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SILVA, M.A; IIZUKA, H.; OLIVEIRA, E.P.T.; HIGASHI, H.G. & ROLIM-ROSA, R.
— Obtenciio de antitoxina perfringens do tipo A em escala industrial, Rew. Inst.

Adelfo Lutz, 41{1}:1-8, 1981,

RESUMO: Descreve-se o métedo utilizado na preparacio da antitoxina per-
fringica do tipo A, em escala indusirial, pela hiperimunizacio de cavalos, através

de antigeno misto, adsorvido pelo alimen de potdssio.

Empregando-se esquems de

imunizacio préprio, conseguiu-se obier soro antigangrenoso perfringico tipe A, do-
sando 20 redor de 200 UI/ml, titulo este que, apds a concentracho pelo método de
Pope, elevou-se no nivel antitéxico de 850 a 1.000 Ul/ml. O soro purificade e con-
centrado foi diluide convenientemente para compor o soro antigangrenoso poliva-

lente,

DESCEITORES: gangrena gasoss; Clogtridium perfrirngens, antitoxina tipe A
antigenos bacterianos; ecavalos, imuniza¢do; soro antigangrenosg perfringice.

1 — INTRODUQAO

Clostridium perfringens é o agente etiolé-
gico preponderante da gangrena gasosa hu-
mana, seguido por Cl. septicum e Cl cedema-
tieng 2. 8 24, 22, 26, 33, 35, 3 Fate microrganismo
secrets  inGmeras toxinas e enzimas dota-
das de atividade letal, necrosante, hemoli-
tica, neurotéxica, enzimdtica e leucoagiutinan-
te. Assim, podem ser identificados pelo me-
nos 13 agentes ou fatores itdxicos, represen-
tados pelas letras do alfabeto grege. Scb o
ponto de vista da atividade letal e de distin-
tas doeng¢as que causam no homem e em outros
animais, so classificados em seis subespécies
ou tipes toxigénicos, designados pelas letras
maiusctlas do alfabeto latino: A, B, C, D, E
e F. Eles apresenfam respectiva especifici-
dade imunologica® 34340, O componente
principal deste cemplexo téxico e responsivel

pela atividade letal é a toxina alfa?, dnica
que é comum aos seis tipos, estudada por
MacFarlene e Knight como sendo um enzima
que tem stividade lecitindsica, e identificada
quimicamente como fosfolipase €24,

O CL perfringens do tipo A e do tipo F sic
responsaveis peia doen¢a humana, sendo este
ultimo, causador da toxinfeecio alimentar, na
forma benigna %

0O Cl. perfringens tipo A tem capacidade de
produzir alfa toxina em abundéncia, e consti-
tul normalmente cerca de 509 de Clostridia
isolada de material clinico 20,

Segundo McLENNAN 26, o indice de morta-
lidade pela gangrena gasosa ers da ordem de
509%, no inicio da grande guerra, no periodo
de 1940-1942, ¢, cerca de 309% durante a guer-
ra de 1943, no norte da Africa, e finalmente,
no mnorceste europew, ¢ indice reduziu-se

* Realizado no Setor de Anasrébios do Instituto Butantan, Sfo Paule, SP.

#%* Do Instituto Butantan.



SILVA, M.A,; IZUKA, H., OLIVEIRA, EP.T,;

de antitoxina perfringens do tipo A em escala industrial.

HIGASHI, H.G. & ROLIM-ROSA, R. — Obtencio

Rev. Inst, Adolfo Lutz, 41(1):1-8, 1981.

para 229. A anilise desses casos revelam
que ¢ indice de mortalidade era significativa-
mente menor entre os pacientes que tinham
recebido o tratamento soroterdpico, além de
outros tratamentos indispensdveis, confirman-
do assim o valor terapéutico do soro antigan-
Erenoso.

Além dos dados compilados durante as guer-
ras mundiais, indmeros pesquisaderes também
tém observado e comprovade a eficiéneia do
soro antigangrenoso 3 8. 10, 18, 25, 28, 42,

Apesar dos avangos da guimioterapia, da
antibiéticoterapia e mais recentemente da oxi-
genoterapia hiperbiriea ® ¥ 42 terem consegui-
do notavel conquisfa no tratamento da gan-
grena gasosa, o Gnico tratamento antitéoxico
eficaz é a soroterapia espeeifiea 5. # 18 18 35,31

A téenica de producfo de sore antigangre-
noso, pelo Instituto Butantan, foi introduzida
em 1838 3, nela procedemos intimeras modifi-
caghes e aperfeicoamentos tecnolégicos, os
quais apresentamos neste trabatho, com o
proposito de oferecer subsidios & produgdo, em
escala industrial, do referido antissoro.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 Estirpe bacteriana — Clostridium per-
fringens SR-12, selecionada dentre as 47
amosiras da espéeie perfringens, existentes na
germotéea do Instituto Butantan, por ser do-
tada de elevado poder antigénico.

2.2 Inoeulwm — A amostra selecionada so-
fren o processo de exaltagio da virulén-
cia 2 3, pela passagem sucessiva em animals
sensiveis como o pombo e cobaio, de cerca de
350g de peso. Quande utilizamos o cobalo,
inocula-se pela via intramuscular, inicialmen-
te, cerea de 0,5ml da suspensio da culiura
jovem, desenvolvida no meio de TAROZZI ¥7, no
misculo da coxa, com devidas precaugoes €
rigorosa assepsia. A passagem é repetida tan-
tas vezes, aie que o volume de 0,1 m! da sus-
pensdo bacteriana, resultante da cultura de
aproximadamente § horas de desenvolvimente,
determine a morie do afsimal inoculado den-
tro de 24 horas. A amostra de viruiéncia
exaltada, colhida da dltima passagem e
semeada em 20 m! do meio de Tarouzzi, previa-
mente regenerado, ¢ ineubada a 37° C, du-
rante 5 horas, correspondenie 4 fase loga-
ritmiea de creseimento, ¢ gue constitui o
indeculo para o preparc da toxina perfringica.

2.3 Towxina perfringica tipo A - A itoxina
foi preparada no meio de culturs preconizado
por WapsworTH % medificado.

Para eada partida de toxina, eram prepa-
rados 10.000 m! de meio de culiura, apresen-
tando a sua férmuls, s seguinie constifuicdo
bésica:

Carne de vitela- . ......... ... 5.000 g
Peptona (Oxoide) ............ 200 g
Cloreto de sédio ......... . B g
Acetato de s6dio ............ 225 g
Glicerofosfato de sédio ....... 225 ¢
Glicose a 20% ......ovcvvee. 200 ml
Agua ... 10.006 m!

G meic de cultura é preparado de acordo
com a técnies descrita no trabalho anterior 28,
Ajustado o pH para 7,8 com auxilic de solu-
¢do de hidréxide de sédio concentrado, a 409,
o meio era dispensado em volumes de 3.000 ml,
em frascos Erlenmeyer de 5.000 ml de capaci-
dade, juntamente com cerca de 600 g de carne
moida e cozida. Reajustar o pH novamente
a 7,8. Apés a esterilizacBo, o meio era res-
friado bruscamente com d4gus corrente, até
a temperatura de aproximadamente 45°C, a
fim de garantir a anaerobiose pela eliminacio
do oxigénio residual 35, No momente da semea-
dura, adicionava-se com esterilidade, a solugio
de glicose e de acetato glicerofosfate de sédio,
previamente preparado separadamente. Apds a
semeadura de 20 m! do indenio em cada fras-
co, eram incubados durante 18 horas, a 37°C,
no final da gqual, transferiam-se para a gela-
deira. As amostras eram colhidas de cada
frasce, a fim de proceder as provas blologi-
cag ¢ o exame bacterioscopico, para controle
de microorganismos nfio especificos. Os fras-
cos contaminados eram desprezados.

2.8.1 Titulagdo da toxine — As aliguotas
de alfa toxina perfringica, colhidas separada-
mente de cada frasco, e submetidas & acéo
da forga centrifuga equivalentz a cerea de
3.000 xg {aceleracdio gravitacional), a 4°C,
dorante aproximadamente 30 minutos, até a
obtencéo de sobrenadante fotalmente limpido,
eram tituladas em camundongos albinos a fim
de determinar a sus ztividade em DMM e
DL GG, de acordo com a mortalidade verifica-
do em 24 e 48 horas de chservaco.

2.4 Anatoxinag perfringica — A toxina
perfringica destinada ao preparo da anato-
xina perfringica, deve ser altamente imunogé-
nica ¥, isto &, convém apresentar titulos ao
redor de 10% DI 59 em camundongos. A des-
toxificacic da cultura téxics era realizada
mediante a formolizacdo, na concentracfo
final de 0,4%, no produto previamente cen-
trifugade. O processo de destoxificacdo era
completado na estufa, a 37°C, requerendc nor-
malmente incubac¢fo por um pericdo de duas
& trés semanas, acompanhada de agitacio
constante. Este pnrocesso permite a desativa-
¢io do fator letal da alfa toxina, sem afetar
a capacidade imunogénica., A prova de
inocuidade de anatoxina era executada pela
inoculagdo de 0,5ml do produte pela via
subeutinea, em camundongos, ou 5 ml de ma-
neira similar em cobaios de 350 gramas de
peso. Os animais de prova nio devem apre-
sentar sintomas reveladores da acio da toxi-
na perfringica, durante o periodo de obser-
vagho de 10 diag.

2.5 Antigeno pare imunizagdo de covalos
— Para o preparo de antigeno destinado &
imunizacéo de cavales, a ftoxing era centrifu-
gada a baixa temperatura, e em seguida, pre-
cipitada pela solugdo estéril de 109% de sulfa-
to duplo de aluminio e potdssio, sob agitaghe
econstante, resultande uma concentracdo final
de 1,25% do adsorvente. A queda do pH do
antigeno era corrigide a 5,5 pela adicfio de
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solugdo concentrada de hidréxide de sédio a
409%. O antigene, constituido de anatoxina
adsorvida, era destinado & imunizacio de basge,
isto &, a lote de cavalos novos, enquanto que a
toxina adsorvida pelo alimen era utilizada
para hiperimunizag¢io de cavalos velhos, isto
&, agueles que jA haviam recebido o estimulo
primario.

2.6 Preparo de sore antiperfringico — O
soro antiperfringico misto, de acgdo antitéxiea
e antibacteriana era preparado pela imuniza-
¢ao de eavalos selecionados, previamente exa-
minados e identificades pelo Servigo de Vete-
rindria, vacinados contras tétanc e garrotilho.
A imunizagio era realizada em duas fases,
visande meihor rendimento de sore e auséncia
de reagbes indesejaveis no animal soropro-
dutor.

2.6.1 fmuniza¢do de base — Na primeira
fase de imunizacfo, os cavalos novos % # rece-
biam: o estimule primario provocado pela
inoculaciio de anatoxina alfa perfringica.
Principiave-se com a administragdo de anti-
geno, em pequenas doses didrias, progressiva-
mente crescenies, de acordo com 0 esquema
‘de imunizacio estabelecido em trabalhos ante-
riores ¥ ¥, A sangria exploradora de cada
cavalo era realizada sete dias apds a inocula-
¢io da Gltima dose de antigeno. Os animais
com resposta antigénica satisfatoria, isto &,
aqueles que apresentavam teor de antitoxina
a0 redor de 100 Ul/ml, eram sangrados na
propoercio de 5% do seu peso corporal, divi-
didos em trés vezes, com Intervalo de 48 ho-
ras entre uma sangria e outra. A seguir, os
animais entravam em {ase de recuperagio,
durante o espac¢o de tempo de 30 a 45 dias b

2.6.2 Hiperimunizagde — Nesta fase,
eada cavalo recebia antigeno misto, constituido
de toxina contendo suspensfo bacteriana,
cuja concentragio estava controlada pelo pro-
cesso de centrifugacfio, a baixa temperatura.
A administracio deste antigeno também era
feita em doses fracionadas e progressivamente
crescente de duas injegbes semanais, durante
o periodo de guatro semanas® 3, Todos os
equideos gue demonstrassem resposta antigé-
nica satisfatéria eram separados e sangrados.
As reimunizagbes eram sistematicamente repe-
tidas apds os periodos de sangria e de repouso
do animal,

0 sangue era recebido em solugio anticoa-
gulante de citrato de sdédio, sendo imediata-
mente & seguir, submetido a centrifugacio em
uma desnatadeira para a separagdo do plas-
ma, e adicionava-se fenol, na concentracio
final de 0,4%. O volume de plasma resultan-
te, mantido em recipiente de vidro, estéril, era
conservade em ciAmara fria a 4°C, até o mo-
mento de ser submetido a concentragio e puri-
ficaglio, operagdo esta efetuada de acorde
com o método de Porg 432,

O doseamento do teor de antitoxina per-
fringica tipo A, das amostras de mistura de
plasma obtidas apds a hiperimunizacio de
equideos, era realizado em camundongos, se-

gundo & técmica preconizada pele “National
Institute of Health, USA” ¥, & traduzidzs em
Ul (Unidade Internacional}, usando como pa-
drdo de referéncia, o Sore Antigangrenoso
Perfringico tipo A, padrio internacional, da
Organizagic Mundial de Sadde.

.Finain‘aente, o soro antigangrenose perfrin-
gico purificado era novamente titulads e acer-
tado frente a antitoxina padrie internacional,
a fim de conter 300 UI/ml do tipo A, gquan-
do, evidentemente se tratasse de soro monova-
lente. O soro antigangrenose polivalente
purificado, deve apresentar como poténcia mi-
nima, a8 seguintes capacidades antitéxicas
por mililitro do preoduto: antitoxina perfrin-
gens, 100 UL antitoxina septicum, 100 Ul ¢
antitoxina oedematiens, 156 UI, respectiva-
mente 11,

2.7 Sorc e texina padrées

2.7.1 Soro pedrde — O soro sntiperfrin-
gico tipo A, padrdo internacional, era pro-
veniente do Statens Serum Institute, da Or-
ganizagio Mundial de Satdde, Copenhagen,
sendo recebido, sob forma Hofilizada, em am-
polas contendo 90,35 mg de antitoxina perfrin-
gica, equivalente a 270 UI%. Portanto, uma
unidade internacional do atual padrio é a ati-
vidade especifica que estd encerrada em
0,3346 mg de antitoxina eqilina hiperimune
Liofilizada. O solvente do soro padrio é cons-
tituido de mistura de duas partes de glicerina
bidestilada neutra e de uma parte de soluciio
fisiolgica estéril, a 0,85% de NaCl, PA.

2.7.2 Towina perfringics padrdo tipe A
—- A toxina padrao fol preparada no labora-
torio, e padronizada ao nivel de 1 L+ {Limi-
te morte}, frente ao soro padrio infernacio-
nal antiperfringice tipe A, O Limite morte
da toxina perfringica tipo A é a menor guan-
tidade desta toxina que, misturada a 1/5 de
unidade antitéxica do soro padrio internacio-
nal, provoca a morte de, pelo menos, 50% do
lote de camundongos de 17-20g de peso,
inoculados pela via intravenosa, em 48 horas
de observagdo 11 3%,

A toxina padrio deve ser conservada em
estado seco e pulverizado, a vécuo, em desse-
eador, em atmosfera continua de pentéxido de
fésforo ou de cloreto de céleio, a temperatura
de 4.°C. Ela deve apresentar titulo estivel e
elevado, e conter quantidade minima de teta
toxina perfringica 3,

O solvente da toxina padrio é a solugio de
proteose peptona a 1% %, ¢ o diluente parz
todos os ensalos bioldégicos é a solucio fisio-
légiea, a 0,859 de NaCl, PA, esterilizada em
autoeiave.

2.8 Animais de laboretério — Os camun-
dongos albinos de 17-20g, e os cobaios de
350 g de peso, utilizados, sem distingéo de
plasma obtidas apés a hiperimunizagic de
Instituto Butantan.
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3 .— RESULTADOS E DISCUSSAC

O Clostridium perfringens &€ um bacilo cos-
mopolita e largamente distribuido na natu-
reza, estando presente em quase todos os
tipos de ambiente. Além de ser habitante nor-
mal do intestine do homem ¢ da maioria dos
animalis, & encontrado no solo, nas poeiras, nas
vestimentas, na pele ete, motivo pelo gual
pode contaminar facilmente gualquer ferimen-
to. Qs ferimentos profundos, principalmente
aqueles causadores de lesGes dilacerantes dos
musculos, favorecem o desenvelvimento da
gangrena gasosa b %,

O sorc antigangrenoso é utilizade em tra-
tamentos tanto preventivo guanto curative, de
ferimentos daquela natureza. A soroterapia
antigangrenosa é o Unico agente capaz de neu-
tralizar a letal exofoxina secretada pelos ger-
mens da gangrena gasoga.

O processo atual de obtengio de soro anti-
gangrenoso, em escala industrial, é o resulia-
do de inttmeros ensaios tecnolégicos realizados
em nosse laboratéric, permitinde o esta-
belecimento de condigdes ideais para a oblen-
cdo de toxina perfringica tipo A, e de anti-
genos para a imunizaciio de cavalos.

Uma das causas primordiais, que malis afeta
o preparo de antigeno eficaz, dotado de slta
imunogenicidade, destinado A obtencdo de
soros com bons titulos, é a baixa taxa de pro-
dugio de alfa toxina pelo Cl. perfringens 3% 35,

Moérsy e col. 77 fazendo estude comparativoe
entre ag diversas amostras de Cl. perfringens
procedentes do ATCC e do NCTC (American
Type Culture Collection, USA, e National
Collection of Type Culture, London, respecti-
vamente}, verificaram que a taxa de produ-
¢ao de exofoxinas letais depende das caracte-
risticas de crescimento dos germens, inerentes
as propriedades associadas intrinsecamente a
determinadas estirpes bacterianas. Em con-
digbes Otimas de piH, obtiveram toxina per-
fringica tipo A, cuja toxicidade osciiava en-
tre oz valores de 2 a 50 DL/50 por mililitre,
para camundongos. Percebe.se logo, que nem
todas as amostras de Cl. perfringens sfo ca-
pazes de sintetizar proteinas extracelulares
de elevado teor tdéxico. A escolha da estirpe
certa, além de condicdes culturais adequadas,
representa fator de grande importincia ne
rendimento final das exotoxinas.

No presente trabalho também foram obser-
vadas grandes variacdes toxigénicas entre ss
diversas amostras estudadas. Preliminarmen-
te, foram selecionadas quatro cepas, indenti-
ficadas pelos n.? I1B-12, SR-12, 1B-28 e 1B-38,
respectivamente, as quais revelaram ser
amostras toxigénicas em camundongos, dosan-
do ao redor de 40 DL56/ml, apds algumas
passagens prévias de exaltaciio de virulén.
cia em cobajos. Em ensaios posteriores, as
cepas SR-12 e IB-28 apresentaram maior to-
xigenicidade, pois determinaram a morte de
cobaios num periodo inferior a 24 horas, quan-
do incculadas pela via intramuscular, ne vo-
fume de 0,1 ml de suspensio da cultura de
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seig horas de desenvolvimento em meio de Ta-
rozzi, A toxina obtida dessas culturas dosou
a0 redor de 100 DL30/m! para camundongos.
Por este motive a estirpe SR-12 foi escolhi-
da para a produgio de toxina perfringica
tipo A, ficando a IB-23 reservada para even-
tuais necessidades.

Inicialmente, nas Erimeiras passagens, exi-
gia-se tempo de incubagio mais longo e malor
volume de suspensiic de cultura — cerca de
1,6ml — e & ocorréncia da morte do animal,
mesmo nessas condigdes, poderia ultrapassar
o periodo de 24 horas.

A maioria dos autores admite que a adicae
de glicose ao meio de eultura, como fonte de
carboidrato, é indispensavel, a fim de se obter
boa toxigénese de CL perfringens tipe A. To-
davia, a taxa desse agdcar tem sido experi-
mentada em diferentes concentracbes: de
0,19% % 3% 3,509 %2 ¢ de 0,2 a 29, ¥, Nas con-
digies do nosso experimento, a taxa ideal foi
de 0,49%. Por outro lado, meios de enltura
muito rico em glicose constitui uma das cau-

sag que determina a inibicdo da toxigéne-
se 36, 41.

A temperatura de incubagdo é outra con.
digke relevante na produgdo de toxina, e gue
tem sido provado em varias experiéneias an-
teriores de 31 a 45°C4 6.2, 17,20 33 Qbtive-
mos resuitados satisfatdrios a 37°C, ineubando
durante um periode de 18 horas, quando ocor-
ria 3 méxima produgio de exotoxina.

