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SABINO, M.; PURCHIO, A. & ZORZETTO, M.A.P. - Separação e determinação
das aflatoxinas M] e M2 em amostras de leite de vaca por cromatografia
líquida de alta resolução. Rev. Inet: Adolfo Lu.te, 44(2) :87-99, 1984.

RESUMO: Aflatoxinas B" M, e M2 foram completamente separadas por
cromatografia líquida de alta resolução em coluna de fase reversa (C18), tendo
como fase móvel acetonitrila - água (35 + 65%) a um fluxo de 2,0 ml/min.
Os compostos foram detectados por absorção no ultravioleta a 350 nm. Os picos
e tempo de retenção tiveram boa reprodutibilidade. A recuperação de afia toxina
M, foi de 87,5% e a de M2 foi de 102%. Os limites de detecção para aflatoxina
M, e M2 foram 0,2 ppb e 0,1 ppb respectivamente.

DESCRITORES: aflatoxinas M] e M2 em leite de vaca, determinação; leite
de vaca, determinação de aflatoxinas M, e M2; cromatografia líquida de alta
resolução.

INTRODUÇÂO

A aflatoxina M, é um metabolito tóxico
encontrado no leite de vacas que consomem
rações contaminadas por afIatoxina B,.
Métodos analíticos para determinação desta
substância começaram a surgir no decorrer
dos anos, de maneira gradual, mas apresen-
tando técnicas de baixa reprodutibilidade.

Em 1973 PONS et alii 13 reportaram um
método para determinação quantitativa de
aflatoxina M, em leite e seus derivados.
STUBBLEFIELD & SHANNON 20 adapta-
ram este método para todos os produtos
lácteos e o empregaram, em estudo colabo-
rativo internacional para a "Association of
Official Analytical Chemists. Este método foi
adotado como oficial por esta entidade 1 e é
extensivamente utilizado por analistas dos
Estados Unidos.

No outono de 1977, no sudeste dos Esta-
dos Unidos, ocorreu uma alta incidência de
aflatoxina B, em milho e. conseqüentemente,
foi detectada a presença de altos níveis de
afla toxina M, no leite de vaca da região 19.

Este fato fez com que a "Food and Drug
Administration" estabelecesse o limite de
tolerância de 0,5 ppb de aflatoxina M, em
leite de vaca.

Com o objetivo de obter métodos mais
rápidos e sensíveis, diversos trabalhos foram
realizados 7, 18, 25. O número de métodos para
determinação de aflatoxina M, na literatura
é abundante e em todos é utilizada a crema-
tografia em camada delgada 1, 11, 15. 16, 18, 25. A
A quantificação de aflatoxinas é estimada
após separação das mesmas por cromatogra-
fia em camada delgada e a intensidade de
fluorescência da mancha da af'la toxina M,
extraída do leite de vaca é comparada com
a de uma solução-padrão 1, 8.

Realizado na Seção de Química Biológica do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
*'" Do Instituto Adolfo Lutz.

"** Do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de
São Paulo, SP.
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Outros métodos, como densitometria I, 8 ou
espectrofotometria de fluorescência 4 foram
utilizados por alguns autores; esta última
metodologia é, freqüentemente, prejudicada
por materiais fluorescentes interferentes, que
alteram a avaliação da aflatoxina M,.

Cromatografia em camada delgada bidi-
mensional tem sido empregada para iden-
tificação de baixos níveis de aflatoxina M"
após tratamento com ácido trifluoracé-
tico 23, 26.

Pesquisas indicam que a concentração de
af'latoxinas nos tecidos animais, e nos pro-
dutos derivados de animais que consumiram
rações contaminadas é geralmente baixa (na
ordem de ng/g). Entretanto, para o ser
humano, nenhum nível ainda foi estabele-
cido 5.

Existem métodos para determinação de
aflatoxinas em tecidos e produtos animais
baseados na extração destas com acetona
aquosa 13, 24, ou rnetanol ", purificação do
extrato por cromatografia em coluna (sílica
gelou alumina) 8 e quantif'icação por croma-
tografia em camada delgada, geralmente
bidimensional. Estes métodos, no entanto, são
freqüentemente limitados pela baixa sensibi-
lidade que apresentam.

Com o advento da cromatografia líquida
de alta resolução (CLAR), esta técnica está
ganhando espaço como análise instrumental.
Esta ocorrência veio solucionar diversos pro-
blemas analíticos, resultando em maior velo-
cidade de análise, maior resolução, maior
sensibilidade.

Cromatografia líquida de alta resolução, em
fase normal, tem sido desenvolvida 17 e adap-
tada para determinação de aflatoxinas em
vários produtos agrícolas 12, 14. A sensibilidade
de detecção tem aumentado com o uso de fluo-
rescência 10, 12, em colunas de fase rever-
sa 2, 27.

Alguns autores destacam as vantagens da
técnica de CLAR para aflatoxinas M, e
M2 6,21,22,27,28.

É conveniente ressaltar que, nos trabalhos
encontrados na literatura para detccção de
af'latoxina M], por CLAR, é utilizado detector
de f'luorescência 2, 6, 22. Apenas STUBBLE-
FIELD et alii 21 estabeleceram uma técnica
utilizando CLAR em fase reversa para deter-
minar 6 aflatoxinas, onde 5 delas M2, 1\1" G",
G, e B] foram completamente separadas, e
uma af'latoxina, a B2. foi satisfatoriamente
resolvida em coluna C18. Os compostos foram
detectados pela absorção na região do U.V.,
a 350 nm.

Pela ausência de trabalhos relativos à
metodologia de CLAR, em nosso meio, propu-
semo-nos a realizar a padronização desta
técnica, com vistas à detecção e quantifica-
ção das aflatoxinas MJ e M2 em leite de vaca
naturalmente contaminado e em leite de vaca
artificialmente contaminado.
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MATERIAL E MÉTODO

Material

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

Solvenies

Metanol, acetonítrila (Lichrosolv), fil-
trados em membrana "Millipore", com
porosidade de 1,0 /L (47 mm de diâ-
metro), ref. FALP 04700

Água desmineralizada e destilada, filtra-
da em filtro "Mill ipore", em membrana
filtrante de 0,8 /L de poro (47 mm de
diâmetro), ref. AAWP 04700.

Solução-padrão

Aflatoxina B" M" M" em benzeno -
acetonitrila (98+2)

Fase mót,el

Acetonitrila água (35+65%), para
produzir eluiçâo e separação das afla-
toxinas

Aparelho

Cromatógrafo automático líquido de alta
resolução marca Hewlett Packard, com
injetor automático (variável), modo
1084 A, com sistema de gradiente,
acoplado com detetor variável, U.V.-
visível-HiF", modo 1030 B, com pro-
gramador modelo 79850 A-LC, termi-
nal HP, com frasco de 2 ml (HP)

Coluna

Lichrosorb RP 18-10 J.lm, Hybar Ser-
tigsaule (Merck)

Método

O método básico para análise, bem como
para determinar a concentração e pureza dos
padrões das aflatoxinas M, e M2 foi o des-
crito nas monografias da "Associatíon of
Official Analytical Chemists" 1.

