14:H12, 66,14:H4 e 81:17, sendo que este ultimo foi responsabili-
zade por um surto de infecciio hospitalar atinginde criangas, na sua maioria menores de | ano.
Foi verificado que mais de 73%, 70% e 80% de cepas isoladas respectivamente de LCR, sangue
e fezes, eram provenientes de criangas de 0 a 5 anos, Os sorotipos 06,14:112 ¢ 06,14:H4
também foram os predominantes entre os 12 sorctipos identificados mas amostras isoladas de fe-

7e8, sugeritido uma possivel fonte de infecgiio, principalmente em bergérios.

DESCRITORES: Serratia marcescens, sorolipos; infecgio (humana) por Serratia marces-

CERns.

INTRODUCAO

Nos dltimos anos tornaram-se cada vez mais
freqiientes os relatos sobre as infecgbes causadas
por bactérias do género Serratia, consideradas ra-
ras até a deécada de 50.

A Serratia marcescens, ubiqiiitdria, constitue a
dnica espécie do género™® "' verdadeiramente
nosocomial®”®, representando mais de 90% das
espécies isoladas de infecgdes humanas. Conside-
rada como uma das enterobactérias mais resisten-
tes aos agentes fisicos e quimicos®, a soa per-
sisténcia em cquipamentos € a sua capacidade de
multiplicagdo em solucdes utitizadas em ambien-
tes hospitalares tém sido as causas mais fregfien-
tes de surios de infecgbes por estes microrganis-
m{)sé »18 .

Para o estudo da epidemiologia dessas in-
fecches, diferentes sistemas de marcadores foram
desenvolvidos. Entre eles, a sorotipagem, através
da caracterizacfo dos antigenos somdticos ¢ fla-
gelares, j4 vem sendo utilizada na diferenciacéo
de sorotipos dentro desta espécie.

O esguema antigérico atnal de Serratia mar-
cescens consiste de 23 antfgenos somdticos ¢ 26
antigenos flagelares'®'7, possibiiitando a classifi-
cacao em mais de 100 sorotipos.

Diante do grande ndmero de isolamentos de
Serratia marcescens, principalmente a partir de
sangue e de liguido cefalorraquidianc’"*®, o obje-
tivo deste trabalho foi determinar os sorotipos de
cepas isoladas no perfode 1974- 1987, no Instituto
Adolfo Lutz, S&c Paulo, possibilitando assim
maiores cophecimentos sobre a epidemiologia
destas infecgfes em nosso meio.

* Realizado na Secéio de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, Sio Panlo, SP.

#* Do Institute Adoifo Lutz,
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MATERIAL E METODOS

Cepas de Serratia marcescens estudadas

Entre as cepas isoladas no periodo 1974-1987
foram estudadas 290, sendo 145 de Hquido cefa-
lorragquidiano, 102 de sangue, 38 de ferves, 2 de
secregoes, 1 de necrdpsia de pulmdo, 1 de urinae
! de origem ndo determinada.

Mérodos de identificacdo bloguimica

Todas as cepas com diagndstico presuntivo de
pertencerem ao género Serratia, foram submeti-
das & identificacdo bioquimica segando os méto-
dos descritos por EWING” no “Bdwards and
Ewing's Identification of Enterobacteriaceac™.

Métodos de identificagéo soroldgica

Preparo de antissoros somditicos'® — Para o
preparo dos antigenos somdticos, as cepas-pa-
drbes de Serratia marcescens, recebidas do Insti-
tuto Pasteur de Paris, foram cultivadas em 4dgar
comum por 18-24 horas, a 30°C, em estufa. As
suspensfes bacterianas, preparadas a partir de
colénias Hsas, foram aguecidas por 2 horas, a
1HGOC e, a seguir, dilufdas para conter aproxima-
damente 2 x 10° bactérias/mi. A imunizagio dos
coethos albinos, com peso superior a 2.5 kg foi
iniciada com uma inoculagdo subcutdnea de
0,5 ml, segrida de 4 inoculagbes endovenosas de
0,5, 1.0,2,0¢ 4,0 ml, com intervalos de 4 dias en~
tre as inoculagdes. Sete dias apds a ditima inocu-
iagdo, os animais foram sangrados, os anti-soros
separados e, apds a adicdo de mertiolate na con-
centragho final de 1:10.000, foram estocados a
+4PC. Os anti-soros foram titalados em lamina;
conhecendo-se as reagbes cruzadas existentes en-
tre os antfgenos, foram preparados sete anti-so-
ros polivalentes somdticos com as seguintes com-
posighes:

