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SABINO, M.; PURCHIO, A, & ZORZETTO, M.AP. — Separagio e determinagio
das aflatoxinas M, e M, em amostras de leite de vaca por cromatografia
liquida de aita resolugio. Rev. Inet. Adolfo Luty, 44{2):57-59, 1984,

RESUMO: Aflatoxinas B, M, ¢ M, foram completamente separadas por
cromatografia liquida de =slta reselucdio em coluna de fase reversa (C18), tende
como fase mbvel acetonitrila — &gua (85 <+ 85%) a um fluxo de 2,6 ml/min.
(s compostos foram detectados por absor¢io no uliravicleta a 850 nm. (s picos
¢ tempo de retencdo tiveram boa reprodmtibilidade, A recuperagio de aflatoxina
M, foi de 87,59, e a de M, foi de 1029. Os limites de defecefio para aflafoxina
M; e M, foram 0,2 pph ¢ 0,1 ppb respectivamente,

DESCRITORES: aflatoxinas M, e M, em leite de vaca, determinagdo; leite
de vaca, determinacfio de aflatoxinas M, e M;; cromategrafia liguida de alta
reschucio,
INTRODUCAO No cutono de 1877, no sudeste dos Esta-

A afiatoxina M. & um metabolito téxico
encontrado no leite de wvacas que consomem
racbes contaminadas por aflatoxina Bu
Métodos analiticoz para determinsciio desta
substincia comeearam a surgir no decorver
dos anos, de maneira gradual, mas apresen-
tando téenicas  de baixa reprodutibilidade.

Fm 1973 PONB et alin!® reportaram um
métode para determinacfio quantitativa de
aflatoxina M, em leite e seus derivados,
STUBBLEVIELD & SHANNON® adapta-
ram este métode pava todos os produtoes
ldeteos e ¢ empregaram, em estudo colabo-
rativo internacional para a *“Associalion of
Officlal Analytical Chemists. Este método fol
adotado como oficial por esta entidade?® e &
extengivamente utilizado por analistas dos
Fetados Unidos,

*% Do Instituto Adolfo Lutz.

dos Unides, ocorren uma alia incidéneia de
aflatoxina B, em milho e conseqiientemente,
fol detectada a presenca de altos niveis de
afiatoxing M, no leite de vaca da regiio .
Este fato fez com que z “Food and Prug
Administration” estabelecesse o limite de
tolerdncila de 0.5 ppb de aflatoxina M. em
leite de wvaca,

Com o objetivo de obter métedos mais
rapidos ¢ sensiveis, diverses trabalhos foram
realizados 7. 18. 25, 0 ndmero de métodos para
determinagdo de aflatoxina M, na literatura
é abundante ¢ em iodos é utilizada a croma-
tografis em camada delgada 1 3135 16,18, 25 A
A guantificagio de aflatoxinas & estimada
apds separacio das mesmas por cromateogra-
fia em camada delgada ¢ a intensidade de
fluorescéneis da mancha da aflatoxina M,
extraida do leite de vaca & comparada com
a de uma solucfo-padrio 8,

Realizado na Se¢do de Quimica Biolégica do Institute Adolfe Lutz, S&o Paule, SP.

“¢x Do Departamente de Microblologia do Instituto de Cidneias Biomédicss da Universidade de

S&o Panlo, SP.
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Outros métodos, como densitometrial ® ou
espectrofotometria de fluorescénciat foram
utilizados por alguns aufores; esta fltima
metodelogia &, {reqiientemente, prejudicada
por materiais fluorescentes interferentes, que
ajteram a avaliagfic da aflatoxina M.

Cromatografia em camada delgada bidi-
mensional tem sido empregads para iden-
tificagdc de baixos niveis de aflatoxina B,
apds tratamento com dcide  trifluoracé-
tico 3. 26,

Pesquisas indicam que a coneentracio de
aflatoxinas nos tecidos animals, e nos pro-
dutes derivados de animais que consumiram
ragbes contaminadas ¢ geralmente baixa {na
ordem de ng/g). Entretantoc, para o ser
hamano, nenhum mnivel ainda fol estabele-
cido 5,

Existemn métodos para determinac¢io de
aflatoxinas em fecidos e produtes animais
baseados na extragio destas com acetona
aguosa ¥ 2, gu  metanol 3, purificagdo do
extrato por cromafografia em coluna (silica
gel ou alumina) # e quantificagdo por croma-
tografia em camada delgada, geralmente
bidimensional. Estes métodes, no entanio, sdo
fregientemente limitados pela baixa sensibi-
lidade que apreseniam.

Com o advento da cromatografia Hguida
de alta resolucio (CLAR), esta técnica estad
ganhando espage como andlise instrumental.
Fsta ocorréncia veio sclucionar diversos pro-
blemas analificos, resultande em maior velo-
cidade de anélise, maior resolucio, maior
sensibilidade.

Cromatografia liquida de alta resolucio, em
fage normal, tem sido desenvolvida 7 e adap-
tada para determinacio de aflatoxinas em
varios produtos agricolas 1 1#. A sensibilidade
de deteccdo tem aumentado com o uso de fluo-
rescéncia 1% 12, em colunas de fase rever-
sa 2 27_

Alguns autores destacam as vantagens da

téenica de CLAR para aflatoxinas M, e
Mﬁ 6, 21, 22, 27, 25‘

£ conveniente ressaltar que, nos trabalhos
encontrados na literatura para detecgio de
aflatoxing M, por CLAR, é utilizado detector
de flucrescdnela ® 622, Apenas BSTUBBLE-
FIRLD ei alit? estabeleceram uama téeniea
utilizande CLAR em {fase reversa para deter-
minar § aflatoxinas, onde 5 delas M., M, G,
G. ¢ By foram completamente separadas, e
uma aflatoxina, a B, fol satisfatoriamente
resolvida em ecluna C18. Os compostos foram
detectados pela absorgho na regido do UV,
a 350 nm.

Pela auséneia de trabalhos relatives &
metodologia de CLAR, em nosso meio, propu-
semo-nos a realizar a padronizacio desta
téenica, com vistas & detecgiio ¢ quantifica-
¢do das aflatoxinas M, e M. em leite de vaca
naturalmente contaminado e em leite de vaeca
artificialmente contaminado,

88

MATERIAL E METODO

Material

Foram utilizadas 10 amostras de leite cru,
pasteurizado, isento de aflatoxinas.

Solventes

Metanol, acetonitrila (Lishresolv), fil-
trados em membrana “Miiipore”, com
porosidade de 1,0 z (47 mm de did-
metro), ref. FALP (4700

Agua desmineralizada e destilada, filtra-
da em filtro “Millipore”, em membrana
filtrante de 0,8 u de pore (47mm de
didmetro), ref, AAWP 04700.

Solugao-padrdo

Aflatoxina B,, M,, M. em benzeno —
acetonitrila (984-2)

Fase mével

Acetonitrila — dgua (35-165%), para
produzir eluigho e separagio das afla-
toxinas

Aparelho

Cromatigrafo automitico liquido de alta
resolugfio marca Hewlett Packard, com
injetor automético (varidvel), mod.
1084 A, com sistema de gradients,
acoplado com detetor wvariavel, U.V.-
visivel-H.P., mod. 1030 B, com pro-
gramader modelo TOBRG A-LC, termi-
nal HP, com frasco de 2 ml (HP}

Colune

Lichrosorb RP 18-10 pum,
tigsaule (Merck)

Hybar Ser-

Método

O métedo bésico para andlise, bem como
para determinar a conecentraciio ¢ pureza dos
padroes das aflatoxinas M, ¢ M. fol o des-
crito nas monografias daz “Association of
Official Analytical Chemists” 3,

Hrtrecdo da  fowing — Em um frasco
Erlenmeyer de 500 m! foram colocados 75 ml
de leite, que foi submetide ao seguinte tra-
tamento: adigdo de 300 ml de metanol, agi-
tagiio por 380 minutos; adicdo de 25 g de
terra diatomécea, agitag¢io por 30 minutos
em agitader mecéinico; filtragdo a véeuo em
filtro contendo 1 em de terra diatomécea;
lavagem do FErienmeyer e do filtrado com
75 ml de metanci; transferéneia do filtrado
¢ do lavado para um funil de separacio de
1.066 ml; adigio de 225 ml de solugiio de
cloreto de sédio a 4% e extragio com 3 por-
¢oes de 100 m] de hexano (agitagfo vigorosa
para remover a gordura); descarte da fase
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do hexano; extragic com 3 porgdes de 100 ml
de cloroférmio; centrifugacdoe durante 10-15
minutos a 3.000 rpm, para guebrar a emul-
sio; migtura dos extratos cloroférmicos e
lavagem com 300 ml de solucdc de cloreto de
sédic a 49 ; desearte da fase aguosa; evapo-
racdo do extrato cloroférmico em banho-maria
afé quase secura; transferéncia do residuo
quantitativamente com cloroférmio para um
frasco de 4 ml; evaporacic sob nitrogénio
até residuo. (Este residuo foi guardado em
geladeira até o momento de usar, scb pro-
tegio da iuz.)

Cromategrafio houidae de alin resolucdo —
O residuo obtide foi dissolvido e transferido
para frasco do préprie apareltho com 2 ml
de benzeno - acetonitrila (98-+2). Esta solu-
¢io foi injetada para identificar e guantifi-
car as aflatoxinas. Asg aflatoxinas foram
detectadas por absorcdo no UV, a 350 nm,
e guantificadas pela Area dos picos obtidos
comparada A4 darea dos picos das solugdes-
-padrio. Para ealecular a concentracio das
aflatoxinas, foi utilizada =z seguinte fo1-
mula:

Ax X Cs X Vs X 8D
= ug/l de aflatoxi.
na M

As X Vx X W
Ax =

drea integrada da aflatoxina M, ou
M. na amostra

Cs = concentracdo da aflatoxina M. ou
M. padrio {(pg/ml)

Vs = pl da solugio-padréo injetados

8D = Jdiluicdo final do extrato da amos-

tra em ul
Vx = ul do extrato da amostra injetado

W = ml da amosira representada pelo
volume do extrato utilizado para
Cromatografia lquida de alta rese-
lucéo

RESULTADOS

Com relagdc & CLAR, sob as condigdes
descritas, conseguimos uma boa separacio
das afiatoxinas M, M. = B.

Varias tentativas foram feitas com siste-
mas de solventes de fase reversa. Inicial.
mente, tentamos um sistema de metanol-
Agua, porém ndo conseguimos bons resulta-
dos. Quando testamos o sistema acetoni-
trila-dgua, observamos (ue a separacic das
aflatoxinas M e B, era melhor, mas o pro-
blema era a propor¢ie de cada solvente.
Estudos foram feifoz e conseguimos bons
resultados utilizando malor percentagem de
dgua. O sistema acetonitrila-dgua (36 +

85%) foi o ideal. A primeira providéncia
foi injetar solugbes-padric, separadamente,
de cada umsa das aflatoxinas para determi-
nar o tempo de retengdo (fig. 1, 2, 8) 20, Os
tempes de retencio das toxinas foram exce-
lentes e estlo listados na tabela 1.

A separacic das aflafoxinas By, M, e M,
padrio, demonstrada no grafice (fig. 4), foi
resolvida em 10 minutos com detetor de
absor¢gido ne U.V., a 350 nm.

Tanto a amostra como os padrdes foram
dissolvides em benzeno — acetonitrila (58
+ 2):; o pico do soivenie nido interferiu no
tempo de retengio de cada ums das afia-
toxinas analizadas, como moestra a figura 5.
Incluimos a aflatoxina B,, na hipdtese de ge
poder utilizar esta metodologia em amostras
gue possam conter aflatoxina B,, além de M.

Foi feito teste de recuperagiio de afla-
toxina M, em leite izento de aflatoxinas, ao
gual foi adicionada solugio-padrio na eon-
cenfragio conhecida.

A recuperacio da aflatoxina M, foi de
87.5% e estda demonsirada na tabela 2 e
{ig, 6.

Os resultados de recuperacic com varios
niveis de aflatoxina M. estdo na tabela 3.
A recuperacio de aflatoxina M. foi feifa em
uma amostra de leile pasteurizado, isento de
afiatoxinas (fig. 7).

¢ limite de detecefio do método é de 0,2
ppb de afiatoxina M, e 0,1 ppb de aflato-
wina M.,

A precisBo de resolucdo ¢ quantificacho
por CLAR foi determinada por multiplas
injectes das resolugdes-padréo e exirato das
amostras. O tempo de relenchio e a Area
dos picos foram calculados por integracgio
eletrdnica.

CONCLUSAO

Na literatura consultada, encontramos um
dnico autor ! que descreve a utilizacie da
absorgic no U.V. com detetor para aflato.
xina M,; os demais autores utilizam a fluo-
reseénela e afirmam ser esia maiy sensivell

N&o obtivemos problemas de interferéneia,
pois outros picos existenfes nas amostras nio
saem no mesmo tempo de retencio das afla-
toxinas em estudo,

Muitos autores afirmam que a detecgéio por
fluorescéneia é muite mais sensivel do que

.por absoreio no ULV.; talvez por isso nfo

tenhamos encontrado trabalhog na literatura
nos gquais se utilizou este detetor. Nossos
resultados foram bons, Teproduziveis, porém
nic tdo sensiveis como esperdavamos,
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TABELA 1

Yempe de retengde dos aflatoxinas M, M, ¢ B,

Tempo de retencio

média
Aflatoxina {em minuntes) (e minutos)

min 0,76 &
min 0,79 s
min 0,69 s
min 0,83 &
min 0,82 s
min 6,72 s 2 min 0,79 s
min 0,79 s
min 0,82 s
min 8,78 s

min 6,79 s

+
&
BB R N R N N N NN B

min 6,87 s

min 0,27 &
min 0,38 s
min 4,26 s
min 0,16 s
min 0,10 s
min ¢,16 &
min 6,16 s 3 min 0,22 s
min 0,09 s
min 6,12 &
min 2,32 s
miz 8,30 s
min 0,22 s
3 min 028 s
4% min 0,30 s

-
St W W o W W W oW W W W

6 min 0,78 s
6 min 0,76 s
B, 8 min 0,88 s 6 min 0,77 s
6 min 0,86 8
A min 0,81 s

6 min 0,59 s
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FIGURA 5 — Cromatograma do solvente benzenc-acetonitrila.
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TABELA 2

Reecuperugdo do aflatowing M, adicioneda wo leite cru isenis de
afletorings (0,22 pg/100 mi)

Aflatoxina M,

Ameostra Recuperacio
n.° {pef100 ml) e
1 0,19 86,36
2 0,18 81,80
3 0,21 95,40
Média ©,1938 87,85
TABELA 3

Recuperaciio da afloioxing M, adicionada, em wdrias concentragbes, o
{eite pusteurizado isento de oflatoxinas®

Aflatoxina M,

Adicienada Reeuperacio

,ug/ 106 ml ne/100 L
0,01 0,010 141
0,02 04,0216 108
062 0,0194 a7
8,04 0,0388 05
G804 0,0430 ]

*  Anglise feita anteriormente por cromatografia em ecimads delgada, métedo da AQAC.E

RYALAB/BT8

SABINO, M,; PURCHIO, A, & ZORZETTO, M.AP. — Separation and defermi-
nation of aflatoxins M, and M, in samples of cow milk by high-performance
liguid chromatography. Rev. Inst. Adolfe Lutz, 44(2):87-89, 1984,

ABSTRACT: Aflatexins M,, M,, and B, were completely separated by high-
-performance lignid chromatography in reversed-phase G-i8 columms by using
acetonitrile-water (889 -& 65%) as eluting solvent and a flow rate of 2.8
ml/minute. Compounds were detected by ultravielet absorbance at 350 nm, Peak
height and retentien time were reprodueible, M, was determined at levels of 0.2
pph or higher and M, at 0.1 ppb or higher, Recovery of 87.5% was found for M,
and of 1629 for M.,

DESGRIPTORS: aflatexins M, and M, in cow milk, determination; cow milk,
determination of aflatoxin M, and M,; high-performance lqguid chromategraphy,
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BABINO, M. & ZORZETTO, M.AP. — Separacio e quantificacio das aflatoxinas
B, B, G, e G, por cromatografia liquida de slta resolugdo. Rev. Inst. Adelfo
Lautz, 44(2):161-108, 1984,

RESUMO: £ desecritc um método para determinagio das aflatoxinas B, B,
G, e G, por cromatografia liquida de alia resclucio. As aflatoxinas foram extraidas,
cromatografadas em coluns de fase reversa, e detectadas ne uliravicleta a 3850
nm. Nos tesfes efetuados, a recuperagio variou de 92 a 106%. O método foi
aplicade em dez amostras de farelec de amendoim e em amendeim em grio. O limite
de deteccio foi de 2 ppb (ug/kg).

DESCRITORES: =aflatoxinas B, B, G, G, deferminacio; amendoim, farelo
de amendoim, determinagio de aflatoxinas; cromatografia liguida de alta resolucfio.

INTRODUCAO Os métedos disponiveis para determinar
aflatoxiﬁnas por CLAR, referidos na litera.
Cromatografia liguida de alta resclugho tara, sfo abundantes ¢ a maioria deles uti-

(CLAR) esti sendo usada para separagio
e quantificacio de aflatoxinas em virios
tipos de alimentos, tais como gréos® 9, amen-
doim e pasta de amendoim?27 miltholt
vinhos® e em culfuras de fungos?® 12
isto porque esta téenica velo solucionar diver-
sos problemas analiticos por apresentar malor
velocidade de analize, malor resclugio e
maior sensibilidade &

Durante a Gltima década, a pesquisa de
aflatoxinas em produtos agricolas tem sido
expandida para vdrias espéeies. O método
analitico empregado tem sido a cromatogra-
fia em ecamada delgada, gque se baseia na
separacéo das aflatoxinas B, B, Gi e G, em
placas de silica gel, quantificadas por ecom-
paragio visual da intensidade de fluorescén-
cia das manchas da amostra ¢ padrdo, ou por
fluordensitometria do cromatogramal.

Essas técnicas s@o sensiveis; entretanto,
o recente avanco em CLAR mostrou que
melhor separacdo e quantificacfo podem ser
obtidas por esta dltima téenica 4 19,

=+ Do Instituto Adoife Lutz.

liza como deteter a fluorescéneia.

O métods por nés proposto é uma combi-
nagdo da téenica de PREGNOLATTO &
SABINO % com modificacio na extragio,
utilizando CLAR com detetor ultravioleta a
350 nm. Asg aflatoxinas sfo resclvidas por
eromatografia lignida de fase reversa (RP
18, tendo como fase mdvel acetonitrila —
dgua (35 + 6h9%).

0 objetive de nossc trabalho foi estabele-
cer ¢ padronizar uma téenica por CLAR para
separay e deferminar as afiatoxinas B, B,
G, e G visto gue oferece as vantagens de
veloeidade, boa resolucho, precisio, o sensi-
bilidade.

MATERIAL

Foram utilizadas dez amostras de amen-
doim e de farelo de amendoim para testar
o meétodo.

%* Realizade na Secdo de Quimics BRiolégica do Institute Adolfo Lutz, S3oc Paule, SP.
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Solventes

Metanol p.a.

Clorofdrmio p.a.

Solagdo de cloreto de sédic a 4%
Hexano pa.

Metanol Lichrosolv

Acetonitrila Lichrosolv

Agua destilada, filirada em filtro Millipore
em membrana filtrante de 0,8 u de pore
{47 mm de difmetro) ref. AAWP, (4700,

Soiugdes-padric das aflatoxinas B, B., G,
G: em metanol Lichrosolv

Fase movel
A — agua destilada
B — acetonitrila -+ metanol (3 + 2)

A = 85%
sendo B = 35%

Aparelho

Cromatégrafo autematico liguido de alta
resclugfio, com injetor automatico {varig-
vel), mod. 1084 A, com sistemz gradien-
te, acoplado com detefor varidvel, U.V.,
vigivel, H.P., mod. 1030 B, com progra-
mador mod. 79850 A-LC, terminal HP

Coluna: Lichrosorb RP 18 — 10 um
{Merek)
Fraseo: de 2 ml H?
METCODO

A determinacio das aflatoxinag envolve as
seguintes operaches:

a) Prepare do awostrg

Descasear (se for o caso) e triturar a
amostra. Proceder & umsa perfeita homoge-
neizagio da mesma.

b) Extracde dos eflotoxines

Pesar 80 g da amostra e transferir para
um frasco Hrlenmeyer de 250 ml com tampa
esmerilhada. Adicionar & amostra 10 mi de
dgua e homogeneizar com bastonete de vidro;
adicionar 100 ml de cloroférmio, fechar o
frasco e agitar viclentamente durante 30
segundos. Continuar agitando em agitador
mecanico por 30 minutos ou mais. Fillrar o
extrato em papel de filtro Whatman n® 1
ou equivalente, A filtracio de certos mate-
rlais, particularmente sasmendoim, pode ser
muite lenia e dificil. Para evitar este pro-
blema, & conveniente filtrar através de uma
camada de terra diatomécea, tal eomo “Cali-
te”. Minimizar a evaporacio do cloroférmio
ecbrindo o funil com vidro de relogio e folha
de papel de aluminio. Evaporar o filtrade até
o residuo. Dissolver este residuo em 50 ml
de metancl p.a., tragnsferir para funil de

102

separagio de 500 ml, Adicional 50 ml de clo-
reto de sédio a 4%, e agitar, Extrair com 3
porgies de 50 ml de hexano eada para remo-
ver a gordura. Desprezar o hexano, Extrair
com duas porgdes de 50 ml de cloroférmio.
Evaporar o extraio cloroférmico até o resi-
duo. Transferir o residuo quantitativamente
com clovoférmic para frasco de 2 ml, evapo-
rar sob gis de nitrogénic até residuo. Guar-
dar em geladeira, sob protecio da luz, =té
o momento de usar.

¢}  Cromatografio liguida de alte resolugéo

Dissclver o residuo obtido e transferir
para o {rasco do préprio aparelho com 2 mi
de metanol Lichrosolv. Injetar esta solucic
no cromatégrafo para identificagio ¢ gquan-
tifieacac das aflatoxinas.

Programagdo de operacio-coluna (RP 18)

Fage Enével acetonitrila-metanel (3+2)
~— Agua (35+65%)

Detetor: U.V. (350 nm)

Flaxo: 2,0 ml/minuto

Injecéio: 50 wul

Sensibilidade: 0,05

Atenuacde: ATIN 2

Temperatura do forno: ambiente

As aflatoxinas sio detectadas por absor-
¢éo no UV, a 350 nm, e quantifieadas pela
drea dos picos obtidos comparada A area dos
picos das solugdes-padrio.

As aflatoxinas sio detectadas por absor
gdo no U.V. a 860 nm, e guantifieadas pela
area dos picos obtidos comparada A Area dos

pleos das solugbes-padréoc, segundo a fér-
mula:

Ax X Cs X Vs X 8D
= aflatoxinas (ug/kg)

As X Vx X W

Ax = drea integrada da aflatoxina (B,
B, G, G2

C8 = concentracio da afiatoxina-padraoe
(ng/ml)

Ve = ul da solugio-padrie injetada

5D = diluicdo final do extrato da amostra
em wml

Asg = area integrada da solucdo-padrio

Vx = ul do extrate da ameostra injetada

W = peso da amostra representado pelo
volume do extrato wutilizado por
CLAR

RESULTADOS

As 4 aflatoxinas B, B, G e G: foram
resolvidas por CLAR em 15 minutos e detee-
tadas no UV, a 350 nm. Os 4 compostos
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puderam ser medidos com boa resolugio e
precisio.

Inicialmente foi injetada, no cromatégrafo,
cada uma das aflatoxinas-padrdc a fim de
ser determinade o tempo de retenedo (TR},
como estd demonstrado na tabela 1 e figu-
rag 3 e 4. Posteriormente, fol injetada a
mistura das aflatoxinas-padrdo (fig. 1}.

O método foi avaliado em amostras de
farclo de amendoim (fig. 5) e em amendoim
em grio; es resultados estde na tabela 2.
Teates de recuperacio foram efetuades,
variando esta de 92 a 1069%. Tanto a amos-

tra como os padrfes foram dissolvidos em
metanol Lichrosolv e o pico do solvente nio
interferiu no TR de cada uma das aflato-
xinas analisadas (fig. 2).

A precisdo de resolugho e quantificagho
por CLAR foi determinada por mauitiplas
injecdes das solugdes-padrio e do extrato das
amostras, O tempo de retencio e area dos
picos foram calculados por integragfo eletrd-
niea. N&c houve problemas de interferénela,
pois outros picos exisfentes nas amosiras néde
apresentavam o mesmo TR das aflatoxinas
Bj, B-z, Gl ou G22‘

TABELA 1

Tempo de retencio doz aflntoxines B, B, G, e G,

Aflatoxina RT* Média

10 min 70 s

B, 10 min 74 s
10 min 79 s
8 min 49 s

B, 8 min b{ =
8 min 49 s
7 min 87 s

&N 7 min 54 = 7 min BA =
7 min 58 s
6 min 10 s

G & min 68 &
8 min 08 &

* RT — tempo de refehcio.

TABELA 2

Quantifiengde dos eflatoxinas onalisedos (pg/kg)

Aftatoxina (ng/ke)

Amostras
B, B, G, G
1.2 — Farelo de amendeim 448 210 285 209
2% —. Farelo de amendoim 143 N.D.# N.D.* 430
3.4 — Amendoim em gric 605 530 633 766

* N.D, — n&o sparecimento do pieo

no cromatograma.
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DISCUSSAQ

Alguns autores preferem a detecgdo das
aflatoxinas por fluorescéneia, por ser wmuito
mais sensivel do que por absorgio no ulira-

vicleta. NESHEIM?® relatou que ocuando
empregou detector uliravioleta em CLAR
obteve bons resultadog com £ — 10 ng das

aflatoxinas B, B, G, e G, por injecdo. Pos-
teriormente, através do uso de fluorescéneia
eomo defeckor, quantificon, na concentracdo
de 0,2 ng, as aflatoxinas B: e G, diretamente,
g By e G, apds conversfio para B. e Ga.

CONCLUBAQ

Os resultados foram considerados buns,
reproduziveis, apesar de ter side utilizade
como detector o ultravioleta. O limite de
deteccao foi de 2 ppb.