A suplementagiio de fatores de erescimento
e de principais vitaminas ao meio de cultura,
sempre estimula a sintese de exotoxina per-
fringica, ¢ esta condicio se torna indispen-
sdvel quando se trata de melo de cultura sin-
tético, slém da adigdo de 183 aminodeidos
esgenciais, em sua forma levogira & 23,97,

Para o prepsro de antigeno, utilizamos to-
xinas que dosavam ao redor de 100DL50/ml.
Mas por outro lade, virios pesquisadores tém
obtido bons resultados, empregando toxina
perfringica menos potente, cujos $itnlos
ozcilavam entre os valores de 10 a a 60
DMM 15, 18, 85, 38

O sulfate duplo de aluminio ¢ potassie foi
utilizado como adjuvante, por ser o mais em-
pregado na adsorcio de antigeno destinado a
hiperimunizagio de cavalos ! 3 19 38,35 38 an.
bora outros tenham também encontrado resul-
tados com lanoling # 15 44,

A infecglio gangrenosa pelo Clostridium
perfringens caracteriza-se pela exuberante
reproducéic bacteriana e pelo seu alto poder
invasor razbes pelas quais o soro antigangre-
noso perfringico deve ter ac¢iio mista, isto é,
antibacteriana e antitoxica 121335,  Porém,
muitoz autores enfrentaram sérios obstdculos
quando empregaram antigeno miste, consti-
tuido de toxina e suspensfio bacteriana, para
a imunizacio de cavales. Os problemas mais
dificeis sdo aqueles provocados pelas reacgfes
indesejéveis do antigeno, impossibilitande o
uso deste tipo de imunédgeno, inclusive
devide a alts taxa de mortalidade de ca-
valos 2. 13. 33, 35, 38, guyperior & 30% 2.
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Sourto & RIvarROLA 3 contornaram este pro-
blema pelo emprego de anatoxina filtrada,
neutralizads pela adigio de soro antigangre-
noso polivalents, no inicio da imunizacao.

No presente trabalho, esies inconvenientes
foram contornados pela utilizagio do antigeno
indcuo, isto &, destoxificado e adsorvide pelo
alumen de potassio, PA, na fase inicial de
imuniza¢io. Em seguida, na fase de hiperi-
munizacio propriamente dita, era empregado
antigeno constituido de toxina mais suspen-
880 bacteriana virulenta, precipitadas pelo
aliimen. Os cavalos submetidos ao precesso,
suportavam normalmente esta forma de anti-
geno, pois ja tinham adquirido imunidade su-
ficiente na fase injeial. Devido A coexiztén-
cia de dois Imunégencs, ¢ microblano e o
toxico, a sintese de antissoroe de atividades
antimicrobiana e antitéxica perfringica tipo A,
processavae-se satisfatoriamente.

O emprego de cavalos jovens & outro fator
muito impoertante para obtengfio constante de
antitoxina de elevado titulo 3 4.

YAMAMOTO e col. %, ao estudarem vérios
tipos de antigenos pgangrenosos para produ-
¢io de soro antigangrenoso perfringico tipo A,
verificaram gque em condigles naturais, so-
mente uma propor¢ie de cerca de 10% dos
animais revelam ser bons produtores de anti-
toxina. Este fendmeno é explicado pela exis-
téneia prévia de imunidade potenciall, isto é
de anticorpos naturais circulantes antigangre-
noso naturalmente adquiridos. Esta condicio
imunitiria ideal pode ser artificialmente indu-
zida em cavalos novos, aplicando-gse doses de
antigeno, em lotes de animais destinados a
producéio de soros, antes de iniciar a hiperimu-
nizagho propriamente dita,

Souro & PURLANETTO ¥ verificaram que o8
soros antigangrenosos encontrados no merca-
do nacional, resultante da pesquisa realizada

durante um pericdo de trés anos, apesar da
progressiva melhoria dos titulos antitdxicos
relativos 3 capacidade terapéutica e profils-
tica, o teor de antitoxina perfringica oscilava
entre os valeres de menos de cinco até cerca
de 50 Ul/ml. Somente duag amostras exibi-
ram titulos iguais a 100 Ul/ml

Souro & Rivarona 3 enfatizam que a res-
posta antgénics de cada animal é muito va-
riavel. Os animais imunizados produziram
soro hiperimune cujos titulos oseilavam ao
redor de 100 Ul/ml. GUILLAUMIE e col, iT obti-
veram titulos antitdéxicos gque variavam entre
os valores de 35 a 400 Ul/ml, “in vive”; e
guando dosaram as mesmas amosiras pelo mé-

- tode ‘“in vitro”, encontraram resultados que

ifam de 20 a 4000 Ul, em titulo antihemolitico,
e concluiram dessa maneira da inexisténcia de
correlagio entre estes dois métodos de dosa-
gens. BrreNsr e col. 3, utilizando cavalos jo-
vens de dois a trés anos de idade, com es.
guema de imunizagho préprie, e antigeno
precipitado pelo aldmen de potassio, consegui-
ram obter teor de antitoxina perfringica
circulante ao redor de 200 a 300 Ul/ml, porém
o método de dosagem utilizade foi ‘in vitro".

Utilizando ¢ esquema de imunizacio elabo-
rado em nosso laboratdrio ¥ 3 fol obtida anti-
toxina perfringica tipe A, dosando ao redor
de 200 Ul/ml ({tabelan}, que apdés a purifi-
cagho e concentragie pela digestdo enzimatica
agsociado a0 processo de termocoagulacio
proteica, seguida de precipita¢do fracionada
pelo sulfato de amdneo e didlise ¥, atingia
niveis de 850 a 1000 UI/mi. Este soro, puri-
ficado e concentrado era finalmente diluide
para apresentar 100 Ul/ml de antitoxina per-
fringica tipo A, para compor o Sorc antigan-
grenosp polivalente, e 300 Ul/ml, quande se
tratar de Soro antigangrenosoe especifico mo-
novalente 11,

TABELA

Nivefs de antitoxing perfringica, observados em quatro cavalos, no decurse de cinco Riperimunizogdes

Titules em Ul/ml
Cava"hs o Hiperimunizagio az]lﬁ;:;ica
n. p & Ul/ml
1.2 2% 3.8 4.2 5.®
190 154 200 250 250 200 210
325 14H 250 200 250 150 168
460 220 158 140 158 180 168
438 150 180 250 300 308 236
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4 — CONCLUSOES

4.1 Utilizando-se Clostridium perfringens
tipo A, estirpe SR-12, foi preparada toxina
perfringica dosando cerca de 100 DL50/ml em
camundongos.

4.2 O antigeno perfringico empregado na
hipermunizacfio de cavalos era constituido de
foxina e de suspensdo bacteriana, portanto
induzia a sintese de antitoxina dotada de ati-
vidade antibacteriana e de antifdxiea.

4.3 0O soro antigangrenoso perfringico
apresentou titule antitéxico da ordem de
200 Ul de antifoxina perfringica tipe A por
mililitro nas sangrias de prova.

4.4 A mistura de plasma resultante de
vérias hiperimuniza¢les permitiu a obtengdo
de uma antitoxina purificada e concenirada,
cujo titulo atingin niveis da ordem de 850 a
1000 Ul/ml, a gual foi conveniefitemente di-
luida para obtengio de soro antigangrenoso
polivalente para fins terapéuticos.

RIALAG/53S
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~— Production of Clostridium perfringens type A antitoxin, on industrial scale.
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ABSTRACT: A method is described for the preparation of Clostridium
perfringens type A antitoxin, on industrial scale, by the hyperimmunization ef
horses with mixed slum-adsorbed antigen. With the use of the immunization
method idealized in laboratory of Institute Butantan, Bie Paulo, an antigangrenous
Cl. perfringens type A antitoxin was obtained with a dosage of about 00 IU[ml,
5 titre that after concentration by Pope's method, increased teo antitoxic levels of

850 to ROG0 [U/ml

The purified and concentrated antitoxin was conveniently

diluted to constitute a polyvalent gas gangrene antifoxin.

DESCRIPTORS: gas gangrene; Clostridium perfringens type A antitoxin; an-
tigens, bacterial; horses, immunization; antifoxins, gas gangrene C. pevrfringens.
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RESUMO: Forsm determinades os niveis de dieldrin no sangue de 18 lavra-

dores profissionalmente expostos zo aldrim, tendo sido enconirados valores muito
elevados (média = 0,40 ug/ml; desvio padrio 6,38 ppm}, acima dos citados na lite-
rafura em casos de intoxica¢ic. Ndo pdde ser detectada ecorrelacdo entre o nivel
sahgliineo de dieldrin e o tempo de exposiciio ao aldrin, o intervalo entre a expo-
sicdo & a coleta do sangue, a guantidade do composto empregado ou z natureza da
exposigie, O grau de contaminagle detectado, decorrente principalmente da mani-
puiagio imprudente do pesticida, enfatiza 2 necessidade de medidas mais eféfivas
na conscientiza¢io dos aplicadores de aldrin com relagiio ac risco assumido, e de

figcalizacfio pelos 6érgdos responsiveis.

DESCRITORES: dieldrin, niveis em sangue de aplicadores de aldrin; pesticidas,
residuos; inseticidas organoclorados, asldrin, dieldrin; doenca ocujacional, contami-

nagho por exposigio ac aldrin.

INTRODUCAO

O suprimento adeguado de slimente & po-
pulagdio mundial e o controle e erradicagio
de doengss, cujos vetores sdo insetos, tornam
inquestionéavel a utilizagio dos inseticidas, em
nossos dias. Muites pesticidas s8o, coniudo,
substineias altamente toéxicas ou deletérias
para os animais, especialmente o homem, e
causam sérics prejulzos ac equilibrio do am-
biente. A persisténciz de certos compostos,
como por exemplo os inseticidas organcclora-
dos e seus metabolitos, se por um lado é alta-
mente convenienie para os cbjetivos relacio-
nados com a produgiic agricola ou a saidde
ptblica, por outro lado tem irazido problemas
compiexos de contaminagio ambiental.

* Reslizado na Seclo de Aditivos e Pesticidas
e no Departamente de Biclogia do Institute
Sdo José do Rio Preto, SP.

*% Do Instifute Adelfo Lutz.

% i

A toxicidade crénica desses compostos re-
veste-se de interesse prineipalmente pa¥s os
consumidores de produtos agricolas confami-
nados com niveis de residuos acima das tole-
réncias estabelecidas. Tal situagao pode ser
demoenstrada com a detecgiio de residues de
organoclorades (DDT, DDE, dieldrin) no san-
gue ou em outros tecidos de individuos da po-

. pulagho geral, sem exposigdo profissional a

eszes prgdu‘togﬁ. §, 1 11, 12, 14,

A principal causa da contaminagio do ho-
mem por pesticidas, entretanto, ¢ a sua mani-
pulaggo inadequada ou abusiva e nesse caso o
problemas de toxicidade aguda devem reeair,
mais acentuada e rapidamente, sobre os encar-
regados da sua produgfo, formulagde ou apli-
cagdo, Nos paises desenvolvidos, onde ¢ uso

Residusis do Institute Adolfo Lutz, Sic Pauls, SP
de Biociéneias, Letras e Ciépcins Exatas, UNESP,

Do Instituto de Biociéneias, Letras e Cléncias Exatas, 8%c José do Rio Preto, S8éio Paulo.
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de pesticidas atinge niveis bastante elevados,
o3 casos de intoxicaglo sfo raros® HAvEs &
Cureey %, analisando 28 individuos ocupacio-
nalmente expostos so aldrin e dieldrin por pelo
menos 19 anos, nog EUA, encontraram uma
média de 0,0247 pg/ml de dieldrin no sangue e
6,12 ug/m! no tecido adiposo. Esses valores sho
inferiores 4 faixa limite (no sangue: 0,15
0,20 pg/ml), abaixe da gual ndo hé sinais ou
sintomas de intoxicagfio 2.

No Brasil, como em outros paises em vias
de desenvolvimento, os casos de intoxicagdio de
aplicadores por pesticidas sfo relativamente
freqiientes, porque as normas de controle de
use desses compostos sdo menos rigidas e me-
nos efetivas e estes sio manejados por pessoas
sem eonhecimentos especializados. Atualmente
alguns érgdos oficiais, como a Divisdo de De-
fesa Sanitaria Vegetal do Ministério da Agri-
cultura, vém procurande minimizar os efeitos
negativos decorrentes de uma mé utilizagéo dos
pesticidas, através de campanhas edueativas
e de uma fisealiza¢cio mais eficiente.

O nivel do pesticida no sangue é um pari-
metro que permite avaliar a entrada total da
droga e a concentragio estdvel da mesma no
organismo humano 19, Este trabalho apresenta
o3 resultados de uma investigagio sobre og
niveis sangiiineos de dieldrin em aplicadores
de aldrin, ¢ discute alguns fatores gue afetam
o nivel de exposigio ¢ a sintomatologia da
intoxicacéo.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 18 lavradores da regido de
Sdo José do Rio Preto, SP, de nivel sdcio-
-cultural representative da populagdo de la-
vradores desta regifio, profissionalmente en-
. volvidos na aplicacio de Aldrin 40 TS * em
culturas de arroz, milho a amendoim. As ida-
des variavam de 19 a 43 anos (média = 32,6;
desvio padric = 9,5) e a distribuigfio racial
era de 18 caucasdides e 2 negréides. Esses
individuos foram selecionados, antes da apli-
cacho, por n&o terem tido contacto com qual-
quer pesticida nos dltimos 11 meses. Nessa
ocasifo fol colhida a primeira amostra de san-
gue {amostra A). Apébs a aplicagio de aldrin,
em um periode varidvel de 12 a 84 horas, foi
feita a coleta de nova amostra {amostra B) ¢
anoiados dados referentes a sinais e sintomas
clinicos de intoxicagfo, equipamentos de pro-
tecdo utilizados e cuidados na manipulagio
e aplicagdo, Extraido o soro sangiiineo, este
era congelado e encaminhado ao Instituto
Adolfo Lutz para determinacie de residuos de
organociorados, num intervale de tempo de no
méximo trés horas.

O método de andlise empregado foi o de
DaLe & M1LES 4, que consiste no seguinte:

* Da Shell Quimics S.A.

10

Em um tubo de ensaic eoloear 1 ml de soro,
mais 1ml de Aeido férmico. Apitar durante
um minute, com bastdo de vidro. Adicionar

. 5ml de hexana, Agitar novamente por um mi-

nuto, Retirar a camada de hexana, passando
para um segundo tubo de ensaio. Tornar =
extrair no primeiro tubo com mais 5ml de
hexans. Retirar a camada de hexana e reu-
nir ao primeire extrato, Se necessdrio, usar
pipeta Pasteur para retirar o final da hexa-
na. Coloecar 1ml de carbonato de potéssio neo
segundo tubo de ensaio com a hexana e agitar
durante um minuto. Retirar a hexana, passan-
do pars um terceire tubo de ensaio e, nova-
mente, se necessirio, usar a pipeta Pasteur.
Secar com corrente de nitrogénio. Elevar a
1ml, com hexana, e injetar 3 ul no cromats-
grafo.

Para a cromatografia foi utilizade um apa-
relhe Varian Aerograph 2.100-60, com coluna
de vidro em U, de 1/4 de polegada de diime-
tro interno, € pés de comprimento, com fase
estaciondria com 2% de OV17 em Chremo-
sorb W 100-120 “mesh”, com as seguintes con-
digbes de otimizacio:

Temperatura da coluna = 170°C
Temperatura de detector = 200°C
Temperatura do injetor = 200°C
Fhuxo do nitrogénioc = 40 ml/min

A identificagfio dos picos encontrados mos
cromatogramas foi feita pela comparacio das
distincias de retengfio com padrdes submetidos
&s mesmas condighes de andlise e a determi-
naglo quantitativa foi feita pela comparagio
das dreas dos picos.

RESULTADOS

Devido & répida epoxida¢io do aldrin em
dieldrin no figado, somente residuos de diel-
drin foram encontrados no soro sangiiineo. A
andlise dos individuos por ccasifio da coiheita
da amestra A nfo detectou residuos de diel-
drin, conforme podiamos esperar, consideran-
do que a meia-vida do dieldrin no sangue é de
0,73 anos 8% Na amostra B foram detectados
os valores apresentados na tabela 1. Esta ta-
bela mostra, ainda, parz cada individuo, o
tempo de exposicdo ao inseticida, o intervale
entre a exposigiio e a coleta do sangue, & quan-
tidade empregada de aldrin e a natamreza do
contacto, O nivel ~wvgiiinec de dieldrin variou
de 0,05 ug/mi 8 1,.7 ug/ml e o tempo de expo-
sigio direts ao aldrin foi de 8 a 32 horas.
Treze individuos acusaram contacto através
das vias de absorcdo respiratéria e dérmiea,
enquante cineo informaram misturar o aldrin
€ as sementes com auxilio de ferramentas,
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TABELA 1

Niveis de dieldrin no sangue de aplicadores de aldrin, tempo de exposigdo, intervalo entre
a exposigdo ¢ a coleta do sangue, quuntidede empregada do pesticida ¢ naturezn de exposigdo
em 18 individuos profissionalmente expostos e aldrin

Nivel Intervalo Natureza da
tndivi Tempo de e Quantidade exposigio
ndividio sangilineo P . exposicio .

n.o de dieldrin ‘*XP";W‘“’ coleta emp;eg“da Reant

{pg/mi) (h) (h) (kg) raet?)giia Dérmiea
1 0,62 82 36 4 + +
2 6,47 82 36 4 4 +
3 1,37 16 12 2 + +
4 1,07 14 12 2 4 —+
5 0,08 16 84 05 + -
] 0,05 16 a4 0,5 e —_
7 023 12 26 2 - -
-3 0,62 20 36 0,5 4 o
5 0,55 16 60 2 + -
10 0,24 8 12 1 + +
1 0,12 8 12 1 + +
12 0,50 8 12 1 + +
13 0,41 24 12 2 + +
14 0,18 24 12 2 + -+
15 0,14 24 12 2 + +
16 0,70 16 36 3 + +
17 6,60 32 84 4 + o
18 0.98 32 84 4 + -
X & 8 0,49 + 0,36 194 = 85 37,3 = 29,1 20 = 12 - -
TABELA 2

Comparagdo dos niveis sangilinecs de dieldrin (leste t) em individuos agrupados de acordo
com as vias de absorgdo, a duragdo da exposigdo, o intervalo entre a exposicio e a colete do
sangue, e o quantidade da droge empregada

Varidveis analisadas N X + 8 t g

Vias de absorf;ﬁo .

reptraria 4 dérmice T I NN EO
Duracio da exposigie

3 gi 1};;?:: 1’1? g,’ggg gﬁ;i 0,133 > 6,05
Intervalo da exposigho

Z 2: :z:z 12, g;ﬁi gigg 0,106 ~ 0,05
Quantidade da droga empregada

2 5% 13 viss | oa | 1 | >oes

i1
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Na tabela 2 apresentamos os niveis médios
de dieldrin no soro dos individues, agrupados
em 2 classes dentro de cads umsa das 4 varia-
veis analisadas, Nao fol detectada diferenca
significative entre as classes de qualguer das
varidveis.

DISCUSSAO E CONCLUSGOES

A sintomatologia de intoxicagio pelos inse-
ticidas organcclorados aldrin e dieldrin nfo
é especifica e ¢ mecanismo pelo qual ela ocor-
re ainda nfo é bem conhecido, O grau de
absorgdc pelo organismo parece ser um dos
fatores de malor importincia na infoxicagho;
contude, os nivels sangiiineos de dieldrin dos
individuos por nds estudados sBo muito ele-
vados. Em 729 dos casos gituam-se acima dog
limites tidos como de tolerdneia, e se aproxi-
mam mais dos encontrados em casos de enve-
nenamento ou intoxicacio grave: 0,58 ug/ml
(KAZANTZIZ of alii "y, 0,32 pg/ml (ROBINSON &
Huwter ). Apesar disse, sé wm individue
{n.© 2), com nivel de dieldrin no sangue de
1,37 pe/ml, manifestoun sinais de intoxicacdo
moderada, com cefaléia, tonturas, visfo ofus-
eada, nduseas e sudorese intenss.

Em estudos foxicolégicos uma das questoes
mais dificeis que surgem na discussfo dos re-
sultados se refere & organizacio genética das
populagdes analisadas. LiTTLEFIELD & Koo
DELL® apresentaram dados que demonstram a
variabilidade da resposta média de ratos 2 um
carcinogénico, resultante da distribuicio dife-
rente dos mesmos alelos nas populacbes, Hsses
autores encontraram diferengas significativas
entre duas populagbes testadas, sendo que a
geneticamente heterogénea (com os alelos dis-
tribuidos easualmente por ftods a populagho)
exibia limites mais amples de peso corporal
e malor susceptibilidade so feste guimice do
que a geneticamente homogénea (todos os in-
dividuos com alelos idénticos}. As populagbes
humanas s&o compostas de individuos ecom ge-
nétipos mauito diferentes, e essa variabi-
lidade genética, incontroldvel experimental-
mente, pode ser um fator explicativo para as
respostas variadas oferecidas por diferentes
individuos estudados.

Além disso, ANDERsoN & WEBER !, estudan-
do peixes, apresentaram evidéncias de que a
resposia A4 dose de dieldrin é uwma fungdo
quantifativa do tamanho do corpo e, portan-
to, a relacfio entre a dose e a resposta deve
diferir em individuos de famanhos diferentes.