Polivalente I  02+034+04+021

Polivalente I1  05-+-084-013+019
Polivalente HI 06+ 012+014+C0O/12, 13, 14
Polivalente IV 0740110164020
Polivalente V. QI +09+015+017
Polivalente VI 010+ 018

Polivalente VIL 022+ 023

Os 23 antissoros somiticos monevalentes (01
a 023) foram preparados ecliminando-se as
reacdes cruzadas por absorgao.

Preparo dos antissoros flagelares. No preparo
dos antissoros flagelares, as cepas-padrdes foram
ativadas através de vdrias passagens em tubo em
U, contendo dgar semi-sélide a 0.3%. Quando as
culturas apresentaram uma motilidade bem de-
senvolvida, foram semeadas em placas de Petri
contendo dpar semi-sélido a 0,7%.
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¢ incubadas a 30°C, por 18-24 horas em estufa.
As culturas bacterianas foram coletadas em so-
lugdo fisioldgica formolada a 0,5% e agitadas em
frascos contendo pérolas de vidro para scparar os
flagelos do corpo bacteriano. A seguir, as sus-
pensdes foram centrifugadas a 10.000 rpm por 30
minuios, obiendo-se assim um sobrenadante rico
em flagelos. Ap6s o controle de esterilidade, os
antfgenos flagelares (sobrepadante limpido) fo-
ram inocniados em coclhos alkinos com peso su-
perior a 2,5 kg. Esquema de imunizagdo foi ini-
ciado com uma ioculagdo subcutdnea de 0.5 mi
do antigeno, seguido de 4 injeghes endovenosas
de 0.5; 1, 2 e 4 ml, com intervalos de 4 dias entre
ag inoculagdes. Sete dias apds a dltima inoculagéo,
o8 animais foram sangrados e 0§ soros separados
¢ conservados a +4°%C. Apés a titulagio em ami-
na ¢ conhecendo-se as reagfes cruzadas existen-
ies entlre os antigenos flagelares, foram prepara-
dos © antissoros polivalentes com as seguintes
composicdes.

Polivalente ]} HIi+H2+Hi4+HI9

Polvalente 1} H3+HE+HO+HIO

Polivaiente 11 H44+-H7+H124+-H20

Polivalente IV H5+He+H11I+HI3

Polivalente V. HIS+HI7+H21+H22

Polivalente VI 116+ HI18+H23+H24 +
H25+H26

Os 26 antissoros flagelares monovalentes (H1
a H26) foram preparados eliminando as reagbes
cruzadas através de absorcdes.

Determinagdo dos antigenos somdficos — Da-
da a existéncia de antfgenos de superficie que pu-
dessemn impedir a aglutinagfo somdtica, as cepas
foram cultivadas em caido comum, sob agitacio
por 5 horas, & 37°C e, a seguir, aquecidas a
100°C, por 30 minutos e centrifugados a 5.000
rpm, durante 20 minutos. O sedimento bacteriano
foi inicialmente testado com os antissoros poliva-
ientes somdticos, em lamina e, a seguir, com 0s
antissoros especificos correspondentes ao poliva-
lente que apresentou a aglutinacéo.

Determinacéo dos aniigenos flagelares pela
iécnica de imobilizacdo™***"  — Os antigenos
flagelares foram determinados apos uma série de
passagens em meio semi-solido, a fim de ativar a
motilidade das cepas. A seguir foram semeadag
em tubos contendo meio manita-movimento'®,
acrescidos de um dos antissoros polivalentes fla-
gelares. A imobilizagdo das cepas com um dos an-
tissoros foi verificada pelo crescimento somente
junto 3 picada de semeadura, enquanto que o
crescimento difuso em toda extensio do tubo,
idéntico ao crescimento no tubo controle, foi
considerado como auséocia de imobilizacio. A
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seguir, para a determinagio dos antigenos flage-
lares, as cepas foram semeadas em tubos conten-
do o mesmo meio acrescido de um dos antissoros
monovalentes correspondentes ao soro polivalen-
te que imobilizou a cepa em estudo.