O método CLAR foi salisfatério. Niao se
Justifica porém a substituigio da cromatogra-
fia em camada delgada, que produz bons
resultados e nfo requer equipamento e aces-
sérios de alto custo, por CLAR que estd fora
de nossa realidade.

RIALA&/579

SABING, M. ZORZETTO, MAP,

w A method for the separation and deter-

mination of aflatoxins B,, B,, G;, and G, by high-performance liguid chroma-
tography, Rev. Inst. Adoife Lutz, 44(2):101-108, 1984,

ABSTRACT: A method for determining aflatoxins B,, B, G, and G, through
high=performance Hguid chromatography is described. The aflatoxing were extracted

and passed through =& reverse-phase

2 ppb {pe/ke).
DESCRIPTORS:

chromatography
uliraviclet spectrum at 350 nm. Recoveries of 92 %o 1069%
method was employed in ten samples of peanut flour.

with detection in the
were obiained, The
The detection limit was

afiatoxing B, B, Gy, and G, determination; peanut, peanut

floar, determination of aflatoxins; high-performance liguid chromatography, use

for determining aflatoxins.
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RESUMO: Foram determinados os niveis de nitratos em beterraba in natura,
beterraba em pod, beterraba liofilizada e em corantes de beterraba. Estes niveis
variaram de 391 a 34,187 mg/ky, sende malores no corante liguido, beferraba em
pé e heterraba lofilizada., Os dados mostram a necessidade de uma revisfo no
processe de obiengho do corante para que o3 nivels de nitrato sejam reduzidos
e/ou o esiabelecimento de um Hmite de nitrafos na Norma de Identidade e Quali-
dade do Coranie Vermelho de Beferraba.

DESCRITORES:
beterraba, determinagie de nitrates;
de pitratos,

nitratos em beterraba, deierminacio; corante Vermelho de
beterraba (Beta wvulgaris), determinagfc

INTRODUCAO

Os vegetais possuem um teor natural de
nitratos que eonstitui fonte de mnitrogéniv
necessidrio ao seu devenvolvimenic. Em
recente trabalho feito para avaliar os teores
de nitratos em hortalicas ®, foram encontrados
valores consistentemente altos em amostras
de espinafre e de couve.

Beterraba (Bete vulgaris) é ralz utilizada
na alimentagio e para produgdo de acglear
em alguns palses europeus e na produgho
de corante alimenticio. Sabese gue este &
am dos vegetals gue apresents alto ifeor de
nitratos % 7,

O corante natural Vermelho de Beterraba
¢ um dos corantes naturais eujo uso € per-
mitido em alimentos pela legislagio brasilei-
ral. Este corante é extraide das raizes de
beterraba a partir do suce obiide por expres-
sfo ou per extraciio aquosa e posterior puri-
ficagio .Apresenta-se em soluglo diluida ou
concentrada e em forma de pé. Durante o
processo de obtengio a maior parte dos com-

ponentes naturais, como sais, aglicares e pro-
teinas, é removida.

Podem estar presentes, contudo, #eidos
adicionades para o controle do pH ¢ estabi-
lizacfo, tals como 4cido efirico, ldtico, aseldr-
bico e aquelas substincias que ndo foram
removidas.

Nas monografias referenies ao corante
Vermeiho de beterraba, publicadas peia FAQ
{1963) &, WHO (1978} * e FAO (1078} %, niio
consta o teor de nitratos como impureza do
corante, Na reunifc da “Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives”, rea-
lizada em 1982, foi diseutide o estabelecimento
de um limite maximo de 10 mg/kg para
essa impureza, limite este ainda nido estabe-
lecido,

Para estabelecer a correlacic dos teores
de nitratos na beferraba e no corante dela
obtido, foram feitas varias determinagbes em
diferentes tipos de amostra: beferraba in
noture, beterraba em pd e beterraba liofili-
zada. Em amostras de um mesmo lote foi

* Realizade na Se¢ho de Aditivos do Instituto Adolfe Lutz, S&o Paulo.

*% Do Institute Adolfo Lautz.
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feita a determinacio de nitrato nasg diversas
fases de lofilizagdo., O métode usado foif o
deserito por LARA et aliis

MATERIAL E METODOS

Foram analisadaz 25 amosiras de beter-
raba in netwrs, adquiridas nas feiras livres
da cidade de Sio Paulo; 4 amostras de
corante liguide obtidas da beterraba in
natura; 12 amostras de beterraba em po e
3 amostras de beterraba liofilizada adquirida
de firmas comerciais.

Reagentes

Para obtengdo do extroato

Sclugdio de eloreto de cadmio: dissolver
56 g de CdCi: e 50 g de BaCl, em
agua destilada e completar o volume

até 1 litro, em balio voluméirico.
Ajustar ¢ pH igwal a 1, ecom d&cido
claridrico,

Solugio de hidréxido de sodic a 109 p/v
Parae oblengdc do eolung
Solucdc de sulfato de cddmic a 20%
piv
Zinco em bastio

Solugho-tampao {(pH 9,6-9): adicionar 20
mi de 4cido cloridrico concentrado a 500
ml de dgua destilada. Agitar e adicio-
nar 50 m! de hidréxide de amdnia eon-
eentrado. Complefar o volume de 1.0G00

ml.

Pare desenvolvimenlo da cor

Solugao de alfa.naftol: aguecer 360 ml
de agua destilada e 50 ml de éacido
acético a 50°C, e transferiv para um
frasco escurc contendo 0,25 g de acidn
sulfanilico, Agitar até dissolver e adi-
cionar 0,20 g de alfa-naftol, agitando
bem. Bsfriar & temperatura ambiente
e adicionar %0 ml de solugéo de hidré-
¥ido de amédnio a 10%. O pH desta
solugdo deve ser 4,0 4 0.5,

Preparagdo da eoluna

Preparar um coluna estirando uma das pon-
tas de um tubo de 1,5 em de difimeiro e 12
em de eomprimento, Adaptar ao topo da
coluna um funil de separacio de B0 ml, com
haste de I mm de difimetro interno ¢ 25 cm
de comprimento. Colocar de 2 a 3 hastdes de
zinco em um béquer contendo cerca de 100
ml de solugfo de sulfato de ecadmio a 209.
Remover, com uma vareta de vidro, o depé-
sito esponjoso formado depois de 2 a 2
horas, colocando-o em um béquer contendo
Agus destilada. Transferir o c&dmio formado
com o auxilio de aproximadamente 200 m]
de dgua destilada para o cope do liguidifi-
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eador e frifurar duranie 1 a 2 segundos.
Passar em peneira de 20 a 40 malhas. Colo-
car na extremidade afilada da coluna uam
ponco de 14 de vidro seguida de uma camada
de 1 cm de arein e transferir o cadmic para
até quase o topo da mesma, mantendo-a sem-
pre com Agua. Adaptar o funil de separagio
4 coluna através de uma rotha de cortiga
para prevenir a entrada de ar na coluna,
mantendo-a sempre com Agua.

Antes da determinac¢fo do nitrato, lavar
a coluna com 25 ml de HC1 ,iN, em seguida
comn 50 mi de éagua destilada e, finalmente,
com 25 ml de solugio-tampio diluida a 1:9
eom Agua destilada.

Note que, quando o cadmic esponjoso &
mantido debaixo @'Agua, sua atividade
deeresce depois de 24 horas. A edificéncia
de reducic da coluna deve ser sempre con-
trolada. Esta pode ser regenerada por pas-
sagens sucessivas de porgdes de HCI 0,IN,
Agua e ftampdo, como deserito achma.

Eficigneia da coluna: A eficidéneia da
eoluna & testada passando-se solugdes-padrées
de NaNQ,; através da coluna, determinando-
-se a gquantidade de nitrite, de acorde com
o método deserito adiante, e calcula-se a
porcentagem de recuperagio. Os dados obti.
dog com & coluna por nas usada estdo con-
figurados na tabela 1.

Quando a recuperacio for inferior a 909,
regenerar a coluna da seguinte maneira:
desmontar a coluna e transferir o cadmio
para wm béquer contendo HC! 2N e deixar
por um minuto. Em seguida montar a coluna
novamente, passando 50 m! de Agua desti-
lada ¢ 25 m! de solucioe.tampdo 1:9.

Curve padrdo de nitrito de sdédio

Pesar 046 £ de AgNOQO., e dissclver em
100 ml de dgua destilada guente. Transferir
a sclucho obtida e as dguas de lavagem cor-
respondentes ds trés lavagens com 30 ml
de égua destilada para unm balfo volumé.
frice de 1.000 mi. Pesar 9,25 g de NaCi
e colocar no haldo, completande o volume
com Agua destilada; agitar. Deixar descan-
sar. Pipetar § ml do sobrenadante e traunfe-
rir para um balio volumétrice de 100 ml,
completande o volume com Agua destilada,
Um mililitro desta sclugdo corresponde a 10
microgramas de NaNO.,

Pipetar aliquotas de 0,25 a 10 ml desta
solugio para baldes volumétricos de 25 ml
Adicionar 5 ml de solucdo-tampdo e 10 mi
do reagente paraz desenvolver cor. Completar
¢ volume com agua, Colocar os baldes 4
temperatura de 25 a 30°C, durante 30 minup-
tos, para desenvolvimento da cor. Resfriar
# temperatura ambiente e ler em espectro-
fotdmetre em cela de 1 em, a 474 nm, usando
como branco uma sclugdo contendo 10 mi do
reagente para desenvolver cor, 5 mi do tam-
pio, e Agua destilada.
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Com os valores obtidos construir a eurva-
~padrio.

Determinagdo de nitralos

Pesar 10 g da amostra de beterraba (no
caso de beterraba em pd e beterraba liofili-
zada, pesar 1 g da amostra, nao havendo
a necessidade de triturar), transferir pars
o copo do liguidificador e triturar com o
suxilio de 25 ml da Agua. Transferir para
um baldo volumétrico de 200 ml com o auxi-
lic de 58 ml de 4gua, lavande o copo do
liquidificador e adicionar 50 mi da solucéo
de Cd(l. Agitar e deixar deseansar por
uma hora, agitando ocasicnalmente.

Adicionar 190 ml de solugo de hidréxide
de sdédio. Completar o volume com Agua e
filtrar imediatamente em papel de filtro
isento de nitrito. O filtrado estd pronte para
ser passado na coluna de cidmio.

Pipetar 20 ml (5 ml se for beterraba em
pé ou liofilizada) da solugdo desprofeinizada

para um béquer de 150 ml e adicionar 5 ml
da solucfo-tampiio. Colocar o contedde no
funil de separacio e passar pela coluna de
eddmio a pma velocidade de 5 mi/min., rejei-
tando oz primeiros 10 ml. Passar dgua des-
tilada através da eoluna, recolhendo o eluado
em balio volumétrico de 100 ml até atingir
esse volume, tomando cuidado para que a
coluna néo seque.

Pipetar 10 m! (56 ml se for beterrabsa em
pGé ou liofilizada) do eluado para um balio
volumétrico de 25 mi, adicionar 5 m! da solu-
cio-tampfo e 10 m] do reagenie para desen-
volver cor. Deixar em banho-maria a 25-30°C,
durante 80 minutes. Esfriar 4 temperatura
ambiente ¢ fazer a medida espectrofotomé-
trica, em cela de 1 em, a 474 nm, usando
como branco uma solugie contendo 30 mi de
reagente para desenvolver cor, 5 ml do tam-
pio e 10 ml de dgua destilada.

Caleular o valor de nitrite, usando a curva-
-padrio., Para obter o valor de nitrato na
amostra, multiplique o valor encontrado pelo
fator 1,231.

TABELA 1

Eficiéneie da ecolune na recuperecdo de nitritos e nitratos

Quantidade de NaNO, | Valor tedrico de NaNOQ. Valer encontrado Recuperacio

passada ha coluna eorrespondente a NaNO, em NaNQO, NaNQ,
He WE ne G

4 3,24 3,88 108,7

8 6,48 6,68 102,7

12 8,72 9,66 99,3

20 16,20 16,60 1024

40 32,40 32,56 10,7

56 45,36 46,32 1023
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TABELA 2

Teores de nitrates em NaNO,

Baterrzba Corante liguide Beterrabs Beterraba
Amostra in nalurs de beterrsbs em pb liefilizada
n® mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
1 931 12.448 24.710 15,717
2 1.474 12.723 23.721 34 187
3 1.872 17.8680 21.613 24 515
4 3.020 18.572 31.990
[} 1.259 14,561
6 391 16.032
¥ 2.465 18.858
8 1.841 16.679
9 2.17% 18793
1¢ 1.215 1%.832
13 1.005 21.562
12 4.178 21.613
i3 1.5090
14 4.207
5 3.584
ig 4.95¢G
17 1.495
18 2.939
19 3.564
20 3.155
21 2,954
22 3.589
23 £.080
24 4.08%
25 3.819
TABELA 3
Teores de nilretos em NaNO;
Valor minimo | Valer mixime Média Medians
Amostras mgfkg mglkg mg/kg mg/kg
Beterraha “in natura” 391 4.207 2.579 2.839
Corante liguido de beterraba 12.446 18.572 15.850 | e
Beterraba em pé 13.632 31.950 20,130 20.582
Beterraba liofilizada 16.717 34.187 26.13% e

-
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{iveis de nitratos em betervaba. Rew. Inst.

RESULTADOS E DISCUSSAC

As amostras de beterraba in naturg,
corante liguido de beterraba, beterraba em
pd e heterraba liofilizada, que foram anali-
sadas, tém seus tceres de nitrato em NaNO.
demonstrados na tabela 2 e, na tabela 3
estdo relacionados o8 valeres minimo, mAaxi-
mo, média e mediana respectivos.

Foram analisadas amostras de um mesmo
fote, na seqiiéneia do proeessamento de lo-
filizagiio ¢ os teores de nitrato cncontrados
foram os seguintes: beterrabs in naturg,
1.215 mg/kg; beterraba em pd, 51.990 mpg/
kg; Dbeterraba liofilizada, 34.187 mg/kg
expressos em NaNO..

A comparagic destes resultados indica o
elevado teor de nitratos ma beterraba in
ratura. Este teor, guando a beterraba é sub-
metida a processaments para obiencio do
corante, torna-se mailor, numa média de 2.570
mg/ke na beterraba in natura, e 15.850 mg/
kg no corante liguido de beterraba, 20.730

mg/kg na beterraba em pé e 26.159 megske
na beterraba licfilizada. Isto mostra, embora
se disponha de poucos dados, que os diferen-
tes processamentos nio eliminam os nitratos
contidos na amostra, mas os concentram.

As normas internacionais nio estabelece-
ram um teor limite para oz niirates como
impureza no corante de beterraba. Istc mos-
tra a neecessidade de revis@o no processo de
obtencio do corante (reducfic do nitrato exis-
tente} ou na norma, para estabelecer esse
limite.

CONCLUSAOQ

Recomendsa-se, 4 luz destes resuitados, que
se estabelega limite de nitratos para constar
em monografia de corantes de beterraba,
pois todas as amostras disponiveis no mer-
cado apresentam fteores elevados de nitratos,
nédo condizentes com a proposta de 10 mg/ky
j4 apresentads a nivel internacional.
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ABSTRACT: Levels of nitrates were defermined in nainral sugar-beei, pow-
dered sugar-beet, lyophilized sugar-beet and beet dyes (beet red, liguid or powder).
These levels varied from 391 to 34,181 mg/kg and they were higher in liguid and
powder beet dyes while the highest levels were found in lyophilized products. These
resulis sugpest that the process for obtaining the heet dye must be revised and
that there is a need for fixing a lmit fo nifrates in the Identity and Quality

Specifications for beet red.

DESCRIPTORS:

nitrates in sugar-beet, determination;

Red beet dye, deter-

mination of nitrates; sugar-beet (Beta vulgaris), determination of nifrates,
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RESUMO: Foram analisades os resultados de 5.360 culiuras de sangue de
pacientes provenientes do Hespital de Isolamento “Emilie Ribas”, Hospital Infantil
Cindido Fontours, ¢ do Instituto da Criancs do Hespital das Clinicas, no municipio
de Sao Paulo, 3P, durante o perfedo de 1978 a 1982, em relagdo & incidéncia de
infeectes bacierianas wistas, faixas etdrias, e & resisténein das cepas lscladas
aovs antibiétices e sulfopamidas, As hemoculiyras foram positivas em 186,70% dos
casos, sendo que 18,089 corresponden a infecees simples, enquanto que em 1,64%
dos casos positlves fol encontrade mais de um germe como agente etiolégico. Nas
infeecebor simples evidenciou-se a predominfncia da Salnmonelln typhinmurium em
24,406, dos casos, seguida pele Staphyloceceus aurens e Soalmonelle typhi, com
17,67 e 11,15%, respsctivamente. Nas infecgbes mistas houve a predomindncia da
Klebgielle pneuwmoniae em 20,819 dos casos, seguida pela S. typhimurium e Esche-
ehia coli em 1838 e 14,289 respectiveamente, associadas entre si ou ecom outras
bhaetérias. Fol digno de nota que em 7 casos forem isoladas cepas de Skhigelln
flexneri pertencentes acs sorotipos 2 {4 casos), 3 (2 casos) e 4 {1 caso). Com
telagio 4 sensibilidade aos antibiéticos testados, observou-se grande resisténela da
8. typhimurium, P, geruginosa e K. pnrewmoniwe a virios destes zntibiéticos, As
cepas de S. typhimuriuwm apresentaram 1009 de sensibilidade ao cloranfenicol

DESCRITORES: bactérias aerébicas, bactérias anaercbicas facultativas, isola-
mento de hemocultura; infecgbes bacterianas, prevaléncis, municipio de S&c Paule,
Brasil.

organisnios

INTRODUCAO O  declinio das bacteremias por
mococo e outros  estreptocoeos,
) » siveis (or S
bacteremias por enterobactérias e senslvels a maloria d‘os agentes antimicro
bianos, deu espago Aguelas causadas

cutros bacilos Gram-negativos, ja ha alguns
anes, tém suplantado aquelas caunsadas por
cocos  Grame-positives, principalmente em
pacientes hospitalizados ¢ % 18, Esse aumento
assumiul  proporeoes espetaculares, sendo
citade como principal fator desta variacio
a pressio seletiva dos antibibticos utilizados
na terapéutica e profilaxia 2,

microrganismos como o 8. awreus, enierobac-
térias, Pscudomonas etc., que desenvolveram
diferentes graus de resisbéneia a certos anti-
bitticos ou gue j& eram naburalmente resis.
tentes 20s antimicrobiancs ¥,

Com fregiiéneia, os microrganismos enté-
ricos e bacilos Gram-negativos aercbios estri-

+ Realizado na Segio de Baeterielogia do Institule Adolfe Lutz, SHo Paulo, 8P,

+» Do Instituto Adoifo Lutz.
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tos s&o responsabilizados pelas infecgdes
adguiridas em hospitais ¢, conseglientemente,
pelas bacteremias hospitalares ¥4 18 28

Tem sido referide cue as infeccbes multi-
plas, polimicrobianas, tém aumentade nos
Gltimos anos, gendo que as assoclagdes mails
freqiientes correspondem aquelaz enfre dois
baeclios Gram-negativos 11 ¥ posto gue, sua
ocorréncia depende principalmente dos isola-
mentos e identificacfies dos microrganismos
das culturas de sangue, porgue os sinals e
gintomas clinicos ndo anxiliam na distineéo
entre infeccdes maultiplas ¢ monomicrobia-
nas 1,

Neste trabalho, o objetive foi o de avaliar
a fregiiéncia do isolamento de microrganis-
mos nas infeccdes simples e mistas, distribui-
¢io etaria, e o comportamente destes micror-
ganismos, com relagio aos antimierchianos,

MATERIAL E METODOS

A Secio de Bacteriologia do Instituto
Adolfe Lutz, durante o periode de L° de
dezembro de 1978 & 30 de novembro de 1982,
rezlizou 5.326 hemocuituras de paclentes com
febre a esclarecer, provenientes do Hospital
de Isolamento “Emilo Ribas”, Hospital

Infantil CAndido Fonfoura, e do Instituto da .

Crianca do Hospital das Clinicas, todes no
municipio de 8&o¢ Paulo, SP. O nimeroc de
amostras de sangue para cultura colhide de
cada paciente foi, em média, de 3 amosiras
por dia.

Em 1979, o meio de cultura gue utilizamos
para as hemoeulturas foi o hifasico, de Cas-
tafieds; a partir de 1980, empregamos o caldo
triptons de soja (TSB) ou caldo de infusis
de cérebro ¢ coracio (BHI), acrescidos de
106 de sacarose e 0,029; de sulfonato de
polianetol sédio (SP3) 1289

As amostras recebidas foram incubadas
em estufa a 37°C e examinadas diariamente.
No primeiro dia apés a ineubagao de todos
os caldos de cultura, independentemente do
aspacto, era feita a subeultura em 4dgar-cho-
colate com base Muller-Hinton, Nos dias
subsegiientes, dos fraseos em gue o caldo
apresenton turvaglo, foram feitos esfregacos
em lamina, que foram corados pelo métedo
de Gram. Ap6s a basterioseopia, seguiu-se a
semeadura em meios apropriados e posterior
identificacio do agente etiolégice. Quando se
tratava de eoceos Gram-positivos, bacilos
Gram-negatives aerdbios estrifos e bactérias
do género Huaemoplilus, eram utilizadas
somente provas bioguimicas para sua identi-
ficacdo 7 1% #%; para os diplococos Gram-
-negatives e bacilos da familia Euterobocfe~
rigeeq, além da  identificag@o bioguimica
foram realizadss provas sorcldgicas com anti-
-goros espeecificos para determinagdo de soro-
grupes e sorotipos dos generoz Salmonelia,

116

Shigella e E. eoli, ¢ sorogrupos para Neis-
seria meningitidis.

Foram consideradas negativas aguelas cul-
turas que, apés 7 dias de incubagfo a 37°C 2
ndo desenvolveram gualquer crescimento bae-
teriano apés a semeadura em Agar-chocolate
com base Muller-Hinton, sob condigfies de
vmridade e sob tensio de 5-109; de gés carbo-
nigo, por 48 horas.

Os codgulos dos sangues recebidos para a
reacdo sorcldgiea de Widal eram semeados em
meio seletivo de bile nutrese 2. Caso houvesse
‘desenvolvimento bacteriano suspeito de 8.
typhi, procedia-se & identifica¢de do mieror-
ganisme,

Para a realiza¢ic dos antibiogramas, a
metodolegia foi a de BAUER et alit? que
utiliza discos de papel Iimpregnados ecom
antibidticos, nas eoncentragies a seguir des-
eriminadas:

Penicilina ............. 10 U.i.
Ampieilina ............ 10 ug
Cefaloridina ........... 30 ug
Estreplomicina ........ 10 ug
Canamielna ........... 20 pg
Cloranfenicol .......... 30 pg
Tetraciclina ........... 30 ug
Gentamicina .......... i9 ug
Acido nalidixieo ....... 30 pg
Coligting .............. 10 pe
Amijcacina ..., ... 30 ug
Eritromicina .......... 15 ng
Oxacilina ........... .. 5 pg
Carbenicilina .......... 160 ug
Suifadiazina .......... 300 pg

Foram eonsiderados casos de infecgdo sim-
ples ou monomicrebiana o isolamento de
aperas um agente em pelo menos uma amos-
tra; infecciioc mista ou polimicrobiana foi
considerada quando se isclaram dois ou mais
agentes na mesma amostra ou em amosiras
diferentes.

Cocos (Gram-positives ecoagulase negativa,
bactérias esporuladas e difterdides, gue nor-
malmente sio considerados como contaminan-
tes ¥, nfio foram computados no presente
agtudo.

RESULTADOS

Dos 5.360 casos de hemoculturas revistos,
1.056, ou seja 19,709, foram positivos, isto
&, houve desenvolvimento de algum microrga-
nismos. Do tofal destes casos positives, em
968 foi isclado um dnien agente etjolégico
correspondende a 18,069 dos casos, enguanio
gue em 88, ocu seja, em 1,649 dos casos, a
infecgdo foi causada por mais de uma bae-
téria.
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(g casos de baecteriemias por infee¢do mista
relacionados & Taixa etdria dos doentes estio
representados diagramaticamente nas figu-
ras 1 e 2, onde podemos observar gue a pre-
dominéincia tanto de infeccfio simples como
de mista ocorreu na faixa etiria de 0 a 1
ano de idade, com 68,72% para o primeirec
tipo de infeccdo e 76,13% para o segundo. A
seguir, a faixa etdria onde predominaram os
dois tipos de infeecfio foi a de 1 a 10 anos,
com um percentual de 14,19 e 7,98% para
infeecdo simples ¢ mista respectivamente.

—+ {ANO

68,72 %

- 10 ANOS
{4,19%

420 ANOS
302% ohnos SEM IDADE
6,27 % 4:20 %
>40 ANOS

3,60%

FIGURA 1 — Distribuigio etaria des casos de
bacteriemis por infeegfc simples.

rias em 2 casos (2,27%). As associacgbes de
agentes eticlégicos observadas com maler
freqiténcia foram a de S typhimurium e K.
prewmonive, seguidas de K. pneumoniae ¢ K.
coli, O numero de vezes e os tipos de asso-
ciagoes enmi que estes microrganismos aparve-
cem estio demonstrados nas tabelas 2 e 3,

(s modelos de resisiéneia aes antimicro.
bianos das bactérias isoladas em hemoeultura
ancontram-se dizstribuidos na tabela 4.

DISCUSSAO

A positividade das culturas de sangue em
nosse estudo (19,709%%) se mostrou superior
& enconirada por DALTON & ALLIBON?
e por JANSON ¥, que obtiveram respectiva-
mente 15,609 e 5,5 de culturas positivas,
cujas amostras procediam de hospitais; no
jevantamento realizade por BARTLETT?,
compreendendo 21 laboratérios clinicos de hos-
pitais e universidades, foi obtida a porcen-
tagem entre 6 a 15% para a maloria dos
laboratérios guestionados.

Nas infecgbes simples obtivemos as per-
centagens de £0,569% de microrganismos per-
tencentes A familia Entercbuctericceae, de
29,78% de cocos Gram-positives, de 4,729%
de bacilos Gram-negativos aerébios catritos,

de 4,259 de Haemophilus e de 0,40¢, de
diplococos Gram-negativos, cujos generos e
espécies se  encontram  relacionados mna

fabela 1.