Extração da toxina - Em um frasco
Erlenmeyer de 500 ml foram colocados 75 ml
de leite, que foi submetido ao seguinte tra-
tamento: adição de 300 ml de metanol, agi-
tação por 30 minutos; adição de 25 g de
terra diatomácea, agitação por 30 minutos
em agitador mecânico; filtração a vácuo em
filtro contendo 1 em de terra diatomácea;
lavagem do Erlenmeyer e do filtrado com
75 ml de metanol; transferência do filtrado
e do lavado para um funil de separação de
1.000 ml; adição de 225 ml de solução de
cloreto de sódio a 4%· e extração com 3 por-
ções de 100 ml de hexano (agitação vigorosa
para remover a gordura); descarte da fase
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do hexano; extração com 3 porções de 100 ml
de clorofórmio; centrifugação durante 10-15
minutos a 3.000 rpm, para quebrar a emul-
são; mistura dos extratos clorofórmicos e
lavagem com 300 ml de solução de cloreto de
sódio a 40/0; descarte da fase aquosa; evapo-
ração do extrato clorofórmico em banho-maria
até quase secura; transferência do resíduo
quantitativamente com clorofórmio para um
frasco de 4 ml; evaporação sob nitrogênio
até resíduo. (Este resíduo foi guardado em
geladeira até o momento de usar, sob pro-
teção da luz.)

Cromatografia liquida de alta resolução -
O resíduo obtido foi dissolvido e transferido
para frasco do próprio aparelho com 2 ml
de benzeno - acetonitrila (98+2). Esta solu-
ção foi injetada para identificar e quantifi-
car as aflatoxinas. As aflatoxinas foram
detectadas por absorção no U.V. a 350 nm,
e quantificadas pela área dos picos obtidos
comparada à área dos picos das soluções-
-padrão. Para calcular a concentração das
aflatoxinas, foi utilizada a seguinte fór-
mula:

Ax X Cs X Vs X SD

As X Vx X W
p.gll de aflatoxi-
na M

Ax área integrada da aflatoxina M, ou
M. na amostra

Cs concentração da afIa toxina M, ou
M. padrão (f.Lg/ml)

Vs /LI da solução-padrão injetados

SD diluição final do extrato da amos-
tra em p.l

Vx p.l do extrato da amostra injetado

W = ml da amostra representada pelo
volume do extrato utilizado para
Cromatografia líquida de alta reso-
lução

RESULTADOS

Com relação à CLAR, sob as condições
descritas, conseguimos uma boa separação
das aflatoxinas M" lVIz e EI.

Várias tentativas foram feitas com siste-
mas de solventes de fase reversa. Inicial-
mente, tentamos um sistema de metanol-
água, porém não conseguimos bons resulta-
dos. Quando testamos o sistema acetoní-
trila-água, observamos que a separação das
aflatoxinas M e E, era melhor, mas o pro-
blema era a proporção de cada solvente.
Estudos foram feitos e conseguimos bons
resultados utilizando maior percentagem de
água. O sistema acetonitrila-água (35 +

650/0) foi o ideal. A primeira providência
foi injetar soluções-padrão, separadamente,
de cada uma das aflatoxinas para determi-
nar o tempo de retenção (fig. 1, 2, 3) 20. Os
tempos de retenção das toxinas foram exce-
lentes e estão listados na tabela 1.

A separação das aflatoxinas E" MI e M2

padrão, demonstrada no gráfico (fig. 4), foi
resolvida em 10 minutos com detetor de
absorção no U.V., a 350 nm.

Tanto a amostra como os padrões foram
dissolvidos em benzeno - acetonitrila (98
+ 2); o pico do solvente não interferiu no
tempo de retenção de cada uma das afia-
toxinas analisadas, como mostra a figura 5.
Incluímos a aflatoxina E" na hipótese de se
poder utilizar esta metodologia em amostras
que possam conter aflatoxina E" além de MI.

Foi feito teste de recuperação de afla-
toxina M, em leite isento de af'latoxinas, ao
qual foi adicionada solução-padrão na con-
centração conhecida.

A recuperação da aflatoxina M, foi de
87,5 % e está demonstrada na tabela 2 e
figo 6.

Os resultados de recuperação com vários
níveis de afIa toxina M2 estão na tabela 3.
A recuperação de aflatoxina M2 foi feita em
uma amostra de leite pasteurizado, isento de
afIatoxinas (f'ig. 7).

O limite de detecção do método é de 0,2
ppb de aflatoxina M, e 0,1 ppb de af'lato-
xina M2.

A precisão de resolução e quantificação
por CLAR foi determinada por múltiplas
injeções das resoluções-padrão e extrato das
amostras. O tempo de retenção e a área
dos picos foram calculados por integração
eletrônica.

CONCLUSÃO

Na literatura consultada, encontramos um
único autor 21 que descreve a utilização da
absorção no U.V. com detetor para af'lato-
xina M,; os demais autores utilizam a fluo-
rescéncia e afirmam ser esta mais sensível.

Não obtivemos problemas de interferência,
pois outros picos existentes nas amostras não
saem no mesmo tempo de retenção das afla-
toxinas em estudo.

Muitos autores afirmam que a detecção por
fluorescência é muito mais sensível do que
. por absorção no U.V.; talvez por isso não
tenhamos encontrado trabalhos na literatura
nos quais se utilizou este detetor. Nossos
resultados foram bons, reproduzíveis, porém
não tão sensíveis como esperávamos.
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TABELA 1

Tempo de retenção das aflaioeina« M" M, e B,

Tempo de retenção

média
Aflatoxina (em minutos) (em minutos)

2 min 0,76 s

2 min 0,79 s

2 min 0,69 s

2 min 0,83 s

2 min 0,82 s

M. 2 min 0,72 s 2 min 0,79 s

2 mí n 0,79 s

2 min 0,92 s

2 min 0,78 s

2 min 0,79 s

2 min 0,87 s

3 min 0,27 s

3 min 0,38 s

3 min 0,26 s

3 min 0,16 s

3 min 0,10 s

3 min 0,16 s

M, 3 min 0,16 s 3 min 0,22 s

3 ruin 0,09 s

3 min 0,12 s

3 min 0,32 s

3 min 0,30 s

3 min 0,22 s

3 mi n 0,25 s

3 mín 0,30 s

6 mí n 0,78 s

6 min 0,76 s

B, 6 min 0,83 s 6 m in 0,77 s

6 min 0,86 s

6 min 0,81 s

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

Recupemção da aflatoxina M1 adicionada ao leite cru isento de
aflo.toscinae (0,22 p.,[//100 ml)

Aflatoxina M,

Amostra Recuperação

n.o (p.,g/100 ml) '7c

1 0,19 86,36

2 0,18 81,80

3 0,21 95,40

Média 0,1933 87,85

TABELA 3

Recuperação da aflatoxina M2 adicionada, em varws concentrações, a
leite pasteurizado isento de aflat.oeinae=

Aflatoxina M2

Adicionada Recuperação

p.,g/100 ml p.,g/lOO %

0,01 0,0101 101

0,02 0,0216 108

0,02 0,0194 97

0,04 0,0380 95

0,04 0,0430 109

Análise feita anteriormente por croma tografia em cârna da delgada, método da A.O.A.C.l.

RIALA6/578

SABINO, M.; PURCHIO, A. & ZORZETTO, M.A.P. - Separation and determí-
nation of aflatoxins M1 and M2 in sarnples of cow milk by high-performance
liquid chromatography. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 44 (2) :87-99, 1984.