RESULTADOS

Foram identificados 46 sorotipos entre as 290
cepas estudadas. Estes sorotipos estio relaciona-
dos, guanto 3 origem do material, na tabela 1.

TABELA L

Sorotipos de Serratia marcescens

Material

Sorotipos LCR Sangue

Fezes

Urina

Total

OL:H7 -
(2:H1 -
03:H2
03:H4
04:H1
O4:H2
04:H4
04:H7
04:H12
05:H1
05:H2
45:Hs
05:H19
05:H1Z
06,14:H2
06,14:H3
06,14:H4
06,14:H5
06,14:H1G
06,14:3112
06,14:H20
06,14:H-
07:H4
07123
06:H17
0G:.HI19
010:H9
010:H11
01¢:H15
O10:H19
O10:H-
012:H5
012:H11
013:H17
H3HI9
015:420
O15:H23
O16:H19
G16:H25
016:H-
O18:H18
019:H4 -
CO/12, 13, 14:HiL
CO12,13,14:H12
COr12, 13, 14:H- -
CO/12,13,14+06,14:H12 o~
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TABELA 2

Distribudcdo, por faixa etdria, dos serotipos de Seyratia marcescens isolados de Hauido cefalorragquidianc

Faixa etaria Total
Sorotipos
0-3m 3G 6-Ym G-12m 1-5a 5-10a 16-155 | 15-20a | 20-30a | 30-40a =40 LD, NE %o
(36,14:H12 45 i0 2 - 5 2 1 1 4 - - 13 81 55,9
06,14:H4 11 4 1 1 3 - 1 - - 1 - 5 27 18,6
04:H12 i 1 - - - - - - - - - 3 5 3.4
G7:H23 i - 1 - - - - - - - - H 3 2,1
Outros 21
sorotipos 149 i 1 3 3 i 1 - - 2 - 3 29 20,0
Total 68 16 5 4 13 3 3 1 4 3 - 25 145 100,09
m = meses,
a = AROS.
1L.D. = idade desconhecida.
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TABELA3

Distribuicde, por faixa etdria, dos sorotipes de Servatia marcescens isolados de sangue

Faixa etaria Total
Soroti
orotipas 03m | 3-6m | 69m | 9-12m | 1-5a | 5-10a | 10-15a | 15.20a | 20.30a | 30-40s | >40a | 1LD. Ne %
06,14:Ha 5 2 3 - 3 1 1 1 -~ 1 1 3 21 20,6
06,14:H12 10 2 - 1 - 1 - - 3 1 - - 18 17,6
oLH7 6 4 1 i 5 1 - - - - -~ - 18 17,6
04:H12 5 2 1 - - - - - 1 - - 1 0 4.8
Outros 26
sorotipos 11 2 3 - 4 1 1 2 - 2 6 3 35 34,3
Total 37 12 8 2 12 4 2 3 4 4 7 7 102 100,0
m = INCSCS.
a = anos.,
1.D. = idade desconhecida,
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TABELA 4

Distribuigdo, por faixa etdria, dos sorotipos de Serratia marcescens isolados de fezes

Faixa etiria Total
Sorotipos
0-3m 3-6m 6-9m 9-12m i-5a 5-10a 10-15a | 15-20a | 20-30a | 30-40a > 40a iD. Ne %
06,14:H4 1z 5 1 1 1 - - - - - - z 22 57,9
06,14:H12 3 - 1 - 1 - - - - - - - 5 13,2
QOutros 10
sorotipos 8 - - - - - - - - - - 3 31 28,9
Total 23 5 2 1 2 - - - - - - 5 38 1000
I = TRESes.
a = ZNOS.
L5, = idade desconhecida.
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Verificamos que 08 sorofipos mais {reqglientes fo-
ram 06,14:H12 ¢ 06,14:H4, como tem sido obser-
vado por diversos autoreg'®r 827 9:20,2%,

Entre as 145 cepas isoladas de liquido cefalor-
raquidiano, estes dois sorotipos (06,14:Hi2 e
06,14:H4) corresponderam a mais de 70% dos 25
sorotipos identificados.

Também, entre os 30 sorotipos identificados
entre as 102 cepas isoladas de sangue, os dois so-
rotipos acima descritos ¢ o sorotipo 01:H7 foram
responsdvels por 65% de todos os sorotipos.

