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ZAMBONI, C.Q.; RODRIGUES, R.M.M.S.; SPITER]L, N,; ALVES, H.I; BATISTIC,
M.A,; ATUL M.B. & SANTOS, M.C. — Fraudes ¢ cend;goes de hxg;uae de doces
em pasta. Rev, Inst, Adolfo Lutz, 49(2):125-129, 1989,

RESUMC: Foram analisadas 360 amostras de seis tipos de doces em pasta:
marmelada, goiabada, pessegada, bananada, doce de abdbora e doce de batata-doce
(tipo marrom-glace), a fim de pesquisar frapdes e verificar as condigbes de higiene.
Verificou-se que 115 amostras estavam condenadas, sendo 95 (82,61%) fraudadas on
adulteradas com frotas de outra espécie vegetal, ¢ 20 (17,39%) por comter fungos.
Esses resuitados indicam gue o fabricante aduliercu os produtos com frutas de preco
inferior; os fungos indicam que foram utilizadas matérias-primas deterioradas ou
tecnologia de processamento inadequada.

DESCRITORES: doces em pasta; andlise microscdpica; golaba (Psidium guajava);
péssego (Prunus persica), banana (Musa sp), abéhora (Cucurbita pepo);, doce de

batata-doce ({pomeea batatas).

INTRODUCAQ

A legislagio em vigor?? definc doce em pasta
como © produto resultante do processamento ade-
quado das partes comestiveis desintegradas de
vegetajs com agdcares, com ou sem adiglio de
dgua, pectina, ajustador de pH e outros ingre-
dientes e aditivos permitidos até uma consistén-
cia apropriada, acondicionado de forma a assegu-
rar sua perfeita conservacio.

O produte deverd estar praticamente isento de
defeitos, tals como: matérias estranhas indcuas,
fragmentos vegetais nlio comestiveis, ou ouiros,
apresentados conforme o tipo de produto®4,

*

Os doces em pasta niio podem apresentar suji-
dades, partes de insetos, fungos, leveduras, detri-
tos orglnicos ou outras substincias estranhas que
indiquem a utilizagio de ingredientes em con-
dicbes de higiene insatisfatérias, ou processa-
mento tecnolégico inadequado®*

No trabalho elaborado na Secfio de Microsco-
pia Alimentar, tem-se verificado que nem sempre
h& o cumprimento da legislagdo quante as con-
digdes de higicne e fraudes nos doces em pasta.

O presente trabalho tem, portanto, a finali-
dade de verificar as condigBes de higicne ¢ as
fraudes praticadas nos doces em pasta de cinco
frutas diferentes e de batata-doce.

Realizado na Seciio de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfe Lutz, SHe Pavjo, SP. Apresentado no 4°

Enconiro Nacional de Analistas de Alimemos {ENAAL), Belo Horizonie, MG, 1985,

** Do Instimto Adolfo Lutz.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 360 amostras de doces em

pasta, sendo 83 amostras de goiabads ¢ 50 de
bananada de 31 marcas diferentes, 52 de marme-
lada, 51 de pessegada e 50 amostras de doce de
abdbora, de 17 marcas, e 74 amostras de doce de
batata-doce, tipo marrom-glacs, de 24 marcas
distintas, Parte das amostras foram colhidas pela
Vigilincia Sanitdria ¢ as demais foram adquiridas
no comércio da Capital de S3o Paulo, de 1984 a
1988.

O método utilizade foi desenvelivido na Segdo

de Microscopia Alimentar, baseando-se em Me-
nezes?,

Método para identificagdo dos elementos his-

Procedimento

Retirar pequenas porgdes de diferentes parles
de amostra e colocar ern um béquer de 500 ml.
Juntar cerca de 200 ml de dgua filirada e mexer
com um bastio de vidro até dispersio completa
do material. Aquecer para facilitar a dissolucho do
agficar, Filtrar a vdcuo sobre papel de filtro e
transferir o papel! parz uma placa de Petri, Reti-
rar, com espéaiula de metal, pequenas porgbes do
material retido no papel ¢ montar sobre laminas
com 4gua glicerinada. Examinar ao microscépio
éptico com aumentos de 100 a 400 vezes, Jden-
tificar o5 elemenios histolégicos caracterfsticos
do vegetal em estudo, comparando-os com
padrdes ou com desenhos existentes na literatura
especializada’s. Para verificar & presenga de ami-
do, natural da fruta ou estranho, preparar Mminas
com solugio de lugol e examinar ao microscopio

tolégicos dos vegetais componenles do produto
e pesquisa de vegetals estranhos. éplico. Para a pesquisa de fungos, utilizar a téc-
nica descrita em trabalho anterior™®,

Material

Béquer de 500 m}

Bastio de vidro

Bico de Bunsen com (ela de amianto ou
Placa de aguecimento eléirico

Equipamentos para filtraglio 2 vicue

Papel de filiro gualitativo de filiragho média
Placa de Petri

Laminas e laminulas parz microscépio
Espinuia de metal

Microscépio Sptico

Reagentes

{Xgua fiftrada
Agua glicerinada
Solugdo de lugol

RESULTADOS

Os resultados obtidos nas andlises dos doces
em pasta estdio expressos nas tabelas 1 e 2.

DISCUSSAC

Pela tabela 1, verifica-se que a fraude foi o
principal problema detectade nos doces em pas-
ta, responsdvel pela condenacio de 95 (82,61%)
amostras.

Constatou-se que am 5 (10%) amostras de
doce de abdbora, em 3 (5,77%) de marmeijada e
em 1 (1,2%) de goiabada houve a substitui¢io fo-

TABELA }

Classificagdo das 360 amostras de doces em pasta guanio § presenga de fraudes ¢ ds condigdes higiéncias

Quanto 3 presenga Quanto s condigBes
de frandes higiénicas
Doces em Amaostras
Pasta analisadas Aprovadas Condenadas Satisfatéria Insatisfatoria
N2 N % N2 % Ne %o Ne# Yo

Goiabada 83 58 65,88 21 2530 77 92,77 6 7,23
Marmelada 52 46 88,46 6 11,54 52 100,00 0 0,00
Pessegada 51 42 82,33 9 17,65 42 §2,35 9 17,65
Bananada 50 47 94,50 3 6,00 49 58,00 1 2,00
Doce de abdébora 30 36 72,00 14 28,00 46 62,00 4 8,00
Doce de batata doce
{tipo marrom-glacé)l 74 32 4324 42 36,76 74 100,00 0 0,60
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TABELA 2

Incidéncia de amostras de doces em pasta condenadas por fraude e matéria estranha.

Amostras condenadas/iotal analisadag (percentagem)
Tipos de fraudes
e de matéria Doce de Doce de
esiranhas Goiabada Marmeiada Pessegada Bananada abdbora batata-doce
Absdbora 0783 0452 0/51 0/50 G/50 7114
) {9,46)
Banana 2/83 1/52 0/51 &/50 13/50 077
) (2.41} {1.92) {26,00)
Batata-doce 0/83 Gis2 0/51 G/50 13/50 0174
(26,00}
Goiaba 0/83 0/52 0/51 1/50 0/50 2174
(1,20) (2,70
Laranja 2/83 Gi52 i/51 2450 0150 o774
(2,41) {1,56) {4,009
Magd 6/83 0/590 0/51 0/50 0/50 0/74
(1,23
Mammelo 6/83 G/52 0/51 6/50 G150 /74
(7,23)
Goiaba e 0/83 3/52 4/51 0/50 0/50 G/74
laranja (3,71 (7,84}
Marmelo e 1/83 G/52 0751 G/50 0/50 G/74
laranja (1,20) "
Marmele & 1/83 0/52 0/51 0/50 /50 GiT4
péra (1,20)
Ameixa e 1/83 B/51 0/52 0/50 0/50 0/74
mamio (1,20)
Marmelo, 0/83 0/52 2/51 0450 0/50 0/74
goiaba e laranja {3.92)
Abdbora, laranja 1/83 0/52 /51 0/50 /50 6/74
marmelo ¢ péra (1,20)
Laranja e 1/83 1/52 1751 G/50 0750 0/74
subst. amilifera (1,200 {1,92) {1,96)
Fécula de 0783 0/52 1751 0/30 G/50 G/74
mandicca {1,96)
Gorma-guar 6/83 1152 6/51 0/50 0/50 33/74
(1,52) (11,76) (44,59)
Bolor 16/83 0/52 9/51 0/50 2/30 0174
{12,05) (17,65} {4,00)
Bolor e 0/83 0/52 0/51 0150 1/50¢ 0/74
dcaro {2,60)
Bolor e G/83 0/52 0/51 0/50 /30 0/74
inseto (2,00;
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tal da fruta em questio por outros vegetais, Nas
demais amostras desses doces e nas pessegadas,
bananadas ¢ doces de batata-doce, verificou-se
que z substituigdo do vegetal ceracterfstico por
outros fol parcial. Tais constatagBes, provavel-
mente, se devem A insuficiéncia da espécie du-
rante certas épocas do sno ou ao reduzido custo
das outras em relagBo i espéeie requerida. Outro
fator gue contribui para a presenga de vegetais
estranhos no produto ¢ a ineficiéneia na lavagem
dos tachos de preparo. A prética insatisfatéria da
lavagem, além de possibilitar a mistura dos
residuos de um vegetal com outro, também con-
iribui para o aumento de fungos no produto.

A maior porcentagem de amostras de goiabada
condenadas por fraudes foi devida & substituigio
parcial da goiaba por marmelo (7,23%), seguide
pela substituicio por magk (6,83%) e em menor
escala por laranja (2,41%) ou com misturas de
marmelo, laranja & abébora ou marmelo e banana
ou marmelo e laranja ou marmelo e péra (tabela 2).

A substiiuigio parcial do marmelo foi por
golaba e laranja (5,77%) e por banana (1,92%)
(tabela 2).

Nas pessegadas, a maior causa de reprovacio
fol a presenca de mistura de duas frutas, além de
plssego: goiaba e laranja (5,88%), seguida pela
mistura de marmelo, goiaba e laranja (3,92%).
Foi constatade que uma amostra {1,96%) conti-
nha laranja e, outra, fécula de mandioca (rabela
2}, além de péssego,

Em relaclo a todos os doces em pasta analisa-
des, a bananada apresentou o menor indice de
fraude (6,00%), constatando-se a substituicio
parcial da banana por laranja e por golaba {tabe-
1a 2). Das 50 amosiras de doce de abdbora anali-
sadas, verificou-se que 26% conticham batata
doce & 2%, amido de milho, além de abdbora.

Pela tabela 1, observa-se gue o doce de batata-
doce, tipo marrom-glacé, apresentou a maior por-
centagem de condenacio por fraude (56,76%).
Verificou-se que 7 amostras {9,46%) continham
batata-doce e abdbora, 2 (2,70%) batata-doce e
golaba. A presenca dessas frutas talvez confira
coT mais atraente ao doce ou melhore a consis-
téneia, devido & nsuficiéneia de subsi@ncias pée-
ticas na batata-doce,

A legislagfio em vigor™ permite usar como
coadjuvante na tecnojogia de fabricagio de doces
em pasta, pecting, 4gar-dgar ¢ goma garrofin
(goma alfarroba) em quantidade para compensar
possivel deficiéncia de substncias péeticas nos
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ingredientes. Esses coadjuvantes devem ser men-
cionados na relagio de ingredientes dos dizeres
de romlagem.

Sendo a goma-guar um espessanie e tendo
sido constatada sua presenca em alguns tipos de
doce em pasta, pode-se supor que sua adigio foi
proposital, caracterizando a frande intencional.

A presenca de goma-guar foi responsdvel pela
condenagio de 44,59% das amostras de doce de
batata-doce, de 1,92% das marmeladas e de
1,96% das amostras de pessegada. Em nenhum
desses casos havia, na rotuisgem, mencic do em-
prego de coadjuvantes de tecnologia de fabri-
cagao.

Quanto s condigdes higiénicas dos doces em
pasta {tabela 1), verifica-se que, com excegio da
marmelada e do doce de batata-doce, os demais
apresentaram-se insatisfatérios, devido, princi-
palmente, & presenga de fungos. A pessegada foi
o doce que apresentou pior qualidade, apresentan-
do 17,65% de amostras contaminadas.

Em trabalho anterior®, foi salientado a pre-
senca de fungos filamentosos em doces em pas-
ta., Comparando os resuliados obtidos nesta pes-
quisa com os da anterior, verificou-se que os
doces de fruta em pasta continuam apresentande
fungos. As marmelades ora analisadas apresenta-
ram meihor qualidade e as pessegadas pioraram
em relagdo as estudadas anteriormente.

CONCLUSAO
Pelos resultados obtidos, conclui-se que:

a) Conlinnam sendo praticadas fraudes em do-
ces em pasta, tanto pela substituicio fotal como
pela parcial do vegets]l por ouire. Das 360 amos-
tras analisadas, 92 (25,56%) foram condenadas
por fraude.

b) O doce de batata-doce, tipo marrom-glacé,
¢ a goiabada foram os doces que apresentaram
maior nimero de amostras condenadas, 56,76% e
30,12%, respectivamente.

¢) Como coadjuvante da tecnologia de fabri-
cacio, estd sendo utilizado ingrediente nfic per-
mitido pela legislacio?, principalmente goma-
guar e doce de batata-doce, tipo marrom-glacd.

d) Os doces de fruta em pasta continuam apre-
sentando condigBes higiénicas insatisfaidrias de-
vido & presenga de fungos filamentosos.



ZAMBONI, C.Q.; RODRIGUES, RMM.S.; SPITERI, N.; ALVES, H.L; BATISTIC, M.A,; ATUI, M.B. & SANTOS,
M.C. «ww Fraudes ¢ condigBes de higiene de doces em paste. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 49(2):125-129, 1989,

RIALAG/668

ZAMBONI, C.Q.; RODRIGUES, RMM.S,; SPITERI, N.; ALVES, H.I; BATISTIC,
M.A.; ATUI, M.B. & SANTOS; M.C. — Microscopical detection of adulteration
and sanity in fruit preserves. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 4%(2):125-129, 1989,

ABSTRACT: Samples of six kinds of fruit preserves (or jams) of guince, guava,
peach, banana, gi;mpkin and sweet-potato were examined for fraud, for adulteration

and for sanity.

icroscopie exsmination showed that 115 of the 360 samples were

discording with Brazilian legislation: 95 (82,61%) were aduliered with fruits of other
kinds and 20 (17,30%) with mycelia filaments. It was detected guar-gom in sweel-
potato preserve disagreeing with the legislation,

DESCRIPTORS: Fmait preserves {or jams), quince (Pyrus cydonia}, geava {Psidium
guajava), peach (Prunus persica), banana (Musa sp), pampkin (Cucurbila pepa), sweel-
potate {{pomoea batatas), sdulieration, microscopical examination.
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DE SAQ PAULO E SUA ESTABILIDADE NO COZIMENTO*

Thais Valéria MILANEZ**
Myrna SABINO**

RIALAG/669

MILANEZ, T.V. & SABINO, M. - Ocratoxina A em feijio comercializade no Estado de
Sig Paulo e sua estabilidade no cozimento. Rev. [ast. Adolfo Lutz, 49
(2):131-135, 1989.

RESUMO: Para verificar a presenga de ocratoxina A em feijio consemido no
Bstado de &0 Paulo, foram analisadas 60 amostzas colhidas em diferentes regides. As
determinacg8es foram feitag por cromatografia em camada deigada pelo método descrito
por SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA, ligeiramente modificado, e cujo limite de
determinagio foi de 30 pg/kg. Os resuitados dos testes de recuperagio, efetuados em
vérios niveis de concentraciio da micoioxina, variaram de 108 a 159%. Em nephuma
das amostras analisadas foi detectada presenga da ocratoxinag A, O estudo da estabilidade
dz micotoxina, com cozimento limido e sob pressio, demonstrou uma diminvigic de

20,1 2 76, 7% de seu teor,

DESCRITORES: ocraloxina A, determinagio em feijio; feijio, determinagio de
ocratoxina A; estabilidade da ocratoxina A; cromatografia em camada delgada,

INTRODUCAO

A ocratoxina A, micotoxina produzida por es-
pécies de fungos Aspergillus ochraceus Whilhelm
e Penicilinum viridicatum Westling®7 4%, & a mais
t0xica de seus vdrios tipos. Estudos mostraram
que ela ¢ nefroléxica para animais® 1%, porém a
sua carcinogenicidade ainda niio foi devidaments
comprovada 31616,

A ocratoxina A poderd entrar na cadeia ali-
mentar do homem e afetar a sua sadde, airavés da
ingestio de alimentos com fungos ou de animais
de abate que foram tratados com racio contamina-
da. Essas micotoxinas tém sido encontradas
como contaminantes naturais em alimentos tais
como cevada, frigo, mitho, feijio, café e farirha
de mandioca crua, e em ragio animall®14,

A ocratoxina A é relativamente estdvel ao ca-
for dmido ?, porém foi observada s sua inativacio

wotal em grios de café submetidos A torrefagiio 16,
Em trabalhos experimentais, envolvendo enlata-
mento de feijio, foi verificada perda de 10 a 21%
da toxina, no tratamenioe térmico 410,

Sendo o feijfio alimento bdsico da populagio
brasileira e devido 2 sua susceptibilidade & conta-
minacEo por ocratoxina A, foi proposto estudo
para verificar os niveis da toxina no produte
consumido no Estade de Sdo Paulo, bem como
suz estabilidade durante o processo usual de cozi-
mento. '

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 60 amostras de feijao prove-
nientes de diferentes regides do Estado de Sio
Paulo, para determinacio da ccratoxina A, Algu-
mas delas foram adquiridas em pomntos-de-venda na
cidade de S#o Paulo, e outras obtidas a partir de re-
messas efemadas ao TAL, para andlise (tabela 1),

# Reslizado na Se¢fo dz Quimica Biolégica do Instituto Adolfo Lutz, Sio Paulo, SP.

** Do Instituie Adolfo Luiz.
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O méiode empregado fol descrito por SOARES
& RODRIGUEZ-AMAY A2 com modificagdes im-
postas pela disponibilidade de equipamentos e
materiais,

De cada amostra de feijio fol separada uma
aliquota de 30g de grios, que foi witwrada em
multiprocessador. A micotoxina fol extraida com
180mi de metancl e 20 mi de soluciio de cloreto
de s6dio a 4%, em agitador mecéinico, por uma
hora, Em seguida, o material foi filtrade em pa-
pel Whatmann n® 1. A 100ml do filtrado foram
adicionados 100mli de solugo de sulfate de cobre
a 10% ¢ celite em guantidade suficiente para ocu-
par um béguer de 30ml. O material resultante foi
agitado e filtrado; 100ml do filirado foram irans-
feridos para funil de separagfio contende 100ml
de dgua destlada. A ocratoxins A foi exmaida
com duas porgdes de 20ml de cloroférmio.
Aliquotas de 10ml de cada extragio foram reuni-
das em Erlenmeyer de 30ml e evaporadas em
banho-maria. O residuo foi dissolvido em 200ul
de metanol e cromatografado em camada delgada
usando placa de silica.

O cromatograma foi desenvolvido em mistura
de tolueno, acetato de etila e 4cido {érmico
(50+40+10). A placa foi examinada sob luz ulra-
violeta e a micotoxina foi guantificada por com-
paragio visual da fluorescéneia da amostra com a
do padrio de ocratoxina A.

No case de feijfio cozido, o métode utilizade no
propercionou & limpeza necessdria para que fosse
feita a guantificagio final com clareza; desta forma,
foi acrescentada i téenica j4 descrita uma etapa ex-
tra de purificacfio que consistin na percolagio da
amostra numa minicoluna de silica, o cartucho
"SEP PAK $i"% O residuo obtido da evaporagio do
extrato cloreférmico da amostra foi redisselvido
com duas aliguotas de 0,5mi de tolueno e transferi-
do quantitativamente para o cartucho, previamente
tratado com 10m!l de tolueno. Apds lavagem da
amostra com 16ml de tolueno, a ocratoxina A fol
elinida eom 10ml da mistura de tolueno e 4cido acé-
tico (9+1) e evaporada até residuo em banho-maria,
sob corrente de nitrogénio®. Em seguida foi- desen-
volvida a eromatografia em camada delgada, descri-
ta anteriormente,

TABELA 1

Procedéncia das amostras de feijao, classificagio e relagao dos resultados falsos positives

Amostras Procedéncia Classificagio Resultados
analisadas {*} falsos positivos
01 Aragamba Grupo 1, classe cores o1
oL Campinas Grupo 1, clagse cores e
01 Guarujd Grupo 1 ,classe cores -
02 Ibitina Grupo 1, classe cores -
02 Ibitina Grapo i, classe cores Gi
5] Ttarir Grupe 1, classe cores i -
10 Juquid Grupo 1, classe cores -
0t Mairinqgue Grupo I, classe cores -
1 Mirandédpolis Grupo 1, classe cores -
[t73 Registro Grupo 1, classe cores -
o $.1. Rio Preto Grupo I, classe cores -
01 Sao Paulo Grupo 1, classe branco -
06 idem Grupoe 1, classe preto 01
03 tdem Grupo 1, classe cores -
20 Idem Grapo §, classe cores 04
01 Idem Grupo I, classe cores -
01 Idem Gruopo 1, classe cores -
01 Idem Grupo 11, classe cores -
02 Sorocaba Grupo 1, classe cores -
0% Suzano Grapo I, classe preto 01
01 Tatui Grupo |, classe cores -
60 08

*  Classificagiio segundo a Porlaria n® 161 de 24/7/87 do Ministério da Agriceliura, Brasilt
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O cozimentoe do feijfio foi feito em autoclave,
a 121°C por 20 minutos, simulando-se o proces-
so da panela de press@o. Apds esfriamento, a
amostra foi triturada em lignidificador e uma
aliquota de 30g foi retirada para analise,

Para confirmacBo da presenca de ocratoxina A,
a placa foi exposta a vapores de amdnia, que &m
a propriedade de mudsar a cor da flucrescéneia
verde-azulada para azul intensa %1113,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando-se a tabela 1, verifica-se a exis-
téncia de resultados falsos positivos, Sdc assim
considerados porque nZo foram confirmades na
exposicdo da placa aos vapores de amdnia. Este
método ndo é considersdo por muitos como deci-
sivo para confirmacfo da presenca de ocratoxina
A, porém é vilido para indicar a auséncia desta
micotoxina ¥ 15,

A técnica utilizada para essas andlises foi tes-
tada em diversos niveis de recuperaciio e os dados
obtidos constam da tabela 2.

Foi experimentada a recuperagiic da ocratoxina
A na concentragio de 50 ugfkg, pois é o valor
que consta da proposta de limite de tolerfincia da
ocratoxina A para a legislagho brasileira {Reco-
menda¢Bo do IV Encontro Nacional de Micotoxi-
na, S0 Paulo, 1986).

Embora o limite de detecgio de ocratoxina A
pelo mélodo proposto seja de 5,7 ng, considera-

TABELA 2

Recuperagdo e reprodutividade em feijdo adicionado de
ocratoxing A, usande iéenica adaptada de SOARES &

se como limite de determinacie 30 ng/kg, que &
o valer onde hi seguranca razodvel para quantifi-
cacio da intensidade da fluorescéncia desenvolvi-
da pela amosira.

O procedimento usual de anédlise nio se mos-
trou adequado para a quantificagio de ocratoxina
A no feijio cozido. Apls o cozimento, surgem
vérias manchas, inclusive fluorescentes no cro-
matograma com diferentes Rf, mascarando a
visnalizagio da ocratoxina A. Para contornar este
problema, héd necessidade de uma limpeza maior
do cromatograma final. Assim, acrescentou-se
wma etapa extra de limpeza, gue consistiy no uso
de uma minicoluna de silica, no caso o cartucho
SEP-PAK Si. Virios sistemas de solventes foram
testados, porém o mais eficiente foi o tolueno +
dcido acdtico {9+1), que j4 havia sido utilizado
por HOWELL & TAYLORS, -

Os dados que constam na tabels 2 referentes a
recuperacio e reprodutibilidade da téenica mais
etapa extra de limpeza sdo bem varidveis, porém
aceitve:s estatisticamente (teste de Dixon). A-
credita-se que essa variagBo fol gerada pela
propria etapa extra-adicionada. O uso do cartucho
de silica SEP-PAK Si j4 sugeriu este tipe de ob-
servaglio por parte de outros autores S, Provavel-
menie este seja um dos fatores de variagfo dos
resultados do experimento com feijio contamina-
do e cozido, onde se verificon uma destruigio de
20,1 a 76,7% da ocratoxina A {tabels 3).

HARWIG et alii* observaram perdas de 21 e
10% de ocratoxina A em feijdo que ficou de mo-
the e naquele que sofreu branqueamento, respec-
tivamentie. Feijées enlatados antes do aguecimen-
to ainda continham 64% do total de ocratoxing A
adicionada e 53%, apds uma hora de aquecimen-
to. EL BANNA & SCOTT? verificaram médias de
destruigie de ocratoxina A em feijo fava, por
ocasido de seu cozimento, de 15,5% 2 100°C por

RODRIGUES AMAYA"?
TABELA3
Nivel de ocraroxina A | % de recup. ov dp Quantidade de ccratoxing A recuperada apds o
{ugfkg) *) corimento do feifdo comtaminado artificialmente com
200 ugtkg da toxina
Experi 8
10 150.6 71 1.4 pcgi'ncmo Recu;(_t;;:agau
30 103,7 10,8 11,2
S0 08,8 13,4 14,5 1 44,4
200 1087 8,5 9,3 2 35,5
200 122,1 15,9 19,4 3 79,9
4 23,3
5 36,7
* média de circo determinagdes
cv = coeficiente de variagio % média de recuperagio: 44,0
dp = desvio padric Desvio padrao: 9,6

**  com etapa extra de limpeza

Coeficienie de variaggo: 21,8
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6h e de 19,6% a 115,5°C por 2h. TRENK et alii
apud EL BANNA & SCOTT 3 obtiveram, em
ragBes contendo aveia e arroz, apds autoclava-
gem por 3 horas sem adicBo de dgua, perdas de
87,5 e 86% de ocratoxina A, respectivamente, &
de 74 e 68,5%, sob as mesmas condigbes, porém
na presenca de dgua (50% volume/peso).

Para cada um dos niveis de recuperaciio, foram
feitas cinco determinagdes e os resultados passa-
ram pelo teste estatistico de Dixon. Os dados ob-
tidos para 10pg/ksg foram os dnices nio adequados
para uma aceitagio de 353%. Considerou-se o limite
de 30 pg/kg como seguro para quantificacdo da
ocratoxina A pelo método de comparaciio visual
por cromatografia em camada delgada, conforme a
técnica de SOARES & RODRIGUEZ-. AMAYA 2,
com as adaptacSes incorporadas.

Apesar deste levantamento ndo defectar a pre-
senca de ocrafoxina A nas amostras examinadas,
isto nfo significa a inexist@acia do problema
dos fungos produtores desta micoloxing no nos-
so meio ambiente, Principalmente, & vista de

uma amostra, isenta de micotoxinas, armazenada
em condigdes de laboratdrio, ter apresentado,
posteriormente, ocratoxina A. Dos feifdes mofa-
dos foram isoladas duas diferentes cepas de As-
pergillus spp., uma delas de coloracio ocricea
em meic de cultura,

CONCLUSCES

Os resuitados oblidos neste trabaho permitem
concluir que:

1. © métado do cozimente do feijio nio
desiréi totalmente a ocratoxina A no material ar-
tificiaimente contaminado,

2. Estudos mais complexos tornam-sc¢ ne-
cessdrios, envolvendo andlise de um nimero
maior de amostras e dos efeitos de parimetros
mais especiflicos na produgio de ocratoxina A,
como temperatura, umidade do substrato e tipo
de armazenagem, A vista de auséneia, na legis-
lacdo brasileira, de limites de tolerfincia para esta
micoloxina em alimentos.
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ABSTRACT, Sixty samples of beans from different regions of Sic Paulo Stae
were tested for ochratoxin A. Determinations were made by thin layer chromatography
and the method described by SOARES & RODRIGUES AMAYA, slightly modified, Jt
gave a delermination lHmit of 30 ug/kg. Recoveries tested at different jevels (10,300,530
and 200 ugfkg) ranged from 108 to 159%. Ochratoxin A was not present in any
sample tested. Average destruction of 20,1 10 76,7% of ochratoxin A occurred during
cooking. The traditional method of beans cooking does not destroy totally the
mycotoxin present in contaminated beans, Because there is no provision in Brazilian
iaws of 1olerance levels of this mycotoxin it is necessary further research to

determine the adequaie levels of ochratoxin A in foodstuffs.

DESCRIPTORS: ochratoxin A, beans, ochratooxin A stability, thin-layer

chromatography.
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RESUMO: O meio de cultura NNS, constituido de pirpura de bromocresol, nitrato
de potdssio, sacarose ¢ novobiocina, foi utitizado na diferenciagiio de Staphylococcus
saprophyticus isolados de wrina. Na formulagho do meio NNS, a resisténcia 2
novobrocina, caracteristica normaimente utilizada no diagnéstico presumtive de
Staphylococcus saprophyiicus, foi associada a sua capacidade de utilizar a sacarose ¢ 3
awséncia da enzima nitrato-redatase, visando a diferenciagio deste microorganismo dos
demais estafilococes coagulase pegativa, inclusive os igualmenie resistentes 3
novobiocina  (Staphylococcus cohnii, Staphylococcus xylosus e Staphylococcus
sciuri), Os Staphylococcus cohnii nfo utilizam a sacarose (88% das cepas}, enquanto
os Stapkylococcus xylosus e Staphylococcus sciuri reduzem nitrato 2 nitrito em 100 e
80% das cepas, tespectivamente. De 74 cepas de estafilococos coagulase negativa
isoladas de urina, 49 (66,2%) C(:,ipas de Staphylococcus saprophyticus foram
diferenciadas pelo meio NNS, tendo side obiidos resultados de valor predicativo de
resultado positivo de 100%, sensibilidade de 95,9%, especificidade de 100% e
eficiéncia  de 97,2%. As cepas foram posteriormente caracterizadas ao nivel de
espécie, segundo esquema proposto por KLOOS e SCHLEIFER, gquando se obteve
66,2% de Staphylococcus saprophyticus, 13,5% de Staphylococcus simulans, 8,1% de
Staphylococcus  epidermidis, 5,4% de Staphylococcus haemolyticus, 5,4% de
Staphylococcus hominis e 1,4% de Staphylococcus sp. O comportamento do meio
NNS foi avaliado através de cepas de referbnoia das difercntes espécies do género
Sraphylococeus.

DESCRITORES: Staphylococcus saprophyticus; esufilococos coagulase negativa;
infecgdo do trato urindrio; resisténeiz 3 novobiocina.

INTRODUCAD

Os estafilococos coagulase negativa (ECN}
tém sido fregiientemente apontados como agentes
patogénicos oportunistas, especialmente nos
casos de infecgdes apds intervenges cirdrgicss,
endocardites bacterianas subagudas, peritonites,
meningites bacterianas etc®°

A partiv de 1970, inicialmente na Europa e
posteriormente nos EUA e Canadd, uma espécie
particular de ECN, §. saprophyticus, vem sendo
reconhecida como agente etiolfgico de infeccBes
do trato urindrio em mutheres jovensh22,

O diagndstico laberatorial presuntive das in-
fecgbes urindrias causadas pelo S, saprophyticus

* Realizado na Secio de Bacigniologia do Instiiwio Adelfo Laiz, S8c Paulo, SP.

** Do Instituto Adoifo Lutz.

**%  Aluna do Pés-Graduagio da Faculdade de Cincias Farmacéuticas - USP.
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temn side principalmente feito pela demonsiragéo
de sua resisténcia & novoblocina na concentracio
de 5 meg/ml'®®425, A caracterizagio bioguimica
deste micreorganismo, bem como dos demais
ECN a0 nivel de espécie, tem sido feita segundo
o esguema proposte por KLOOS & SCHLEI-
FERM8382 palg sistema AP] STAPHIDENT, cu
pelo sistema de caracletizagBo ¢ biotipagem re-
centernente proposto por HERBERT et alii™**. E
sabido, entretanto, que outros ECN (5. cofnii, §.
xylosus e S. sciurl) sfo ignalmente rosistentes 2
novobiccina’®®, e que algumas cepas de 3. epi-
dermidis resistentes a esta droga jd foram regis-
tradas®.

O fato acima mencionado levou-nos i pesqui-
sar oulras caracteristicas diferenciais que tornas-
sem possivel a separaclio do 8. saprophyticus
dos demais ECN resistentes 2 novobiccina, Atra-
vés do sistema de caraclerizacio bloquimica de
KLOOS & SCHLEIFER™?, verifica-se gue os §.
cohnil utilizam a sacarose em 88% das cepas,
enquanto os S. xylosus, S. sciurie 8. epidermi-
dis reduzem nitrato a nitrito em 100, 80 e 80%
das cepas, respectivamente. Portanto, o presente
estudo teve por objetive a formulagio de um
meio de cultura simples, gue pudesse identificar
rdpida ¢ presuntivamente as cepas de S. sapro-
phyticus. O meio de cultura NNS foi composto
baseado nfo somente na capacidade deste micro-
organismo de crescer na presenga de 5 meg/ml de
novobiocina, mas também na sua capacidade de
utilizar o carboidrate sacarose e na sua incapaci-
dade em reduzir o nitrato®®, caracter{sticas estas
que permitern uma diferenciaciio mais precisa en-
tre os demais ECN. '

MATERIAL E METODOS

Cepas bacterianas — As 74 cepas de ECN
estudadas foram isoladas de amostras de urina
com contagens superiores a 1,0 x 107 organis-
mos/mi, na Secio de Bacteriologia do Instituto
Adolfo Luiz-SP. Foram também wilizadas 12 ce-
pas de referéneia (8. aureus, S. xylosus, 8. capitis,
S. epidermidis, 8. cohnii, S. warneri, §. haemoliti-
cus, 8. simulans, 8. hominis, S. saprophyticus,
8. sciuri sciuri, 8. sciuri lentns), gentilmente
cedidas pele Dr. W. E. KLOOS, da Universidade
do Estado da Carolina do Norte, USA. As cepas
de referéncia foram mantidas no estado lofiliza-
do a +4°C, e as cepas isoladas foram mantidas &
temperatura ambiente em meio sdlide de
conservaciol®,

Meio NN§ - O meio de cultura NNS foi com-
posio de extrato de carne {),1%; proteose pepto-
na n* 3, 1%; cloreto de sddio, 0,5%; piirpura de
bromocresol, 0,002%, pH 6,8; acrescido de 0,5%
de nitrato de potdssic e esterilizado por autocla-

138

vago a 121°C por 15 minutos. Apds o resiria-
mento foram adicionadas a sacarcse {Difco La-
boratories, Detroit, Mich, USA) e a novo-
biocina {Centrc de Controle e Produtos para
Diagndstico Ltda. (CECON), S3o Paulo, 5P, Bra-
sil} nas concentraches finais de 1% e 5 meg/ml,
respectivamente. As solugdes estoques de novo-
biocina ¢ sacarose foram esterilizadas por fil-
tragio em membranas Millipore de 045 e 0,22
i O meio foi diswribufdo em aliquotas de 5 ml
em tubos de 12 x 120 mm, com tampas de rosecs,
e sua esterilidade fol testada a 37°C por 48
horas. O meio NNS§ foi conservado a 4°C.