ABSTRACT: Aflatoxins MIo M•• and B, were completely sepa ra ted by high-
-performance liquid chromatography in reversed-phase C-18 columns by uai ng
acetonitrile-water (35% + 65%) as eluting solvent and a flow rate of 2.0
ml/minute. Compounds were detected by ultraviolet absorbance at 350 nm. Peak
height and retention time were reproducible. M1 was determined at levels of 0.2
ppb or higher and M2 at 0.1 ppb or higher. Recovery of 87.5% was found for M,
and of 102% for M2•

DESCRIPTORS: aflatoxins M, and M2 in cow milk, determination; cow milk,
determination of aflatoxin M, and M2; high-performance liqui d chromatography.
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SABINO, M. & ZORZETTO, M.A.P. - Separação e quantificação das aflatoxinas
BII B., G, e G2 por cromatografia Iíquida de alta resolução. Rev. Inst. Adolfo
Lutz, 44 (2) : 101-108, 1984.

RESUMO: É descrito um método para determinação das aflatoxinas BII B.,
G, e G. por cromatografia líquida de alta resolução. As aflatoxinas foram extraídas,
cromatografadas em coluna de fase reversa, e detectadas no ultravioleta a 350
nm. Nos testes efetuados, a recuperação variou de 92 a 106%. ° método foi
aplicado em dez amostras de farelo de amendoim e em amendoim em grão. ° limite
de detecção foi de 2 ppb (/Lg/kg).

DESCRITORES: aflatoxinas BlI B., GIl G., determinação; amendoim, farelo
de amendoim, determinação de aflatoxinas ; cromatografia líquida de alta resolução.

INTRODUÇAO

Cromatografia líquida de alta resolução
(CLAR) está sendo usada para separação
e quantificação de aflatoxinas em vários
tipos de alimentos, tais como grãos 6, 9, amen-
doim e pasta de amendoim 2, 7 milho 11

vinhos 12 e em culturas de fungos 10, 12.

Isto porque esta técnica veio solucionar diver-
sos problemas analíticos por apresentar maior
velocidade de análise, maior resolução e
maior sensibilidade 5.

Durante a última década, a pesquisa de
af'latoxinas em produtos agrícolas tem sido
expandida para várias espécies. O método
analítico empregado tem sido a cromatogra-
fia em camada delgada, que se baseia na
separação das af'latoxinas B" B., G, e G. em
placas de sílica gel, quantificadas por com-
paração visual da intensidade de fluorescên-
cia das manchas da amostra e padrão, ou por
fluordensitometria do cromatograma 1,

Essas técnicas são sensíveis; entretanto,
o recente avanço em CLAR mostrou que
melhor separação e quantificação podem ser
obtidas por esta última técnica 4, 10.

Os métodos disponíveis para determinar
aflatoxinas por CLAR, referidos na litera-
tura, são abundantes e a maioria deles uti-
liza como detetor a fluorescência.

O método por nós proposto é uma combi-
nação da técnica de PREGNOLATTO &
SABINO 8, com modificação na extração,
utilizando CLAR com detetor ultravioleta a
350 nm, As af'latoxinas são resolvidas por
cromatografia líquida de fase reversa (RP
18, tendo como fase móvel acetonitrila -
água (35 + 65%).

O objetivo de nosso trabalho foi estabele-
cer e padronizar uma técnica por CLAR para
separar e determinar as af'latoxinas B], B.,
G, e G2, visto que oferece as vantagens de
velocidade, boa resolução, precisão, e sensi-
bilidade.

MATERIAL

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

Realizado na Seção de Química Biológica do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
,,* Do Instituto Adolfo Lutz.
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Solvenies

Metanol p.a.
Clorofórmio p.a.
Solução de cloreto de sódio a 40/0
Hexano p.a.
Metanol Lichrosolv
Acetonitrila Lichrosolv

Água destilada, filtrada em filtro MillipQ'í-e
em membrana filtrante de 0,8 /L de poro
(47 mm de diâmetro) ref. AAWP, 04700.

Soluções-padrão das af'latoxlnas BJ, B2' G"
G2 em metanol Lichrosolv

Fase móvel
A água destilada

B acetonitrila + metanol (3 + 2)

sendo IAlB 65%
35 r;1o

Aparelho

Cromatógrafo automático líquido de alta
resolução, com injetor automático (variá-
vel), modo 1084 A, com sistema gradien-
te, acoplado com detetor variável, U.V.,
visível, H.P., modo 1030 B, com progra-
mador modo 79850 A-LC, terminal HP

Coluna: Lichrosorb RP 18 - 10 um
(Merck)

Frasco: de 2 ml HP

MÉTODO

A determinação das aflatoxinas envolve as
seguintes operações:

a) Preparo da amostra
Descascar (se for ocaso) e triturar a

amostra. Proceder a uma perfeita homoge-
neização da mesma.

b) Extração das ailatoxinae
Pesar 30 g da amostra e transferir para

um frasco Erlenmeyer de 250 ml com tampa
esmerilhada. Adicionar à amostra 10 ml de
água e homogeneizar com bastonete de vidro;
adicionar 100 ml de clorofórmio, fechar o
frasco e agitar violentamente durante 30
segundos. Continuar agitando em agitador
mecânico por 30 minutos ou mais. Filtrar o
extrato em papel de filtro Whatman n.? 1
ou equivalente. A filtração de certos mate-
riais, particularmente amendoim, pode ser
muito lenta e difícil. Para evitar este pro-
blema, é conveniente filtrar através de uma
camada de terra diatornácea, tal como "Celi-
te". Minimizar a evaporação do clorofórmio
cobrindo o funil com vidro de relógio e folha
de papel de alumínio. Evaporar o filtrado até
o resíduo. Dissolver este resíduo em 50 ml
de metanol p.a., transferir para funil de
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separação de 500 ml. Adicional 50 ml de elo-
reto de sódio a 4% e agitar. Extrair com 3
porções de 50 ml de hexano cada para remo-
ver a gordura. Desprezar o hexano. Extrair
com duas porções de 50 ml de clorofórmio.
Evaporar o extrato clorofórmico até o resí-
duo. Transferir o resíduo quantitativamente
com clorofórmio para frasco de 2 ml, evapo-
rar sob gás de nitrogênio até resíduo. Guar-
dar em geladeira, sob proteção da luz, até
o momento de usar.

c) Cromatoçrafia líquida de alta resolução

Dissolver o resíduo obtido e transferir
para o frasco do próprio aparelho com 2 ml
de metanol Lichrosolv. Injetar esta solução
no cromatógrafo para identificação e quan-
tificação das aflatoxinas.

Programação de operação-coluna (RP 18)

Fase móvel acetonitrila-metanol (3 +2)
- água (35+65%)

Detetor: U.V. (350 nm)

Fluxo: 2,0 ml/minuto
Inj eção: 50 /LI
Sensibilidade: 0,05

Atenuação: ATTN 2

Temperatura do forno: ambiente

As aflatoxinas são detectadas por absor-
ção no U.V. a 350 nm, e quantificadas pela
área dos picos obtidos comparada à área dos
picos das soluções-padrão.

As afia toxinas são detectadas por absor-
ção no U.V. a 350 nm, e quantificadas pela
área dos picos obtidos comparada à área dos
picos das soluções-padrão, segundo a f'ór-
mula:

Ax X Cs X Vs X SD

As X Vx X W
aflatoxinas (/Lg/kg)

Ax área integrada da aflatoxina (B
"B2' G" G2)

CS concentração da afia toxina-padrão
(/Lg/ml)

Vs = /LI da solução-padrão injetada
SD diluição final do extrato da amostra

em /LI
As área integrada da solução-padrão
Vx .- /LI do extrato da amostra injetada
W peso da amostra representado pelo

volume do extrato utilizado por
CLAR

RESULTADOS

As 4 aflatoxinas BJ, B2, Gl e G2 foram
resolvidas por CLAR em 15 minutos e detec-
tadas no U.V. a 350 nm. Os 4 compostos
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puderam ser medidos com boa resolução e
precisão.
Inicialmente foi injetada, no cromatógrafo,

cada uma das aflatoxinas-padrão a fim de
ser determinado o tempo de retenção (TR),
como está demonstrado na tabela 1 e figu-
ras 3 e 4. Posteriormente, foi injetada a
mistura das aflatoxinas-padrão (fig. 1).