Nas infecgdes polimicrobianas foram isola-
das 2 bactérias em 74 casog (84,109}, 3
bactérias em 12 casos (13,63%) e 4 bacté-

-t 1ANG

76,13 %

SEM IDADE

40
- ANOS 4,55 9

5,70%
>40 ANOS
3,40%

FIGURA 2 — Distribuigio etdria dos casos de
bacteriemia por infeegéic mista,

Nas infecgdes monomicrobianas (18,069%)
obtivemos grande heterogeneidade de agentes
etiolégicos com marcante predominic do
género Salmonells {(3%,43%), sendo os soro-
tipes 8. fyphimurivm (24,409:) e S. typhi
{11,157%) os de malor ocorréneia, dados que
astao de acordo com PESS0A ef alirls,
guando afirmam gue o sorotipo 8, typhimu-
riuni &€ predominante em nosso meio, Este
sorotipo, (ue grassa de forma endémica, &
¢ grande responsdvel por infee¢bes cruzadas,
principaimente em bergdrios e enfermarias
de pediatria. A alta freqiiéneiza com que foi
isolada a S, fyphi demonstra claramente
yue a febre tiféide ainda é uma realidade
enfre nés.

O Staphylococeus aursus foi o segundo
microrganisme mais freqgiientemente identifi-
cado nas infecgbes simples (17,87¢%), tendo
sido observado aumento de 1009, dos casos
isolados em 1982, quando relacionado a 1979.
Essa bactéria é a maior caugadora de bacte-
riemias entre os cocos Gram-positivos encon-
trados,
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TABELA 1

Infecedo simples — Numero e perceniual de casos e misrorganismes
isolados no quudridnio 1378-1982

Microrganismes 1979 1980 1981 1982 Total %
Streptococous sp. 13 28 15 g 70 7,25
S, preumenite 24 14 8 1 47 4,86
S. aureus 30 46 35 80 171 17,87
N. meningitidis B 1 1 —_ - 2 0,20
N. meningitidis C 1 - — o 1 8,10
N. meningtiidis ¥ o — i - 1 2,10
Haemophilfus sp. 11 17 5 2 41 4,25
5. typhimurium 54 56 61 65 236 24,40
S. typhi 21 21 24 32 108 11,15
S. agong 2 4 5 3 14 146
8. dublin 2 — — 2 4 9,41
5. cholerae suis s 1 — o 1 0,10
S. infoantis — —_— e 3 3 8,30
S, pengmn o — 1 o 1 0,10
S. paratyphi A 1 1 — - 2 0,20
S. enteritidis e — — 1 H ;6,10
Salmonelle sp. 2 - - 4 [ 0,61
Salmonella, T4, 121 — @ 2 s 2 - 4 6,41
Salmonelln, 16, T: — : — e o 2 — 2 0,20
E. coli g 21 1% 16 62 §,40
K. preuwmonige 8 15 15 26 64 6,61
K. oxytoca 1 e — i 2 0,260
E. cloarvae - 5 & — 11 1,15
8. marcescens 3 17 8 12 48 4,15
8. Hguefaciens 1 s e 1 2 0,29
P. morganii 2 3 1 2 0,85
P, mirabilis 1 1 4 4 14 1,05
P. vulgaris e 1 e e 1 0,10
Sk, Flexneri 2 1 2 — 4 .41
Sh. flexneri 8 — — 2 e 2 0,20
Sh. fleaneri 4 1 — o e H 0,18
P, aeruginosa 5 7 11 8 31 3,20
P. meltophilia e 2 m 4 [ 0,61
P. putido —_ e i — 1 0,10
P. cepacio e o e 1 1 0,10
Acinetobacter caleonceticus — e 1 5 3 6,51
Flavebacterium

mehingosepticum 1 — — e 1 0,10
Total 196 258 236 278 968 100,04
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TABELA 2
Infecpdio mista — Associapdo de 2 espécies ou géneros de bactérivs em 74 casos
Mierorganismos NP de casos
8. typhimurium -4 K. preumonige 11
B, coli -+ K. prnewmoniae i
Streptocoveus sp. +- S. curéus 4
§. tuphimurium + 8. aureus 5
S. typhimurium -} P, aeruginosa 4
8. typhimurivm - 8. marcescens E]
Escherichia coli 4 Proteus sp. 3
S. typhimurivm + Kscherichia coli 2
K. pneumonige + 8. marcescens 2
K. pneumonice -+ Bacile Gram-negativo 2
K. pneumonige -+ Salbmonella sp. 2
S. typhimurivm N K. cloacae i
S, typhimurium + P. maltophilin i
8. typhimurium + Streptococcus sp. 1
S, typhimurium -+ N. meningitidis i
E. eoli -+ P, mirabilis 1
E. eoli e P. morganii 1
K. cold e Haemophilus sp. 1
E. eoli e Streplococeus sp. 1
E. coli -+ S, aureus 1
K. preumeoniae - E. cloacae 4
K. pneumoniae N P, morganit 1
A. preuwmonige 4 Citrobucter sn. 1
K. pneumoniae + 8. aureus i
P, aeruginesa + P. mirabilis 1
Btreptococcus sp. + Heemophilus gp. 2
P. geruginosa -+ 8. marcescens 2
Streptococcus sp. -5 Enterobacter sp. 3
Salmonells sp. + P. aeruginose 1
Salmonella sp. + Bacilo Gram-negative 1
8, typhimurigm 4 Haemophilus sp, 1
N. meningitidis + 8. aureus 1
P. morganii Ex Bacilo Gram-negativo "1
K. pneumoniae 5 P. aeruginosa 1
P neruginosa R 8. preumoniae 1
P. aeruginose 4 E. coli 1

{-+) = Associacio.
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TABELA 3
InfecpGo miste —— Associagle de 8 ou 4 espéeies ou géneres de buciérics em 14 cusos

NP de

Microrganismos cases
B, coli + K. pneumoniae 4 8. aureus 2
E. eoli e K. preuwmonice + P, aeruginese 1
E. eoli 4 8. typhimurium 4 P, morgandd 1
E. coli + K. cloacoe + P, putide 1
8. typhimurivm + K. pneumonice -+ Citrobacter sp, 1
E, coli 4 K. pneumeonige - Streptococcus sp. 1
P. aerugivoss e K. prewmonice 4 E. cloacae 1
E. eoli 4 K., preumonice + Sabronelle 14, 121 —— ; —~ 1
K. prnewmonice s 5. typhimurium 4 P. aeruginosa 1
K. pneumonice + 8. smarcescens 4 K. oxyloca 1
K. prneumonive b P. morganii 4 P. maltephilia 1
K. pneumonive 4 K. oceli 4 P. mirabils - S, nureus 1
E. eoli + P, mirabilis 4 P. maltophilio G- . clogeae 1

Em relacfo aocs diplococos Gram-negativos,
a tinica espécie isclada foi a Neisgeria menin-
gitidis, sendo que a dificuldade de seu isola-
mento de cultura de sangue ¢ documentada
por vdrics autores® 15,

Os subcultivos realizados em 16-18 horas
ap6s incubacde foram de grande interesse
quande da suspeita clinica de bacteriemia,
principalmente quando os agentes eticldgicos
isolados foram Hoaemephilus sp e S. preumo-
nine pois, neste Gitimo ecaso, a pronta recupe-
racic da bactéria faciliton sua identificagdo,
pelo fato ser ¢ germe extremamente sensivel
hs wvariacies de pH do meio de cultura, per-
dendo facilmente sua caracteristica de Gram-
-positividade, sua cdpsula e viabilidade.

A fregiiéncia de isolamento de Strep-
tococcus sp. (T.25%), Klebsielle pneuwmonige
(6,61%) e Fscherichin coli (6,40%) demos-
trou serem estas bactérias, Importantes
agentes primavios de infecgles sanguineas.
Bastante interegsante é a alta incidéncia de
Serratic mareescens (4,15%) om relagdo &
Enterobacter clogeene (1,15%), fato ndo
encontrado por SOMENVIRTH S, em seu
estudo. K. ozxytoen e S. liguefuciens foram
isclados na fregiténcia de 0,2¢: das infecgdes
simples.

£ digno de nota o isclamento em 7 casos
de Shigella flexneri pertencentes 2os soro-
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tipos 2 (4 casos), 3 {2 casos) e 4 (1 caso).
A disseminacéoe de Shigeliu pela corrente
circulatéria & considerada excepcional, geral-
mente cbservada em paises tropicais, sendo
o sorogrupo S. flexmeri o mais fregiiente-
mente isolade 3 15,

Entre os bacilos Gram-negatives aerdbios
estritos foram iscladas varias espécies de
Pzeudomonos, sendo gque a P. asruginosa foi
a de 1maicr importineia (3,20%); a Acine-
tobacter calcoaceticus foi isclada em 6 casos,
enquanto a bactéria Flavobacteriiwm wmenin-
gosepticum o fol em apenas 1 caso de infec-
¢ao simples,

O aumento da incidéncia de infecgbes poli-
microblanas é docvmentado por varios aute-
res % 1L 39, mag a percentagem desse tipo de
infecgic em nosso estudo foi de 1,649,
inferior aos dados encontrados na bibliogra-
fia pesquisada.

Nas diferentes associacbes de 2 microrganis-
mos (84,109.), 8 microrganismos (13,68%},
e 4 microrganismos (2,2%), os tipos mais
fregiientes de combinacfic foram entre baci-
Ios Gram-negativos.

Houve predominancia, nas infecgdes polimi-
crobianas, da K. preumoniae {(20,91%).
seguida pela S. typhimurium (18,36%) e
Ewcherichin coli (14,28%), associados entre
si ou com outras bactérias,
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Ferfil de resisténcia e sensibilidede deos microrganismos isolados de hemoculiuras frente a diferentes agentes antibacterianos

TABELA 4

Nimere de cepas resistentes aos antibidticos e guimioterdpicos
0
8
k]
2
E &
2 '§, 3
& 3 %3
< =8 8
Mi ismos 3 g 2y .
Microrganisme A= = = ] @
@ 2 g = 2 g 2 2 5 .g 2 5 g b
-2 N O I - - - T - - PR B - IR A I I S
= = 0 s = Ea S I3 5 b = g E T = gﬁ 3
a4 < = % jord § % & = el bt =} = 8 g o'
£ . g ok B & & & 2 = F 2 ] 4 s 122 | 3
# E K P p 2 & @ & = 3 B i @ 5 @ B
< o w = ] (& = & - O Fu = & o % 1 FE "
a B2
ZZ | o=
S. typhimurium 2568 2586 251 258 257 251 239 246 96 4 - R — e e 1% 260
8. agona 14 0 14 12 13 0 14 12 3 [ e — e — 0 14
S. infantis 5 4 i) & 5 5 5 B 4 [ e o —_ s e 8 5
Salmonelle sp, 6 6 [ 12 6 ] 6 & G 0§ - — —— e 5 1%
Escherichia coli 54 4 18 48 33 3b 38 17 11 4 s — s — h ! 73
K. preumonine 93 8 66 72 81 Bl 71 79 b7 3 e — — - — 0 95
E. cloncae 16 1 18 15 10 11 13 10 7 3 — — — —_ e 2 17
Serratia sp. 38 i 38 17 i5 16 3h 1z 8 29 o — e — . 1] 42
Skigelln sp. 2 0 0 7 2 4 4 [ L] 0 — . — e i} 7
Proteus sp. 23 2 i8 23 16 16 27 14 16 22 e — B —— - 0 30
8. aureus 138 e 51 29 36 332 83 76 e 138 80 65 — - 2 139
Streptococeus sp. 29 28 67 G5 21 46 54 — — 29 a2 | — —_ o 3 71
5. preumenige 1 0 e e & 13 3¢ — 1 1 - — — 3 39
N. meningitidis 1| 1 e —_ 1 e e — - e - e 6 i} g
Haemophilus sp. 35 e 34 31 32 5 15 29 e ] 35 39 — e — H 40
Paeudomonss sp. 51 41 a1 43 48 45 56 15 g [ - e — 2 — ] 51
4. ealeoncetious 6 1 8 6 5 5 4 3 3 H - 0 — [ €
F. meningosepticum 1 i} 1 0 43 1 1 0 0 1 s — —- 6 1

(%)  Salmoenelle typhimurium 0:5-4.

{—) = sgntibiéticos nAo-testados.
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Com relacio & distribuigdo efdria, tanto
nas infeccbes simples (ecom exeegio dos casos
de febre tiféide) como nas infecgbes mistas,
houve predominincia na faixa entre 0 e 1
ano de idade, para os diferentes agentes
microbiancs. Salmonells typhi foi isolada
principaimente na faixa ctdria entre 20-40
anos.

Quanto & resisténcia aos antibiticos, deve-
mos evidenciar o padrio resistente das cepas
de S, typhimurium aos antibidticos testados,
que & o mesmo enconirado por PESSOA et
alii 8, em 1976.

A S, agone apresentou-se resistente a 8
mareas de antimierobianos, enguantc 8.
infantis, apresentou resisidneia & 7 dagueles
testados. E notdério também a vreconhecida
resisténcia das diferentes espécies de Fseu-
demonas e das cepas de Acinetobacier cal-

conceticus. As cepas de S, gureus apresenta-
ram praticamente 100¢% de rosisténeia a
penicilina, ¢ as cepas de S. ftyphi foram
totalmente sensivels ao cloranfenicol.

Em nosso estudo fol verificada predomi-
néncia das enterobaciérias como causadoras
de bacteremias, em especial a S typhimurium
seguida da K. preumonice, E. coli ¢ S, mar-
cescens; esges agentes etioldgicos demostra-
ram resisténeia a varies antimicrobianos e
predominaram na faixa etdria de 0 a 1 ane,
significando possivelmente infecgdes nosoco-
miais.
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ABSTRACT:

Positivity, frequency of mixed infections, age group and anti-

-microhe resistance were examined in the resulis of 5,860 bacterial cultures of the
blood of patients from an infeetious disease hospital and two pediatric hospiials
from Sidc Paule municipality during the period of 1%79 to 1982, Blood cultures

were positive in 18.70% of the specimens, of which,

18.067% showed a single

bacteria while 1.649% showed more than one. In the single infection cases, Sulmo-

nelle fyphimurium predominated with 24409

of the positive specimens while

Staphylococcus aurens and Sabnonelle (yphi were found in 17.67% and 11.15%,
respectively. In the mixed-infection specimens, Klebsielle pneumonise was found

in 20.91% of the specimens, S.

typhimurinm and Escherichia coli in 1838% and

14.28%, respectively, these bacteria being associated among them or with other
bacteria., Shigelln flexneri serotype 2 was found in two specimens, serotype 3 in
twe specimens, and seretype 4 in one bicod. Marked resisiance fo antimicrobial
substances was shown by 8. typhimurium, Pseudomonas ceruginosa and K. prou-
menine. All isclates of 5. fyphi were sensitive te chloramphenicol.

DESCRIPTORS:

bacteria, azerobie, faeunltative anaerobic, Isolation from bloed

culture; bacterial infections, prevalence, Sdo Paule municipality, Brazii.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. BABU, J.P; SCHELL, R.F. & LE FROCK,

J.L. — Evaluation of twenty-three bleod
culture media. J. elin. Microbiel., 8:288-92,
1978,

2. BARTLETT, R.C. — Méiodos actuales en
cultives de sangre, In: SONNENWIRTH,
A.C. — Bacteriemia: aspectos olinicos ¥y
de laboraterio. Trad. del inglés por Irma
Lorenzo., Buenos Aires, Panamericana,
1975, p. 29-52.

122

3. BAUER, AW.;: KIRBY, W.M.M.; SHERRIS,
J.C. & TURCK, M. — Antihiotic suseep-
tibility testing by a standardized single

disk method. Awmer. J. elin. Path., 45:
493-6, 1864,
4. DALTON, HP. & ALLISON, M.J. — Etis-

iogy of bacteremia. Appl. AMdierobisl, 15:
808-14, 1967,

5. DUNCAN, B.; FULGINITY V.A.; SIEBER,
0.F., dr. & RYAN, K.J, — Shigella sopsis.
Awmer. J. Dis. Child,, 135:151-4, 1881,



BRANDILECONE, M.C.C.; MELLES, C.E.A,; VAZ, T.MIL; NEME, 8§N.; VIEIRA, V.8.b, & PESS04,
G.YV. A, — Consideracdes sobre 5.369 hemoenlturas realizadas no Instituio Adolfo Latz, Sdo Pauie

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 44(2):3115-128, 1084,

10.

il.

12,

ENG, J. & IVELAND, H. -~ Inhibitory
effect in vitro of sodium polyanethol sul-
fonate on the growth of Neisserin menin.
gitidis. J. olin. Mierobiol,, 1:444-7, 1975,

FACRLAN, R.R. - Streptococeli and aero-
coccl, In: LENNETTE, EH. et alid, ed.
~ Manual of elinical mierebislogy. 3™ ed.
Washington, D.C., Amer. Soe. Microbio-
fogy, 1980. p. 83-110.

FINEGOLD, S.M. -~ Deteccién precoz de la
bacteriemia, In: SONNENWIRTH, A.C.
e Bacteriemin: aspectos clinices y de
laboratorio, Trad, del inglés por Irme
Lorenzo. Buenos Aires, Panamericans,
i975. p. 83-8.

{SENBERG, H.D.,; WASHINGTON I, JA;
BALOWS, A. & SONNENWIRTH, A.C.
- Colleetion, hadilng and processing of
specimens. Fn: LENNETTE, EH. et ol
ed, -~ Monwal of clinical microbiclogy.
8% ad, Washington, D.C. Amer. Soc, Mi-

crobiology, 3980, p. B2.6,
JANSSON, E. -~ A 16-year study of bae-
teremia. Seand. J. infect. Dis., 3:151-b,

1871

KIANI, D.; QUINN, ElL.; BURCK, K.H,;
MADHAVAN, T.; SARAVOLATZ, L.D.
& NEBLE®T, TR. - The incgreasing
importance of polymicrobial bacteremia,
J. wmer. wmed. Agsec,, 242:1044-7, 1970,

KILIAN, M, - Haemophifug, In: LENNET-
TE, E.H. et alii, ed. — Manual of clinical
microbiclogy. 8™ ed. Washington, D.C,,
Amer. Soec. Microbiology, 1980. p. 330-6.

13.

14,

i6.

17.

19.

KILO08, WE. & SMITH, P.B, — Staphylo-
cocel. In: LENNETTE, EH. et oli, ed.
— Manual of clinical microbielogy. 3™
ed, Washingten, D.C., Amer, See, Micro-
biclogy, 188G, p, R8§-7.

MeCABE, W.R, & JACKSON, G.G. — Gram-
-negative bacteremia. Areh. intern. Med.,
110:847-55, 1962,

MOQL, P.; BRASSEUR, D.; SCHATTEMAN,
E. & SHAIDA, K. - Shigella and Shi-
gellaemia, Secand, J. infect. Dis., 13:75-7,
1981,

PAL C.H. & SORGER, §. -~ Enchancement
of recovery of Neisserin meningitidis by

gelatin in blood culture media. J. elin.
Microbisl, 14:20-3, 1981.
PESSOA, G.V.A. IRINOG, K.; CALZADA,

C.T.; MELLES, C.E.A, & KANQ, E, -
Ocorréncia de bactérias enterepatogénicas
em S&c Pavlo no septdnio (OR0-76. F —
Sorotipes de Selmenella isolados e identi-
ficados. Rewv. Inst. Adolfo Lutz, 38:87-105,
1978.

PESSGA, G.V.A,; SUGHIMORI, R.T.; IRI-
NOQ, K; RASKIN, M. & CALZADA, C.T.
— Isolzmento de enterobactérias pafopé-
nicas em bercaries do municipio de Sée
Panlo. Rew, Inst. Adeolfs Luiz, 40:107-27,
1886.

SONNERWIRTH, A.C. — Bagteriemia, alean-
ce del problema, Fn: SONNERWIRTH,
A.C. et alif — Baeteriemia: gspectos elini-
cos y de loboratorio. Trad, del inglés por
{rma Lovenzo. Buenes Aires, Panameri-
cana, 1875, p. 15-28.

Recebido pure publicagdo em 17 de fevereire de 1934,

123






Rey. Inst. Adolfo Lutz,
44(23:125-131, 1984,

LISTERICSE HUMANA, PREVALENCIA DOS SOROTIPOS
DE LISTERIA MONOCYTOGENES ISOLADOS
NO BRASIL *

Ernesto HOFER #*

Gil Vital Alvares PESS0A ##%%
Carmo Elias Andrade MELLES *#+

RIALAG/582

HOFER, E.; PESB0A, GV.A, & MELLES, C.E.A, ~ IListeriose humana., Preva-
léncia dos sorotipos de Listerin monocyfogenes isolados no Brasil Rew. TIust.
Adolfo Lutz, 44(2):125-181, 1884,

RESUMO: Foram caracterizadas sorologicamente 71 amostras de ILdsteris mo-
nocytogenes, isoladas de processos patolégicos e de porifadores humsanos, no periedo
de 1969 a 1983, As smostras estudadas originaram-se de diferentes regides do pais,
representadas pelos Estados de S&s Paule, Rio de Janeiro, Pernambuec e Bahia.

A anglise sgorolépica permitiun o reconhecimente de sete soretipos distintos,
destzcando-se ro computo gera! a predomindneiz de L 4b (50,709%) schre L 1/2a
(28,57¢% . Em plano secunddrio, foram detectados os sorctipos L da (7,04%); L 4ab

(5,6805); L 1/2b (1,40%); L 1/2¢c {1,409%) e L 4z {1,409:).
DESCRITORES: listeriose humana, Brasil; Ldsteria monocytogenes, sorotipos,

prevaléncia ne Brasil,

INTRODUCAO

A listeriose & uma doenga gue acomete
o homem e imimeras espécies de animais, e
tem como uma das principals caracteristieas
a sua ocorrdncia cosmopolita. Apesar de o
reconhecimento do seu agente eticldogico, como
causa de enfermidade humana, ja ter ultra-
passado  cinglienta  anos (NYFELDT 2,
1929}, somente nas duas Gltimas décadas foi
incitade maior ndmero de pesquisas clinicas
e laboratoriais, cujos resultados demonstra-
ram nhdo se tratar de uma entidade nosold-
gica tdo rara como se propalava?

Por outro lado, nfo hi dGvida sobre a pre-
senca deste agente bacteriano no elenco das
doengas humanas em nosso melo, retratada
nas varias investigacdes, como as encetadas
por CARDOSO ¢ PACHECO et alij?s 25 20 27
% MADRUGA ® 3 LIMA & SOUZAY,

HOFER et aii®n12, SUASSUNA et

alii®l, MENEZES?2, KRAHE?®, TAKEU-
CHI et alii®, MASTROLORENZO et alii?e,
ESPER et alii® ¢ SARAIVA ef alii®s,
excluindo aquelas de natureza sorodiagndéstica.

A exigiiidade de informacbes sobre a inci-
déncia de sorotipos de Listeria monocytogenes
envoividos nas diferentes formas de apre-
sentaclo da listeriose humana ocorridas em
algumas regides do PBrasil, aliada & possibi-
[idade de ofertar malor nimero de varidveis
para as andlises epidemioldgicas que vierem
a ser executadas no futuro, se constituiram
nos objetives bdsicos da presente investi-
gagio.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas bioqguimica e sorologica-
mente 71 amostras de Listeria monocytoge-
nes, isoladas de processos infecciosos e de
portadores humanos, colecionadas durante o

* Reslizado no Departamento de Bacterlologia do Institute Oswaldo Cruz, Rio de Janeire, RJ,
e na Secio de Bactericlogia do Instituto Adolfo Lutz, Sio Paule, SP.

=¥ Do Instituto Oswaldo Cruz.
#%%+ Do Instituto Adolfo Lutz.
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periodo de 1960 a 1983, A distribuicfo das
estirpes segundo a origem geogrifica e as
fontes que preopiciaram o isclamento, figura
na tabela 1. Salienta-se que as amostras do
Estade de 83c Paule provieram do Instituto
Adolfo Lutz, onde foram isoladas e identifica-
das em material de doentes internados nos
hospitais “Emilio Ribas” e do Servider Pu-
blico, e no Instituto da Crianca; as do Rio de
Janeiro sdo ag utilizadas em trabalhos ante-
riores realizados por HOFER et aliife, 11, 12,
¢ as provenientes do Instituto Fernandes Fi-
gueira; as amostrag de Pernambuco e da
Bahia foram as recebidas de pesquisadores e
instituicées locals para a devida confirmacdo.

Para a caracterizagio bioguimica, adotou-
-se a orientagio de SEELIGER3 e, na
determinagiio dos sorotipos, emuregou-se &
téeniea preconizada por DONKER-VOET S,

Quanto & avaliagio da patogenicidade,
recorren-s¢ ae processe deserito por AN.
TON L, cuja leitura se baseou na evolugio
ou ndo do gquadro de ceratoconjuntivite em
cobaia. A acfo hemolitica das amostras foi
verificada em dgar-triptose (DIFCO} acres-
cido de 5% de sangue desfibrinado de ecar.
neire e de coetho, respectivamente,

RESULTADOS

A analise do comportamento bioquimico
das amostras revelou acentuada homogenei-
dade das reacdes, com discretas variagdes no
gue tange & rammnose, sacarose, xilose, sorbi.
tol, e na pesquisa de Vermelho de Metila.
Tais alteractes foram observadas, particular-
mente, nas estirpes isoladas de fezes (ndo
determinadas sorologicamente) e ne sorotipo
L 4g, proveniente de secregio vaginal

A hemdlise total em Adgar sangue de coe-
lho foi notada em 66 amostras (92,99), em
contraposiciic as 59 culturas (83,0%) que
evidenciaram acgéio hemolitica em &4gar san-

gue de carneiro, As formas anemoliticas
foram detectadas essencialmente nas amos-
tras (b ou 7,04%) isoladas de fezes e secre-
¢lo vaginal (sorotipos L 4b, L 4g e nic
determinadas). Este aspecto caracteriza a
malior sensibilidade das hemétias de coelho
agho da hemolisina de listérias.

Quanto & prova de Anton salienta-se que
apenas b amostras (7,04%) que ndo demons-
traram ceratoconjuntivite, representadas pelos
gsorotipes L 4b, L 4g e ndoc determinadas,
eram oriundas de fezes e secrecdo vaginal
de portadores da cidade do Ric de Janeiro.