O indeulo fol constituide de 0,1 mlI de uma
suspensdo bacleriana, feita em dgua destlada es-
téril a partir de uma cultura pura de 24 horas em
dgar sumples inclinado. Esta suspensfio corres-
pondeu & turbidez do tubo n® 2 da escala de Mc
Farland, tendo portanto uma densidade aproxima-
da de 6 x 10® cel/ml. Os tubos foram incubados
em estufa a 37°C e as leituras foram efetuadas
apds 24 horas pela verificagic do crescimento
bacteriano (turvagic do meio). A utilizagio da
sacarose foi indicada pela viragem do indicador
de pH, e a reducgio de nitrate pela adiclic dos rea-
tivos de Griss, segundo método descrito por
COWAN & STEEL’. Nos casos em que ndo houve
crescimento bacteriano, as cepas foram reincuba-
das por mais dois dias, em estufa, a 37°C.

Caracterizagio das cepas de ECN ao nivel de
espécie — As 74 cepas de ECN foram caracteriza-
das ao nivel de espéeie, assim como as cepas de
referéneia, tomadas como coatrole, através da
maioria das provas preconizadas por KLOOS &
SCHLEIFER, e outras cujas referéncias biblio-
grificas serfio ciiadas na oportunidade.

A partir de uma cultora pura de 24 horas em
dgar P inclinado'?, foram efetuados testes para a
verificagio de: morfologia das coldnias e pre-
senga de pigmento em plscas de fgar PU; com-
portamento em relacio ao oxigénio’®™?; presenca
de enzima catalase em teste de limina, segundo
téenica citada por MAC FADDIN®, presenca de
citocromo C oxidase®?"; habilidade em utilizar a
glicose aerébica ¢ anaerobicamente's; producdo
aerébica de dcido a partir do glicerol em presenga
de 0,4 mcg/ml de eritromicina em dgar pirpura de
bromocreso!®; susceptibilidade 4 lsostafina (Sig-
ma Chemical Co, St. Louis, Mo, USA) nas con-
centragBes de 200 meg/ml ¢ 50 meog/mPs; ativi-
dade de coagulase livie e ligada em plasma do
coelho™? presenca de desoxirribonuclease termo-
sensivel em dgar DNA®; susceptibilidade a 1,6
meg/ml de novobiocina pelo mélode em placa de
dgar P¥; redugio de nitrato a niwite™’; hidrélise
da uréia em meio uréia-indol®; hemdlise em agar
sangue de cameire (3% de sangue desfibrinado
em dgar P)'; verificagiio de producio aerdbica de



TONDELLA, ML.C.; SACCHI, C.T.; BUSCHINELLI, 8.8.0.; CASAGRANDE, 8.T.; BRANDILEONE, M.C.C. &
MILAGRES, L.G. -~ Utilizacio do meio de cultura Novobiocina-Nirato-Sacarose (NNS) no diagnéstico
presuntive de Staphylococcus saprophyticus. Rev, Inst, Adolfe Lutz, 49(2):137-143, 1989,

dcido a partir de carboidratos (maliose, sacarose,
trealose, manose, xilose e manitol}'®

Andlise dos dados - Para anélise da capacidade
do meio NNS em diferenciar §. saprophyticus dos
outros ECN, um resultado positivo verdadeiro foi
classificado como uma cepa de S. saprophylicus,
aquela capaz de crescer no meio NNS, ap6s incu-
bagio de 24 horas em estufa a 37°C, produzir
deido a partir da sacarose e nio reduzir o nilrato
a nitrito. Um resultado negativo verdadeiro foi
classificado como uma cepa de ECN nio §.
saprophyticus, que nfo cresceu no meio NNS, ou
que, embora resistente a 5 meg/ml de novobioci-
na, foi incapaz de utilizar a sacarose, podendo ou
nio reduzir o nitrato 2 niwite; ou, ainda, que
cresceu no meio NN§, vtilizou a sacarose, mas
apresentou reduclio de nitrato positiva., Os va-
jores de sensibilidade, especificidade, valores
predicatives de resuliados positivo e negative e
eficiéneia foram celeulados de acerdo com
GALEN et alii’.

Susceptibilidade microbiana - (O teste de sen-
sibilidade aos agentes antimicrobianos foi reali-
zado segundo a téenica de BAUER et alif’, onde
foram utilizados discos impregnados com gui-
miocterdpicos (Centro de Controle ¢ Produtos para
Diagndstico Lada. (CECON}, 8o Paulo, SP, Bra-
sil), nas seguintes concentra¢les: amicacina, 30
meg: ampicilina,. 30 mecg; canamicina, 30 meg;
cafalotina, 30 meg; cefoxitina, 30 meg; cloran-
fenicel, 30 meg; eritromicina, 135 meg; estrep-
tomicing, 10 meg; gentamicing, 10 meg; linco-
micina, 2 meg: novobiocing, 30 meg: oxacilina,
1 meg; penicilina, 10 meg; sulfamethoxazol-
trimethoprim, 25 meg; tetraciclina, 30 meg;
vancomicina, 30 meg.

RESULTADOS

O meio de cultura NNS foi inicialmente testa-
do com as 12 cepas de referéneia de Staphylococ-
cus, tendo os resultados sido referidos na tabela
1. Usando-se o critério de um resultade positivo
no meio NNS, como sendo a presenga de cresci-
mento bacteriano, utilizagiio da sacarose ¢ ausén-
cia da enzima nitrato redutase apds 24 horas de
incubacio a 37°C, pudemos caracterizar presun-
tivamente os S. saprophyticus entre as 74 cepas
de ECN, com um valor predicative de resultado
positive de 100%. O valor predicativo na dife-
renciagio das cepas de ECN, nio pertencentes a
espécie 8. saprophyticus (valor predicativo de re-
sultado negative), foi de 92,6%. A sensibilidade
deste meio foi de 95,9% e sua especificidade e
eficiénecia foram de 1060 e 97.2%, respectiva-
mente. Duas cepas de S, saprophyiicus nio uti-
lizaram a sacarose no meio NNS apds 24 horas
de incubagio, tendo sido consideradas como fal-

TABELA 1

Comporiamento das cepas de referéncia de
Staphylococcus frente ao meio NNS

Meio NNS
Espécie Crescimento | Utilizagio | Redugfio
de de

(turvacio) sacarose | nilrato
5. aureus -
5. epidermidis -
8. saprophyticus + + -
S. simulans -
8. hominis ~ !
3. haemeolyticus -
S. warner{ -
S. capitis -
S. xvlosus + + +
§. cohnil -+ - -
S. sciuri sciuri -
8. sciuri lentus -

+ Teste positivo
- Teste negativo

so-negativas (presuntivamente §. cohnii), o que
contribuiu para a diminuigiio de alguns valores
acima citados. Estas cepas utilizaram a sacarose
apds 1eincubagio por mais 24 horas em estufa a
37°C. Entre os ECN esmdades, com excegio feita
aos 8. saprophyticus, apenas 2 cepas de §.
haemolyticus apresentaram crescimento no meio
NNS, sendo gue ambas nfic utilizaram a sacarose
apds 48 horas de incubagBo, mas reduziram nitra-
tos a nitritos. Estas cepas foram classificadas
como negativas verdadeiras e suas resisténcias 2
novobiocina foram posteriormente confirmadas
pelos respectivos antiblogramas.

As 74 cepas de ECN foram diferenciadas do
género Micrococcus pela producio aerdbica de
dcido a parlir do glycerol, em presenga de G4
meg por mi de eritromicina (95,9%), pela uili-
zagio da glicose aerdbica e anaerobicamente
(100%), pele cemporlamento aerébico-anaerd-
bico faculiative (95,9%), e pela sensibilidade 2
lisostafina na concentragdo de 200 meg/ml
(78,49%). As espécies de ECN que caracteristica-
mente produzemn pequenas quantidades de dcidos
em conseqiéncia do metabolismo fermentativo da
glicose, tais come 8. saprophyticus, . hominis,
S. haemolyticus, apresentaram reagdes fracas de
acidificagio ne meio STAPH-MEVAGYS, O siste-
ma utilizade na identificagio dos ECN ao nivel
de espécie permititt & caracterizago de 49 {66,2%)
cepas de 8. saprophyticus, 10 (13,5%) cepas de
§. simulans, 6 (8,1%) de 8. epidermidis, 4 (5,4%)
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TABELA 2

Caracteristicas morfologicas, bioquimicas e de resisténcia das 49 cepas de 5. saprophyticus isoladas de culturas de urina

Caracteristicas Comporamento Yo
‘Tamanho da colSnia (difmetro Smm) * 89,8
Catalase + 100,0
Oxidase - 100.0
Comportamento frente ac O, AAF 100,0
Utilizagfo acrdbica e anaerdbica da glicose (% de fermentagio) {3+ £9,8/10,2
Utilizag&o aerébica do glicero} em presenga de
eritromicina (0,4 mecg/ml) -+ 100,0
Susceptibilidade 3 hisostafing (200 mog/ml) + 77,5
Susceptibilidade 3 lsostafina (50 meg/ml) - 17,6
Coagulase livre - 1000
Cosagulase ligada - 100,0
Desoxirribonuclease termo sensivel -+ 95,9/4,1
Resisidncia & novobiocina (1,6 meg/ml) + 100,0
Redugdo de nitrato - 100,0
Urease +* 1000
Pigmento A 73,5
Hemdlise (sangue de cameiro) - 1000
Produglo aerébica de dcido a panir de:
Maltose + 1000
Trealose + 1000
Sacarose + 160,0
Manose . 100,0
Xilose - 100,60
Manitol + 100,0
Sfmbolos:  + Teste positivo
- Teste negativo
+) Teste positivo fraco
AAF  Aerébio-anaerébio facultativo
* Reagio imediata
*x Pigmento amarelo
cepas de S, haemolyticus e 4 {5,4%) cepas de §. TABELA 3

hominis. Uma cepa apresentou caracteristicas que
impossibilitaram sua classificagdo dentre as es-
pécies de ECN até agora descritas. Oito cepas
comprovadamente nfio pertencentes s espécies

Sexo ¢ faixa etdria dos pacientes portadores de

Staphylococcus saprophyticus na wring

8. epidermidis (trealose positivas) e §. sapro-
phyticus  (sensfveis A novobiocina) apresenta-
ram perfis bioquimicos que nfio comesponderam
exatamente aos descritos por KLOOS &
SCHLEIFER®, no que diz respeito 3 utilizacio da

maliose, manose e manitol. Para estes casos foi
utilizado o crisrio de classificagiio de NICOLLE
et alii*, onde as cepas manitol negativas e mal-
tose positivas foram classificadas como S. komi-
nis e aguelas maniiol e maltose negativas, mas
manose positivas, foram classificadas como §.
simulans. Por outro lade, todas as cepas de §. sap-
rophyticuy apresentaram um perfil funcional bas-

tante caracteristico (tabela 2).

SEXO
Faixa etdria Feminino Masculino

anos

. % N® %
0.5 3 6,127
17-33 34 69,39
36-35 5 10,21
45 H 2,04 H 2,04
id.* 4 8.16 i 2,04
Total 47 B

Das 49 cepas de §. saprophyticus, 47(95,9%)
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foram isoladas de vrina de multheres n3o hospita-
lizadas, e duas foram provenientes de pacientes
do sexo masculino. A faixa etdria predominante
das mulheres foi de 17 & 35 anos, conforme vis-
to na tabela 3.

Os perfis de resisténeia aos guimioterdpicos
das diferentes espéeies de ECN esto relacionados
a seguir: 46 (93,88%) cepas de §. saprophyticus
foram resistentes & novobiocina, enquanto 2
(50%) cepas de S. haemolyticus, multirresis-
tentes, apresentaram igualmente resistdncia a
esta droga. Quairo (66,66%) cepas de 8, epider-
midis, 3 (75%) cepas de S. haemolyticus, 2{20%)
cepas de §. simulans, 3 (6,12%} de S. saprophy—
ticus foram simultaneamente resistenies aos anti-
biéticos penicilina ¢ ampicilina, Nio foram efe-
tuados testes de deiecgio da enzima beta-
lactarnase. Uma resisténcia significativa & oxaci-
lina foi observada enire as cepas de . haemoly-
ticus {75%), §. saprophyticus (46,94%) ¢ §.
hominis (25%), o mesme ndo sendo verificado
em relacio & espécie S. epidermidis. Entretanto,
todas as cepas testadas foram sensiveis ds cefa.
losporinas {cefalotina e cefoxitina).

DISCUSSAC

Pela andlise da tabela 1, pudemos verificar que
o meio de cultura NNS apresentou o comporta-
mento previsto em relagio as cepas de refernoia
de Staphylococcus, uma vez que o mesmo impe-
diu o crescimento das espécies sensiveis 3 novo-
biocina, sendo que as espécies resistentes utiliza-
ram 4 sacarose e¢fou reduziram nitratos, em
conformidade com as caracteristicas bioquimicas
inerentes a cada espéeie,

Os valores predicativos de resultados positivo
e negativo, sensibilidade, especificidade e efi-
ciéncia do meio NNS na diferenciaciic das cepas
de §. saprophyticus dos demais ECN mostraram-
se bastante satisfarérios. STEVENS*, utiizou um
meio de cultura sélide (TMPA) contendo trealose,
manitol e reagenies necessirios & pesquisa da en-
zima fosfatase, associado ao teste de registéncia
2 novobiocina pela utilizagio de discos impreg-
nados com 3 mge deste antibidtico. Os valores
predicativos de resultados positivos e negativos
enconirados foram de 83,9 e 100%, respectiva-
mente, a sensibilidade e especificidade de 100% e
97,1%, respectivamente. NICOLLE® uiilizou a-
penas a resisténeia 3 novobiocina {disco com 5
mge de novobiocina) no diagndstico presuntivo
de S. saprohyticus isolados de urina, obtendo um
valor predicativo de resultado positive, na sua
diferenciacfio dos demais ECN de 83%, sensibili-
dade de 100% e especificidade de 96%. PICKETT?
utilizou o test"spot” em papel de filiro, de
coldnias provenientes de Agar sangue contendo

difosfato de fenolftaleina, com o objetivo de de-
tectar coldnias de estafilococos fosfatase negali-
vos, Este teste conjugado ao teste de tesisténcia
A novobiocina (discos impregnados com 5 mge
de novobiocina) possibiliton uma triagem dos S.
saprophyticus isolados de urina, com um vaior
predicativo de 87,5%. Através de uma anilise
comparalive, pudemos verificar que o meio NNS
apresentou valores estatfsticos semelhantes aos
demais acima relacionados, além de ser um meio
de cujtura gue permitiu 2 svalisgio direta da resis-
téncia & novobiocina, sem a necessidade do uso
adicional de teste de resisténcia, pela utilizagio
de discos impregnados com este antibiGtico.

Embora nio tedham side encontradas cepas de
8. cohnii e 8. xylosus entre as 74 cepas de BECN,
pudemos diferenciar 2 cepas de S. haemolyticus
resistentes & novobiocina, as quais teriam sido
erroneamente diagnosticadas como §. sa-
prophyticus, se houvesse sido utilizado um
diagndstico presuntivo baseado exclusivamente
na resisténcia & novobiocina. Por outre lado,
mesme o8 testes para verificacBo da utilizagBo da
trealose, manitel e presenga da enzima fosfatase
nio teriam sido suficientes para diferenciar estas
duas espécies™. Ambas as cepas ndo utilizaram a
sacarose no meic NNS {pelo sistema de identifi-
caglio 8o nivel de espécie foram sacarose positi-
vas), mas reduziram nitrato, ¢ que possibilitou a
diferenciagdo com o . saprophyticus.

A respeito da utilizagio da sacarose no meio
NNS, pudemos verificar gue algumas cepas de §.
saprophylicus apresentaram uma reagfo mais len-
ta, ¢ que nos pareceu justificdvel pelo fato de o
meio NNS ser um meio de culiura lguido, porian-
to com menor capacidade de detectar 4cidos pro-
duzidos a partir de um metabolismo preferencial-
mente oxidative, exibido por esta espécie. Os
tubos de cultura gue apresentaram uma modifi-
cacio na cor purpura do meio original parz uma
cor proxima de amarelo (denotande uma reagio
de acidificagio), apds 24 horas de incubacfio, fo-
ram considerados positivos, mesmo que a vira-
gem completa de pH tenha ocomrido em 48 horas
de incubacio,

A estabilidade do meio NNS foi determinada
pela analise do seu comportamento em relagic as
cepas de referéncia, O meio NNS, quando mantido
A temperatura de 4° C, manteve suas carac-
teristicas inalteradas por um perfodo de 3 meses.

Neste estudo, pudemos verificar que a maioria
das espécies de ECN isoladas das amostras signi-
ficativas de urina (1,0 10° coldnias/ml) foram
representadas pelos §. saprophyticus seguidos
dos S, simulans ¢ 8, epidermidis. Estes resulta-
dos aparentemenie divergiram de maneira signifi-
cativa dos encontrados por alguns auto-
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rest @323 onde os §. epidermidis representaram
os isolados mais freqiientes de urina {70,8%
aproximadamente) seguidos dos S. saprophyticus
(153% sproximadamente), §. haemolyticus (6%) e
8. simulans (4,8%). Enmreianto, acrediramos que
os nossos resultados foram perfeitamente com-
patfveis, uma vez que todas as nossas eepas
foram iscladas de pacientes encaminhados ao
Instimio Adolfo Lutz, pelos Centros de Sadde do
Municipic de Sio Paulo, conirariamente a grande
parie das cepas referidas em outros estudos,
provenientes de pacientes hospitalizados. Os §.
epidermidis, e outros ECN isolades de pacientes
internados em hospitais, estio mais provavel-
mente relacionados & ocorréncia de infecgbes

hospitalares on & maior susceptibilidade de pa-
clentes imuno deprimidos aos patGgencs oporfu-
nistas***. Por outre lade, o achado da predo-
minincia de S. saprophyticus em amosiras de
pacientes femininas jovens, nio hospitalizadas,
com sinfomatologia clinica das vias urindrias,
esteve perfeitamente de acordo com os resuitades
obtidos anteriormente! 2252,
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RESUMO: A fim de determinar a composigio em dcidos graxos de possiveis
misturas contendo azeite de dendé e dleo de soja, foram analisadas 100 amostras,
utilizando-se téenica de cromatografiz em fase gasosa. Foram também determinados os
indices de iodo e de refragio de todas as amostras. A partir da composicio média em
4cidos palmftico & linoléico dos Sleos de dendé e de soja brasileiros, fol possivel
estabelecer equagSes para o cilculo da qeantidade aproximada de Gleo de £0ja
adicionado com fins de adulteragfio. A técnica cromatogrdfica permitiu verificar que 26
de 99 amostras estavam adulteradas e uma — registrada como dlec misto —, em
desacordo com a férmula declarada no rétulo. A incidéncia da adigao de dleo de soja no
azeite de dend& varicu de 21 a 79%, havendo enire as adulteradas 14 amostras que
continham mais de 50% do referido Sleo. Os indices de jodo e de refragic serviram
apenas como referenciais na composiciio do azeite de dendé. Com base nos dados
experimentais obtidos, recomenda-se a inclasfio na legislagio brasileira da
composi¢io em &cidos graxos dos Sleos e gorduras comestiveis — por exemplo, o de
dendé—.como medida para possivel identificacio de adulteragio.

DESCRITORES: azeite de dend& on Oleo de dendé ou Sleo de palma, adulteragiio;

cromatografia em fase gasosa: indice de iodo e indice de refragio.

INTRODUCAQ

A adulteragio dos dleos e gorduras co-
mestiveis tem sido um problema hd muito fempo
reportadositll, Ag vezes & deliberada, outras vezes
acidental.

Algumas ocorréneias de adulteragBes de Sleos
comesiiveis, principalmente azeite de oliva, ¥m
sido relatadas nos dltimos anos'®'%, sendo dleo
de soja o preferide nas adigbes intencionais,

obviamente por causa de seu pre¢o inferior ac
dos demais, como consegliéncia de sua produgio
em larga escala'®,

Com relacio ao dleo ou azeite de dend?, co-
nhecido internacionaimente como dleo de palma,
a literatura nio informa sobre constatagdes de
adulieragBes que possa ter sofride. Enfretanto, o
Instituto Adolfo Lutz, da Secretaria da Satde do
Estado de Sio Paulo, vem constatando uma certa
incidéncia, de slguns anos para cd, a despeito do

* Resalizado na Segio de Oleos, Gorduras e Condimentos ¢ no Laboratério da Divisio de Bromatologa e
Quimica do Instituto Adolfo Lutz, So Paulo, SP. Parte da dissertagio de mestrado apresentada pelo primeiro
autor, na Faculdade de Ciénciag Farmacéuticas da USP, em 22/9/88. Apresentado no 5* Encontro Nacional de

Analistas de Alimentos, Salvader, BA, 1989.
** Do Institato Adolfo Lmz,
*¥#%  Da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.
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pequenc ndmero de amostras colhidas pela fisca-
lizacAo para andlise de rotina naquele érglo go-
vernamental,

Entre as téenicas desenvolvidas ¢ empregadas
para defectar e até quantificar adulterantes de
éleos e gorduras, a cromatografia em fase gasosa
foi a que apresentou os melhores resuita-
dosti2I%36 sybstituindo, conseqiientemenle, os
méiodos cldssicos, como os indices de iodo e re-
fragio. Estes nfo permitem, is vezes, que seja
constatada a mistura de dleos e, muilto menos, as
propergdes em que foram realizadas as adulte-
ragdes. Contude, a legislagio brasileira vigente?
ndo inclui a composigio em dcidos graxos, deter-
minada através da cromatografia em fase gasosa,
nas normas relativas aos ¢leos ¢ gorduras desti-

»

nados 3 alimentag¢Bo humana.

O presente 1rabalhe ieve como objetivos
estabelecer, & partir da composicio em dcidos
graxos, método para guantificar frandes por adul-
teragio em dleos de dendé e, com base nos resul-
tados obtidos, propor 4 legislacio brasileira a
inclusdo da composi¢io em 4cidos graxos nas
normas referentes aos padrdes de identidade e
qualidade de éleos e gorduras comestiveis.

MATERIAL E METODOS

Durante o ano de 1987, foram coletadas e
analisadas 100 amostras, selecionadas entre aque-
las comercializadas em cidades brasileiras, assim
divididas:

a) 49 rotuladas com azeite de dend®, com
marca Tegisirada, codificadas por letras do alfabe-
¢, coletadas nas cidades de Itanhaém, Osasco,
Santos, S#o Paulo ¢ S3o Vicente (SP), Jodo Pes-
soa (PB), Salvador (BA), Recife (PE), Aracaju
(SE), Natal (RN}, Salinas (MG), além de Brasilia
(DF);

b) 1 rotulada como éleo misto — 60% de
dendé e 40% de soja —, codificada como A-7,
coletada pela fiscalizagiio para fins de registro;

¢} 36 comercializadas como azeite de dend3,
sem rétulo, em feiras livres ou mercados munici-
pais de Salvador, Cachoeira, Ubaitaba ¢ Valenca
(gA}, Maceis (AL}, Salinas (MQ) e Jolio Pessoa
By

dy 7 referidags como azeite de dendd, sem
rétulo, produzidas e engarrafadas por fazendeiros
que ainda empregam o processo rudimentar do
"roddo”, nas cidades de Ubaitaba, Sio Felipe ¢
Valenca (BA) e Itha das Flores (SE);

¢} 7 oriundas do pré-engarralemento do azeite
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de dendé, cedidas pelas proprias empresas, locali-
zadas em Santos, Sfo Paulo (SP) ¢ Belo Hori-
zonte (MG). '

Foram ainda simuladas 11 misturas em
laboratfrio, para obtencio de perfis croma-
togréficos. Foi selecionada uma amostra de azeite
de dend@, cuja composiciio em 4cidos graxos e o
indices de iodo e de refraglio fossem mais aproxi-
mados dos valores médios encontrados nas amos-
tras puras da parte experimental, ¢ uma amostra
de 6leo de soja que apresentasse os referidos da-
dos préximos 4 média de 18 unidades puras,
brasileiras, analisadas por SZPIZ et alii’**. A
seguir, go azeite de dend® foram adicionadas 3,
16, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ¢ 95 partes
de ¢leo de soja.

Tratamento prévio das amostras de azeite de dendé

Em face de scu elevade teor de dcidos graxos
saturados, sobretudo o palmitico®’?, o azeite de
dend@ normalmente apresenta sedimentos. Sendo
assim, a amostra fol homogeneizada, anies de
cada anélise, por meio de fuso, e banho-maria,
scguido de filtragio,

Determinagio da composigdo em deidos graxos

A andlise dos deidos graxos fol efetuada por
cromatografia em fase gasosa dos ésteres
metfiicos. O processo empregado para metilago
foi o de transesterificagio, segundo as Normas
Andlizicas do Instituto Adolfo Lutz8. Ulilizou-se
de cromatdgrafo a gas, com detector de ionizacio
de chama, marca Yarian, modelo 1400, acoplado
a um integradar.

Os componenies foram separados em cohina de
6 pés de comprimento por 1/8 de polegada de
difmetro interno, empacotada com succinato de
dietileno glicol (XEGS) a 10% em Chromosorb W,

A ilentificacio dos dcidos graxos foi feita por
comparacio dos seus respeclivos tempos de re-
tengBo com os de padrGes de ésteres metilicos de
dcidos graxos, com nimero de dtomos de carbo-
no variande de 12 a 20. As condigbes de ope-
ragdo foram sempre as mesmas.

A quantificaghio foi efetunada por normalizagio
de drea®, por meio de um integrador, marca Varian,
modelo CDS-111, acoplado ac cromatdgrafo.

Caracterizagdo do dleo

Complementarmente, foram determinados em
todas as amostras os indices de iodo (Método de
Wiis) ¢ de refraciio a 40°C. Usilizou-se, para as
medidas do indice de refragio, o refratémetro de
Abbé,
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RESULTADOS EDISCUSSAD
Misturas simuladas: valores tedricos

A partir dos valores médios do somatério dos
resultados das amostras consideradas puras, mum
total de 73, foi possivel a claboragiio de valores
tedricos para a composicio em 4cidos graxos e
indices de iodo e de refragho, relativos as mistu-
rag de azeite de dendé e Sleo de soja preparadas
em laboratério. Todos esses valores encontram-
se agrupados na fabela I.

Identificagio e quantificagio do adulterante mais
provivel

Hentificagio - Na composi¢lo dos dcidos
graxos do azeite de dendé& puro, os seguintes
dcidos sBo mormalmente identificados: miristico,
palmitico, estedrio, oléico, linoléico, linoléni-
co. Dependendo da origem do 6leo e trabalhande
com sensibilidade maior noe cromatégrafo, podem
ser detectados também o ldurice, o palmitoléico,
e o araguidico. No dleo de soja pure, sio encon-
rados os dcidos palmilico, estedrico, oléico,
lineléico e linolénico, sendo as vezes detectados
o miristice, o palmiteléico e o araquidico, quan-
do se eleva a sensibilidade.

Quantificagido — Pelos resultados obtidos
neste trabatho, pode se afirmar gue o azeite de
dendé tem no dcido oléico o seu constituinte em
maior porceniagem (média de 43,16%) dentre os
dcidos graxos, enquanto para o Sleo de soja, de

modo geral, o 4cido graxo principal é o linoléi-
co. Eniretanto, o primeiro nio poderia ser utili-
zado para quanticar adulterante do tipo do éleo de
seja, pois a faixa aplicada pelo Codex Alimen-
tarius®t? para o dcido oléico, em ambos os
Sleos, € parcialimente coincidente.

Entio, para quantificar a adulteragic do dlec
de dend?, apés a identificagio, foi estabelecido
um sistema de duas equagdes com duas
incégnitas, baseado nos teores médios de deidos
graxes, cujas quantidades s@o nitidamente
modificadas pelo adulterante (6leo de soja), no
caso o palmitico e o linciéico. Desta forma, par-
tindo de valores médios obtidos de ambos os
dcidos em Oleo de dendd (38,99 e 11,98%,
respectivamente) ¢ em Slee de scja (11,54, ¢
54,31%, respeclivamente), a guantidade de Sleo
de soja adicionada foi calculada através das se-
guintes equacdes:

% de #cido palmitico na amostra = 38,99x +
+ 11,98y
% de 4cido lincléico na amosira
+ 54,31y

= 11,534x +

Onde:

% de leo de dend?® na mistura, e
% de 6leo de soja na mistura

X
¥

[

§

Deve-se atentar para o fato de que as guanti-
dades do adulterante calculadas pelas equacdes tra-
zem consigo uma delerminada porcentagem de in-

TABELA 1

Composicdo em deidos grazos {peso %} e indices de lodo € de refragdo de misturas simuladas de dleo de dendé
¢ dleo de soja brasileiros — valores tedricos

Composicio em 4cidos graxos (%) fndices

Misturas
simuladas Ci12:0|C14:0 | C16:0 | C16:1 ] C18:0 | CI18:1 | C18:2 [ C18:3 {C200 Todo Refragio
{Wijs) a 40°C
100%D 0,21 1 0,76 | 3899 1 0,03 ] 4,97 | 43,16 11,54 | 0,35 0,01 58,0 3 1,4587
5GDI5%8 0,20 | 0,72 1 37,64 | 0,031 4,92 | 42,16 13,681 0,65 0,01 61,6 ¢ 1,43591
90%D/10%S 0,19 | 0,68 | 36,29 0,04 | 4,88 41,17 15,821 0,95 0,61 65,1 1,4565
RO%BDR0%S 0,171 0,61} 33,59 ¢ 0,04 1 4,78 1 39,17 20,090 1,54 | &,01 72,2 1,4603
T0%D/30%S 0,15 ¢ 6,53 130,80 1 0,051 4,69 { 37,18 24,37 2,14 | $,01 79,4 | 1,4612
60%D/M40%S 0,13 ¢ 0,46} 28,19 | 0,057 4,59 | 35,18 28,651 2,74 | 0,01 86,5 | 1,4620
S0%0D/50%S 0,11 0,38 1 25,49 0,06 § 4,50 | 33,19 32,93 | 3,34 0,01 93,6 1,4628
40%D/60%S 0,08 | 0,30} 22,78 0,06 } 4,41 | 31,19 37,201 3,93 - 100,7 | 1,4636
A0 T0%S 0,06 [ 0,23 § 20,08 0,07 | 4,31 | 29,20 41,48 | 4,53 - 1078 1,4644
20GISONS 0,04 | 0,151 17,38 0,07 ¢+ 4,22 { 27,20 4576 1 5,13 - 115.0 1,4633
10%D/A0%S 0,62 0,08 | 14,68 | 0,08 ¢ 4,12 | 25,22 50,0631 572 - 122,1 1,4661
3BD/O5%S 0,01 0,64} 13,33 0,08 | 4,08 | 24,21 52,171 6,02 - 125,6 1,4665
100%8 - - i1,98 0,68 1 4,03 23,21 54,311 6,32 - 1292 1,4669

I - 6leo de dendé.
§ - dleo de soja.
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TABELA 2

Composicdo em deidos graxos {pese %} e indices de lodo ¢ de refragdo de amostras rotuladas como azeite de dends,
adulteradas com dleo de saja

Composigdo em dcidos graxes (%) Gleo de fndices
Marca soja
(Codigo)] C12:0! C14:0 C16:0| C16:1 {Ci8:0 | C18:1 | C18:2 | C18:3|C20:0 | g5y | lodo | Refraglo
(Wijs) a 40°C
A-1 - 10,42 21,70 - 4,04 | 27,72 | 41,45 | 4,68 . 70 105,11 1,4641
A-3 - P 18,42 - 2,581 28,34 | 43,28 | 7,39 - 76 107,2} 1,4653
Ad - - 19,78 tr 4161 25,35 | 41,33 | 9,37 - 71 165,11 1,4647
A-3 10,2110,34 |2583 - 3,34 | 30,85 | 35,87 | 3,35 - 58 $9.11 146335
A-6 10,33 10,45 [19,67 - 3841 29,66 | 40,44 | 561 tr &7 106,21 1,4640
AT - - 20,51 - 4,54 | 31,30 | 41,47 | 3,17 - 70 1051 1,4650
B-1 - - 17,25 . 4,23 | 27,49 | 45,92 | 5,16 - 79 115,81 1,4660
B-2 - - 25,58 . 5,63 32,59 | 32,76 | 3,44 - 51 93,41 1,4631
B-3 . - 26,42 - 4,471 43,00 | 32,08 | 3,94 - 48 93,01 1,4626
B-4 - - 22,96 - 4,39 | 32,19 | 36,24 | 4,22 - 58 7.0 1,4635
B-5 w (0,81 [31,95 1 0,22 5083781 22,04 {1 2,10 . 26 78,5] 1,4607
H-2 - 123,65 - 4,01 | 32,131 3726 | 2,87 - - 61 102,1] 1,4639
I-% 0,950,778 (29,37 - 4,07 35,13 | 27,52 | 2,18 - 37 84,8 1,4620
I-3 - 11,12 | 28,44 - 4,091 30,22 | 33,52 | 2,61 - 49 93,41 14625
It - 10,35 | 2097 - 4,15 29,39 | 40,56 | 3,99 - 6% 104,11 1,4644
1.2 - 0 27,91 - 4,551 38,12 | 27,31 | 2,01 - 38 88,91 1,4626
L1 - 0 34,93 - 5,74 | 35,40 | 22,40 | 1,52 - 25 78,01 1,4609
L-2 - | 6,66 133,35 - 5301 41,04 | 18,58 | 1,07 - 21 76,0] 1,4610
Q-1 |0,20 0,45 | 24,77 i 4,191 32,95 | 32,71 | 4,65 0,08 51 93,8 1,4635
Q-1 |0,09 0,30 {2023 . 4,76 | 26,59 | 43,19 § 5,83 - 74 110,71 1,4651
R-1 - 0,42 131,76 - 5,45 38,79 | 21,82 ] 1,451 0,30 24 74,71 1,4607
§-1 - 11 119,84 - 2,53 25,92 | 44,22 1 6,37 - 74 111,2] 1,4652
T-1 - {0,28 |28,51 - 3,751 26,69 | 35,72 | 4,05 - 35 99,6 1,4635
* Percentual aproximado
TABELA 3

Compaosigdo em deidos graxos {pesc %) e indices de iodo € de refragdo de amostras comercializadas como azeite de

dendé, sem rétulo, adulteradas com dleo de soja

Composigio em 4cidos graxos (%) oo de indices
Amostra soja
Nt | C12:0) C14:0 4 C16:0 | C16:1 [ C18:0 | C18:1 | C18:2 [ CI8:3| C20:0| (qyx | Todo Refracio
: (Wijsy | a 40°C
04 10,19 10,38 |30,62 | 0,09 | 4,97 | 38711 2332 [1,92 ] - 28 75,21 1,4608
18 0,19 { 0,70 {33,28 | 0,08 | 4,29 | 36,8 | 22,59 | 2,01 - 24 75,21 1,4610
33 10,58 10,53 |33,44 | 029 | 4,52 | 38,09 20,99 11,76 | - 22 73,15 14604

* Percentual aproximado

certeza, que pode atingir a 10%, quando se trata
de 6leo de soja'?. Isso se deve, principaimente,
aos fatores climaticos, edofoldgicos, tipo e grau
de maturacfio dos frutos'®, que influenciam na
composicio dos Gleos vegetals, e nio ac método
da cromatografia em fase gasosa.