E interessante observar que entre os 12 soro-
tipos identificados entre as amostras isoladas de
fezes de criangas, os sorotipos mais fregiientes
foram também 06,14H4, com 575% ¢
06,14:H12 com 13,0%.

Nas tabelas 2, 3 ¢ 4 estfo relacionados os so-
rotipos mais fregiientes isolados de liguido cefa-
lorraquidiano, sangue e fezes, quanto d sua distri-
buicde por faixa etdria. Verificamos que das
amostras isoladas de liquido cefalorraguidianc
73% foram isoladas de criancas de G a 5 anos de
idade. CQuante aos sorotipos isolados de sangue,
aproximadamente 70% dos 30 sorotipog foram
isolados também de criancas na faixaetdriade O a
5 anos. Mais de 80% dos 12 sorotipos, identifica-
dos entre as amosiras isoladas de fezes, eram
também de criancas até 5 anos, sendo 60,5% em
criangas de 0 a 3 meses de idade (tabela 4).

DISCUSSAQ

Considerada por muito tempo como wma ente-
robactéria sapréfita, a Serratia marcescens vem
sendo relatada desde a década de 60 como uma
das causas mais freqientes de infeccdes de ori-
gem hospitalar.

Fatores que predispdeor wm paciente hospitali-
zado & infecg@io por Serratia marcescens sio
aqueles que favorecem a implantagdo de qualguer
patégeno oportunista. Mais de 90% das infecgbes
causadas por estes microrganismos sdo represen-
tadas por infeccdes do trato urindrio, respiratério,
e por septicemias ?**° conseqilentes 3s infecgbes
primérias dos tratos urindrio e respirat6rio e da
cateterizagio endovenosa,

O papel cada vez mais importante que a Serra-
tin marcescens vem assumindo, nas infecgdes no-~
socomiais, levou ao desenvolvimento de diferen-
tes sistemas de marcadores epidemioidgicos com
o objetivo de estudar ¢ seu comportamento. Sur-
tos de infecgdes causados por Serratia marces-
cens puderam ser estudados quanto & fonte de in-
fecgao ¢ modos de transmissfo, atilizando os so-
rotipos como marcadores epidemiolégicos. De-
terminados sorotipos parecem estar envolvidos

com maior fregiiéncia nas infecedes causadas por
estas bactérias. Dentre os sorotipos atuaimente
conhecidos, cepas pertencentes aos sorotipos
06,14:H12, 06,14:H4 e GL:H7 tém sido isolados
de sustos ocorridos nos Bstados Unidos®*?%. O
sorotipo 06,14:H12 parece ser ubigiiitdrio, & em
algumas investigaches tem representado até 50%
de todos 0s sorotipos isolados'®.

Entre as amostras estudadas neste trabaiho, na
maioria origindria de Hquido cefalorraquidiano e
de sangue, os sorotipos 06,14:H12, 06,14:H4 ¢
01:H7 também foram os mais freqilentes, tendo
este difimo sido responsabilizado por um surto de
septicernia ocorrido em v hospital do Municipio
de Sao Paulo, em 1980, atingindo na sua grande
maioria criangas menores de 1 ano.

Apenas 5 sorotipos {(06,14:H12, 06,14;H4,
OL:H7, 04:H12 e 06,14:H-) represeniaram mais
de 70% das cepas estudadas. O sorotipo 06,4:H12
representou 36% de fodos os sorotipos. O fato de
ser este sorotipo o mais fregilente, tanto em -
fecgbes esporadicas como em surtos epidémicos,
pode sugerir uma vireléncia maior entre as cepas
perfencentes a ¢ste sorotipe’®.

A presenga de Serratia marcescens no itato
intestinal de adultos hospitalizados parece ser ra-
ra®®; entretanto, GRIMONT & GRIMONT?®, uti-
lizando meio seletivo, verificaram gque, nas en-
fermarias contaminadas, 21% dos pacientes apre-
sentavam wma colonizacio intestinal, em contras-
te com 3% de pacientes de outras dreas 4o mesmo
hospifal.

Entre as cepas isoladas de fezes, verificamos
que dois sorotipos 06,14:H4 ¢ 06,14:H12, repre-
sentaram, respectivamente, 57% ¢ 13% dos 12
sorotipos identificados. Embora nio haja evidén-
cias quanto & sua patogenicidade no intestino, a
presenga destes dois sorotipos, que representaram
0s mais comumento isolados de infecgdes sistémi-
cas, principalmente de criancas até 5 anos de ida-
de, pode representar uma possivel fonte de in-
fecco, como tem sido relatado em surtos ocorri-
dos em bergdrios’™.