O método foi avaliado em amostras de
farelo de amendoim (fig. 5) e em amendoim
em grão; os resultados estão na tabela 2.
Testes de recuperação foram efetuados,
variando esta de 92 a 106%. Tanto a amos-

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

A precisão de resolução e quantificação
por CLAR foi determinada por múltiplas
injeções das soluções-padrão e do extrato das
amostras. O tempo de retenção e área dos
picos foram calculados por integração eletrô-
nica. Não houve problemas de interferência,
pois outros picos existentes nas amostras não
apresentavam o mesmo TR das aflatoxinas
BJ, B2' G1 ou G22•

Tempo de retenção das aflatoxinas BJ, B" G, e G,

TABELA 1

Aflatoxina RT* Média

10 min 70 s
BJ 10 min 74 s

10 min 79 s

8 min 59 s
B2 8 min 54 s

8 min 49 s

7 min 57 s

G, 7 min 54 s 7 min 56 s

7 min 58 s

6 min 10 s
G2 G min 05 s

6 min 09 s

* RT tempo de retenção.

Quantifícação das aflatoxínas analisadas (""{// kg)

TABELA 2

Aflatoxina (""g/kg)

Amostras
B, B2 G, G2

l.a - Farelo de amendoim 448 310 235 299
2.a - Farelo de amendoim 193 N.n.* N.n.* 430
3.a - Amendoim em grão 605 530 633 766

* N.n. não aparecimento do pico no cromatograma.
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DISCUSSÃO CONCLUSÃO

Alguns autores preferem a detecção das
afla toxinas por fluorescência, por ser muito
mais sensível do que por absorção no ultra-
violeta. NESHEIM3 relatou que quando
empregou detector ultravioleta em CLAR
obteve bons resultados com 2 - 10 ng das
aflatoxinas E" E" G, e G2 por injeção. Pos-
teriormente, através do uso de fluorescência
como detector, quantificou, na concentração
de 0,2 ng, as aflatoxinas B2 e G2 diretamente,
e E, e G1, após conversão para E2 e G".

Os resultados foram considerados bons,
reproduzíveis, apesar de ter sido utilizado
como detecto r o ultravioleta. O limite de
detecção foi de 2 ppb.

O método CLAR foi satisfatório. Não se
justifica porém a substituição da cromatogra-
fia em camada delgada, que produz bons
resultados e não requer equipamento e aces-
sórios de alto custo, por CLAR que está fora
de nossa realidade.
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ABSTRACT: A method for determining aflatoxins B" B2, Gl> and G2 through
higlr-perforrnance liquid chromatography is described. The aflatoxins were extracted
and passed through a reverse-phase chromatography with detection in the
ultraviolet spectrum at 350 nm. Recoveries of 92 to 106% were obtained. The
method was employed in ten samples of peanut flour. The detection limit was
2 ppb (jLg/kg).

DESCRIPTORS: aflatoxins B'l> B2, G" and G2, determination; peanut, peanut
fiou r, determination of aflatoxins; high-performance liquid chromatography, use
for determining aflatoxins.
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RESUMO: Foram determinados os níveis de nitratos em beterraba in natura,
beterraba em pó, beterraba Jiofilizada e em coran.tes de beterraba. Estes níveis
variaram de 391 a 34.187 mg/kg, sendo maiores no corante líquido, beterraba em
pó e beterraba liofilizada. Os dados mostram a necessidade de uma .revisão no
processo de obtenção do corante para que os níveis de nitrato sejam reduzidos
e/ou o estabelecimento de um limite de nitratos na Norma de Identidade e Quali-
dade do Corante Vermelho de Beterraba.

DESCRITORES: nitratos em beterraba, determinação; corante Vermelho de
beterraba, determinação de nitratos; beterraba (Beta vulgaris), determinação
de nitratos.

INTRODUÇÃO

Os vegetais possuem um teor natural de
nitratos que constitui fonte de nitrogênio
necessario ao seu devenvolvimento. Em
recente trabalho feito para avaliar os teores
de nitratos em hortaliças 4, foram encontrados
valores consistentemente altos em amostras
de espinafre e de couve.

Beterraba (Beta vulgaris) é raiz utilizada
na alimentação e para produção de açúcar
em alguns países europeus e na produção
de corante alimentício. Sabe-se que este é
um dos vegetais que apresenta alto teor de
nitratos 5. 7.

O corante natural Vermelho de Beterraba
é um dos corantes naturais cujo uso é per-
mitido em alimentos pela legislação brasilei-
ra 1. Este corante é extraído das raízes de
beterraba a partir do suco obtido por expres-
são ou por extração aquosa e posterior puri-
ficação .Apresenta-se em solução diluída ou
concentrada e em forma de pó. Durante o
processo de obtenção a maior parte dos com-

ponentes naturais, como sais, açúcares e pro-
teínas, é removida.

Podem estar presentes, contudo, ácidos
adicionados para o controle do pH e estabi-
lização, tais como ácido cítrico, lático, ascór-
bico e aquelas substâncias que não foram
removidas.

Nas monografias referentes ao corante
Vermelho de beterraba, publicadas pela FAO
(1963) 6, WHO (1976) 2 e FAO (1978) 3, não
consta o teor de nitratos como impureza do
corante. Na reunião da "Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives", rea-
lizada em 1982, foi discutido o estabelecimento
de um limite máximo de 10 mg/kg para
essa impureza, limite este ainda não estabe-
lecido.

Para estabelecer a correlação dos teores
de nitratos na beterraba e no corante dela
obtido, foram feitas várias determinações em
diferentes tipos de amostra: beterraba in
natura, beterraba em pó e beterraba Iiofili-
zada. Em amostras de um mesmo lote foi

* Realizado na Seção de Aditivos do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo.
,',* Do Instituto Adolfo Lutz.
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feita a determinação de nitrato nas diversas
fases de liofilização. O método usado foi o
descrito por LARA et alii 4.

MA1'ERIAL ]i; MÉTODOS

Foram analisadas 25 amostras de beter-
raba in natura, adquiridas nas feiras livres
da cidade de São Paulo; 4 amostras de
corante líquido obtidas da beterraba in
natura ; 12 amostras de beterraba em pó e
3 amostras de beterraba liof'ilizada adquirida
de firmas comerciais.

Reagentes

Para obtenção do extrato
Solução de cloreto de cádrnio : dissolver
50 g de CdCL e 50 g de BaCL em
água destilada e completar o volume
até 1 litro, em balão volumétrico.
Ajustar o pH igual a 1, com ácido
clorídrico.

Solução de hidróxido de sódio a 10% p/v

Para obtenção da coluna
Solução de sulfato de cádmio a 20%
p/v

Zinco em bastão
Solução-tampão (pH 9,6-9): adicional' 20
ml de ácido clorídrico concentrado a 500

ml de água destilada. Agitar e adicio-
nar 50 ml de hidróxido de amônia con-
centrado. Completar o volume de 1.000
ml.