Amostras de bleo de dendé adulteradas
Incidéncia de adulteracdes — As tabelas 2,3 e
4 apresentam a composicio em 4cidos graxos e

os fndices de iodo e de refracBo das amostras de
dleo de dendé adulteradas ~ num total de 26 —
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bem como o percentual aproximado de adulte-
rante arpoximado.

Pelos resultados obtidos, verificou-se que o
éleo de soja, como era esperado, foi o inico
adulterante adicionado.

A maior incidéncia de casos de adulteragdo foi
verificada com as amosiras rotuladas como azeite
de dendg, ou seja, 22 (44,9%) entre 49 analisa-
das, variando de 21 a 7% a quantidade aproxi-
mada de dleo de soja adicionade. Quanto is
amostras comercializadas como dleo de dendé,
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TABELA 4

Composigdo em deidos graxos {peso %) e indices de iodo e de refragio de amostra obtida do pré-engarrafamento de
azeite de dend?8, adulterado com $lec de soja

Composigio em 4cidos graxos {%) Sieo de fndices
Marca s0ja
(Cédigoy C12:0{C14:0 | C16:0 | C16:1 1 C18:0 | Ci8:1 | CIE2 [ C18:35 C20:0 | (gye | lodo | Refragio
(Wijs) a 40°C
A% | - 1p66 31,39 - 4,84 38,05 | 22,871 2,18 - 28 78,21 1,4611

* Percentual aproximado

sem rétulo, apenas 3 (8,3%) entre 36 examinadas
se revelazam adulteradas, com porcentagem de
adigio de Sleo de soja de 22 a 28%, inferiores,
portanto, 4 maior parte das rotuladas. No tocante
2s amosiras obtidas do pré-engarrafamento do
Sleo de dendg, somente uma (14,3%) das 7 anali-
sadas estava adulterada.

Com relagio ae 6leo de dendé produzido pelo
processo "rodde”, nenhuma adulteragio fol regis-
trada.

Quanto & amostra codificada como A-7, rotula-
da como Gleo misto de dendd {60%) ¢ de soja
(40%), constatou-se que estava em desacordo com
a mistura declarada, j4 que o teor aproximado de
Sleo de soja era de 70%.

Cabe ressaltar, quanto 3s 22 amostras adultera-
das, rotuladas como azeite de dend8, assim como &
do Sleo misto, de mistura discordante da declarada
no rétulo, que todas elas foram engarrafadas em ci-
dades nfio pertencentes aos Estados da Bahia ou do
Pard, os maiores produtores de Slec de dendé bra-
stleiro. Em contrapartida, todas as amosiras anali-
sadas de éleos produzidos e engarrafados nagueles
Estados estavam puras. Pode-se, mesmo, afirmar
que a adulteraglio do Slec de dendg, geralmente,
ocorre na etapa do engarrafamento, ou seja, no
momento e que se fraciona o dleo a granel,

Tanto no caso das 26 amostras adulteradas,
como na de Slec misto, a composicio em dcidos
graxos ¢ os indices de iodo e de refragfo estavam
dentro das faixas de valores iedricos para as
respectivas misturas simuladas em laboratdrio,
constantes na tabela 1. Os cromatogramas dos
dleos adulterados, por sen o, se assemelha-
ram aos dos correspondentes perfis croma-
togrificos das misturas preparadas, com 20 a 80
partes de dleo de soja.

De acorde com os resuitados obtidos, a adulte-
racio de azeite de dendd, realizada spenas com
6leo de soja, fol facilmente detectada pela deter-
minagio dos indices de iodo e de refracgio e por
meio da cromatografia gasosa. Os primeiros tive-

ram seus valores aumentados, ficando fora dos
intervalos caracteristicos para 6leo de dendd
puro. E os 4cidos graxos, principalmente o
palmitico ¢ o linoléico, exibiram uma variagio
acentuada na respectiva proporgfio relativa. Toda-
via, a identidade e a quantidade aproximada sd foi
capaz de ser obtida pela cromatografia. Alids,
com relagdo A cromatografia, de fato, a wtilizagio
de polidsteres, como o succipate de dietilenc
glicol, na fase estaciondris, revelou-se eficiente
na separacio dos dcidos graxos caracterfsticos.

CONCLUSOES

Utilizando-se cromatografia em fase gasosa,
ol possivel detectar adulteracdes do 6leo de den-
dé brasileiro em porcentagens iguais ou supe-
riores 2 20% de dleo de soja

De acorde com a composigio média em 4dcidos
palmitico e linoléico dos Sleos de dend? e soja
brasileiros, estabeleceu-se um sistema de duas
equagBes com duas incégnitas, que petmitiu quan-
tificar, aproximadamente, as porcentagens de dleo
de soja adicionado, com vistas i adulteragio,

Verificou-se que, de 99 amostras de 6leo de
dendé analisadas, 26 (26,3%) estavam aduiteradas,
das quais 22 comercializadas a varejo (rotuladas).

A adulteragio ocorren, sitematicamenie, com
Sieo de soja, variando sua proporgic de 21 a
79%; entre as adulteradas, 14 amostras {53,8%)
continham mais de 50% de dleo de soja.

Os fndices de iodo e de refragfio nio bastam
para identificar ou quantificar adulieragBes em
Sleo de dend@, servindo apenas como referenciais
na composicio desse Sleo.

Com base no presente rabalho, recomenda-se
a inclusfo da composi¢io em 4cidos graxos, nas
normas brasileiras relativas & identidade ¢ quali-
dade de dlecs e gorduras comesifveis — por
exemplo ¢ de dend@ w., como medida para
possivel identificacio de sdulteragio.

149



TAVARES, M.; BARBERIO, . C; BADOLATO, E. §. G.; MAIO, F. D. & CARVALHO, I B, «w Identificacio ¢ quan-
sificaclio de adulierantes do Gleo de dendé por meio de cromatografia em fase gasosa. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 49
{23:145-150, 1989.

| RIALAG/6T!

TAVARES, M., BARBERIOQ, 1.C.; BADOLATO, E.S.G.; MAIO, FD.& CARVALHO,
IB. — Gas- chmmatographlc identification and quaniification of palm oil
adulteranis. Rev, fnst, Adolfo Lutz, 49 (2):145-150, 1989,

ABSTRACT: In order to determine the fauy acld composition of possible
mixtares which contain palm oil and soybean oil, it was analysed one hundred
samples, by the gas-chromatography techniqoe. It was also determined the jodine
number and the refraction index of all samples. From the medium composition on
pabmitic and lincleic acids of the Brazilian palm and soybean oils, it was possible to
sel eguations to caloulate the aproximate quantity of soybean oil added with a
adulteration purpose. The chromatographic techmigque allowed delection of 26
adultersted samples in 9% examined and ong - registered as mixiure oil — in
disagreement with the declared formula on the label The incidence of addition of
soybean oil in the palm oil varied between 21 to 79%; among the aduiterated
samples, 14 contained more than 50% of soybean oil. The iodine number and the
refraction index has served only as referentials in the palm oil composition.
Considering the experimental data obtained, it's recommended the inclusion in  the
Brazilian legal standards of fany acid composition, with respect to edible oils and
fats —— as the palm —— as the measure for identification of a possible adulteration.

DESCRIPTORS: palm oil; foods fraud, adulteration; gas-chromatography, iodine

namber and refraction index.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

i, BADOLATO, E.5.G.; DURANTE, F,; ALMEIDA,
MEW.: SILVEIRA, NV.V, — leo de oliva:
avaliacio de sua qualidade. Rev. Jnst. Adolfo Lutz,
41(1): 63-70,1981.

2. BRASIL. Leis, decretos, etc. Resolugio n® 2277, da
Comissio Nacional de Normas e Padrdes para Ali-
mentos. Didric Oficial. Brasia, 06 set. 1977.
Sec.1, pul, p.11807-10. Estabelece padrio de
identidade e qualidade para os dleos e gorduras co-
mestiveis, destinados 4 alimentacio humana.

3. CIOLA, R. Introdugio & cromatografia, In: Funda-
mentos da cromalografia ¢ gds. S&o Paulo, Edgard
Biucher, 1983, 297p.

4. CODEX ALIMENTARIUS COMMISION. Codex stan-
dards for edible fats and eoils. Rome. FAQ/
WHO,1982. (CAC — vol. 11,

Lh

. INSTITUTO ADOLFO LUTZ {S30 Paulo). Normas
Analliicas  deo Instituio Adolfo Lutz, 3* ed. Sio
Paulo, IMESP,1985, v.1, p.245-66.

6. LAGO, R.C.A. Estude da composigdoe, propriedades e
transformagdes de dleo de dendé brasileiro. Cam-
pinas, 1985, 155p. [Tese -~ Doutoramento -— Fa-
culdade de Engenharia de Alimentos e Agricola da
UNICAMPL

7. LAGO, R.C.A. & HARTMAN, L. Composigdo de
dlep de dendé brasileiro. Rio de Janeiro, EMBRA-
PA-CTAA,1987. 15p. (EMBRAPA-CTAA. Baoletim
de pesguisa, 14},

8. NASTRULLAH & NAGARAJA, K. V. Detection of

the presence of toxic oils in edible vegelable
oils, Oléagineux, 42{1)35.8, Jan. 1987.

150

9. PANDOLFQ, C, A cultura do dendé na Amazdnia, Be-
1ém, SUDAM, 1981, 35p.

10. ROSSELL, I. B,; KING, B.; DOWNES, M.J. Com-
position of cils J. am. 0i Chem Soc., 62(2):221-
30, Feb. 1983,

11, ROSSELL, 1.B.; KING, B. & DOWNES, M.I. De-
tection of adulteration. J. am. Qi Chem. Soc.,60
{2):333-9, Feb. 1983.

12. SOARES, L. V. & AMAYA, DR, Identificacio ¢
quantifica¢io de adulteranies em dleo de oliva por
cromatografia gasosa Bol. SBTCA, Campinas 15
{1%:1-17, jan./mar., 1981.

13, SOYBEANS around the world. J. am. Qil Chem
Soc., 64(10): 1372, Oct. 1987,

14. 8ZPIZ, R.R.; PEREIRA, D. A; JABLONKA, F.I
Avaliagdo de dleos comestiveis comercializados
no Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, EMBRAPA-
CTAA,1985. 11 p. (EMBRAPA-CTAA, Boletim de
pesquisa, 13).

15. TANGO 1.8 LACAZ, P.AA,; SANTOS, L.C. dos;
TURATTIL, I. M. SILVA, M.T.C.; FIGUERIREDO,
LB. de; MANTOVANT, DM.B.; CAMPOS, S.D, da
3. de, — Caracteristicas fisicas e quimicas do Sleo
de dend&. Bol. ITAL, Campinas, 18(4):509-42,
cut./dez. 1981,

16. VIDAL, P.A.; RICCIARDY, A.J; FERREIRA, IF,
Determinagio da adigio de 6leo de soja a outros
Sieos vegetals comestivels por cromatografiz em
fase pasosa. Rev. Jnst. Adolfe Lutz, 39(1%:67-77,
jun, 1979,

Recebido para publicagdo em 16 de margo de 1989,



Rev. Inst. Adolfo Lutz,
49(2):151-153, 1989.

ENCONTRO DE Lutzomyia (Pintomyia) Damascenoi, MANGABEIRA,
1941 (DIPTERA,; PSYCHODIDAE: PHI EBOTOMINAE)
NO ESTADO DE SAO PAULQ, BRASIL,
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TANIGUCHI, H.H.; TOLEZANOQ, J.E. & D'ANDRADE, O.M. — Encontro de Lutzomyia
{Pintomyia} damascenoi, Mangabeira, 1941 (Diptera: Psychodidae:
Phiebotominae) no Estado de S8o Paulo, Brasil. Rev. Inst. Adelfo Lutz, 49
(2):158-153, 1989,

RESUMO: A partir de estudos sobre & composigio da fauna flebotominica em
&reas endémicas para Leishmaniose Tegumentar Americana no Estado de Sio Paulo, os
aptores relatam o encontro de um exemplar macho de Lwtzomyia (Pintomyia)
damascenoi, Mangabeira, 1941, coletado na Reserva Florestal do Morro do Diabo no
Municipio de Teodoro Sampaio. O presente relato constitui o primeiro registro desia

espécie flebotominica em drea localizada fora da Regido Amazbnica.

DESCRITORES: Lutzomyia {Pintomyia) damascenoi, distribui¢io geogrifica,
flebotomineos, Leishmaniose Tegumentar Americana.

INTRODUGAO

Como parte de extensas investigagbes levadas
- # efeito em dreas endémicas para Leishmaniose
Tegumentar Americana {LTA) no Estado de Sho
Paulo, os antores vém eferuando coletas de flebo-
tomineos,

Tais atividades visam atender necessidades de
conhecimento da fauna flebotominica, assim
como esclarecer o papel desempenhado por tais
arirépodes em nosso meio.

O presente artigo tem por objetive relatar o
encontre de Lutzomyia (Pintomyia) damascenoi
ne Estado de S#c Paulo. Esta espécie de fle-
botomineo, descrita por Mangabeira em 19412,
tem sido caracterizada como restrita & drea
Amazbnics, na regifo Norte do Brasil e na
Colémbia, quanto a sua distribuicio
geografica?,

MATERIAL E METODOS

Forarn realizadas coletas de flebotomineos no
més de novembro de 1987 no Pargue Estadual do
Morro do Diabo, situado no Municipio de Teodo-
ro Sampaic, no Estado de SHo Pauvlo (Latitude
22027 a 22°40" Sul, Longitude 52°10" a 52°22
Greenwich). A vegetacio & do tipo Floresta Sub-
caducifolia Tropical ¢ se constitui nume formagdo
intermedidria entre as florestas perenes de encos-
ta e as formacgSes nio florestais do interior.

Para a coleta dos fiebotomineos utilizou-se
barraca de Shannon instzlada préxima & margem
de mata, tendo sido empregados como iscas, ho-
mern, roedor e huz concomitanternente. Os inse-
tos foram coletados no perfode notumo, entre
20:00 e 24:00 horas, com ecapturador de Castro.

Todos os exemplares foram comservados em
dlcool a 70% até chegarem ao laboratdrio, quan-

* Realizada na Scgio de Parasitoses Sisiémicas do Institeto AdoHo Lutz, Sfo Paulo, SP.

** Do Institnto Adelfo Luwx
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do, entdo, foram transferidos para a solugdo de
potassa a 10%, édcido acético glacial, 4gua desti-
lada e solugdo de lactofenol, sucessivamente.
Ap6s essa bateria, foram montados entre lamina e
laminula, individualmente, em liquido de Berlese,
sendo entdo identificados, de acordo com as des-
cricbes morfolégicas de FORATTINI' & MAR-
TINS, WILLIAMS & FALCAOQ?. Todavia, optou-se
pela nomenclatura adotada por MARTINS, WIL-
LIAMS & FALCAQ? por ser a de maior aceitagfo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi coletado um total de 1.036 flebétomos

com predominio de exemplares fémeas (88,6%).
Apés a identificagdo, constatou-se maior
freqiiéncia de Lutzomyia intermedia (87,9%), se-
guida por Lu. whitmani (8,5%) e Lu. pessoai
(2,9%); as demais espécies compreenderam 4
exemplares de Lu. fischeri, 2 de Lu. shannoni e 1
exemplar de Lu. damascenoi.

Ressalta-se a importincia do encontro de Lu.
damascenoi (fotos 1 e 2) em drea do Estado de
S#o Paulo. Esta espécie, até a presente data, tem
tido sua distribui¢io geogréfica restrita & regifio
Amazdnica®?, constituindo-se, portanto, o
presente relato, no primeiro registro de sua pre-
senca em 4rea da regido Sudeste do pais. O exem-

Figura 1 — Lutzomyia (Pintomyia) damascenoi.

TR
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plar ora referido encontra-se depositado na Cole-
¢io de Flebotomineos da Segio de Parasitoses
Sistémicas do Instituto Adolfe Lutz.

Os autores salientam a importincia da
continuidade de estudos visando o reconhecimen-
to da fauna flebotominea ¢ o papel desempenha-
do por tais insetos na epidemiologia das Leish-
manioses Tegumentares Americanas no Esiado de
Sdo Paule, uma vez que essas atividades possi-
bilitam o fornecimenio de subsidic para o reco-

nhecimento da verdadeira distribuicio geogrifica
e incriminaciic das espéoles vetoras primdrias ef
ou principais de protozodrios do génerc Leish-
mania.
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damascenoi,

Mangabeira, 1941
Sio Paulo State, Brasil. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 49

(Diptera: Psychodidae:

ABSTRACT; From studies about sandflics fauna composition in endemic areas for
the American Cutaneous Leishmaniasis in $8o Paulo State, the authors describe the
finding of one male of Lutzomyia (Pintomyia} damascenci, Mangabeira, 1941
collecied in Morro do Diabo Forest Reserve which is located in Teodoro Sampsic
County. This is the first record of this sandfly specie owt of Amazonic area.

DESCRIPTORS: Lutzomyla {Pintomyia} damascenoi, geographic distribution,

sandfly, American Cutaneous Leishmaniasis,
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RESUMO: Em amostrags de milhe em griio ¢ trige de vdrias procedéncias, foi
verificada a ocorséncia de deoxinivaienol {DON), utilizando a téenica de cromatografia
em camada deigada. Das 120 amostras analisadas, apenas duass apresentaram
deoxinivalenol com concentragio de 183,0 ug/ke . O limite de determinagio do
método foi de 110,0 pig on meg. Os testes de recuperagfo variaram de 80 a 100% para
o trigo e de 75 a 100% para o milho com médias de 90 a 85%, respectivamense, O
coeficiente de variag@o fo1 de 11%, tanto para o trigo como para o mitho.

DESCRITORES: deoxinivalenol; anilise milho; trigo; cromatografia cm camada

delgada.

INTRODUCAQ

Deoxinivalenol (DON}Y é uma micotoxina pro-
duzida principalmente pelos fungos Fusariun gra-
minearum. Infestacio de grios de milho e cereats
por F. graminearwm e concomilante produgdo de
DON ocorrem mais {reqlientemente durante
agqueles anos quande & maturagdio ¢ época de co-
Iheita € chuvosa e fria®, Os efeitos deletérios de
DON em suinos e animais de laboratério foram
descritos por vérios avtores™ e incluem recusa
de alimentos, diminuigio da eficidncia dos ali-
mentos, reducio do ganho de peso, emesis,
depleciic do glicogénio hepdtico e hipoglicemia.

Estudos atuais do metabolismo t8m sido con-
duzidos para determinar o destino desta toxina
nos animais. YOSHIZAWA et atii® foram: os pri-
meiros a caracterizar um metabdlito de DON, de-
nominade DOM-1, em feres e urina de rato.

DON, também conhecido como vomitoxina, foi
pela primeira vez caracterizado no Japfo® como um

metabdlito de Fusarium roseum (Fusarium grami-
nearum) isolado de cevada, que mostrou ser idéntico
ao fator emético (vomitoxinz) isolade de mitho nos
Estados Unidos de uma espiga deteriorada, produ-
zinde vémitos em sufnos®, £ um dos tricotecenos
que ocorrem naturalmente ¢ tem sido detectado em
amosiras de mitho, cevada e (rigo™®%,

Os tricoiecenos guando presentes em grios
utilizados nas ragbes de animais de criaglio cau-
sam doengas conhecidas como fusariotoxicoses™,
Informagdes sobre efeitos téxicos em animais e
humanos, expostos ac DON, sfo limitadas®.

Virios métodos tém side propostos para a
identificagio e quamificacio de DON: cromato-
grafia em camada delgada®®, cromatografia a gds,
cromatografia a gids acoplada a espectrimetro de
massait?Z, cromatografia liguida de alta resolugho,
utilizando o méindo de Romer modificado’ e Eli-
sa®, Para a detecciio de DON e owros tricotece-
nos, reagentes cromogénicos tém sido usados.
Trés destes rteagentes, nicotinamida ¢ 2 -

* Realizado na Se¢fio de Quimica Bioldgica do Instituto Adolfo Lutz, S3c Panlo, 8P

*¥* Do Instituio Adeolfo Lutz.

1558



SABINOG, M.; ICHIKAWA, AH; INOMATA, EL & LAMARDO, L. . A — Deterninagio de deoxinivalenol em
trigo & milho em grBo por cromatografia em camada delgada. Rev. Inst. Adolfe Lugz, 49(2):155-159, 1989,

acetilpiridina®, 4 — (p-nitrobenzil) piridina'®, e
dcido cromotrépico??, sio especificos para trico-
tecenos. Porém, as anélises relatadas tém sido
aplicadas em padrBes e n#o nas micotoxinas
extrafdas de grics de cereais e ragdes.

No Brasil, & ocorréncia de afiatoxinas em
amendoim & alta®LI34ISE mag existem traba-
Thos!™®, que demonstram que a incidéncia em mi-
Iho € baixa. Com relacio 3 incidéneia de tricote-
cenos pouco ou nada se conhece,

O objetive deste trabalho é determinar deo-
xinivaleno}l pela técnica de cromatografia em ca-
mada delgada, cujos limites de detecgfio e repro-
dutibilidade sZo satisfatérios. Isto fornecerd
dados sobre a incidéncia de DON, dando
subsidios para a preservagio da integridade dos
grios de cereais (principalmente milho e trigo)
utilizados na produgfio de alimentos para o con-
sumo humane e animal.

MATERIAL E METODO

Foram analisadas 120 amostras de viérias pre-
cedéneias, algumas adguiridas no comércio da ci-
dade de S#o Paulo e outras enviadas para andlise
ne Insiituto Adolfo Lute devido i suspeita de in-
toxicagio em animsais de criagio, Estas eram
constituidas de 30 amostras de milho em gric e

70 de trigo e derivados (farinha, farelo etc.).

O método empregado para andiise foi o descri-
to por TRUCKSESS et alii®, cuja representagio
esquemdtica estd na figura 1.

A identificacdo, quantificacBo e recuperacio do
deoxinivalenol (DON) foram feitas pela técnica de
cromatografia em camada delgads (CCD), wutilizan-
do placas de silicagel G 60 impregnadas com
AlCY, 15%. Os residuos finais das amosiras foram
dissolvidos em 200 pl de cloroférmio-aceto-
nifrila (4 + 1), Aliquotas de amostras (20 i para o
trigo ¢ 10 Wl pars o milho} foram aplicadas nas
placas, bems como aliguotas do padrico de concen-
iragBes conhecidas, e o cromatograma foi desen-
volvido utilizando como fase mdével cloroférmio-
acetona-isopropanol (8 + 1 + 1). Como alternaii-
va, acetato de etila — éter etilico (1 + 1) — pode
também ser empregado. Nos testes de recuperacio,
a segunda opglic demonstrou melhor resolucio.

Apés o desenvolvimento do cromatograma, as
placas foram aquecidas durante 7 minutos, sendo
a visualizag@o feita sob luz ultravioleta (366 nm)
e, apds comparacio das infensidades das manchas
fluorescentes (azul a um Rf = 0,6), foi caleulado
¢ teor de deoxinivaleno! presente na amostra
analisada,
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50 g de amostra

+

200 m} de H3CN-H20 (84:16)
Agitar 30 min

Filtragio

4
Aliquota de 20 ml para funil de separagio

Partigio Hquido-Yguido
{3 vezes com hexano)

/
Transferir extrate para coluna
(0.7 g de carviio ativo + 0,5 g de alomina + 0,3 g de
celite)

Eluir com 1§ ml de H3CN-H20
(84:16)

Evaporar até secura

Dissolver o residuo guantitativamente em acetato de

etiia J/

Evaporar até secura

¥

Bissolver em CHC3-H3CN (d4+1)

Cromatografia em camada delgada

FIGURA 1 — Esquema de separagio de deexinivaienol

A determinagio da concentracio do padrio fol
feita por espectrofotometris de absorglo na
regifio UV de acordo com AQAC®, sendo que o
padric foi dissolvido sob agitaghc vigorosa em
acetato de etila. A absorbincia (A) foi medida em
260 nm; o peso molecular e absortividade molar
(E} de DON s@o 296 e 1.410, respectivamente.
Para auxiliar a confirmagdo, foi realizada também
a co-cromatografia, superpendo aliguotas de pa-
drao nas aliquotas dos exiratos das amosiras no
desenvoivimento do cromatograma.

RESULTADOS E DISCUSSAC

Os resultados obtidos nas andlises estfio apre-
sentados nas tabelas 1 e 2. Verificando a tabela 1,
observa-se que nfo foi detectado deoxinivalenol
em nenhuma das 50 ameostras de mitho analisadas,
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TABELA1

Niveis de DON em amostras de milho em gric
determinadas por cromatografia

em camada delgada

Procedéncias das N2 amostrag DON
amostras analisadas ug/kg (ppb}
Estados Unidos 16 N
S#o Paulo 14 N>
Santa Catarina 11 N3
Minas Gerais 4 ND
Rio Grande do Sul s ND
Total 50

ND — ndo detectado: nfio aparecimenio de fluerescén-
cia no cromatograma.

TABELA Z

Niveis de DON em amostras de trigo
determinados por cromatografia

em camada delgada
Tipo de N? amostras DON
amestra analisadas | pug/kg (pph)
Farinha de trigo comum 10 ND
Farinha de trigo especial 3 N
Farinha de trigo integral 1 ND
Farelo de trigo 18 ND
Fibra de trigo i3 ND
Gemme de irigo cru 9 ND
Germe de trigo torrado 9 ND
Trigo moido 2 ND
Farelo de trigo 2 183
(como racgio)
Frigo in nawura 1 ND
Total 70

ND ~- nio detectado! ndo aparecimento de fluorcscén-
cia ne cromatograma.

Observando-se a tabela 2, em que € mosirada a
incidéncia de deoxinivalenol em 70 amosiras de
trigo, verificou-se que foi baixa, endo sido de-
tectada em apenas 2 amosiras no teor de 183 ug/
kg, amostras estas de fareio de trigo que estavam
sende utilizadas como ingrediente em ragdo ¢
suspeitas de intoxicar os sanimais.

Os teores de deoxinivalenol foram expressos
em pgikg (ppb) e o ndo aparecimente de fluores-
céneia no cromatograma fol represeniado pela
abreviatura NI {n#o detectado).

Os resultados de recuperacfo de deoxinivale-
nol adicionados em amostras de trigo e milho
isentas de toxinas est#o reportados na fabela 3.

Melhores resultados obtidos na recuperagiio
foram no nivel de 110 pg/kg sendo, portanto,
nosso Hmite de determinacfo para os dois produ-
tos (irigo e milho), Concentracdes abaixc desia
nio foram de boa resolugio tanto nas amostras de
milho como nas amostras de trigo. TRUCKSESS
ef alii* obtiveram maior sensibilidade. O limite de
determinacdo encontrado por estes autores foi de
40 ng/g para o trigo e 100 ng/g para o mitho.

A concentraglo minima por nés detectada foi
de 22 ng/meancha, engquanto a concentracio
minima detectdvel por TRUCKSESS er alii®® foi
de 20 ng/mancha. E importante salientar que a
intensidade de fluorescéneia das manchas de DON
depende da conceniragfio de A1CY, impregnado na
placa de silica gel (153%) e também do tempo de
aquecimento.

A ndo detecgdo do DON nas amostras de mi-
tho analisadas e a incidéncia em 3% das amostras
de trigo ndo significa gue o problema nfo existe.
QOutros estudos devem ser efetvados com um
admero maior de amostras,

Estudos realizados no Canadd tém mosirado gue,
em geral, os niveis de DON decrescem cerca de 40%

TABELA3

Recuperacdo de DON adicionada em farinha de trigo e mitho

Tipo de DON Recuperagio {média) dp cv

amostra adicionada %
{ng/g)

Trigo 110 S0 (100, 80, 100, 80, 90) 10,0 11

Milho 110 85 (75, 86, 100, 806, 88) 9.3 11

dp = desvio padrio
cv = coeficiente de variagfio

157



SABING, M. ICHIKAWA, AH.; INOMATA, EL & LAMARDQ, L. C, A — Determinagiio de deoxinivalenol em
trigo ¢ milho em grio por cromatografia em camada delgada. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 49(2):155-159, 1989.

durante o processamento indusirial do trigo bruto
para a obtenclo da farinha, exceto no processo de
fermentac@o para a producgic de "donuts” que indica
um aumento ne teor de DONL

TANAKA et alii* verificaram a ocorréncia da
vérios tricotecenos, entre eles do DON, em
amostras de cereais, alimentos e racbes proce-
dentes de 19 pafses. Trigo, cevada, aveis, cen-
teio, arroz, e seus produtos, totalizando 500
amosiras, foram positivas para nivalenol, DON e
zearaienona em 244, 223, 219 amostras, respec-
tivamente. Cerca de 40 a 50% das amostras ana-
lisadas foram positivas para DON com uma con-
ceniragio média de 292 ngfg.

A habilidade do fungo produzir a toxina &
grandemente influenciada por fatores ambientais
como temperaiura ¢ umidade. Portanto, andlises
seqiienciais de cereais sfio necessdrias para dar
maior valor na informagiio sobre o nivel de
freqiidneia da ocorréncia da toxina fingica.

TANAKA et alii¥, de scordo com os dados
acumulados, sugerem que a contaminacgio de ce-

reals, por exemplo, por nivalenol, nidio é proble-
mz local no Japio e outros paises da Asia. E de-
tectado em virias amostras de cereais e alimentos
procedentes de diferentes pafses e distrites. Em
adicio é importante salientar que hd algumas di-
ferencas entre pafses quanto ao nivel ¢ fregiiéncia
de nivalenol e DON em cereais. No Japio e Co-
réia, os niveis de nivalenol em frigo e cevada sfio
muito mais altos do que o DON, enguanto na Ar-
genting, Canadd, China, Pdlonia e Alemanha Oci-
dental, DON é o0 maior contaminante. Além disso,
em wn mesmo pafs hi diferengas regionais.

CONCLUSAD

Os dados obtidos indicam que a incidéncia de
DON nfo reflete uma preocupaglio mais séria
como ocorre com aflatoxina emn amendoim. En-
tretanto, estes dados poderiam ser atribuidos as
condigBes ambientais (umidade ¢ remperatura),
necessitando de um estudo por um perfodo mais
longo e maior nimero de amostras de regides
distintas, & fim de se ler uma visdo do nivel ¢ a
fregiidncia da presenca do DON em nosso meio.
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ABSTRACT: the occurrence of deoxynivalenol was shown by thin-layer
chromatography in samples of com grain and wheat from various places of the city of
Sie Paulo, Of 120 samples analysed, two had deoxynivelenol at levels of 183 pg/kg.
The limit of DON determination is about 110 ug/kg. Recoveries of DON added to
wheat and com ranged from B0 to 100% and 75 to 100%, respectively. The

coefficient of variation obtained with artificially contaminated samples wag 11% for

both wheat and com.

DESCRIPTORS: deoxynivalenol; analysis com; wheat, thin layer chromato-

graphy,
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RESUMO: A ocorréneia de bactérias enteropatogénicas e sua resisincia a
antimicrobiancs sdo analisadas no Municipic de Juiz de Fora, MG, Brasil. Em 187
espécies fecais provenienies de crianges diarréicas, na faixa eidria de 0 a § anos,
foram isolados 64 enteropaidgenos, destacando-se o género Shigella — 31 amostras
— das quais 29 pertenceram ac subgrupo B, sendo 23 do sorotipe B2, EPEC, ETEC ¢
Salmonella foram recuperados em 8,0%, 6,9% ¢ 2,6% dos casos, respectivamente. Nio
foi isolada nenhuma amosira de EBIEC. Observeou-se elevada resisténcia aos
antimicrobianos, notadamenie entre as shigella. Sfo discwtidos aspectos referentes ac
saneamento bdsico das dreas estudadas,

DESCRITORES: diarréia; E.celi enteropatogénicas cléssicas; E.coli
enterotoxigénica; E.coli enteroinvasiva, Shigella; Municipio de Juiz de Fora, MG.,

Shigella, Municipio de Fuiz de Fora.

INTRODUCAD

Diarréia tem sido reconhecida como causa
principal de morbidade e mortalidade infantil nos
paises em desenvolvimento?™*3, Sua alta inci-
déncia e prevaléncia nesses paises constitui um
reflexo das condigles de higiene, saneamenio
bésico e assisténeia médica, aliados & desnutrigio
como causa bdsica ou associadat®isis, O incre-
mente da pesquise microbicldgica nos dliimos
vinte anos permitin a melhoria ne diagndstico
etioiégice das infecgBes intestinais, através da
descriciio de novos agentes baclerianos e virais,
O reconhecimento desses agentes serve como sg-
porte para a adogio de medidas terapduticas e
profildticas para seu contrele!?,

Juiz de Fora, a segunda maior cidade do Estado de
Minas Gerais, Brasil, mostrou, em 1984, um indice
de mortalidade de 44,6/mil . Alertados por este
dado e pela inexisténeia de informagBes relativas &

eticlogia e epidemiologia das diarréias infantis na
cidade, procuramos determinar, pela primeira vez, a
ocorréncia de enteropatégenos bacterianos
classicos — FEscherichia coli enteropaiogénica
(EPEC), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC),
Escherichia coli enteroinvasora (EIEC), Salmonella
e Shigella — em criangas diarréicas, avaliar a resis-
ténicia a antimicrobianos e relaciond-los &s con-
di¢Bes de saneamento bésico das drcas estudadas.