Viarios fatores tém sido relacionados com o

grau de contaminag¢io dos manipuladores dos
pesticidas nas fabrieas, ou dos saplicadores: a

12

temperatura e a umidade do ar, o veno ou a
ventilagio, a duracfio da exposigho, o mé-
todo e a quantidade de material emprega-
do 1% 15,16, 17, 18, 18, (s dados obtidos no presen-
te estudo ndo permitem o estabelecimento de
correlagio entre o nivel de dieldrin detectado
ne sangue e o tempo de exposi¢iio ao aldrin, o
intervale exposicio-coleta e a quantidade do
pesticida wutilizada. Possivelmente, as varia-
¢oes entre as 2 classes escolhidas para eada
uma dag varidvels analisadas nido foram sufi-
cientes para evidenciar diferengas.

Para o grupo estudado, considerameos que o
fator responsével pelo nivel elevado de resi-
duos de dieldrin detectado no sangue seja a
natureza do contacto gue os aplicadores tive-
ram com ¢ aldrin. Em nenhum caso houve uti-
lizagio de gqualquer protegio pessoal, econ-
forme solicitado pelo fabricante. Somente 2
individuos (11% da amostra) tinham lido o
rétulo da embalagem do pesticida e somente
5 misturaram o aldrin com as sementes, utili-
zando-se de ferramenias. Nic havia, por par-
te da totalidade dos individuos, valorizacio de
equipamento de protegdo (luvas, aventais) on
cuidados esgpeeciais durante o periedo de tra-
balho (lavagem das maos ¢ outras partes ex-
postas, antes de comer, beber, fumar ¢ apbs o
trabalho}, O fato de nfio encontrarmos dife-
renga significativa no nivel sangliinec médio
de dieldrin entre individuos gue acusam absor-
céo respiratéria e dérmica e individuos que 86
acusam absorgio respiratéria, pode ser atri-
buido ae tamanho peguenc da amostra dessa
segunda classe e a elevada contaminacéo
pela via respiratéria desses individuos.

Consideramos que os dados obtidos na pre-
sente investigacfo devem se constituir em um
alerta no sgentido de constatarmos que o
homem do campo, pelo menos na malor parte
do nosso pais, arrisea sua vida imprudente-
mente. Portanto, urge que as medidas gerais
de proteciio na manipulagio e aplicacfio dos
pesticidas sejam mais divalgadas entre os la-
vradores € gue sua execucdo seja fiscalizada
de maneira mais eficiente pelos érgfos res-
pongéveis.
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ABSTRACT: Dieldrin levels were investigated in 18 farm workers exposed to
aldrin, Markedly elevated blood concentrations {mean=r 049 ppm; standard
deviation= (¢.36ug/ml} were observed, These values are higher than those found in
people with clinical manifestations of intoxication by dieldrin. No correlstien
between levels of dieldrin and variables such as duratien of exposure, rate of appilica-
tion and time interval between exposure and bleod sampling was detected, The high
levels of contamination apparently resulied from the carelessness of the operators,
It is advised that farm workers be warned about the danger and that official agenecies
take more effective measures and a betfer policy in these aspeets,

DESCRIPTORS: dieldrin, levels, in the blood of farm-workers; pesticides, resi-
dues; inseciicides (organocchliorine), aldrin, dieldrin; occupational dizease, hazards by
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RESUMO: Apébs breve histérico, séo discutidas as atribuigbes da rede de labo-
ratéries de Satnde Phblica do Estado de S#oc Paulo e oferecidos subsidios para e seu
planejamento e organizacio, além de critéries para sua avaliaco.
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laboratérios de satde pibliea, Brasil;

laboratdrios de satde

piblica, estrubura, organiza¢ds, redes; planejamente em satde; programas de satde,

1 — INTRODUCAC

A eriagdo, em fins do séeulo XIX
{1862) + 2, do Instituto Bacteriolégico e do
Instituto Vaecinogénico, do Laboratdrio de
Andlises Quimicas e do Laboratério Farma-
céutico, seiy anos apés a instituicho da
primeira “Imspetoria de Higiene” do Estado
de 8#o Paulo, evidencia a preccupagio das au-
toridades paulistas com o desenvolvimento de
laboratérios de saide publica em nosse meio.

Em 1899, face & ameaca da introdugido da
peste bubdnica no pais, estabelecen-se no mu-
nicipio de Santes um sistemz de vigilincia e
controle desta moléstia, gue enfrentou sérios
obstdculos na obtenciio do soro antipesteso
pols, na época, era exclusivamente produzido
pelo Instituto Pasteur de Paris. Tal fato tor-
nou imprescindivel a instalagfo em nosso pais
de um Iaboratério que assumisse esta rTespon-
sabilidade, criando-se no mesmo ano o Insti-
tuto Soroterdpico que, posteriormente, daria
origem ao Instituto Butanti (1801) %9, Final-
mente, em 1916, incorpora-se ao Servigo Sani-
tario ¢ Instituto “Pasteur” de Sac Paulo?, que
tinha suas atribuicbes voltadas para o controle
da raiva e que era, até entfo, mantido por
uma sociedade particular.

A singular importdncia destas instituigdes
no desenvolvimento da ciénela em nosso meic,
foi salientada por Nancy Stepan, em trabalho
sobre o assunfo ¥, que cita o Instituto Bacte-
riclégico como o “primeiro centro cientifico do
Brasil, organizado segundo linhas modernas
de laboratdrio e cujo trabalho inclui a pri-
meira aplicagiio sistematica da bactericlogia
e da parasitologia em Sande Pgblica no
pais’ 20,

Portanto, ji no inieio deste século, contava
o Estado de Sac Paulo com laboratérios de
Saide Phblica que, pars melhor distingdo de
suas atribuigdes, poderiamos classificar como
“de produgdo”, no caso do Institute Vacinogé-
nico, do Instituto Butantan e deo Laboratd-
rio Farmacéutico, e de “prestaciio de servigos”,
quando nos referimos ao Instituto Bacteriolé-
gice, Instituto “Pasteur” e Laboratério de
Anslises Quimicas e Bromatologicas ***,

Desde seus primérdios, dois aspectes rela-
tivos & organizacio destas instituigbes preo-
cuparam de maneira especial nossas autorida-
des sanitérias:

— O imperative de sua racionalizagho tée-
nico-administrativa, através de unifica-
g¢bes em organismoes de maior porte,

*  Realizade nn Divisfico de Laboratévies Regionais de Institute Adolfo Lutz, Sic Paulo, BP.
% Do Instituto Adolfe Lufz e do Departamente de Epidemiclogia da Faculdade de Saidde Pudblica da

Universidade de Sdo Paulo.

*xk Ksta denominagdo foi dada em 1898 a0 antigo Laboratério de Andlises Quimicas.
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assunte itratado ji em 1913 pelo bacte-
riclogista alemdo Martin Ficker que, em
estudo a respeito, propds a fusfo do La-
boratério de Andlises Quimicas e Broma-
tolégicas com o Instituto Bacterioldgico 4,
sugestio aceita somente em 1940, com a
criacdc do Institute “Adolfo Luiz”+ &%,

v A necessdriz descentralizacio dos labo-
ratdrios destinados a prestacdo de ser-
vigos, aspecto previsto pela reforma do
Servige Sanitdrio do Estado, elsborada
por Paula Souza, em 1928, que propunha
a criagéo, tante na Capitzl como no in-
terior, de unidades de menor complexi-
dade, que se incumbiriam de realizar os
exames mais simples? No enianto, essa
descentralizagio somente teria infcio em
1938, com a instalacio de laboratérios lo-
calizados em postos de sadde ¥, amplian-
do-se em 1943, com a eriacio dos labora-
térios regionajs do Instituto Adolfo Lutz,
que viriam a localizar-se nas principais
cidades do interior do Estado % 8 16

Portanto, no inicic dos anos quarents, o Es-
tado de S&o Paulo jd contava com duas redes
Iaboratoriaiz que, no entanfo, desenvolviam
suas abividades sem vinculo algum, isto até
1957 quando, por decreto governamental 14,
fieou estabelecido que os laboratdérios das uni-
dades sanitirias passariam a subordinar-se
teenicamente ao Institute “Adolfo Lutz”, per-
manecendo administrativamente ligados &
unidade sanitdria. Esta nova situacao
teve vigéncia até 1968, quando novos de-
cretog 18- 19 determinam & volta & situagio
original.

Na reslidade, o insucesso desta primeira
tentativa de unificagdo da rede de laboratsrios
prenden-se especialmente ao cardter “vertical”
da estrutura administrativa que vigorou na
Secretaria da Sadde até 1969, permitindo ou
mesmo estimulando 2z ecriacio, por parte dos
servigos especializados, de suas préprias redes
laboratoriais, fendmeno idéntico ao ocorrido em
outros pafses subdesenvolvidos & 11,

Em 1969, com a reforma administrativa pro~
movida na Secretaria da Satde, procurou-se
extingnir praticamente todos os serviges es-
pecializados, substituindo-ps por programas
que passariam a desenvolver-se de maneira
integrada em centros de satide polivalentes.
Todavia, a nova estrutura manteve a duplici-
dade existente nas atividades de laboratério,
que continuaram sendo desenvolvidas simul-
tancamente pelos centros de safide e pelas uni-
dades do TInstituto “Adolfo Lutz”, o que
permitiv o reaparecimento da antiga polémica
a respeito da formulagfo de uma politica para
a rede de laboratdrios de satGde publica do Es-
tado. Este dltimo aspecto motivou a elabora-
¢do deste artigo que procurard, a partir da
diseussdo da articulacio da rede com o setor
satide, estabelecer uma proposta para a sua
estrutura e organizagio, dado gque ainda nio
estd claramente definido.

i6

2 - DESENVOLVIMENTC DOS SERVI-
COS DE SAUDE PURBLICA E SUAS
IMPLICACOES NA AREA LABORA-
TORIAL

Apds répido histérico onde foram salienta-
dos pontos de imporidncia para melhor situar
as origens da rede de laboratérios de satde
plblica do Estado de Sac Paulo, passaremos
a diseutir algumas modificacbes surgidas face
& evolugdo conceitual e aoc desenvolvimento
dos servigos de satde pliblica nos ultimos anos.

2.1 Sistema Nacional de Sadde

A ampla discussio desenvolvida ultimamente
& respeito da implantagio de um sistema inte-
grado, regionalizado ¢ hierarguizado de ser-
vigos de sadde em nosso pafs, a despeito da
inexisténeis na lei® que o propde, de citagio
especifica abordande o papel a ser desempe-
nhado pela rede de laboratérios de sadde pi-
blica, tem aberio perspeetivas para a partici-
pacio desta dltima, no nivel primarie de
atengfo médica, proposta defendida por téeni-
cos da Organizacdo Mundial de Satde ¥,

2.2 Sistema Nacienal de Vigilinein Epide-

mioldgica

No momento em que ge cria um sistema de
informacdo para ag¢bes de controle de determi-
nadas doengas infecciosas?, pressupde-se a
participaciio de laboratérios gque obedecam a
téenicas padronizadas e que se submetam 3
supervisio continna de O6rgios credenciados
pelo Ministéric da Satde. 8¢ uma infra-estru-
tura de diagnéstico assim estabelecida nos
fornecerd dados confiiveis e compariveis entre
si permitinde um diagnéstico fidedigno da
situacho epidemioldgica das moléstias em ques-
tio. Entretante, sabemos ser pouco provivel
que o setor privado se submeta a padrdes tée-
nicos e & supervisdo de érgios oficiais, motive
pelo qual somoes favordveiz & atribuicio de
competéncia exclusiva das agdes de diagnds-
tico referentes as doencas submetidas ao sis-
tema de vigildneia epidemiolégica & rede de
iaboratérios de sadde publica.

2.3 Sistema Nocional de Loaboratérios de

Sadde Piublica

Este sistema * propde a implantagio de uma
rede regionalizada, com unidades de comple-
xidade crescente, que abrange desde o labora-
tério local até o laboratdéric mnacional de re-
feréneia; além disse, define-a néio sé téeniea e
administrativamente, como também estabelece
tods uma nova filosofia de trabalho, sende
r{ltais significativos oz aspecios que passamos a
citar:

~~ Concebe a rede como constituida de uni-
dades dinfmicas que deveni ir a campo
proceder a inquéritos e levantamentos,
antecipando-se 2 necessidades sentidas
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e nio permanecer estdtica, limitando-se ao
atendimento da demanda, No atendimento da
coletividade deverfe ser observados critérios
epidemiolégicos 2.

- Cada unidade deve stender a2 Area geo-
grafica bem definida e utilizar métodos
e itécnicas padronizadas a nivel nacio-
nald,

— Deve apolar o sistema nacional de vigi-
lancia epidemiolégica e o de vigilineia
sanitiria de determinados produtos de
consume humano 2.

— Entre suas atividades-meio, salienta a
padronizagiio de téenicas, de materiais e
equipamento, a promogdo de treinamen-
to de pesscal e o estabelecimento de um
sistema de supervisdo téenica com o fito
de garantir a utilizacfo dos padroes fi-
xados 8,

— Quanto & sua estrutura, obedece ao se-
guinfe organograma:

Laboratério Nacional
de
Referéncia

Laboratério Bstadual
ou
Territorial

Laboratsrio
Regional

|

Laboratério
loeal

2.4 Implantagdo de programes de swide de-
senvelvidos em wunidades senitdrios poli-
valentes

Em 1975, as discussdes para a elaboragdo
dos programas a serem desenvolvides por cen-
tros de safde polivalentes tiveram como um
dos pontos mais polémicos a defini¢iio da es-
trutura laboratorial que lhe daria suporte.
Este fato determinou estudos na Secretaria da
Satdde, a respeito da convenidneia ou ndo da
manutengio de duas redes lsboratoriais no
Estado de Sdo Paulo, a do Institute “Adolfo
Lutz” e a das Unidades Sanitdrias. Estes estu-

dog chegaram a conclusdes cuja sintese passa-
remos a gpresentar:

— Os laboratérios localizades nas unidades
sanitdriss praticamente nfio consegui-
ram suprir ag necessidades dos progra-
mas em virtude da inexisténein de uma
estrufura especializada, de malor com-
plexidade, gue thes desse apoio técnico e
logistico.

— O niimerc excessivo destes laboratérios,
além da falia de eritérios na sua locali-
zaggo, tornava-os demasiadamente dis-
pendicsos, ndo s6 guando da aquisicio
de seu equipamento minimo indispensa-.
vel, mas principalmente devido ao alto
custo de sua manutencdo.

— A exXecessiva descentralizagfic fornava
impraticavel, dentro dos recursos exis-
tentes, & eriacio de um sistema de trei-
namento e supervisio continua gque ga-
rantisse um minimo de qualidade nos
exames executados.

— O problema de reposicio de pesszoal mos-
trou-se dos mais sérios, uma ver gue, do
rol de prioridades estabelecidas pelos
centros de satGde, geralmente ndo cons-
tava & atividade de laboratdrio, redun-
dando em freqlientes paralisa¢des de ati-
vidades.

— A tentativa, realizads durante o periodo
de 1957 a 1968, de subordinar tecnhica-
mente os laboratérios locals ao Instituto
“Adolfo Lutz”, e administrativamente ao
centro de saude, gerou wma situacfo de
duplo mande,

— O fato de ter a descentralizagBo da co-
lheita de amosiras para exames pratica-
mente acompanhade o das atividades de
laboratério, criou sérios problemas dado
que forgava o deslocamento dos paclen-
tes, quando o mals 0gico seria a eria-
¢do de postos de coleta em cada centro de
saiide, e 0 estabelecimento de fluxos para
o encaminhamento das amostras ac la-
boratério mais préximo.

-~ A grande disparidade entre as ativida-
des desenvolvidas pelos laboratdérios re-
gionais e o laboratério central do Ins-
tituto *“Adolfo Lutz”, e a falta de
definicio das atribuicbes dos primeiros,
impedia a consolidagdo desta rede como
um sistema hierarquizado com compiexi-
dade erescente.

— As unidades regionais do Instituto
“Adolfo Lutz”, pela auséncia de um
vincule maior com os programas desen-
volvidos pelos diversos érgdos da Secre-
taria da Satide, assumiam, na realidade,
o papel de laboratérios de andlises cli-
nicas, voltados para a prestacéio de ser-
vigos 4 populagio destituida de segu-
ros previdencidrios.

— A duplicidade de atribuigles em questdo
permitiu, com certa freqiiéncia, a exis-
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téneia de dois laboratérios num tnico
munieipio, um pertencente ao Instituto
“Adolfe Lutz” e outro, a um ceniro de
satde, com a consegiiente subutilizacdo
de ambos,

Com base nas consideracdes acima e, ainda,
no fateo de que a integragio dos servigos cons-
titui uwma das diretrizes basicas da atual
estrutura da Secretariz da Saude do Estado de
8¢ Paulo, preconizou-se a instituicac de uma
tniea rede de laboratérios de satde piblica,
estabelecendo-se um processo gradual de uni-
ficacho 12 19, que aleangaria seu objetive em
1979, por um ato administrativo 17 que .esta-
beleeen a subordinacfio téenica e administra-
tiva das unidades sediadas em centros de sal-
de ao Instituto “Adolfo Lutz”, o que permitin
& constituicde de um sistema regionalizado e
hierarquizado, obedvcendo a normas iéenicas
padronizadas pelo seu nivel mais alte.

Congiderande, no entanto, gue a situagédo
ora exposta pode apresentar earafer transitd-
rio, uma vez que o ato administrative que lhe
confere cunho formal nfo possul a forga de
uma lei, podende ser alterado mediante sim-
ples redirecionamento na politica da Secretaria
da Satde para este setor, fomos levadoz a
apresentar wma proposta que possa fornecer
subsidios para novos estudos.

3 — PROPOSTA DE ORGANIZACAO DA
REDE DE LABORATORIOS DE SAU-
DE PUBLICA DO ESTADO DE SAQ
PAULO

3.1 Estrutwra

Pelo exposto, parece-nos inconteste que o
Estado de Sao Paulo deveri ter uma iinica
rede de laboratérios de satde piblica, no setor
concaitnado, no inicio deste trabalho, como de
“prestagiio de servigos”, subordinado ao Ins-
titute “Adolfe Lutz”. Sua estrutura deverd
obedecer Aquela estabelecida pelo Ministério
da Savdde’, acrescentando-se-the um tipo in-
termediirio de unidade que se situara enire o
Laboratéric Regional e o Local, que podere-
mos designar de laboratéric “sub-regional” e
que vird atender &s necessidades da drea me-
tropolitana e das regifes com grande niimero
de cidades de média concentragiio populacio-
nali.

Este laboratério sub-regional terd atribui-
cbes gié certo ponto semelhantes &s do labo-
ratério regional, excliidas as de exames bro-
matolégicos; sua estrutura, tanto téenica como
administrativa, serd mais simples, dando c¢o-
bertura a um nimero menor de Distritos Sa-
nitérios, mas tendo obrigatoriamente em seu
comando um elemento de nivel universitario.

Quanto A sua distribuigdo geogriafiea, os
iaboratérios regionais deverfic acompanhar em
nimero as Divistes Replonais de Satde e,
sempre que possivel, localizarem-se nos muni-
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ciptos sede das mesmas. Ja& para a localiza-
¢éo das Unidades sub-regionais e locais propo-
mos dois critérios distintos:

a) Regigo da Gronde Sdo Poulo

Esta 4rea, além do laboratéric central e de
um regional, devera possuir de cinco a sete
unidades localizadas em setores de maior con-
centra¢dc populacional, préximos as principais
vias de comunicagio.

Quanto & sua complexidade, seréd a de um
laboratdério “sub-regional”, dada a necessida-
de de maior flexibilidade no atendimento da
demanda existente numa regific metropolita-
na, € pelo importante fator de ter em seu eo-
mando um elemento de nivel universiidrio,
caracteristicas gue nfdo poderiam ser apresen-
tadas por um laboratéric “local”.

b) Regidss do Interior do Estado

Para estas &reas, as unidades tanto “sub-
-regionais” como “locais” deverdo localizar-se
em municipios sede de Distritos Sanitéries e
a op¢ao, quanio & complexidade do laboratério,
estard condicionada as caracteristicas demo-
graficazs da édrea, ao desenvolvimento séeio-
-econdmico e, consegilentemente, ao padrdo
técnice dos demais servigos de abtengio mé-
dica.

Para a consolidagio desta estrutura, é fun-
damental a criacio de postos de coleta de
amostras em todos os centros de sadde da Se.
cretaria, ficando esta atividade sob a respon-
sabilidade do setor de enfermagem.

A eficdeia deste sistema estard condiciona-
da & capacidade de se estabelecerem fluxos
arels de encaminhamento zos laboratérios de
amostras colhidas nas unidades sanitérias, e
das respeetivas devolugbes dos resulfados, tor-
nando indispensivel a utilizacio de formas al-
ternativas de {ransporte, seja satravés de
velculos dos proprios drgies da Secretaria,
de onibus intermunicipais e, sempre gque pos-
sivel, através do correio, supondo como pré-
-requisito a existéneia de embalagens adequa-
das a esta finalidade® 7,

Quando completamente implantada, esta
rede tera aproximadamente setenta laboraté-
rios. Contudo, consideramos aconselhdvel que
2 criagdo de novas unidades se processe de
forma gradual, com a observacio prévia da
eyisténcia de demanda gue a justifique e de
uma infra-egtrutura que garanta o seu fun-
cionamente regular ¢ a qualidade de seus ser-
vigos.