Na identificacio sovoldgica, foram detecta-
dos sete sorotipos diferentes; entretanto, em
duas amostras, a caracterizagio antigénica
somenfe permitiu ¢  reconhecimento da
espéeie.

Pentre os sorotipos determinados, aeentua-
-se¢ a predomindneia do sorotipe L 4b, cons-
tituido de 86 amostras (BOTO%)} e, em
segundo plano, o sorotipo L 1/2a ecom: 21
culturas (29,57%), de acordo com os dados
assinalados na tabela 1.

Na distribuigio dos sorotipes, segundo os
espéeimes que ofertaram os isclamentos des-
taea-se a ocorrénecia dos tipos L db e T 1/2a
nos liquidos cefalorraquidiancs ¢ em fezes.
Nas amostras provenientes de secregdc vagi-
nal, aecentus-se a relevAnecin do sorotipo
L 1/2a (tabela 2},

Considerando que o mailor contigente de
amostras originou-se de processos com loca-
lizagdo no sistema nearvoso ceniral, e tendo
em vista a obtengRo das idades dos pacien-
tes, fol possivel estabelecer a distribuigio dos
sorotipos de acordo eom o3 grupos etdrios
envolvidos (tabela 3).

Finalmente, na tabela 4, assinalam-se os
resultados ofertados sobre a prevaléncia efoun
incidéncia dos sorotipos em relaglo & origem
geografica das amostras.

TABELA 1

Distriduigdo dos amostres de L, monocytogenes de seerds
com o fonfe de isolamente ¢ procedéncig

Procedéneia das amostras
Material clinico Total
S. Paulo Rio de Janeire | Pernambuce Bahis

L.C.R.* 40 — 2 e 42
Fezes — i8 —- —- 18
Secre¢io vaginal — 1 1 L3
Placenta - —— — 2 2
Sangue 1 e H - 2
Desconhecido 2 1 e B 3

TOTAL 43 22 4 2 1

*  Liguide cefalorraquidiane.
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TABELA 2
Fregiléneia dos sorotipes de L. monoeytogenes segundo as fonfes de isolaments

Origem Serotipos Total

das {percen-
amostras L 1/2a L 1/2h L 1/2¢ L 4a L 4b L 4ab Ldig N.D.%x tagem}
L.CR.* 11 — 1 1 27 2 — - 42 (59,163
Fezes 4 1 R 1 8 — e 2 16 {22,53)
Seeregio vaginal 2 — - H 1 1 1 e 6 { 8,45)
Placenta 2 - e e —_ - e — 2 ( 2,81)
SBangue —_ -~ — i b — 2 ( 2,81
Desconhecida 2 s e 1 o — — - 3 (4,22}

Total 21 ] 1 5 36 4 1 2 71

{ percentagern) (28,57 {1,403 {1,403 (7,04) (50,70} (5,63) (1,403 (2,81} (99,97)

* Liquido cefalorraquidiane.

#%  Nio-determinade.
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TABELA 3

Digtribuigio des sorotipos de L. moneceyiogenes isolados de liguide rcefalorraquidiane de aeordo
com as faivas etdrios dog puacientes

Sorotipos Total
Faixa etdria {percen~
L 1/2a L i/2e L 4a L 4b 1. 4sb tagem)
4-1  més [ e e 4 1 11 (26,19}
2-11 meses 1 e — 1 e 2 (4,76
1-8 anos 1 — — 6 1 8 {19,04)
10-19 anes 2 e 5 - 7 (16,86)
20-29 anos 1 - 1 2 — 4 { 8,52)
306-39 anos — e — 3 e 3 { 7.14)
40-49 anos - — 3 - 3 ( 7,14}
50-59 anos — - — 1 — 1 ( 238
70-79 anos - — —_ 1 — 1 2,38)
Desconhecida — 1 - 1 - 2 { 4,76)
Total 11 1 1 27 2 42
{perceniagem} {26,1%) {2,388 (2,38} (64,28} (4,78} {99,073
TABELA 4
Procedéncie dos sorotipes de L. monoceylogenes em velaplio s repides
Sorotipos
Regido Total
L 1/2a| L 1/25| L 3/2¢c i L 4a L 4b 1. dab I 4g N.D
3. Paulo 11 — 1 2 a7 2 - — 43
Rio de Janeiro 8 1 - 3 b — 1 2 22
Pernambuco - S B - 2 7 - —
Bahis e — - - s —— - 2
Total 21 1 1 5 36 4 1 2 71
DISCUSSAQ de Laennec, doenca de Hodgkin, enfermidades

O acontecimento da listeriose humana ne
mundo tem revelado uma aceniuada ocorrén-
cia em criancas recém-nadas, ou noe trans-
curso da gravidez, circunstanciado principal-
mente pela contaminagio fetal intra e extra.
.uterina, As manifesiacies clinieas, comu-
mente associadas a tals patogenias, sfo con-
figuradas pela meningite, septicemia, formas
tifoidicas e pulmonares, granulomatose sép-
tiea e aborto. Outras formas de apresenta-
cho da doenca, via de regra, acometem indi-
viduos em que é possivel aduzir como causa
primiria s deficidéncia de resistdncia orgh-
nica, como nos problemas advindes da cirrose
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cardiacay, arteriosclerose. hepatite colangie-
cistica, neoplasias, doencas do eoldgeno, dia-
betes melito, lpus eritematoso, leucemias
agudas e crdnicas, mielomas mdltiplog e
transplante de é4rgdos? &9 A doenga apre-
senta ainda aspectos esdrixulos sob o prisma
clinico-epidemiolégico que, na maioria das
vezes, dificultam a detecgfio do agente, aler-
tando desta maneira para a possivel exis-
téncia de uma infecgfio tolerada ou inapa-
Tente 2,3, %, 12, 3&_

Paradoxalmente, a L. menccytogenes, ape-
gar de sua ampla dissemina¢fio na natureza,
oferta uma casuistica no homem e animais,
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gue poderd ser classificada como esporddica.
Entretanto, as intdmeras evidéuecias acumula-
das, através das investigacdes realizadas,
demonstraram de modo insofismavel gue mui-
tas espécies animalis, inclusive o homer, car-
reiam a bactéria no intestino, sem exteriori-
zar sinais chnices 3 1% 14

Além dos aspectos . suscitados, convém
salientar que a exigilidade de cascs compro-
vados bactericlogicamente de listeriose decor-
re, segunde GRADWOHLSE, de cerfos con.
ceitos errdnecs sobre o microrganismo. Pen-
tre essas premissas mais arraigadas, destaca-
-8¢ A sua caracterizacdo habitual, como con-
taminante, recebendo a identificagio gené-
rica de “difterdide”, mesmo guando isolada
de especimens clinicos de individuos perta-
dores de algumas das formas assinaladas.

) problema “Idisteriose” apresenta, por-
tanto, uma notivel complexidade sob todes
os Angulos, ecujas dificuldades se vrefletem,
partieularmente, no &mbito da epidemiologia.
Talvez o maior ébice para as anilises epide-
miologicas resida no econhecimento da inci-
dénecia dos sorotipos nas diferentes fontes e
dreas de infecgdo envolvidas, E claro que esta
situagfo decorre, principalmente, do nimero
limitade de Iaboratérios interessados ne
assunto, possuildores das condigdes para
syecutar a caracterizacio sorologica.

Em nosse meio, com bhase na averiguacdoe
bibliografica até 1969, chserva-se gue, em
dez trabalhos, a metade notificou a carazcte-
rizacio de sorotipos nas sels amestras isola-
das, tende predominfncia do tipo L 1192781,
seqiienciade pelos sorotipos L 41% 2%, ¢ [, 3%
Ja a partir de 1970, nas sete pesguisas con-
suitadas, em que foram iscladas 32 listérias,
verifiea-se a acentuada ocorréneia do soro-
tipc L 4b, representade por 1% amostras,
secundado pelog sorotipes L 1/2a com 9 cul-
turas: L 4da foi detectado em 3 amostras;
L 2 em uma, e duas estirpes foram identi-
ficadas apenss quanto ao género.

Este confronto daz duas fases evidencia,
primordialmente, a evolu¢ho dos conhecimen-
tos auferidos sobre as téenicas de isolamento
e identificacio de Lisferin, propiciando, por
conseguinte, um nimero de amostras signifi-
eativamente superior ¢ possibilitando a alguns
laboratérios a implementacie de processos de
caracterizacio antigénica dos isolados.

A analise dos resuliados obtidos confirma
a destacada ocorréncia de Lisferio nos pro-
cessos patologicos primdrios do sistema ner-
voso cenfral, demonstrando, inclusive, uma
faceta um tanto inusitada, em relacdo &s
outras partes do munde, isto &, do compro-
metimento de faixas etdrias mais produti-
vas (tabela 8). Assinala-se o fendmeno da
maior incidéncia do serofipo L 1/2a na faixa
etdaria de 0 a 1 més de idade, enguanto nas
demais o sorotipo I 4b predomina. Curiosa-

mente, nos eultivos de secrecdes vaginals e
placenta (tabela 2) prevalece também o
sorotipe L 1/2a, o gue talvez poleria expli-
car ag contaminagbes nas fases de concep-
¢do e do parto, tendo em vista que a colo-
nizagio deste sorotipo, nas diferentes por-
¢oes do trato genital, fol mais evidente deo
gue a do tipe sorolégico L 4b. Coinciden-
temente, & totalidade das amostras do socro-
tipo L 1/2a foi eapaz de produzir a cerato.
conjuntivite e a hemdlise totai, pariametros
normalmente adofados para avalingio do
grau de patogenicidade de Listeria.

Qutroe aspecto que convém enfatizar em
relagio as amostras iscladas de L.C.R., em
pacientes da faixa etdria de 0 — 1 mas de
idade, refere-se ao critério de classificacio
elinica das formas de Iisteriose neonatal,
apresentade por MONNET® e LARS-
SON 8, Aszsim menciona-se que apenas duas
amostras (sorotipos L 1/2a ¢ L 4ab), oriun-
das de Pernambuco, coadunavam-se com &
“forma precoce’”, que se define pelo comnpro-
metimento do recém-nascide até o 2.9 dia de
vida, sendoc o agente transmitide por via
hematogénica fransplancentdiria. Ainda sob
esse prisma, salienta-se a detecgdo de uma
amostra (sorotipe L 1/2a) de 8. Paulo, que
poderia ser enguadrada na “forma interme-
didris™ que, geralmente, ccorre ne perfodo
de 3 a 5 dias apls o naseimento.

Todas as demais estirpes, ¢m nimerc de
oito, de acordo com: fal eritério cliniro, esta-
riam relacionadas & “forma tardia”, eujos
sinals surgem apds 5-6 dias de vida, exterio-
rizando-se pelo quadro de meningite e tendo,
como meeanismos de iransmissdo, as conia-
minaghes sofridas pelo individue durante o
parte, ou através de infeccio hospitalar

Quanto & fregiiéneia dos vérios sorotipes
em nosso melo, revelando a predominfineia do
tipo sorclégico 1. 4b, observa-zse que esta
faceta se identifica plenamente com aguelas
particularizadas mais recentemente no conti-
nente europeu {27, 14, 223. Em contraposi-
¢do, nos Estados Unidos da América proli-
feram de mode bem mais acentuado o8
sorotipos L. 1/2b e 1. 1/223 embora em
certas regides, se rezistre um eguilibrio na
freqiiéneia dos sorotipos L. 1 ¢ L 4b 13,
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ABSTRACT: During the period 1968 fo 1883, 71 strains of Listeria mono-
eytogenes were isolaied from patients and carriers from the states of Sdo Paule,
Rio de Janeiro, Pernambuco and Bahia. Serologic analysis disclosed seven distinct

serotypes.
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ZENEBON, O.; SABING, M. & CORREA, M.J. — Determinacdo pelarogrifica de
4eido L-ascoérbice em produtos de panificacic contendo polissorbato 60 ocu KRG,
Rev. Imst. Adoifo Lutz, 44(2):183-140, 1584,

RESUMO: Os autores estabeleceram metode polarogrifico para determinar
dcide L-ascérbico na presenca de polissorbato €0 ou 80 em produtes de panificagio,
devido & imprecisdo na sua determinagiio pelos métodos usuais, A oxidacfio anddica
do 4cido ascérbico fol realizada em presenga da solucfo-tampao de acetato, pH 4,86,
Pelo método proposto foram estudadns interferéneias de alguns aditives permitidos
nas formulagbes para panificagio e também da substincia oxidante, ¢ bromato
de potdssio.

DESCRITORES: &cido L-ascdrbico, determinagae em produtos de panificacio
eontendo polissorbate 68 ou 8G; pio, produtos, determinacio do #cide L-ascorbico

por polarografiz.

INTRODUCAO

O dcido L-ascérbico é usado na indastria
de panificacio como melhorador de farinhas.
FEsta substancia, utilizada come agente de
maturacio, cujo use & permitido pela legis-
lagdo brasileirat, é empregada com a inten-
cdo de facilitar melhor manipulagido de mas-
sag panificdveis, e conceder-thes maijor elas-
ticidade, boa textura e maior volume.

O Acido Leascérbico age como reforgador
do gitten, a prineipal fraciio protéica da
farinha de trigo, proporcionando massa mais
estdvel para a retencho dos gases liberados
durante a fase de fermentacio no processa-
mento do pio. Para explicacio do fendmeno,
admite-se o meeanismo onde, em uma pri-
meira etapa, ¢ acido asedérbice é eoxidado por
intervencdio da enzima #cido asedrbico oxi-
dase, produzinde &ecido deidroascérbico. Este
dltime predute ird oxidar, por aclo da
enzima Acide deidroasedrbice redutase, grupos
sulfidrilicos (-SH) da cadela protlica do

ghaten, formande intermolecuiarmente liga-
eoes cruzadas de dissulfetos (-8-8-), propor-
cienando estrutura mais compacta e ocasio-
nando maior retencio de gases Iliberados
durante a fermentagfo i,

Oz mais diversos métodos para determina-
¢ito de deldo ascérbico baseiam-se em  seu
peder redutor, devido 3 existéncia do grupo
enediol em sua molécula. Rotineiramente. o
método usado € o volumétrico que se funda-
menta na reducdo do jodo Iiberado durante
& oxidagio de fons lodeto em meio deido pela
solugdo de iodatc wutilizada como rveagente
titulante ¥. Para determinactes de pequenss
quantidades de &deido asedrbieo, utilizn-se o
método de Tillmans ¥, Nestes mdtodos eita-
dog, outros agentes redutores e oxidantes
interferem na deferminacfio do Acido asedr-
bico.

Métodos analiticos para determinacio do
4deido asedrbico, em muitos tipos de produtos.
foram desenvolvidos com base em seu com-
portamento polarogrifico’. Tsses métodos

# Realizade ne Servigo de Quimiea Aplicada do Institute Adolfe Lutz, 8do Paulo, 8P.

#%  DNg Ipstitute Adelfo Lutz.
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fundamentam-se na oxidacio do grupo ene-
diol da molécula jonte ac eletrodo de
meretirio, em umt processe envolvendo dois
elétrons.

Foi observado que a onda anddica obtida
com o #cido ascorbico era deslocada com
relagio aos diferentes valores de pH e gue
a oxidacic ndo era completamente reversivel,
pois © Acide deidroaseérbico nde & reduzido
no eletrodo de mereirios. Alguns autores
afirmam que grandes concentracbes de snbs-
tdncias tensoativas podem interferir na onda
polarogrifica do acide asetrbico?d,

Normaimente, formulacdes contendo Aacido
asedrbico, destinadas ao fabrice de pdes pré-
-embalados, isto €, nio destinades ao consume
imediato, apresentam os tensoativoes, polissor-
bato 60 e polissorbato 80, permitidos pela
nossa legislacfio 2 3, com a finalidade de con-
ferirem propriedades emulsificantes &s mas-
sas panificidveis. Na determinacio do d4cido
aseorbico nessas formulacdes, pelos métodos
volumétricos eonvencionais, o ponto final da
titulago ndo ¢ nltido e nem precise, devido
3 interferéncia dos emulsificantes. DES-
SOUKY et alit7 estabelecermm metodologia
para determinacio de deido aseérbico em
presenca do polissorbato 86, onde o tensoative
é removido por extracfic com butanol, antes
da determinacio iodométriea do 4cido ascdr-
bico, Fste método envolve extracdo comn sol-
vente que, em muitas formulagdes, pode pro-
duzir emulsdes dificeis de separacfic, acarre-
tando erros na determinacio do fcido agcedr-
bico.

Tendo em vista a necessidada de uma nova
metodologia para determinacfio ripida e pre-
cisas de &cido ascdrbico em formulacdes que
contém polissorbato 60 ou 80, estabelecemos
método polarogrifico onde foram estudadas
interferéncia dos aditives monoesterato de
policxietileno- (8}-glicol, propionato da edleio e
estearcil-2-lactil lactate de sédlo, permitidos
pela legislacio brasileira no preparo de pro-
dutos de panificacdo nfo destinados ao con-
sumo Imediate. Devide & impossibilidade de
determinar Acido ascérbico em presenca de
bromate de potassio (aditive nfo permitido
em nossa legisiacho), pelos métodos disponi-
veis, foi estudada a sua interferéncia no
comportamente polarogriafico do 4cide asedir-
Bico.

MATERIAL E METODO

Material
Reagenies
Solugdo eletrélito suporte
Solugho-tampao de acetato, Walporef,
pll 48

Solugdes-padrae de 4dcido ascdrbico

Solugéo I — Dissolver 0,1 g de acido
ascorbico p.a. em dgua desminerali-
zada e completar o volume com o
mestoe soivente até 100 ml, em baldo
volumétrico.

Solugho Il — Transferir 10 ml da
soluciio I para balio velumétrieo de
100 ml e completar o volume com
solugdo eletrélito suporte,

Poligsorbatos 80 e 80

Monoestearato de
sorbitana ¥

polioxietileno (20)

Monoleate de
tana *

poiioxietileno (20) sorbi-

Aparetho

Polarégrafo Methrom, mod. E 261 R —
E 354 8
Condigbes instrumentals: voltagem ini-
cial, 1 V; escala de voltagem, 0;
sensibilidade, 1 x 10 -7 A/mm; tempo
de pgotejamento, 3 s; amortecimen-
to, 0; compensacdo de carga, 0; ecor-
rente de carga, 0; eletrodo de refe-
véneia, Ag/AgCl

Método

a) FKfeite dos polissorbatos 60 e 80 ng
onda polarogrifica do doide ascorbicy

Procedimento — Transferir 10 mi da soly-
gac-padrdo I de decido ascérbice para uma
série de 14 baldes volumétricos de 100 ml.
Colocar nos sefe primeiros balbes, respecti-
vamente, 0, 2, 10, 100, 1.000 e 10.000 mg
de polissorbato 60 e, nos baldes restantes,
colocar polisserbato 80 nas mesmas guanti-
dades acima mencionadas, Completar o
volume de todos o3 baldes eom a solugio do
eletrélito  suporte e tranferir aliquotas de
20 ml de cada uma das solucles para celas
polarograficas. Borbulhar nitrogénio durante
5 minutos. Sendo necessarie, adicionar uma
gota de &lcool etilico p.a. para reprimir a
formacao de espuma. Registrar os polarogra-
nas de eada uma das solucdes e calenlar asg
correntes de difusio.

b} Verificacie da lnearidede da concen-
tra¢io de deido asedrbico em funcdo
da corrente de difusfio

Procedimento — Transferir, para baldes
velumétricos de 100 ml, aliquotas correspon-
dentes aos volumes de 1, 2, 4, 10, 15, 20 e
25 ml da solugdo de deido ascirbico {(solucio
I) e, em cada um dog baloes, adiclonar dgua
desmineralizada. Colocar em todoz os baldes
1 mi de solugdo aguosa de pelissorbate 80, a
6,19 (p/v), ¢ completar os volumes finals

*  Tensocativos fabrieados por Nutricional Biochemicals Corporation, LiSA.
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com soluchc de eletrdlito suporte. Pipetar 20
m! de cada uma das zolucgdes, colocar em
celas polarogrificas e, apds o borbulhamento
do nitrogénic, por c¢inco minutos, registrar
03 polarogramas e medir as respectivas cor-
rentes de difusic. Paralelamente, desenvolver
o polarograma com uma solugdo designada
branco, constituida de 25 ml de dgua desmi-
neralizada, 1 m! de solucdo de polissorbato
80, a 0,1%, e solucido de eletrélito suporte
até completar o volume de 100 mi.

¢} Verificagde du inlerferéneia de algu-
mae substdneias gquimicas ng  ondn
polaregrdfica do deido asedrbice

Procedimento - Utilizar guatro balbes
volumétricos de 100 m) contendo cada um =2
mistura constitulda de 16 ml de sclugio-
-padrao de &cido asebrbice (solugie I1) e 1
ml da solucio de polissorbato 80, 2 04.1%:.
colacar em cada um deles, respectivamente,
1 g das seguintes substincias: estearoil-2-
lactil lactato de sdédio, monoestearate de
polioxietileno (8) glicol, proepionate de cdleio
e bromato de potassio. Completar os volumes
cotn soluclic eletrélito suporie, homogeneizar
2 registrar os polarogramas eomo anterior-
mente.

d} Determinaedo gquantiteiive do deide

ascorbice

Preparo de amostra - Pesar determinada
quantidade da amoesira. correspondente a
100 mg de Aacido aseérbico, transferir quan-
titativamente para um baldo volumétrico de
100 ml e completar o volume com &gua des-
mineralizada. Apbés & homegeneizacio, se
houver algum material ndo dissolvido, fil-
trar imediatamente a solug¢lo, na auséneia
de luz direta. Transferir 10 mi dessa solu-
cdo para baldo velumétrico de 100 mi e com-
pletar o volume com solugdo do eletrdlito
suporte,

Prepare do padrde — Transferir 10 mi da
solugédo-padrio de deido asedrbice (solugdo 1)
para baldc volumétrico de 100 ml. Adicio-
nar & solucie determinada quantidade de
polissorbato 60 eu B0 correspondente aguela
existente na tomada da amostra, e comple-
tar o0 volume com solugdo do eletrélito
suporte,

Determinaciio do deido asebrbico — Pipetar
20 ml da solugic da amostra, colocar em uma
cels polarografica; colocar o mesmo volume
da solucio-padrio em outra cela. Remover o
oxigénio dissoivido por borbulthamento de
nitrogénic purc e registrar os polarogramas

nas condigées instrumentais preestabeleeci-
das. Determinar os valores das alturas das
respectivas ondas polarcgraficas. Calealar a
concentragio de #cido ascbrbico na amosira
pela relacgdo:

15,000 nBA
—e. = U4
x P
b4 e P = alturas, respectivamente, das
ondas polarograficas da solu-
¢iio da amostra e da solugiio
do padrio.
CA = concentracio de Adcido ascdr-
bico, em mg/100 ml.
X = peso da amostra analisada.

RESULTADOS

Os efeitos dos emulsificantes polissorba-
tos 60 e 80, na onda polarogrifica do écido
ascdrbico, estdo representados nas figaras 1
e 2 (p. 136 e 137}). A onda anddica apresents
um méximo que é suprimido na presenca do
polissorbato 60, na conceniracio de 10 mg/100
mi e, na presenca do polissorbato 80, na con-
eentracio de 2 mg/i00 ml

Observando-se a tabela (p. 138}, pode-se
afirmar que, até a concentragio de 100 mg/
100 mi, os emulsificantes praticamente nio
influiram na onda polarogréfics do &cido as-
earbico e que, em concentracdes elevadas, hou-
ve um deeréscime pronunciade no valor de
sua altura.

Para o estabelecimento de um métedo
polarogrdfico é condicio necessaria a verifi-
cacdo da linearidade entre as conecentracdes
das substdnecias analisadas e as respectivas
correntes de difuséo, calculadas a partir dos
polarogramas registrados, em determinadas
eondigbes instrumentais impostas. As figuras
3ed (p. 138 e 139) representam, respectiva-
mente, os polarogramas registrados e a curva
correspondente & linearidade entre as concen-
trages de deido ascdrbico e -as correntes de
difusio, demonstrando que houve cbedidneia &
equacdo de Ilkovie (MEITES®?).

O estudo das interferfneias das substin-
cias testadas em concentracgbes elevadas eom
relagdo ao dcido  asedrhico, nfc  revelou
nenhuma alteragfio nas suas ondas anddicas,
demonstrando a perfeita aplicacio do métedo
proposto as formula¢des de panificacdo.

O teste de reeuperacdo do 4cido ascérbico,
de acordo ecom o método estabelecido, variou
de 99 a 100¢%, indicando ser de precisae
suficiente para sua determinacfo em formu-
iagdes contende os citados tensoativos.
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FIGURA 1 — Efeito do pelizsorbate 80 na onda anddica do dcide asedrbico: aj sem polissorbate 89;
b) ecom 6,1 mg de polissorbate 80; ¢) com 0,2 mg de polissorbate 80; d) com 0,4 mg
de polissorbalo 80; e) com 2 mg de polissorbato 80; f) com 26 mg de pelisserbato 80;
g) com 200 mg de polissorbato 80; h) efetrélite suporte eom pelissorbato 8¢ (corrente

186

residual).
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CORRENTE

FIGURA 2 - Efeite do polissorbato 60 na onda anddica do Acido ascérbico: al sem polissorbate 84
b} com €1 mg de polissorbato 60; e) com 0,2 mg de pelissorbato 60; d) com 04 mg
de polissorbato 60; ¢) com 2 mg de polissorbato 80; £) com 26 mg de polissorbato 68;
) com 200 mg de polissorbato 60; h) eletrélite suporte com polissorbate 80 {ecorrente
residusl}.
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TABELA

Eieito das concentracées dos polisserbates 60 ¢ 80 na alivre do ondag enddica do deido ascérbive

Polissorbato 60 Altura da onda Polissorbato 80 Altura da onda
mg/108 ml cm mgfl106 mi cm
0,0 48 8.0 4,8
0.5 4,8 0,5 18
10 4,8 1.0 48
2,0 4.8 2.8 £7
10,0 1,8 108 48
1806 1,8 16G,0 4,7
1.900.6 48 1.009,0 48
10.000 0 8.8 16.000,0 3,5

1.7

9,6

73

4.8

ALTURA DA ONDA (cm)

[
2 4 10 15 20 25
CONCENTRACAO DE AGIDO ASCORBICO ( mg/100mi)

FIGURA 3 -—— Curva-padrio de solugdes de &dcido ascérbico.
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FIGIIRA 4 -— Polarograma de solucdes-padrie de acide ascdrbico.
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CONCLUSAQC

0 método proposte para determinar &eido
asedrbico em produtos de panificacio que
eontém polissorbate 60 ou B0 é adequado &
rotina peia sua simplicidade, rapidez e pre-
cisfo. Neste métode, nic hi destruicic da
amostra analisada, podendo ser esta utili-

zada varias vezes para verificacio de seu
comportamente polarografice. Outra razio
para o emprego do referido método & a van-
tagem de forneeer, além do resultade quan-
titative, informacdo qualitativa da substin-
cia analisada, revelada pelo valer do poten-
elal de mela-onda. Os demais métodos ndo
sdo especificos e neles gualguer outro agente
redutor presente poderia ser dosado.