MATERTAL E METODOS

De outubro de 1984 a maio de 1985 foram
examinadas as fezes de 187 criancas, na faixa
etdria de 0 a 5 anos, das quais 148 foram atendi-
das em ambulaidrios e 39 estavam internadas em
enfermaria de Pediatria,

Utilizaram-se para a coprocultura fezes recém-
emitidas espontaneamente ou através de estimulo

* Do Departamento de Microbiologia, U.F. Juiz de Fora, Juiz de Fora MG.
* Do Departamento de Microbiologia, LC.B. USP, Sio Paulo, SP.
*%%  Da Secio de Bacterdologia do Institnie Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP.
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do esfincter anal com zaragatoa estéril sendo,
entdo, transportadas em solugdo salina glicerina-
da tamponada®® na propor¢io de aproximada-
mente 1/9 de fezes para 10 ml da soluglo. As
amostras foram mantidas em geladeira {(4°C) até
" serem processadas.

A metodologia para isolamente & diagnéstico
presuntive basecu-se na empregada per PESSOA
et ali!, Foi feita a caracterizagio bioguimica con-
forme EDWARDS & EWINGS e, a segnir, determi-
naram-se 0§ SOrogrupos e sorotipos para as amos-
tras de Escherichia coli. (EPEC, ETEC ¢ EIEC),
Salmonella e Shigella. ETEC foi identificada atra-
vés da pesquisa da enterotoxina termoestivel (Sta)
pelo método de DEAN et alii®, Nas amostras Sta
positivas pesquisaram-se os fatores de coloni-
zagAo {Cfa) segundo EVANS et alii’, seguida de so-
roagiutinacio especifica. As cepas bioquimica-
mente suspeitas de colibacilos invasores foram
analisadas sorologicamente e submetidas ao teste
de invasibilidade de SERENY?.

O teste de sensibilidade aos antimicrobfanos
foi realizade de acordo com o preconizade por
BAUER et alii?. As drogas escolhidas e as respec-
tivas conceniragBes nos discos de procedéncia
Cefar Diagnéstica Ltda. foram as seguintes: dcido
nalidixico (AN)-30 mcg, amicacina (AM) - 30
meg, ampicilina (Ap) - 10 meg, canamicina (Kn) -
30 meg, Cefalotina (Cf) - 30 mcg, Cefoxitina {Cr)
~ 30 meg, cloranfenicol {Cl) - 38 meg, fosfomici-
na (Fo} - 50 meg, gentamicina (Gn) - 10 meg,
suifametoxazol-trimetoprim (8XT) - 25 mcg e te-
traciclina (Te) - 30 meg.

RESULTADOS

Das 187 amostras de fezes estudadas, 63
(38,7%) foram positivas para, pelo menos, um
dos enteropatdgenos pesquisados.

Dentre as enterobactérias isoladas, a mais
freqiiente foi a Shigella, encontrada erm 16,5% dos
casos. Destaca-se o predominio do subgrupo B
{93,5%) sorotipe 2 (86,2%) entre as shiguelas,
equivalende a 39,6% dos isclamentos. A seguir,
obteve-se EPEC, isolada 15 vezes (8,0%),
distribuida em 5 grupos soroidgices, com
predominio do sorogrupo 0119. ETEC incidiu 13
vezes (6,9%), Salmonella 5 (2,6%) ¢ E[EC nio foi
encontrada. Em apenas um dos casos encontrou-se
uma associaglo entre os enteropatdgenos,
representada pelo isolamento de Shigella flexneri
4 ¢ Escherichia coli enterotoxigénica 0159 (tabela
1). Houve uma concentragio de isolamentos (70%)
no grupo etdrio de O a 2 anos. Para EPEC o
predominio nas criancas de § a 11 meses fol mar-
cante, enquanto para Shigella a distribuicio foi
homogénea (tabela 2).
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TABELA1

Distribuigdo dos enteropatbgenos isolados a partir de
187 feres diarréicas

Enteropatdgenos N® Amostras %

EPEC
0118
055
0127
026

086
Subtotal

[P T
[ - QY - SRSV QPP N
oo otw

ey

ET.EC
Sta + (a) 13 69

Salmonella

§. enteritidis
8. typhimurium
8. infantis

§. 14,512
Sub-Total

LA b i b DD
o o v o JEE
o NV W ]

Shigella
Sh. flexneri 1 1
Sk flexneri 2 23 i
Sh. flexneri 3 2
Sh. flexneri 4 (a) 1
Sk. sonnel 2
Sub-total 31 1

O s £ e WD
W e e

ELEC - -

Total 64

33,7 (a)

(a) 1 caso em associagio Shigelia flexneri 4 & ETEC
0159

Nio houve diferenga significativa ao nivel de
5% para o isolamento dos enteropatdgenos pes-
quisados entre os pacientes hospitalizados e am-
bulatoriais (tabela 5).

Os testes de sensibilidade se caracterizaram
pelo alto padrio de resisiéneia (tabela 3), obser-
vado notadamente nas amostras de Shigella e
ETEC. Os maiores percentuais de resisténcia
foram verificados para Ap, Kn, SXT e Te. A tabe-
la 4 expressa os modelos de resisténcia das
shiguelas, Verifica-se uma multirresisténcia,
presente em 80% das amostras.

DISCUSSAQ

A positividade de coproculturas em determina-
dos grupos populacionais varia de acordo com a
condigio sdcio-econbmico-cultural destes grupos
e com a vigéncia ou nio de surtos epidémicos™?,

O presente estudo demonstrou uma positivi-
dade de 33,7% (tabela 1), o que é compativel
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TABELA2

Distribuicdo dos 64 enteropatigenos isolados em relagdo & faixa etdria

Idade Meses Anos
Q- 5m 6-1lm 1-2a 2~ 3a 3. 43 4 - 5a
tégenc (N%) (3 o Ne e Ne T Ne % N2 % N2 %
Shigella (31} 3 16,10 5 16,10 g 25,00 5 16,10 2 6,40 5 16,10
EPEC (15 |10 66,60 320,00 2 13,33 . . . . . "
ETEC. (13) 4 30,80 4 30,80 1 7,70 2 18,40 2 15,40 - -
Salmonella {5} - M 2 40,00 - - - - 1 20,00 2 40,00
Total (64) 19 29,60 | 14 2180 |12 1870 | 7 10,5¢ 5 7,80 | T 10,90
NOTA: % em relaglio ao ndmero de amostras de cada enteropatégenc.
TABELA3 TABELA 4
Distribui¢do percentual da resisténcia a antimicrobiancs Modelos de resisiéncia dos sorotipos de Shigeila
expressa pelos enteropatdgenns isolados iselados
Antimi- Enteropat6genos Madelos de resisiéncia dos 31132 B3/ B4ID | Total
. sorotipos de Shkigella @
crobiancs . Total
(a) Shigetla (Salmonella] EP.E.CIETE.C.| Tota Senstvel ) 1
An 96 | 000 | 000 0600 | 47 fﬁqxl 1 i
Am 19,3 | 20,00 0,00 | 38,40 | 18,7 CgéXT 1 H 2
Ap 25,8 | 40,00 | 66,60 | 53,80 | 43,7 1o T 1] 1 2
Ct 29,0 1 50,00 | 33,30 | 92,30 | 48,4 Aol K eSXT 10 10
ot 16,1 1 20,00 | 13,30 {2300 | 172 €l Kn i 1
Ci 77,4 20,60 13,30 | 0,00 [42,2 Ap C1 8XT Te 3
To 3,2 0,00 6,60 1 0,00 | 3,1 ApXaSXTTe H 1
Cn 6,4 | 40,00 | 20,001 3,40 [18,7 CICISXT Te 1 1
¥a 24,0 60,00 46,60 1 76,0 | 45,3 Am C{ C1 Kn '_{‘e i 1
SXT 93,5 20,00 | 53,30 | 53,80 71,9 Am Cf Kn SXT Te 1 1
Te 77,4 80,00 | 20,00 | 53,80 |59,4 AmClXn SXT Te 1 1
Ap CI C1Cl SXT'Te 1 1
{a} Abreviagbes em material & métedos. é? CA;pCC;,fIg: gi; 'f: i ;
Am Cf C1 Gn Kn SXT Te 1 1
Am Cf C: Ci Go Kn SXT Te i H
An Am CECLCHFo Kn SXT Te 1 1
com os achados de pesquisadores em virias re- Total 125t 2 1] 21 21
gides do Brasil, para 0s mesmos enleropaidgenos: '

Sdo Paula, 29,5%% e 31,8% % Fortaleza, 30,5%
Manaus, 36.3%*% e Rio de Janeiro, 36,3%8.

Observando a ocorréneia individual dos ente-
ropatégenos, destaca-se & presenca de bactérias
do género Shigella em 16,5% dos casos, o que
corresponde- a 49,2% dos isolamentos. Indices
semelhantes sé foram detectados nas décadas de
40 e 50 no Rio de Janeirc e SZo Paulo, locais
que mostraram, posteriormente, uma diminuigio
desses percentuais, ligados, provavelmenie, &
methoria nas condigbes de saneamento bésico ai
ocorridas (quadro 1).

(a) Fregit®neia de ocorrdneia do modelo de resisténeia.

A Organizagic Mundial de Saide estabelece
como meta para redug@o da morbi-mortalidade por
diarréia uma cobertura de 80% e 55% de dgua e
esgotos, respeciivamente, nas dreas urbanas?,

Por outro lado, a prevaléneia de shiguelose
numa populacio serve como indicador de suas
condigBes de higiene ¢ sancamento basico™, Juiz
de Fora apresentou, em 1987%%, indices de 92% e
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QUADRO 1
Incidéncia de Shigella no Brasil segundo diversos autores
Ano Local Shigella % Autores
1945 Rio de Janciro 24,5 ARAGAQ e RIBEIRO {citado em COSTA et alii, 1957)
1945 S&o Paulo 16,5 TAUNAY er alii, 1945
1947 Rio de Janeiro 17,8 ASSIS e RIBEIRO (citado em COSTA e alii, 1957)
1950 Porto Alegre : 6,9 BUDIANSKY {citado e COSTAet alii, 1957)
1951 Sdo Paulo 4,1 TAUNAY, 1951
1954 Rio de Janeiro 4,6 'COSTAet aiil, 1957
1970 Botizcanr 10,4 MONTELLI ¢ TRABULSI, 1970
1971 S50 Panlo 2,5 TAUNAY et alii, 1973 -
1972 Ribeirio Preto 4,0 CUNHA et alii, 1972
1975 Floriandpolis 0,0 GUERRANT er alii, 1975
1978 $5o Paulo 2.8 PESSOAef alii, 1978
1981 Santos 11,2 PESSOA er alif, 1981
1981 Recife 12,0 MAGALHAES et alif, 1981
1982 Fortaleza 4,6 RIEDELes alif, 1982
1983 Pacatuba 8,0 GUERRANT et alii, 1983
1984 Sao Paulo 3,8 IRINOer atit, 1984
1985 Manaus 12,0 GIUGLIANO & GIUGLIANO, 1983
1985 Juiz de Fora 16,5 presente trabatho
1988 Rio de Janeiro 5.1 LACERDA ef alii, 1988

88% para dgua e esgotos, esiabelecendo-se, as-
sim, uma conflitncia com as elevadas taxas de
Shigella por nés detectadas. Os maiores percen-
tnais de isolamento de shiguelas ocorreram em
freas periféricas, com baixo poder de renda, carac-
terizando ums disparidade na distribuiciio daqueles
servicos em funclo das diferentes classes eco-
ndmicas. Nio se pode descartar o envolvimento
do sistema de tratamento e disiribuiciio de dgua,
obsoleto ¢ vulnerdvel 4 contaminaglio por micror-
ganismos de origem fecal. O mesmo raciocmio se
aplica 2o sistemsa de esgoto, cuja drenagem € a cén
aberto e nio existe tratamento adequado.

Chama a atencio o achade de 61,2% das shi-
guelas em criancas abaixo de 2 anos (tabela 2),
fato preocupante pelas caracteristicas de trans-
missdo da infeccio. Relevante também é a predo-
minincia da Shigella flexneri (93,5%) em
relagio & Shigella sonnei e o percentual elevado
do sorotipo B2 (86,2%) em relaclio aos ouiros
sorotipos (tabela 1). Estes dados s3o bem supe-
riores & média nacional de 65% para o subgrupo
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B e 35% para o sorotipo B21%%27,

Na andlise dos diversos modelos de resistén-
cia apresentados pelas shiguelas (tabela 4), o
sorotipe B2 aparece com marcas fixas como Cl-
Te-SXT em 80% dos casos, sugerindo a predo-
minincia de wm mesmo plasmidio e uma possivel
origem comum dessas amostras. E de se ressaltar
a elevada resist®ncia das shiguelas ao SXT (tabe-
1a 3), fato tecente no Brasillé %,

Em relagiio &2 EPEC, o indice de 80% é com-
pativel com os referidos por alguns aulores no
Brasil®'®22! considerando-se a possibilidade de
variaghes regionais e de casufstica. E de se desta-
car o predominio do sorogrupe 0119 e o nio-
isolamento do sorogrupe 0111, de distribuiciio
aniversal. Isto reforga a necessidade epide-
micldgica de se classificar totineiramente os
sorogrupos de EPEC para sua melhor avaliagio,

As investigacdes sobre ETEC no Brasil sfo
limitadas em decorréncia da complexidade dos
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TABELAS

Enteropatégenos isolados em 35 pacientes
hospitalizados e 148 ambulatoriais

Origem dos

pacientes
Enteropa- Hospitalizados | Ambulatoriais
16genos Ne % (a) N® % ()
Shigella 8 20,5 23 15,5
EPEC 3 7,6 12 8,1
BTEC - 1 2,5 12 8,1
Salmonelia 1 2,5 4 2,7
Total 13 33,3 51 34,4

(1} % em relagfio ao nimero total de hospitalizados,
(b) % em relagiic ao nimero total de ambulatoriais,

testes necessdrios a sua identificagdo. Escherichia
coli produtora de enterotoxina Sta foi encontrada
em 6,9% das amostras estudadas, A pesquisa ape-
nas de enterotoxina Sia foi fundamentada na evi-
déncia epidemioldgia de sua participagiio na diar-
réia por ETEC, isoladamente ou associada A
enterotoxina LT e ao fregliente achado de amostras
com fenétipo LT+ em individuos nio-diarréicos™*
18192628 Detectaram-se fatores de colonizacio em 9
{69,1%) das amosiras Sta+, todos do tipo CFA/A
46,2% das amosiras aglulinaram com os antisso-
ros testados. Entre estas amostras observou-se gue
os sorogrupos 078 e G128 possuiam CFA/, con-
firmando as observagdes gue mostram ser a pro-
dugio de Sta e a presen¢a de determinados fatores
de colonizaclo restritos a certos sorogrupos ou
sorotipos®. (O achado de sorogrupo 025 - gue
pode estar ligado ao fator E8775 — e 0159 nio
possuidor de CFA/I e CFA/I, também confirma
essas observacdes.

A alta resisténeia chservada para ETEC Sta+,
semelhante ao encontrado no Chile!, aventa a
possibilidade da existéneia de genes plasmidiais,
com caracterislicas regionais, codificando simul-
taneamente fatores de viruléacia.

Foi baixa a recuperagfo de bactérias do género
Salmonella. E possivel que esta freqiibneia se
deva & predominincia de casos ambulatoriais em
nossg amosiragem e aos hdbitos alimentares da
populagio.

Amostras de EIEC nfo foram isoladas, fato
que coaduna com os baixos indices constantes na
literatura e sua maior prevaléncia em adultos e
criangas em idade escolar®™!912.1325,

Quando anslisamos a ocorréneia dog entero-
patdégenos em relacdo & procedéncia dos
pacientes, entendemos que, na auséneia de surtos
hospitalares, o ndice de 20,5% Shigella enue
os hospitalizados seja reflexo da gravidade do
quadro clinico desta infeccio, que conduz a
necessidade de internacio. O achado de 7,6% de
EPEC nas criancas hospitalizadas é de interesse
epidemioldgico & medida que esta presenca
influenciz na manutenglio ¢ disseminacgio de
infecgbes hospitalares por este enteropatégeno.

O presente estudo alerta para a  elevada
ocorréncia de shiguelose em Juiz de Fors, envol-
vendo a Shigella flexneri sorotipo 2. A prevalén-
cia deste sorotipe e a homogeneidade em seu pa-
drio de resisténcia aos antimicrobianos mostram
a necessidade de estudos no sentido de caracterizar
a origem dessas amostras. O controle de shigue-
lose na cidade deverd envolver uma revisio nos
sistemas de abastecimento de dgua e esgotos 1o
que tange & qualidade ¢ distribuigo ndo diferen-
ciada, seguida de educagiio sanitdria adequada.

Agradecimentos

A Secio de Bacleriologia do Instituto Adolfo
Lutz e Lucimar Gongalves Milagres.

1658



OLIVEIRA, M.G.; PESSOA, G.V. & NAKAHARA, 1L..K. — Ocorrénciz de bactérias enteropategénicas em criangas
com diarréia no Municipio de Jwiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Rev. [nst. Adolfo Luiz, 49(2):161-167,

1989,

RIALAG/6T4

OLIVEIRA, M.G.; PESSOA, G.V. & NAKAHARA, LK, — Enteropathogenic bacteria
oceurrence in diarrheic children living in Juiz de Fora Mumicipality, Minas
Gerais, Brazil. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 49(2):161-167, 1989,

ABSTRACT: The enteropathogenic bacteria occurrence and their resistance to
antimicrobial drugs are analised in Juiz de Fora, MG, Brazil. Among 187 fecal
samples proceeding from diarrheic children between 0-5 years of age 64
enteropathogens were isolated with predominance of Shigella. Of 31 Shigella isolated
29 belonged 1o the subgrowp B where the predominant seroiype was B2 with 25
isolated. EPEC, ETEC and Salmenella were recovered in 8,0%, 6, 9% and 2,6%, of the
cases, respectively. Mo BIEC strain has been isolated. It was verified high resistance
to antimicrobials drugs, especially among shigellae. Basic sanitaton refering to the
studied areas are discussed.

. DESCRIPTORS: diarrhoea, enteropathogenic bacteria, Shigeila, Juiz de Fora
Municipality.
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EXPRESSION OF AVIAN LEUKOSTS VIRUS PROTEINS p27 AND p19 IN
UNINFECTED CHICKEN, DRAKE AND QUAIL CELLS
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SOUZA-FELIPPE, 1. M. M. & HIGUCHI, T. - Expression of avian loukosis virug
proteins p27 and pl9 in uninfected chicken, drake and quail cells. Rev. [nst,
Adolfo Lutz, 49(2):169-178, 1986

ABSTRACT: Nommal, uninfected animal cells have an unique feature, the presence
in their genome of genes (proviruses) idemtical or closely releted to infectious
exogenous retrovirus, The level of expression of these genes varies from individual to
individual; from complete silence to the production of virus particles. Exogenous and
endogenous viras proteins were purified from sonicated viruses passed through a
Scpharose 6B column satured with 6M guanidiniom hydrochloride. The presence of
equivaients of antigens p27 and pl9 was analysed by radioimmunocassay. The
presence of endogenous virus components was investigated in CEF, heart, brain, tigh
muscle and wing muscle of chicken, quail and drake. The funeiion or significance of
the proteins are not known. Immunological, hormonal and environmental factors
remain to be studied.

DESCRIPTORS: Retrovirus; Endogenous virus; virus endogenous expression; RIA.

INTRODUCTION

The retrovirus exhibits an unique feature, their
complete genome or some of their genes might
be presemt in eainfected, normal cells. This chro-
mosome segment is named endogenous and it is
widely distributed in nature, having been charac-
terized not only in birds but also in mammals.
Its existence was first reported by DARLINGTON,
1948% as provirus, a ceflular genetic slement ac-
tivated under special circumstances. More carefull
studies concerning the presence of information
specifying the genome of an RNA twmor virus in
normal cells were carried out by HUEBNER &
TODARO=, The virus specific DNA was proposed
W be vertically transmitted and portions of the
genome were proposed to be expressed during
certain siages of the development. The authors
assumed that in normal adult cells the transcrip-
tion: of the genes would be repressed.

HANAFUSA et al.20 reported that fibroblasts
from certain rormal chicken embryos were ahle
to complement the defectiveness of the RSV
Bryan strain releasing infectious particles. The
fibroblasts contained one component, then calied
chicken helper factor (chf), later on characterized
as an envelope glycoprotein encoded by endoge-
nous viruses present in these cells. VOGT &
FRISS# found espontaneous release of RAV-O vi-
ruses from certain chicken embryo cell lines,
This observation led to the conclusion that the
endogencus genome by itself is certainly defec-
tive: these studies were corroborated by several
authors 520429855 | ater on, the presence of this en-
velope glycoprotein was detected in the majority
of commercial flocks of chicken. Due to the ubi-
quitous presence of the glycoprotein, it was sug-
gested o be harmless to the host organism and
even be advanlageous in certain cases by protect-
ing the host against exogenous infections.

* Do Laboratéric de Biologia Molecular, Virologia, Instituto Adolfo Lutz, Sio Paulo, SP.
** Do Departamento de Bioguimica, Institato de Quimica, USP, Sio Paulo, SP.
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In regard to the presence of the helper factor
and group specific antigen (gs), HANAFUSA et
al.2z and ROBINSON# identified three different
phenotypes in chicken embryos: gs+chi+ show-
ing both properties; genetic experimemnis showed
the segregation of two single dominant alleles ;
gs" « chf® or h-e do not show detectable levels
of g but high levels of helper activity;
and gs - chf ~ which show either very low or unde-
tectable level of both characters. Hybridization
experiments conducted with specific probes
shoewed the absence in the genome of Ul-region
related to exogenous virus in the chicken fibro-
blasts analysed’2. Curiosly, the cells containing
env-3 do not express the structural viral compo-
nent pl3, So far, it has been recognized 16 env-
endogenous species.

The distribution of the endogenous virs dif-
fers tremendously in different species as well as
in the same species. Moreover, the phenotype
expression covers a wide range, going from
complete silence, expression of one component
until the production of a full particle. The expla-
nationn of this phenomenon is not known, al-
though some hypothesis have been postulated,
like the difference in the level of expression
might be due to provirus mutation or chemical
modification of the provirus genome. Methyla-
tion has been shown fo be an important modifi-~
calion!#233334  the relevance of the process was
shown by using 3.azocitidine. JONES & TAY-
LOR3*; GROUDINE et al.®® proposed the methyla-
tion as a cell mechanism to repress the expres-
sion of undesirable genes,

Hybridization experiments have shown the
presence of analogous retrovirus genes in germ
lines of primates. VARMUS & LEVINE (1983)%¢
raised several questions about endogenous
viruges. "Do they arise from normal cellular
genes? Are they derived in different species
from a primordial endogenous provirus in an
ancestral vertebrate? Do they find their way
into germ lnes by intermitent, independent
infectious? What are the benefits and dangers to
a host organism that carries endogenous
proviruges?"”

In the present work, we have tried the purifi-
cation of endogenons virus antigens and their
comparison with the profiles obtained with ex-
ogenous virus particles. The approach used to
measure the expression of these protein was the
radioimmunoassay. The expression of endoge-
nous virus components mainly, p27 and pl9,
were siidied in chicken embrye fibroblasts and
extracts of chicken tissues and organs. Quall and
drake cellular extracis were also analyzed and the
identity of p27 and pl9 in different systems was
investigated.

170

MATERIAL AND METHODS
Virus purification

Avian fibroblasts culture supernatants were
clarified by low speed centrifugation (3,500 xg/
30 min./4°C); the supernatants were submitted to
ultracentrifugation {100,000 xg/90min/4°C) to
separate virus particles, The pellet resuspended
in PBS (phosphate saline buffer = 120 mM sodi-
um chicride; 18 mM disodium phosphate and 2.5
mM kalium monobasic phosphate) was layered
onto a 20 to 60% sucrose-TRIS (10 mM pH 7.4)
gradient. After centrifugation at 100,000 xg/
310°C for 180 minutes, the fractions of the gradi-
ent were collected and these fractions were recen-
irifuged at 110,000 xg/90min/4°C. The com-
bined pellets were resuspended in PBS and
dialysed against buffer containing 40 mM
TRIS.HCI pH 7.4; 20 mM sodivm acetaie and
1mM EDTA.

Isolation and purification of structural proteins

Virus particles were disrupied in the presence
of TNE-TRITON X-100 6.2% by sonication and
the sample was suspended in buffer containing
8M guanidine-hydrochloride; 1.5 M beta-
mercaptoethanol and 5 mM EDTA pH 8.0, The
virus extract was applied 10 a column of Sepha-
rose 6B-guanidine hydrochloride and eluted with
buffer containing 50 mM sodium acetate pH 5.0;
20 mM beta-mercaptoethanel and 6 M guanidine
hydrechloride according lo the procedure previ-
ously described by GREEN & BOLOGNESI,

Protein determination

The protein wag determined either by LOWRY et
al.*®* mathod or BRADFORD?® for samples contain-
ing guanidine hydrochloride, Bovine serum albu.
min was used as standard based on Eb= 6.6.

Polyacrylamide sodium dodecy! sulphate gel
electrophoresis {PAGE)

The gel clectrophoresis system used were ei-
ther at 12.5% polyacrylamide concentralion or
5-20% gradient according to the technique de-
scribed by LAEMMLI® and MAIZELs¢. High and
low molecular weight standards were used as
markers.

Cell lines, tissues and extracts preparation

CEF-commereially available chicken embryo
fibroblasts culture; CEF-7.2-chicken embryo fib-
roblasts line 7 subline 2; brain, heart, tigh and
wing muscle from 5 months old chicken (Gallus
gallus domesticus), 30 days old quall (Nothura mac-
ulpsa) and 30 days old drake {Anas platyhynchos).
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The tissues and organs were removed immedi-
ately after bird killing: the fat was taken out and
the tissues and organs were kept in an ice bath.
The material was minced and homogenized in the
presence of TNE buffer containing ImM PMSRE
{phenylmethylsulfoniifluoride} and TRITON X.-
100 0.2%. The excess of debris was discard and
the supernatant centrifuged at 1,500 xg/30min./
4°C and then 10,000 xg/60min./4°C. To clean up
the extracts, the supernatants were centrifuged at
80,000xg/60min/4°C and the final supernatants
were used as "cellular extracts" in the assays.

Radioimmunoassay

The viral and to procedures purified proteins
were labelled with '2*[-Na according to HUN-
TER*, according to technique described elsewhere
2728, These techniques allowed the time of reac-
tion to be reduced to 30 seconds,

Immune serum titre - The titre was defined as
the serum dilution giving 50% precipitation of
Iabelled antigen under specified conditions. Con-
stant amount of labelled antigen plus several di-
lutions of immune serum plus normai rabbit ser-
um were incubated at 37°C for 3 hours and the
reaction completed at 4°C overnight, then the
precipitating sheep antibodies or goat anti-
rabbit IgG were added. The reaction was allowed
to precipitate at 4°C/overnight and subseguently
submitted to centrifugation at 3,500 xg/20min:
the pellet was washed twice with cold TNE and
the radioactivity of the pellet measured in a
ganuma counter,

Competition assay - The competition assay of
the proteins of cellular exiracts were performed in
a system similar to the precipitation reaction,
with the addition of cellular extracts. The amount
of the equivalent of antigen present in the cellular
extract was calculated by comparison with a stan-
dard competition curve prepared by using known
amounts of unlabelled protein as competitor m
the above experimental conditions.

RESULTS
Purification of viruses particles

The virus particles separeted from culture
fluids when submitted to sucrose gradient ultra-
centrifugation showed different banding patterns
depending whether the virus, was exogenous or
endogenous. The exogenous viruses formed only
one layer around the sucrose conceniration of
35%, which is equivalent to a density of 1,16 -
1.18g/m1”8%, The endogenous viruses presented
besides the main layer &t the conceniration of
35%, second band at around 20% and a thixd

layer (lower) between the sucrose concentration
of 50 and 60%. In addition, both endogenous vi-
ruses 1513 and 7.2 presented similar protein pro-
files in PAGE on a gel gradient 5 to 20% (figure
1}. Compared with the molecular weights mark-
ers, 200 X = myosin; 150 K = immunoglobulin;
90 K = phosphorilase B; 45 K = ovalbumin; 30
K = carbonic anydrase; 20 K = trypsinogen and
15 K = beta-lactoglobulin, we could detect the
presence of several components gp85, gp35,
p27, 19, pl5, pl12 and probably a reverse
transcriptase line in the 90 K region. The elec-
trophoresis profiles showed that the layer at
35% coniained the complete virus or infact virus
particles.

The table 1, presents the protein content of
the virus samples obiained after sucrose gradient
centrifugation. The viruses concentrated in the
main layer were used for further processing.

Radioimmuncassay

The purified antigens p27, pl® and pl5 from
exogenous ALV were sucessfully labelled with
125[.Na according to HUNTER™ procedure, giving
specific activilies between 2 1o 3 x 10* cpm/ng
protein.

Immune serum titration - Each immune serum

was titrated in a system containing 0.02 m} *I-p
(40 - 50,000 cpm); 0.02 mi Anti-p in serial dilu-

TABLE1

Sucrose gradient virus purifications:
protein determination

VIRUS SAMPLE TOTAL
PROTEIN®

Endogenous Crude extract 4.50
1515 Upper layer 2.60
Lower layer 1.54
Endogenous Crude extract 9.00
7.2 Upper layer 1.30
Intermediate layer 3.84
Lower layer 2.76
Avian leukosis Crude extract 4.50
Virus {exogenous) Virug layer 4.00

(a) Viras purification carried out by sucrose gra-
dient ultracentrifugation at 110,000g/
S0min/10°C of the vuus suspension.

{b} Protein determination according to LOWRY
et alii 38 refered 10 in Methods.
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tions; 0.03 ml NRS (dil.1:3) TNE buffer to com-
plete the volume to 0.250 ml; a first incubation
37°C/3hr was followed by an overnight incuba-
tion at 4°C; the addition of 0.03 ml GAR or SAR
(dil. 1:36) and then a precipitation to comple-
tion at 4°C/overnight. The pellet was collected
by centrifugation at 3,500 xg/20min., washed
twice and the radioactivity was measured in the
gamma counter. Under the experimental condi-
tions used, the following titre were obtained:
Anti-p27 = 1:2,000, Anti-pl9 = 1:4,000 and
Anti-pl5 = 1:5,000 (table not shown).

The standard competition curve was used to
determine the concentration of the equivalents of
antigen present in the system. It was prepared
by using as standard competitor unlabelled puri-
fied antigen in several concentration. It was al-
lowed to compete with fixed amounts of labelled
antigen, in the combination with the antibody
present in limited concentration under defined
experimental conditions. The figure 2 shows the
standard curves of antigens p27, p19 and pl5 in
the system '%*I-p vs Anti-p respectively.

i = T

¥

b
lL /
i /
1

123

PICTURE 1 - Polyacrylamide sodium dodecyl sulphate
gel electrophoresis (5-20% gradient) of virus extracts.
Lanes 1: Endogenous 15I5-sucrose gradient upper
layer; 2: E-151I5 - lower layer; 3: E-15I5 - supernatant;
4: Endogenous 7.2 - upper layer; 5: Endogenous 7.2 -
lower layer; 6 and 7: Molecular weight standards.

4567
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The purification of proteins from exogenous
virus particles was carried out Sepharose 6B-
satured with 6 M guanidine - hydrochloride under
very special conditions (see Methods). The com-
ponents were nicely separated exactly as shown
by GREEN & BOLOGNESI®, Unfortunatelly, the
purification of endogenous virus components
could not be done in the same experimental con-
ditions, since the behaviour is not alike, giving
an indication of -the difference in the properties
of the components. Instead of giving distinct
peaks in the Sepharose column as in the case of
exogenous virus, the collected fractions from en-
dogenous contained all three major antigens, de-
tected by radioimmunoassay. As shown in the

TABLE 2

Protein concentration of fractions eluted from
Sepharose 6B-GuHCL column

SAMPLE® TOTAL PROTEIN®
mg
Crude extract 8.00
Fraction I 0.93
Fraction II 4.68
Fraction III 1.72

(a) 9.0 mg of virus extract disrupted and applied to
Sepharose 6B-GuHCL column (1.4 x 100 cm) elut-
ed with 20 mM sodium phosphate buffer ph 6.5
containing 0.1% beta-mercaptoethanol and 6M-
GuHCL.

(b) Protein content evaluated by BRADFORD
method as refered to in Methods.

" 100
- 80 -
s
)
g
=9
5 e e
)
®
P15
P19
P27

T T T
2 4 10 30

ng - competitor

PICTURE 2 - Standard competition radioimmunoassay:
Assay carried out according to description in Materials
and Methods. '*I-p vs Anti-p in dilution equivalent to
serum titre vs unlabelled protein, amount indicated in
the Figure; precipitation with second antibody and col-
lected pellet radioactivity measured in gamma counter.
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PICTURE 3 - Detection of components in the fractions I and 1T eluted from Sepharose 6B-GuHCI column: Competi-
tion assay according 1o procedure described in "Methods”. Y33 1p vs Anti-p vs different amount of fraction [ and I
precipitation with second antibedy; radioactivity of the peliets determined in gamma counter.

TABLE 3

Compesition assay: "*1-p27 vs Anti-27 vs chicken
embryo fibroblasts

Competitor Precipitation® Blockag®
Hg G %
10 58.9 1.1
30 88.7 11.3
60 76.4 23.6
80 12.2 27.8
18¢ 54.4 45.6

(&)

b

(c)

Chicken embryo fobroblasts suspension sonicated
in the presence of TRITON X100 0.2% in the
presence of ImM PMSF, Suspension cenzmifuged
at 1,500 xg/20min/4°C. Further cenirifugations at
10,000 xg/60min/4°C. The supernatant was used
as “extract”,

)

The competiton assay was carried out in a sysiem
containing 0.03 ml NRS dil 1:3; 002 mi Anti-
p27 dil 1:2,000; 0.02 mP? Lp27; competitor in
the indicated concentration, TNE . 2 10 volume
0.25 mi and 0.03 ml GAR dii 1:250. Peliet col-
lected by cenwrifugation and the amount of radiac-
tivity of the pellet measared in gamma counter.
10C% precipitation is the cpm obtainned in a
tube without any competitor.