3.2 Atribuwicdes

A rede de laboratérios de saide piblica de-
vers assumir as seguintes atribuigdes:
a) Constituir suporte laboratorial de:

— Programas e sub-programas de sat-
de ™ &,
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— Sistema de
gica & 7,
— Programas de controle de gualidade

de medicamentog e alimentos de con-
sumo humano.

Vigildneia Epidemiolé-

— Sistema primdrio de atencic médica
oficial, constituido pela rede de cen-
tros de sacde do Estado, ¢ dog muni-
cipios.

b} Capacitar-se como centro de referén-
cia e treinamento para laboratérios
oficiais e privados existentes em sua
area.

c) Constituir-se em fonfe de informagdes
de interesse epidemioidgico

Neste dltimo item cabem alguns comenta-
rios, uma vez que estabelecemos uma distin.
¢io entre as informacgdes destinadss a agles
imediatas de controle relative as doencas in-
cluidas no sistema de vigilinecia epidemiolé-
gica, e aquelas de “interesse epidemiolégico”
que dizem respeito a meoléstias gue, por sua
importancia, devem ter sua freqiidncia e dis-
tribui¢io acompanhadas, para eventuais medi-
das ou programas de conirole.

Citaremos, como exemplo, oz exames para
diagndstico sorolégico da sifilis, feitos de ro-
tina em gestanfes atendidas pelos centros de
saide, e aqueles destinados zo conirole das
infecgdes chagésiea, luética, e por antigeno
HBs em doadores de sangue. Se o registro
destes dados no laboratério se fizer de forma
a torné-los recuperaveis, possibilitard aos ser-
vigos de epidemioclogia do Estado colher infor-
magdes a respeite da tendéncia secular destas
doengas nestes segmentos da populagho, per-
mitindo igualmente calcular o risec de sua
transmissfo por via transplancentéria ou por
transfusio sangiiinea nos grupos expostos.

8.8 Integracao da rede de loborvatirics de
satide piblica com outras instituigées do
setor saude

Para o efetive cumprimento de suas atribui-
¢oes, impde-se um estreito relacionamento com
as demais entidades do setor sadde, exigtentes
em sua area de atuacado. Esta postura diné-
mies, assumida pelos Iaboratérios de sadde
piblica, constitui aspecto relevante em sua di-
ferenciacio com os de andlises elinicas.

Comi o intnito de salientar a importanecia
desta integragdo, teceremos alguns comenta-
rios relatives aos selores que consideramos
prioritarios:

a) Hospitais

Salientamos o interesse no estabelecimento
de vinculo eom os hospitais que internam sus-
peitos de acometimento por doenca submetida
ao sistema de vigilincia epidemiclogica. Este
entrosamento & indispensdvel & criagho de flu-
%oz de encaminhamente de amostras para a
confirmagio laboraforial do diagndstico etio-

légice por téenicas padronizadas. Por outro
lada, consideramos importante gue cada unida-
de de nivel regional efetue controle bacterio-
légico para a detecgdo de infecgdes hospita-
lares, especiaimente em bercéario, uma vez que
esta atividade, além de permitir a obtencio
de informagfes epidemiclégicas a respeito do
problema, propicia & sua eguipe oportunidade
de familiarizar-se com métodos de isclamen-
to e identificacio de enterchactérias, uma vez
que lida com populagho de alto risco pars tais
infecedes.

Se conseguirmos a manutencio de uma de-
manda regular, mesmo que nido elevada, de
coproculturas nos moldes acima referidos, serd
possivel ao laboratério central, desde gue re-
ceba das unidades regionais as cepas de ente-
robactérias iscladas, estabelecer um sistema
de controle de qualidade.

b}y Bancos de sangue

A prestacic de servigo a estas entidades,
além de permitir a obtenciic de informagdes
de inferesse epidemiologice, contribui para o
aprimoramento de padrie téenico das trans-
fusfes sanglineas, diminuindo o risco de
transmisséo de infecgio por esta via.

Por cutro lado, & medida em que estes labo-
ratdrios adguirem malor experiéncia neste
setor, terdo melhores condighes de assessorar
o Servigo de Fiscalizag@o do Exercicio Profis-
sional na verificagio do cumprimento da le-
gislacio sanitéria, no que se refere a hemo-
terapia 13,

e} Ceniros de Saiide e Superintendéncia do
Controle de Ewndemias (SUCEN)

Julgamos dispenséveils consideragdes relati-
vas & importéncia da integragio da rede de
laboratorios com estas Instituigdes, haja visto
a clara interrela¢do de suas atividades.

3.4 Padronizagio de téenleas

A implantagio de técnicas padronizadas é
imprescindivel, ndo 6 para maior racionaliza-
¢Bo administrativa na compra de equipamen-
tos e material de consumo, como também para
facilitar o ireinamento do pessoal, permitir a
comparabilidade dos resultados dos exames
realizados nas diversas unidades da rede e,
finalmente, possibilitar o estabelecimente de
um sistema de supervisio.

E forcose salientar que, em se tratando de
agdes voltadas para a sadde publica, as
opg¢Ges por técnicas devem recair sobre as que
apresentam caracteristicas de fécil reproduti-
bilidade, baixo custo, alta sensibilidade, sem
obrigatoriedade de igual especificidade.

3.5 Formacgdo de pessoal

Nunca é demasiado ressaltar a importéincia
do treinamento e da reciclagem periédica, nio
56 para a garantia da fiel observincia das
téenicas padronizadas, como fambém pele es-
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timule profissional & equipe, uma vez gque
permite continua atualizaghbo, interessando-a
pela pesquisa e desenvolvimenic de novos co-
nhecimentos.

De igual relevineia & a manutencédo, na
equipe, de uma supervis@o continua, pois
mantém s homogeneidade ¢ a gualidade dos
servigos prestados; contudo, o seu éxito de-
pende ndo s6 de conhecimento e experiéncia do
responsdvel, como fambém da nitida dife-
reniciagio desta atividade com a de fizcaliza-
¢io.

3.6 Cwritérios de avaliagdo

O processo de avaliagio é fundamental para
o acompanhamento da eficiéncia e eficdeia
do sistema; sua elaboragfic se fari através de
indicadores, tais como:

a) Controle de quolidade

Este aspecto deverd ser apreciado através
de relatérios referenies &s supervisdes direta
e indireta, 08 quais serdo consolidados em
“matrizes de avaliagdo” especialmente elabo-
radas para este fim,

b)Y Coebertura

Este indicador apresentard uma visdo da co-
bertura oferecida pelogs diversos laboratérios
&s unidades sanitdriag pertencentes & Area sob
sua responsabilidade. Esta informacfo pode-
rd ser obtida através de boletim que especi-
fique a procedénein das amostras examinadas.

¢} Caracterizagdo do demanda

Quanto & este item procuraremos ana-
lisar o tipo de servigos prestades, pela resul-
tante da razdo enire o nimero de exames
de “interesse em saide.publica” e o total rea-
lizade durante o periodo estudado.

n.% de exames de “interesse em
satide piblica” realizados

o
it

*x 100
total de exames realizados

Para a obienchc deste indicador, considera-
mos de interesse em saide piblica:
— Exames destinados aos programas e sub-
-programas de satde.
— Exames destinados ao diagndstico de
doenc¢as submetidas ao Sistema de Vigi-
lancia Epidemiolégica.

— Exames bacteriolégicos,

— Provas para o diagndstico sorolégice da
sifilis e de outras infecgdes, gquando des-
tinadas ao controle de bancos de sangue.

— Fixames bromatolégicos.

~- Exames destinados ao estudo dos vetores
e dos hospedeiros intermedidrios.

E interessante salientar, para andlise deste
indicador, gue a partir do momento em gque
esta rede participar de forma efetiva e ner-
matizada como suporte laboratorial do siste-
ma de atenclo médica primdria, todes os exa-
mes originados desta demanda deverfo ser
considerados como de interesse em sadde pu-
blica.

4 — CONCLUSOES

Para que se aleance a eficdcia e eficiéneia
esperadas, a rede de laboratéries de satde
piblica do Estado de 580 Paulo devera:

-~ Ser Gnica e plenamente integrada aos
programas desenvolvidos pela Secreta-
ria da Sadde.

— Ter seu pessoal integrado & equipe da
Secretaria da Satde, participando na
mesma, desde a elaboracio até a avalia-
¢ho dos programas.

-~ Agsumir uma postura dinfmica, sem se
restringir unicamente ao atendimento
da demanda, procurando relacionar-se
com todos o3 brghos do setor saude exis-
tentes na Area sob sua responsabilidade.

— Centralizar, tantc quantoe possivel, a
execucdo dos exames, descentralizande
a0 méximo a coleta de amostras, com o
intuite de racionalizar o sistema, dimi-
nuinde seus custoes, aprimorande a qua-
fidade téenica dog exames, tornando o
servigo mais accessivel 4 clientela dos
centros de saude.

~ Padronizar as técnicas utilizadas reins
unidades da rede, estabelecendo uma po-
litica de treinamento de pessoal, um
sistema de supervisfo e outro de con-
trole de qualidade.

— Proceder a uma avaliagio continua do
desempenho das unidades da rede e do
sistema como um todo.

RIALAG/517 |

WALDMAN, E.A, — Bages for planning a network of Public Health Laboratories
for the state of S&o Paulo, Brazil., Rew. Inet. Adalfo Lutz, 41(1):15-21, 1981,

ABSTRACT: A brief historical review of the public health laboratory network
of the state of 840 Paulo, Brazil, is made. A rationale for planning and improved
network is offered as well as suggestions for evaluation of the results of this

planning.
DESCRIPTORS:

heaith planning; state health planning, Brazil; public health

laberatory: public heaith laboratory network, Brazil

20



WALDMAN, EA, -— Diretrizes de uma politica para u rede de laboratdrios de sadde publica do
41013:15-21, 1981,

Estade de 3ao Paulo.

Rev. Inst. Adolfe Lutz.

1.

2.

=1

10.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BRASIL, Leis, decretos, ete, — Leai n® 6229
de 17 de julho de 1975. In: BRASIL. Mi-
npistério da Satde ~ Legislacdo federal
do setor Sande. 2.2 ed. Brasilia, Consulte-
ria Juridiea, 1877. v. 1, p. 14853, Dispde
sobre a organizacdo do Sistema Nacional
de Saunde.

BRASIL, Leis, deeretos, ete. — Lei 1. 6239
de 36 de outubro de 1975, In: BRASIL.
Ministério da Sadde — Legigslagdo federol
do setor Sadde. 2.* ed. Brasilia, Consulto-
ria Juridiea, 1977, v. 1, p. 153. Dispde
spbre a corganizacio das agdes de Vigildn-
cin Epidemioldgica, sobre o Programa Na-
¢ional de Imunizacdes, estabelece normas
relativas & notificagio compulsdéria de
doencas, & di ouiras providéneias.

BRASIL, Leils, decretos, eic. — Portaria n®
280/Bsh de 21 de julthe de 1977. Didrio
Gficinl, Brasilia, 29 jul. 1977, p. 2741,
Ingtitui o Sistema Nacionsl de Laboraté-
rios de Satde Piblica.

CALAZANS, 8. ~ Laboratérios de Sadde Pu-
bliea, sua criagde e desenvolvimento em
Y30 Paulo. Rev. Inet. Adolfe Lutz, 18:
85-135, 1856,

CARVALHO, JP.P. — Oz laboratérios de
satide publica nos programas de sadde pi-
blica. Rev. Soaide publ, 10;1%1-207, 1976,

CARVALHEO, I.P.P, — A organizagho dos la-
beratérios estaduais de sadde piiblica no
Brasil., Rev. Saide publ, 10:345-53, 1976,

CARVALHO, JL.P.P. ~~ Subsidios para o es-
tudo da sdministracie dos serviges de la-
boratdrios de saude publica do USP. Sée
Paule, 1979, 212p, [Tese Livre-doc. —
Faculdade de Sadde Pablica da Univer-
sidade de S&o Paula]

LEMOS, F.C. — Contribuicfo a histdéria do
Institute Bactericldgico, 1802-1948. Res,
Inst. Adolfo Lutz, 14 {n. esp.}: 1-18%,
19564,

MASCARENHAS, R.8, — Contribuicds para
o estudoe do edministracio sawitdrie em
Sdo Paulo. Sio Paulo, 1849, 505 p. [Tese
Hvre-doe. — Faculdade de Higlene e Satd-
de Pablica da Universidade de Sic Paulo]

NIERO, R, — Laboratdérics de bactericlogia
da tuberculose. Subsidios pgre o implan-
taedo de uma rede no Estado de Sdo Paulo.
1975. p. 86-85. {Tese ~— Faculdade de Sadde
Pablica da Universidade de Sfo Paule}

12.

13.

14,

16.

17.

18.

19.

28,

ORGANIZACIGN MUNDIAL DE LA SALUD
- Comité de Xxpertos de la OMS en
Servicios de Laboratéric de Salud, Gine-
bra, 1971, Planificacién y organizacién de

servicios de laboratdrio de Salud. 5° in-
forme. Ginebra, 1972. (Ser. inf. téen.,
481)

ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD
- Los servicios de Iaboratério en la aten-
cidn primatia de salud, Cronice OMS, 23:
377-81, 1979.

SAQ PAULO, Leis, decretos, ete. — Decreto
12848 de 27 de setembro de 1878, Regule-
mente de promegde, preservagio s recupe-
ragie do savide ne campe de competéncia
da Secretaria de Fstade do Seadde. [SEo
Paule, Imprensa Oficial, 18791 356 p.

SAD PAULO. Leis, decretos, ste. — Decrato
n® 27.666, de 8 de marco de 1957. Cole-
¢do das Lets e Decrefes do Estado de Sée
Pouly, 67 (1.9 trim.): 860-2, 1857. Deter-
mina que o serviges do ‘Instituto Adelfo
Lutz” sejam prestades pelo Laboratério
Central de Laboratdrios Regionals, ¢ d4
ocutras providéncias,

340 PAULO. Leis, dacretos, ete. — Deereto
n.® 52,182, de 18 de julho de 1969, Cele-
¢lo dae Leis e Decretos do Estade de Sio
Pawlo, 79 (3.2 trim.): 200-836, 1969, Dis-
poe sobre s organizagio da Seeretaria de
Estado da Satde e d& ocutras providéncias.

SAQ PAULG, Lels, decretos, ete, ~— Decreto-
Slei 1. 13,789, de 31 de dezembro de 1943.
Colepdo das Leis ¢ Decretos do Estodo de
Sdo Paulo, 43 (47 frim.}: 706-8, 1944,
Digpde sobre a transferéncia da Segdo
Bromateldogica do SBervige de Alimentacdo
Piblica do Interior para ¢ Institute Adoifo
Ltz

SA0 PAULO. Leig, deeretes, efe. —— Reso-
lugdo S8 15, de 19-2-79. Didrio Ofieial,
Sao Paule, 20 fev. 1879, p. 25, Dispode
sobre a subordinacie de laboratorios loca-
lizades em unidades sanitarias da Coor-
denadoria de Sadde da Comunidade.

SAO PAULO. Leis, decretes, etc. — Reso-
lugdo 85 n® 81, de 27-7-77. PHdrio Gfivial,
Sao Paule, 28 jul, 1977. p.34. Aprova az
Portaria Conjunta dos Coordenadores da
Satde da Comunidade e de Servigos Téeni-
eos Especializados.

SA0 PATILO. Lels, decretos, etc. — Reso-
lugdo BS n.® 60, de 15-10-T8. Didweio Ofi-
cial, Sic Paulo, 18 out. 1978, p. 28. Au-
toriza o Institute Adolfe Lutz a operar
atividades Iaboratoriais em Centros de
Saide.

STEPAN, N. — Génese 2 evolucis dao ciéncia
brasileira. Oswaldo Cruz ¢ o politica de
invesiigagdo cientifica e médica, Rio de
Janeire, Artenova, ¢1876. p. 126-42,

Recebido para publicagio em 4 de noevembro de 1550,

21






Rev. Inst. Adolfo Lutz,
41(1):23-30, 1981,

AVALIACAO DA EFICACIA DO METODO DE KATO-KATZ NO DIAGNOSTICO

PARASITOLOGICO DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA *

Pedre Paule CHIEFFI **

Rubens Murio MARQUES =%

Jogé G, Vergett] de SIQUEIRA s#%x%

RIALAG/518

CHIEFFI, P.P.; MARQUES, RM. & SIQUEIRA, J.GV. ~~ Avaliacio da eficdcia
do método de¢ Kato-Katz no diagnéstico parasifelégico da esquistessomose man-
sénlca. Rev. Inet. Adelfo Lutz, 41(1):28-30, 1981.

RESUMO: Para avaliar a variagdo dos resultados de exames copreldgices rea-
lizados pelo métode de Kato-Katz selecionaram-se 11 pacientes, comprovadamente
infectados por Sechistosome mansoni € hunca submetidos &4 terapéutica especifiea, e
coletaram-se 19 zmostras diferentes de fezes de eada um, duranie quairc semanas
consecutivas., De cada amostra preparam-se quatro (Aminas ¢ cada uma fol exami-
nada por quatro microscopistas que determinaram o nfmero total de oves de 8. man-
soni presentes, em experimento cegoe. Os resnliados indicaram s existéneia de dife-
renga significante entre o ndmerc médic de oves eliminados por um mesmo paciente,
ao longo dos 19 dias de pesguisa. Notou-se, também, variac@e significativa entre
as médias das leituras de cada examinador, para o mesmo dia. Por outro lado,
gquande se comparon ¢ resultado de um mesmo examinador na leiturs das gmatre
Jaminas de cada amostra, no mesmo dia, observeu-se diferen¢a significativa na
gquantidade de oves encontrados, Raramente verificou-se discordinecia entre os mi-
croscopistas quanto sos resultados gualitativos.

DESCRITORES: esquistossomose mansdnica, diagndstico parasitelégico; método

de Kato-Katz, eficécia, variabilidade.

INTRODUCAC

O diagnédstico da esquistossomose manséni-
ca, quando se quer deferminar o preveléncia
do parasita com o objetivo de avaliar o indi-
ce de endemicidade em extensos setores da
populacéo, é geralmente realizade através de
téenicas de exame coprolégico.

Por recomendagdo da Organizaciio Mundial
da Saide ¥, ultimamente, tém-se adotado téc-
nieas coprolégicas quantifativas com a finali-
dade de avaliar nfo apenas a prevaléncia de
esguistossemoese, mas também a intensidade

Realizade no Laboratério Regional da

Maceis, AL,
*% Do Imstituto Adolfo Lutz, Sio Paulo, SP.

Superintendéncia da

de infecgdo em populagbes de regides endé-
micas.

HarsToN ¥ chamou a atengdo para o fato de
que a determinacio da prevaléneia de esquis-
tossomose por meio de métodos gquantitativos
pode, 4s vezes, fornecer resultados menos sen-
siveis do que quando se empregam técnicas de
concentragdo, normalmente utilizadas nos exa-
mes coproscépicos qualitatives., Contudoe, di-
versos aulores % 32 referem hons resultados
no diagndstico da esguistossomose mansénica
quando é empregado o método de Kaso.

O objetivo do presente trabatho é avaliar a
variabilidade, nos resultades quantitativos e

Campanha de Saude Publica,

##%¢  Da Secretaria de Economis e Planejamento, Sdo Paulo, SP.

EEETY

Ira Diretoria Regional da Superintend@ncia da Campanha de Savde Phblies, Maceis, AL.
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qualitatives, de exames coproscépices de pa-
cientes comprovadamente infectados por Schis-
tosoma mansoni e nunca submetidos a trata-
mento especifico, quando realizados pelo mé-
todo de Kato-Katz e examinados por guatro
microscopistas, em condigdes comparéveis
com as utilizadas em trabalhos de eampe.

MATERIAL E METODOS

Selecionaram-se 11 pacientes comprovada-
mente infectados por S. mansoni, sem nunca
terem recebido tratamento especifico, residen-
tes mo municipio de Maceis, Alagoas. A ida-
de dos pacientes variou de 9 a 56 anos; cinco
pertenciam ao sexo feminino e sels ac mas-
culine, Solicitou-se de cada paciente que, du-
rante o periodo de quatro semanas consecuti-
vas, fornecesse diariamente uma amostra de
feres, de maneira a completar 20 amostras di-
ferentes ao longo do tempo. Nenhum paciente
conseguin obter o nimero total de amosiras,
variando de 10 2 19 a quantidade fornecida
por cada um (ver tabela 1}.