RIALAG/583

ZENERON, 0.; SABINO, M, & CORREA, M.J. — Polarographic determination of
aseorbic gseid in bread produets containing polysorbate 60 eor 88, Rew. Imstf.

Adolfo Lutz, 44(2)}:133-140, 1984,
ABSTRACT:

The pelarcgraphic method was employed for determinstion of

ascorbic acid in the presence of Polysorbate 68 or 8G in bread preducis because
of the lack of precision of the usual procedures. Anodic oxydation of ascerbic acid
was made in the presence of acetate buffer soluticn at pH 4.6, The irterfersnce
of some food additives permiited for bread products and of potassium bromate

were studied.

DESCRIPTORS:

L-ascorbic acid, determination in bread products containing

nolysorbate 60 or 80; bread products, ascerbie acid determination by polarography,
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RESUMO: Foram feitas desagens de nitrate em dguas minerais pelos méfodos
da adigiio de padric e da curva-padric com o eletredo seletivo e os resultados
foram comparades com os obtidos pela téenica da reducio pels eoluna de cddmio.
Estudo da interferéncia de fons cloreto na determinagiie de nitrate pelo processo
potenciométrico foi também efetnado neste trabalho, Os resultades obtidos pelos
dois métodos analiticos testados foram satisfztérios e bastante semelhantes, sendo
que para anslise de rotina o métode do eletrodoe seletivo é o recomendade.

DESCRITORES:

nitrato em dgua mineral, determinaclo; Agus mineral, deter-

minagic de nitrate; método do eletrodo seletive, método da reducio pela coluna de

cadmio, comparagéo.

INTRODUGCAOC

A detecgio de nitrato em Agua mineral
poderda ser um indicador de poluicdo, pois
sua presenca estd condicionada ac estdgio
final da oxidaciio de compostos orglnicos
nitrogenados, sugerindo gque ela esteve em
contato com material protéies em decom-
posicio, Evidentemente, esta afirmacfo nio
é valida, quande o nitrato presente na dgua
for de origem mineral ecomprovada?®,

O teor de nitrato na dgua pode ser ava-
Hado diretamente por reacdo com diferentes
reagentes cromogénicos e posterior leitura
aspectrofotomeétrica,

Entre os métodos colorimétricos usados
para este fim, estd o que utiliza o dcido
fenoldissulfdnico ®. Bastante preciso, e fam-
bém muite utilizado para determinar nitrato
em varios tipos de amostra, & o método que
se baseia na redugio do nitrate por inter-
médio de coiuna de cddmio e posterior deter-

minagio colorimétrica do nitrito formado,
com reacdc de diazotogdo com Acido sulfa-
nilico e aifanaftol 5.

O métode potenciométrico para determina-
¢ao de nitrato utiliza eietrodo seletivo para
a medida da quantidade do referido fjon.
Muitos pesguisadores j& utilizaram esta téce-
niea para determinacic de nitrate em dife-
rentes tipes de amostras, devido & simpliei-
dade, precisRo e rapidez quande comparade
com métodos colorimétricos3 78 BRINEK-
HOFF 4 realizou estudo, com relacdo & detes-
minagfio de nitrato, para verificar a quali-
dade da Agua de superficie e da Agua tra-
tads e, comparando oz resultados com os de
outros métodos colorimétricos classicos, che-
gou i conclus@io de gque o método potenciomé-
trico era o mails adequado para anilise de
rotina.

Devido & necessidade de se padromizar um
método adequado para determinacgdo rotineira
de nitrato em Agua mineral, os autores deste

#* Realizado na Seclio de Equipamenios Especializados do Institute Adoifo Lutz, Sio Paulo, SP.

*+ Do Institato Adelfo Lutz,
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trabalho empreenderam e¢studo comparativo
entre os métodos considerados mais precisos
o potenciométrico, em que se wusa eletrodo
seletivo, e o da reduclo pels coluna de edd-
mio. Visto que o jon eloreto é considerado
sério interferente na seletividade do eletrodo
seletive para nitrato?, fol também realizado
estudo para verificar sua real interferéneia
na determinacio potenciométrica de nitrato
em Agua mineral.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de &dgua mine-
ral de diferentes marcas, comercializadas ng
eidade de Sio Paulo, para estudo compara-
tivo das duas metodologias propostas para a
determinagio de nitrato.

1. Métade da coluna de cddinio

Fol usado o método descrito por LARA
et «lit® no qual ndo € necessdric o trata-
mento prévio da amostra.

Reagentes

Solugéo de sulfato de ciddmic a 209, p/v
Zineo em bastio

Solueio tampio (pH 9,6-9,8): adicionar
20 ml de Acido eloridrico a 500 ml de
dgusa destilada. Agitar., Adicionar 50
ml de Ridroxide de amdnio concen-
trado e completar ¢ volume de 1.000
eom aAgua destilada.

Solugio de e-naftol: aguecer 360 ml de
agus destilada e 500 mi de acido acé-
ties a 50°0 ¢ transferir para um frasco
escuro contendo 0,25 g de &ecido suifa-
nilico, Agitar até dissolver. Adicionar
0,20 g de a-naftol, agitar bem. Esfriar
3 temperatura ambiente, Adicionar 90
m! de solugdo de hidréxide de amobnio
a 109%. O pH desta solugic deve ser
4,0:x0,5,

Preparo da coluna

Estirar uma das pontas de um bulbo de
vidro de 1,5 ¢m de didmetro e 14 ¢m de com-
primento. Adaptar ao topo de uma eoluna um
funil de separacfio de 60 ml, com haste de
1 mm de difimetro interno e 24 cm de com-
primento (fig. 1). Colocar bastdes de zineo
em um bheéquer contendo cerca de 100 ml da
solucdo de cadmio a 209%. Apds 3 horas,
remover ¢ depdsito esponjoso foermado, ¢ colo-
ed-lo em um béquer confendo dgua destilada.
Transferir o cddmio formado para o copo de
vm liquidificador, com 2 ajuda de aproxima-
damente 200 ml! de dgua destilada, e tritu-

rar, durante um a dois segundos. Passar no -

tamis de 20 a 40 malhas, Colocar na extre-
midade afilada da coluna um pouco de 1
de vidro seguida de uma camada de 1 com
de areia e transferir o cAdmio para até guase
o topo da mesma, mantendo-a sempre com
aguas para evitar a entrada de ar.
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Eficiénein da coluna: testar a eficiéncia
da coluna passando  soluges-padrie de
nitrate de sddic através da mesma, defermi-
nar a quantidade de nitrite formado, de
accrdo com o procedimento deserito adisnte,
e caleular a poreenfagem de recuperacio. OUs
dados obiides com a coluna por noés usada
est@o na tabela 1, na pagina 145.

Preparo da curva-padrio de wnitrito de

sodio

Pesar 0,01 g de nitrito de siédio e dissolver
em 1.000 m! de dgua destilada. Pipetar ali-
guotas da solugho, eorvespondentes ao con-

teudo de 4 a 40 pg de NO;* em baldes volu-

métricos de 25 ml, Adicionar b m! da solucio
tampéo, 160 m! da soluecdc de e-naftol e com-
pletar o volume com agua destilada. Deizar
0s baldes durante 30 minutos & temperatura
de 25 a 30°C., Esfriar & temperatura am-
biente ¢ ler em espectrofotdmetro em cela de
1 em oa 474 nm, usando como braneo a solu-
¢do contendo 19 ml do reagente para desen-
volver cor, 5 m! da sclugdo-tampio e 10 ml
de Agua destilada. Com os valores obiidos
congtruir a curva-padrio,

Frocedimento

Lavar a coluna de cédmio com 25 ml de
acido cloridrico 0,1 N, em seguida, com 50 ml
de 4dgua destilada e, finalmente, com 25 ml
de solueie-tampio diluida a 1:9, com &gua
destilada. Pipetar 30 wml da amosira a
ser analisada no funil de separagdo e passar
pela coluna de cadmio a uma velocidade de
5 ml/min. Passar #dgua destilada através
da coluna até recother 108 ml do eluadoe
em haldo volumétrico, tomande o cuidado
para que a colunz ndo seque. Pipetar uma
aliquota, no maxime de 10 ml do eluado,
para balio volumétrico de 25 ml, edi-
cionar &5 ml da solucdo tampio, 10 ml da
solugdo de a-nafiol. Deixar 20 minutos em
banho de Agua a 25-30°C, Esfriar & tempera-
tura ambienie, fazer a medida da absorbin.
cia em cela de 1 em em espectrofotdmetro,
zsando como brance uma solugdo contendo
10 ml do reagente para desenvolver cor,
5 ml da solucéo-tampdo, e dgua destilada. Cal-
cular o wvalor do nitrito, usando a curva-
-padrio pré-estabelecida.

2, Métode do eletrodo seletivo
Reagentes

Sclugdo-tampao: dissolver 6486 g de
AL{80,):.18H.0; 1,04 g de decido sul-
fémieo em cerca de 40 mi de Agua
destilada. Ajustar o pH a 3,0, acres-
centando lentamente solucio de hidro-
xido de sddio 0,1 N e completar o
volume pars 1.000 ml com agua des-
tilada.

#  Alteragic no valor do potencial do eletrodo,
fator 10,

Sclugdio-padrio de nitrato de sidio, 1.080
pgiml

Solucio-padric de cloreto de sddio, 1.000
ug/ml

Equipamentos

Analisador de jons, Orion, mod. 901

Eletrodo seletive para nitrate, Orion,
niod. 93-G7

Eletrodo de referéneia de dupla juncao,
Ovrion, mod. §0.2

Agitador magnético
Procedimentos

a) Curve-padriéc — Pipetar aliguotas de
0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 ml da solugdo-padric de
nitrate de sédic, 1.000 pg/mi, e transferl-
-las respectivamente para baldes voluméiri-
cos de 1060 ml contendo 2 m! da solucdo-
~tampdo, completar o volume com dgua des-
mineralizada, e homogeneizar. Transferir os
conteudos dos baldes para bégqueres de 150 ml
e mergulhar os eletrodos na solucie & uma
profundidade de 3 cm aproximadamente. Agi-
tar menanicamente & solugdo e, apss a esta-
bilizacio da mesma, registrar a leitura do po-
tencial do eletrodo no aparelho analisador de
fons. Construir a curva-padrio em papel semi-
logaritmo, onde os potenciais do eletrodo das
solugbes-padrfo sio coloeados no eixo linear
e as respectivas concenfragdes, no eixe loga-
ritmico {(fig. 2, p. 144). Transferir 2 mi da
solugo-tampio para cada um dos 10 balbes
volumétricos de 100 ml. Completar o volume
com a amostra & ser anaiizsada e homogenei.
zar. Fazer a leitura de acordo com o gue fol
descerito acima e calcuiar a concentracio de
nitrato usando a curva-padric pré-estabele-
cida.

by Adiciio do padirio — Colocar 2 ml da
solugSo-tampic em baldc  volumétrico de
100 mwi e completar o volume com a amostra a
ser analisada. Transferir o contetdo desta
solugio para um béguer de 150 ml e regis-
irar o potenecial do eletrodo, antes e apés a
adigiio de I ml da solucho-padrio de nitrato
de sidio, conforme deserito em 2a,

Calenlar a concentragio de nitrato da
a_r_nozsﬁra analisada por intermédic da equa-
oo Z;

Cs X 1% s

= (x

Vs (105 B/B w1 )

Cs = rconcentracdo de nitrato na amostra

Vi = volume de nitrate na amostra

Vi = volume fotal do nitrato apds adigio
do padrio

AE = diferenga do potencial antes e apds
adigdo do padrio (O AE deve estar
no intervalo de 10 a 30 mV)

5 = Slepe do eletrodo do nitrate *

observads quando a coneentracdo varia por um
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Andglige da inierferéncia de fons clorete nu
determinagiio de witrato

Em i1 balbes veolumétrices de 100 ml,
contendo 2 ml de seclucio-tampfio ¢ 1 ml da
soluefio-padrio de nitrate de sddie (1.000
wg/ml), eolocar respectivamente 03 0,1; 0,2
04; 0,7; 0,8 1,0; 1,5; 3,0; 4,0 e 5,0 ml da
solugho-padrio de clorete de sodic (1.000
ug/ml). Completar ¢ volume com dgua des-
tilada e fazer as leituras dos potenciais do
eletrode em eada uma das solugbes, como foi
degerite anteriormente.

T
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£(my!}

T
200,0

Curva-padrio de nitrato.

RESULTADOS

A eficiéncia da coluna de cadmic na deter-
minacdo do nitrato estd comprovada pela
recuperag¢ho do anion, conforme a iabela 1.

A curva-padrio que relaciona o logaritmo
das concentragfes de nitrato e as respectivas
leitura dos potenciais do eletro estlo repre-
sentadas na figura 2 e fornecem a base da
determinacho quantitativa.

Os nivels de nitrato nas amostras de 4gus
mineral obtidos por andlises em duplicata
pelos métodos do eletrodo especifico, pro-
cesso da curva-padrio, da adigdo de padrio
e da coluna de reducic de cadmio s&o mos-
trados na tabela 2.

TABELA 1
Fficiéncin do colune ne vecupevegdo de witiuie

Quantidade de NO, Valor fedrico de NOT Valor encontrado Recuperacio
passada na coluna correspondente a NO em NOU

HE ug ng To

4,5 3,33 3,34 100,60

8,0 4,45 4,35 [ i3]

75 5,56 5,56 100,00

10,6 7,79 7,68 . 98,68

12,0 8,90 8,50 100,80
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TABELA 2

Teores de nitrato em dguas minereis determinados pelos métodos
da coluna de cddmio ¢ do eletrodo seletivo

Nitrato em Aguas minerais

Eletrodo seletive
Coluna do céddmio
Amostra Curva-padrio Adiggo do padrio pg/ml
pgiml ugfmi
1 16,00 16,69 16,42
2 (...} 11,19 14,83
3 3,59 8,18 783
4 7,18 7,88 7,90
b 7,00 7,81 7,08
& 2,95 317 3,14
7 2,10 2,46 1,41
8 14,51 14,28 14,66
g 3,75 421 3,82
10 2,78 3,89 2,56
11 2,06 2,66 2,19
{...) == teor nio determinade.
TABELA 2

Interferéncia dos fons cloveto na seletividade do eletrode seletive para ions witrote

Conecentrag¢io da solugio- Concentracio da solugio- Cencentracio de nitrate
-padrio de clerete adicienada -padrio de nitrato adicionada encontrads
pgiml pefml pgiml
0,00 10,00 9,61
1,00 16,00 10,02
2,00 10,60 0,49
4,00 10,00 9,461
8,00 10,00 9,87
700 10,00 10,13
16,60 10,60 14,13
15,09 10,00 9,99
30,00 16,00 9,87
40,00 10,00 9,74
50,00 10,00 6,32
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DIBCUSSAO

Analisando os valores de nitrato obtidos
pelas duas metodologias testadas nas amos-
tras de Agua mineral, observamos boa apro-
xzimaciio nos resultados, indicando serem
métodos adeguados para a deferminacio do
referido ion.

O método da coluna de ciddmio em rotina
de laboratéric & limitado em sua operacio-
nalidade, pois fatores como a constante veri-
fiea¢io da capacidade redutora da coluna e
o controle de seu filuxo de escoamento exi-
gem do analista atengio continua durante
todo o curso da experiéneia, o gue caracteriza
a técnica como desgsstante ¢ demorada. Tais
aspectos poderiam explicar algumas discor-
déneias observadas nos resultados da tabela
2. No entanto, uma vantagem deve ser salien-
tada no emprego de tal método, que é a nao
interferéncia de 4nions na determinacio do
nitrate, tornando-¢ indicade para analisar
amostras diferentes.

A téenica potenciométrica para a deter-
minagdo de nitrato em Agus mineral é pre-
ferivel, considerando-se a rapidez da andlise
¢ a simplicidade da metodologia, sendo neces-
sario apenas um simples iratamento prévie
da amostra. Tals vantagens analiticas tor-
nam ¢ método adequado em analise de rotina,
quandoe ¢ teor de cloreto se enguadra na faixa
dos valores apresentados na tabela 8. Nesta
tabela, os teores de clorveto encontrados nas
amostras anziisadas estavam abaixe de 50
pg/ml; portanto, a sua interferéneia na sele-
tividade do eletrode poderid ger negligenciada
em fungio dos valores obtidoes.

CONCLUSAO

Das metodologias estudadas para a deter-
minagdo de nitrate am &Aguas minerais, a
mais adequada é a do eletrodo seletivo, sendo
¢ procedimento da adicho de padrio mals
apropriado & rotina analitica.

\' RIALAG/5684

CLIVEIRA, JJ.V,; ZENEBON, 0. & SANTOS, C.C.M. — Comparative study of

the specific poientiomeiric elecirode and the

reduction in cadminm-colamn

method for determination of nitrates in mineral watoer. Rev, Inst. Adolfe Luts,

44{2):141-147, 1984,

ABSTRACT: Nitrates were determined in mineral water by standard addition

and standard curve with the selective potentiomeiric electrode, The resulis were
compared with those obtained by the technigue eof reduction in cadmium-column.
The interference of chioride ions in the potentiomeiric method was also studied.
The comparisen showed similar results of both methods but the selective electrede

protedsre seems to be more appropriate for routine determinations.

DESCRIPTORS: nitrate in mineral
determination of nitrate; selective eloctrode
comparison.

water,
method,

water, determination; mineral
methed, cadmium-column
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BARRETTO, H.ILC.; INOMATA, ONXK. & LARA, W.H, — Determinaciio de resi-
duos de fosfina em alimentos. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 44(2):148-153, 1984,

RESUMO: Fosfina ¢ um fumigante que estd sendo usado em nosse pais em
larga escala. Como é idéxico a bem baixas conceniracles, é necessdrio gue se con-
trolem os alimenfos em que foi aplicade. Quarenta e cineo amostras de alimentos
variados foram analisadas pelo método espectrofotométrice, sende gue em 77,89%

destas foram encontrados residuos. Qs niveis varinram entre um méximo de 5,50

mg/kg ¢ um minimo de 0,08 mg/kg.

DESCRITORES:
em nlimentos, residuos de fosfina.

fosfing, residuos, deferminacfio em allmenios; contaminantes

INTRODUCAO

0Os fumigantes sfo usados no controle dos
insetos, roedores e nematéides. Como geral-
mente sfo pases, eles possuem a propriedade
de penetrar em Areas as vezes inatingiveis
por outros pesticidas. Seu uso estd ligado
principalmente & drea de expurgo de grios,
a granel ou em sacos, em silos ou arma-
Zens.

O fumigante pode causar um problema
pela poluigio do ar ou contaminacgio de
alimentos pois, apesar de sua grande vola-
tilidade, seus residuos podem persistir em
produtos alimentares tratados.

No uso crescente doz fumigantes tem-ge
destacado a utilizagio de predutos gue libe-
ram fosfina.

Fstes fumigantes vém sob a forma de
tabletes ou ecomprimidos de fosfeto de alu-
minioc o gual, em contato com o ar, reage
por hidrdlise, liberande fosfina. Esta reag¢do
& realizada lentamente, sendo necessdrios de

# Realizade na Secgio de Aditivos ¢ Pesticidas
#%  Typ Instituio Adolfo Lutiz.

dois a cinco dias para que o tablete se decom-
pornha.

Fosfina é um gds altamenie venenoso para
¢ homem, mas seu mecanismo de a¢io no
organismo humano ainda ndo é bem conhe-
cido, Parece causar uma depressio do sis-
tema nervosc central, irritacio dos pulmdes,
dando edema pulmonar e dilatagio no cora-
¢ao s,

Provas de foxicidade por inalacho em ratos
acusam uma concentragio letal LCe de 11
ppm em quatro horas, e uma concentragfo
toxica para humanos TCio de 8 ppm em uma
hora 3. Estudos mostram gue uma exposigio,
mesmo a baixa concentracdo, pode levar &
um envenenamento crdnice. Uma concentra-
¢ho maxima aceitdvel (MAC) é de 0,18
mg/m? na Alemanha, e de 0,64 mp/m? nos
Estados Unidog da Américat,

Pe acorde com a legislagdo em vigord,
fosfina pode ser usada em expurge de grios
armazenadeos de amendoim, arroz, aveis,
cacau, café, cevada, feijfio, girassol, milho,

Residuais do Institute Adelfeo Lutz, 830 Pauloe, 8P.
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goja, sorgo e trigo, com as seguintes fole-
rincias:

Graos armazenados .......... 0,1 ppm
Farinha preparada a partir de

BTA08 . vriniecinsonsinacrnns 9,01 ppm
Cacan ... 0,01 ppm
Café ... i 0,1 ppm
Girassol (sementes) .......... 4,1 ppm

Poucos ado oz dados a respeito de residuos
de fumigantes em alimentos em nesso pals.
Café, um dos produtos de grande coméreio
do DBrasil, tem sido tratade em armazéns,
tanto do Instituto Brasileiro do Café como
do porto de Santos, com vérios produios
como brometo de metiia, malation e, atunal-
mente, malation e deltametrina (K-biol).
Quando ha infestacio de carunchos, a fumi-
gacdo ¢ feita com fosfina. Até hoje nunea
houve problemas com residuos de fosfina em
café, pois esse tratamento & feito por técni-
eos especializados, e com rigorosc controle.

Entre as amostras recebidas para andlise
de residuos de fosfina, na Segio de Aditivos
e Pesticidas Residuails do Institute Adolio
Lutz, foi verificade que, em amostras de
arroz, soja, amendoim, ecacan, choeolate,
banana e alho, o uso de fosfina nestes pro-
dutos era evidente.

O método uptilizade para determinar resi-
duos de fosfina foi o que se baseia na libera-
eio da fosfina em presenca de &cido sulftg-
rico diluido, recebids em dgua de bromo.
A fosfina é oxidada pelo bromo, passando
a fosfato, que é determinado colorimetriea-
mente 2,

MATERIAL E METODO

Foram analisadas 45 amostras de diferen-
tes espécies de alimentos da regifio da Grande
Sdo Paulo.

Material

Conjunto para destilagdo: balao de fando
redondo de 1.000 ml com duas bocas
laterais de 24/40 ¢ uma central de 45/50;
frasecos lavadores de gases; banho-maria;
cilindro de nitrogénio. Montar em eape-
la, conforme figura da pégina seguinte.

Funil de separaracio de 500 ml
Tubos graduadoes

Frascos de Kjeldahl de 800 ml
Espectrofotometro

Notg ~- Todo o material de vidro deverd
ser lavade com solugio aquosa
de HC1 & N e posterior lava-
gem com Agua bidestilada.

1590

Eeagentes

Sulfato de hidrazina a 0,15%

Molibdate de amédnio 8 2,5%

Solueio-padrio de KH.PO,
fosforo)

Acido sulfiriec a 0%

Comprimido de Gastoxin ou Fostoxin

{8 pz/ml de

Noeta — Todos oz reagentes deverio ser
preparados com Agua bidesti-
lada,

Procedimento

Transferir 800 g da amostra para o fraseo
de trés boecas do conjunto de destilaedo e,
com o auxilio de um funil de separacio,
adaptado & boca central, adicienar 300 ml
de H.SC, 3 109%. Colocar cerea de 150 ml
de dgua de bromo saturada em ecada um dos
frascos lavadores de gases. Borbulhar nitre-
génio durante 30 minulos e, em seguida,
aquecer por duas horas em banho-maria. A
temperatura final da solucdo deverd estar
em torno de 90°C, Apds o aguecimento, trans-
ferir o conteddo dos frascos lavaderes para
o frasco Kjeldahi de 800 mi, lavar os fras-
cos novamenie com duas porcies de 30 ml
de dgua bidestilada e reunir as Agunas de
lavagem no Kjeldahl. Concentrar em mantas
de aguecimento até aproximadamente 2 ml,
em capela de boa tiragem. Transferir guan-
titativamente o concentrado para uma pro-
vets de 10 ml com tampa esmerilhada. Adi-
cionar a este 2 m!i de H.80. 5 N, 0,56 ml de
sulfate de hidrazina a 0,159 ¢ 1 ml de molib-
dato de amédnio a 2,69%. A proveta deverd
ser invertida védrias vezes apés a adicio de
cada reagente. Ajustar o volume para 10 ml
ecom dgua bidestilada. Fechar o tubo e eolo-
car em banho-maria por 10 minutos. Apds
o resfriamente a temperatura ambiente,
medir a intensidade de cor desenvolvida em
egpectrofotimetro a 730 nm, usando como
branco a sclugio resultante de todo o proce-
dimento anterior, sem a amostra. Deverd ser
feito um branco dos reatives para verificar
a possivel presenca de fosfatos. Caleular a
guaniidade de fésfore da amostra, usando a
curva-padrio previamente estabelecida,

Curva-padrde -- Fazer a curva-padrio
pipetando aliguotas de solucdo-padrio corres-
pondentes a 0,4; 0,8; 1,8; 2,4; 3,2; 4,0 e 48
ng de fosforo. Desenvolver a cor como des-
crito no procedimento acima e fazer a lei-
tura. Para obter fosfina, multiplique o con-
teddo do foésforo pelo fator 1,097 (fos-
fina % == P x 1,697).