The percentage of blockage is calonlated by sub-

tracting from 100 the percemiage of precitation in
the columi’,

figure 3, both fractions contained similar
amounts of p27 and plS although the pl9 was
present mainly in the first fraction. The distribu-
tion is indicative of the difficulties of having
the antigens purified by Sepharose 6B-guanidine
- hydrochioride procedure, for sure moge carefu]
studies of the nature of the endogenous virus
proteins should be done.

The expression of the equivalents to epitopes
of antigens p27, pl3 and pl9 in chicken em-
bryo fibroblasts were measured in the system
anajogous to the standard competition assay ex-
cept in this case the competitor was the extract
of chicken embryo fibroblasts. We found very
high level of analogous to p27 and alse expres-
sion of components analogous to pi3, indicat-
ing the presence of endogenous provirus in the
so called normal cells. As shown in the table 3,
30 ug of chicken embryo fibroblasts blocked the
precipitation reaction in about 11,3%, what is
equivalent to 3 ng of p27. On the other hand, 40
Mg contained about 3 ng of pl5.

Several authors'si.3 had shown the expres-
sion of certain viral genomic region in the em-
bryogenesis bug their activity scems to be re-
pressed in the adulthood, There are difference in
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TABLE 4

Cmpetition of normal cells from chicken, quail
and drake in the system *[-p Anti-p

Competitor ng of equivalents
pl9 p27
Brain Chicken 50 17.5
Quail 36.8 33.08
Drake 32.3 —
Hean Chicken 4.8 10.0
Quail zero zero
Drake 58.8 44.3
Wing muscle Chicken 2.1 9.3
Quail 24.5 8.3
Drake 39.5 8.7
Tight muscle Chicken 3.0 4.0
Quail 46.5 10.5
Drake — 2%.9

SYSTEM:Cellular or tissue extracts in several
protein concentration: 0.06 mi NRS
dil. 1:3; 0.02 ml of ™Lp {40-45,000
cpmy; 37°C/3h; 4°C overnight; 0.06
ml SAR: 4°Cfovemight; collected and
counted. Table calculated by normaliz-
ing all competitor protein concentra-
tion to 3.0} mg in order to compare the
level of competition,

the level of repression depending on the tissue
differentiation level. In our experiments there
were a variation of equivalent to viral antigens,
depending not only on the tissues but also on
the source of chicken tested, giving a chie of the
importance of the enviromenial conditions and
the species of bird used. Very little variation in
the amount of p27 and pl5 was found in tigh
muscle using competitor in the range of 75 1o
360 mg. On the other hand, brain and heart ex-
iracts showed considerable level of p27 (1able
4). The reaction was highly specific, there were
no inespecific precipitations, in all assays indi-
vidual controls were carried out.

Cellular extracts from quails were tested in a
system similar to chicken cells, in olher words,
brain, heart, tigh and wing muscles were used as
competitor, Higher expression of p27 analogous
was found in tigh muscle and then wing muscle,
but no competition was found in heart and brain
tissues {table 4).

‘When drake cells extracts were used, there were
no significant vaziation in the level of pl9 in

brain, heart and wing muscle. But, the heart mus- -

cle showed the blockage of 28.73% when 394.4
Mg of tissues was used in the system **1.p27 vs
Anti-p27 vs heart muscle extract (table 4).
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DISCUSSION

Several antempts have been made in order to
set the viral andogencus structural components
of avian retrovirus in the purified form, without
much success, GREEN & BOLOGNESE® improved
the separation procedure for viral exegenous an-
tigens by using agarose gel column in the pres-
ence of 6M-guanidine hydrochloride. This ap-
proach was used previously in order to determine
the protein molecular weight through a simple
relationship of chain lenght and elution volume
in the solvent.

We used Sepharose 6B column satured with 6
M-Gu-HCl, which made the gel system very vis-
cous, being seo, it was necessary to adjust the
flow rate in order to get adequate separation. The
protein diffusion coefficient in 6 M-GuHCI is
usually very low, close to the native protein,
The protein renaturation was achieved by dialy-
sis against a solution containing beta-
mercaptohetanol and EDTA (see Methods). The
viral exogenous aniigens were nicely separated
by this procedure (sce Resulis),

In order to standardized the abbreviations used
in the field AUGUST et al.® suggested a standard
nomenclature for virus compenents: p for pro-
tein; gp for glycoprotein; pp for phesphopro-
tein and Pr for precursors because of the diversi-
ty of abbreviations by several authors.

HIGUCHI2, HIGUCHI & AUGUST?2 tried to
correlate the appearance of deiectable group spe-
cific antigen and cellular transformation, surpris-
ingly at that time they were simultaneous, the
appearance of group specific antigen seemed to
be essential for exogenous virus replication but
not enough to start cell transformation. The im-
portance of p27 of avian system and p30 of mu-
ring virus was extensively studied by Higuchi®®
and HIGUCHI & AUGUST? 2,

Several groups of investigalorss.26.27.83043,49,51,52
developed the radioimmunocassay in order to de-
tect minimal amount of viral antigen or its
equivalent in a system, and also to investigate
the expression of viral genes present in the host
cell,

We used the competition radioimmuncassay
in order to detect the expression of antigens or
its equivalents, We investigated the expression
and the level of the presence of equivalenis (o
p27 and plY in several tissues and organs of
adult chickens as well as in chicken embryo fib-
roblasts. Since the ability to detect them de-
pends on the amount of competitor used no com-
petiion was found at protein concentration in
the range of 0.1 10 0.2 mg. However, when the
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amount of competitor, in the experimental con-
ditions was increased, epitopes of p27 and pl9
were detected!” as shown in table 4 and also of
pl3 (date no shown).

When the system *%I-p27 vs Anti-p27 vs cel-
lular extracts were used, 3.85 mg of chicken
brain material blocked 50% the precipitation re-
action, it was equivalent to 28 ng of p27. On
the other hand, almost twice as much 5.52 mg of
heart extract was necessary o give the same in-
hibition. Surprisingly, tigh muscle and wing
muscle did not shown significant competition
for any of labelled antigens.

The pi9 is associated with genomic RNA and
is linked to lipids and the outer core. Sometimes
it is phosphorilated. It might be important for
RNA packaging6snasso,

A different pattern of expression was found
for pl19 expression; all sample analysed showed
competition, which might be due fo some simi-
larity between the pl9 and some cellular compo-
neats, although the control values were taken
into account. '

When the same tissues and organs extracts
from quail and drake were analysed, similar com-
petition pattern were found, although at different
protein concentrations. The experimenial results
suggest more similarity between the endogenous
proteins of chicken and drake than with the guail
proteins. Moreover, the radioimmunoassay te-
sults showed satisfactory immunological reaction
with the exogenous virus antigens p27, pl9 and
pl3 and she endogenous components, which
strenghens the assumption that the gag genes
are conserved among avian retrovirus.

Making several crosses among white Leghomn
chickens, CRITTENDEN isolated cell sirains,
5.7 and 17 carrying a dominant gene predispos-
mg the cell to sponteneous activation of endog-
enous viruses genomes. The line 7.2 is homozy-
gous for the gene V-E7 and lacks the dominant
host gene Gs and H-E. The line 15 is inducible it
produces non infectious particles by BrdU treat-
ment™ and it is an unique line.

MARTIN et al®® reported the recovery of en-
dogenous retrovirus from baboon, stump-tail ma-
cague and colobus, but, so far, endogenous retre-
viral DNA has not been delected in preparations
with normal human DNA probes.

There are considerable amount of speculations
about the mechanisms used for integrative rec-
ombination of retroviral DNA in the celluiar
chromosome, Surely, there must be an endoge-
nous control, that could be broken by one or
combination of immunclogical, hormonal, en-
viromental factors; mutlagenic elemenis!®s? pro-
motion of transcription of cellular DNA#44s on-
cogenes®4 and transpossonsi+333, It seems to be
particularly important the region of insertion be-
cause it mighi promole or activate the full ex-
pression of relevant genes.
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SOUZA-FELIPPE, J. M. M. & HIGUCHI, T. — Expressio das proteinas p27 & pl9 de
virus de leucose avidria em célnlas ndo infectadas de galinha, pato e marreco.
Rev. Inst. Adolfo Luiz, 49(23:169-178, 1989.

RESUMO: Células animais nommais, nfo infectadas, aprosentam uma caracteristica
tlinica; a presenga em sew genoma de genes (provirus) idénticos ou estritamente
relacionados a retrovirus exdgenos infecciosos, O nivel de expressfio destes genes
varia de individuo para individuo: do siféncio completo até a produciic de paniculas
virals. Proteinas de virus enddgenos & exdgenos foram purificadas a pantir de  virus
sontcados e passados em coluna de Sepharose 6B saturada com GulICl 6M. A presenga
de equivalentes dos antigenos p27 e pl9 foi analisada por radivimunoensaio, A
presenga de componenies de virus enddgenos foi investigada em CEFR, coragio,
cérebro, miiseulo de asa e misculo de coxa de galinha, codoma & marreco, A fungio ou
significado destas proteinas ¢ desconhecida. Fatores ambientais, hormonais e
imunoldgicos necessilam ser estudados.

DESCRITORES: Retroviras; virus endégeno; expressio de virus endégenos; RIA.
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RESUMO: E proposto um sistema simples para mineralizagio, por via tmida, de
amostras de alimentos centendo matéria orgdnica. Foram tesiados vdrios tipos de
alimentos & constatou-se gque a aparelhagem apresenia eficiéncia e vantagem em
relagfo aos métodos normalmente utilizados para desiruigio de matéria orgiinica nas
determinagbes de contaminantes metdlicos em alimenios.

DESCRITORES: matéria orginica, sistema simples para destruigio; alimentos,
destruicio de matéria orginica; contaminantes metdlicos, determinacio em alimentos.

INTRODUCAO

Nas determinagbes de coniaminantes
metélicos em alimentos, qualquer que seja o
método utilizado para quantificd-los, uwma das

etapas limitantes & a destruigiio da matéria
orghnica,

Diferentes métodos para climinagio de mate-
rial orglnico sfo propostos para cada tipo de
alimento e para cada fon inorginico & ser
analisado. Estic baseados em procedimentos que
envolvem ftratamento por viz seca ou por ‘via
ﬁmidalﬂ,ﬁ,?,sﬂ,lﬂ. :

Na destruigio de matéria orginica por viz séca
utiliza-se mufia com temperatura centrolada. A
técnica é demorada e apresenta o inconveniente
de provocar perdas, por velatilizagBo, de alguns
metais 2 serem determinados, além de reguerer a
utilizagic de cépsulas de platina ou de porcelana
de Stima gqualidade'®'®, Para contornar estas
situagBes adversas, pode-se adotar, como

alternativa, o método por via dmida, que exige
reagentes puros e capela gue apresenie boa
exaustifio, pois os vapores ¢ gases liberados do
sistema oxidante sfo altamente téxicos e corro-
sivos.

A digestio de matéria orglnica por via
tmida com adigiio de dcidos é de aplicacBo uni-
versal, com excegdo de alimentos com alto teor
de gorduras, devido ao risco de explosfo. No
entanto, uma vez que tal digestfio & normal-
mente efetuada com aquecimente em frasco aber-
1o (Béquer ou Erlenmeyer), existem riscos de
perdas por projegbes de porgbes da amostra
para fora do sistema, © que acarretaria erro
analitico.

O objetive desse trabalhe & a proposicBo de
um sistema fechade, simplificado em relaglo
aquele apresentado pelo Analytical Methods
Committee®, deslinado 2 destruicio de matéria
orginica por via dmida vifvel & maioria dos
laboratdrios.

* Realizado na Segdo de Equipamentos Especializados do Instituto Adolfo Luiz, Sio Paulo, SP.

** Do Insthwo Adolfo Latz.
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MATERIAL EMETODO
Material

Para testar a eficiéncia do aparelho desenvolvi-
do, foram utilizados viérios tipos de amostras de ali-
mentos recebidas normalmente pelo Institiuto Adol-
fo Lutz para andlisc bromatolégica. Essas amostras
foram escolhidas em fungfo das dificuldades apre-
sentadas para a mineralizago da ratriz orglnica.

Equipamento

O sisterma proposto para ser utilizado na des-
truicdo da matéria orginica estd esguematizado
nas figuras 1 e 2. Trata-se de aparelhagem em vi-
dre, 4 base de borossilicalo, com seis aberturas
onde sfo inseridos baldes de Kjeldahl de 100 ml
de capacidade e frascos graduados, provides de
tomeiras, com conexBdes esmerilhadas, propor-
cionando a destruigio simuliinea de matéria
orginica em seis amostras, Em uma das extremi-
dades do sistema fechado estd conectado um fras-
co lavador com Agua e tendo como segmento uma
trompa de vécuo. Isto permite que a operagdo
seja acelerada, além de permitir que os gases li-
berados no processo sejam dissolvidos na dgua,

eliminando desta maneira, o use de uma capela
com exaustio, Do lado esquerdo do aparetho hd
uma valvala de seguranga e uma tomeira para
controlar o vicuo dentro do sistema.

Reagentes

Ijeridroi (30%) p.a.

Acido nitrico concentrado p.a.

Solugho de peridrol

Preparar wna solucic de peridrol, com édgua
desmineralizada, na proporgio de 2:1.

Métodeo

Pesar, com precisio de mg, cerca de 2 g da
amostra de alimento, previamente tricada e ho-
mogeneizada. Transferir quantitativamente para o
baldo de Kjeldahl, inserindo-o na aparelhagem e
iniciar a produglic de vicuo com auxilic da trom-
pa de vicuo. Através do funil graduade, situado
acima do baldo, adicionar & m! de &cido nitrico.
Iniciar o aquecimento brande do baldo por inter-
médio do bico de Bunsen sob tela de amianto,
Sucessivamente, adicionar lentamenie novas
aliquotas de 5 ml de 4cido nftrico e elevar o aque-
cimento até aproximadamente 350°C na su-

\ ,./

Figura 1 — Sistema digestor para destruigio de matéria crgnica. Vista frontal,
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Figura 2 — Sistema digestor para degtruicio de matérda orginica. Visla lateral,

perficie do aquecedor. Repetir a operagiio anterior
até que nova adigic de 4cido nitrico nio pro-
voque desprendimento significativo de éxido ni-
troso. Interromper o aguecimento ¢ adicionar len-
tamente ae baldo de Kjeldahl 5 ml da solugio de
peridrol. Apés alguns minutos, reiniciar o aque-
cimenio e conservd-lo até que o residuo fique
branco ou levemente amarelado. A interrupcic do
aquecimento visa cvitar a ocorrénciz de reagio
violenia. As guantidades de reagentes e o tempo
de digestfio variam com o tipo de alimento.

RESULTADOS

Os volumes de dcido nitrico e o tempo de di-
gestdo para a completa mineralizagio da amosira
variaram de acorde com o alimento testado, con-
forme resultados expressos na tabels 1,

TABELA 1

Volume de HNG, ¢ tempo de digesido necessdrios para
mineralizagao de amosiras de alimentos

Ameostra | Volume tolal de HNO, (mi) Tempo*
(min.}
Gelatina 20 99
Leite em pé 20 G0
Figado 15 S0
Came 20 126
Macarrio 20 S0
Café 20 80
Aroz 15 80
Feijio 13 160
Cenoura 10 30
Couve 10 30

* Tempe necessério para destruicio completa de ma-
téria orginica e para a evaporagio 1otal dos dcidos

até 4 obtencgio de wm residuo branco.
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DISCUSSAQ

Destes resultados conclui-se que o tempo
miximo para destruir a2 matéria orglnica das
amostras de diferentes matrizes foi de 120 minu-
tos, demonstrando eficiéneia e rapidez na sua
mineralizagio, E bastante adequado para andlise
de rotina quande se necessita de resultados
ripidos e confidveis,

O método proposto € adequadeo &s determi-
nagbes de metais pela maioria das téenicas
anaifticas usualmente empregadas, incluindo os
métedos eletroquimicos.

Foi verificado que a eficidneia do sistema

proposto depende do vicuo produzido pela trompa, a
qual deve ser de vidro e construida de forma conve-
niente. Mdximeo vicuo é obtido com alta vazie de
dgua.

E necesséric cuidade, por parte do analista,
quando se fizerem adigSes de reagentes so sisie-
ma ji aquecido, pois adigbes rdpidas podem pro-
vocar o trincamento do balfio com a consegliente
perda da amostra.

O tempo para esta operacio foi bem inferior
ap das outras técnicas uiilizadas rotineiramente,

tornando-a adequada & maioria dos laboratérios
por dispensar o uso de capela de exaustio.

RIALAG/GT6

SAKUMA, AM.; OLIVEIRA, 1.1V, ZENERON, O, TIGLEA, P. & SCORSAFAVA,
M.A, — Digestion system for destruction of organic matier in food analyses.
Rev. Inst. Adolfe Lutz, 49{2):179-182, 198¢,

ABSTRACT: It is proposed a simple system to desiroy organic matter by wet
digestion. Several kinds of foods were tested and the results showed that this method
is more efficient and faster than the conventional methods used for ashing organic
maiter in order io evaloate metallic contaminants in foods,

DESCRIPTORS: organic matter, digestion system for iis elimimation; foods,
oIganic matter destruction; metallic contaminants, determination in foods.
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DETERMINAGCAO DAS PRINCIPAIS CARACTERISTICAS
ESTRUTURAIS E QUIMICAS DA DROGA ANEMOPAEGMA
(VELL) STELLFELD (CATUABA)

Luzia Iiza Ferreira JORGE**
Vicente de Oliveira FERRO***
Alice M. SAKUMA**

RIALAG/GTT

JORGE, L.ILF.; FERRO, V.0 & SAKUMA, AM - Determinacic das principais
caracter{sticas estruturais e quimicas da droga Amemopaegma arvense {Vell}
Stelifeld (cawaba). Rev. Insi. Adolfo Luiz 49{2):183-191, 1989,

RESUMO: Anemopaegma arvense (Vell} Stelifeld ¢ caracterizada sob a apresentagio
de droga vegetal, desiacando-se sews elementos histolégicos mais caracteristicos,
frauvdes que ocorrem na comercializagio, elementos minerais de importincia
bromatoldgica, triagem de principios ativos e caracierizagio fisico-quimica do

extrato-fluido,

DESCRITORES: Ancmopaegma arvense (Veily Stellfeld, catuaba, Anemopaegma sp.

INTRODUCAO

As barreiras geogrificas impostas pelas
dimensBes do nosso pafs geram o fendmeno da
airibuigdco de um mesmo nome popular a
vegetais, sequer aparentados do ponto de vista
boténico. E, por ser tde freqiiente, nBo podemos
ignorar este fato; ao contrério, devemos estudi-
lo, esclarect-lo e apresentar dados gue propiciem
o seu julgamento. :

Ne caso da catuaba, observamos que ir8s espé-
cies predominam no comércio ¢ nas referéncias
p(}Pula_.resS,“,S.G.S.?.15.19.23.24-h

- Anemopaegma arvense (Vell) Stellfeld - Big-
nonidcea

- Erythroxylum catuaba A.J da Silva - Eritro-
xildcea

- Trichilia sp - Melidcea

Contudo, somente 2 primeira é considerada
droga oficial, estando inscrita na 1* edigZo da
Farmacopéia Brasileira®™,

A acho muscarinica dos extratos aguosos de
Anemopaegma arvense (Vell) Stellfeld foi primei-

ramente observada por HAMET™ ¢ por CLERC et
alii em 1937 gue, trabalhando isolada, porém si-
multaneamente, confirmaram a existéncia de efei-
to hipotensor e efeito bradicardizante em cobaias
¢ em cies submetidos 3 aglo da droga. '

Mais recentemente, MARKUS et alii’?® obser-
varam efeitos bifdsicos, isto €, efeitos pa-
rassimpatomiméticos, que foram revertidos,
observando-se¢ efeitos inotrdpicos e crono-
trépicos positives, gue foram bloqueados por pro-
pranolol, ou nio ocorreram em animais reserpini-
zados.

Os estudos quimicos cessaram desde 1911,
quando PECKOLTY encontrou dcidos resinosos,
substincia amarga, matéria gordurosa efe.

HYAKUTAKE & GROTTA™ MORRETES" ¢
SILVA®™? estudaram a anatomia do vegetal atra-
vés de cortes histoldgicos.

O objetivo deste trabalho é destacar carac-
teristicas anatdémicas ¢ quimicas que permitam a
identificag®o da espéeie apresentada sob a forma
de droga, isto é, pulverizada, triturada ou como
extrato-fluido®.

* Realizado na Divisiio de Bromatologia e Quimica do Instiuie Adolfo Lotz, Sio Paule, SP.

*%* Do Instituio Adolfo Luiz,

*¥¥* Do Departamente de Farmdcia. FCF. USP, 8jo Paulo, SP.
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MATERIAL E METODOS
Material

Anemopacgma arvense (Velly Stelifeld, coleta-
da no Estado de Mato Grosso, fol identificada por
confrontagio com exsitatas existentes no Ins-
tituto de Botinica de Sio Paulo. Esse material foi
dividido em partes afreas e subterriness e, apds
moagem, foi utilizado para o estudo proposto.

Caracterisiicas fisico-quimicas

Os exames das caracteristicas fisico-quimicas
efetuados no extrato-fluide da planta foram: den-
sidade (medida com picndmetro), teor alcodlico
(medido com aicoOmetro), indice de refragio™{me-
dido com refratdmetro) ¢ porcentagem de cinzas,

Os extratos-fluidos das partes aéreas e sub-
terrineas foram obtidos pelo processe A, descri-
10 na Farmacopéia Brasileira, 12 edigho®,

Andlise Mineral

A composi¢Ee mineral da amostra analisada
foi determinada empregando-se técnicas instru-
mental e volumétrica,

Preparacdo da amostra — pesar com exatidio
cerca de 10 g da amostra, previamente pulverizada
¢ homogencizada, em cdpsula de porcelana. Inci-
nerar cuidadosamente em bico de Bunsen até com-
pleta carborizagio e, em seguida, levar 4 mufla a
460°C até gue as cinzas fiquem brancas ou leve-
mente amarcladas, Esfriar, dissolver com 5 ml de
dcido nitrico concentrado p.a. e aguecer em chapa
elétrica para eliminar o excesso de deido. Transfe-
rir quantitativamente, com auxilio de 4gua, para
um baldo volumétrico de 50 ml e completar o
volume. Filtrar e analisar os minerass no filtrado.

METODOS
Os méiodos empregados para determinagio de
cdlcio, ferro, fdsforo e potdssic encontram-se
descritos nas Normas Analiticas do Institute
Adolfo Lutz', Para a determinacBo de magnésio,
foi utilizade o mesmo método para o cdleio, po-
rém a solugBo amostra foi previamente neutrali-
zada com hidréxido de sédio alé pH .
Determinagdo do manganés

Reagentes

Soluglo-padrio estoque de manganés, 1.000

* Warszwua, mod. RL 2-NR 1753,
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mg/l, preparada a partir de solugio ftitrisol
Merck.

Solucbes-padrio de wabalho de manganés, 0,2
mg/l, 0,5 mg/l e 1,0 mg/l, preparadas a partir da
solugdo-padrio estogue.

Equipamento

Espectrofotdmetro de absorgfio atdmica, mod.
460, Perkin Elmer, equipado com corretor de
deatério,

Condigbes experimentaiy — chama arfacetiieno,
fenda 0,2 nm e comprimento de onda 279,5 nm,

Procedimentio — diluir a solugio amosira 30 ou
100 vezes, em fun¢io da concentracio de
manganés presenie ¢ efetnar a leitura no espec-
trofotdmetro de absor¢io atdmica. Fazer as leitu-
ras das solugbes-padrio de manganés e do bran-
co.

Andlise fitoquimica
A triagem fioguimica foi procedida por DO-
MINGUES?. As estrutoras anatfmicas foram estu-

dadas com o emprego de microscopia Stica e de
corantes histoquimicos.

RESULTADOS

. Estudo anatémico das partes aéreas

As paredes das células epidérmicas (epiderme
superior e epiderme inferior) sio fortemente es-
pessadas (xeromorfismo) e coram-se intensa-
mente pela hematoxilina de Delafield. Ambas as
epidermes apresentam: paredes anticlinais retas ou
ligeiramente curvas (xeromorfismo) e cuticula es-
triada (xeroformismeo).

Confirmamos a ocorréncia de estdmatos e iri-
comas tectores na epiderme inferior. Na epiderme
superior hd tricomas glandulares conforme j4 ob-
servado por diversos anatomistasi®H202

Os tricomas tectores sfo pluricelulares, t8m o
dpice afilado ¢ recurvado, paredes espessas,
cuticula parcial ou inteiramente rugesa, podendo
também ocorrer lisa {figura 1). Esse tricoma é
mais facilmente observado em folhas jovens.

Na epiderme superior s#io encontrados cristais
esféricos de formatos bizarros, bem como pegue-
nos cristais prismaticos. Ambos os tipos de cris-
tals ocorrem em pequena quantidade.

Também sio observadas nas partes aéreas da
droga: [ibras celulésicas pontoadas, grios de
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FIGURA 1 — Anemopaegma arvense (Vell) Stellfeld - paries aéreas:
A - epiderme superior

B - epiderme inferior

C - wricoma glandular

D - uicoma tector.
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FIGURA 2 — Anemopaegma arvense {Vell} Stellfeld - partes adreas:
Fibras celuidsicas

Grios de amido ¢ cristais prismiticos

Céls. par, pont. - células parenquimiticas com ponteagdes
Els. vasos - clementos de vasos com pontuagies iransversais
Céls. lig. - células lignificadas do séber
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FIGURA 3 — Anemopaegma arvense {Vell) Siellfeld - partes subterrineas:
Fibras lig. - fibras lignificadas

Céis. lig. do stiber - células lignificadas do siber

Grios de amido

Els. vasos - elementos de vasos
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FIGURA 4 - Fibras da eritroxylicea comercializada como cam-
aha: fibras celuldsicas com pontuagbes e células amiliferas

amido de formato cirgular e diimetro de cerca de
8 m, e fibras amiliferas. As fibras pontoadas
destacam-se dos vasos pontoados por serem mais
delgadas, mais longas, e possufrem terminacio
em bisel (figura 2). WNas partes aéreas hd maior
gquantidade de fibras celulésicas do gue de fibras
lignificadas.

Estudo anatdmico das partes sublerrineas

Nas partes subterréineas, trituradas e descora-
das com solugfio de hipoclorite de sédio a 5%,
observa-se grande quaniidade de grics de amido,
fibras lignificadas e células lignificadas proce-
dentes do stiber.
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Grios de amido ocorrem em grande quantidade,
isolados, agrupados ou contidos em fibras,
constituindo fibras amilfferas. Ao seccionarmos
porgdes do caule e da raiz do vegetal, verifica-
mos que esse amido localiza-se tante na regido
do parénguima medular como na regifo do paréa-
quima xilemdtico {célulss, raios vasculares e fi-
bras xilemaiticas).

Células com lignificacdo muite peculiar, pro-
cedentes do sGber {o que se diagnostica através de
cortes), ocorrem nas partes subterrneas da plan-
ta. Essas células ocorrem isoladas ou agregadas
guando estudamos a droga fortemente triturada.
Suas paredes sdo delgadas, porédm seu protoplas-
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ma € impregnado de lignina, corando-se intensa-
mente pelz floroglucina cloridrica. O formato e
as dimensbes dessas células, bem como a delga-
deza das suas paredes, fazem com gue se asseme-
them as células parenguimaiticas. Somente o em-
prego de corante, essencial para essa diagnose,
permite o reconhecimento dessas células.

Estudo anatémico no recorhecimento de fraude
mais freqliente

Erythroxylum sp, oniundo da regiio Norte do
pafs, € o vegetal mais comumenie enconirado
sob a denominagio de catuaba, em substituicio i
espéeie oficial, em S3o Paulo.

Essa eritroxildcea é apresentada comercial-
menle como fragmentos fortemente avermethados
de cascas caulinares, O exame microscépico ou o
exame macroscdpico (visual), indiferentemente,
permitemn, répida e facilmente, a distingio com re-
feréncia aos fragmentos de Anemopaegma arvense
{Vell) Stellfeld. Apds triturar, descorar & montar
esses fragmentos caulinares entre lidmina e
laminula, sobressaem-se no campo microscépico
as fibras densa e caracteristicamente grupadas,
dispostas segliencialmente: fibras celulésicas, fi-
bras cristaliferas, e células parenquiméticas de
formato alongado, intercaladas e contendo grios
de amido (figura 4). Esses elementos histoldgicos
sfo muito peculiares, caracterizando assim a eri-
troxildcea do ponto de vista estrutural,

Estudo quimico

Os niveis dos teores dos minerais analisados
estdo listados na tabela 1.

TABELA 1

Niveis de minerais encontrados em Anemopaegma
arvense (Vell) Stellfeld (calewlados na base seca)

Triagem filequimica dos princiyios enconirados em
Anemopacgma grvense (Vell} Stellfeld

Principios ativos

Resultados

Alcaldides
Antraderivados

Compostos fendlicos (taninos)

Saponinas
Flavondides
Cumarinas
Quinonas
MNucleo esterdide

Testes negativos
Testes negativos
Testes positivos
Testes positivos
Testes duvidosos
Teste positivo
Teste positivo
Teste positivo

Minerais P. atreas* P. subterrineas”
g/ 100 {mg/100g
Magnésio 497 171
Potassio 464 253
Célcio 262 212
Fosfato 35 29
Manganés 31 15
Ferre 16 12

* Valor médio de duplicatas.

A triagem fitoguimica dos principios ativos
naturais, procedida segundo DOMINGUES!, em
amostras de 2 a2 3 g do pd da droga, revelou idén-
ticos resultados para as partes aéreas e sub-
terriiness. Esses resultados encontram-se expres-
508 na tabela 2.

Lactonas pentagonais

Testes positivos
2-desoxiagiicares

Teste positivo

TABELA 3

Caracterfsticas fisico-quimicas dos fluidos de
Anemopacgma arvense (Vell} Stellfeid

DeterminagBes P. afreas* | P. subterrineas®
Residuo seco (% p/p) 16,5 9,9
Densidade (25°C)

(% p/p) 0,9768 0,9652
Cinzas totais (% p/p} 0,85 0,65
Cinzas insoliveis em

dcido cloridrico (% p/p) | 0,23 0,123

Teor alcodlico (20°C) 35°GL, 32 G
pH 56 5,8

Indice de refracio (24°C){ 1,384 0,371

* Valor médio de duplicatas.

Com os extratos-fluidos obtidos foram reali-
zados testes de caracterizagiio fisice-guimica, cu-
jos resultados, médias de duplicatas, encontram-
se expressos na tabela 3.

DISCUSSAQ E CONCLUSOES

HYAKUTAKE & GROTTA, MORRETES" e
SILVA®™ ¢studaram a analomia do vegetal atra-
vés de cories histoldgicos. Com isse, prestaram
imporiante servigo quanto i clucidagfo da estratu.
ra anatGmica, arranjo e relagfio entre os dife-
renles tecidos dessa espéeie. Contudo, apds seca-
gem e pulverizaglic, os clementos histoldgicos
do vegetal se destacam, revelando novos deta-
thes, alterando o aspecto de estruluras mais
fragels, etc. Portanto, apesar de ter tido sua ana-
tornia estudada por tés eminentes anatomisias,
cerias caracteristicas histwldgicas foram original-
mente observadas por nds: freqiidneia relativa,
formato e dimensBes dos grios de amido; deta-
lhes de formato e de cuticula dos tricomas tec-
tores; formato, dimensdes relativas e peculiari-
dades das paredes e do protoplasma das células do
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stber, presenca de fibras amiliferas, fregliéncia e
lipos de impregnacio ocorridos nas fibras, reco-
nhecimento de adulteragGes.

MORRETES™ observou a presenga de um re-
bordo junto A fenda estomitica. Também descre-
veu em detathe a organizagio do tricoma glandu-
lar. MORRETES! ainda contestou HYAKUTAKE
& GROTTA™, empregando a denominacio genéri-
ca de esclerénquima para grupos de fibras que
aparecem envolvendo os feixes vasculares da ner-
vura central, que estes chamam de periciclo mul-
tisseriado fibroso descontinuo. Concordamos
com a diagnose de MORRETES"™.

HYAKUTAKE & GROTTA'? descrever a estru-
tura anatdmica secundiria da raiz, em que se des-
tacam cunhas de floema que se dispdem em conti-
nuidade com outro floema de localizaglo extemna,
ambos envolvidos por abundante parénquima e
grupos de fibras em séries conecéniricas. Os au-
tores relatam ainda que foi enconirada pouca
quantidade de grios de amjdo neste drgdo, com o
que nio concordamos.

A presenca de tricomas tectores apenas na
epiderme inferior pode ser racionalizada como
sendo este um elemenio de protegdo contra a per-
da de dgua por transpiracio estomética, problema

muito freqliente no cerrado.

Grios de amido siio mais abundantes nas
partes subterrfineas do que nas partes aéreas. O
formato e dimensdes desses grios de amido sfo
muito caracteristicos e lembram o amido de uma
esterculidcea de grande importdncia broma-
tolégica, Theobroma cacao (cacau).

Apesar de ser planta de cerrado, portante de
solo pobre, podem-se considerar de importineia os
teores de cdlcio, magnésio e poldssio encontrados,

Pela triagem fitoquimica, podemos inferir a
presenga de compostos fendlicos, esterdides,
saponinas e, talvez, também flavondides.

A caracterizagio do extrato-fluido déd-se atra-
vés dos seus parfimetros fisico-guimicos, uma vez
que ndc sio encontrades elementos histolégicos
nessa forma farmacéutica, devido ao processo de
filtracio & que & submetida.
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RESUMO: 165 cepas de Psendomonas aeruginosa, a maioria isoladas de sangue
de liquido cefatorraguidiano foram sorotipadas de acordo com o método de aglutinagio
em limina. Os sorotipos 0:6 e 0:11 foram 0s tipos prevalentes com 25,64% e
20,54%, respectivamente. O serotipo $:10 cansou uwm suto de meningite envolvendo
principalmenie criangas com menos de nm ano de idade, em 1974, na vigéncia da
epidemia de meningite meningocdeica na cidade de Sio Paulo. Dentre os sorotipos
foram enconirados 12 diferentes piocinotipos com predominéncia dos tipos 1,3 e 10
que correspondem s cerca de 90% das cepas tipadas. E importante o uso combinade
dos metddos de sorolipagem e piocinotipia para diferenciagio de cepas periencentes a

um mesmo Serokipe.