A identificacio da grande maioria dos soroti-
pos constitui-se em eventos raros; eniretanfto, &
importante ressaltar que gualquer sorotipo poderd
eventualmente vir a ser a causa de graves in-
fecgbes para um hospedeiro com as defesas natu-
rais debilitadas. A disseminagdo, favorecida pelas
inadequadas condigdes de higiene hospitalar, e a
multirresisténcia as drogas apresentadas por estes
patdgenos, selecionados pelo uso excessivo do
agentes antibacterianos, poderfo ser as causas do
dificil controle das infeccbes causadas por estes
MicTOrganismos.

Estudos sobre a classificagdo sorolgica de
cepas de Serratia  miarcescens auxilia no
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conhecimento de sva epidemdiologia ¢ wma com-
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IRINOG, K.; VAZ, T M.1.; LANDGRAF, LM.; BRANDILEONE, M.CC. & VIEIRA, VS.D.
~ Serctypes of Serratia marcescens from human infections. Rev. Inss, Adelfe Luiz,
4O(13:107-115, 1989,

ABSTRACT: 290 Serratiac marcescens strains, most of them isolated from cerebro gpinal
fiuid (CSF} and blood cultures, were classified inte 46 serotypes according to the serological
identifications methods described by Le Minor and Pigache. Of 25 serotypes disclosed among
145 isolates from CS8¥, 06, 14:H12 and 06,14:H4 were the predominant types, and accounted
for over 70% of all the strains typed. Among bloced isolates 63% of 102 strains fell into three se-
rotypes, 06,143 12 06,14:Hd and 01:H7. In 1980, the serotype G1:H7 caused a nosocomial in-
fection in an infantile hospital in Sfc Paulo Municipality, involving children less than 1 year
old. It has been verified that more than 73%, 70% and 80% of ali the strains isolated from CSFE,
bleod, and stool, respectively, were from children between 0-5 years of age. Of 12 serotypes
dis closed among 38 strains isolated from stool, the 2 most frequenty isolated serotypes from
LCR and blood cultures, 06,14:H12 and 06,14:H4, were also the predomintant types suggesting
a potential source for Serraiia marcescens outbreaks in nurseries.

DESCRIPTORS: Serratia marcescens, serotypes; infection (human} by Serratic rmarces-

A Dra. §. Le Minor, do Instituto Pastear, Pa-
ris, pelo envio de cepas padrdes de S. marcescens.
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NOTICIAS

CENTRO BRASILEIRO DE INFORMACOES SOBRE DROGAS PSICOTROPICAS
(CONFEN/UNFDAC)

O Departamento de Psicobiologia da Escola Paulista de Medicina estd consolidando um Centro Bra-
silefre de Informagdes sobre Drogas Psicotrdpicas, em convénio com o Conselho Federal de Entorpe-
centes (CONFEN) e com as [nited Nations fund for Drug Abuse Control (UNFDAC).

Este Centro retine, e coloca 3 disposi¢do do pibiico, dados relativos ao consumo, prevencgio, trata-
mento ¢ repressdo ao uso e {rafico de drogas psicotrdpicas no Brasil, constituindo-se na primeira inicia-
tiva deste género no Pafs,

Um dos servigos que ji se encontra ¢m pleno funcionamento € o Banco de Dados da Produgiio
Cientifica Brasileira sobre o Abuso de Drogas Psicotrdpicas. O Banco contém quase 1000 artigos cientf-
ficos publicados no Brasil, desde o relato chinico da intoxicacdo de escravos pela planta alucindgena co-
nhecida por “trombeteira”, até levantamentos epidemioldgicos sobre o uso de bebidas alcodlicas por
criangas. As listagens podem ser requisitadas por ano de publicagdo, autor, estado, revista, droga ou
grupo de drogas, populagéo onde o dado foi colkide, contedido especifico. Através da delimitag@o destes
itens ag Hstagens poderfo ser bem especificas ou bem gendricas. A partir da listagem recebida, caso haja
interesse, poderdo ser obtidas fotocGpias dos trabalhos.