Para desenvolvimento da cor
Solução de alf'a-naf'tol : aquecer 360 ml
de água destilada e 50 ml de ácido
acético a 50°C, e transferir para um
frasco escuro contendo 0,25 g de ácido
sulfanílico, Agitar até dissolver e adi-
cionar 0,20 g de alfa-naftol, agitando
bem. Esfriar à temperatura ambiente
e adicionar 90 ml de solução de hidró-
xido de amônio a 100/<. O pH desta
solução deve ser 4,0 ± 0,5.

Preparação da coluna

Preparar um coluna estirando uma das pon-
tas de um tubo de 1,5 em de diâmetro e 12
em de comprimento. Adaptar ao topo da
coluna um funil de separação de 50 rnl , com
haste de 1 mm de diâmetro interno e 25 em
de comprimento. Colocar de 2 a 3 bastões de
zinco em um béquer contendo cerca de 100
ml de solução de sulfato de cádmio a 20%.
Remover, com uma vareta de vidro, o depó-
sito esponjoso formado depois de 2 a 3
horas, colocando-o em um béquer contendo
água destilada. Transferir o cádrnio formado
com o auxílio de aproximadamente 200 ml
de água destilada para o copo do liquidifi-
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cador e triturar durante 1 a 2 segundos.
Passar em peneira de 20 a 40 malhas. Colo-
car na extremidade af'ilada da coluna um
pouco de lã de vidro seguida de uma camada
de 1 em de areia e transferir o cádrnio para
até quase o topo da mesma, mantendo-a sem-
pre com água. Adaptar o funil de separação
à coluna através de -uma rolha de cortiça
para prevenir a entrada de ar na coluna,
mantendo-a sempre com água.
Antes da determinação do nitrato, lavar

a coluna com 25 ml de HCl O,IN, em seguida
com 50 rnl de água destilada e, finalmente,
com 25 ml de solução-tampão diluída a 1:9
com água destilada.

Note que, quando o cádmio esponjoso é
mantido debaixo d'água, sua atividade
decresce depois de 24 horas. A edificência
de redução da coluna deve ser sempre con-
trolada. Esta pode ser regenerada por pas-
sagens sucessivas de porções de HCl O,IN,
água e tampão, como descrito acima.

Eficiência da coluna: A eficiência da
coluna é testada passando-se soluções-padrões
de NaN03 através da coluna, determinando-
-se a quantidade de nitrito, de acordo com
o método descrito adiante, e calcula- se :a
porcentagem de recuperação. Os dados obti-
dos com a coluna por nós usada estão con-
figurados na tabela 1.

Quando a recuperação for inferior a 90%,
regenerar a coluna da seguinte maneira:
desmontar a coluna e transferir o cádmio
para um béquer contendo HCl 2N e deixar
por um minuto. Em seguida montar a coluna
novamente, passando 50 ml de água desti-
lada e 25 ml de solução-tampão 1 :9.

Curva padrão de niirito de eôdio

Pesar 0,46 g de AgNO", e dissolver em
100 ml de água destilada quente. Transferir
a solução obtida e as águas de lavagem cor-
respondentes às três lavagens com 30 ml
de água destilada para um balão volumé-
trico de 1.000 ml. Pesar 0,25 g de NaCl
e colocar no balão, completando o volume
com água destilada; agitar. Deixar descan-
sar. Pipetar 5 ml do sobrenadante e tranfe-
rir para um balão volumétr ico de 100 ml,
completando o volume com água destilada.
Um mililitro desta solução cor-responde a 10
microgramas de NaNü2'

Pipetar alíquotas de 0,25 a 10 ml desta
solução para balões volnmétricos de 25 ml.
Adicionar 5 ml de solução-tampão e 10 ml
do reagente para desenvolver cor. Completar
o volume com água. Colocar os balões à
temperatura de 25 a 30°C, durante 30 minu-
tos, para desenvolvimento da cor. Resfriar
à temperatura ambiente e ler em espectro-
fotômetro em cela de 1 em, a 474 nm, usando
como branco uma solução contendo 10 ml do
reagente para desenvolver cor, 5 ml do tam-
pão, e água destilada.
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Com os valores obtidos construir a curva-
-padrão.

Determinação de nitratos

Pesar 10 g da amostra de beterraba (no
caso de beterraba em pó e beterraba liofili-
zada, pesar 1 g da amostra, não havendo
a necessidade de triturar), transferir pars
o copo do liquidificador e triturar cem o
auxílio de 25 ml da água. Transferir para
um balão volumétrico de 200 ml com o auxí-
lio de 50 ml de água, lavando o copo do
Iiquidif'icado r e adicionar 50 ml da solução
de CdCL Agitar e deixar descansar por
uma hora, agitando ocasionalmente.

Adicionar 10 ml de solução de hidróxido
de sódio. Completar o volume com água e
filtrar imediatamente em papel de filtro
isento de nitrito. O filtrado está pronto para
ser passado na coluna de cádmio.

Pípetar 20 ml (5 ml se for beterraba em
pó ou liofilizada) da solução desproteinizada

TABELA 1

para um béquer de 150 ml e adicionar 5 rol
da solução-tampão. Colocar o conteúdo no
funil de separação e passar pela coluna de
cádmio a uma velocidade de 5 ml/min., rejei-
tando os primeiros 10 ml, Passar água des-
tilada através da coluna, recolhendo o eluado
em balão volumétrico de 100 ml até atingir
esse volume, tomando cuidado para que a
coluna não seque.

Pipetar 10 ml (5 ml se for beterraba em
pó ou liofilizada) do eluado para um balão
volumétrico de 25 ml, adicionar 5 ml da solu-
ção-tampão e 10 ml do reagente para desen-
volver cor. Deixar em banho-marta a 25-300C,
durante 30 minutos. Esfriar à temperatura
ambiente e fazer a medida espectrofotomé-
trica, em cela de 1 em, a 474 nm, usando
como branco uma solução contendo 10 ml do
reagente para desenvolver cor, 5 ml do tam-
pão e 10 ml de água destilada.
Calcular o valor de nitrito, usando a curva-

-padrão. Para obter o valor de nitrato na
amostra, multiplique o valor encontrado pelo
fator 1,231.

Eficiência da coluna na recuperação de nitritos e nitratos

Quantidade de NaN03 Valor teórico de NaNO" Valor encontrado Recuperação
passada na coluna correspondente a NaNO" em NaN02 NaNO,

f-Lg f-Lg f-Lg %

4 3,24 3,33 102,7

8 6,48 6,66 102,7

12 9,72 9,66 99,3

20 16,20 16,60 102,4

40 32,40 32,66 101,7

56 45,36 46,32 102,1
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TABELA 2

Teores de nitratos em NaNO,

Beterraba Corante líquido Beterraba Beterraba
Amostra in natura de beterraba em pó li ofilizada

n,o mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

1 931 12.446 24.710 19.717
2 1.474 12.723 23.721 34.187
3 1.872 17.660 21.613 24.515
4 3.020 18.572 31.990
5 1.299 19.561
6 391 16.033
7 2.405 18.858
8 1.341 16.679
9 2.179 18.793

10 1.215 13.632
11 1.005 21.562
12 4.176 21.613
13 1.500
14 4.207
15 3.584
16 4.050
17 1.495
18 2.939
19 3.554
20 3.155
21 2.954
22 3.589
23 4.000
24 4.091
25 3.819

TABELA 3

Teores de nitratos em NaNO,

Valor mínimo Valor máximo Média Mediana
Amostras mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

Beterraba "in natura" 391 4.207 2.570 2.939

Corante líquido de beterraba 12.446 18.572 15.350 -

Beterraba em pó 13.632 31.990 20.730 20.561

Beterraba liofilizada 19.717 34.187 26.139 -

(---) Número insuficiente de amostras.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

As amostras de beterraba in natura,
corante líquido de beterraba, beterraba em
pó e beterraba liofilizada, que foram anali-
sadas, têm seus toeres de nitrato em NaNO"
demonstrados na tabela 2 e, na tabela 3
estão relacionados os valores mínimo, máxi-
mo, média e mediana respectivos.