DESCRITORES: Pseudomonas aeruginosa, sorotipos, piocinotipos.

INTRODUCAO

A Pseudomonas aeruginosa representa um dos
mais importantes agentes de infecgBes noscco-
miais causadas por bacilos Gram negativos® %2,

Infecgdes em pacientes hospitalizados, por
estes patégenos oportunistas, tém atingido espe-
cialmente imunodeprimidos, queimados e recém-
nascidos prematuros. Estes microrganismos estio
também freglientemente associades & fibrose
cistica® 14 20. 24,

A multirresisténeis antibacteriana, freqliente
entre as cepas de P. aeruginosa, tem representado
um grande problema lerapdulico, principalmente
para os pacientes de risco-onde as infeccBes tém
geralmente graves conseqiiéncias como a menin-
gite, pnewmonia e bacteriemia com taxas signifi-
cantes de mortatidades?,

Os alimentos, prncipalmente os vegetais, a

dgua de nebulizadores, flores ¢ mesmo desinfe-
tantes tém sido incriminados como 08 mais co-
nuns reservatirios de P. geruginosa no meio am-
biente hospitalar!6 24 28,

Estudos epidemioldgicos de infecgdes hospi-
talarcs por P. aeruginosa foram realizados em
virios pafses, utilizande diferentes marcadores
tais como sorolipos, piocinotipos, padrBes de
resisléncia aos antibacterianos e fagotipos.

Relatos sobre ccorréncia de infecgbes sistémi-
cas por P, aeruginosa 1&m sido freqiientes em
nosso Mmelo] entretanto, somente a caracterizacio
de cepas através de scus diferentes marcadores
permite o estude da epidemiologia desta in-
feccio,

(O cobjetive deste trabalhe foi caracterizar as
cepas de P. aeruginosa de origem hospitalar, iso-
ladas no perfodo de 1974 a 1987, através de mé-
todos de sorotipagem e piocinotipia, e verificar

*  Realizado na Seclio de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, 830 Paulo, SP.

Do Institute Adoifo Lutz
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a possivel correlacio existente entre estes dois
sistemas de marcadores epidemioldgicos.

MATERIAL B METODOS
Cepas Bacterianas

Foram estudadas 193 cepas de P. aeruginosa,
sendo 88 isoladas de liquido cefalorraquidiano,
84 de sangue e 23 de outros materials como de
secrecio pulmonar, ponta de cateter. secrecio de
orofaringe, abscesso, secrecdo do ouvido, urina e
secregiio ocular. A caracterizagfo da espécie foi
realizada baseando-se nas caracterfsticas bio-
quimicas apresentadas no "Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology" *.

Método de identificagdo soroldgica

Preparao de antissoro — Os antissoros feram
preparados utilizando-se as cepas-padric de P. ae-
ruginosa recebidas do Departamento de Satide do
Estado de Nova York, Estados Unidos. Para o
preparo dos antigenos, as cepas-padrdes foram
cultivadas em dgar triptona de soja por 18-20
horas, a 30°C em estufa. O crescimento bacteria-
ro, ressuspenso em solucio fisiolégica, fol ague-
cido a 100°C, por 2 horas e 30 minutos e, a se-
guir, lavado 3 vezes com solugio fisioldgica
estéril. Os antfgenos, contendo aproximadamente
5 x 10'° bactérias por mi, foram inoculados por
via endovenosa, em coelhos albinos com peso

seperior & 2,5 kg, O esquema de imunizagio foi
iniciado com 0,25 ml, seguido de 0,5, 1,0, 1.5 ¢
2,0 ml, com intervalo de 4 dias entre as inocu-
lagdesl?. A sangria dos coelhos foi feita 3 a 4
dias apds a dltima inoculagio. Os soros, apds
adicdo de mertiolate a 1/10.000, foram conserva-
dos a + 4°C. A titglagiio foi feita em limina e as
reaches cruzadas foram eliminadas através de ab-
sorgiio. Dos 17 soros sométicos especificos ob-
tidos foram preparados guatro soros polivalentes
com as seguintes constituighes,

Sorc polivalente A: 0:1 + 0:3 + 07 + G:8
Soro polivalente B: 0:2 + &:5 + (.9 + 0:16
Soro polivalente C: (h4 + 0:6 = 0:10 + 0:13
+ 14

Soro polivalente D 0:311 + 0012 + £:15 + (217

Identificagdo soroldgica - As cepas foram
cultivadas em dgar comum por 18-24 horas a
30°C, em estufa, Suspensdes bacterianas densas,
em solugdio fisiclégica, foram testadas em
limina, inicialmente com os soros polivalenies
e, a seguir, com os monovalentes,

Método de piccinotipia segundo FYFE et aliit®
As cepas-padrBes indicadoras foram recebidas
do Departamento de Bacteriologia da Universi-

dade de Edinburgh, Escdcia, Gra-Bretanha.

As cepas a serem testadas foram iscladas em

TABELA 1

Distribuicdo dos soretipos de P. Aeruginosa segundo os materiais

Cepas Material
Total Sangue LCR Outros
Sorotipo

Ne % N % N % Ne %
g; 17 8,72 10 11,91 5 5,68 2 8,69
14 7,18 4 4,76 8 9,09 2 6,69
03 5 2,56 3 3,57 1 1,14 1 4,35
04 1 3,59 2 2,38 6 6,82 0 9,00
gg 15 7,70 6 7,14 7 7,65 2 8,69
07 8 50 25,64 31 36,91 12 13,63 . 10,44
3 5 2,56 2 2,38 3 3,41 0 0,00
010 2 1,03 1 1,19 1 1,14 0 0,00
o11 19 9,74 2 2,38 17 19,32 o 0,00
016 30 20,51 13 15,48 19 21,59 7 30,44
13 6,67 g 19,71 3 3,41 1 4,33
NP 8 4,10 1 1,19 6 6,82 1 4,35
Total 198 100,0 84 100,060 88 100,00 23 100,00

LCR = Liguido cefalorraquidianc.
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dgar Columbia (Oxoid) e incubadas por 18 horas,
a 37°C, Para cada cepa, 1 coldnia isolada em pla-
ca fol suspensa em 1 ml de solugHo fisioldgics,
de maneira a conter 105—10? bactérias/ml; oito
placas de Petri contendo 10 ml de dgar triptona
de soja foram inoculadas em forma de spot com 1
ml de cada suspensio. Apés um periodo de incu-
bagiio de 6 horas, & 30°C, o crescimento bacte-
riano foi inativade pela exposigio aoc clo-
roférmio por 15 minutos. A predugio de
piocinas foi verificada pela inibicdo das cepas
indicadoras semeadas sobre os spofs. Cads cepa
indicadora foi culivada em 2 ml de calde comum,
sem agitagdo, durante 4 horas e, & seguir, 0,1 ml
de cada cultura fol misturada 2 2,53 ml de 4gar
semi-sélido contendo 1% de peptona e 0,5% de
Agar, Cada indculo que continha uma das 8 cepas
indicadoras foi vertide sobre a placa contendo os
spots das cepas em estudo. A determinagiio dos
piocinotipos foi baseada ne perfil de inibico
das 8 cepas indicadoras.

RESULTADOS

A aplicacio dos métodos de sorotipagem e
pilocinotipia foram considerados isoladamente, e
também associados como partes de um sistema
combinado de tipagem.

Das 195 cepas, 95,9% foram classificadas em

11 sorotipos, sendo 0:6 e (:11 os mais
freqilentemente encontrados com 25,64% e
20,54%, respectivamente (tabela 1).

Asravés do méodo de piocinotipia 89,76%
das cepas puderam ser tipadas; foram encontrados
em grandes proporgdes os piocinotipos 1, 3 e
10, perfazendo cerca de 90% das cepas tipadas;
5,13% foram produtoras de piccinas, porém nio
classificdveis e 5,13% nio produziram piocinas
{tabela 2).

As associagBes entre sorotipos e plocinotipos
estdo demonstradas na tabela 3, Verifica-se 100%
de associacho entre os sorotipos (11 e piocino-
tipe 16, sorotipo 0:5 e piocinotipo 1 e sorotipo
0:10 e piocinotipo 1; 92,9% dos sorotipos (:16
sio piocinotipo 1; 87,5% dos sorotipos (:4 s@o
piccinotipo 10; 80% dos sorotipes &7 sdo
piocinotipe 1; 60% dos sorctipos 0:6 sio
piocinotipe 3 e 60% de 0:3 sfo piocinotipo 5.

DISCUSSAQ

Entre os bacilos Gram-negativos envolvidos
em infeccbes nosccomiais, P. aeruginosa tem se
destacado como um dos responsdveis pela ocor-
réncia destas infecgbes.

Nos estudos epidemioldgicos, a wutilizacgio de
marcadores tem coniribuide na detecgiio de fontes

TABELA2

Ditribuigdo dos piocinotipos de P. aeruginosa segundo material

Cepas Material
Totai Sangue LCR Gutros
Piccinotipe
N2 Do N7 T N2 % Ne %

1 74 37,98 26 30,95 42 47,73 [ 26,08
3 34 17,44 19 22,62 G 16,23 6 26,08
5 3 1,54 z 2,38 - - 1 4,35
6 & 3,08 3 3,57 2 2,27 1 4,33
10 48 24,62 16 ,05 25 28,40 7 20,44
22 1 0,51 - - 1 1,14 - -
23 1 0,51 - - 1 1,14 .
33 3 1,54 H 19 1 i,14 1 4,35
35 1 0,51 i 19 - - - -
45 2 1,02 2 ,38 - - - -
50 1 0,51 1 19 - - - -
76 1 0,51 i ,19 - - - -
NC 16 5,13 5 ,95 4 4,58 1 4,35
ot 16 5,13 7 ,34 3 3,14 ~ B
Total 195 100,00 84 100,00 88 100,006 23 166,00

NC = Nio classificados.
NP = Nio produtoras.
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TABELA 3

Associagdo entre sorotipos e piocinotipos de P. aeruginosa

Cepas Tipos de Associagio
Sorotipe N Sorotipos/piocinotipos Ne %
01/Np 9 52,54
[} 17 GI/NT 5 29,41
01/p.22 1 5,88
G1/7.33 2 11,77
02 14 oz/p.1 13 92,86
02/P.3 i 7,14
03 5 Q3/P.5 3 60,00
03/P.35 H 26,00
G3/P.23 1 20,66
04 g 04/P.10 7 87,50
04/P.1 i 12,50
05 i5 05/P.1 15 100,00
05 36 06/P.3 30 60,00
06/P.6 6 12,00
O6/NT 3 10,00
06/P.1 4 8,60
06/P.45 2 4,60
06/P.76 H 2,00
06/P.33 1 2,00
06/P.50 1 2,00
07,8 5 07,8/P.1 4 80,00
07,8/P.10 H 20,00
09 2 09/P.1 2 100,00
010 19 QLO/P.1 39 160,00
011 39 011/P.10 39 100,00
016 13 016/P.1 12 92.31
016/P.3 1 7,69
NT* 8 NT®2.1 4 50,00
NT/P.3 2 25,00
NTA#.10 1 12,30
NI/NP 1 12,50
Fotal 193 195 109,060
NC = Nio tipgvel.
N = Nio produtora,

de contaminaciio e modos de disseminagio da P,
aeruginosa em ambientes hospitalares. Diferentes
sistemas t2m side milizados para tipar estes mi-
crorganismos e, enire eles, a sorotipagem e a

piccinotipia  tém sido  amplamente utili-
zadas 3588,12,13,26

O método de identificagiio soroldgica, baseado
no estudo dos antigenos somiticos, diferencia
atualmente as cepas de P.aeruginosa em 17 soro-
tipost?; os sorotipos 0:6 e 0:11 tém sido relata-
dos como alguns dos mais freqiientemente isola-
dos de casos de infeccdes * ¥ 25 faro este
observado também entre as cepas incluidas neste
estudo, Isoladas na sua grande maioria de cascs
de septicemia e meningite,
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Como microrganisme oportunisia, gqualguer
sorotipo pode ser a causa de surtos de graves in-
fecgtes como foi observade por nés com o soro-
tipo 0:10, responsdvel por vérios casos de me-
ningite, acometendo principalmente criangas
meneres de um ano, ocorride em um hospital de
S3o Paulo, em 1974, durante a epidemia de me-
ningite meningocdcica.

O méiodo da piocinotipia, utilizado isclada-
mente on de forma associada & sorolipagem, intro-
duziu mais um importante marcador epidemioldgico
na caracierizacio de cepas de P, aeruginosa. Estudos
com sistemas combinados revelaram que algumas
asscciaghes existem entre determinados sorotipos
com tipos piocifnicos especificos! %728,
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As associagBes que foram encontradas entre
sorotipos e piocinotipos foram sigaificantes,
uma vez que pudemos verificar que cepas perten-
centes a um mesmo sorotipo podem pertencer a
piocinotipos diferentes. Assim, verificamos que
a maioria das cepas, sorotipo 0:6, que foi o mais
freqitente enire nds, estd associada ao pioeinoti-
pe 3 e o restanie das cepas estd dividido entre
ouiros piocinotipos, tratando-se portanto de ce-
pas diferentes. J4 a ocorréncia de 100% de asso-
ciagBo entre um sorotipe e um piocinotipo su-
gere tratar-se de uma mesma cepa, como oCorTe
com os sorotipos §:11 e piocinotipo 10; soroti-
po 0:5 e piocinotipo 1 e sorotipo 0:10 com pio-
cinotipo 1. Portanto, a caracterizaglo de cada um

dos 11 sorotipos em diferentes piocinotipos
mostra a importincia da utilizagcio conjunts
destes dois métodos de tipagem.
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ABSTRACT; 195 Pseudomonas aeruginosa sirains, most of them isolated from

blood and cerebro spinal fluid cultures, were serotyped by slide agglntination test, The
serotypes (:6 and 0:31 were the prevelent types with 25,64% and 20,54%
respeciively, The serotype 0:10 cansed a memingitis outbreak involving maily
children less than one year of age, in 1974 during meningococcal epidemic in S3o
Paglo City, By Fyfe piocina typing method, 12 plocine types were disclosed among
the serotypes with the predominance of pyocine types 1,3 and 10 that accounted for
almost 90% of all typed strains. It's stzessed the combined vse of the serological and
pyocine typing method in order to differenciate isolates belonping to the same

scrotype.

DESCRIPTOR: Pseudomonas aeruginosa, serotypes, pyocine types.
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RESUMO: Nos meses de janeiro & margo de 1983 ¢ de 1984 ocorreram
sucessivamoenie duas epidemias de conjuntivite hemorrdgica aguda (C.HLALY no Estade
de Sfo Paulo, a primeira atingindo exclusivamente a2 drea litorinea e a segunda, mais
extensa, abrangendo tambem regides do planalio, A presente investigagfio apresenta
dados scbre aspectos etiolégicos da epidemiz de CILA. ocormida em 1984, Foram
examinadas amostras pareadas de soro de 73 pacientes para a pesquisa de anlicorpos e
amostras da sceregio conjuntival de 179 casos com C.H.AL, parz & tentativa de
isolamento de virus provenientes de difercntes regibes do Estado de S&o Paulo. Houve
conversdo soroldgica em 45,2% dos 73 pacientes examinados & presenca de
anticorpos especificos para EV-70 som conversio sorclégica em outres 192%. As
proporgbes mais elevadas de casos positives situaram-s¢ entre pacientes malores de
20 anos, com taxas de 70,6% para o grupo etirio de 20 a 29 anos, de 35,6% na faixa
de 30 a 39 anos & de T2,7% em malores de 40 anos. Foram isoladas de amosiras de
secregio conjuntival 7 cepas de adenovires, 1 de herpes-simples e 1 de EV-T0.
Neshum dos soros pareados examinados foi positive para adenovirus e, nos casos em
que esses virus {oram isolados, nio fol possivel obter soros pareados para a
comprovagio sorojdgica de infecgfo. Os resultados obtidos confirmam a participagie
de EV-70 nessa epidemia, Ndo foram identificadag complicagbes neurclogicas
associadas 3 infecglio pelo EV-T0,

DESCRITORES: emerovirus-70, conjuntiviie hemorrigica aguda, agente

etioidgico.
INTRODUCAO acompanhada de hemorragia subconjuntival.
Manifestaces sist@micas sdo pouco significati-
A conjuntivite hemorrigica aguda (C.H.AL) de- vas e a cura ocorre enlre o 4° e o 7% dia de
scrila pela primeira vez em GHANA, Africa, em docnca. Apresenia alta transmissibilidade e o
196919, caracteriza-se clinicamente por uma con- periodo de incubagio ¢ curte, sitvando-se em lor-
juntivite exsudativa, dolorosa, freqlientemente no de 24 a 48 horas. Comporta-se na comuni-

* Reallzado no gervico de Virologia do Institsto Adolfo Lutz, Sic Paulo, SP.
¥ Do Institnte Adolfo fuz
*&kp Viens Reference Laboratory, Colindale, Londres, Gra-Bretanha (in memorian).
*** Virus Reference Laboratory, Colindale, Londres, Gri-Bretanha.

199



TAKIMOTO, S.: WALDMAN, E.A,; PEREIRA, M.S.; ROEBUCK, M.G.; ISHIDA, M.A,; PAIVA, TM.,; GERBI, 1.7
MELLES, H.H.G.B. & ISHIMARU, T. -— Investigago etiol6gica em casos de conjuntivite bemorrigica aguda
em regibes do Esiado de S3o Paulo, Brasil, 1984, Rev. Inst. Adolfo Lusz, 49(2):199-205, 1989,

dade, na maioria das vezes, sob forma de epide-
mia de infcio abrupto.

Em 1970, uma epidemia de CH.A. atingiu
Singapura, durante a qual foi isolado um picor-
navirus, classificado como variante do coxsa-
ckievirus A-24 (CA-24)5. No ano seguinte, no-
vas epidemias de C.H.A. sfo identificadas em
diversas regides da Asia ¢ outro picornavirus, até
entio desconhecido, é isolado, recebendo a deno-
minagdo de enterovirus-70 (EV-70)81213,

Sabe-se hoje que & C.H.A. pode ser causads
por esses dois enterovirus e, ainda, com menor
freqiiéncia, pelo adenovirus tipo 11, que tem sido
isolade durante algumas epidemias em que pre-
dominou o EV-7013,

A introdugio da C.H.A. no Brasil ocorreu em
1981 com epidemias atingindo os Estados do
Pard, Amazonas e territorio Federal do Amapé“'”.
Entre o final de 1982 e o inicic de 1983,
episédio semelhante ocorre no Estado de Mato
Grosso, comprovando-se a participacio de EV-
70%¥, No verdo de 1983 esse agravo é identifica-
do pela primeira vez no Estado de Sdo Paulo,
acometendo sua drea litorfnea, especialmente a
Baixada Saniista. A investigacdo etioldgica des-
sa epidemia ndo fol conclusiva por dificuldades
operacionais.

A presente pesquisa tem por objetivo estudar
aspectos eticldgicos da segunda epidemia de
C.H.A. ocerrida no Estado de Sio Paulo, abran-
gendo ndo sé o litoral, mas também regides do
planalto.

MATERIAL E METODOS

No periodo de janeiro a margo de 1984, as au-
toridades sanitdrias do Estado de Sio Paulo rece-
beram netificagles de epidemias de C.H.A. nas
regides da Grande S3o Paulo, Baixada Santista,
Sorocaba, Campinas, Ribeirfo Preto e Vales do
Ribeira ¢ do Parafba.

Com o objetivo de conhecer o agente
cticlégico dessas conjuntivites, providenciou-se
o envio, ao Servigo de Virologia do Instituto
Adolfo Lutz (FAL), de 73 amostras pareadas de
soros, e secrecho cenjuntival de 179 pacientes
atingidos pela moléstia.

As secrecles conjuntivais foram colbidas as-
septicamente de pacientes na fase aguda da
doenca, imersos em meio de transporte GLY (gli-
cose, lactoalbumina, extrato de levedura) enca-
minhades imediatamente ao laboraidric a 4°C
onde foram estocados a -70°C, até serem inocula-
dos em cultura de céhulas.
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A primeira amostra de sangue foi colhida na
fase aguda da doenga ¢ a segunda cerca de 20 dias
apés. O sangue foi adequadamente centrifugado e
o soro armazenado a -20°C.

Para a tentativa de isolamento do virus, a se-
crecio da conjuntiva foi inoculada em cultura de
células BHK-21, HEp2, Vero e MDCK com leitu-
ras a cada 2 dias para verificaclio de efeito ci-
topdtico. Apés 14 dias em observagio, foi feita
a segunda passagem cega, seguida de terceira pas-
sagem apds 14 dias, De 10 amostras de secrecio
conjuntival de doentes, foram enviadas alfquotas
ao "Virus Reference Laboratory”, Colindale, Lon-
dres, Gra-Bretanha, para 2 tentativa de isolamen-
to onde seria utilizada MRC-5, cultura de células
mais sensivel & multiplicagio do enterovirus 70.

Para a pesquisa de anticorpos especificos para
EV-T0 foi utilizada a téenica de microneutrali-
zagio. O EV-T70 (gentilmente cedide pela Dra.
Margueritte S. Pereira, do "Virus Reference La-
beratory”, Colindale, Londres, Grd-Bretanha),
utilizado como antigeno, foi replicado em cultura
de células BHK-21 e iitulado pelo método de
REED ¢ MUENCH™. A reagfio foi efetuada em mi-
croplacas de poliestireno, fazendo dilnigdes
seriadas de 25 Wi de soros em duplicatas a partir
de 1/8 a 1/128 aos quals foram adicionadas 100
TCP 30/25 pl de virus. Apds a incubagio por 1
hora a 37°C adicionou-se & suspensfo de células
(100.000 cel/50 pl) em meio de Eagle com 5%
de sorc de galinha. Posteriormente, as placas
foram mantidas em estufa a 35°C e felas leituras
disrias ao microscépio. A aunslacia de efeito
citopético ne pogo contendo soro mais virus,
guando o controle de virus apresentava um titulo
de 32 a 100 TCD50 na titulagdo simultinea, foi
considerado como positivo. A elevagio de 4 ve-
zes ou mais no Hiule de anticorpes na segunda
amostra de soro, quando comparada com a pri-
meira, foi conmsiderada como conversic so-
rolégica positiva.

Para a detecgiio de anticorpos para adenovirus
foi utifizada z reagio de fixagio do compiemento
pela microtéenica j& descrita anteriormente’.

RESULTADOS

Foram examinadas amostras pareadas de soros de
73 pacientes residentes nas regides da Grande Sdo
Paulo, Baixada Santista e Vale do Paratha, verifi-
cando-se conversio sorolégica em teste de neutrali-
zagio para EV.70 em, respectivamente, 25% e
66,7% <os casos, ohservada a mesma ordem de ori-
gem (tabela 1), Obsexvou.se também a presenga de
anticorpos newiralizantes sem conversdo soro-
I6gica em 20,5% < 18,2% dos pacientes das regides
da Grande Sio Paulo e da Baixada Santista, respec-



TAKIMOTO, S.; WALDMAN, E.A.; PEREIRA, M.S,; ROEBUCK, M.O,; ISHIDA, M.A.; PAIVA, TM.; GERBI L3,
MELLES, H.H.G.B. & ISHIMARU, T. — Investigacio etiolégica em casos de conjentivile hemortégica aguda
em regides do Estado de S3c Paulo, Brasil, 1984. Rev, frst. Adolfo Luwiz, 4%(2):199-205, 1989,

TABELA 1

Anrticorpos neutralizantes para enterovirus-70 em soros de pacientes com C.H.A.
em regides do Estado de Sdo Paulo, Brasil, 1984

Soros parcados
Pogitives Negativos Total
Regides com sem
conversao conversio

N (%) Ne (%) N2 (%) N ()
Grande Sio Paulo 10 {25%) 8 (20,5%) 21 (33,8%) 3G (100%)
Baixada Santista 22 (66, T%) 6 {18.2%) 5 (15.1%) 33 (100%)
Vale do Paratba 1 (100%) B — 1 {100%)
Total de
amosiras 33 {45,2%) 14 (19,2%) 26 {35,6%) 73 (100%)

* Dos 39 paciemes, 32 eram escolares na faixa etdria de 7 a 14 anos, dos quais 6 (18,7%) apresentaram
conversdo sorelégica para EV-70 e em 9 (28,1%) verificon-se presenga de anticorpos nas duas amostiras.

TABELAZ

Anticorpos neutralizantes para enteroviris-70 em soros de pacientes com C.HA.
em regides do Estado de Sde Paulo segundo a faixa etdria. 19584,

Anticorpos neutralizantes em soros pareados
Positivos Negativos Tatal

Faixa etdria com sem
(anos) conversac conversio

N (%) Ne{%} N (% N (%)
-4 - - - -
39 4 (30,8%} 1 (L&) 8 (61.3%) 13 (100%)
16-19 4 (17,4%) 6 (26,1%) 13 {56,5%) 23 (100%)
20-29 12 {70.6%} 3 (176%) 2 (118%) 17 (100%)
30-39 3 {53,6%} 2 (22,2%) 2 (22.2%) 9 (160%)
= 40 8 (72,7%) 2 (18,2%) 1 (9.1%) 11 (100%)
Total de :
amostras 33 {45,2%) 14 (19,2%) 26 (35,6%) 73 (100%)

tivamente {(tabela 1).

Vale salientar que dos 39

sorolégica variou entre 7,7% no grupo etdrio de

pacientes estudados na regiio da Grande S3o Pau-
lo, 32 eram criangas da faixa etdria de 7 a 14
anos que freqlientavam escola de primeiro grau,
localizada em drea periférica do Municipio de Sio
Paulo, onde ocorrera uwm surto de C.H.A. Destas
criangas, (18,7%) apresentaram conversio so-
rolégica para EV-70 e em outras 9 {28,1%) veri-
ficou-se a presenga de anticorpos neutralizantes
especificos j4 na primeira amostra sem a corres-
pondente conversio soroldgica.

Na tabela 2 observa-se que as faixas eidrias
que apresentaram majores taxas dé conversio so-
rolégica foram aguelas situadas acima de 20 anos
de idade com freqiténeias variando de 55,6% a
72,7%. A propor¢io de individuos que apresenta-
vam anticorpos neutralizantes sem conversio

5 a9 anos e 26,1% no de 10 a 19 anos.

Processaram-se 179 amostras de secregio con-
juntival origindrias de 7 diferentes regides do EHs-
tado na fentativa de isolamento de virus. Em 9
delas foi possivel o isclamento, sendo 7 ade-
novirus, 1 herpes simples & um 1 EV-70, este
dlitmo obtido de paciente residente na Baixada
Santista, regifio litorinea do Estado (fabela 3). O
EV.-7G fol isolado a partir de uma das 10 amos-
tras da secreclio enviadas ac "Virus Reference La-
boratory”, Colindale, Londres,

Em 43 das 170 amosizas apresentadas na fa-
bela 3 como negativas, verificaram-se alteragbes
nas células BHK-21, porém n3c fol possivel
comprovar a presenca de virus.
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TABELA 3

Isciamento de virus a partiv de amostras de secregdo conjuntival de pacientes com CHA,
de regides do Estado de Sdo Paulo, Brasil. [984.

T
Virus isolados '
Regides DS EV-70 Negatives i Toai
Grande Sio Pavlo 3 1 - & ! 90
Sorocaba ) ) i 4 ! 4
Baixada Santisia R _ 1 57 I 58
Campinas i i 3 3
Ribeirdo Preto i ) ) 3 ! 3
Vale do Paratha 1 R ) 6 i 7
Vale do Ribeira 1 i i 11 ! 12
Total de W
amostras 7 1 1 170 1 179

AD - adenovirus.
HS - herpes simples,
EV-70 - emterovirus 79.

Nio fol identificada nenhuma afccgfio neu-
rolégica aguda no grupo de pacientes incluidos
na presente pesguisa.

Resclio soroldgica de fixagie de complemento
realizada nesscs mesmos soros pareadoes nio
detecton conversiio soreldgica para o grupo dos
adenovirus. Lamentavelmente, nfo foram coleta-
dos soros pareados de 7 pacientes dos quais
foram isolados adenovirus.

DISCUSSAO

Os EV-70 ¢ CA-24 constituem hoje amplo e
interessante cammpo para estudos mulii & interdis-
ciplinares, fato que pode scr facilmente
identificivel & luz dos conhecimentos jd
disponiveis.

Ambos 08 virus emergiram, como patogéni-
cos & populagdo humana, pralivimente na mesma
época e lugar, determinando iddntica doenga, a
C.H.A. Diferem, porfin, quanic a determinados
aspecios do  comportamentio  clinice-
epidemiolégico, merecendo destagque a associagiio
do EV-70 com afecclos neurolfgicas agudas
numa proporgdo estimada de 1/10.000 casos de
CH.A. ¢ a0 fato desse virus determinar, periodi-
camente, verdadeiras pandemias, enquante o CA-
24-Y nlo ocasiona guadros paraliticos e alinge a
populagis causando epidemias localizadas, Am-
bos pertencem i [amilia Picornaviridae, porém
sdo dislintos quante s suas caracteristicas imu-
nogénicas e de estrutura molecular, existindo a
possibilidade de que o EV.70 consiitua, na rea-
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lidade, nfo um Gnico virus mas um grupo de virnis
relacionados®®?,

A origem e a forma pela gual esses dois virus
introduziram-se na populagio humana é desco-
nhecida. Existerm evidéneias obtidas por meio de
levantamentos soroldgicos de gue ambos teriam
emergido, 4 semelhanga do que ocorre com o
virus da influenza, provavelmente por mutacio de
virus animais, entre cles de galos e porcos®,

O EV.70 comporta-se de forma diferente dos
demais enterovirus, uma vez que se replica em
culturas de c¢élulas nio originadas de primatas®®,
o que reforga a hipdtese de ter sua origem em po-
pulagiies animais.

O isolamento do CA-24 & mais ficil do que o
EV-70, podendo ocorrer em cerca de 40% das
amoestras quando inoculado em cultura de células
Hela, Hep-2 ¢ HLF. O EV-70 é um virus de dificil
isolamento, com possibilidade de algum sucesso
quande a amostra ¢ colhida nas primeiras 24 ho-
ras de doenga, citando-se enlre as linhagens celu-
lares mais sensiveis fibroblasto de pulmio de
feto humano. Algumas cepas de CA-24 determi-
nam paralisizs em camundongos recém-nascidos,
fato nio verificado para EV-70.

Tem sido salientade que EV-70 foi isclade
com alguma freqliéneia durante as pandemias de
C.H.A. ocorridas na década de 70, enquanto que
raros 1&m sido os isolamentos desse virus a par-
tir de 1980°%, apesar da sua patlicipagdo ter sido
comprovada sorologicamente em diversas epi-
demias ocorridas em diferentes continentes. Essc
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comportamento ¢ explicado como decorrente da
imunidade conferida & populacio por infecgbes
anleriores, o que delerminaria a neutralizagio do
virus, dificultando ou impedindo o seu isolamen-
to, Essa hipdtese nio se mostra consistente, ao
menos em relagio as Américas, pois este conti-
nente {oi atingido pelo virus somente a partir de

1979 ¢ o nimere descrito de isolamentos € res-
trito 1 H6814,16,47,23

As dreas mais vulnerdveis 4 CJIHLA. sdo as
regibes tropicais, geralmente em sua porgdo li-
tordnes, com alta densidade populacionzl e con-
di¢hes de promiscuidade e de higiene inadequadas.
Determinadas caracter{sticas do ambiente, como a
alta temperatura e a umidade relativa do ar eleva.
da, favereceriam a disseminsgio do EV-70 e do
CA-24-V. No entanto, isto nfo impediv que
regides de clima frio e distantes do litoral fos-
sem atingidas®,

Analisarido os resultados da presente pesquisa,
verificamos a conversiio soreldgica para EV-70
em 66,7% e 23% dos casos estudados, respecti-
vamente, na Baixada Santista e na regifio da
Grande Sio Paulo, resultado gue nos permite con-
firmar a participacio desse wirus na epidemia de
C.H.A. ocorrida em diversos pontos do Estado de
S3c Paulo, durante o verdo de 1984,

Os 19,2% de individuos com anticorpos para
EV-70 sem conversic soroldgica e, especial-
mesnte, os baixos titulos verificados entre eles,
sugerem 4 possibilidade de uma infeccdo anterior.
Essa informaglio, acrescida de concomitiincia da
epidemia ocorrida no verc de 1983, no litoral
do Estado de Sio Paulo, com episddio seme-
thanie em Mato Grosso'®, onde foi confirmada a
presenga de EV-70, e da identificacdo, no mu-
nicfpio de S3o Paulo, entre margo e julho de
1983, de casos de C.H.A. associados b infecgiio
por esse virus, torna consisiente a hipStese de
que a primeira epidemia de C.H.A., ocorrida no
Estado de S%o Paulo em 1983, resuliou da circu-
lagio do BV-T70H14

Cabe salientar que dos 39 individuos examina-
dos, residenies na regifio da Grande S3o Paulo,
32 eram estudantes de uma tinica escols de pri-

meire grau, localizada na drea periférica do mu-
nicipio de S&o Paulo, onde ocorren um surte de
CH.A. A idade dessas criengas, variando entre 7
e 14 anos, pode explicer a baixa taxa de casos
positivos para EV-70, pois esta faixa etdria apre-
senta menor risce de infecgio por esse ente-
rovirus,

A distribuigio dos pacientes que apresentaram
conversdo soroidgica, segundo faixa etdra, &
compativel com aquela relatada na literatura. No
entante, ressalta-se o fato de essa mesma dis-
tyibuigdo, entre os individuos com anticorpos
mas sem conversdo soroldgica, nio apresentar
taxas de positividade dentro de um parimetro
proporcionaimente semelhante, especialmente a
partir do grupo etdrio acima de 18 anos.

0O resultado talvez mais notdvel da presenie
investigagic diz respeito ao isolamento de uma
cepa de EV-70 de paciente residente na Baixada
Santista. Esta foi a Udnica vez, no Brasii, em que
esie virus foi isclade cnire as poucas relatadas na
literalura americana nesta déeada, comprovando
de forma insofismaivel a introduglo deste agente
em nosse continente. O fato de ter sido isolada
uma Gnica cepa em 179 amostras examinadas
pode ser explicado, em parte, porque a coleta da
amosira ndo foi, muitas vezes, efetuada nas pri-
meiras 24 horas da doenca ¢ falvez por probie-
mas de conservagio no transporte da amostra.