As listagens deverao ser solicitadas por carta ao Banco de Dados - Departamento de Psicobiolo-
gia/Escola Paulista de Medicina - Rua Botucatu, 862 - CEP 04023 - Sio Paulo/SP.

Longe de ser completo, pois um grande némero de trabalbos cientificos brasileiros foi publicado em

revistas ndo indexadas, o Banco de Dados aceita e agradece as contribuigbes que forem feitas (basta en-
viar cépia do trabalho para o enderego achna.)
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esterilizacio com éxido de etileno, 27

Serratia marcescens
sorotipos, 1{7

SIDA
veja Sindrome de imunodeficiéneia
adguirida

Sindrome da tmunodeficiéncia adguirida
anticorpos para Toxoplasme gondil,
prevalencia, 101

Tanino
da banana (Musa sp.)
em produtos de banana
indusirializados, detecgdo
métodos microsedpico, 35

Foxoplasmose
em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (S1IDA), 101

Trypanosoma
em hospedeiros ndo-humanos, diagnds-
tico  técnicas  parasitoldgicas, ava-
liagfo, 85

Vigiléncia epidemiolégica, 1

Zinco, tragos
em hortali¢as, determinacgéo, 81



Rev, Inst. Adolfo Lutz,
49¢1):123-124, 1989,

SUBJECT INDEX

Acquired immunodeficiency syndrome
antobodies to Toxoplasma gondil, preva-
lence, 101
Aflatoxin
in peanut, determination
thin-layer chromatography, 41
in peanut products, determination
thin-layer chromatography, 41
AIDS
see Acquired immunodeficiency syndrome
Allium sativiem, 3
Arsenic ) .
in food additives, determination, 51
Banana (Musa sp.}
tannin of, in banana manufactured products,
detection, 35
Blood groups (ABO system)
correlation with giardiasis, 69
Cadmium, traces
in vegetables, determination
flame atomic spectrophotometry, 81
Cannula (plastic, rabber)
sterilization with ethylenc oxide, 27
Catgut
sterilization by gamma-ray
protein degradation, 57
sterilization, chemical, control, 57
Epidemiology
surveyliance, 1
Ethylene oxide, residues
in reesteriized cannulae, detection, 27
in reestetilized syringes, detection, 27
Food additives
arsenic in, deternination,
methods, comparative study, 51
Garlic (Allium sativin)
essencial oil of, identification,
hidroalcoholic exiract of, identification, 3
Giardiasis
correlation with blood- groups
in Sdo Caetano do Sul, Sdo Paulo, Brazil,
69
Infection (human)
due to Serratia marcescens, 107
Intestinal diseases, parasitic
epidemiology
Sio Paulo, Brazil, 93
health planning, 93
Lead, traces
in begetables, determination
flame atomic spectrophotometry, 81
Leptospirosis
histopathology, 75
immunohistocheristry, 75
pathogenesis, 73

Meningitis, bacterial
diagnosis, laboratory, 61
Milk (pasteurized)
quality of, in Sdo Paulo City, in relation to
Brazilian regulation, 19
Gil
garlic essential oil
in pharmaceuticals, identification
thin-layer chromatography, 5
Paste (inacaroni)
animal filth in, extration
acid hidrolysis, pancreation diggestion
methods, 11
animal filth in, identification
microscopical method, 11
Peanut
aflatoxin in, determination, 41

Peanut products
aflatoxin in, determination, 41

Pharmaceuticals
garlic essential il in, detection, 5
garlic hidroalcoholic extract in, detection, 5

Public Health Laboratories, 1
Serratia marcescens, serotypes, 107

Steritization
of cannulae {plastic, rabber)
with ethylene oxide, 27
of catgut
by gamma-ray, 37
of syringe (plastic}
with ethylene oxide, 27
Syringe {plastic)
sterilization with ethylene oxide, 27
Tannin
of banana (Musa sp.)
in banana manufactured products,
detect. microscopical method, 35
Tea (medicinal plants)
species identification, 43
strange mineral material in, determination
acid-inscluble ashes method, 45

Toxoplasmosis
in patients with acquired immunodeficiency
syndrome {ATDS), 101

Trypanosoma
i non-human hosts, diagnosis
parasitologic technics, avaliation, 83
Vegetable
cadmium, lead, zinc in, determination, 81
Zinc, traces
in vegetables, determination
flame atomic spectrophotometry, &1
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