Foram analisadas amostras de um mesmo
lote, na seqüência do processamento de lio-
filização e os teores de nitrato encontrados
foram os seguintes: beterraba in natura,
1.215 mg/kg; beterraba em pó, 31.990 mg/
kg ; beterraba liofilizada, 34.187 mg/kg
expressos em NaNO a,

A comparação destes resultados indica o
elevado teor de nitratos na beterraba in
natura. Este teor, quando a beterraba é sub-
metida a processamento para obtenção do
corante, torna-se maior, numa média de 2.570
mg/kg na beterraba in natura, e 15.350 mg/
kg no corante líquido de beterraba, 20.730

mg/kg na beterraba em pó e 26.139 mg/kg
na beterraba liofilizada. Isto mostra, embora
se disponha de poucos dados, que os diferen-
tes processamentos não eliminam os nitratos
contidos na amostra, mas os concentram.

As normas internacionais não estabelece-
ram um teor limite para os nitratos como
impureza no corante de beterraba. Isto mos-
tra a necessidade de revisão no processo de
obtenção do corante (redução do nitrato exis-
tente) ou na norma, para estabelecer esse
limite.

CONCLUSÃO

Recomenda-se, à luz destes resultados, que
se estabeleça limite de nitratos para constar
em monografia de cora.ntes de beterraba,
pois todas as amostras disponíveis no mer-
cado apresentam teores elevados de nitratos,
hão condizentes com a proposta de 10 mg/kg
já apresentada a nível internacional.
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ABSTRACT: Levels of nitrates were determined in natural sugar-beet, pow-
dered sugar-beet, Iyophilized sugar-beet and beet dyes (beet red, liquid or powder).
These levels varied from 391 to 34,181 mgjkg and they were highcr in liquid and
powder beet dyes wlrile the highest levels were f'ound in Iyophilized products. These
results suggest that the process for obtaining the beet dye must be revised and
that there is a need for fixing a limit to nitrates 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 nitrates.
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RESUMO: Foram analisados os resultados de 5.360 culturas de sangue de
pacientes provenientes do Hospital de Isolamento "Emílio Ribas", Hospital Infantil
Cândido Fontoura, e do Instituto da Criança do Hospital das Clínicas, no município
de São Paulo, SP, durante o período de 1978 a 1982, em relação à incidência de
infecções bacterianas mistas, faixas etárias, e à resistência das cepas isoladas
aos antibióticos e sulfonamidas. As hemoculturas foram positivas em 19,70% dos
casos, sendo que 18,060/0 correspondeu a infecções simples, enquanto que em 1,64%
dos casos positivos foi encontrado mais de um germe como agente etiológico. Nas
infecções simples evidenciou-se a predominância da Salrnonella typhirnuriurn em
24,40% dos casos, seguida pelo Staphylococcus aureus e Salrnonella typhi, com
17,67 e 11,15%, respectivamente. Nas infecções mistas houve a predominância da
Klebsiella pneurnoniae em 20,91% dos casos, seguida pela S. typhirnuriurn e Eechc-
richia coli em 18,38 e 14,28% respectivamente, associadas entre si ou com outras
bactérias. Foi digno de nota que em 7 casos foram isoladas cepas de Shiçeilo.
fleteneri pertencentes aos sorotipos 2 (4 casos), 3 (2 casos) e 4 (1 caso). Com
relação à sensibilidade aos antibióticos testados, observou-se grande resistência da
S. typhirnuriurn, P. aeriujinoso. e K. pneurnoniae a vários destes antibióticos. As
cepas de S. typhirnuriurn apresentaram 100% de sensibilidade ao c1oranfenicol.

DESCRITORES: bactérias aeróbicas, bactérias anaeróbicas facultativas, isola-
mento de hemocultura; infecções bacterianas, prevalência, município de São Paulo,
Brasil.

INTRODUÇÃO O declínio das bacteremias por pneu-
mococo e outros estreptococos, orgarnsmos
sensíveis à maioria dos agentes antimicro-
bianos, deu espaço àquelas causadas por
microrganismos como o 8. aureus, enterobac-
térias, Pecudomonae etc., que desenvolveram
diferentes graus de resistência a certos anti-
bióticos ou que já eram naturalmente resis-
tentes aos antimicrobianos 19.

Com freqüência, os microrganismos enté-
ricos e bacilos Gram-negativos aeróbios estr i-

As bacteremias por enterobactérias e
outros bacilos Gram-negativos, já há alguns
anos, têm suplantado aquelas causadas por
cocos Gram-poaitivos, principalmente em
pacientes hospitalizados 4,14,19. Esse aumento
assumiu proporções espetaculares, sendo
citado como principal fator desta variação
a pressão seletiva dos antibióticos utilizados
na terapêutica e profilaxia 19.

" Realizado na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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tos são responsabilizados pelas infecções
adquiridas em hospitais e, conseqüentemente,
pelas bacteremias hospitalares 14, 18. 19.

Tem sido referido que as infecções múlti-
plas, polimicrobianas, têm aumentado nos
últimos anos, sendo que as associações mais
freqüentes correspondem àquelas entre dois
bacilos Gram-negativos li, 19, posto que, sua
ocorrência depende principalmente dos isola-
mentos e identificações dos microrganismos
das culturas de sangue, porque os sinais e
sintomas clínicos não auxiliam na distinção
entre infecções múltiplas e monomicrobia-
nas 11.

Neste trabalho, o objetivo foi o de avaliar
a freqüência do isolamento de microrganis-
mos nas infecções simples e mistas, distribui-
ção etária, e o comportamento destes micror-
ganismos, com relação aos antimicrobianos.

MATERIAL E MÉTODOS

A Seção de Bacteriologia do Instituto
Adolfo Lutz, durante o período de 1.0 de
dezembro de 1978 a 30 de novembro de 1982,
realizou 5.326 hemoculturas de pacientes com
febre a esclarecer, provenientes do Hospital
de Isolamento "Emílio Ribas", Hospital
Infantil Cândido Fontoura, e do Instituto da
Criança do Hospital das Clínicas. todos no
município de São Paulo, SP. O número de
amostras de sangue para cultura colhido de
cada paciente foi, em média, de 3 amostras
por dia.

Em 1979, o meio de cultura que utilizamos
para as hemoculturas foi o bifásico, de Cas-
taiicda ; a partir de 1980, empregamos o caldo
triptona de soja (TSB) ou caldo de infusão
de cérebro e coração (BHI), acrescidos de
10% de sacarose e 0,02% de sulfonato de
polianetol sódio (SPS) 1. 2, 3, 9.