As dificuldades operacionais para o isclamento
do EV-70 e para obtenclic em condigdes adequadas
de amosiras pareadas de soro para iestes de neu-
tralizacdo evidenciam a necessidade do descnvol-
vimento e padronizaglo de téenicas imunoen-
zimdticas e de imunofluorescéneia para a
demonstragio de anticorpos especificos da classe
IgM™. Tais imunoglobulinas podem ser detectadas
até 4* semana apds © infcio da doenca em grande
nimero de pacientes atingidos pela C.H.AL

Aspectos importantes da clinica e epidemiolo-
gia do EV-70 sinda pouco estudados dizem
respeito As complicagles neurolégicas associadas
A infecgdic por esse virus, a0 seu comportamento
nas fases "silenciosas” da C.H.A. e, por fim, aos
fatores que desencadeiam as epidemias® 2,
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PAIVA, T.M.; GERBI, L.J.; MELLES, HH.G.B. & ISHIMARY, T. - Etiologic
study of scute haemorthagic conjunctivitis in regions of Sio Paulo State, Brasil,
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ABSTRACT: Epidemics of acute haemorrhagic conjunctivitis occurred in the Sio
Paulo State limited to the sea coast areas in 1983 which was succeded by epidemics
in other regions of the siate in 1984, The present investigation presents data on the
etiplogical aspects of conjunctivitis during the epidemic of 1984.Paired sera of 73
cases and conjunctival swabs of 179 patients living in different regions of 83o Paulo
state were examined for respectively, serology and virws isolation attempls.
Neutralization lest detected serologic conversion for EV-70 in 452% of patients
examined while 19,2% had antibodies in the acute phase sera. Persons older than 20
years were the most affected by the viras. The proportion of positive cases in the age
groups of 20-29, 30-39 and older than 40 were respectively, 70,6%, 55,6% and
72, 7%. Adenovirus, herpes simples and EV-70 were isolated from the conjunctival
secretion of seven, one and one paticnts, respectively, Despite adenovirus have been
isolated of higher aumber of cases scroiogic lests did not detect any adenoviral
infection, due to the unavailability or paired sera of persons from which adenoviruses
were isolated, The results obtained confirm the participation of EV-70 in the epidemic

of 1984, During this perdod no evidence of neurological diseases were registred.

DESCRIPTORS: enterovimus-70, acute haemorrhagic conjunctivitis, etiologic

agent,
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RESUMO: 22 cepas de Flavebacterium meningosepticum, sendo 19 isoladas de
liguide cefalorraguidianc, 2 de sangue e 1 de secreglo tragueal, de diferentes
procedéncias, foram sorotipadas por aglutinagio em ldmina, wtilizando soros
somiticos especificos, preparados segundo ¢ méiodo descrite por RICHARD et alil, As
cepas, isoladas na sua grande meioria de criangas recém-nascidas, foram classificadas
em 6 sorotipos, sendo o sorotipo C o mais freqlenie, segueido de F, B, D, He O. A
meningite ncenstal, embora de ocorréncia rara, ¢ umae doenga de alta letalidade que
deixa graves seqticlas. A caracierizagio das cepas responsdveis pelos surtes epidémicos
ocorridos nos diversos paises tem sido realizada pela identificacBo dos sorotipos, que
s@o principals marcadores cpidemiclogicos de F. meningosepticum.

DESCRIPTORES: Flavobacterium meningosepticum, sorotipos, meningiie

necnatal.

INTRODUCAD

Bacilos Gram negativos, aerébios estritos,
anferiormente conhecidos como Grupo Ila até
a sua classificagio como F. meningosepticum,
proposta por KING em 1959'%, estic
presentes no seolo, dgua e ambiente hospita-
lar. Caracterizam-se por serem sensiveis aos
antibidticos normalmente utilizados nas enfer-
midades por bactériss Gram positivas, sendo
sobretudo sensiveis & eritromicina ¢ & vanco-
micinal 131618, A principal infec¢fio causada por
este agente estd relacionada & meningite em
recém-nascidos ou prematuros. Surtos epidémi-
cos de meningite ncenatal, que se caracleriza
por apreseniar alta taxa de mortalidade e deixar
graves seqiielas, foram descritos por virios au-
tores em diferentes pafsesh®TBILIBERE oy
que o primeiro caso de meningite por F. me-
ringoseplicum em prematuros fol deserito em

1944 por SCHULMAN & JOHSON?. Infecgtes
em adultos s&c mais raras, atingindo principal.
mente pacientes debilitados, caracter{stica co-
mum e bactérias oportunistas, Entre as in-
fecgdes relatadas em adulios, estfio descritos

casos de pneumenia?? Dbacteriemia pds-
operatéria®!’, meningitell 12 1415 ¢ infecglio
cutfnea’,

A homogeneidade de caracteres fenotipicos ¢ a
falta de marcadores cpidemioldgicos para
diferenciacio de cepas de F. meningosepticum,
tornam a sorotipagem um método de importéncia
primordial no estudo de infecgBes causadas por
este microrganismo. Com objetive de determinar
os soretipos prevalentes no nosso meio, foram
estudadas as cepas de F. meningosepticum, a mai-
oria isolada de lignido cefalorraquidiano, através
da sorcagintinagio em 1&mina.

*  Realizade na Se¢lio de Bacieriologia do Instituto Adolfo Lutz, Siie Paulo, SP.

** Do Instimzo Adolfo Luiz,

207



VAZ, TML; IRINO, K; CALZADA, C.T. & GONCALVES, C.R. - Caracterizacio sorolégica de Flavobacterium
meningosepticum. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 492207211, 1989,

MATERIAL E METODOS

Cepas bacterianas — Foram estudadas 22
cepas de F. meningosepticum, sendo 19 isoladas
de lfguido cefaiorraguidiano, 2 de sangue e 1 de
secrecio traqueal, que na sua maioria foram
procedentes das cidades de Sio Paulo (SP) e Ri-
beirdo Preto (SP); as outras foram recebidas de
Taubaté (SP), de Porto Velho (RO), de Brasilia
(DF) e de Floriandpolis (SC). Para a identificagio
da espécie foram utilizados os caracteres gue
constam do Bergey's Manual of Systematic
Racteriology®.

Métodos de identificacdo bioguimica

Para a definicio deo género e classificagho em
espécie, foram observadas as caracterfsticas
morfolégicas e tintoriais, as reacfes de oxidase,
catalase e as provas bioquimicas para verificar a
oxidacio dos caboidrates, a presenca de enzimas
extracelulares, a hidrélise da esculina ¢ do ONPG
{o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo).

Método de identificacdo soroldgica

Preparo de antissoros — Os antissoros foram
preparadeos utilizando-se cepas padrdes de F.
meningosepticum recebidas do Institut Pasteur,
Paris, segundo o método descrito por RICHARD
et aliil®. As cepas foram ocultivadas em 4dgar
comum e incubadas em estufa a 30°C por 48
heras. O crescimento bacteriano fol suspenso em
solucdo fisioldgica e aquecido em banho.maria
fervente, por uma hora a fim de eliminar os
eventuais antigenos de superficie. As suspensdes
bacterianas, contende aproximadamente 10°
bactérias/ml, foram injetadas em coclhos por via
endovenosa. O esquema de imunizacgio uiilizado
foir 0,5 ml, seguido de 1,0, 2,0, 3,0 e 3,0 ml,
com intervalo de 4 dias enire as inoculacBes. A
sangria dos coelhos foi feita & dias apds a Gltima
inoculagzo. Os soros foram titulados em Amina e
as reagdes cruzadas eliminadas por absorgio.
Aps a adiciio de mertiolato a 1/10.600, foram
conservados a +4°C.

Tipagem das cepas — As cepas foram
cultivadas em dgar comum e incubadas duranie 48
horas a 30°C em: esiufa, A tipagem das cepas foi
realizada através da técnica de aglutinagio em
lamina, uiilizando os antissoros especificos.

RESULTADOS

Todas as cepas creseeram em meios de cultura
comuns {(dgar e caldo comum). Em &gar comum,
apés um periodo de incubagio de 18-24 heras a
37°C, as coldnias, com diimetro de 1-2 mm,
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apresentavam superficie lisa, com bordos regu-
lares, convexa e opaca. Algumas cepas, ap6s
uma incubaglio prolongada i temperatura am-
biente, desenveolveram coldénias com pigmen-
tagio amarelada ndo difusivel no meio da cultura,
Ao exame microscépico, apds a coleragiio de
Gram, observou-se a presenga de bacilos Gram
negativos, finos, com extremidades arredondadas,
e também, foram vistas com freqiincia formas
longas e filamentosas. Todas as cepas se caracte-
rizaram por serem iméveis, aerdbias esiritas, ox-
idase e catalase positivas, sendo classificadas
como Flavobacterium meningoseplicum, através
das seguintes caracieristicas:

Oxidagido de carboidratos:
glicose +

maltose +

manita +

lactose + (tardiamente)

trealose + (matoria)

Hidrolise de:
esculing +

ONPG +

Enzimas:
DNage +
gelatinase +
triptofanase +
urease -

nifrato redutase -

Das 22 cepas identificadas como F
meningosepticum, 18 {81,8%) foram
classificadas em 6 diferentes sorotipos, sendo o
sorofipe € o mais freqliente, com 61,1%,
seguido dos sorotipos F, B, D, H ¢ O ¢ quatre
ndo-tipdveis. A distribuicio dos sorotipos, por
material e por faixa eldris, estd apresentada na
tabela 1.
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TABELA 1

Distribuigde, por material e faixa etdria, dos sorotipos de F. meningosepticum

Material LCR (i%9) Sangue (2) Sec. traq. (1)
Faixa Erdria Teotal
G-5m ad i.d. O-5m ad. i 0-5m ad. i.d.
Sorotipo
B e _ — — - — 1 — — 1
C 9 — H — — — — — 11
D — — H e e — e — 1
F 1 — H — - 1 — P — k!
H - - i - - — P - 1
O 1 — e o —— — — — — 1
NI 2 2 —_ — — — — — — 4
Toal 13 2 4 o 1 1 e — 22
m = meses
ad = adulto
t.4d. = idade desconhecida

NI = ndo-tipivel
Sec. traq. = secregho traqueal

Quanto 3 faixa etdria dos pacientes, das 22 ce-
pas estudadas, 15 foram iscladas de criangas me-

nores de 5 meses de idade, sendo 13 recém--

nascidos, 1 de 1 més ¢ 12 dias e 1 de 5 meses.

Todas as cepas do sorotipo C procederam das
cidades do Estado de S&o Paulo. As cepas perten-
centes acs sorotipos D, H e O de Santa Catarina,
Rondénia ¢ Distrito Federal, respectivamenle.
Cepas pertencentes a0 sovotipo F das cidades de
530 Paulo (8P) e Porto Velho (RO).

DISCUSSAO

Surtos epidémicos de meningite neonatal por
F. meningosepticum tém sido telatados em
diversos pafses™ 5182 No Brasil, o primeiro
caso de meningite por este microrganismo foi
descrito por SOLE-VERNIN et alii em 1960%, Em
1970, MADRUGA et alii* relataram a ocorréncia
de um surio epidémico em um hospital do Rio de
Janeiro com sete casos fatais de meningite

purnlenta, CAUDUROS, em 1978, descreveu cinco .

casos de meningite por F. meningosepticum em
recém-nascidos ¢ prematuros, ocorridos em um
hospital de Porto Alegre, RS.

Os casos relatados por MADRUGA et alii
foram causados por cepas de F. meningosepticum
antigenicamente reiacionados acs tipos A, B e F,
enguante os lipos encontrados por CAUDURO
forammn D e E. Estudos epidemiolégicos de
infecgbes por F. meningoseplicum ocorridas em
enfermarias de recém-nascidos® % 11 16 24 3.
revelade que o sovotipe C € o mais freqiien-
temente isolado dentre os 13 sorotipos
atualmente reconhecidos. Entre as cepas in-
cluidas neste estudo, o sorotipo C também foi o
mais freqilente, representando mais de 60% das
cepas.

A meningite por F. meningosepticum, ermbora
Tara, atinge normalmente de forma epidémica os
recém-nascidos, e os estudos utiizando os soro-
tipos como marcadores epidemiolégicos tdm de-
monstrado que o ambiente hospitalar constirii a
principal fonte de infecglio desses pacientes, prin-
cipalmente em relagfio 2os prematuros™ & 5 9,16,
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ABSTRACT: 22 Flavobacterium meningosepticum strains isolated from cerebro
spinal fluid 19, blood 2, and throat 1, were serotyped by slide aggiuiination test
using specific somatic amtisera prepared according the method described by RICHARD
et alii. These strains, most of them isolated from newborn, were classified into 6
serotypes, and among them the serotype C was the predominan: one followed by F,
B, 12, H and O serotypes. Neonatal meningitis in despite of its rare ocecerence, it ic a
severe infection with a high mortality rate and serious neurological sequelas; the
characterization of the strains, isolated from epidemics reported in various countries,
has been carried out by determination of the serolype, epidemiclogic marker in

Flavobacterium meningosepticum.
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RESUMO: A #gua adicionada na fabricag¢io de produtos emulsionados, como a
salsicha, é tecnologicamentz necessiria, mas se for em excesso compromele o valor
nutritivo do produto e deixa de atender 3 legislagfo brasieira, gue desde 1962 fixa a
relagio umidade/proteina (U/P) em 3,50: 1,00, antes do enlatamento, Considerande
gue, a partir de 1978, foi permitida a adigiio de proteina texturizada de soja (PTS) em
produtos cimeos, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar tal relacio
em amosiras de salgicha, com os seguintes teores de PTS: zera 9,0, 15,0 e 22,5%, em
base hidratada, sntes ¢ apés o enlalamento, nam perfodo de 150 dias. Os ressliados
mostraram que a relagio U/P variou de 3,57 5 5,32; 3802 587,378 a 598385 a
5,77, respectivamente, para cada formulagio, alcancando relative equilibrio apés 15
dias de enlatamento. Concluindo, os autores propmem a alteragio do valor da relagio
U/P, antes de enlatamento de 3,50: 1,00 para 4,00:1,00, e para o embutide enlatado,

valores entre 5,00:1,00 e 6,00:1,00.

DESCRITORES: Salsicha enlatada, proteina texturizada de soja; salsicha enlatada,
relagio umidade/proteina; salsicha enlatada, legislagio.

INTRODUCAO

A salsicha & um produlo cdrneo, tipo emulsio,
consiituido basicamente de proteina, dgua e gor-
dura 6718 Jegalmente, é definida como "o produ-
to preparado com carnes, toucinho e condimen-
tos, perfeitamente triturados e misturados,
embutido em tripas finas de sufnos novos, de
ovinos e caprinos ou em plisticos apropriados,
cozide e ligeiramente defumade ou ndo" 1517,

A guantidade de dgua adicionada na fabricagiio

de produtos emulsionados, como a salsicha, & um
dos pontos criticos do processamento, j4 que in-
flui diretamente na relaclo umidade/proteina (U/
P do produto acabado, antes de ser enlatado 4°F,
A adigfio de dgua & tecnologicamente necesséria
porgque confere maior estabilidade & emulsio -—— o
gel formado com a proteina muscular — e com-
pensa perdas durante o cozimente, resnitando
num preduto de melbores caracteristicas senso-
riais 12,

A legislagho vigente ne Brasill, a exemplo da

Realizado na Segio de Sleos, Gorduras & Condimentos do Instituto Adolfo Lutz, 830 Paulo, SP, e no Centro

de Tecnclogia da Carne de Institato de Teenclogia de Alimentos {ITAL), Campinas, SP. Apresenatado no 122
Congresso Brasileire de Cifneia & Tecnologin de Alimentos, Rio de Janeiro, RJ, 1689,

*% Do Instituto Adolfo Lutz,
% Do Institte de Tecnologia de Alimentos.
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norte-americana®, permite a adicBo mixima de
10% de 4gua ou gelo, no caso de embutidos cozi-
dos (salsichas tipo Viena, Frankfurt e outras),
nie fazendo referncia quando o embutido ¢ enla-
tado’ ¥, Fixa, ainda, para o produto final, antes
do enlatamento, a relaglo dgua/proteina igual a
3,56:1,00 (fator 6,23) — nos Estados Unidos,
4,00:1,00% —, certamente para cobrir possivels
fraudes conira ¢ consumidor, visto que um exces-
so de Agua proporciona ao fabricante uma redugio
na quantidade de came e, conseqiieniemente, nos
custos do processo'Z,

Se os inspetores federais, por sua vez, nio
analisarem as salsichas antes do enlatamento,
nas indidsirias, torna-se¢ quase impossivel avaliar
a relacBo U/P e descobrir fraudes, j& que as salsi-
chas enlatadas absorvem, por osmose!® ¥ dgua
oriunda da salmoura de enchimento das latas™ 5.
Tentando contornar o probiema, MUCCICLO &
GOMES'®1 propuseram uma equagio matemdtica,
em que aquela relagfo é funcio do tempo de enla-
tamento, permitindo saber se a mesma atendia as
normas legais antes de salsicha ser enlatada. No
entanto, os prdéprios autores desaconselharam a
aplicagéio de equagho por periodos de tempe de
enlatamento superiores a 69 dias!?.

Virios trabathes foram publicados, avaliando
a relagio W/P de salsichas enlatadas
4363LIZIRI418 nordm pnenhum deles levou em
consideraciio legal, desde 19782 do emprego de
até 7,5% em base seca ou 22,5% em base hidra-
tada, de proteina texturizada de soja (PTS), em
produtos cirneos, calculados sobre o total da
massa do produto final, e sua possivel infludncia
na tal relagdo. Ressalte-se que GOMIDE et alii® ¢
MUCCIOLO & GOMES!® empregaram proteina
isolada de soja ¢ PTS, respectivamente, nas for-
muiaghes de salsichas, sem contudo enfocar sua
aludida influéncia sobre a relagio U/P. A
propdsito, cahe destacar que as protefnas de soja
apresentam uma série de vantagens nutricionais,
organciéticas e econdmicas, que favorecem ¢ seu
uso em alimentos®, A PTS, no caso, € utilizada
como ingrediente de alimentos como fonte proté-
ica e “"extensor” em produtos de came'” e contri-
bui para a estabilizagio da emulsiio®, apresenian-
do, entre outras vantagens, texturz igual & da
carne®.

Considerande, entfio, a permisso do emprego
de PTS em produles cérneos ¢ a niio publicaciio
de trabalhos levando em conia a sua infludncia
sobre a relagio U/P de salsichas enlatadas, ¢
presente trabalho teve como objetivo principal
avaliar esta relagho em amostras de salsichas,
anies do enlatamento e até 150 dias apds esta
operagio a partir de quatro formulacdes conheci-
dus, trds das quais contendo pretefna lexturizada
de soja.
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MATERIAL E METODOS

A elaboracfio e o enlatamento das salsichas
foram realizados no Centro de Tecnclogia da
Carne do Instituto de Tecnologia de Alimentos
(ITAL), em Campinas, SP, enquanto as andlises
fisicas e qufinicas foram efetuadas na Secdo de
Oleos, Gorduras ¢ Condimentos do Iastituto
Adolfo Luiz, em S&o Paulo, SP, no periedo de
abril de 1987 a julho de 1989.

Para ¢ presente experimento, definiram-se gua-
tro formulagBes de salsichas, em que variou o teor
de proteina texturizada de soja (PTS), a seber:
zero; 907 15,0 e 22,5%, em base hidratada. Em
consegiiéncia, variaram também os teores de camne
bovina ¢ suina. Na formulacio sem PTS, emprega-
ram-se 50,87% de carmne bovina e 21,9% de carne
sufna; com 9,0% de PTS, 43,87% e 19,19%: com
15,0% de PTS, 40.87% o 16,19%, e com 22,5%
de PTS, 38,37% e 11,19%, respectivaments, A
formulagio bésica para os ensalos é apresentada
na tabela 1.

O processo empregado na elaboraclo das salsi-
chas foi similar ao utilizado rotineiramente pelas
indusiriasis, constituido das seguinies efapas a)
emuisionamento, usandoe moedor e "cutter” con-
vencional; b) embutimento em wipa artificial; ¢)
tratamento térmico em estufa até a temperatura ex-
terna de 70°C; d) resfriamento até 35-40°C, des-
cascamento e cnlatamento; ¢) recravacio a vacuo.
As salsichas obtidas foram acondiclonadas em la-
tas sapitdrias de 72 x 80 mm, colocando-se nove
gomos em cada lata, transporiadas para o isbo-
ratdrio e armazenadas 2 temperatura ambiente até
o procedimento das anélises.

As determinages de umidade ¢ protefna obe-

TABELA 1

Formulagdo bdsica de salsichas, sem protefna
texturizada de soja

Ingrediemes Pesolkg) %

Carne bovina (dianteiro) £0,00 50,87
Carne suina 25,00 21,19
Toucinho 13,00 12,72
Sal refinado 4,48 3,80
Aanido de miiho 2,35 1,99
Agicar G,87 0,74
Pimenta branca moida 0,18 0,135
Noz-mascada meida 0,14 0,12
Coenlre H G,12 0,10
Fumaga liguida "furnarin™ G,.07 0,06
Eritorbato de sddia 6,07 0,086
Nirrito de sddie 0,03 0,61
Gelo 8,66 .19
Total 117,95 166,00
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TABELA 2
Médias da relagde umidadelproteing de salsichas enlatadas, sem proteina texturizada de soja e com 9 0% de PTS, em
base hidratada
sem PTS com 9% PTS
Tempo de abertura
da lata Umidade Proteina Relagio Umnidade Proteina Relagio
2 % um % G ump
anles do enlatamento 57,51 16,69 3,57 57,71 15,19 3,80
5 min. 61,74 13,06 4,92 61,94 14,18 4,37
10 min. 62,31 13,16 4,73 62,21 14,14 4,40
20 min. 52,21 12,95 4,80 62,20 13,83 4,53
30 min, 63,27 12,96 4,78 62,78 13,73 4,57
1 h. 61,89 12,92 4,79 63,01 13,62 4,62
2 h 62,60 12,98 4,82 63,36 13,51 4,69
4 h. 62,68 12,84 4,88 64,18 13,69 4,68
8 h. 63,18 12,66 4,99 65,03 13,47 4,82
16 h. 03,59 i2,55 5,09 65,39 13,21 4,95
24 k. 63,87 12,45 5,13 66,17 12,51 5,29
2 gias 66,56 13,01 512 66,22 11,95 5,54
T dias 66,84 12,78 5,23 67,90 1.1,81 5,75
15 dias 67,35 12,85 5,24 67,41 11,72 5,75
21 diasg 67,36 12,82 5,24 67,27 11,62 5,79
30 dias 87,16 12,95 5,19 67,45 11,79 5,72
45 dias 67,58 12,72 5.31 a7.71 i1,67 3,80
60 dias 67,40 12,93 5,21 67.,22 11,52 5,84
75 dias 67,45 12,80 5,23 67,36 11,57 5,82
90 dias 67,49 12,93 5,22 67,37 11,77 5,72
105 dias 67,23 12,87 5,23 46,95 11,49 3,82
120 diss 67,50 12,97 5,20 67,49 11,09 5,77
135 dias 67,48 12,78 53,28 68,33 11,39 5,89
150 dias 67,53 12,69 53,32 67,07 11,43 5,87

Notas: As andlises foram feitas em duplicata (proteina: fator 6,25},
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TABELA 3

Médias da relagdo umidadelproteina de salsichas enlatadas, contendo 15,0 e 22,5% de proteina texturizada de soja,
em base hidratada

com 15% PTS com 22,5% PTS

Tempo de abertura da lata Umidade Proteina Relagio Umidade Protefna Relagio

% % up % P ump

antes do enlatamento 57,07 15,08 3,78 59,93 15,01 3,84
5 min. 62,30 14,96 4,16 62,32 15,20 4,10
10 min. 62,68 14,81 4,23 62,56 15,34 4,08
20 min. 62,80 14,72 4,27 62,51 14,868 4,21
30 min. 62,83 14,50 4,53 62,56 14,84 4,22
1 h. 62,51 14,37 4,35 62,76 14,45 4,34

2 h 63,41 14,25 4,45 63,68 14,67 4,34

4 h. 63,46 14,12 4,49 64,11 14,34 4,47

8 h 64,65 13,80 4,68 64,44 14,48 4,45
16 h. 65,36 13,65 4,79 64,50 14,04 4,59
24 h. 66,83 12,74 5,24 65,08 14,19 5.59
2 dias 67,26 12,71 5,29 67,72 13,53 5,01

7 dias 68,35 12,21 5,59 68,72 13,41 5,12
15 dias 68,78 11,66 5,90 68,62 12,78 5,37
21 ding 68,44 11,53 5,93 69,30 12,64 5.48
30 dias 68,59 11,65 5,89 69,04 12,62 5,47
45 dias 68,52 11,60 5.41 69,23 12,70 5,45
60 diag 68,64 11,64 5,89 69,61 12,62 5,52
75 dias 68,35 11,76 3,81 69,55 12,63 5.51
90 dias 68,94 11,65 5,92 69,01 12,45 5,54
105 dias 68,31 11,74 5.82 69,17 12,50 5,53
120 dias 68,77 11,60 5,93 | 69,37 12,45 5,57
135 dias 58,79 11,58 5,94 69,17 12,30 5,62
150 dias 69,46 11,61 5.68 69,36 12,01 5,77

Notas: As andlises foram feitas em duplicata (protefna: fator 6,25).
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deceram aos métodos descritos nas "Normas
Analiticas do Instifito Adolfo Lutz"s, ou seja,
aquecimento em estufa a 105°C até pesc cons-
tante, e digestio do material com Acide sulflirico
e destilagio de amdnia formada ("macro-
Kjeldahl"), respectivamente. Essas determinages
ecorreram antes do enlatamento e durante nm
periodo méximo de 150 dias decorridos do mes-
mo, ou seja: 5, 10, 20 e 30 minutos; 1, 2, 4, 8,
16 e 24 horas; 2, 7, 15, 21, 30, 45, 60, 75, 90,
105, 126, 135 e 150 dias,

O preparo das amostras a serem submetidas
as andlises fol conduzido mediante z separagio
das salsichas da 4gua de enchimento das latas,
por drenagem, depois enxugadas em papel de fil-
tro e trituradas em multiprocessador doméstico,
para obter-se uma pasta homogénea.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Pelas tabelas 2 e 3 verifica-se que a relaco
U/P varion de 3,57 a 5,32; 3,80 a 5,87, 3,78 a
598 e 3,84 a 5,77, respectivamente, para as
formulaghes contendo zere, 9,6%, 13,0% e
22,5%, em base hidratada, de proteina texturizada
de soja. Um relativo equiltbrio foi alcangado em
torno do 15° dia de processamento; j& MUCCIO-
LO et alii'%, analisando 40 amostras de salsichas
enlatadas, adquiridas no mercado, obtiveram a es-
tabilizacio apds o 82 dia, o que de certa forma se
aprexima daquela constatagiio.

Os resuitados ora encontrados vieram a endos-
sar a critica feita por outros autores* 12131418 4o
que a relacio UP de 3,50: 1,00, exigida pela le-
gislagho brasileira, é invidvel e irreal do ponio
de vista tecnolégico, independente do fato de
nio terem examinado salsichas contendoPTS. E
que a adigio de PTS, dentro dos limites legais,
praticamente n#o alierz a relagio U/P, ao
conirdrio do que se poderia imaginar, embora
uma absorglio de urmndade possa ser notada, dire-
tamente proporcional ao aumento de PTS na for-
mulagio. Entretanto, como a PTS possui um teor
minimo de 50,0% de proteina, na base seca, e

apenas 8,0% de umidade méaximal?, esta relagio
é, na pritica, mantida.

CONCLUSOES

1. As trocas osmoéticas entre a salsicha ¢ a
dgua de enlatamento se estabeleceram com maior
intensidade nos primeiros dias de processamen-
to, atinginde relative equilibrio em torno do
15¢ dia.

2. Os valores da relagio umidade/proteina de
todas as salsichas analisadas estiveram entre
3,57:1,00 e 5,98: 1,00, comespondendo, respec-
tivamente, as formula¢Bes sem protefna texturi-
zada de soja, em periodo anterior ao enlatamen-
to, & com 13,0% de PTS, em base hidratada,
depois do enlatamento,

3. Faz-se necessdria uma revisio na relagio U/
P, antes do enlatamento das salsichas, da legis-
lagdo vigente no Brasil, por ser a mesma
invidve] tecnologicamente, propondo-se sua alte-
racko para 4,00: 1,00, levando em consideracio
inclusive a adicdo de dgua ou gelo, bem como de
proteina texturizada de soja, permitidos no caso
de embutidos cozidos.

4. Como a equaglo proposta  por MUCCIOLG
& GOMES para caleular o valor da relacio U/P,
antes do enlatamento das salsichas, 86 pode ser
aplicada com seguranga para tempos de enlata-
mento inferiores a 69 dias, seria importante &
fixacdio daquels relagfio também para a salsicha
enlatada — o produto efetivamente comercializado
—, sugerindo os autores valores entre 5,00: 1,00
e 6,00: 1,00, visto que esta faixa engloba nic
apenas curtos e longos periodos de enlatamento,
inclusive onde se alcanga o equilibrio, bem como
o limite de vida-de-prateleira do produto.
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ABSTRACT: The water addition in the manufacture of emulsioned products, as the
sausage {(hot dog), is technologically necessary, but if in excess compromits the
nutritive value of the product, besides it miss to attend the Brazilian legislation,
which since 1962 fies the molsture/protein ratio (M/P) in 3,50: 1,00; before canning.
Considering the fact that since 1978 11 was permiled the addition of soybean
texturized protein (STP) in meat products, the present work had as principal objective
10 evaluate the ratio M/P in sausage samples, with the following contents of ST
zero, 9.0, 15,0 and 22,5%, in hydrated basis, before and aflter canning during 150
days. The results showed that the M/P retio varied from 3,57 1o 5,32; 3,80 o 5,87;
3,78 to 5,98 and 3,85 to 5,77, respectivelly, for ecach formulation, reaching the
relative equilibrivm after 15 days canning, Cosncluding, the authors propose the
alteration for the M/P ratio value, before canning, from 3,50:1,00 o 4,00: 1,00, and
for canncd inlaid, values between 5,00 and 6,00: 1,00

DESCRIPTORS: canned sausage (hot dog), soybean texturized protein; canacd

sausage (ho! dog), moisture/prolein ratio; canned {Ao! dog), legislation.
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EPIDEMIOLOGIA DA MENINGITE POR HAEMOPHILUS
INFLUENZAE, NO MUNICIPIO DE SAC PAULO, 1960-77*
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RESUMO: O presenic estudo analisa o comportamento epidemiolégico da
meningite por H. influenzae, ne municipio de Sie Paulo, no perdodo 1960-77. O
levantamento fol realizade diretamente do pronftudrio dos pacientes por uma cguipe
formada por professores do Departamento de Medicing Social da Faculdade de Ciéncias
Médicas da gama Casa de Sfo Paulo, por médicos sanitaristas ¢ por académicos de
medicina. A meningite por H. influenzae somente foi ¢confirmada guando se identificon
© agente na culura, No perfode esmdado foram confirmados 900 casos de meningite
por H. influenzae com um coeficiente médio de 0,89 por 100.000 habitantes, Os
menores de 5 anos comtribuiram com 91,2% dos casos, dog quais 63% eram em
menores de um ano. O c¢oeficiente médio para menores de um ano foi de 23,3 por
300,000 habitantes. As zonas central, intermedidria ¢ perférica da cidade nio
apresentaram incidéncias significaniemente diferentes. Os cocficientes de morbidade
padronizados segundo idade foram 0,8, 0,8 ¢ 0,9 para as zonas ceniral, intermediéria e
periférica, respectivamente. A leialidade média no perdode de 1960-77 foi de 31%. As
criangas menores de um ano apresentaram a maior taxa de letalidade, 40%.

DESCRITORES: meningites bacterianas; meningites causadas por Haemophilus

influenzae; epidemiologia do Heemophilus influenzae,

INTRODUCAO

As meningites bacterianas constituem um sé-
ric problema de Safide Pablica em iodo maundo
por sua incidéncia, sua letalidade e pela fre-
giiéncia das seqiiglas que os sobreviventes apre-
sentam. Os agentes elioldgicos Haemophilus in-
fluenzae, Neisseria meningitidis ¢ Streptococcus
preumoniae 530 responsfveis, na maioria dos
paises, por cerca de 60 a 80% dos casos de me-
ningite bacteriana®s aialsi4i51721,32,2898

O H. influenzae (Hi) foi isolado pela primeira
vez por PFFEIFER em 1892-3 sendo reconhecido
por SLAW como um dos agentes etiolégicos da
meningite bacteriana®.

As meningites por Hi sflo, geralmente, ocasio-
nadas pelo sen sorotipo b*. Este provavelmente
deve ser mais invasivo, mals patogénico efon me-
nos detectado pelas defesas do hospedeiro!®, A pa-
togenicidade do Hi ¢ atribuida basicamente i con-
figuragio amiigénica da cdpsula, essencialmente
um composto de polinibosil-ribitol fosfate (PRP).

O diagnéstice presuntive é feito pelo encon-
tro de baciles Gram negativo pleomdrficos no
liguide cefalorraquidianc e confirmado por cultura
efou contraimunoccletroforese®sS. A presenca de
antibidtico no lgtior, indicador do uso de  anti-
bidficos previamente 3 colheita, nfio afeta os re-
sultados da bacterioscopia ¢ da confraimunoele-
troforese, mas altera o resultado da cultura que se

* Esta publicagio é parte da tese de dowtorado do primeiro autor™,
**  Professor Assistente do Depanamento de Medicina Social da Faculdade de Cifncias Médicas da Santa Casa de

S4o Paulo, S3o Paslo, SP. Paslo, SP.

#4* Professor Pleno do Departamento de Medicina Social da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de 530

Paule, $S3o0 Paule, SP.
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torna 1,74 vezes menos positiva®’. Esta interfe-
réncia é menos infensa que a encontrada nas me-
ningiles por pReumococo e meningococo por ser
o Hi mais resistenle &$ drogass comurnente utiliza-
das no iratamento das meningites bacterianas®,

A meningite por Hi é mais freqtiente na faixa
etdria de 3 meses a 5 anos. O recém-nascido peossui
geralmente anticorpos contra o M. influenrae tipo
b (Hib), conferindo-lhe uma resisifneia passiva
natural & doenca®. A maior parte dos adulios e das
criancas acima de 6 anos também possuem anticor-
pos séricos apesar de a doenca ser pouco fregilente
e de haver uma baixa taxa de portadores. Uma
possivel explicacio seria o estimulo antigénico
dade por reag@es cruzadas com a flora intestinal
normal como, por exempio, com K. coli.