De cada amostra, apés cuidadesa homoge-
neizagdo do material, prepararam-se gquatro
iéminas, conforme a téenica guantitativa para
a realiza¢do do método de Kate, descrita por

Karz et alii ¥, As laminas foram identifica-
das afravés de nimeros sorteados aleatoria-
mente, de forma a ndo permitir aos mi-
eroseopistas o reconhecimento do paciente.
Cada l8mina fol examinada por quatre mi-
eroscopistas que delerminaram o nimere total
de ovos de S. monsoni presentes, em experi-
mento cege. Um dos microscopistas foi consi-
derade como padric em consegiiéneia de sua
melhor capacitagiio técnica, Os demais, tive-
ram seus resultados comparadoes cem os obti-
des pelo microscopista-padrio.

Antes de iniciar o trabalho, oz microscopis-
tas foram submetidos a treinamento prévio,
ministrado pele microscopista-padrio, com a
finalidade de tentar eliminar fatores indivi-
duais de erro na leitura das liminas.

Todos os examinadores wutilizaram micros-
copios semelhantes, empregando objetiva e
ocular que proporcionsvam aumento de 1060
vezes. A deferminag¢fo do nimere de oves em
cada lamina se fez através do uso de registra-
dor manual.

A abordagem estatistica empregada na in-
terpretaciio dos resultados foi a de econstrugio
de um modelo de Andlise de Varifneia, a qua-
tro critérios de classificagdo, parciabmente
hierdrguico 2.

TABELA 1

Belagde dos pacientes examinados guanto qo sexe, idede e numero de
amostras de fezes fornecidas

Paciente Sexo Tdade Amostras
1 masculine 21 18
4 masculine 21 17
3 masculine 21 17
4 masculino 21 i8
5 maseulino 27 10
[ feminino 39 19
7 feminino 14 19
8 feminino 38 15
¢ feminine g 18
10 femining 10 18
3 feminino 113 15
RESULTADOS de diferenga altamente significante entre o

Os resultados das leituras realizadas pelo
microgeopista-padrio indicaram a existéneia

24

ndmero médio de ovos eliminados por um mes-
mo paciente ao longo dos 19 dias de pesqguisa,
conforme pode se observar na tabels 2.
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TABELA 2

Nimero médic de oves de Schistosoma mansoni por grema de fezes eliminado por die (médin da leitura de quatre ldminas) em 11 pacientes

submetidos a 19 exemes pele método de Kato-Kalz, em ocasides diferentes conforme resuliados de microscopisia-padrdo

Dia
3 2 3 4 B [ T 8 9 10 11 12 13 14 15 14 17 i8 19
Paciente

1 168 36 372 504 444 98 164 184 78 18 120 j 1 e 24 384 308 156 468 120
2 36 e — 54 224 12 12 114 24 68 32 54 12 12 48 18 90 54 48
a 162 84 888 20 642 | 1.176 618 108 — 312 594 1.320 e 528 386 1.140 918 548 { 1.110

4 42 o4 150 138 24 188 144 T2 200 176 42 42 -— — 24 90 24 48 ——

5 38 12 132 i2 —_ & 84 —_ _ — 0 — 38 [ 12 e — e meen
-] 108 a6 174 138 188 222 258 246 208 46 54 66 114 108 240 114 48 138 324
T 78 312 320 | 432 474 612 | 1.266 | 1.566 318 72 720 534 864 282 108 78 210 234 354
B 528 48 — e 528 1.368 606 336 222 984 576 o 954 e 876 462 1.146 714 1.014
9 38 & 1 — 6 24 144 2 78 b4 84 18 84 24 30 18 36 12
10 — 1.416 | 2.582 50 1.086 1.200 2.112 1.062 2.730 1.296 | 2472 1.796 | 1.326 1.140 1.598 1428 { 2.028 3 2.094 2.388
11 o 18 20 0 e 24 12 6 12 12 3 12 6 e 30 e 6 [ T2

1.066

As casas vazias {--) indicam que o paciente nfic enviou fezes neste dia.

"I86T ‘08-5E

(I EF fRpwT 0fj0pYy C3suy ‘epy TEITUQSUBW Isowlossosinbse sp oolfojojiseiwd congsouiwip ou mey-

-03EY °p opejgut op FOWOFe Bp ogburieay — CATDL ‘VHINADIS ¥

Wd 'SENDYVH vdd TJddIHD



CHIEFFI, P.P.; MARQUES, RM. & BIQUEIRA, J.GV. — Avaliacio da eficicia do méfodo de Xato-

-Kztz no diagnéstico parasitolégico da esguistossomose mansénica.

23-39, 1981,

Rew, Imst. Adelfe Lutz, 4£1{1):

Ao se compararem os resultados obtidos
pelos quatro examinadores notou-se diferen-
en significativa entre ag médias das leituras
de cada um, pars ¢ mesmo paciente, no mes-
mo dia. E, ao se confrontarem os resultados
de um mesmo examinador na leitura das qua-
tro ldminas gue compunham o total das amos-

tras provenientes de um mesmo paciente em
determinade dia, observou-se diferenca esta-
tisticamente significante entre o nimero total
de ovos encontradoes em eada lamina. Na ta-
bela 3 sdo sumariados og dados fornecidos
pela andlise de varifineia dos resultados.

TABELA 3

Andlise estatistica dos resultados, através de modelo de andlise de varidneia,
a quairo critérios de elassificacdo

Fonte de variacéo Soma dos G.L Qua’dr‘ado F
guadrados médio

Entre dias 29.210.557 ig 1.622 869 56,12
Entre pacientes {(dia) 1.G82. 448.500 151 7.188.584 221,39
Entre examinadores {dia) 101.1584.250 510 198 .420 6,13
Entre laminas (dia) 77.877.750 510 152 898 4,72
Interaciio examinader X

{Amina (dia} 49 .540.250 1.530 32.379
Total 1.340.3871.380 2,919 — —

As diferencas entre os quatre examinado-
res tornaram-se mais patentes nos pacientes
que apresentaram baixo nivel de infecglio; na-
queles que eliminaram grande nimero de ovoes
notou-se tendéncia a maior uniformidade en-
tre as leituras realizadas, como indica a ané-
lise das figuras 1 e 2.

Com relacio aos resultados qualitatives, ra-
ramente ocorreu discrepdncia entre as leitu-
ras dos quatro examinadores.

DISCUSSAQ

A avalingdo da prevaléncia e intensidade de
infeegio por S. mansoni em populagles resi-
dentes em #dreas endémicas & tarefa que
encerra dificuldades, em conseqiiéncia de va-
riagies na presenga e quantidade de oves eli-
minados pelas fezes dos individuos infectados.
Em trabalhe anterior, comentaram-se as prin-
cipais varidveis relacionadas com este fato %;
todavia, é interessante retomar a discussdo
sobre dois aspectos —— irregularidade no
ritmo de eliminagio fecal de ovos de S. man-
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soni e distribuigio dos ovos do parasita na
matéria feeal — & luz dos dados obtidos no
presente trabalho.

A ocorrénecia de postura irregular em fé-
meas de S. mansoni e, conseqiientemente, eli-
minagéo inconstante de ovos pelas fezes ja foi
assinalada em diversas ocasifes 19, embora
existam relatos referindo-se 4 estabilidade na
eliminagio fecal de ovos em pacientes infec-
tados por S. haematobium ¥® e mesmo S, man-
sonit, guando se avalia a guantidade de ovos
eliminada em periodos relativamente longos.
Recentemente, DOMINGUES et olid. ® também
encontraram ampla flutuagio na contagem de
ovos de S. mansoni, eliminados em dias con-
secutivos por pacientes infectados, porém atri-
buiram este fato a fatores intervenientes
como variacio na consisténeia das fezes, pre-
senca de residues no material examinado e
ocorréncia de poliparasitismo, Nossos resul-
tados, expressos na fabela 2, mostram grande
variacho na guantidade de ovoes eliminados .
ac longe de 19 dias pelos pacienfes examina-
dos, reforgando a hipdtese de gue, pelo menos
para periodos curtos de tempo, ¢ extrema-
mente irregular a excregdo fecal de ovos de
8. mansoni por um mesmo paciente.
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FIGURA 1 — Média didriz do ntmers de ovos de Schistesoma mansoni diagnosticndos per examinador,
em paciente com infeeclio esquistossomditien intensa,
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PIGUURA 2 — Média disria do namero de ovos de
Sehigtosoma mensoni diagnostica-
des por examinador, em pacien-
te ecom infecgdo esquistossomébtica
leve.
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Corn relagio & distribuicBo dos ovos de
8. mansoni na matéria fecal também existe
divergéneia de opinides entre os autores que
estudaram o assunto. -Alguns pesquisadores
defendem a hipétese de gue os oves do tre-
matédec disiribuem-se &0 acaso nas fezes,
sendo eneontrados em quantidade semelhan-
te em qualguer porgéo do bolo fecal® 1012, Teo-
davia, existem relatos de que ocorreria con-
centraciio de ovos de 8. mansoni na superficie
e nas porgdes terminais do bole fecal®, con-
dicionando distribuicdo irregular nas amos-
tras submetidas a exame coprolégico. A exis-
téncia de diferenga estatizsticamente signifi-
cante nos resultados da leitura de quatroe
laminas preparadas, no mesmo dia, com amos-
tra proveniente de um mesmo paciente e exa-
minadas pelo mesmo microscopista, verificada
no presente trabalho, ndo cbztante o cuidado
em homogenizar ¢ malerial feeal {ver ta-
bela 3}, revela distribuico irregular dos ovos
do parasita nas amostras examinadas, suge-
rindo que este fato alteraria o resultado de
téenicas de exame gquantifativo.

Qutro aspecto que merece consideracio é a
grande variabilidade observada nos resultados
obtidos por microscopistas diferentes ao exa-
minarem a mesma preparacio, em experimen-
to cego, indicando que existem fatores subjeti-
vos de erro quando se empregam téenieas guan-
titativas, Neste particular, aceitando-se como
mals préxima do valor exato a contagem de
ovos realizada pele microscopista-padrio, é
interessante notar que a varisbilidade entre
os resultados dos diversos microscopistas foi
mais acentuada quando as fezes continham
menor quantidade de ovos, conforme mostram
as figuras 1 e 2, fato que pode resultar em
superestimacio da carga parasitéria em le-
vantamentos epidemiolégicos.

Os resuitados obtidos neste trabalho, ao in-
dicarem flutuacio entre o mimero de ovos de
8. monsoni eliminados por um mesmo pacien-
te quando acompanhade por virics dias conse-
eutivos, além de revelarem grande variabili-
dade nos resuitadoes de diversos microscopistas
a0 examinarem a mesma preparag¢do, tornam
patente as dificuldades gue surgem, em con-
digbes de trabalho de campo, guando se pre-
tende avaliar, por técnicas quantitativas, a
intensidade de infeccio esguizstossomdética em
uma populacfo. Entretanto, a ocorréncia de
discordéncia insignificante com relagio a re-
sultades qualitativos, enfre os guatro micros-
copistas, permite supor gue é aceitdvel a con-
fiabilidade de inquéritos coprolégicos realiza-
dos pelo método de Kato, guando o objetivo &
determinar os indices de prevaléncia de in-
feegdio por S. mensoni em populaglo residente
em Area endémica.
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CHIEFFE P.P,; MARQUES, R.M. & SIQUEIRA, J.G.V. — A test of the efficiency
of the Kato-Katz thick-smear method for the parasitologic diagnosis of Manson
schistosomiasis. Rev. Inst. Adolfe Lutz, 41(31}:23-30, 1981,

ABSTRACT: The variability in results of quantitative coprological examina-
tions by the Kato-Katz thick-smear method was measured in 11 patients from a
bilharziasis endemic area. All patients were infeeted by Schistesoma mansoni as
shown by laboratery tests and they had not been subjected to specific therapy.
During four weeks, stool specimens were daily colleeted from each patient, Four
thick-smear slides of each stool specimen were prepared. Each smear was examined
by four technicians who did not know which preparation they were examining. The
total numher of S. mansoni eggs laid by each patient was determined. The re-
sults were subjected ito regression znalysis which showed a significant difference

among the rates of eggs eliminated daily by a given patieni.

However, the quan-

titative dats, bui not the qualifative data, furnished by the technicians varied

significantly among them.

DESCRIPTORS:

Manson schistosomiasis, parssitologic diagnesis;

Kato-Katz

thick-smear method, accuracy, variability; bitharziasis.
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CONTAGEM DE FILAMENTOS MICELIANOS EM DOCES EM PASTA
DE GOIABA, MARMELOQ, PESSEGO E FIGO, PELO METODO DE HOWARD *
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ZAMBONI, €¢.Q.; ALVES, HI & SANTOS, M.C. — Contagem de filamentos mice-
lisnos em doces em pasta de goiaba, marmelo, péssego e figo, pelo método de
Howard, Rev. Enst, Adolfe Tatz, 41(1):31-35, 1981,

RESUMO: Foram analisadas 184 amostras de doces em pasia, sendo 83 de
doces em pasta de goiaba, B4 de doves em pasia de marmelo, 32 de doces em pasta
de péssego € 15 de doces em pasta de fige. Foi utilizado o métode de Howard para
confagem de filamentos micelianos, Coneluiu-se que 31,329 das amostras de gola-
bada apresentaram contagem superlor 2 509 de campos positivos com filamentos
de cogumeles, o gue caraclerizou ¢ use de matéria-prims deteriorada, Verificou-se,
também, que as marmeladas, as pessegadas e as figadas estavam em boas gondigdes
de higiene, com relacdo & guantidade de funges. Fol preposta a necessidade da exi-
géncia pelo Cédige Brasileiro de Alimentos do Conselho Nacional de Satde de jimites
de tolerdincia na econtagem de filamentos micellancs em doces em pasta.

DESCRITORES: doces de fruta em pasia, fige (Ficus ecarica}, goisba (Psidium
gunjevay, marmeln {Pyrus cydonia}, péssege (Prunus persice); fungos em doce de
fruta em pasta; centagem de micélios pelo método de Howard.

INTRODUGAOQ Diante destas assertivas, realizames este
trabalho com a finalidade de demonstrar
guais os tipos de doces em pasta que apresen-
ces em pasta” exige, no item “Higiene”, tam zrnstior contamina?éc por fangos, ¢ propor
que os mesmos nNAo apresentem fungos em  um limite de tolerBncia na contagem dos fila-
quantidade que indique a utilizaciic de ingre-  mentos micelianos,

dientes em condigbes insatisfatdrias 3 5.

A legisiagdo em vigor no Brasil para “Do-

Temos observado, em nosso trabalho de pes-
quisa, que a variacdo na guantidade de fungoes
no doce em pastz estd relacionada com a es-
pécie de fruta empregada na confecdo dos Foram analisadas 184 amostras de doces
mesmos. Por outro lado, pedemos afirmar GUe oy pasta, assim distribuidas:
em um mesmo tipo de doce esta variagio estd
relacionads com a fabriea produtora.

MATERIAL E METCDO

Doces em pasta de goiaba 83
A indastria de eonfecgdo de doces em pas-
ta alega haver Impossibilidade de se conse- Doces em pasta de marmelo 54
guir auséneia total de fungos nestes produtos, Doces em pasta de péssego 12
uma vez que escapa ao controie a selecdo : )
perfeita dos frutos. Doces em pasta de figo 15

*  Realizado na Secfie de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfe Lutz, 880 Paule, SP.
% Do Institute Adolfo Lutz.
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ZAMBONI, C.Q; ALVES, H.I & SANTOS, M.C.

em pasta de goisba, marmelo, péssego e figo,
41(1):31-85, 1981,

- Contagem de filamentos micelianos em doces
pele método de Howard, Rev. Ingt, Adelfo Lutz,

As amostras foram colhidas pela Divisdo de
Alimentacio Pdblica da Secretaria de Satde
do Estado de S&o0 Paulo, nos diversos super-
mercados e mercearias da Capital de Sio
Paulo, sendo, portanto, amostras do produto
que normalmente é consumido pela populagio.

O método de Howard foi aplicado de acordo
com o descrito no “Official Methods of Ana-
lysig” da A.0.4.C. 2%

Pesar 7g da amosira e estabilizar em 40 mi
de solu¢do de carboximetil-celulose, a 0,5%.
Em seguida, fazer uma diluigho na proporgio
de 1:5, para goiabada e marmelada, e de 1:4,
para pessegada e figada, wtilizando a solucio
de azul de algedio, a 0,1%, em lactofenol,
eomo corante e diluente® 7. Carregar a ci-
mara de Howard e fazer as contagens dos fila-
mentos de fungos.

Foi determinado analiticamente nas amos-
tras o teor de solidos solaveis, a fim de se po-
der calenlar a diluigfio que deveria ser empreé-
gada. A conecentracio de solides soldveiy fol

de, aproximadamente, 80 g por 100 g do pro-
duto nos doces de goiaba e marmele, e de 70 g
por 100 g nos doces de pissego e fige; o teor
de fruta foi de 60%.

RESULTADOS

(s resultados estio relscionddos nas tabe-
laz 1 e 2.

Se fixarmos como limite de tolerincia 50%
de campos positivos com filamentos de cogu-
melos, analogarmente com extratos de toma-
te 1.3, vamos considerar:

aceitdvel — a unidade que apresenta, mno
miximo, 50% de campos po-
sitives com micélios de fun-

g0S;

inaceitdvel — a unidade que apresenta acj—
ma de 50% de campos posi-
tivos com micélios de fungos.

TABELA 1

Campos positivos com filamentos de fungos em doces em pasia de goinba

Amostras analisadas
 Campos positivos com
filamentos de fungos (%}
n.° LA
0a 16 2 241
11 a 20 18 21,69
2t 2 30 13 15,66
31 a 46 13 15,66
41 2 50 11 13,25
51 a B0 7 8,43
61 a 70 8 9,84
7t a 80 B 6,08
81 a 90 4 4,82
91 a 100 2 2,41
Total 83 —
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TABELA 2

Campos pesilivos com filomentos de fungos em doces em paste de marmele, péssego e figo

Doces em pasta de marmelo Poces em pasta de péssege Doces em pasta de fige
Campos positives
com filamentos de fungos Amogtras analisadas Amostras analisadas Amostras analisadas
Fo

no s no T n.e 9%

4] 3 5,55 4 12,50 2 13,33

2 10 18,52 11 34,37 3 20,60

4 3 5,55 & 18,75 1 6,67

[ 7 12,96 4 12,50 4 26,66

g 11 20,37 2 6,25 1 6,67

10 10 18,52 0 0,00 3 20,00

il a 20 8 14,82 4 12,50 1 6,67

21 a 30 2 3,71 1 3,13 o] . 0,00
Total 54 e 32 e 15 —
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ZAMBONI, C.Q.; ALVES, HI. & SANTOS, M.C.
em pasta de goizba, marmelo, péssego e figo,
41(1):31-35, 1881,

— Contagem de filamenics rmicelianes em doces
pelo métedo de Howard. Rewv, Inst. Adolfo Lutz,

Clagsificando as unidades dos quatro doces
como aeceitiveis e inaceitdvels, enconiramos,
para os doces em pasta de goiaba, o resultado
apresentado na tabela 3:

TABELA 3

Classificagdo dos doces em poste de goinba
enalisados, compurande com ¢ pedrio fizade
de 50% de campos positivos com filamentes

de fungos
Amostras N.°e
aceitavels 57 {68,68%)
inaceitiveis 26 (31,32%)
Total 83

Os doces de marmelo, péssego e figo apre-
sentaram contagens inferiores a 30%, poden-
do ser considerados como 1009 aceitaveis,

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Em virtude dos resultades obtidos, podemos
deduzir que os doces em pasta que s¢ apresen-
tam com malor quantidade de filamenios de
fungos sdo as golabadas, gue est@o sends fa-
bricadas com frutes de qualidade inferior.

Os frutos utilizados na produgie da mar-
melada, pessegada e figada, em relacio a
quantidade de fungos, estfo em condigbes de
higiene satisfatorias.

Conecluimos, portanto, que deve ser incluida
nas normas da CAmara Téenica de Alimentos
para “Doces em pasta” a exigineia de con-
tagem de filamentos de cogumelos, principal-
mente para as golabadas, que apresentaram
31,329 de amostras inaceitiveis, quando se
fixou ¢ lmite de toler@inecia de 50% de cam-
pos positivos com filamentos de cogumelos.

Propomos, portanto, o limite de 50% de
campos positivog com Zfilamentos de cogume-
los para os doces em pasta, analogamente aos
purés e extratos de tomate.
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ZAMBONI, C.Q.; ALVES, H.I & SANTOS, M.C. — Mycelia filaments count in
fruit jams of guava, quince, peach and fig by Howard method. Rew. Inst. Adolfo

Luiz, 41(1):53-55, 1981,

ABSTRACT «— Howard method was employed for count mycelial filaments in

commercial preserves such as 83 samples
peach jam and 15 samples of fig pasts.

of guava jam, B4 of gquince jam, 32 of
It was found that 81,839 of guavae jam

had over 50% of fields with mycelia. The quince, peach and fig jam samples were
in the aceepted limits, It is proposed that the Brazilian Food Codex issued by the
National Health Council fix Hmits to the acceptable number of mycelia filaments in

fruit jams.