As amostras recebidas foram incubadas
em estufa a 370C e examinadas diariamente.
No primeiro dia após a incubação de todos
os caldos de cultura, independentemente do
aspecto, era feita a subcultura em ágar-cho-
colate com base Muller-Hinton. Nos dias
subseqüentes, dos frascos em que o caldo
apresentou turvação, foram feitos esfregaços
em lamina, que foram corados pelo método
de Gram. Após a bacter ioscopia, seguiu-se a
semeadura em meios apropriados e posterior
identificação do agente etiológico. Quando se
tratava de cocos Gram-positivos, bacilos
Gram-negativos aeróbíos estritos e bactérias
do gênero Hoemoplcilus, eram utilizadas
somente provas bioquímicas para sua identi-
ficação 7, 12, 13; para os diplococos Gram-
-negativos e bacilos da família Enierobacte-
riacea, além da identificação bioquímica
foram realizadas provas sorológicas com anti-
-soros específicos para determinação de soro-
grupos e sorotipos dos generos Salrnonella,
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Shigella e E. coli, e sorogrupos para Neis-
seria meningitidis.

Foram consideradas negativas aquelas cul-
turas que, após 7 dias de incubação a 370C 2,

não desenvolveram qualquer crescimento bac-
teriano após a semeadura em ágar-chocolate
com base Muller-Hinton, sob condições de
umidade e sob tensão de 5-10% de gás carbo-
nico, por 48 horas.

Os coágulos dos sangues recebidos para a
reação sorológica de Widal eram semeados em
meio seletivo de bile nutrose 2. Caso houvesse
'desenvolvimento bacter:iano suspeito de S.
typhi, procedia-se à identificação do micror-
ganismo.

Para a realização dos antibiogramas, a
metodologia foi a de BAUER e t alii 3 que
utiliza discos de papel impregnados com
antibióticos, nas concentrações a seguir des-
criminadas:

Penicilina .
Ampicilina ,.
Cef'alor'id ina .
Estreptomicina .
Canarnicina .
Cloranfenicol .
Tetraciclina .

10 U.I.
10 p.,g
30 p.,g
10 p.,g
30 p.,g
30 p.,g
30 p.,g
10 p.,g
30 p.,g
10 fJ..g
30 fJ..g
15 fJ..g
5 p.,g

100 fJ..g
300 fJ..g

Gentamicina
Ácido nalidíxico .
Colistina .
Amicacina .
Eritromícina .
Oxacilina
Carbenicilina
Sulfadiazina

Foram considerados casos de infecção sim-
ples ou monomícrobiana o isolamento de
apenas um agente em pelo menos uma amos-
tra; infecção mista ou polimicrobiana foi
considerada quando se isolaram dois ou mais
agentes na mesma amostra ou em amostras
diferentes.

Cocos Gram-positivos coagulase negativa,
bactérias esporuladas e díf'teróídes, que nor ..
mal mente são considerados como contaminan-
tes 19, não foram computados no presente
estudo.

RESULTADOS

Dos 5.360 casos de hemoculturas revistos,
1.056, ou seja 19,70%, foram positivos, isto
é, houve desenvolvimento de algum microrga-
nismos. Do total destes casos positivos, em
968 foi isolado um único agente etiológico
correspondendo a 1.8,06% dos casos, enquanto
que em 88, ou seja, em 1,64% dos casos, a
infecção foi causada por mais de uma bac-
téria.
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Os casos de bacteriemias por infecção mista
relacionados à faixa etária dos doentes estão
representados diagramaticamente nas figu-
ras 1 e 2, onde podemos observar que a pre-
dominância tanto de infecção simples como
de mista ocorreu na faixa etária de O a 1
ano de idade, com 68,72 % para o primeiro
tipo de infecção e 76,13% para o segundo. A
seguir, a faixa etária onde predominaram os
dois tipos de infecção foi a de 1 a 10 anos,
com um percentual de 14,19 e 7,98% para
infecção simples e mista respectivamente.

-t I ANO

68,72 %

4,20%6,27%
>40 ANOS

3,60%
FIGURA 1 - Distribuição etária dos casos de

bacteriemia por infecção simples.

nas em 2 casos (2,27%). As associações de
agentes etiológicos observadas com maior
freqüência foram a de S. typhimurium e K.
pnewmoniae, seguidas de K. pneumoniae e E.
coli. O número de vezes e os tipos de asso-
ciações em que estes microrganismos apare-
cem estão demonstrados nas tabelas 2 e 3.
Os modelos de resistência aos antimicro-

bianos das bactérias isoladas em hemocultura
encontram-se distribuídos na tabela 4.

DISCUSSÃO

A positividade das culturas de sangue em
nosso estudo (19,70 %) se mostrou superior
à encontrada por DALTON & ALLISON 4

e por JANSON 10, que obtiveram respectiva-
mente 15,60% e 5,5(-~ de culturas positivas,
cujas amostras procediam de hospitais; no
levantamento realizado por BAR'fLETT 2,

compreendendo 21 laboratórios clínicos de hos-
pitais e universidades, foi obtida a porcen-
tagem entre 6 a 15% para a maioria dos
laboratórios questionados.

Nas infecções simples obtivemos as per-
centagens de €.0,86% de microrganismos per-
tencentes à família Enterobacteriaceae, de
29,78% de cocos Gram-positivos, de 4,72%
de bacilos Gram-negativos aeróbios estritos,
de 4,25 % de H aemophilus e de 0,40 % de
diplococos Gram-negativos, cujos generos e
espécies se encontram relacionados na
tabela 1.

Nas infecções polimicrobianas foram isola-
das 2 bactérias em 74 casos (84,10%), 3
bactérias em 12 casos (13,63%) e 4 bacté-

-t I ANO

76,13%

SEM IDADE
4,55 %

~40 ANOS
5,70%

>40 ANOS
3,40%

FIGURA 2 - Distribuição etária dos casos de
bacteriemia por infecção mista.

Nas infecções monomicrobianas (18,06 %)
obtivemos grande heterogeneidade de agentes
etiológicos com marcante predomínio do
gênero Salrnonella (39,43 %), sendo os soro-
tipos S. typhimw'ium (24,40%) e S. typhi
(11 ,15 0/0) os de maior ocorrência, dados que
estão de acordo com PESSôA et alii 18,

quando afirmam que o sorotipo S. typhimu-
rium é predominante em nosso meio. Este
scrotipo, que grassa de forma endêmica, é
o grande responsável por infecções cruzadas,
principalmente em berçários e enfermarias
de pediatria. A alta freqüência com que foi
isolada a S. typhi demonstra claramente
que a febre tifóide ainda é uma realidade
entre nós.