O municipio de S3o Paulo sofreu no perfodo
1971.1977 epidemias de meningite meningocdceica
pelos sorogrupos A e C com coeficientes de inci-
déncia bastante elevados que atingiram em 1974,
acme da epidemia, um valor de 181 por 100.000
habitanies, com 12,388 casos e 891 &bitos™,

Com o objetive de acompanhar a evolugio da
epidemia, formou-se uma equipe composia por
téenicos da Secretaria de Estado da Sadde e do De-
partamento de Medicina Social da Faculdade de
Ciédneias Médicas da Santa Casa de Sdo Paulo, que
levantou 08 casos suspeitos de meningite bacte-
riana hospitalizados no pericdo de 1960-77. Este
jevantamento fornecen uma série de informagdes
importantes para ¢ conhecimento da epidemiolo-
gia das meningites em geral. Analisaremos, no
presente trabalho, © comportamento epide-
mieidgico da meningite por Hi. Estudaremos a
distribuicde dos casos segundo tendéncia secular,
idade, sexo e local de residéncia.

O estudo se limitard aos casos ocorridos no
perfode de 196G a 1977, residenties no municipio
de Sdo Paulo, analisande a morbidade e a letalidade
em relagho ao tempo, RS pessoas ¢ ao espago,

MATERIAL £ METODOS

Tendo em vista & gravidade da doenga, os pa-
clentes com quadro suspeito de meningite bacte-
Tiana quase sempre sfc internados. O Hospital
Emilic Ribas, até 1973, era praticamente o tfinico
a internar pacientes suspeitos de meningite no
runicipio de S3o Panlo, MORAIS et alii** estima-
ram, por meio de um levantamento realizado em
junho de 1972 junto a laboratérios, gue 90% dos
pacienites com meningites eram internades no
Hospital Emilio Ribas.

As informacBes dispeniveis, no periodo de

1950 a 1973, podem ser consideradas boas, tanio
do ponto de vista quantitativo quanto do da consis-
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téncia dos critérios de confirmacio de casos, pois
ambos dependem basicamente daquele hospital,

A partir de 1974, entretante, com o sumento
dos casos de doenga meningocdeica, tornou-se ne-
cessdria a utilizacdo de wma enorme rede hospitalar
para atender aos casos suspeitos de meningite. No
més de setembro daquele ano, por exemplo, exis-
tism 2,500 pacientes mternados, distributdos em
28 hospitais piblicos e privados.

A ampliagio do numero de hospitais que
internavam doentes de meningite exigiu que se
adotassem critérios padronizados de confirmagio
dos casos, garaniindo assim a comparabilidade
dos dados com os do Hospital Emilic Ribas.

Uma equipe j4 mencienada cotheu, diretamente
dos prontufrios de paclentes internados nos 28
hospitais, as informac8es necessdrias para o pre-
enchimento de uma ficha pré-codificada.

No presente tzabalho, a meningite por Hi foi
confirmada exclusivamente quando o agenie era
identificado na cultura.

A partir do enderego regisirade no prontudrio
do paciente, classificou-se o local de residéncia
em subdistritos e distritos por meio de consulta
& um mapa atualizado do municipio de Sio Pau-
lo. Os subdistritos do Distrito de Sic Paulo e
os outros distritos que complem o municipio
de S#o Paule foram agrupados em 3 dreas ho-
mogéneas {zonas), de acordo com a melodolo-
gia proposta pela Fundagio Seadet (SEADE,
1977). O quadro 1 mosus a distribuigic dos
subdistritos e distritos do municipio de S#o
Paulo. Segundo CARVALHEIROS, na zona cen-
tral se conceniraria a burguesis, na zona inter-
medidria o proletariado e f{inalmente, na zona
periférica, o subproletariado.

A populagdo dos subdistritos e distritos do
municipio de S#o Paulo para os anos
compreendidos no estudo, 1960-77, foi estimada
pelo método geométrico modificado, proposto
por CAMELS. As faixas etdrias consideradas
foram: menores de 1 ano, 1 a4, 529,102 14, 15
a 19, 20 a 29, 30 a 39, 40 a 49, 50 a 59, 60 a 69
e 70 anos e mais. A populagio nfo fol subdividida
por sexo porque o IBGE ndo publicon a populagio
por idade e sexo para o municipio de Sio Paulo
para o ano censitirio de 1970,

Para a andlise estatistica dos resultados,
utilizaram-se os tesies do qui-quadrado’, e para
testar a sazonalidade o de KOLMOQGOROVY,

RESULTADOCS

No periodo de 1960 a 1977 foram confirma-
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dos 900 casos de meningite por Hi em residentes
no manicipio de Sdc Paule. O coeficiente de
morbidade por 100,000 habitantes variou de
1,45 a 0,28 para o5 anos de 1964 ¢ 1974, res-
pectivamente (tabela 1), Na primera década a
doenga se manteve praticamente constante, apre-
sentando uma relagio de 1,63 entre a major e a
mener incidéncia. No periode seguinte, esta
relagio foi bem maior®™,

TABELA L

Meningite por H. influenzae segundo ano. Municipio
de Sdo Paulo, 1960-77. Coef. por 100.000 habiiantes

Ano Casos Coef.
1960 51 1,22
1961 43 0,99
1962 51 1,13
1963 44 0,05
1964 70 1,45
1065 47 : 0,94
1966 63 | 1,22
1967 50 0,93
1968 53 0,96
1969 51 4,89
197¢ 27 0,45
1971 44 0,71
1972 72 1,13
1973 46 ] 4,70
1974 18 0,28
1975 36 0,51
1976 40 0,54
1977 93 3,22

O menor coeficiente foi verificado no ano de
1974, dpice da epidemia de meningite menin-
gocdcica no municipio de 8o Paulo.

A distribui¢io sazonal da meningite bacteria-
na por Hi para os anos de 1960-77 pode ser
apreciada no grifico 1.

Os meses de maio 2 4gosto aprescntararm uma
diferenca significante no nimero de casos. A dis-
tribuigio sazonal foi semelhanie nos perfodos de
1960-6% ¢ 1970-77.

A distribuicio etdria dos casos de meningite
por Hi é mostrada na tabela 2.

Os menores de 5 anos ceniribufram com
91,2% dos casos e quase dois tergos ocorreram
em menores de 1 ano. Nao foi observada dife-
renca estatisticamente significante na distri-
buicdo etdria nos dois periodos, 1950-65 e
1970-77 (X2 = 9,7 P > 0,05).

A proporgio de casos em menores de um ano
varicu entre 44,4% e 70,6% para os apos de
1970 e 1960, respectivamente. .

O grupo etdrio de maior risco de adoecer de

TABELA2

Meningite por 1. mfluenzae segundo faixa etdria ¢
periodo. Municipio de Sdo Paulo, 1960-77.
Distribuigdo percentual

.Ida& 1960 - 1969 1970 - 19771 1960 - 1977
{em anos) |Casos| % |Casos] % |Casos: %

Menor de 1] 320 | 61,21 197 1 52,3 517 | 57.4
iTad 161 | 30,8; 143 ] 37,9 304 | 33,8
5a% 21 4,0 12 3,27 33 37
102 14 8 1,5 8 2,11 16 1,8
154 59 13 2,5 14 3,7 27 3.6
60 e mais ¢ e i 3,3 1 .1
Ignorado 0! —| 21 05 2] 02
Total 523 100,01 377 (100,04 900 |100.0

meningite por Hi foi o de menores de 1 ano. Em
seguida temos o de 1 a 4 anos. Os demais grupos
apresentaram uma incidéncia bem menor com va-
lores préximos a zero. O coeficiente por
100.000 habitantes para o grupo etdric menor de
1 ano variou entre 7,99 e 44,67 em 1974 ¢ em
1960, respectivamente.

A idade média dos casos foi de 28 meses, com
um desvio padric de 70 meses & uma mediana de
16 meses.

No primeire ano de vida da crianca somente
7% dos casos ocorreram no primeiro irimestre, O
valor mediano foi de 7 meses (tabela 3).

TABELA 3

Meningite por H. influenzae, menores de um ano,
segunde idade em meses. Municipio de Sdo Paulo,
1960-77. Distribuicdo percentual

Idade %
{em meses) Casos To Acumulada
Menor de 1 13 2,5 2,5
1 10 1.9 4,4
2 13 2.5 7.0
3 23 4,4 11,4
4 40 7,7 19,1
3 71 13,7 32,9
& 73 14,1 47,0
7 68 13,2 60,2
8 86 16,6 76,8
9 46 8,9 85,7
16 40 1,7 93,4
11 34 6.6 166,0
Total 517 100,0
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A morbidade por zona de residéncia dos casos
de meningite por Hi no perfodo de 1960 a 1977
& mostrada na tabela 4. A zona periférica tem um
coeficiente médio 2,1 vezes maior que o das de-

mais zonas, mas a diferenca nfo & significativa
(X% = 13,7 e P>0,05).

A distribuigio etéria spreseniou uma diferenca
significante entre as zomas (X? = 18,9 P<0,03).
Esia diferenga ndo foi observada, eniretanto,
entre as faixas etdrias de maior risco, menores
de ! ano e 1 ad anos (X = 2,5 P>0,05) (tabela
53

As zonas ceniral e periférica #m mais de 30%
dos casos em menores de 5 anos, enguanto na
zona intermediiria esta proporgfic cal para
86,3%.

TABELA4

Meningite por H. influenzae segundo zona de
residéncig, Municipio de Sdo Paulo, 1960-77. Coef.
médio por 100000 habitantes.

Zona Casos Coef.
Central 16 4,51
Intenmedidria 166 0,63
Periférica 649 1,06
Ignorada 9 e
S480 Paulo 900 .89

Como os riscos por faixa etdria nfo sfo ho-
mogénecs, as diferengas encomiradas poderiam
ser devidas as distintas composicSes efdrias das
zonas central, intermedidria e periférica. Assim,
a zona ceniral tinha, em 1968, 6% de sua popu-
lago com menos de 5 anos, enquanio na 7Zona
perilérica essa taxa era de 13%.

Desta forma, resolvernos padronizar o coefi-
ciente médio de morbidade pele método direto®,
usando como populacio padric a média aritméii-
ca das populagdes estimadas para ¢ municipio de
580 Paulo nos anos 1968 ¢ 1369,

Os coeficientes caleulados da forma descrita
foram 0.79, 0,81 e 0,90 para as zonas ceniral,
intermedidria e periférica, respectivamente. Os
coeficientes padronizados por zona s#o
proximos, passando a zona periférica ser so-
mente 1,1 vezes maior que a zona central,

A 1abela 6 mostra a letalidade da meningite por
Hi segundo o ano. A letalidade média do periodo foi
de 31,3% com valores extremos de 51,0 e 9,7%
para os anos de 1960 e 1977, respectivamente.

A evoluglio da leralidade nos mostra dois mo-
mentos distintes, Um, com letalidade mais eleva-
da e gque durcu de 1960 a 1972, e outre, com va-
lores mais baixos no perfodo de 1973 a 1976,

A tabels 7 mostra a letalidade segundo idade.
As criangas menores de 1 ano apresentaram a
major taxa de letalidade, 40,0%, enquanto na
faixa etdria de 10 a 14 anos encontramos a menor
letalidade, 17,8%.

TABELAS

Meningite por K. influenzae segundo falxa etdria e rona de residéncia, Municipio de Sdo Paeulo, 1960-77. Coef.
médio por 100.000 habitantes

;&:de Zona
Central Intermedidria Periférica Tgnorados
{Anosy | Casos T Coef. Casos T Coef. | Casos % Coef. Casos %

Menor de 1 47 61,8 § 21,06 82 49,4 | 18,98 382 58.,9 24,30 6 66,7
1a4 24 31,6 | 2,91 61 36,7 3,55 2i6 33,3 3,43 3 33,3
549 1 1,3 06,08 6 3,6 0,24 26 4,6 0,32 0 s
10a 14 i 1,3 0,08 3 30 0,21 10 1,5 0,14 0 —
15a 59 3 3,9 0,03 11 6,6 8,07 13 2,6 0,04 0 —_—
60 e mais i — — i 0,6 {,66 O . i 0 e
Ignorado 0 — o 0 e e 2 0,3 — O —
Total 16 i 100,06 | 0,47 166 100,08 0,48 649 | 100,0 1,23 9 100,0
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TABELAS

Meningite por H. influenzae. Lefalidade segundo ano.
Municipio de Sdo Paulo, 1960.77

TABELA &

Meningite por H. influenzae letalidade segundo nimero
de leucdcitos por mm? no Hguide cefalorvaquidiano.
Municipic de Sdo Paulo, 1960-77

Letal
Ano Casos Obitos (%) Leucdeitos Casos Obitos Letal.
nimero o
1960 51 26 51,0 e
1961 43 15 34,9 0-99 as 15 33,3
1962 51 22 43,1 100-499 128 2| o33
1963 44 19 43,2
1964 70 19 27.1 500999 109 3z 29.4
1965 &7 16 34.0 21000 464 126 27,2
1966 &3 24 38,1
1967 50 22 44.0 Total 746 218 28,8
1968 33 24 45,3
1969 51 16 31 4
1970 27 4 333
1971 44 16 36,4 TABELA 9
1972 72 22 30,6
1973 45 8 17,4 Memngite por H. influenzae letalidade segundo zona de
1574 19 3 15,8 residéncia, Municipio de Sav Paulo, 1960-77
1975 36 5 13,9
1976 40 7 17,5 I 05 i
1977 93 o 9.7 Zona Casos Obitos L;:al
T'otal 906 282 31,3 central 74 26 342
intermedidria 166 82 31,3
TARELA 7 periférica 649 01 31,0
ignorada 9 3 33,3
Meningite por H. influenzae letalidade segundo faixa
eldria ¢ sexo, Municipio de Sdo Paulo, 1960-77 Total 900 282 31,3
Tdade Casos Obitos Letal.
{anos) Do .
DISCUSSAC
Menor de 1 517 207 40,0
lad 304 54 17,3 A variagio apresentada da incidéncia da me-
549 13 10 30,3 ningite {tabela 1), inclusive com uma pequena
108 14 16 3 18,3 tendéncia de queda, nfo estd de acordo com os da-
15 a 59 27 6 22,2 dos da literatura internacional.
60 e smais 1 1 100,0
ignorado a 1 50,0 FRASERY, cstudando a incidlneia de menin-
gites bacterianas em Clmsted County, Minneso-
Tota 900 282 31,3 ta, Estados Unidos da América, no perfode de

Em 11% dos casos nio foi possivel obter o
nimero de leucdeifos no liguido cefalorraguidiano.
Er alguns hospitais era {reqiiente o enconiro da ano-
tagdo de "incontdveis” leucdcitos no resultado da
quimiccitelogia do liguor, sitnagio esta que re-
presentou no caso de meningite por Hi 9% dos casos.

A tabela § mostra a leralidade de meningite
por Hi segundo o0 nidmero de leucécitos no
Hguico cefalorraguidiano de enirada. Os interva-
los foram construidos de acorde com HODGES?,

A gravidade da doenga (medida pela letalidade)
foi semelhante para as irés zomas {X® = 1,7
P>0,05) (tabela 9).

1935 a 1970, constatou um aumento da incidén-
cia, que passou de 1,4 a 4,3 por 100.000 habi-
tantes.

SMITH* verificou um aumento de 400% nas
mnternagdes ne Coiumbus Children's Hospital em
Franklin County entre os perfodos 1948-50 e
1960-68. Este sumento nie foi acompanhade
pelo aumento do mimere de internagdes por qual-
quer owro tipo do meningite ou mesmo de qual-
guer oulra patologia.

DAJANI? refere um avmento gradativo de ca-
sos de meningite por Hi desde 1930, que se acen-
tuon nos finals dos anos 30 e inicio de 1960. A
me-thoria do diagnéstico Iaboratorial, o uso in-
correto de antibidticos em infecgdes de vias aére-
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as superiores ¢ o declnio da prevaléncia de anti-
corpos bactericidas contra ¢ Hi na populacio em
geral poderiam, segundo o autor, explicar este
aumenio da morbidade.

SCHLECH®, nos Estados Unidos, observou
uma incidéncia semelbante 4 nossa de 1,4 por
100.000 habitantes, no perfodo 1978-81. Este

valor &€ inferior ao encontrado por outros au-
1OresiaisIeasde,

A expansio da rede de atendimento hospitalar
para casos de meningite, no ano de 1974, in-
fluenciou na qualidade do diagndstico laborato-
rial. A maioria dos hospitais ndo dispunha de
laboratdrio com téenicos qualificados para co-
lheils, fransporie efou para realizaglio do exame.
O material nem sempre era enviado para o Insti-
wito Adolfo Lurz, Laboratdrio de Saide Piiblica do
Estado de S3o Paulo, e, guando vinha, fre-
gilentemente ndc chegava em condigbes adequa-
das. Estes fatores dificultavam o isolamento do
agente etioldgice no liquor e conseqiientemente a
confirmagio do caso.

A malor ocomréneia da doenga no outeno e in-
verno (grdfico 1) é, provavelmente, devida #s ca-
racteristicas do mecanismo de jransmissio da in-
fecc@io por Hib de uvma fonte primdria 2 am novo
hospedeiro. A transmissfo & feita por meio de
goticulas infectantes ¢ secre¢bes do nariz e da
garganta durante o perfodo infeccioso. A porta de
entrada mais comumente € a nasofarin-
ge®  TEJANIY e GRANOFF" afirmam gque é
freqlientemente relatada a presenca de infecgio as-
sinfomdtica entre comunicantes de um caso
indice. Uma alta concentraciio de portadores pre-
cede e aumenta o risco da ocorréacia da doenca; e
o portador constitui uma fonte de infecgido im-
portante para oulros moradores.

13
® 1560-69
O 1970-77
11 4

10 T
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A sazonalidade desta meningite é corroborada
por vérios autores. Estudos realizados na Africa
mostram que a incidéncia awmenta na estacdo fria e
seca, ou seja, no primeiro timestre do ano*202, Este
mesmo fendmeno fol encontrado por FRASER™ em
Charleston County, South Carolina ¢ SCHLECH*
nos Estados situados no sul dos Estados Unidos.

A distribnicdo etdria por nés encontrada, tabe-
jas 2 e 3, ndo diverge daquela relatada pela
maicria dos autores.

A confribuicio do grupo etdrio mener de 5
anos ¢ sempre referida como alta, ulirapassando
quase sempre os SOF1HI4151820252931,38394455

Uma menor participagiic dos menores de 1
ano, 38%, foi verificada por FINLAND'? e por
PETER" a0 estudarem os casos internados nos
hospitais Boston City ¢ Children's Medical Cen-
ler, na cidade de Boston, respectivamente.

FRASER! 14188 14 estudo da incidéncia das
meningites bacterianas em trds cidades america-
nas, verificou que 39% dos casos eram menores
de 5 anos.

Em termos de coeficientes, CADOZ! observou,
em [lakar, valor bem mais alto, 132 ¢ 12,5 por
100.000 habitantes, respectivamente, para me-
nores de 1 ano e de 1 2 4 anos. GRANOFF!8, em
Fresno County, Califdrnia, encontrou um valor
bem mais elevado que o nosso, 113,0 e 46,5.

MINER* encontrou uma idade média de 54 meses
ac estudar o comportamento epidemiocldgico das
meningites bacterianas no Cairo. Contudo, a medi-
ana fol préxima da encontrada por nés, 12 meses,

A maior suscetibilidade do grupo etdrio de 3
meses a 4 anos pode ser explicada segundo
virios autores pels auséneia de anticorpos bacte-
ricidas para Hib, contrastande com o que ocorre
em adulios normais ¢ criangas recém-nascidas. A
ocorréneia em recém-nascidos é atribuida a um
baixo tinlo de anticorpos maternos. Similar-
mente, quande a meningite ocorre em maiores de
5 anos, os pacientes apresentam geralmente um
foco infeccioso parameningeo (sinusite ou mas-
toidite), hipogamaglobulinemia, diabetes melli-
tus, fraumatismo do sistemna nervoso central, al-
coolismo, ou outras caunsas que comprometem a
defesa do organismo®s,

Segundo UNDERMAN®, os anticorpos mater-
nos caem rapidamente, sendo pequena a atividade
bactericida ne soro nas criancas de 4 meses a 3
anos de idade.

FEIGIN® refere que 30 a 75% dos recém-nascidos
¢ mais de 28% dos adultos normais nio possuem
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anticorpos bactericidas. A presenga de anticorpos
detectdveis, segundo os autores, parece depender de
um contato prévio entre uma fonie primdria por-
tadora de um Hib e um novo hospedeiro,

Uma outra hipdtese levantada para explicar a
presenga de anticorpos bactericidas em pessoas
maiores de 5 anos € a possibilidade de imunidade
cruzada com bactérias Grampositivas e enterobac-
térias particularmente a E. coli ¥ H5%,

Contudo, outros trabalhos realizados por FEI-
GIN?® ¢ Smith em FEIGIN® registram que néo pa-
rece, haver uma relaglo entre o desenvolvimento
de uma meningite por Hib e a auséncia de anti-
corpos bactericidas, ac enconfrarem criangas in-
ternadas per meningite com altos tftuios desses
anticorpos ne momenio da admissio.

O antigeno capsular (PRP) parece ser importante
na patogenicidade da doenga. Em geral, o anticorpo
antiPRP nfio tem sido encontrado nas criangas, com
meningite por Hib no momento da admissdo. Por
outro 1ado, este anticorpo, que & passivel de ser de-
tectado por radioimunoensaio, estd relacionade
com a proteglio da criangal >,

A distribuigio espacial dos casos de menin-
gite por Hi & resuitante de condicBes de vida que
propiciam ou dificultam a dindmica da infecgio.

A distribuigiio geogréfica observada, tabelas
4 e 5, nio fol suficientemente ecvidente para mos-
trar um comportamento epidemioldgico distinte,
como observado por MORAIS™, IVERSSON*, MO-
RAES” ¢ BARATA? a0 estudarem os caracleres epi-
demiclogicos da meningite meningocdeica no
periodo endémico e no periodo epidémico,

Uma hipdtese para explicar este fendmeno se-
ria a existéncia de gradientes de subnotificaco
entre os conglomerados, NERY-GUIMARAES ef
ali®®, ao estudarem as meningites virais e bacteri-
anas ocorridas no Rio de Janeiro no segundo se-
mestre de 1978, referem que o "privilegiamento
do espago geogrifico na organizacio dos servigos
de sside, (...) indicado pela divisZo politica do
Municipio; impede que se revelem oulros aspec-
tos da distribuigio da doenga, mormente sua dis-
iribuicio social”. Os mesmos auiores, ac consi-
derarem o tipo de moradia como um indicador da
condigiio social, observaram que os moradores em
favela ou conjuntos habitacionais tinham risco de
adquirir uma meningite bacteriana malor que os
residentes em outros tipos de moradia. Este risco
era 3 vezes malor pars meningite meningocdcica,
2.8 para as meningites devido so M. influenzae ¢
de 2,4 para as pneumocdcicas. Uma critica que se
pode fazer & este trabalho & que ndo foi eliminada
a influéncie da idede no diferencial de morbidede
observado e, como demonstramos, a padronizagiio

reduz sensivelmente a relagfio enfre & maior & a
menor incidéncia.

PARKE® refere uma incidéneia maior na popu-
lag@o megra, atribuinde-z a uma maior aglome-
ragio e & deficiéneia nutricional.

FRASER" demonstrou em Charleston County,
South California, que a meningite por Hi ocorre
mais nas dreas pobres e habitadas por negros do
que nag dreas ricas habitadas por brancos ou ne-
gros. A incidéncia na populagio negra foi indire-
tamente proporcional & mediana da renda familiar.

Segundo o mesmo autor, a ligagBo entre o
nivel de renda e a incidéneia da meningite ndo
estaria muito clara. Uma correlagio enire a
aglomeracio dentro das casas e a incidéneia es-
pecifica por raga nio foi encontrada. Provavel-
mente, a nuirigdo ¢ a prevengio das compli-
cagbes de uma infecgio de ouvido ou das vias
aéreas superiores pelo acesse adequado i assis-
téncia médica seriam fatores mais importantes
que a aglomeragZo.

FRASER' relata que a incidéncia da meningite
em Bernalillo County, New Mexico, era signifi-
cantemente diferente entre a populagio de baixo
nivel educacional e com baixa renda e uma popu-
laglio com alte nivel educacional com baixa ou
alta renda familiar,

TARR®, em seu estudo realizade em Rodhe Is-
lands, onde 92% da populagio é branca, nio ob-
servou nenhuma relaglo entre a incidéncia da me-
ningite por Hi com a renda, com o nivel
educacional nem com a aglomeragio. O autor
atribui a diferenga observada por outros autores
entre as populagdes branca e negra a um fator
provavelmente inerente i raga e nio a uma dife-
tenga da situaclo econdmica dos negros.

Estes trabalhos merecem, contudo, & critica
elaborada por LAURELL*em seu estudo realizado
em dois povoados mexicanos com formagBes so-
ciais capitalistes em diferentes graus de desen-
volvimento. Esta autora comenta gque 2 maneira
cliassica de sec analisar o social pela
"investigagio de alguns indicadores das comn-
di¢des socio-econbmicas ou cujturais e de salide
para detectar variaghes concomitantes entre eles”
apresenia "principalmense duas debilidades. Por
um lado, reduz o sistema de complexas inter-
relacBes a simples fatores que nfo permitem en-
tender a articulaglo de todas as dimensBes sociais
em uma totalidade; por outro lade, atribul aos in-
dicadores um valor em si gue nio ém, j& que um
mesmo indicador pode expressar fendbmenos
sociais diferentes, dependende do conjunto das
relagbes socials presentes em uma sociedade his-
toricamente definida".
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QUADRO 1

Subdistritos e Disiritos do Municipio de Sdo Faulo
segundo zona.

QUADRO 2

Meningite por H. Influenzae Letalidade segunde auior,

periodo e focal.

Autor Letal.| Perfodo | Local
Central Intermedidria | Periférica (%)
GUIRGUIS ecel, | 57 | 1977-78 | Cairo
Actimagiio Barra Fnda Brasilindia (1983) .
Alto da Modea | Belenzinho Butantd FINLATJ\fD& 4G 11935-51 | Boston Ciry
Bela Vista Bom Retito Cangatba BARNES, (1977)1 2 11653-72 | Hospital
Cambuci Brd Canels do Socaro Amwal estudo 39 11960-66 | Sio Paulo
ambuct ras peaa : 21 | 1970-77
Corqueira César | Tbirapuera Casa Verde BASTOSeccl, | 36 |1958-57 | H. Emlio Ribas
Consolacio Ipiranga Ermelino Matarazzo (19703
Indiandpelis Lapa Gualanazes CADDZ e col, 34 | 1970-79 | Dakar, Senegal
Jardim América | Mobea Tiaquera {1981} )
Jardim Paulista | Par Jabaguara MINER & 26 11971-75 | Abbassia Fever
Liberdade Samta Efigénia | Jaragud EDMAN, (1978} H%SR-E Cairo,
Perdizes Santana Limio B0
Pinheiros Saiide Nossa Senhora do & E{%}% (1972 2§ }gi%:gg Franklin, USA
Santa Cecilia Sé Parelheiros ? t 19"6068
Vila Madalena | Tawsapé Penha de Franga FRASER e ool 23 11964-71 | Bemalillo, USA
Vila Mariapa Perus {1974}
Pirituba FRASER g col, 14 11961-71 | Charlesion, USA
Santo Amaro 57339\7535%"@& 10 11636-67 | B ]
Sto Miguel Panlista INSSOE - istocoimeo
e ALVIN, (1971) | 8 [1968-77 | East Biminghan
Vila Formosa DAVEY ecol, Hosp
V'ldG rﬁi {1982) 4 | 1968-77 1 Birminghan, England
Ha balherme HODGES & 7| 1949-73 | Chio Stae
Vila Jaguara PERKINS, (1975) Hospital
Vila Maria SCHILECH e cof, 7T 11878 Estados Unidos
Vila Matlde {1984}
Vila Nova WARD e col, & [1971-77 | Alaska, USA
Cachocrinha PARKE ¢ col 5 | 1966-70 | Meckienb
ils S e 0L, - dieckienburg,
Vila Pradente (1972 USA
. " FRASER e col, 5 11859-70 | Olmsted, USA
Fonte: SA0 PAULO-FUNDACAO SEADE, (1977} (1973a)
MceGOWANecol 4 |1951.72 | Beston City
(19743 Hospiial
. , . GEISELERecol, | 3 | 1954.76 | Municipal
O quadre 2 mosira a letalidade obtida por di- {1980) seo ! Sﬁ;‘i‘f;m
versos sutores e por nds, tabela 6. Na compa- Hosp. Chicago
ragiio das diferentes taxas deve-se levar em conta ISDAHANL, 3 | 1974-80 ; Nouinghan,
o local e época onde o autor obteve sua (1983) ] England
casuistica. Com freqlidneia, os dados se referem a
estudos realizados em hespifais sem que sejam QUADRG 3

analisados on comentados os critérios que rege-
ram as respectivas infernacOes.

A letalidade por nds encontrada foi préxima
daguela verificada nos pafses desenvolvidos na
era pré-antibidtica, Assim, FINLAND!? obieve
umn valor de 40% para o perfodo de 1935 a 1951
e um valor bem mais baixo para o perfode de
1953-72. SMITH* refere que a letalidade em
Frankilin County, de 1942 a 1930, era de 25%.

Nos pafses subdesenvolvides, a letalidade tem
variado de 26 a 57%20m,

O quadro 3 mosira a letalidade da meningite
por Hi segundo autor, faixa etdria, periodo e lo-
cal. A lemalidade por nés observada, tabela 7,
foi sempre superior s verificadas nos paises de-
senvolvidos.
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Meningite por H. Influenzae. Lefalidade segundo autor,

periodo e local.

Autor <1 1 a4l Perfodo | Local

anos
JONSSON & i1 10]1956-67 |Estocolno
ALVIN, (1971
FINLAND & 17 1935-72 {Boston City Hosp.
BARNES, {1977}
MINER & 40 14}1971-75 ! Abbassia Fever
EDMAN, {1978) Hosp.
QUIRGUIS ecol, | 87 3711977-78 {Cairo
(1983}
HANLEMIESKEL, .
& TAFARL, 28 1975-76 | Addis Abceba
(1978)
McCRACKEN, f..2..4 11960-72 {Pak Mem
(1584) {3,/ 11981-821 Hosp. Dallas
Atuat estudo 46 18§1960-77 |S. Paulo
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Em relacio a letalidade de meningite por Hi,
segundo numero de leucdeitos no liquor de
entrada, tabela 8, 3 semelhanga com HOGGES??,
ndo encontramos diferenca significante na letali-
dade,

As zonas central, intermedidria e periférica nao
sdo homogéneas quanto aos recursos de sadde co-
locados & disposi¢o da populacBo. Na zona cen-
tral existiam, em 1980, 14.509 leitos hospita-
lares, que representavami3, 42 leitos por 1.0060
habitantes, enguanto na zona periférica o nimero
de leitos era de 6.234 com fndice de 1,09 leito por
1.000 habitantes, (JATENE inf. mimeoc., 1981).

Essa heterogeneidade, coniudo, nio afetou a
gravidade da doenca, tabela 9. Ela foi alia pas 3
zonas. Uma andlise mais acurada como o célenlo
da incidéncia ¢ da letalidade em populagles com
diferentes graus de acesso aos servigos de saiide e
residentes na mesma zong permitiria um melhor
esclarecimenlo sobre a questio.

Pra mesma forma gue a incidéncia, a letalidade
entre as diferentes zonas nio fol suficientemente
evidente para mosirar um comportamento epi-
demioldgico distinto.

Essa letalidade, homogénea enire os diversos
conglomerados, por nés estudados, vem de certa
forma invalidar a hipéiese de que os gradientes
de subnotificagio, propestos por NERY-
GUIMARAESY, poderiam explicar ¢ comporta-
mente epidemioldgico observade na distribuigio
espacial da meningite por Hi. A letalidade deve-
ria ser mailor nos iccais onde a subnotificagio
fosse eventualmente maior. E sabido, de uma for-

ma geral, que o$ casos mais graves sio melhor
notificados do que os demais.

CONCLUSOES

No periodo de 196077 foram confirmados
900 casos de meningite por Hi. O coeficiente
médic por 100.000 habitantes foi de (0,89, Ne
periodo 1960-69, a incidéncia da doenga se man-
teve constante. No ociénio seguinte observou-se
uma pequena tendéncia de queda.

Os meses de maio a agosto apresentaram um
aumento significante de casos nos perfodos 1960
a 1969 e 1970 a 1977, Esta distribuicio se deve
s caracter{sticas de transmissdo da infecgio.

Os menores de 5 anos responderam por 91,2%
dos cases. O grupo etdrio de malor risco de adoe-
cer foi o dos menores de um ano com coeficiente
médio de 23,26 por 100.000 habitantes. A inci-
déncia da doenga entre as diforentes zonas nio se
mostrou significantemente diferente. As zonas
central e intermedidria possufam nma incidéncia
préxima de 0,51 e 0,63 por 100.000 habitantes ¢
a zona periférica 2,1 vezes mais, 1,06, Essas di-
ferencas se reduziram substancialmente quando
foram padrenizades os cocficientes, usando como
varidvel de controle a idade dos pacientes.

A letalidade média no pericdo 1960-77 fol de
31,3%, com um valor de 40% para os menores de
om ano.

A letalidade foi independente do niimero de
leucdeitos por mm® no liguor de entrada e da
zona de residéncia,
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ABSTRACT: The purpose of this study is to better understand the epidemiclogy of
meningitis caused by H. influenzae in the city of Sie Paulo during the period
1860-T7. The survey was perfomed by & gronp of professors from the departament of
social medicine of the "Faculdade de Ciéncins Médieas da Sama Casa de Sdo Paule”,
pubjic hearh physicians and medical smudents, Data were obtained directly from the
patents records and registered on a pre-coded form. Cases of H. influenzae meningitis
were confirmed by culire. During the study, 900 cases of M. infinenzae meningitis
were confirmed, giving an average ratc of 0.89 cases per 100,000 population.
Children <3 years old ropresented 91% of the cases, 63 percent of them being less
than ons year old. The average rate for children <! year old was 23.3 cases per
100,000 population. The average case fatality rate for the peried 1960-77 was 31
percent. The highest case fatality rate occutred in children <l year old and was 40
percent. The central, intermediate and peripheria zones didn't show significant
different rates of incidence. The age standartized morbidity rates for thess zones were,
respectively 0.8, and 0.9.

_DESCRITORS: bacterial meningitis, meningitis by Haemophilus influenzae;
epidemiclogy of Haemophilus influenzas.
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