Recuperacio - Colocar wm comprimido de
Gastoxin ou Phostoxin num frasco Erlenme-
ver de 250 ml, ecom junta esmerilhada, e
50 ml de 4gua. Destilar rapidamenie atra.
vés de uma conexéc de vidro em U, tendo
uma das pontas ligada ac Erlenmeyer, de
maneira bem vedada, e a outra mergulhada
em um frasco contendo 100 mi de dissulfeto
de carbone. Apéds 2 horas, retirar o frasco
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da eonexdc e preparar com a solucke obtida
uma soluedo de trabalho, diluindo, numa pro
porgio de 1:200, com dissuifeio de carbono.
{Estocar a solugdo-padrio mie & temperatura
de (°C, e renovar a solugdo de trabalho a
cada 5 diag).

Tomar uma aliguota de 3 ml da solugde
de trabalho e colocar em frasco Kjeldahl con-
tendo 10 ml de &Agua de bromo. Concentrar
aié 2 mi e determinar a concentracio de fos-
fina, seguindo o procedimento 4 deserito.
Transferir 300 g de uma amostra isenta de
fosfina para o frasco de 3 boeas do conjunto
de destilacio, adicionar 300 ml de H.80,, a

16%, ¢ 2 ml da solucho de trabalho. Seguir
como descrito no procedimento e determinar
a quantidade de fosfina recuperada.

RESULTADOS E CONCLUSAQ

A tabela da pagina seguinte rostra os
niveis de residuos de fosfina das anélises
efetnadas em 45 amostras. Ohservamos que
em 10 amostras (22,2¢0) ndo foram encon-
trados residuos de fosfina, em 22 amostras
(48,89} o8 residuos estavam abaixe de 0,01
ppm e, em 13 amostras (28,8%), estavam
acima de 0,01 ppm.

FIGURA -~ Conjunte para destilacio,

O valor mais significative, de 5,5 ppm, foi
encontrado em uma amostra de =alho, o gue
estd em desacordo com a legislacdo em vigor
que ndo prevé residuos de fosfina neste pro-
duto.

A presenca de residuos de fosfina em amos-
tras de alho, banana e chocolate mostra gue
estd havendo um uso inadeguado deste fumi-
gante. Mesmo nos produtos para os guais hd
permissio de use {arroz, cacau}, nem sem-
pre os valores por nds encontrados estao
dentro dos limites lepais. Assim, a amostra
n.e% 3 (arroz) e a n.% 4 {eacaun) apresentam

niveis muite aitos, demonstrando falta de
téeniea na apiicacdo deste fumigante.

Nenhuma ecomparagdo dos resultados com
os de frabalhos j4 realizados pbde ser feita,
devido & falta de pesquisas similares pubdi-
cndas.

Em virtude dos resuliados encontrados, é
evidente a necessidade de uma fiscalizacao
atuante, constanfe e enérgica guanio & aph-
cacao deste fumigante em produtos armaze-
nados e, até mesme, em produtos a  eles
relacionados,
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TABELA

Niveis de fosfina encontrados em amostros analisades em 1980

N.o Amostra meglky {ppm) No Amostra melke (ppm)
1 Arroz 8,05 24 Soja < 0,01
2 Arroz ND 25 Atho 0,38
3 Arroz 2,53 26 Alhko < 081
4 Arroz ND 29 Altho 5,58
5 Arroz ND 28 Alho < 0,01
& Arroz ND 23 Amendoim ND*
7 Arroz ND 30 Amendoim ND
8 Axroz ND 31 Amendoim 008
9 Arroz 6,01 a2 Choecolate 0,02

10 Arroz < 0,01 33 Banhana < 0,01

13 Arroz < 0,01 34 Banana 0,01

12 Arroz < 801 55 Banana < 6,01

13 Arroz < 0,01 38 Banana 6,03

14 Arros < 0,0 37 Banana NB

15 Arroz < 0,01 33 Banana 0,01

18 Arroz < 0,03 38 Banana 0,04

17 Arroz < 0,01 40 Cacau 1,05

18 Arroz < 0,01 41 Cacau ND

18 Arroz < 0,01 42 Cacan 8,01

20 Arroz < 001 4 Cacan < 6,01

23 Feijdo < 0,01 44 Cacau < 0,01

22 Feijao < 0,01 45 Caesau < 0,01

23 Soja < 0,01

* ND = Nio detectado.

RIALAB/585

BARRETTO, H.H.C,; INOMATA, ONX. & LARA, W.H. — Determination of
phosphin residues in foods. Rew. Inst. Adolfo Futz, 44{2):149-158, 1984.

ABSTRACT: Phosphin is ap asgricultural spray which is much used in Brazil
Because of its toxicity sf even low comcentrations, 45 samples of various foods
were examined by the specirophotometric procedure. Residues were found in 771.8%
of the specimens, Levels ranged from 0.01 fe 5.5 mg/ke.

DESCRIPTORS: phosphin residues in foods, determination: food contami-
nants, phosphin residues.
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MELLES, CE.A.; LEE, IMI. & TAUNAY, A.E. - Pesquisa de antibacterianos
no liguido cefalorraguidiane., Rev. Inst. ddolfe Lutz, 44{2):155-159, 1884.

RESUMO: Tendo em vista gue as dificuldades no diagndstico lmboratorial das
meningites bacterianas poderiam estar ligadas a agentes antibacterianos presentes no
liquido cefalorraguidiane (LCR), foi desenvolvids metodelogia f4cil para evidenciar a
sua presenga nesse material, Em placa de agar Mueller Hinton, semeada com Staphy-
lococeus aureus ATCC 6538 P nic produtora de penicilinase e sensivel a grande
nimere de antibacterianes, foi colocado um molde metdlics com orificies nos quais
se apleou o LCR que se difundia impedindo ou nio o crescimento da bactéria-
-padrio. Das 641 amostiras de LCR estuadadas, em 38,539% o antlbacteriane estava
presente, & em #0,58% das amostras o apente etiolégice foi caracterizade por
exames bacteriolGgicos e/ou imuneldgicos. Os restantes 38479% foram considerados
de ctiologia indeterminada. Pela andlise estatistica pode-se concluir ¢ue a presenga
de antibacteriane ne LCR prejudica sobremaneira o diagndstico laboraterial das
meningites bacterianas. Considerande gque a téenlca empregada & de facil execucdo,
o seu uso robdineire contribuird para melhor interpretacio deos resultados, prinei-
palmente daguelas amostras de LCR purulents em que nio se visualiza ou identi-

fica o agente bacteriano.

DESCRITORES:
diane; meniangite,
de substdncias antibacterianas.

disgnostico bacteriolégice;

substéncias antibacterianas, pesquisa no liquide cefalorragumi-

iignide cefalorraquidiano, pescuisa

INTRODUCAO

As dificuldades existentes para evidenciar
as bactérias responsiveis pelas meningites
purulentas s#o reconheeidas de longa data il
Com o advento da quimioterapia antibacte-
riana, comecou-se a discutir se a presenca
dessas substBneias ne liquide cefalorraqui-
diano seria a responsavel por grande nitmero
de casos em que a doenca é rotulada como
meningite de ecansa indeterminada ® 48,

A informacio sobre a administracio ou
nio de antibacterianes, antes da rvetirada do
LCR, raramente & confidvel 1%, Investigande
o assunto, observamos que a Identificacéo
dos casos tratados antes da colheita do LCR
foi baseada em revisbes de prontudrios cli-
nicog 6 83, 14, 18,16, 8 Ny lteratura que consul-
tamos, s6 encontramos duas referéneias sobre
& pesquisa de antibacterianes no LCR. Em

**  Po Instituto Adolfo Lata.

uma, o8 autores 17 mostram a permeabilidade
das meninges & peniciling nas diferentes
fases da doenga e, na outra, estudam =a
influéneia do quimioterdpico no resultado do
exame laboratorial em pequeno ndmero de
asos.

Visando esclarecer este problema, desenvol-
vemos metodologia simples, de féeil emprego
até em laboratérios de recursos médios, que
permite informar a eventual presenca ou
auséncia de antibaeterianos no LCR.

MATERIAIS E METODOS

No periode de 2 anos, foram estudados
1.340 LCR de pacientes internades no Hos-
pital “Emilio Ribas"”, 8S&c Paulo, cem sus-
peita clinica de meningite, que foram envia-
dos ao Instituto “Adolfo Lutz” para diag-
néstico  imunobacteriologico. Em todas as

* Realizado na Se¢do de Bactericlogia do Institute Adolfo Lutz, Sas Paulo, SP.
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amostras de LCR foi pesquisada a presenca
de antibacteriano; entretanto, sé foi possivel
evidenciar alteracoes consideradas como indi-
cativas de infeccéio bacteriana em 641 amos-
tras. O critério adotado foi a positividade
do exame bacteriolégico ou a identificacdo de
antigenos bacterianos demonstrades pela téc-
nica da contraimunceletroforese. Foram tam-
bém incluidos os casos nos guais os exames
acima citados foram negativos, mas estavam
presentes alteracdes quimico-citolbgicas, tais
eomo o sumento do ndmere de células por
mm? igual ou maior do de 1.000, ou entio,
a porcentagem de neutréfiles era de 60%
ou mais, e a concentracio de glicose e pro-
teinas era 40 mg/m! ou menor, e 80 mg/mi
ou maior, respectivamente, Qualquer variacéo
marcanie nas amostras de LCR, gque suge-
risse tratar-se de meningite baeteriana, foi
incluida neste estudo.

Colheila e transporfe do material

0 LCR dos pacientes foi cothide por pun-
gho raguidiana lombar. Foi separado em duas
aliquotas, uma para o exame bioguimico e
citoldgieo e outra encaminhada ao Instituto
“Adolfo Lutz” para gue se processassem pro-
vas de diagnéstico eticldgico.

Recomendou-se que essa segunda aliquota
tivesse pelo menos 2 ml; que fosse colhida
em tubo de vidro esterilizade; conservads
em estufa a B55-837°C, e enviada so labora.
torio no menor espag¢o de tempo, se possivel,
entre 8 a 4 horas apéds a colheita.

Pesquisa de substincins antibacterionas no
liquido cefalerraguidiane

A metodologia para verificacfo da presenca
dos agentes antibacterianos noe LCR foi
baseada no método desenvolvide por GRO-
VEE & RANDALS®, em 1955. Na padroni-
zagho da prova, esta iécnica foi posterior-
mente modificada; empregou-se como bactéria-
-teste o Staphuvliococcus aureus ATCC Rock-
vilie MD 6538P, ndo produtor de penicilinase,
Inicialmente, foi verificada a sensibilidade da
eepa-padriio & ampicilina diluida em tampéo
fosfato, pH 6,0, em diferentes concentractes
e padronizado ¢ volume do LCR a ser apli-
cado em cada teste. De eada diluiefio da
ampicilina foram utilizados os volumes de
0,2 e de 0,4 ml, feita em triplicata para cada
volume. As concentraces do anfibidfico nos
volumes de 0,2 ¢ 6,4 mi foram de 0,25 pg/ml,
0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 1,5 pg/ml, 2,0 pg/ml
e 2,5 ug/ml e 8,0 pmg/ml. Os mesmos volu-
mes também foram utilizados para uma
amostra de LCR proveniente de um paciente
que era sabido j4 ter feito uso do antibac-
teriano antes da pungio.

A fim de verificar se a sensibilidade do
estafilococo usade como padrao, nde sofrera
mudanca aos  diferenfes  antibacterianes,
empregammos para o teste a téenica descrita
por BAUER et alii3, Utillizamos discos de
procedéncia DIFCO impregnados com ampi-
eilina {10 pg), penicilinra (10 U), tetraciclina
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(30 pg), eritromicina (15 ug), kanamicina
(80 pg), cloranfenicol (30 ug), estreptomi-
cina (10 ug), cefalosporina €30 ug), genta-
micina (10 ug), novobiocina (80 ug), oxa-
cilina (2ug), sulfametoxazol-trimethopim
(25 pg). Tal prova foi repetida algumas
vezes durante a pesguisa, nio itendo sido
verificada nenhuma variacao da sensibilidade
da cepa-padrio em relacio aos mesmos agen-
tes antibacterianos.

Na pesquisa de antibacterianos no LCR,
a cepa-padrio de Staphylococcus equreus fol
semeada em placa contendo Agar Mueller
Hinton, obedecendo & téenica de estrias a
fim de se oblerem colonias isoladas, da qual,
18-24 horas apés & incubacic a 35-37°C,
tomamos 5 coldnias separadas, gue foram
semeadas em tubo contendo quantidade
conhecida de ecaldo comum. Do crescimento
obtido apés incubacdo, fol feita a diluicdo
de 100 vezes em outrc ezldo de volume conhe-
cido e semeada por inundagic em outra
placa contendo agar Mueller Hinton, reti-
rando-se ¢ excesso da suspensio bacteriana
com pipeta Pasteur. A preparagic foi dei-
xada em estufa a 379C por 15 min e, a
sezuir, um “molde” de metal contende 6
orificios de 5 mm de difmetre {(figura 1},
foi colocado schre a superficie devidamente
semeada.

Em ecada um dos orificios com pipeta volu-
métrica depositou-se 0,2 ml de LCR, de modo
a se difundir lentamente no &gar. A prova
foi feita o mais precccemente possivel, evi-
tande cque o LCR permanecesse por longo
tempo 4 temperatura ambiente, o gue pode-
ria peasionar a degradacic do guimicterapico.
As placas assim preparadas foram ineubadas
a 35-37°C por um periodo de 18-24 horas.
A leitura da prova foi feita retirande o
molde metdlico e medindo, quando presenie,
o hale de inibi¢io do crescimento bacteriano
com régua milimetrada, (figuras 2 e 3).
Sempre gue possivel, esta prova cra feita
em duplicata, Fol considerade LCR com anti-
bidtieco ou quimioterdpico presente aguele em
que © halo de inibic8o do crescimento bac-
teriano foi de 10 mm de didmetrc ou maior,
e antibidtico ausente, quandc ndo houve ini-
bigdo.

RESULTADO

Az diferentes concentracdes da ampieilina
empregada na padronizagdo do métedo, nos
volumes de 0,2 ou 0,4 ml resultaram em
média, em didmetros do halo de inibigde do
creseimento bacteriano de 10; 12; 18; 21;
28: 23,3 e 24,2 mm segundo malor cu menor
concentraciio. O mesmo procedimento, feifo
eom um LCRB cujo paciente sabidamente fez
uso de quimicterapico, nfo demonstrou varia-
¢ao significativa quando se usoun o volume
de 0,2 ou 0,4 ml para aplicacdo do teste.

Aplicada a metodologia descrita na pesguisa
de antibacterianos no LOCR, chservou-se que,
de $41 amostras com earacteristicas de
meningite purulenta, em 38,539 fol detectado
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FIGURA 1 — Molde metalico utilizado para realizacdo do teste.

FIGURAS 2 e 3 — Halos de inibigcdo do crescimento bacteriane.
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antibacteriano. Nestas, 51,0i%, mesmo na
presenca de antibidtico, fol possivel identi-
ficar o agente etioldgico e, em 48,990% ndo
foi possivel determinar 8 etiologia bacteri.
na. Nag amostraz em que ndc foi detectado
antibistico (61,47%), o agente foi identifi-
cado em 66,509% delas. Do total de 641 LOCR
examinados, em 60,537; das amostras o
agente eticldgico fol eselarecido.

Aplicando o teste unicaudal, deniro dos
pardmetros escolhidos, verificou-se que quanto
menor o diimetro do halo de inibigie bacte-
riana, malor foi a probabilidade de identifi-
ear o agente etiolégico (Z=x -1,73 =0,05).

DISCUSSAO

Apesar de alguns aufores’ preconiza-
rem a pesguisa de substincias antibacterianas
em liquidos biclégicos, somente FELDMANT,
1977, pesguisou a presenga de antibacteriane
em: numerc limitado de amostras de LCR
de individuos em tratamento: sua intencgéo
foi a de relacionar a interferéncia do anti-
bacteriano no diagnoéstico do agente etiolé-
zico.

A andlise dos resultados por nés obtidos na
pesquisa de antibacterianos no LCR mostreu
que, das amostras examinadas, em 38,534; foi
detectads a presenca desses agentes. Na lite-
ratura consuitada, os dados de alguns auto-
res 0 12 13 relacionados a0  assunte, tém
como base somente levantamentos retrospec-
tivos de proniuirios de casos suspeites de
meningites. Por esta razdo, na realidade ndo
podem ser compardveis aos nossos, quando
procuramos o antibacteriano no LCR. Seria
também interessante, entre outros, o conhe-
cimente da via utilizada na aplicagio do
antibacteriano, a duracio e a efetiva pene-
traciio deste agente através da barreira
Hquérica. Fastas informactes sdo de diffeil
obtenc¢éc, o que é comentado por HARTER 19,
guando afirma gque dados sobre um trata-
niente prévio f internacio nem sempre sdo
corretos,

A avaliacio estatistica dos nossos resulta-
dos demonstra haver associacfio entre a pre-
senca de antibidtico no LCR e a identifica-
cio do agente sticlégico, ou seia, a presenca
de antibidtico no LCR diminuin sipnifieati-
vamente a caracterizaciio da bactéria. Entre.
tanto, & posifividade de um exame, seja bae-
teriolégico ou imunoldgico, nde exclui a pre-
senga de antibiétize ne LCR, principalmente
se a bactéria nio for sensivel ao mesmo. Tal
{fato foi constatade no presente trabalho;
contudo, chservou.se, também, gue a concen-
tragio do agente antibacteriane (medida pelo
didmetre do halo de inibigio do erescimento
bacteriano} foit significativamente menor
naquelas amostras em gue fol identificado
o agente etiolégico, Este resultado apresen-
tado contradiz, em parte, a afirmativa de
gque a duragio do tratomento preliminar nfo
parece influenciar nos achados clinicos ou
nogs do LCR de forma a prejudicar o reco-
nhecimente de uma meningite bacteriana 19,

Considerando que a demonstragie da pre-
senca de antibacteriano no LCR é prova de
facil execucio, segundo a téenica descrita;
que a quantidade de LCR utilizada na prova
é pequena (0,2 ml}, e que durante toda a pes-
guisa a cepa-padrio utilizada nio apresentoun
variacdes em sua sensibilidade aos varios
antibacterianos testados, & que recomenda-
mos suz aplicagdo na rotina pois traria eon-
tribuigdo de valer na interpretag¢io dos resul-
tados do exame bacterioldgico e imunolégice
de liquido cefalorraquidiano.

A razic de recomendarmos z pesquisa de
antibacterianos no LCR é porgue esta vem
elueidar os intmeros casos de LCR purulen-
tos onde, pela bacterioscopia, se vizualizam
corpos bacterianos dos quais ndo ha cresei-
mento nos meios de cultura habituals, ou
onde sic vistas “imagens” semelhantes a
bactérias, porém com morfologia tdo alterada
qie nioc permite uma conclusio diagnéstica.
Da mesma forma, estes corpos nfo s&o capa-
zes de se multiplicar nos meios de cultura
de escolha para o diagnéstico bacterioclégico
das meningites.

RIALAB/586

MELLES, C.E.A.; LEE, LML & TAUNAY, A.E. - Search for antibacterial
substances in the spinal fiuid of patients. Rew. Inst. Adolfo Luiz, 44(2):155-158,

1984.

ABSTRACT: A simple procedure for detection of antibacterial subsiances
in the spinal flmid was devised. The aim was disclosing tc which extent antibac-
terizl substances could interfere with the diagnosis of hacterial meningites, Miiller-
-Hinton agar plates were inoculated with Staphylococcus anreus ATCC-£538 P which
is 3 non-penicillinase-producing strain and is sensitive to many antibacterial subs-
tances. A perforated metal mode] received the spinal fluid, the occurance or absence

of growth being noted.

Out of 841 spinal fluid specimens, 38,539, showed presence of antibacterial
sizbstances. In 60,589 of the LCR studied, a haeteria was identified bacteriologically

and/or immunelegically.
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RESUMO: Durante o perfodo compreendide entre 1977 e 1983 foram reali-
zadas 19.284 coproculinras na Secho de Bactericlogia do Instituio Adelfo Luiz. A
positividade foi de 31,869, onde 15889 pertencia a Salmonelln, 12,13% & Esche-
richic celi entercpateginica, entercginvasiva e enteércioxipénica, ¢ 3,839 & Skhigello.
Em 11,07% dos exames positivos foi isolada mais de uma enterobactérin patogénica
em uma mesma amostra, S. fyphimurium e S. agona foram os sorotipos mals
fregitentes, correspondende & 89,959 do total das salmenelas iseoladas. Os sore-
grupos de K. eoli enteropatogénica de malor incidéneia foram 0111 e 0118, Entre
as K. eoli enteroinvasivas, os sorcgrupes mais freglientes foram 028ac, 0124 ¢ 0188,
Mais de 509 das cepas de F. coli enterotoxigénica periencia ao sorogrupo (128,
e as cepas enterctoxigfnicas portadoras dos fatores de ¢olonizagio CFA/I ou
CFA/II correspondiam & aproximadamente 859% do total. Assemslhando-se & inei-
déncia em cuires paises, mais de 959 das cepas de Shigelln pertencia & Shigelle
Fleaneri ¢ 4 Shigelln sonnel. Selmonells, Shigella ¢ H. coli representam, ainda, os
principals agentes etiolégicos em nosso meio. Durante o periodo de um ano nio
fol isplada nenhuma cepa de Yersinia enterocolitica. O izolamento de Campylodbucter
Jejund, nos dois ultimos anos de pesguisa remlizada na Becfo de Bactericoloagia do
Instituto Adolfe Lutz, e os resultados obtidos por diversos autores, em varios
paises, demonstram que sua fregliéncia tem aumentado de maneira significante.

DESCRITORES: bactérias entercpatogénicas, isclamento em fezes: Escherichin
celi; Selmonelle; Shigells; Yersinie enterocolitica; Campylobacter dejumi; fezes,
isolamento de baetérias enteropatogénicas.

INTRODUCAO Na década de 1940, BRAY ! ¢ outros pes-

quisadores demonstraram a importincia da

As gastrenterites constituemn ainda uwma  E. celi na etiologia infecciosa dos processos
das principais causas da mortalidade infantil  diarréicos do recém-nascido, época em gue
nos pafges em desenvolvimento ¥, Salmonetia ¢ Shigellu eram os agentes bacte-

% Realizado na Secis de Bacteriologia do Institute Adolfe Lutz, 8ic Paulo, SP.
% Do Institute Adolfo Lutz.
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rianos de reconhecido poder enteropatogénico.
Atualmente, além dos classicos agentes (4
conhecidog nas décadas anteriores, outros,
como a K. coli enterotoxigénica, E. coli
enteroinvasiva, Yersinie enferocolitica e Cam-
pylobacter jejuni comegam 2 Ser incrimina-
dos como causadores desta infecefio #4142,

A patogenicidade da E. coli enteropato-
génica, entercinvasiva e enterotoxigénica tem
side estudada por varics autoresil 13,19, 2627,
Sabe-se que a K. coli enteroinvasiva age
invadindo a mueosa intestinal de forma muito
semelhante 4 da Shigells. Em relacio 3 X.
coli enterotoxigénica, os principais fatores de
viruléneia sfo as enterotoxinas, causadoras
de desiquilibric hidrossalino, e os fatores de
colonizagdo ¥ % %, SiHo conhecidoz dois tipos
de toxinas, a termoestdivel e a termolébil, gue
sfio codificadas por plasmidios, podendo a
cepa  conteropatogénica produzir aoc mesmo
tempo 2as duas toxinas, ou 2penas uma
delas % 21 Quanto & F. ecli enteropatogénica,
apesar dos vérios estndos realizados ¢ meca-
nismo de sua patogenicidade ainda nioc esta
bem esclarecido.

A inecidéneia de gastrenterite infantil estd
relacionada, via de regra, eom os padrdes
sbeio-econdraicos de uma populagdo X%, ocor-
rendo predeminic de determinados sorogru-
pos ou sorotipos dos diferentes enteropaté-
genos. A semelhanca do que ocorre em outros
paises, isto também oeorre em nosso meio.

No presente trabalho sio relatadas a fre-
giéneia e a distribuicfo, nos varios grupos
etarios, de todas as baetérias enteropatogs-
nicas isoladas no periode de 1977-1983. res-
ponsavels pelos casos suspeitos de gastrente-
rite de pacientes eujas fezes foram encami-
nhadas ac Instituto Adoifo Lutz para exames
de comprovacio do diagnéstico.

MATERIAL E METODOS

No periode compreendido entre 1977-1983,
na Secio de Bacteriologia do Institute Adolfe
Lutz, Sic Paulo, foram realizadas 19.284
coproculturas de pacientes internados em hos-
pitaiz infantis e de moléstias infecciosas, ou
atendidos em centros de sadde do municipio
de S&oc Paulo.

Para o isolamento de E. coli enteropatogé.
nica, Shigello e Scelmonello foi wutilizada a
metodologia ji  descrita por PESS0A et
alit 3. 24,

A pesguisa sistemética para o isolamento
de Y. enterocolitica, iniciada em 19838, foi
feita através do exame de placas de Agar
MacConkey, reincubadas em estufa a 29°C,
por 18-24 horas. Estas placas haviam sido
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anteriormente semeadas e incubadas em
estufa a 37°C, por 18-24 horas* para o
isolamento de F. coli patogénica, Shigella e
Salmonelle, Apés o diagnéstico presuntive,
todas as enterobactérias supostamenie pato-
génicas foram submetidas &s provas biogui-
mieas de confirmacio do género, determina-
¢io da espéeie e do biotipo® 39 sepuindo a
metodologia j& descrita 23,

As enterobactérias patogénicas com iden~
tificacho bicquimica completa foram subme-
tidas a identificacio sorolégica para a defer-
minagao dos seus sorogrupos e sorotipos.