DESCRIPTORS: fruit jam, fig (Ficus carica), guava (Psidium guajove), peach

(Prunus persica}, quinee (Pyrus cydonis);

mycelia count method.

mold {fupgus) in fruit jam; Howard
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CALZADA, CT. & PESS0A,

G.V.A, — Isolamente de Escherichic coli invasora, em Sic Paule, no perfodo de
junho de 1978 a dezembro de 1980, Rev. Imat. Adolfo Lutz, 41(1):37-41, 1981

RESTUMO: E relatada a ocorréncia de FEscherichia coli invasora, a partir de
coproculinras provenientes da cidade de Sao Paulo, Brasil, de junho de 1978 a de-
zembro de 1980, realizadas na Secdo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz. Fo-
ram isoladas 32 cepas periencentes ros sorogrupos: 028ac (87,69:); 0136 (1879%);

0124 {15,6%); 0162 (i235%); 029 (9,4%); 0143 (6,2%).

Foi werificada em seis

oportunidades infec¢Bo dupla: E. eoli 0136 + E. coli 0143; E. coli 0136 4 E. coli
0127K63; E. coli 028a,c -+ E. coli 086:K81; E. coli 0124 - S, ovanienburg; E. coli

029 -+ S, agong; E. voli 0162 -+ Salmonella typhi.

DESCRITORES: infecedes por Escherichia coli invasora, Sio Panle, Brasil,

INTRODUGAOQ

A importincia de Escherichia coli invasora
como agente etioldégico de infecgdes intestinais,
tante em criancas como em adultos, tem sido
ressaltada por virios autores? 6 9 16 13

As linhagens invasoras de E. ¢oli provocam
um guadre diarréico agudo semelhante aoc das
shigeloses. A capacidade invasora & demons-
trada pelo teste de Serény7 cuja positividade
permite o reconhecimento das estirpes inva-
soras de E. coli® 6 % 1811 anteriormente con-
fundidas eom as pertencentes & microbiota
normal do intestino.

Apesar da patogenicidade comprovada da
E. poli invasora, tantc em criangas como em
adultos 2. 8. 3,10, 11 oste agente etiolégice 6 co-
megou & ser pesquisado, na rotina de copro-
cultura da Secdo de Bacteriologia do Instituto
Adolfo Lutz, a2 partir de 1978,

#% Do Instituto Adolfo Lutsz,

MATERIAL E METODOS

As fezes provenientes de Centros de Satide
e de Hospitais foram manipuladas de acorde
com a metodologia utilizadas na rotina do Se-
tor de Enterobactérias da Secdo de Bacteriolo-
gia do Instituto Adolfo Lutz? As cepas que,
no meio TAL % de diagnéstico presuntivo, apre-
sentavam comportamente bioguimico compati-
vel com o de E. coli niic descarboxiladora da
I-lisina, suspeitas de serem K. eoli invasoras,
foram selecionadas por testes bioquimicos com-
plementares (tabela 2) e submetidas a testes
sorolégicos,

A confirmagio soroldgica foi feita, em placa
de Hudleson, com o crescimento bacteriano,
utilizando soros polivalentes gue contém os 11
anti-soros conhecidos (028a,c; 029; 042;
0112a,c; 0124; 0136; 0143; 0144; 0152; 9164;
E. eoli BAo Paulo). Na presenga de agluti-

* Realizado na Segfo de Bacteriologis do Instituto Adolfe Lutz, S8ao Paule, SP.
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nagioe, a reacfie fol repetida com os respec-
tivos anti-sores monovalentes.

Para confirmacio do diagndsiico foi reali-
zada titulagdo em tubo com o antigeno fervido
a 100°C, durante 1 hora &,

A capacidade invasora das cepas que foram
identificadas por testes bioguimicos e festes
soroldgicos, como pertencentes 208 s0rogrupos
de E. coli invasoras, fol verificada através do
teste de Serény 7. Este teste foi realizado ins-
tilando-se no olho de cobaio albino de 0,05 a
0,1 m! da suspensfio bacteriana em soluggo fi-
siolégica, a partir do crescimento ne meio

base agar-sangue. O animal foi observade
diariamente durante sete dias. O teste foi con-
siderado positive guando houve a formache
de cerato-conjuntivite e recuperacio da amos-
tra inoculada em cultura pura, a partir da se-
crecdo ocular,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ossorogrupos isolados 028a,c; 0136; 0124;
0152; 029 e (143 encontram-se discriminados
na tabela 1, sendo o sorogrupo 028a,c predo-
minante, responsivel por 37,69 dos achados,

TABELA 1

Digtribuwicio e percentual dos sorogrupos de Escherichia coli invasere iselades na Segdo de
Bacteriologio do Imstituto Adolfo Lutz, mo periede de 1978 o 1880, e idade dos pacientes

Sorogrupos Amostra Tdade dos
{percentagem) IAL n.® pacientes
2046178 34 anos
2671/78 3 anos
2b5/79 9 anos
1290179 5 meses
1475199 1 ane & 3 meses
E. coli 028 a,e 344/80 31 anos
(37,6%) 1023/80 4 meses
1093/80 2 anhos
2033180 6 anos
2057/80 34 anos
1278/80 % desconhecida
08/80 2 meses
176179 34 anos
4779 3 anos
E. coli 0136 288/30 5 meses
(18,79} 1227/80 * desconhecida
2527/80 6 anos
2764 /80 26 anos
2182}178 35 anos
- N 2050780 16 anos
E'(i‘il;qmz‘* 189/80 ** 21 anos
5.8%) 55/80 6 anos
244/81 37 anos
3504178 i% anos
E. cofi 01562 165479 10 anos
(12,595 34/81 5 anos
35/81 desconhecida
. 890/178 54 anos
E'(;ﬁ;"fg 203980 42 anos
e 29281 2 anos e 10 meses
E. coli 0143 2527/80 6 anos
(6,296} 232/81 2 anos

* (Cepas identificadas no Laboratério Central do Institute Adolfe Lutz, S&¢ Paulo, SP, isciadas neo

Hospital das Clinicas da USP.

*% (epas identificadas no Laboratério Central do Institute Adoifo Lutz, isoladas no Laboratéric I do

institute Adolfo Lutz, Santes, SP.
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TABELA 2

Comportamento bioguimico das linhagens de E. coll invasoras iseladus ne periode de 1878 a 1980 na Segdo de
Bactericlogia do Institute Adolfo FLutz

E. coli 28 a,c E. coli 138 E. coli 124 E. coli 152 E. coli 29 E. ecoli 143
{12 amostras) (8 amostras) {6 amostras) {4 amostras) {8 amosiras) (2 amostras)
Testo ou substrato Positi- Positi- Positi- Positi- Positi- Positi-
Sinal vidade Sinal vidade Sinal vidade Sinal vidade Sinal vidade Sinal vidade

(%) (%o} (%) (Ge) (e} (%)

Glicose {4eido) o 0o -4 100 4 108 + 106 -+ 100 + 100
Glicose {gds) — 0 -+ 109 B 108 + o + 100 + 100
Lactose + 100 - ] e 4 — 4] + 180 - 100
Sacarose — 0 P [} — ] [ — o e 1]
KAilose + 160 -4 100 -+ 109 -+ 100 1] + 160
{.-lisina descarboxilase — 0 - [ — 0 — [i] — 0 - 0
L-ornitina descarboxilase e 583 4 100 — G — 0 + 1068 — 0
Acetato de sédio - 25,0 B 33,3 i -+ 100 ] — ¢
Citrate de sédio (Simmons) 0 - o — [ — & — 0 — 9
Indol 4 100 B 100 -+ 108 -+ 00 + 180 -+ 106
L-iriptofano desaminase - 0 - o ~ ¢ — 0 — 1] — a
Teste ONPG* 4+ 160 - 106 + 100 e 160 B 100 -4 166
Urease — Yy — 0 — 0 - 0 s 1] - 0
H,S — 0 — 0 - o — 0 - 0 - 9
Motilidade — 1] — li] + 60 e 0 [} = 0

* ONPG = g-nitrofenil-g-D-galactopiranestdeo.

sy ey
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TABELA 3

Infeccies multiplas relacionades 4 Escherichia coli invasors ocorridas me periods de 18978 @
1980 e identificadas na Segdo de Bacterielogio do Instituto Adolfo Lutz

?K‘;S;?? Bactérias enteropatogénicas
2h27/80 E. coli 0136 4 K. colt 0143

288 /80 E. coli 0136 -+ E. coli 0127:K63
12601179 E. coli 028ag + E. coli 086:K61

35/80 E. coli 0124 - Salmonelly oranienburg
2839/R0 E. coli 829 + Salmonelln agona
168479 E. eoli 0152 + Salmonella typhi

Na tabela 2 encontra-se o perfil bioquimico
apresentado pelas 32 cepas de FE. coli inva-
s0ras,

SiLva et @lii® analisaram as caracieristicas
bioquimicas e sorolégicas de 97 cepas isoladas
em Sao Paulo, relatando a ocorréncia de 9
sorogrupos dos 11 cophecidos.

Na pesquisa efefnada foram isolados 6 so-
rogrupos em 32 easos positivos; eniretanto,
houve diferenga marcante no sorogrupo pre-
dominante, pois o sorogrupo 028a.e, corres-
ponde a mais de 1/3 dos isolamentos, enquan-
to que no trabalho de SiLva ef alii este soro-
grupo corresponde a apenas 14% do total.

E digno de nota o encontro de seis casos de
infecgfio dupla, demonstrados na tabela 3, que
correspondem a 18,79 do total de casos posi-
tivos.

O encontro de infecgfo dupla, em alto per-
centual, semelhante Aquele por nds relatado
em trabalho anterior %, demonsira a importin-
cia do emprege de uma metodologia adequada,
na rotina de coprocultura.
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ABSTRACT: 'The cecurrence of invasive Facherichie coli was disclozed in siool
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specimens collected in Sdo Paulo City, Brazil, during the period from June 1978 to
December 1980. Thirty ¢wo strains were isolated which belonged to the serogroups:
028 me {3769%): 0138 (1879%); 0124 (15.69:); 0162 (12.5%); 028 (9.4%):
0143 (6.29%). Double infections were observed on six cccasions: E. celi 0136 +
E. coli $148; E. coli 0186 4+ E. coli 0127K83; E. coll 0,28a,c + E. coli 086:K61; F. coli
8124 4 8. oranienburg; E. coli 028 4+ S. agona; E. coli 0152 4 Salmonells typhi.

DESCRIPTORS: Escherichia coli infections, Sfo Paulo, Brazil. E. eoll, invasive
strain.
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RESUMO: E relatado pela primeira vez no Brasil o isolamento de uma cepa
de Shigelle boydii 8, ripida fermentadora da lactose.

DESCRITORES: Skigelle; Skigelln boydii 8, ripida fermentadors da lactose.

INTRODUCAO

Em janeirc de 1980 foi isolada da coprocul-
tura de uma crianga diarréica, com dois anos
de idade, uma cepa de Shigella boydii que, nos
meios diferenciais, era rapida fermentadora da
lactose. Esta amostra apresentou perfil bio-
quimico e sorolégico compativel com Shigella
boydii 9, diferenciando-se do sorotipo normal
pela fermentagio rdpids deste dissacarideo.

CourTols & VANDEPITTE I, em 1949, isolaram
ne Congo trés cepas que se comportaram anti-
genicamente como S. boydii 9, mas que tam-
bém produziam rapidamente dcide da lactose.
Epwarps & Ewina ? sugeriram que estas cepas
fossem consideradas como cepas aberrantes
lactose positivas de S. bopdii 9, uma vez gue
diferiam do sorotipo normal somente pela ra-
pida fermentag¢io da lactose.

¥ importante assinalar o comportamento
atipico desta cepa por ser a primeira vez em
gue OCcoFre em nosso meio e porgue, com fre-
gitdnela, amostras de Shigella sp. ¢ de Esche-
richia coli apresentam perfil bioguimico se-
melhante nos meios de diagndstico presuntive,

nic sendo rare ocorrerem reagdes soroldgicas
cruzadas entre os componentes desses dois
géneros 3 £ 5, €,

MATERIAL E METODOS

A cepa foi isolada de coprocultura de doente
diarréico e recebeu o nimero IAL-333/80. Nos
meios diferencials apresentou-se como rapida
fermentadora da lactose e com perfil bioqui-
mico compativel com Shigella sp.

A sorotipagem em limina, realizada eom
anti-soros polivalentes e tipo-especificos, foi
positiva para S. boydii 8.

Ag titulagdes realizadas em tubo com a cepa
IAL-333/80, e com o anti-soro preparado com
cepa padrdo S. boydii 9 do Instituto Pasteur
de Paris (IP-78), demonstraram a identidade
do titulo. Este anti-soro também foi totalmen-
te absorvido pela cepa TAL-333/80; o anti-
-soro preparado com a mesma cepa também foi
totalmente absorvide pela amostra padrio
IP-76 {tabela 2).

* Realizado na Segio de Bacleriologia do Instituto Adoifo Lutz, Sio Paule, SP.

** Do Institute Adolfo Lutz.
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TABELA 1 As reac¢des de aglotinacio em tubo do anti-
-goro preparade com a cepa IAL-333/80 con-

Perfil bioquimico de Shigella boydii 9 tra os antigenos preparados com as amostras

(1AL-535/50) padroes de 8. boydii apresentaram os resulia-
Lactose -+ dos espeibados na tabela 3, que estdo de acor-
. . do com ¢ que normalmente ocorre entre os
Glicose/gas +/— membros de grupe.
Sacarcse —
Manitel +
Xilose RESULTADOS E CONCLUSAO
Indel
Motilidade — A absorcho total reciproca dos respectivos

anti-soros pelos antigenos correspondentes (ta-
N ] bela 2} demonstra a identidade antigénica da
Lisina descarboxilase — cepa 1AL-333/80 com S. boydii 9.

Ornitina desearboxilase —

Teste de Sereny 4

0s resultados obtidos na tabela 3 sio seme-
lhantes aos relatados por Edward & Ewing.
H.S — A cepa TAL-333/80 apresentou reagbes cruza-
das com os sorotipes de S. boydii 4, § e 13, pra-
ticamente nas mesmas diluigdes que foram
Acetato de sédio — encontradas pelos referidos autores.

L. triptefano desaminase —
Urease -

Citrato de Simmons -~
A andlise dos resultados obtidos indica gue

Observagdo: testes positivos em 24 horas, ne- 2 ¢epa TAL-333/80 é uma cepa aberrante de
gativog até 7 dias. 8. boydii 9.

TABELA 2

Reagdes de aglutinagio em tubo entre 8. boydii 9, padrde IP-76, e cepa IAL-388/80

Anti-soro IP-76 1AL-333/80 iP-76 IAL-333/80
Nio sbsorvido nao absorvido absorvide com absorvide com
Antigeno 1AT.-833/%0 iP.76
1P.76 - 1/1 280 1/5 120 ¢ 4]
TAL-333/80 1/1 280 1/5 120 0 ¢
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TABELA 3
Reagdes de aglutinacio * do anti-sore IAL-333/80 com cepus padries de Shigeﬂa_boydii
Antigeno

Anti-sore

IAL-333/80 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i1 iz 13 14 i5
1/10 0 a 0 4 2 0 0 1] 4 0 ] [i] 4 [} 3]
1720 4] [ ¢ 4 4 ] i} ] 4 0 0 0 4 4] L]
1/40 0 ¢ o 4 0 0 0 0 4 & G 4] 4 0 1]
1/89 0 0 b 4 ] 0 0 G 4 0 ¢ L 4 g 0
17180 & 1] 0 2 Q 0 0 9 4 & ] 0 4 G 4]
17320 0 0 i 0 L4 ] 0 0 4 0 0 g 4 0 L]
1/640 4] 0 0 0 0 G 0 0 4 0 0 Y 2 0 G
1/1 250 0 G ¢ 0 0 0 ¢ L] 4 ¢ @ o] ¢ 0 G
1/2 580 0 [ & o G 0 G o 4 0 0 G ¢ b 0
1/5 120 0 4] 0 O o 0 [ 0 3 i 4 g ¢ 0 0
1/16 240 8 0 0 G 0 o 1] 4} 1 0 1} 0 0 0 0
1720 486 6 o} 4} G 0 0 0 a 0 ¢ 0 ¢ ¢ 0 i}

* Obgervacio: 0, 1, 2, 8, 4 (cruzes) indicam as intensidades de aglutinagio.
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CALZADA, CT.; KANO, E.; NOGUEIRS, 5.; REQUEJO, H.LZ; GONCALVES, L.M.
& PESSOA, G.V.A. — Isolation of a strain of fast lactese-fermenting Shigelln

boydii 9. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 41(1):43-46, 1981,

ABSTRACT: TFor the first time in Brazil, a fast lactose-fermenting strain of

Skigelln boydii 9 is isplated,

DESCRIPTORS: Shigella; Shigella boydii ¢, fast lactose fermenting.
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RESUMO: Fol feits uma avaliagio do biliodeto de mercirio (Hgl) como pre-
servative de material bioldgico, tendo em vista a sua capacidade de conservagio
por longo tempo, e a prepriedade de nio aglutinar particulas. A¢ sedimento obtide
de 400 amostras de fezes acrescentou-se o icde-mercmrato de potassio a 0,29, pre-
parado com formol, &lcoel e solsto fisielogico, na proporgio de trés partes de con-
servante parz uma parte de sedimenio. Numa segunda etapa empregou-se o con-
servante a 0,19, preparado com benzeno, ilceol, e soluto fisioldgico isotdnico. Como
controles utilizaram-ge o8 conservantes de Rallliet & Henry, o MIF {merticlate,
iodo e formol} e o de Schaudinn. Os resultados avaliados apds seis meses revelaram
que o iodo-mercurato de potdssio a 0,29 (primeira formula) preservou adequada-
mente cisios e trofozeites de protozodrios, além de ovos e exemplares adultes de
helmintos, com excecio dos ovos de Hymeneolepis nang e Hymenolepis diminute, gue
se apresentaram mais bem conservados usando a segunda férmuls, Resultados se-
melhantes ohfiveram-se com os coniroles, evidenciando-se ¢ iedo-mereurate de potds-
sio pela propriedade de ndo splotinar as particulas de fezes.

DESCRITORES: preservative de materizl biolégice, biiodeto de meretrio
{Hgl,); biiodeto de mercdrio como preservative de material biolégico; fezes, preser-

vativo de material biolégico.

INTRODUCAQ

Os preservatives de material biolégico em
fexes tém grande importdncia na votina de
um laboratério de Parasitologia por conser-
varem as amostras para exame posierior e
facilitarem a sele¢@o de espécimes para fins
didaticos.

Com o objetivo de obter-se um preservativo
que, além de ser de facil prepare e econd-

* Realizado na Se¢io de Enteroparasitoses do
** Do Institute Adolfo Luts,
**+*  Bolsiste, Instituto Adeolfo Lutz,

mico, possua a capacidade de conservar pro-
tozodrios e helmintos (ovos e exemplares adyl-
tos), testou-se o complexo de iodo-mereurato
de potdssio em solugio na conceniragiio de 0,1
e 0,29%.

0O bilodeto de meredrio jA havia side usado
por WALTER?, em 1932, como preservativo de
catpuie, tendo-o empregado JUNOD ¢, em 1972,
em solugfic concentrada, numa téenica para
facilitar a detecgBo de trofozoitos de amebas
intestinais.

Institute Adolfe Lutz, Si#c Paule, SP.
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MATERIAL E METODOS

Foram selecionados os sedimentos (métoedo
de Hoffman, Pons & Janer?) de 400 amos-
trag de fezes durante um pericdo de 6§ meses.
Diariamente, apés a constatacfo de positivida-
de para cistos de protozodrios e ovos de hel
minios, coletamos de 10 a 20 amostras de
fezes, cujos sedimentos eram lavados por cen-
trifugaciic e distribuidos em recipientes de
15 a 80 ml, até completar as 400 smostras,

O conservante foi utilizado na proporgic de
trés partes pars uma parte do sedhmento.

Preparou-se o iodo-mercurato de potassio,
segundo a férmula seguinte:

Biiodeto de meredrio .......... 2g

Iodeto de potdssio ............ 2
Formol a 409 ............... 5 mi
Aleool a 99,5°GL ............ 500 mi
Soluco fisioldgica a 0,85% q.s.p. 1.000 ml

Como contreles foram utilizados oz liguidos
de Railliet & Henry 5, de MIF (mertiolato,
iodo e formol) %, e o Tfixador de Schaudinn,
modificado %

Apds cada-adicdo do conservante, agitava-se
para homogeneizar, tirava-se uma porgdo do
material com pipeta Pasteur para laimina e,
apés cobrir com laminula, levava-se para
exame microseépico; paralelamente em outra
por¢gdo do mesmo material juntava-se uma
gota de Lugol! e, apds completa mistura com
o auxflio da prépria laminula, examinava-se
ao fotomicroscépio II Zeiss para fotografia.

Fezes diarréicas, positivas para trofozoitos
de protozodrios, eram coadas através de gaze
dobrada quatro vezes, antes da adigdo do con-
ggervante, na mesma proporgio descrita acima.

Em ocutras aliquotas dog mesmos sedimentos
juntamos os controles na propor¢dc de uma
parte de sedimenio para trés de cada conser-
vante-controle.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

0O exame microscépico das amostras mostrou
que 08 ovos de Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura, Enterobius wvermicularis, Amncylos-
tomidae, Taenia sp. e Schistosoma wmanseni
conservaram-se em Otimas condicbes, para
exame posterior durante pelo menos seis me-
ses, com o iodo-mercurato de potédssic a 0,2%
(fig. 1a, b, ¢, £, g, h}.

Exemplares adultos de Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura e Enterobius vermicularis,
mantidos na solugdo conservadora referida,
por seis meses, nfio apresentam gquaisguer si-
nals de degeneracio.

Os cistos de Jsoapora belli sio faciimente de-
tectados no material conservado, tanto pelo
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exame direto, como apds o usc do método de
Faust? (fig. 2d).

Os cistos de protozodrios (fig. 2a, b, ¢, d)
mostram nitidamente oz nfcleos, as estrubyras
nucleares e os elementos citoplasmaticos, en-
guanto nos trofozoitos de amebas (Entamoeba
histolyticay nota-se, sem dificuldade, a dife-
renciagdo entre ectoplasma hialino e endoplas-
ma granulose (fig. 2b).

Nos trofozoitos e cistos de flageladoes, os fla-
gelos sAo bem visiveis (fig. 2c). Bactérias in-
geridas por trofozoitos de Entameeba coli apa-
recem bem distintas no citoplasma vacuoli-
zado (fig. 2a).

Os crigtais de Charcot-Leyden sio facil-
mente detectados. Os detritos fecais mos-
fram-se transparentes e corados de amarelo-
-claro ou amarelo pardacentc nas amosiras em
que se juntou a solugio de Lugol no momenio
da lelturs microscépica.

Apéds seis meses de preservagéo, parece ocor-
rer gradativa deferioragio porém, nas amos-
tras com alta concentraclo de ovos e cistos, o
diagnéstico especifico mantém-se satisfatério.

Entretanto, com ovos de Hymenolepis nana
e de Hymenolepis diminuta, nio obtivemos
bons resultados gusndo utilizamos o bilodeto
de merctric em concentracio de 0,2%. Toda-
via, quando empregamos o bilodeto de mer-
ciric a 0,1% {segunda solucfo), obtivemos
bons resultados para todes os ovos de helmin-
tos e principalmente para os ovoes de Hymeno-
lepis diminute e de Hymenolepis nana (fig.
1d, e. Neste caso, contudo, nio houve boa pre-
servagio de cistos e trefozoitos de protozoa-
rios,

O iode-mercurateo de potdssio ndo aglutinou
as particulas, o que favoreceu na identifica-
¢ho dos trofozoitos e cistos de profozodrios,
bem como nha de ovos de helmintos.

Em outras aliguotas dos mesmos sedimentos,
juntamos os controles na proporgio de uma
parte do sedimento para trés de cada conser-
vante controle, examinando-os ao microscodpio
nas mesmas condigdes do conservante testado,
com excecic dag amostras fixadas pelo Schan-
dinn, gue foram examinadas sem adicdo de
solugfie de Lugol.

Mensalmente examindvames ac microsedpio
porges de todas as amosiras conservadas, quer
pelo exame direto ou apds aplicar os métodos
de Faust? e de Ritchie®,

As amostras preservadas gue continham
trofozoitos de protozeédrios foram lavadas por
centrifugacdo a 500 rpm, durante 1 minuto,
duas a trés vezes, antes do exame ao micros-
ehpio. Os espéeimes adultes, separados das
fezes, eram lavados em 4gua corrente, depois
em solugdo fisiologica e, em seguida, eram co-
locados em recipientes de boca larga dentro
dos gquais se colocava o conservante de maneira
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FIGURA 1 — Helmintos

a) Ovo de Ancylostomidae; b) ovo de Ascaris lumbricoides; c) ovos de Enterobius vermicularis; d) ovo
de Hymenolepis diminuta; e) ovo de Hymenolepis nana; f) ovo de Schistosoma mansoni; g) ovo de
Taenia sp.; h) ovo de Trichuris trichiura. Com aumento.
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FIGURA 2 — Protozoarios

a) Trofozoitos de Entamoeba coli e de Entamoeba histolytica; b) trofozoito de Entamoeba histolytica;
¢) trofozoito de Giardia lamblia; d) oocisto de Isospora belli. Com aumento.

a cobri-los totalmente, tampando-se os reci-
pientes com rolha esmerilhada.

Em uma segunda etapa, testou-se o iodo-
mercurato de potdssio preparado, usando-se a
seguinte férmula:

Biiodeto de merctrio ......... lg
Todeto de potassio ............ 1,5¢g
BENZEHO  wvn an sissisaes s & oinasiniacs e 10 ml
Alcool a 995°GL ............. 600 ml
Sol. fisiolégica a 0,85% q.s.p. 1.000 ml
Foram feitas observagées microscépicas,

tendo sido verificado que as estruturas do
material preservado ainda se mantinham em
perfeito estado de conservagdo apés um pe-
riodo de seis meses.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem aos autores
sugerir o emprego do iodo-mercurato de po-
tassio, a 0,29, com formol na preservagao de
cistos e trofozoitos de protozoarios e de ovos e
espécimes adultos de helmintos, reservando-se
o uso de iodo-mercurato de potdssio, a 0,1%,
com benzeno, para preservacido dos ovos de
Hymenolepis diminuta.

O iodo-mercurato de potdssio apresentou a
vantagem de ndo aglutinar as particulas, favo-
recendo sobremaneira a detecgdo dos parasi-
tas nas fezes.
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AGUIAR, P.R,; VENTURA, V.R,; BURKART, LE.V.; NASCIMENTO, J.A.; LIMA,
LAR. & WESTPHALEN, 3.R, ~ Evaluation of mercury hi-iodide as preservative
of biological samples. Rev. Imst. Adolfo Lutz, 41(1):47-52, 198L.

ABSTRACT: In order io evaluate the mercury bi-iodide (Hgl,) as a preservative,
this chemical was studied regarding its ability to pregzerve biclogical material and
to avoid agglutination of particles. Te the sediment obtained from 400 stool speci-
mens, mereuric potassium iodide was dissolved in formaldehyde, alechol and physiol-
ogie saline solution, al a concentration of (.2%;. To one volume of fecal sediment,
three wvolumes of the preservative were added in each of 400 stool specimens. The
experiment was repeated using, this time, §.19 of the preservative prepared with
benzene, alecokol and isotonie saline solution. The results were compared with those
ohtained with standard preservatives such as Railliet and Henry, Schaudinn and MIF
(merthiolate, iodine and formaldebyde}. Observations done after six months revealed
that $.29 mercurie potassium iodide solution (first method) suitably preserved
eysts and trophozoites of protozea as well as eggs and adult werms of helminths,
except eggs of Hymenclepizs nana and Hymenolepis diminute, which demonstrated
better preservation when the second method was employed. The controls presented
similar resuls, It was found that mercuric petassinm icdide does not agglutinafe
stool particles,

DESCRIPTORS: preservative, bieclogic sample; mercury bi-iodide (Hgk) as
biologie sample preservative; feces, biclogic sample preservative.
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IRING, K.; PESSOA, GVA. CALZADA, C7T.; MARTINS, MT. & SANCHEZ,
P.8. — Isolamento de trés novos sorotipos de Salmonelln: S. ecofin, 8. guarapi-
range e 8. arizonge 65:1,v:iz 5 de Adguas de superficie, em SiZp Paulo, Brasil, Rew.
Inst. Adelfo Lufz, 431{1):53-55, 1981,

RESUMO: £ relatado o isolamento de irdés novos sorofipos de Salmonells:

S. eotia e S. guerapiranga, pertencentes ao subgéners I, e 8. grizonge 65:1,‘::3%,

pertencente ao subgénere IIL

DESCRITORES: Salmonella; Solnenella sp., sorotipos.

Trés novos sorotipos de Salmonella sp.
foram isolados de aguas de superficie, utiliza-
das como manancial de abastecimento para a
Grande Sio Paulo. O comportamento biogui-
mico apresentado pelas novas cepas isoladas
encontra-se na tabela da pagina seguinte. A
andlise do perfil bioquimico mostra que os
sorotipos S, cotic e S. guarapiranga apresen-
tam comportamento atipico deniro do subgé.
nero . Assim, S. cotia nfio fermenta o dul-
citol e cresce em meio com KON, 5. guarapi-
range d4 reacdio positiva pars o teste de
ONPG, nio fermenta o mucate de sédio e nio
utiliza o citrato de Simmons como tnica fonie
de earbono.

No subgénero III, 5. aerivonce 65B:Lviz,
nic fermenta ramnose.

A Salmonella cotia pertence ao grupo K do
esquema  de Kauffmann-White! ¢ tem a
seguinte constituiglc antiglniea: 18:-:11,6;
excepeionalmente nio possui a primeira fase
flagelar, e os antigenos da segunda fase apre-
sentam a féormula 1,6.

A Salmonella guarapiranga pertence ao gru-
po N e apresenta a constifuigdo antigénica
30:aen,x.

A Salmonelle ariconae apresenta a consti-
tuigdo antignica 65:1viz,,.

Estes trés sorotipos de Salmonelle foram
confirmados pelo Prof. L. Le Minor, do Ins-
tituto Pasteur de Paris, e incluidos no Suple-
mento 1.2 XXIE (1978) do esquems de Kauff-
mann-White &,

*  Realizade na Seciic de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, Sde Paulo, SP.

** Do Instituto Adelfo Lutz.

*#% Da Companhia de Tecnologia ¢ Saneamentc Ambiental, Sac Paulo, SP,
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TABELA

Perfid bioguimice dos trés nmoves sorotipes de Salmonella isolades de dguo

Testes
ou
Bubstratos

S. cotia
18:—:1,8

S, guarapironga
30:aten,x

8. arizonae
B F,V ey
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Xilose
Ramnose
Maltose
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Inositol
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Sacarose
Manitol
Glicose{ghs
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Sorbose
Celobiose
Glicerol
Melibiose
HS
Gelatinase
Nitrato redutase
TTR
Citrate Simmons
Malonato
Mucato
d-Tartarato
1-Tartarato
i-Tartaralo
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KON
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Mot. 37°C
Lpe

0oDC

ADH
Indo!l
ONPG
Urease

S e I

T R I A T I T T N

i

|

S

f

}

P+ o+ +

 +

| + +

+

+ o+ o+

i

Dot

+

S N S

Pobot

—+-

i

+

+ o+

]

+

54



IRING, X.; PESSOA, G.V.A.; CALZADA, G.T.. MARTINS, MT. & SANCHEZ, P.8. ~ Isolamento
de trés novos sorotipes de Salmonella, 8. cotia, S. guarcpiranga e 8. orizonge 65:i,v:z35, de aguas
de superficie, em Sio Paulo, Brasil. Rev. Inst. Adolfe Lutz, 41(1}:53-55, 1681,

RIALAG6/523

IRING, K.; PERSOA, G.V.A; CALZADA, C.7.; MARTINS, M.T. & SANCHEZ, P.5.
w~ Igolation of three new Salmonelle serotypes: S. cotie, 5. guarapirange and
8. erizonae 65:4v:2,. from water reservoirs around Sioc Paule City, Brazil, Rev.
Inst. Adplfs Lutz, 41{1):53-55, 1981

ABSTRACT: Three new Salmonells serotypes were isclated from water samples
coliected in water reservoirs loecated around Sic Paunlo City, state of Sdo Paule,
Brazil. The serotypes were 8. cotie and 8. guarapirange belenging to sabgenus I, and
8. arizonae 65:Lviz,, belonging to subgenus IIL.

DESCRIPTORS: Salmonelle; Salmonells sp., serotypes.
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SILVA, MIP.G,; SILVA, RM.; YAMANAEKA, MT. & CORREA, LI. — Inovacdo
na tela metdlica utilizada no preparo de material para exame parasitelégico de
fezes através do método de sedimentac@o em copo. Rew. Tnat. Adolfe Lufe, 41(31):

57-61, 1981

RESUMO: Em face do crescenie custo da gaze em rolo, iipo queijo, usada na

tamisagic da emulsdo de fezes no métedo de sedimenta¢io em ¢opo, procurcu-se
uma alternativa que redundou numa velta ao passade — ¢ usoe de tela metdlica om
vez de gaze, tal como assinalouw Adolfo Lwutz, em 19319, Apds uma série de experi-
mentos com telas dotadas de diferentes ntimeros de mathas por polegada linear,
selecionou-se a tels idesl gue, retendo os detritos, permife a passagem de ovos e
larvas de helmintos e cistos de protozoarios. FEssa tela possui 200 malhas por pole-
gada iHnear e estd adaptada & um aro de peneira, mediante técnica adequada; sendo
de aco inoxidivel e aluminio, € de duragio prolongada, ¢ de limpeza ¢ manuseio
faceis. Foi efetuado estudo comparative de 800 materiais fecais examinados apds o
métods de sedimentag¢fo em copo, utilizando gaze ¢ & peneira metdlica acima rela-
tada. Os dados obtidos patentearam a superioridade da tela metdlica, traduzida
por mailor nimerc de exames parasitolégicos de ferzes positivos, guer para ovos ou

iarvas de helminfos, quer para cistos de protozodrios,

DESCRITORES:
inovagio na tela metdlica.

fezes, exame parasitologics;

fezes, sedimenifagdc em copo,

INTRODUGAO

FERREIRA, em 1966, refere que *... Embora
o métode de sedimentagdo em dgua seja fre-
giientemente dencminade entre nos, de método
de -Hoffman, Pons e Janer {(1934), a técnica
nos seus fundamentos bésicos j& fora usada
anteriormente. Assim, em 1919, num iraba-
the de Lutz encontramos textualmente: ‘(O
exame torna-se mais facil pela lavagem re-
petida das fezes, seguida de sedimentacio
simples ou centrifugaghe. Com estas, com-
bina-se ¢ uso de tecido de arame e¢ o de gaze
de moleiro, para reter todos os corpos mais
grossos. Assim, obtem-se um sedimento gue

* Realizade no Setor de Esquistossomose do
*% Do Institute Adolfo Lutz.

contém quase exclusivamente corpdsculus amy-
taceos e ovos de parasites, sendo facil de exa-
minar)’ Parece-nos evidente gue se a0
nome de algum autor deva esbar ligada a tée-
nica de sedimentaglo esponifinea é ao de
Lutz.”

Revendo os originais da publicacdo de
Lurz 3, cujo trecho é acima citado por FERREI-
BRa L, néo encontramos especificacao de qual-
quer natureza quanto ac tipo de majha metd-
lica utilizada per aquele aubor.

HorrMaN, Pons & JaNgrR?, ao publicarem
a téenica de sedimentacfio em copo, referem

Instituto Adolfo Lutz, Sio Paulo, 8P.
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FIGURAS 1 e 2 — Tela metalica fotografada em diferentes dngulos.

FIGURA 3 — Maneira de se utilizar a tela.
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o uso de tela metdlica de 80 - 100 malhas, sem
dar malores especificagbes.

Motivados pela alta constante do custo da
gaze, ¢ tendo que executar em nossa rotina um
namero elevado de exames parasitoldgicos de
feres, propusemo-nos a experimentar a tela
metdlica, como tinha sido anteriermente pro-
posto pelos precursores da técnica de sedimen-
tacéo.

MATERIAL E METODOS

Desde as tentativas inicials, eliminamos a
tela de malha 105, que é usada no método de
Kato-Katz, por permitir a passagem de gran-
de quantidade de detrifos. Em provas preli-
minares, experimentamos sucessivamente as
telas de malha 150, 180, 200 e 250 na sedimen-
tagic em copo, e comparamos os resultados
assim obtidos com os resultados dos mesmos
materials examinados apés sedimentacio em
cope utilizando gaze como filtro.

Concluimos que as malhas 150 ¢ 180 permi-
tiamn a passagem de abundantes residuos, a
malha 250 retinha particulas e ovos, ao passo
que a malha 200 se constituia na malha de
abertura ideal (o ntmerc de malhas de uma
tela é a quantidade de aberturas deniro de
uma polegada linear inglesa, igual a 25,4 mm).

Restava ainda o problema da adaptaclo da
tela & boca do copo de sedimentagéo para o
manejo rotineiro, Dentre as varias fabricas
de telas comsultadas, apenas uma conseguin
atender exatamente ac que desejdvamos, pois
a maior dificuldade era franzir a tela, que &
muito fina, sem deixar escapar o fio. Obtive-
mos, entdo, um tipe de peneira edncava de ma-
tha 200, de ago inoxidavel, semelhante a um
coador de ché, e com borda de aluminio, bem
ajustdvel ao cope de sedimentacio de 125 ml,
de fécil manuseio e fécil de limpar, conforme
comprovaram infimeros exames de telas apods
a lavagem, que atestaram a auséncia de ovos,
larvas ou cistos de parasitas, porventura re-
tidos.

Passamos a avaliar o desempenho da tela
20G em 300 materiais j4 examinados pelo mé-
todo de sedimentacdo com gaze, ¢ pelo método
de Kato-Katz, pesquisando todes os protozod-
rios, ovos de helmintos e larvas. Procedemos
& preparagao dos materiais fecals, seguindo a
mesma metodologia da sedimentacio com gaze.
Dois detalhes, no entanto, foram rigorosamen-
te observados: a) as felas antes de serem
usadas eram previamente umedecidas em dgua;
b} colocada a emuls@o na peneirinha, permi-
tia-se 0 seu escoamento normal, sem o uso do
palito de madeira. E evidente gue certos ma-
teriais escoam mais lentamente, tanto na gaze
como na tela, mas nio utilizamos ¢ palifo para
emulsionda-los, bastando para tanto agitar l-
geiramente a penejra.

RESULTADOS E CONCLUSOES

A tabela 1 exibe o estudo comparativo entre
os resultados dos exames parasitolégices de
fezes efetuados através de método de sedimen-
tagdo em copo, utilizando a gpaze e a tela
metalica, no que diz respeito aos niimeros glo-
bais de resultados positivos ou negativos.

Fica evidente que a utilizagdo da tela meta-
lica proporcionou maior nimero de exames
positives, 200 ac tode, de gue a utiilzagio de
gaze que revelou apenas 191 exames positivos.

Quanto ao estudo comparativo entre os exa-
mes de fezes positivados pelos dois diferentes
processos, a diseriminagio por espécie de hel
mintos e protozodrios é configurada na tabela
2, cuja analise demonsira a superioridade dos
exames parasitoligicos de fezes feifos atra-
vés do méiodo da sedimentagfo em copo, uti-
Hzande a tela metdlica como elemento
filtrante.

Estes resuitados, acrescides pelas vantagens
j4 assingiadas de economia de material, ma-
nuseic e limpeza fécels, permitem-nos reco-
mendar a utilizagdo da tela metdlica por nés
desecrita como elemento filtrante no método de
sedimentagfic em copo para exame parasito-
légico de fezes.

TABELA 1
Comparacio dos resultados do méfode de sedimentacdo em copo, utilizando o gaze ¢ o tola
Exames Exames Exames Exames
Material usado Ces s negativos na tela realizades
positivos negativos
e na gaze Total
Gaze 191 22 87 300
Tela 208 10 B7 300
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TABELA 2

Compara¢de dos resultades do métedo de sedimentagdo em copo, utilizande ¢ gaze ¢ a tela:
discriminacde dos parasites

Exames positivos

Helmintes
Gaze Tela
Ascaris lhumbricoides 66 68
Trichocephalus trichiurus 48 54
Aneylogtomidoe 59 B
Hymenolepis nara 4 ki
Enterobius vermiculariz 1 1
Schiztosome manzoni 31 40
Strongyloides stercoranlis 13 21
Protozodrios Gaze Tela
Entamoeba kistolytica 7 8
Entamoeba coli 53 57
Griardin lamblin 29 28
Erdolimax nana 22 31
Chilomastizx mesnili 2 2
Fedamoeba butsohlii [ 6
RIALAG/524

SILVA, MIPG.; SILVA, RM,; YAMANAKA, M.T. & CORREA, LIL. — Improved
sieving of feces for cup sedimentation through use of z metallic sieve., Rev.
Inet. Adolfo Luiz, 41(1%:57-61, 1981,

ABSTRACT: A 200-mesh per inch, stainless steel-zluminum grate sdeguately
held by a metaliic frame was found to be a good substitute for the usual discardable
cotton gauze employed for sieving feces and similar matferial for parasitelogical
examination. Besides being long lasting, its cleaning, desinfection and handling is
easier. After testing different numbers of meshes per unit ares, the 200.mesh per
inch was compared with the standard surgical gauze in over 300 fecal specimens
examined through cup sedimentalion after sieving. More positive findings of eggs,
helminth larvae and protozean cysts were cbinined with the metaliic grate.