A determinagio dos sorotipes de Sulmeo-
nelleo e Shigelln foi realizada seguindo a
metodologia j& descrita 3. 23,

A identificagio sorologica de K. coli ente-
ropatogénica foi feita através de testes de
aglutinagfo em placas de vidro, utilizando

gquatro  soros polivalenies somaticos, cuja
conIposicac é a gue segue:

o026
Soro polivalente I )3 055
L0127
086
Soro polivalente II J 0111
L 0128
[ 0119
Soro polivalente III 0125
1 0126
‘ 0114
Sore polivalente IV J 0142
L 0188

Para a identificacio dos sorogrupos de &.
colt enteropategénica, foram utilizados sores
especificos, componentes do soro polivalente
que apresentou uma aglutinacio rdpida e
total na amostra em estudo. A confirmacéio
do sorogrupe foi feita pela $écnica de aglu-
tinagio lenta. Em tubos contendo diluicdes
crescentes dos soros somaticos especificos
foi colocado antigeno que consistia da sus-
pensic  bacteriana em solaglo fiziolégiea,
previamente fervida duranie uma hora, em
banho-maria a 100°C. Apés um periodo de
incubacdo de 24 horas, em banho-maria, a
489C, o diagndstico era confirmado, se a
amostra em estudo apresentasse um titulo
;a.ghztinan‘ce préximo ao da cepa-padrio homo-
oga ?.

As amostras de E. coli ndo desecarboxila-
doras da lising 15 30, suspeitas de serem ente-
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roinvasivas, foram submetidas primeiro &
aglutinaciic com sorc Dpolivalente somitico
12,30 g g seguir, com 03 soros especificos:
028zc, 029, 011Zae, 0124, 0138, 0143, 0144,
0152, 0164 e 0167. A confirmacio dos soro-
grupos Tol feita segundo a metodologia (4
descrita para E. coli enteropatogénica. Para-
lelamente & identificacfio sorolégica, foi rea-
lizado o feste de SERENY * para a verifi-
cacio da capacidade invasora da amosira.

A pesquisa de FE. coli enferotoxigénica,
iniciada em 1981, fol feita através do teste
de Dean* para a detecgiic da toxina termo-
1labil metanel solivel (3Ta)? com sores
especificos para a determinacio dos fatores
de colonizaciio CFA/I e CFA/IL

Para o isolamento de Campylobacler sp,
foram utilizadas placas com dgar-sangue ao
qual se adicionou uma mistura de antibié-
ticos %2, A incubacio das placas semeadas foi
feita em estufa a 37°C, por 48 horas, em
condicbes de microaerofilia 18, A pesquisa de
Campylobacter sp. fol iniciada em 1083.

A identificacio de Campylobucter sp. foi
realizada segundo o método de Skirrow 2,
onide testes bioguimieos, de sensibilidade aos
agentes antimicrobianos, e teste de cresci-
mento em diferentes temperaturas foram
utilizados para a diferenciacio das espéeies.

RESULTADOS

As percentagens de pogitividade das copro-
culturas realizadas durante o periode de
1977-1983, e os correspondentes &s entero-
bactérias patogénicas isoladas durante este
periodo estio relacionados na tabela 1.

A relacio dos sorotipos de Selmonella ¢ de
Shigelln, e dos sorogrupos de FE. coli entero.
patogénica encontra-se nas tabelas 2, 3 e 4.

Nas tabelas 5, 6 e 7 temos a distribuicio
dos sorotipos de Selmonelle e de Shigells, e
dos sorogrupos de K. coli enteropatogénica,
nas diferentes faixas etdrias.

A fregiiéneia e a distribuicdo, por faixa
etaria, dos soroprupos de K. coli entercinva-
siva e K. coli enterotoxigénica estio nas
tabelas 8 e 9.

As associagbes de enterobactérias patogé-
nicas, isoladas em 1983 de casos de infecgdes
mistas, ¢ a idade dos pacientes, estd3o na
tabela 10.

Na figura da pigina 175 temos a percenta-
gem anual de positividade de E. coli entero-
patogénica, enteroinvasiva, enterotoxigénica,
de Shigella e de Salmonelln, relative aos

casos  positives dos exames realizados no

perodo de 1977-1688,

DISCUSSA0

Analisando a tabela 1, verificamos que as
percentagens anuais de positividade das
coproculturas, realizadas no periodo de 1977-
1983, variaram de 18,45 a 38,65%, quande
referentes a Salmonello, Shigelle e E. coli,
patogénica.

Verificamos que Salmonella e E. coli pato-
génica contribuiram  respectivamente com
indices de até 19,83 e 16,15% das percenta-
gens anuais de positividade das coprocultu-
ras, sendo que o mais elevade obtido para
Shigelln foi de 4,479%.

Em relagho & E. coli enteropatogénica,
verificamos pela andlise da tabela 4 que os
sovogrupos 0111 e 0119 foram os mais fre-
qlientes, representando 62,587 em todas as
cepas isoladas no periedo de 1877-1982.
Observamos que E. eoli 0119 fornou-se o
sorogrupe prevalente em 1982 e gue, a par-
tir de 1877 j4 aparecia como o segundo soro-
grupo, sendec que durante o periodo 1970-
1976 foi o terceiro scrogrupc mals fregiien-
temente isolado no nosso melo, segundo PES-
SOA et aliv®,

A participa¢io de E. eoli enteroinvasiva
nos processos diarréicos permsaneceu relati-
vamente baixa. Assim, analisando a tabela
1, verificamos que o seu indice malis elevade,
referente a percentagem anual de positivi-
dade das coproculiuras, fol de apenas 0,95%.

Entre os 10 sorogrupos conhecidos de E.
coli enteroinvasiva foram identificados 8§,
perfazendo um total de 85,92¢: das ecepas
isoladas, ¢ 14,08¢: restante néo pertencia a
nenhum destes sorogrupos (tabela 8).

Foram estudadss 160 cepas de E. coli ente-
rotoxigénica produtoras da toxina STa, onde
587 pertencia ao sorogrupo 0128, 29 ao
063, e 409, a sorogrupos ainda ndo determi-
nados {tabels 9). Cepas de F. coli enteroio-
xigénica, que produziam fatores de eoloniza-
¢do CFA/I ou CF¥FA/II, corresponderam a
359 das amostras, o que estd de acordo com
os dados de THOMAS et olii %,

Segundo os relatos da Organizacho Mun-
dial da Sadde, os sorogrupes de Shigella
predominantes em diferentes paises sio Shi-
gelle flexneri e Shigella sommei ¥, Da mesma
maneira, observamos que 95,13% de todas
as cepas iscladas pertenciam & Shigells flex-
neri {66,04%) e A Shigelln sonnei (2908%),
sendo Shigella flexneri 2 e Shigelle sonnei
os sorotipos prevalentes em nosso meio (ta-
bela 3).
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Em relagio & Salmonelln, um dos princi-
pais agentes da gastrenterite, foram identi-
ficadas neste septenio 3.064 cepas perten-
centes a 37 sorotipos.

8. typhimwrivm permaneee como o sorotipo
mais fregiiente, seguido de S .agona, estando
de acordo com os dados obtides por CAL-
ZADA et alii®, guando relatam a ascensio
de S8, agona e o predominie de 8. typhimu-
rium em diferentes materiais de origem huma-
na, no periodo compreendido entre 1997-1982.
Neste trabalho, BS,959% das cepas de Salme-
nelle pertencia aes sorotipos 8. tyhimurium
(68,08%) e S. apona {(21,87%) (tabela 2).

Trabalho realizado por PESSOA et alil®
mostra que aproximadamente 809 das
cepas de S. fyphimurium, isoladas de fezes
no periodo de 1977-1982, hidrolizava o
ONPG  (orto-nitrofenil-g-D-piranosideo), po-
dendo ser consideradas como fermentadoras
tardias da lactose, pois o seu comportamento
era de ndp-fermentadoras deste carboidrato
nos meios de isolamento.

J4 com relaciio &s cepas de S. typhimu-
Fium, isoladas em 1983, verificamos que cerca
de 909 delaz sfo capazes de fermentar a
lactose entre o 82 e o 8° dia de incuba-
¢io, demonstrando que a varianie fermen~
tadora tardia da lactose de S, typhumurium
continua a predominar.

Quande foi isolada mais de uma eniero-
bactéria patogdnica de uma mesma amostra,
a associacio mais fregilente fol de 5. typhi-
muriwm  mais E. coli 0111 (tabela 10).
Este achade, cuja incidénciz maior estd na
faixa etiriz de 0-6 meses, corresponde #
11,077 {28 associagtes) dos exames positivos
realizados em 1883, assemelhando-se aos
resultados relativos ao sexiénic 1977-1982,
onde a incidéncia das infeccdes multiplas fol
de 10.82¢% (PESSOA ef alii®),

Embora as gastrenterites por Yersinio
enterseolitien sejam fregilentemente relatadas
em diverses palses+l, em nosso meioc o seu
isolamento tem-se constituido em evenios
muito raros® 1725, 2.3, Em Belém do Pars,
LOUREIRO et alit1?, anslisando a prevalén-
cia de enteropatébgencs em 281 criangas com
diarréin aguda, encontraram apenas uma
cepa de Yerginio enlerccolitica V. Em pes-
quisa realizada em S#c Paulo por SILVA#
quando examinou 524 amostras de fezes, nio
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foi isoladas nenhuma eepa desta enterobac-
téria,

Devide as dificuldades no emprego de
meios seletivos e ao longo periodo exigido
peio crio-enriguecimento a 49C, a tentativa
do isolamento de Yersinia enterocolitica foi
feita somenie por semeadura direta, nie
tendo sido isolada nenhuma cepa.

Com relacio & Campylobacter, diferentes
autores 10 41 tém relatado que & Incidénela
varia de 5 a 149 nos individuos eom diar-
réia, ¢ é menos de 1% em portadores assin-
tomdticos. Em 8&c Paulo, FERNANDEZS®
obteve uma percentagem de izsolamento de
T4% de ecasos diarréicos, 6,99 de casos nor-
mais, e 11,99 de casos com diarréia erdnica.
Em 1883, no Instituto Adolfo Lutz, somenie
3¢ das coproculiuras realizadas foram posi-
tivas para Campylobacter jejuni, correspon-
dendo a aproximadamente 109 dos exames
positivos para bactérias entercpategénicas,

Dados anteriores obtides em laboratério
mestram gue o problema das entercbactérias
patogénicas vem sendo abordade desde 1951
até 3 presente data 1821 2223 24,3536, 37, Com-
parando oz resuitados destes diferentes perio-
dos # 2L 2 torna-se evidente gue houve wms
modificagic na fregiiéneia das  diferentes
enterobactérias patogénicas e de seus soro-
grupos ou sorotipos, como também com rela-
cao & faixa staria. E importante ressaltar o
encrime problema representado pela 8. typhi-
murinm  gue aparece como o enteropatégenc
mals fregliente nos #Altimos anos, em todas
as faixas etdrias, fato este ji4 assinalado

em trabathos anteriores neste Instituto
20, 21, 23

Quanto as variagies na incidéncia dos soro-
grupos ou sorotipos de entercobactérias, cabe
agsinalar que com relacfo & Shigella verifi-
cou-ge uma sensivel mudanca, poiz esta bac-
téria, antes bastante fregilente no nosso
meic (TAUNAY et alii 54 38}, deixou de ser o
principal agente das gasfrenterites.

Estes dados mostram que trabaihos desta
natureza sfo de interesse para avaliar a
situacio epidemiologica das gastrenterites
causadas por bactérias patogénicas em nosso
meio e, eventualmente, permibir medidas pro-
filaticas, no época em que ji se estuda a
possibilidade - de utilizar a vacinagio na
prevencio destas infecedes.
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Niomero e percentagem gnusl de positividade de coproculturss reglizadas no Institute Adelfo Lutz, Sdo FPoule,

TABELA 1

#no seplénic 1977-1883, e entercbactérias isclades

Coprecilturas realizadas

Entierobactérias patogénicas

B, eoli E. coli E. eoli
Positivas enteropatogénica entercinvasiva enterotexigénica Shigella sp. Salmonelle sp.
Ano N.°
NT de N de NF de N.° de N.° de
N.o Y cepas % cepas % cepas % cepas G cepas T
T e e T e e s
1097 5.2486 1R 356,65 658 12,54 4 6,08 25 0,48 197 3,76 086 1880
1978 3.507 1.038 25,60 374 10,66 3 0,09 15 0,43 151 4,33 495 14,11
I

1979 2.841 891 38,06 361 15,42 1: 0,47 6 0,%6 jeid 4,33 414 17,68
1950 2.794 1.080 38,65 266 13,16 25 0,89 10 0,36 125 £,47 554 19,83
1981 2.4681 751 28,00 214 7,58 13 0,48 13 4,48 1067 3,99 404 15,07
1982 1.344 258 18,20 30 6,70 2 0,15 12 680 32 2,38 122 9,08
1088 1.871 253 18,45 14 758 i3 0,95 18 1,38 28 2,04 89 6,49
Total e
percen-
tagem 19.284 6,141 31,85 2.167 131,24 71 2,87 160 4,52 T30 3,83 3. 064 15,89
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TABELA 2

Distribuigio anual e percentagem dos principais soretipos de Salmonella isolades de coproculturas reglizades wno periods
de 1977-1888 ne Institute Adelfo Lutz, Sdo Paulo

1979 1978 1579 1980 1981 1982 1983 Total
Sorotipos N2 ) No 7 Ne S N.*e Y nNe Yy Ne Yo Ne . N.e Yo
cepas cepas cepas cepas cepas cepas cepas cepas

S, typhimurium 853 8,51 108 81,41 235 56,76 1 271 48,92 3;3 50,25 76 62,36 45 50,66 | 2.088 48,08
S, agona 5b 5,68 41 . 5,28 133 32,12 244 44,05 155 33,37 12 15,67 28 25,84 678 21,87
5. infantis i3 132 9 1,82 [ 1,45 3 0,54 10 2,47 8 6,66 9 10,11 58 1,59
K. typhi 13 1,32 4 0,31 14 8,98 T 1,26 6 1,49 1 0,82 — 0,0¢ 45 1,47
5. anatum 19 1,93 1 2,22 1 0,24 1 0,18 - 0,08 - 0,00 e 0,00 32 1,05
8. derby . 0,08 3 0,61 g 183 17 5,07 - 1 0,25 — 000 e 0,00 20 0,95
8T 4,12 — 1 — 3 0,36 - 0,08 1 0,24 2 0,38 1 13 3,22 1 0,82 1 1,12 21 0,59
- 4 Lo,

2. panama 1 010 8 1,21 g 0,49 1 0,18 3 674 1 0,82 B 0,00 14 0 A8
S, newport m“.';w 0,51 —_— 4,00 4 0,49 2 0,54 —; OAQM ww 5,04 H 1,12 13 0,42
Cutros sorotipos m;;m 2,43 18 3,64 12 2,50 B 0,90 ;_ 2,72 16 13,11 10 11,25 98 5,13
Total e percentagem 986 160,60 495 100,60 414 100,50 B4 100,00 404 104,00 122 104,00 &9 100,60 3.064 190,00

{ww) == Horotipos ndo enconirados.
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TABELA 3

Nimero e pergentogem anuel dos seretipes de Shigella isolodes me periodo 1977-1982
no Institute Adelfo Lutz, Sdo Paule

1997 1978 1979 1986 1981 1982 1983 Total
Soretipos

N.° T nNo o N»e Yo No Yo N»e Yo Ne o Ne o Neo T

cepas cepas cepas cepas cepas cepas cepas cepas
Shigells dysenteriae 2 15 761 [ 8,97 4 4,04 1 0,80 2 1,87 —_— 6,00 —_ 0,00 28 23,79
Shigelle dysenterice 9 i 4,51 e 0,08 — 0,00 0,00 — 0,00 —_— 0,00 — 0,00 i 3,13
Shigelle flexneri 1 21 10,66 12 7,95 I 1,01 H 0,80 4 841 1 3,12 - 0,00 45 £,09
Shigells flezneri 2 66 | 3350 68 | 4503 20 | 2020 26 | 20,80 23 | 21,50 11| 3437 10 | 85,71 224 | 3031
Shigelle flexneri 3 25 12,68 11 729 14 14,14 30 24,00 12 11,22 2 6,25 1 3,57 95 12,86
Shigelle flexnmeri 4 15 761 2 1,32 15 15,15 18 12,80 9 841 [ 18,75 3 16,72 66 8,93
Shigelle flexneri b 1 0,51 - 0,00 — 0,00 2 1,60 — 0,00 —_— 0,00 —_ 0,00 3 0,41
Shigella flexneri § 9 4,57 16 10,64 12 12,12 10 8,00 5 4,67 1 3,13 2 714 55 7,44
Shigelle boydil 5 1 0,61 — 0,08 2 2,02 —_ 0,06 —— 0,09 _ 0,00 — 0,00 3 0,41
Shigelln boydii 9 _— 0,60 0,00 - 0,00 1 0,80 - 0,00 - ©,00 — 0,00 1 8,13
Shigells boypdii 10 3 1,02 e 3,00 — 0,00 - 0,00 . 0,00 e 6,00 e 0,04 3 041
Shigelln sonnei 40 20,31 36 23,84 3t 31,32 38 30,40 47 43,92 11 834,37 12 42,86 215 29,09
Total e percentagem 197 | 160,00 151 180,00 99 180,00 125 |108,00 187 108,00 32 ;100,08 28 116060 739 106,60
{(—3 == Borotipos nio enconirados.

$EET QLT-TOTI ()Y TNy ofjopy 1w} ceey O[RE]

owg ‘230 OFIOPY ©IN3nsuU] op wiBojoaloewg op ovdag ¥U ESEI-LL6T opopred o djumInND SBWPRIVLL

VA'D 'VOSSHEd ¥ MU 'VEVH

SWHYN CVS CSEANVNEEL NS CEWEN L0 CVAVEIVO YOIV O'SYIA CF O'ONVY UM O'ONINI

swamynaoddor @p seojuafojvdodsjus SULIPIOBRQ AP  OJUSMIL[OS] -~



891

Nimero e percentagem dos sorogrupos de K. coli enteropatogénica isolados de coproculturce
no periodo 1577-1883, no Instituto Adolfe Lutz, Sdo Paule

TABELA 4

1977 1978 1979 1980 1981 1982 1983 Total
Serogrupos

NeO G Neo S Npe S NS G N.e Y Np e Np G Ne To

cepas cepas cepas cepas cepas cepas cepas cepas
E. eolt 0111 296 44,98 158 42,24 15¢ 41,55 172 46,99 114 58,27 27 36,00 30 28,85 247 43,70
E. coli 6119 98 14,59 51 13,64 T2 19,94 T4 20,22 46 21,49 40 44,44 23 R7.8% 408 18,83
E. coli 988 74 11,25 62 16,58 43 11,91 36 9,84 23 18,75 4 4,44 4 3,85 245 11,35
E. coli 055 7% 11,55 29 7,75 27 7,48 45 12,29 — 2,00 2 2,22 iz 11,54 151 8,83
E. colt 0125 40 6,48 30 8,02 12 3,32 8 2,18 8 3,74 2 2,22 10 251 11¢ 5,08
. coli 0128 33 5,01 i9 5,08 22 6,10 10 2,73 - 0,60 3 3,34 4 3,85 91 4,20
E. coli 026 éé 2,13 12 3,21 22 6,10 7 1,71 i2 5,61 B 5,66 i 5,77 78 3,68
E. coli 0127 14 2,18 12 3,21 ] 2,49 8 2,19 [ 2.80 6 6,67 7 6,73 62 2,86
E. eoli 0126 15 2,28 1 027 4 1,11 [ 1,64 B 2,34 1 1,11 0,08 32 148
E. coli 6142 [ B B (o3 €0y (...3] ¢..0) ...y |0 [ T I G (... i{...) 2 1,92 2 0,09
Tetal ¢ percentagem 658 100,00 374 104,80 361 106,00 366 100,00 214 100,00 S0 102,60 164 100,00 2.167 100,00
{...) = Nie pesquisada.
{~—} == Sorotipogs ndo encontrsdos.
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Digtrituigdo por fuize etdrie de sorctipes de Sslmonella dsclodos de soproculiuvas ne periodo I977.1883, ne Instituto Adolfe Lutz, Sdo Paule

TABELA B

Faixs etdria G- 3 3-8 6 i 12 1 i35 5 ] 1¢ i — 15 15 — 20 20— 30 30 — 40 > 40 Percen-
Sorotipo meses meses Mesos anos AROK anos e YT anos anos anos BL* Total tagem
S, typhimurium 617 684 422 87 18 5 i i8 B # 9 2086 88,08
5. apona 184 251 134 45 2 - 2 ] I 3 31 670 21,87
3. infantis ki 14 12 12 s — — 4 1 3 5 a8 1,89
8. typhi 1 — 2 i) G § 3 3 4 6 1 45 147
5. anatum & H 4 3 — b1 H b4 & 2 § 32 1,056
5. derby 18 G 2 4 s 1 ot - 1 — 29 3,55
8L 4120 — & 5 32 2 1 1 — — - — 21 0,69
3. panamae —_ 4 2 1 H — ks 1 2 B 14 0,46
8. newport 2 z B z — e i — 1 13 0,48
3. minnesota 3 5 H 1 — _ e b 2 0,30
8. bredeney — 2 1 1 1 - _— i ) 2 ¢,26
S, inguida . 1 1 - H % H H 2 0,28
&1 46,1200 ¢ — e 3 e — 1 e - & 0,20
8. dublin -4 e H - e o — - H 5 017
8,187 - 1 — o o 1 — e — —_ 2 — H 4 0,12
5. oranienburg — 1 R — 2 — e - e 1 4 6,13
811,412t 0 5 — 2 — 2 — — —_ — —_ 1 0,13
5. muenchen s i — 1 - H e e 3 0,10
8. anteritidia een - 3 e e e o 3 10
S. bovismorbificans 1 —_— oo e s - - o 3 G20
5. saintpaunl 1 2 . — — — e s 3 L1
8. oslo e - P — 1 e 1 2 6,97
S, dnfaxtis G144 E -— - e — — b4 u 007
§. Heohficld 1 — 1 — - — - — - 2 607
5. regding e e -— — e s - 1 1 A.03
S, peans i e - e - i 9,08
S 19,320 1 e s — - — E — H 1 008
8. gerre ~ s - 3 — - 1 9,63
3. coeln T - B e e - ~ i 0,63
5. newington - —_ i e - - - e = 1 0,03
S, makise —_ - —— H - - - — e 1 3,04
SOOI B e 1o - 1 — j— e s e — - 1 o038
8. Heingstone e — —_ - - S e e 1 ] 0,65
S, madeliz e s — o — 1 e - H 0,02
8. san-diege - 1 — — e — H 2,03
5. heidelborg £ o b - — 1 0,08
3. thompson - — - L B N B - 1 008
5. glostrup - - 1 -— - B - - 1 2,03
BoE B o 1 e - - - - —— — - - - 1 1 0,03
&, miemi 1 - - - — 1 0,08
801 938 - 1 15 - 1 - - e 1 003
8. T 412: b 1 — - - - - 1 1 9,03
167 — 15 1 on - 5 083
8. brandenbury e I B e — H - t 0,038
S 4T sofin A - 1 - e - t 2,068
5. londor H - - - e 1 9,08
8. senflenbery 1 - - e - 1 0,83
Salmonelin sp, ragoss 2 3 1 i - . — - - 7 0,93
Total 861 984 602 a7 39 1% 19 45 28 %0 188 3064 106,80
Percentagem 28,16 32,12 14,65 894 1,27 0,62 9,62 147 4,91 0,88 5,38 100,90
* 91 2 Sem idade determinada. {— == Sorotipes nio encontrados.
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TABELA 6
Distribuigie por faize etdrie dos soretipos de Shigella isoladss de coproculturas no periode 1977-1888, no lIustituto Adslfo Lutz, Sdo Paulo

Faixa etdria 0-—f3 83— 6 6-— 12 HES ] 5 10 10— 16] 15— 20§ 20— 30| 30 -} 40 > 40 Percen-

Sorotipo meses meses meses anos anos anos anos anos anos anos 8L Teotal tagem
A2 4 1 - 9 2 e 1 2 2 6 1 28 3,19
AP 1 — . e — . — — — — — 1 0,18
Bl 2 g 9 8 6 — 1 4 3 i 2 45 6,09
B2 28 44 41 48 11 [ 7 14 T 12 [ 224 30,21
B3 15 24 36 13 3 1 2 9 2 3 2 95 12,38
B4 7 15 i2 18 5 . —_ 4 4 - H 86 8,93
B5 — 2 1 - — — — — - - 3 0,41
B 15 8 [ 15 1 1 1 2 5 1 2 55 744
Cs — — — 1 2 — — — - — 3 0,41
co — — — 1 — —_ —_ — — 1 0,13
C10 1 — 1 — — e . 1 — — 3 0,41
D 27 26 26 81 13 3 4 8 3 8 16 215 29,09
Total 100 127 112 199 43 11 18 45 27 31 30 759 100,60
Percentagem 13,53 19,18 15,18 26,93 5,82 1,49 2,16 5,82 3,65 419 106 100,00

*SE =~ Sem idade deierminada.

Sorotipes ndo engontrados.
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TABELA 7

Distribuigdo por faixa etdrie dos soregrupos de Escherichia coli enteropalogénice isoludos se

coproculturas ne perfode 1977-198%, ne Instituie Adelfo Luiz, Sdo Paulo

\ Faixa etéria 03 3--16 6 -] 12 15 5— 10 > 10 Percen-
Sorogrupo meses meses meses anos anes anes 81t Total tagem
E. coli 0111 350 324 148 80 e 6 as 947 43,70
E. coli 0119 1% 162 73 37 3 1 15 £08 18,83
E. coli 086 168 67 33 30 2 2 4 246 11,35
E. coli 055 81 £2 37 22 1 1 ki 191 8,81
E. coli 4125 30 32 27 17 1 — 3 119 5,08
E. coli 4128 17 11 11 28 3 6 16 a1 4,20
E. coli 026 14 16 24 16 8 - 2 78 3,60
E. celi 0127 g 8 15 29 2 2 8 62 2,86
E. coli 0126 2 i T 19 i 4 1 32 148
E. coli 5142 -- —_ - 2 — - 2 6,09
Total 188 649 375 282 19 22 92 2.167 100,00
Percentagem 36,36 28,16 17,30 12,08 0,28 1,02 4,25 100,00

*8I = Bem idade determinada.