DESCRIPTORS: feces, parasitological examination; cup sedimentation of feces,
improved sieving.
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RESUMOQ: Existem algumas misturas de 6leos que, pela composiciio de sens
Acidos graxes, podem ser adicionzdas a 6leos de oliva, sem que esse fraude possa
ser detectada pelos processos classicos, peis os indices {isico-guimicos de prodate
final caem dentre do intervalo caracteristice do dleo de oliva puro, A cromatografia
em fase gasosa fol empregada para a obtengio do perfil cromatografier dos deidog
graxos do ¢lee de oliva, do de soja e do de babagu, bem como de misturas, prepa-
radas no laboratfrie, de dois ou trés dos referidos Hlens, Foram também deter-
minados os indices de lodo e de refracio dos Oleos puros e das misturas de éGlees.
Pela presenga dos acidos graxos caprilico, céprice, liurico e miristico, ¢ pela com-
posicho relative dos demals &eidos, fol possivel detectar a presenca de (leo de
babacu ¢ de 6les de soja em oleos de oliva, mesmo quando os indices fislco-quimices
indicavam dleo de eoliva pure. Durante o periods de janeire de 1979 a dezembro
de 1880, foram analisadas 180 amostras de bleos de oliva, expostos zo consumo em
S8#o Paule, provenientes do exterior, sendo que os Gleos enlatados no pals de origem

erafn puros, enguanio gue 42% dos enlatados no Brasil estavam fzlsificados.

DESCRITORES: 6leo de oliva, deiec¢Bo de fraude; dlec de oliva, controle de
qualidade por ecromatografis em fase gasosa, indice de lodo € indice de refracio.

INTRODUCAG

A identificaclo de dleos comestiveis, atra-
vés da composicic dos dcidos graxos, tem sido
considerada como elemente importante pelo
*Comitd do Codex Alimentarins” para o6leos
e gorduras, do Programa Conjunto FAG/OMS
sobre padrdes de alimentos.

Uma revisfo sobre esse tipo de identificacgio
por meio da cromatografia em fase gasosa foi
feita por O'Connor & Hems (1970) % que
apresentam tabelas da composigio de Acidos
graxos de diferentes éleos comestiveis.

Pesquisadores interessados no problema da
adulteracdo de oSlec de oliva pela adigdo de
outros Gleos comestiveis tentaram utilizar ou-
tras téenicas {GarLanos et alii ¥y, porém fol a

cromatografia em fase gasosa o processe gue
apresentou melhores resultados (IvERsoN et
alii®; Vipal et alii¥; Soares & AMAYA 7).

Os métodos classicos para a identificagiic e
verificagio da pureza de dleos comestiveis ba-
seiam-se em um conjunto de dados, tais como
indice de iodo, indice de refracdo, densidade
relativa e indice de saponificagho. Entretan-
to, come esses indices nio sde niGmeros abso-
lutos mas compreendem determinados inter-
valos de wvalores gue, muitas vezes, sfo
parcialmente comuns a mais de um dleo, for-
na-se diffeil, em alguns casos, a verdadeira
identificagde do produte.

Analisando, por cromatografia em fase ga-
sosa, amostras de 6leos de oliva considerados

#  Realizade na Diretoris de Servigos de Alimentos do Institute Adelfo Lutz, Sae Paulo, SP.

** Do Instituto Adolio Lutz,
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puros pela determinagfio dos indices fisico-
-quimicos, verificamos estarem o3 mesmos
adulterados.

Por este motivo, propusemo-nos a identifi-
car, por cromatografia em fase gasosa, a na-
tureza dos éleos adulterantes e a proporcgdo
em que os mesmos podem ser adicionados ao
olec de oliva, sem gque esta fraude possa ser
detectada pelos indices fisico-quimicos usuais.

Ao mesmo tempo, resolvemos realizar um
levantamento da gqualidade do dlec de oliva
exposto ao comércio no Estado de Sic Paulo.

MATERIAL

Durante o periodo de janeiro de 1979 a de-
zembro de 1980, analisamos 180 amostras de
6leo de oliva de 84 marcas diferentes, de pro-
cedéneia estrangeira, enlatados no pais de ori-
gem ou no Brasil, e expostos ao comércio em
830 Paulo. Analisamos também 12 amostras
de éleo de soja, & amostras de Sleo de babacn
{Orbignya speciose L.) e 26 misturas de dleos
por nés preparadas no laboratdrio, eomo espe-
ciftcado abaixo:

Misturas preparades

— dleo de oliva ao qual se adicionaram 3,
10, 20, 30 e 50 partes de 6leo de babaguy;

-— Hleo de oliva ao qual se adicionaram 15,
20, 30, 40 e 50 partes de 6lec de soja;

~— dleo de oliva ao qual ge adicionaram
quantidades variadveis de 6leo de soja e
de 6leo de babacu, num total de 16 amos-
tras.

METODOS

A anslise dos 4cidos graxos Toi efetuada
por cromatografia em fase gasosa. O proces-
so empregado para a metilagio foi o de trans-
esterificacfo, de acordo com Baporato & AL-
MEIDA L. Foi usado um cromatdgrafo a gis,
eom detector de ionizagio de chama ¥, acopla-
do a um integrador,

Os componentes foram separados em coluna
de 8 pés de comprimento por 1/8 de polegada
de didmetro interno, tendo como fase esta-
eionaria DEGS (succinate de dietileno giicol)
a 209, em Chromosork W.

Foram observadas as seguintes condigbes
de operagio:

Temperatura do injetor: 210°C

Temperatura do detector: 220°C

Temperatura da coluna: programada de
150 a 190°C, sendo B = 4°C/min

Gds de arraste: nitrogénio

Fluxoe: 30 ml/min

Sensibilidade: 16 x 101 ¢ 32 x 10-¥

Velocidade do papel: 0.2 em/min

* Marca Varian, mod, 1440,
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Em todas as amosiras foram determinados
os indices de iodo {método de Wijs) e de re-
fragdo, a 40°C, segundo o8 processos indicados
nag Normas Analiticas do Instituto Adolfe
Latz &

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na composicio dos dcidos graxos de dleo
de oliva pure, identificamos os seguintes Aci-
dos: palmitico, palmiioléico, estedrico, oléico,
Hnoléice ¢ linolénico e tragos de araquidico
{(fig. 1):; no éleo de sola encontramos os
mesmos Acidos graxos, menos o palmitoléice
(fig. 2), e tragos de &cido miristico, detecta-
dos guando trabalhamos ecom sensibilidade
maior. Quanto ao dlec de babagu, foram iden-
tificados os seguinfes 4cidos: caprilico, cdpri-
co, laurieo, miristico, palmitico, estedrico,
oldico e linoléieo (fig. 3).

Os resultados da anilise da composi¢io dos
Acidog graxos encontrados nos éleos de oliva,
scja e babagu estfo reunidos na tabela 1.

Na tabela 2 estfo reunidos os intervalos
dos indices de jodo e refragio dos dleos de oli-
va, de s0ja e de babagu, constantes da legis-
la¢io brasileira 2.

Os indices de iodo e de refragdo das mis-
turas por nds preparadas enconiram-se reuni-
dos na tabela 3.

Pelos resulfados obtidos podemos verificar
que, guando a falsificac8o do 6Gleo de oliva €
feita somente pela adi¢lo de éleo de soja, esta
fraude pode ser facilmente detectada pela de-
terminacéo dos indices de refracc e de iodo,
pols estes tém seus valores aumentados, cain-
do fora dos intervalos caracteristicos para
Gleo de oliva_puro. Esta mesma fraunde, por
meic da cromatografia em fase gasosa, é evi-
denciada pela variagdo na proporgio relativa
dos dcidos oldico, Hnoléico e linclénico (fi. 4}.

A adigio de pequenas gquantidades de dleo
de babacu ac Gleo de oliva dificilmente é de-
tectada peios indices classicos; entretanto,
através da cromatografia em fase gasosa, pu-
demos comprovar qualguer propor¢e de dleo
de baba¢u adicionado, devido & presenga dos
4cidos eaprilico, cdprico, Hurico e miristico,
que nac entram na composicdio dos Acidos gra-
x0s de dleo de oliva {fig. ).

Geralmente, o édlec utilizade para a falsi-
ficacio do éleo de oliva é o de sojia, fraude
esia facilmente detectada. A adigho de éleo
de babaegu, cujos indices de iodo e de refracio
sio muito baixos, a misturas de dlec de oliva
e de sojas, tem a finalidade de fazer com que
oz indices da mistura final caiam dentro do
intervalo caracteristico de 6leo de oliva puroc.
Somente a cromatografia em fase gasosa é
capaz de detectar este tipo de fraude (fig. 6).
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TABELA 1
Composigio em deidos graxos dos dleos de oliva, de soja ¢ de babagu
Oleo de oliva Gleo de soja Gleo de babagn
Acides graxos
Porcentagem Porcentagem Porcentagem
minima mixima minima maxima minima méxima
Caprilico o e 4,16 — 5,71
Céprico e — 4,18 - 5,66
Laurico - s 41,78 - 44,71
Miristico - {ragos 15,48 - 1729
Palmitico 9,38 — 1840 1032 9 — 14,83 9,02 — 9,99
Palmifoléice 6,28 — 3,24 — —
Estedrico 081 — 3,80 2,18 — 4,42 313 — 3.87
Olico 59,65 .- 78,90 1851 — 28,74 1,68 — 1572
Linoldico 431 — 1871 5462 — 58,30 212 — 2,72
Araguidico tragos tracos e
Linolénico G433 1,20 491 9,53 —_
TABELA 2
Congtantes fisico-guimices de dleos de oliva, de soja e de babagu
Indice de iodo {Wijs) Indice de refracdo a 40°C
Gleos
minimo méxime minime maximo
Olec de oliva 75 — 90 14601 e 1,4629
Sleo de soja 120 - 143 1,4670 — 1,4690
Oleq de babagu 12 - 18 13,4480 — 1,4560
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TABELA 3
Congtantes fisico-quimicas de misturaz de 6leo de oliva com dleo de babagu e dleo de sofa
Misturas de éleos (%%)
Indice de iodo {(Wijs) fndice de refracio a 40°C
oliva s0ia babagu
85 16 _— 51,44 1,4625 *
80 20 — 93,73 14632
0 30 — 94,49 14634
60 40 - 101,85 14840
50 50 — 185,66 1,4847
95 — 5 81,28 14611 *
20 _ 10 72 1,46086 *
80 — 20 71,12 1,4595
70 _ 30 64,52 1,4582
50 j— 50 50,80 1,4560
85 10 ] 85,15 * 14620
5 20 5 89,15 * 1,4625 *
85 30 5 93,47 1,4630
55 40 & 98,04 1,4636
45 50 5 102,11 1,4841
80 16 16 81,28 * 14613 *
10 20 10 84,88 * 14618 *
80 80 10 89,00 * 1,4624 *
50 40 10 94,89 14681
4¢ 50 10 95,06 1,4635
0 10 20 74,17 14605 *
80 20 20 77,98 * 14608 *
50 20 20 82,20 * 14614
40 40 20 86,61 * 1,4619 *
80 50 20 91,05 1,4581
60 10 20 67,06 14625 *

* Indices compreendidos dentro do intervalo carscteristico de 6leo de oliva pura,

CONCLUSAO

A cromatografia em fase gasosa na andlise
de Acidos graxos de 6leos comestiveis mostrou
ser um processo eficiente para detectar a fal-
sificagiio de Sleo de oliva. Através deste pro-
cesso, & possivel comprovar a adighe de dleos
de soja e/ou éleo de babagu ao Gleo de oliva,

mesmo quando os indices cldssicos se situam
dentro dos intervalos que ecaracterizam este
éleo.

De todos os Gleos de oliva analisados, nesse
periodo, os enlatados em seus pafses de origem
eram puros, enquanto gue 429% dos enlatados
ne Bragil eram falsificados.
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BADOLATO, E.8.G.; PURANTE, F.; ALMEIDA, M.EW, & SILVEIRA, N.V.V. —
Quality evaluation of olive oil, Rev. Inst. Adolfo Lutz, 41(1):83-70, 18831,

ABSTRACT: There are some ofl mixtures that, due to their fatty acid compo-
sition, cen be added to olive oils. This addition ¢annot be detected through routine
procedures because the chemical and physical values of the final product are within
the characteristic pure olive oil ranges. Gas lquid chromatography was used to
cbiain the chromatographic features of fatty acids of olive, sovbean and “babassu’”
(Orbignya speciose L.} oils. Mixtures of two and/or three of these oils were prepared
in the laboratory and were similarly assayed. The refractive index at 40°C and
the iodine number were alsc determined. The presence of “babassu” and soybean
oils was detected by the presence of caprylic, caprie, lauric and myristic acids and
the relative composition of other fatiy acids. Such s fraud was verified even in
olive oils considered pure by the iodine number and refractive index determina«
tion. From january 1979 to december 1980, 319¢ samples collected in the the city
of S8c Paulo were analysed; these analyses showed that the olive oils canned in
the origin country were pure while 429 of the 156 samples locally canned were
added of foreign oils.

DESCRIPTORS: olive-oil, fraud detection; olive oil, quality control by gas
liguid chromatography, iodine number and refraction index,

L=13
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Enteropatégenos em Santos: inquérito bacteriolégico na populagio diarrérica

com mais de cinco anos de idade.

Rev. Inst. Adelfo Lutz, 41(1)71-74, 1981.

RESUMO: E relatado o isclamento de enteropatdégenos durante o inquérito
bacteriolégico em Santos, SP. Em 242 coproculturas de pacientes com diarréia aquo-
sa, 42 resultaram pesitivas, Foram iselados 62,7¢% de Shigelle sp., 27,99 de Salmo-
nelly sp. e 94% de Escherichia coli LT+, Este inquérito teve duragic de duas se-
manss e fol realizado em virtude do isolamento de 2 cepas de Vibrio cholerae em

Agua de esgoto.

DESCRITORES: enterobactérias patogénicas; Shigelle; Sclmonello; Escherichia,

INTRODUQAO

Em eonseqliéneia de isclamento de duas ce-
pas de Vibrio chelerae, biotipo Eltor, sorotipo
Ogawa, emy amostras de dgua de esgoto da ei-
dade de Santos, em maio de 1978, procedeu-se
a um inquérito epidemiolégico que foi realiza-
do pela Secretaria de Sadde do Estado de
Sac Paulo e, entre outras medidas planifica-
das, constava a realizagio de coproculturas de
todos os moradores da Ilha de Sao Vieente,
com mais de cineco anos de idade, gue fossem
portadores de quadro diarréico agudo. Este
inguérito bacteriolégico teve a duracgao de duas
semanas e foi interrompido ae ser constatadoe
que as estirpes de V. cholerae néo eram toxi-
génicas. .

MATERIAL E METODOS

De 6 a 20 de maio de 1978 foram coletadas
242 amostras de fezes de moradores da Ilha
de Sio Vicente, com diarréia aquosa.

As fezes foram coletadas em meio de frans-
porte de Cary-Blair e semeadas de acordo

com o indicado em “Normas, métodos e técni-
eas pars isolamento e diagnéstico das entero-
bactérias, em especial dos vibrides coléricos”,
de Costa et alifl

A pesquisa de enterobactérias foi realizada
de acordo com a metodologia utilizada na ro-
tina do Setor de Enterobactériaz da Secio de
Bacteriologia do Institute Adolfo Lutz %

RESULTADOS E DISCUSBAQ

De 242 coproculturas realizadas, 42 foram
positivas compreendende 17,3% do total de
amostras examinadas (tabela 1).

Pela analise da tabela 1, observa-se que dos
enteropatdgencs os mais freglientemente iso-
tados foram a Shigelle sp., isto &, em 62,4%
das oportunidades, enquante que a Salmonella
sp. o fol em 27,9%, e E. coli enterotoxigénica
em 9,4% das ocasides. ¥stes resultados obti-
dos diferem dos encontrados em S&o0 Paulo, por
TauNAY et alit9 pois o isolamento de Shi-
gella sp. decrescen de 1963 a 1969 de 5,0% a
8,7%. Esta tendénecia manteve-se na década

* Realizado na Secdo de Bacteriologia do Institute Adolfe Lutz, Sae Paulo, SP.

** Do Institute Adolfo Lutz.
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de 1970, pois o isolamento desta bactéria nos
ancs de 1970 a 1976 variou de 2,86% a 1,85%
com média de isolamentos, nesie septénio, de
2,46% 3.

A andlizse da distribuicdo dos enteropaté-
genos isolados, segundo os grupos etdrios (ta-
bela 2}, revela que 749% dos casos positivos
encontra-se na faixa que vai de 15 aos 40
anos de idade, achado que estd em desacorde
com o relatado por PEssdA et olif %, em relagio
a0 isolamento de Shigella sp., em S&o Paule,
que assevera gue 54,3% dos isclamentos dests
bactéria se encontra na faixa de 0 2 5 anos.

O encontro de Shigells sp. em 11,2% do
total de coproculturas realizadas é um dado
sigmificativo pois, no momento do inguérito,
ndo ocorria surto epidémico e o objetivo era o
encontre do vibrido colérico no grupo etérie
mais susceptivel a esta bactéria, na popula-
¢ao com diarréia,

Cotejando os dados obtidos em nosso meio
com o8 obtidos nas duas semanas de rastrea-
mente epidemicidgico efetuado em Santos, po-
demos inferir que na realidade nfo houve di-
minuigdo de incidéncia das shigueloses. O que
provavelmente ccorre é gue, neste grupo eti-
rio, o diagnédstico laboratorial nio é fregiten.
temente efetuado, sejs decorrente da néo soli-
citagdo do exame, ou por deficiéneia no em-

prege de téenicas bacteriolégicas na grande
matoria dos lsboratdries existentes.

Neste estudo a S, typhimurium foi o agente:
esusal de diarréia mais encontrado entre as
salmonelas, em 67% dos casos. Entretanto,
o achado difere do relatado por Pessda
et alit®% em relagioc & constituicdo do seu
perfil antigénico somdtico pois 99,679% de
S. typhimuriwm isolada de coprocultura em
Séo Paulo pertence & variedade Copenkhagen,
isto &, 05 negativa. Também é interessante
notar que das oito cepas de S. typhimurium
isoladas, sete apresentaram sensibilidade a
todos os agentes antimicrobianos testados e
uma era resistente a apenas trés.

Este comportamento & totalmente diferente
do observado na grande maioria das cepas 05
negativas isoladas de coproculfuras em Siao
Pauls, comportande-se as isoladas do material
de Santos como cepas “selvagens” em oposi-
¢do a cepas “hospifalares” isoladas em Sfo
Paulo %

Foram isoladas em 4 opeortunidades cepas
enferctoxigénicas de ¥, coli.

Agradecimentos

Os autores agradecem sos epidemiclogistas
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TABELA 1

Cepus enterepatogénicas isoladas

Enteropatégenos Total
Escherichio coli enterotoxigénica (LT +3 4
Shigelln dysenterive 2 2
Shigelle flexneri 1 2
Shigells flexneri 2 14
Shigella flexseri § 1
Shigella flewveri & 2
Shigelln gonne; e Shigelln flewneri 2 3
Salmonelly typhimurivm 05+ 8
Salmonella infaniis 3
Salmenells panama 1
Satmenelly onctum 1
Total 42
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TABELA 2
Distribuicdo, por grupes etdries, dos enteropatigencs isolades
Grupe etdric
(anos)
5|16 | 11 —ji4] 15|19 20 20} 30—|30 | 46— 40§ 505D > 60

Enteropatiégencs

E. coli LT+ ] 2 [#] 1 1 1] [+ 3]
Shigelly dysenteriae 2 0 .t} 1 1 0 0 1] o
Shigella flexnmeri 1 i1 0 o ] 3 1 i1 ¢
S;hz'yella. Flexneri 2 1 1 3 k] 1 2 1 2

R

Shigella flexneri 3 4} 0 0 1 1 0 0 1]
Shigelln flexneri 6 0 0 o 0 1 1 D [
Shigelle sonnei 0 0 1 i & 4 8 1
Shigella sonnei e

Shigells flerneri 2 1 o o ¢ 0 i} 0 o
8. typhimurium 05 0 [t} 1 1 2 4 0 0
Salmonella infantis o 8 0 1 0 8 9 1
Salmonells paname 0 b 0 0 1 0 8 o
Salmenelln anatum i} 4] 0 1} 0 0 & 1
Total 2 3 6 9 8 8 1 &
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PESSOA, G.V.A. IRIND, K. KANO, E.; SIMONSEN, V. & NOGUEIRA, 8. —
Enteropathogenic bacteria in Santos: a survey in individuals over five-year
old with diarrhen., Rey. Inst. Adelfo Lutz, 41(1):71-74, 1881

ABSTRACT: As a conseguence of the isolation of two strains of Vibrie eholerae,
a bacteriological survey was conducted in the area of Santos, a port in the siate
of S#o Paule, Brazl. During a two-week period, 242 stool specimens were collected
from patients with watery diarrhea. Of those specimens, 42 were positive: 62.79% for
Shigells sp., 21.99% for Selmonells sp, and 9.4% for Echerichia coli 1.T+.

DESCRIPTORS: Enterobacteriacene, pathogenic enterobacteria; Shigella; Sul-
monella; Eecherichia.
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