(-3} = Sorogrupos niop encontrades,
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TABELA 8

Digtribuicde por faiva efdrie dos seregrupos de E. coll enteroinvesive igselades de coproculturas wo periodo 1977-19%8, no Institute Adolfo Lutz, Sdo Puaulo

Faixa etdria | 0-- 8 3-— 6 §-— 12 1—45 5-— 10| 10 —{1By 15—§20] 20— 30 30— 40 > 40 Percen.
Sorogrupo meses meses meses ancs alos anocs anos anos anos anes s8I Total tagein
FE. coli §28 ac 1 4 1 8 S I e - 2 1 — 20 28,17
E. coli 0124 [ e 5 3 - i 1 1 — — 11 15,49
E.eeli 8136 - - 2 e 2 1 e 1 1 1 — — 8 11 27
E, coli 0152 o — — 2 2 1 1 e — b e I i 9,86
. coli 020 e S 2 e e —m — o 1 e 6 8,45
E. coli 0143 o —— e 2 1 = 1 1 — e s 53 704
F. oeoli (144 o — — e - 1 o 1 e 2 2,82
. coli 0387 o - e 2 e e - —_ e o —_ 2 2,82
£, eoli enteroinvasiva** 1 - 1 3 1 2 1 — 1 — 16 14,08
Total 2 9 1 24 13 2 6 5 4 4 1 71 100,00
Percentagem 2,82 12,68 141 33,80 18,31 2,82 8,45 7,04 5,63 5,63 1,41 100,00
*8I = Sem idade determinada.
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Soregrupo nioe determinade,

Sorotipos ndo encontrades.
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TABELA 9

Distribuicio por foiza etdric dos sorsgrupes de E. coli enteroinvesive isclodes de coproculfuras no periodo 1977-1983, ne Instituio Adelfe Lutz, SGo Paulo

Haixa etdria | 60— 3 3-8 6 —| 12 145 5-—| 16 | 10— 15 | 15|20 | 20 —| 30| 30— 40 = 40 Percen~
Sorogrupes meses meses meses anoes &NOS anes anes anos anos anocs B Total | tagem
E. epli 0128 ST+ 24 16 9 4 2 . e e —e — 3 58 58
E. coli 063 ST+ 1 1 e - — —_— e — | e . 2 2
E. coli **8T+ 17 4 5 12 — — H e e e i 40 40
Total 42 21 14 16 2 - 1 — — — 4 1060 100
Percentagem 42 21 14 16 2 o i e o — 4 106
* 8l = Sem idade deferminada.
** -~ Sorpgrupo nioc determinado.
{—3 == Soregrupos nio encontrados.
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IRINO, K.; KANO, E.; PIAS, AM.G,; CALZADA, C.7.; NEME, 8.N.; FERNANDES, §.A.; NAKA.
HARA, LK. & PESS0A, GV.A. — Isolamento de bactérias enteropatogénicas de coproculturas
realizadas durarte o periodo 1977-1885 na Secfo de Bacteriologia do Instituteo Adolfo Lutz, Sie

Paulo. Rev.

Inst. Adolfe Luifz, 44(2):181-178, 1884,

TABELA 10

Associagdes de enferobactérias potogéwicns identificadus em casos de InfecyGes mistas,
durante o ano de 1988, no Institule Adolfo Lutz, 8Ge Peule™

Aassociagtes de cnfercobactérias

Idade dos pacientes

S. typhimurium & E. esli 0111

E. ¢oli 086 1 mis
S. typhimurium + E. coli 6111 i més
S. typhimurium + B, coli 6111 17 dias
8. typhimurium -+ E. coli 0111 2 meses
S, typhimurium e E. eolt 0111 4 meses
8. typhimurium g E. coli 0119 6 meses
S. typhimurium -+ E. coli 01319 1 més
S. typhimurium + E. coli 0125 § meses
S. typhimurium + Shigelle flexzneri 2 § meses
8. typhimurium + Skigelin flexneri 2 8 meses
S. typhimurium + Shigelln sonnei 5 meses
S. tuphimurium e S. agona 4 meses
8. agena + B, eoli 0119 RIN{*+*)
S. agona + E. eoli 81T+00 3 meses
S. infantis + E. coli 0128 8T+ 18 dias
S. infantis + E. eoli G119 3 meses
S. infantis - E. coli 8T+ 53 Lot
8. minnesoia -+ E. coli ST+ 3 meses
S. saintpoul - E. ecoli 0127 5 meses
8. ingenda e Shigella flexneri 4 7 anos
Shigella sonned - E, coli 8T+ 2 anos
Shigelln flexneri 4 + E. coli 0128 ST—0*% 2 anes
Shigelle flexneri 2 + E. eoli (0119 25 dias
Shigelle flexneri & + E. eoli 0125 2 meses
E. coli 0131 + E. coli 0112 12 dias
E. coli 655 + E. coli 0125 16 dias
E. coli 0119 + B, eoli 026 6 meses
E, voli 28ac -+ B, coli 0124 1 ano

Az tabelas correspondentes i ocorrdncia de assoclacdes de irnfecces do pericdoe 1887-1987 estio
publicadas em artige anterior??,
48 ST+ = Enterstoxing termoestivel positiva,
s BT = Enterotoxina termoestidvel nepativa.

4xt RN = Recém-nascido.
(hexesr Q7 = Sem idade determinada.
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FIGURA -~ Percentagem anual de cepas de Sabmonells, Shigelln sp. e Escherichin coli enteropatogénica, enteroinvasiva e enterotoxigénica
isoladas das amostras positivas de copreculturas realizadas durante o perfods 1977-1983, no Instituto Adolfo Luiz, S#e Paulo.
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IRINO, K.; KANO, E; DIAS, A MG CALZADA, C.T.; NEME, 8.N.; FERNAN-
DES, 8.A; NAKAHARA, LXK, & PESS0A, G.V.A. — Isolatlon of enteropatho-
genie bacteria from feces ecollected between 1977 and 1983 in Sie Paule,
Brazil. Rev. Inst, Adolfo Lutz, 44(8):161.178, 1984,

ABSTRACT: A study is made of the 18,284 bacterial cultures of stoels which
were conducted at the Central Public Health Laboratory of the Staie of Sioc Paulo,
Brazil, between 1877 and 1983. The positive specimens amounted 31.85¢; and were
compesed of 15.809% containing Salmenellns sp., 12.13% with the classic enteropathe-
genie, entercinvasive, enterofoxigenic Fscherichia coli, and 2.83¢9: with Shigelle sp.
In 11.07% of the positive specimens, more than one enteropathogenic bacteria
were isolated. Of the specimens yielding Scimonells sp., 88859, corresponded to
S, typlimurium or S. ggons, The more frequent serotypes of the classic entero-
pathogenic E. coli were 0111 and 011%. Among the enteroinvasive E. coli, the most
fraquent serotypes were {28ac, 0124 and 06158, More than 509 of the enieroto-
xigenic E. eoli helonged to serotype 0128 and about 85% of all toxigenic isolates
had the colonization facter CFA/I or CFA/II, Similarly to what has been found
in other countries, more than 95% of Shigells strains belonged to . flewneri and
8. sonnei, Salmonella, Shigella and E. ¢oli are the most frequent agenis of gasiro-
enteritis in S#Ho Paulo. The longest interval without isolation of Yersinio ewtero-
colice was one vear while Campylobgeter jejuni was isolated in 1882 and ID83.

DESCRIPTORS: feces, content of enteropathogenic bacteris; enteropathogenie
bacteria, isolation from feces; Salmonelle sp.; Kscherichia coli; Shigella sp.; Yersinia

enterseolitica; Campylobacter jejund.
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ISHIDA, MA.; SAKAXIBARA, S & YOKOTA, Y. — Anticorpes neutralizantes
para adenovirus tipos 1 a 7 em habitantes da cidade de Sio Paulo, Brasil, em
1882. Rewv. [ust. Adolfo Luiz, 44(2):179-183, 1984,

RESUMOQO: PForam pesguisados anticorpes mneutralizantes para adenovirus
tipes 1 a 7, em 180 sores de 180 individuos residentss na cidade de S&¢ Pauln,
de diferentes grupos etdrics, colhides em fevereiro de 1982, Os resultados mos-
traram que 53,39 dos deadores possuiam anticorpos para os tipes i, 2, 3 e 5;
88,9% a 1009 de individuos, com mais de 5 anes de idade, finham anticorpos para
adenovirug tipes 1 e 2. Quanto ao tipo 3 e 5§, wverificou-se elevagho gradual,
grupe & grupo, com percentagem um pouce menor que a dos iipos I e 2; porém,
71,9% a 92,89 dog individuos acima de 20 anos, possuiam anticorpos para os tipes
3 e 5, Em relagde aos tipos 4 e 6, nas faixas etirias aeima de § anes, a média
foi de 509, e, para o tipo 7, aproximadamentie de 289%. Foi verificado que 409
das eriangas do grupe eldrio de 0 a 4 anos, nfic possuiam anticorpos para os 7

tipos de adenovirus estudados, e quoe 72,89 dos individuos acima de 10 anos
pogsuiam anfticorpos para 4-8 tipos diferentes de adenovirus.

DESCRITORES:
teste de neutraliza¢ho.

adenovirus, infecghe humana; anticorpes para adenovirus,

INTRODUCAO

Row ef alii, em 1953, isolaram pela pri-
meira vez o adenovirus, a partir de cultura
de tecidos de adendéides humanas. S&o conhe-
ridos mais de 25 adenovirus, antigenicamente
distintos, de origem humana?,

Os adenovirus apresentam varics quadros
clinicos 3. 5. % e afetam o trato respiratdrio,
as conjuntivas oculares, ou o trate gastrintes-
tinal,

De 1960 & 1880, estudos realizades ne Bra-
sil 2, Estados UnidosT & 3, Japho® 16 11,13 ¢
Taiwan 12 mostraram que as taxas de anti-
corpos neutralizantes para diferenfes tipos
de adenovirus variam econforme a idade, popu-
lagio e drea geografica estudada.

O objetivo deste trabalho foi determinar
anticorpos neuiralizantes para 7 diferentes
fipos de adenovirus, assim eomo estudar o
comportamento imunolégico de habitantes da
cidade de B&c Pauls, em relacio a estes
adenovirus,

MATERIAL E METODCS

Sores humonos

Foram utilizados 180 sores de 180 indivi-
duos residentes na cidade de S&c Paulo,
pertencentes a diferentes faixas etarias, esco-
thidos aleatoriamente dentre pessoas que
procuraram o Instituto Adolfo Lutz pava a
realizacio de exames laboratoriais outros,

t  Realizado no Institute de Satde Pablica e Meio Ambiente, Provincia de Shiga, Japio. Apre-
sentado neo 578 Congresse da Sociedade Japonesa de Doencas Infecciosas, Osaka, Japdo, 1983

** Da Seglio de Virus Respiratérios do Institute Adelfo Lutz, Sie Paule, 8P.
*+% Do Instituto de Satide Ptiblica e Meio Ambiente da Provincia de Shiga, Japao.
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em fevereire de 1982, As amostras foram
colhidas na Sec¢fo de Colheita de Material
deste Instituto e enviadas ao Instituto de
Sande Publica ¢ Meio Ambiente da Provin-
cia de Shiga, Japdo, para serem estudadas.

TABELA

Distribuiedo das amostres de sore, segundo
grupos etdrics

N& de amostras Grupos etdrios
(anos)
15 0 — 4
11 5 —
25 10 — 19
28 20 — 29
26 39 — 39
25 46— 48
32 50 — 53
18 = 86
180 -

Culturas de célulos

Foram utilizadas culturas de células Hela,
cedidas pelo Dr. Tokuda, do Hospital Cen-
tral de Kurashiki, Provinciz de Okayama,
dapéo.

Meios de cultura

Foi wutilizado o meio Eagle comercial
(F900 NBSj, da Nissai®, na proporgéc de
0,94 g para 100 m! de A4gus destilada, a0
qual foi adicionado 1g de ghitamina. Como
meio de crescimento das céluias em micro-
placas ¢ em garrafinhas de 260 ml foi uti-
lizado ¢ meio Bagle ao gual fol adicionado
107 de sore fetal bovino. Como meio de
manutencio das céjulas em microplacas, foi
utilizado o meio Eagle, suplementado com 1%
de soro fetal bovino, No meio de manutencdo
em garrafinhas foram utilizados 2¢% de soro
de vitelo.

Aniigenos

Foram utilizados protétipes de adenovirus
(ADV) tipes 1 a 7, gentilmente cedide pelo
Dr. Takao Yoshii do Instituto Nacional de
Saude de Tokio, Japao. Os protdtipos de ADV
usados foram: tipo 1, adencid 71; tipo 2,
adenoid 6; tipo 8, G.B.; tipo 4, R 167; tipo
5, adenoid 75; tipo 8, tensil 9% e tipe 7,
Gomen 2.

Titulacdo

O antigeno foi produzide em garrafinhas
de células HeLa. A titulacio do antigenc foi
realizada nestas mesmas células, em micro-
placas com fundo chato. Foram feitas dilui-
ghes em série a partir de 1:4 até 1:8.182.
Foi considerado como 1 U de virus em 0,050
mi a citima diluicdo que, no 3.2 dia demons-
trou efeilo citopdtico (+++ ou ++++ plus).
O titulo utilizade na reacio foi de 2 unida-
des de virus/0,025 mi.

Reugdo de neutralizacdo

A reagio de neutralizacdo foi realizada
em microplacas de tranferéncia em U e aco-
pladas em microplacas de fundc chatot,

As amostrag de soro foram diluidas a 1:4
comt meio Eagle, sem soro, e inativadas a
56°C, por 30 minutos.

Em cada orificio da placa de transferén-
cia foram eolocados 0,025 ml de soro diluide
a 1:4 e 0,025 mi de antigeno dilaido {(2Y1/
0,625 ml). A mistura sorc-antigeno foi
incubada, em estufa de CO,, a 25°C por 1
hora. Apés este tempo, o conteddo de cada
orificio da placa de transferéneia foi ino-
culado, por justaposigho e capilaridade, nos
respectivos orificios das microplacas com
fundo chate, contendo culturas de eélulus.
Ag microplacas com culturas de células Hela
foram preparadas com 3 dias de antecedén-
cia e, no dia da inoculacdo, o meio foi tro-
eado pelo melo Bagle com 1% de soro fetal
bovino.

As microplacas foram inecubadas a 37°C
em estufa de CO,, e as leituras foram rea-
lizadas diariamente. Fol feite simultanea-
mente o controle do.soro na dilnigie de 1:4
e a retitulagio paralela do virus. O titulo
neutralizante do soro foi definido eomo a
diluigho soro que inibiu ¢ efeite citopatico
de 2 unidades de virus/0,025 m! em 3 dias.

RESULTADOS

A percenfagen: de scros positivos no
grupoe etirio de 0 a 4 anos, tanto para ade-
novirus tipe 1 como para o tipo 2, fol de
33,29 e, nos grupos etarios aeima Je 5 anos,
apresentou uma variagio de 88,9 a 1004,
A percentagem de soros positives tanto para
adenovirus tipe 3 como para o tipo 5, foi
de 209% no grupo etdrio de 0 a 4 anos, e
em individues acima de 29 anos, houve uma
variacio de 71,9 a 92,8%. Quanto aos ade-
novirus %ipos 4, 6 e 7, no grupo etirio de
6 a 4 anos, as percentagens foram de 13,3
8,7 e 6,7 respectivamente. Fol verificada
nitida elevacic da percentagem de soros
positivos em individuos do grupe etéric de
20 a 29 anos (78,6%) para adenovirus tipo

*  Nissui Seiyaku Co. Ltd, Poshima-ku, Tokyo, Japan.
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4 ¢, em individuos no grupo etdric de 30
a2 39 anos (76,8%}, para adencvirus tipo 6.
As percentagens de soros posiltivos para ade-
novirus $ipo 7 variaram entre 8,7 e 36,49
{(fig. 1).

No grupo etdric de 0 a 4 anogs, 40% das
c¢riancas demonstraram nac possuir anticor-
pos para qualquer dos tipos de adenovirus

estudados. No grupo etdrio de 5 a 9 anog
todos os individuos apresentaram anticorpos
para mais de um tipo de ADV e, nos indi-
viduos acima de 10 anos, observou-se que
72,8% possuiam anticorpos para 4 a 6 tipes
diferentes de ADV. Além disso, verificou-se
que 3,99 de individuos possuiam anticorpos
para todos os tipes de ADV (fig. 2}.

G

80 H H

PORCENTAGEM DE SOROS POSITIVOS
o
(]
i
f
H
H
T
i

. - - by
40 - - L
20 ( — — - o
i ( 1 [
faixa | TO2ORTRE  voZERERE wo2TRERR M?“-'ﬁ;_‘%?ﬂ% e 2L5ER8 7?9$$$$% T
sTAma |00 C8RER4  ow2RR284  owSRR¥EA  ©e2882RA  2wSSRER4 owQ2RFERA o
TIP0A TF
ADENGVIRUS f 2 3 4 5 & !
FIGURA 1 — Anticorpos neutralizanies em diferentes frixax ctérias paran cada tipo de asdenoviras,
em habitantes de Sao Paule {1882).
lO{)l
&

- B0
(3
£
&g
2E . B

4

0o
. : 'TJ—
=8
& H
2 ap-id
5 ! 1
[+ H H H
Q H H H H
S 48 A L |

% b l 1 1 i 1 ! 1 H \ |
TIFOS QF 3 n -

Ao | 01234567 Q1234667 0:i234567 O0i234567 0:i234667 01234567 01234567 01234567
E1anth 0-4 5-9 10 19 20 - 29 30 -39 40 - 49 50 - 59 2 80 ANGS
R 15 i 25 28 26 25 32 18
FIGUHA 2 - IDMstribuigio do n@mero de tipos de adenovirus em habitantes da cidade de S&5c Panle

(1982) .

181




ISHIDA, M.A,; SAKAKIBARA, 8 & YOKOTA, Y. — Anticorpos neutralizantes para adenovirus tipos
1 &2 7 em habitantes da c¢idade de Sdo Paulo, Brasil, em 1932. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 4412).179-

-183, 1984

DISCUSSAC

Embora o numerc de soros utilizados seja
pequeno, a partir dos resultados obtidos
podemos afirmar que adenovirns tipos 1, &,
3 e 5 prevalecem na cidade de Sdo Paulo.
Esta prevaléneia também ocorre na maioria
das 4reas pesquisadas; Japgo & 1L 13 14 sia.
dog Unidos "% % e Taiwan® onde foram
encontradas percentagens médias e altas de
goros positivos. Porém, as percentagens de
soros positivos foram baixas para ADV tipo
1, em Kansas, HEstades Unidos; para ADV
tipe 8, em Washington, Estadog Unidos e em
Gifu, Jap@o e, para ADV, tipo 5, em Cleve-
fand, Hstados Unidos,

Em relaciio aos ADV, tipos 4, 6 e 7, as
percentagens por nds verificadas de soros
positives variaram conforme a idade, mas
essa variacio nfio fol significante, pelo teste
do x?,

As percentagens observadas nos ADV
tipos 4 e § foram menores quando compara-
das s dos tipos 1, 2, 8 e B: supde-se gue os
tipos 4 e 6 ocorreram sob a forma de pegue-
ros surtos ou sob forma esporadica, em Séo
Paulo (1982).

Os resultados obtidos em relacdo ao ADV
tipe 4, em Sao Paulo (1982), Okayama e Tai-
wan mostraram percentagens médias de soros
positives. No entanfo, em Téguio, Washing-
ton, Cleveland, Gifu, Kansas ¢ em Sido Paule
(1960) as percentagens de soros positivos
foram bem baixas.

Tanto para o tipe 6 come para o tipo 7,
houve grande variacio nas percentagens de
sores positives, conforme a area estudada.
Os resultados obtides com soros de 8dc Paulo
(1982} para ADV tipo 6 foram semelhantes
aos resultados obtidos em Téquio, Okayama,

Gifu e Sao Paule (1960). Os estudos realiza-
dos em Talwan mostraram percentagens mais
elevadas e os realizados em Washington,
Cleveland e Kansas mostraram percenfagens
nMm pouce Imenores.

Em relagio ao ADV tipe 7, este foi o que
apresentou menor percentagem de soros posi-
tives em todos os grupos etdrios, permitindo
concluir que este tipo de ADV & o menos
prevalente na populacio de Sio Paulo. Estes
resultados demonstraram percentagens de
soros positives semethantes as de Cleveland,
Gifu e Shiga, porém menores que o0s resul-
tados obtidos em Téquio, Taiwan, Kansas e
Sae Paulo (1960).

Em relagdo & prevaléncia dos 7 tipos de
ADV nas amostras por nés estudadas, quando
comparada 20s dadog obtidos em estudos
anteriores, por CARVALHOZ2 em 1960,
verificamos que houve certa semelhanca
nos resultados. Entretanto, o que desperton
atencio especial para nossos dados foi a alta
percentagem de sores positivos em  indivi-
duocs acima de 5 anos de idade, para adenc-
virus tipo 4 {48,39%), conforme demonstra
a figura 2.
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1982, Kew. Inst. Adolfo Lutez, 44(2):179-183, 1984,

ABSTRACT:

Neutralizing antibodies against types 1| to 7 adenevirus were

titrated in 186 sera from 180 inhabitants of the city of S&o Paulo who belonged to
variozs age groups. Blood specimens were collected in February, 1982, Antibodies
against types 1, 2, 3, and 5 were found in 53.39; of the denors. Antibodies against
types 1 and 2 were found 88.9% te 1009% of the doners who were 5 or more years
old. Antibedies against types 3 and 5 were detected in 71.9 to 52,89 of donors
20 or more years old. A mean of 50% of donors 5 or more years old showed
antibedies against types 4 and § while 209% showed antibodies against type 7. It
was Townd that 409% of children 0-4 year old had no antibody to the 7 study
types while 72,89, of donors over 16-year old had antibodies against 4 te 6

sarofypes.

DESCRIPTORS: adenovirus infection, human: antibodies, adenovirus neutraliz-

ing test.
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Listeriogse humana, Brasil, 125
Meningite
diagnostico baeteriolégice, 155
Naegleria sp.
em feres humanas, fregliéneia, 61
patogenicidade para camundongos
{estudo experimenial), 67
Nitrato
em Agua mineral, determinacho, 141
Nitratos
em beterraba, determinagio, 109
em corante Vermeltho de beterraba,
determinagéo, 1069
Pio, produtes
L-dcido ascirbico, determinacio
polarografia, 133

Parasitas
hemoparasitas em aves silvestres
S&oc Paulo, Brasil, 41

Proechimys theringi, 47

Salmonella, 161
sorotipos
freqiiéneia em S8c Paulo, Brasil, 1

Shigella, 161

Substdnciaz antibacterianas
no liguido cefalorraquidianc
mnétodo de pesquisa, 155

Taenia solfum, 25

Triadtoma infestons
criagio em laboratdrio
fertilidade, 81

repasto sangiiineo e desenvolvimento
ninfal, 73

sobrevivéncia, 81
Trypanosoma { Herpelosoma), 47

Virus

cultivo em cultura de células de rim
de vitelo (RV-IAL), 55
infecedo humana por adenovirus, 179

Yersinia enlevocolitica, 161
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Acanthamoeba sp.
in human feces
frequency, 61
pathogenicity for mice
{experimental study), 67
Aeid
L-ascorbic acid in bread products
containing pelysorbate 60 or 80,
determination, 133
Adenovirus infection
antibodies
neutralizing test, 179

Aflatoxin
aflatoxing B;, B., G, G determination
in peanut, 101
in peanut flour, 101
aflatoxing M;, M, defermination
in eow milk, 87
Amoeba
free-living amoeba
in human feces
frequency, 61
isclation, 67

Antibacterial substances
in spinal fluid
research method, 1556
Antibodies
anti-Cysticercus cellulosae
in normal population, 25
in psychiatric patients, 25
Bacteria
aerobic bacieria
isolation from blood culiure, 115
facultative anaerobic bacteria
isolation from blood culture, 115
enteropathogenic bacteria
isolation from feces, 161
Bacterial infections
prevalence, Sic Paule municipality,
Brazil, 115
Birds, wild

blood parasites
830 Paule, Brazil, 41

Bread products

L-ascorbic acid determination
polarography, 133

Campylobacter jejuni, 1631
Cell line

calf kidney cell (RV-IAL)
suseeptibility to virus, 55

Cysticercosis, 25
Cysticercus cellulosae, 25
Dyes
Red beet dye
nitrates, determination, 109
Enteropathogenic bacteria
isolation from feces, 161
Escherichia coli, 161
Feces
content of pathogenic bacteria, 161
Food contaminants
phosphin residues determination, 149
Hepatitis A, B
B, T lymphoeytes, frequency, 29
Leptospirosis, human
antibodies in serum, determination
passive hemagglutination test, 35
immunodiagnoesis, 35
Ligteria monoeylogenes, serotypes
prevalence in Brazil, 125
Listeriosis, human, Brazil, 125
Lymphoeites B, T
in hepatitis, frequency, 29
Meningitis
bacteriological diagnosis, 155
Milk {cow milk)
aflatoxins B, B, Gy, Ge, determination
high-performance liquid chromatogr., 87
aflatoxins M., M., determination
high-performance Hquid chromatogr., B7
antibioties, detection, 19
antiseptics, detection, 19
inhibiting substances, detection, 19
miercbial contaminants, detection, 19
Mineral water
see Water, mineral
Naegleria sp.
in human feces, frequeney, 61
pathogenicity for mice
{experimental study), 67
Nitrate
in mineral water, determination, 141
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Nitrates Shigella, 161

in Red beet dye, determination, 109 Spinal fluid
in sugar-beet, determination, 109 antibacterial substances
Parasites research method, 155

blood parasites
in wild birds
Sdo Paulo, Brazil, 41
Peanut
aflatoxing B;, B., G., G., determination
high-performance lquid chromatogr., 101

Sugar-beet (Bete vulguris)
nitrates determination, 109

Tuenie solium, 25

Triatoma infestans
iaboratory rearing

blood meal and nymphal growth 73
Peanut flour fertility, 81

aflatoxins B, B., Gi, G., determination

: il survival, 81
high-performance iiguid chromatogr., 101

Trypanosoma (Herpetosoma), 47
Phosphin residues Y PR ( e }

in foods, determination, 149 Vlrus_ L .
. L cultivation in calf kidney cell line

Proechimys iheringi, 47 (RV-IAL), 55
Red beet dye Water, mineral

nitrates, determination, 109 nitrate determination
Salmonells, 181 cadmium-~column method, selectiv-

serotypes electrode method, comparison, i1

freguency in S&c Paulo, Brazil, I Yersinia enterocolitica, 161
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