O Staph.ulo coccus aureus foi o segundo
microrganismo mais freqüentemente identifi-
cado nas infecções simples (17,67%), tendo
sido observado aumento de 100% dos casos
isolados em 1982, quando relacionado a 1979.
Essa bactéria é a maior causadora de bacte-
riemias entre os cocos Gram-positivos encon-
trados.
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TABELA 1

Infecção simples - Nú.mero e percentual de casos e microrganismos
isolados no quadriênio 1978-1982

Microrganismos 1979 1980 1981 1982 Total %

Streptococcus sp. 13 23 15 19 70 7,25
S. pneumonia e 24 14 8 1 47 4,86
S. aureus 30 46 35 60 171 17,67
N. meningitidis B 1 1 - - 2 0,20
N. meningitidis C 1 -- - - 1 0,10
N. meningitidis Y - - 1 - 1 0,10
Haemophilus sp. 11 17 5 8 41 4,25

S. typhimurium 54 56 61 65 236 24,40

S. typhi 21 21 34 32 108 11,15

S. agona 2 4 5 3 14 1,45
S. dublin 2 - - 2 4 0,41

S. cholerae suis - 1 - - 1 0,10

S. infantis - - - 3 3 0,30
S. panama - - 1 - 1 0,10
S. paratyphi A 1 1 - - 2 0,20
S. enteritidis - - - 1 1 0,10
Salmonella sp. 2 - -- 4 6 0,61
Salmonella, 14, 12: - : - 2 - 2 - 4 0,41

Salmonella, 16, 7: - : - - - 2 - 2 0,20
E. coZi 8 21 17 16 62 6,40
K. pneumoniae 8 15 15 26 64 6,61
K. oxytoca 1 - - 1 2 0,20

E. cloacae - 5 6 - 11 1,15
S. marceecens 3 17 8 12 40 4,15
S. liquefaciens 1 - - 1 2 0,20
P. morganii 2 3 1 2 8 0,85
P. mirabilis 1 1 4 4 10 1,05
P. vulgaris -- I - - 1 0,10
Sh. flexneri 2 1 2 1 - 4 0,41
Sh. flexneri 3 - - 2 - 2 0,20
Sh. [lexneri 4 1 - _. - 1 0,10

P. aeruginosa 5 7 11 8 31 3,20

P. maltophilia -- 2 - 4 6 0,61
P. putida - - 1 - 1 0,10
P. cepncia - - - 1 1 0,10
Acinetobacter calcoace ticue - - 1 5 6 0,61
Flavobacterium

meningosepticurn 1 - - - 1 0,10

Total 196 258 236 278 968 100,00
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TABELA 2

Infecção mista - Associação de 2 espécies ou gêneros de bactérias em 74 casos

Microrganismos

S. typhimurium + K. pneumoniae

E. coli + K. pneumoniae

St.reptococcue sp. + S. aureus

S. typhimurium + S. aureus

S. typhimurium + P. aeruginosa

S. typhimurium + S. marcescens

Escherichia coli + Proteus sp,

S. typhimurium + Eecherichia coli

K. pneumoniae + S. marcescens

K. p-neusn.oniae + Bacilo Gram-negativo

K. pneumoniae + Salmonella sp.

S. typhimurium + E. cloacae

S. typhimurium + P. maltophilia

S. typhimurium + Streptococcus sp.

S. typhimurium + N. meningitidis

E. colí + P. mirabilis

E. coli + P. morganii

E. coli + Haemophilus sp.

E. coli + Streptococcus sp.

E. coli + S. aureU8

K. pneumoniae + E. cloacae

K. pneumoniae + P. morganii

K. pneumoniae + Citrobacter sp.

K. pneumoniae + S. aureus

P. aeruginosa + P. mirabilis

Streptococcus sp. + Haemoph.ilus sp.

P. aeruainoea + S. marcescens

Streptococcus sp. + Enterobacter sp.

Salmonella sp. + P. aeruginosa

Salmonella sp. + Bacilo Gram-negativo

S. tuphimurium + Htiemopliilue sp .

v, meningitidis + S. aureus

P. morganii + Bacilo Gram-negativo

K. pneurnoniae + P. aeruginosa

P. aeruginosa + S. pneumoniae

P. aeruginosa + E. coli

(+ ) _ Associação.

N.O de casos

11

7

6

5

4

3

3

2

2

2

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

1
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TABELA 3

Infecção mista - Associação de 3 ou 4 espécies ou gêneros de bactérias em 14 casos

N.O de
Microrganismos casos

E. coli + K. pneumoniae + S. aU"eus 2

E. coli + K. pneumoniae + P. aeruginosa

E. coli + S. typhimurium + P. morganii

E. coli + E. cloacae + P. putida

S. typhimurium + K. p neusnoniae + Citrobacter sp,

E. coli + K. pneumoniae + St.rept ococcus sp.

P. aeruginosa + K. pneumoniae + E. cloticae

E. coli + K. pneumoniae + Salmonella 14, 12: -

K. pneumoniae + S. typhimurium + P. aeruginosa

K. pneumoniae + S. marceecens + K. oxytoca

K. p-neurnoniae + P. morganii + P. maltophilia

K. pneumoniae + E. coli + P. mirabilts + S. aU1"eUB

E. coli + P. mirabilis + P. maltophilia + E. cloacae

Em relação aos diplococos Gram-negativos,
a única espécie isolada foi a Neisseria menin-
gitidis, sendo que a dificuldade de seu isola-
mento de cultura de sangue é documentada
por vários autores 6, 16.

Os subcultivos realizados em 16-18 horas
após incubação foram de grande interesse
quando da suspeita clínica de bacteriemia,
principalmente quando os agentes ctiológícos
isolados foram Haem.ophslus sp e S. tmeumo-
niae pois, neste último caso, a pronta recupe-
ração da bactéria facilitou sua identificação,
pelo fato ser o germe extremamente sensível
às variações de pH do meio de cultura, per-
dendo facilmente sua característica de Gram-
-positividade, sua cápsula e viabilidade,

A freqüência de isolamento de Strep-
tococcue sp. (7,25%), Klebsiella pneumoniae
(6,61 %) e Eecherichia coli (fi,40%) demos-
trou serem estas bactérias, importantes
agentes primários de infecções sanguíneas.
Bastante interessante é a alta incidência de
Serratia marceecens (4,15%) em relação à
Enterobacter cloaceae (1,15 'ló) , fato não
encontrado por SOMENVIR'l'H 19, em seu
estudo. K. oxytoca e S. liqucf aciens foram
isolados na freqüência de 0,2% das infecções
simples.

É digno de nota o isolamento em 7 casos
de Shigella [lexneri pertencentes aos soro-
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tipos 2 (4 casos), 3 (2 casos) e 4 (1 caso).
A disseminação de Sh.ioell« pela corrente
circulatória é considerada excepcional, geral-
mente observada em países tropicais, sendo
o sorogrupo S. flexneri o mais freqüente-
mente isolado 5, 15.

Entre os bacilos Gram-negativos aeróbios
estritos foram isoladas várias espécies de
Peeudomoruis, sendo que a P. aeruainoea foi
a de maior importância (3,20 %); a Aeine-
tobacter calcoaceticue foi isolada em 6 casos,
enquanto a bactéria Fla.uobacterium. menin-
gosepticum o foi em apenas 1 caso de infec-
ção simples.

O aumento da incidência de infecções poli-
microbianas é documentado por vários auto-
res 4,11,19, mas a percentagem desse tipo de
infecção em nosso estudo foi de 1,64%,
inferior aos dados encontrados na bibl iogra-
fia pesquísada.

Nas diferentes associações de 2 microrganis-
mos (84,10%), 3 microrganismos (13,63%),
e 4 microrganismos (2,2%), os tipos mais
freqüentes de combinação foram entre baci-
los Gram-negativos.

Houve predominância, nas infecções polimi-
crobianas, da K. pneurnoniae (20,91%).
seguida pela S. tuphimurium. (18,36%) e
Eecherich.ia coli (14,28%), associados entre
si ou com outras bactérias.



TABELA 4

Perfil de reeietência e sensibilidade dos microrganismos isolados de hemo cult.urae frente a diferentes agentes antibacteriano8
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S, typhimurium
S. agona
S. infantis
Salmonella sp.
Escherichia coli
K. pneumoniae
E. cloacae
Serra tia sp.
Shigella sp,
Proteus sp.
S. aureus
Streptococcus sp.
S. pneumoniae
N. meningitidis
Haemophilue sp.
Pseudomonas sp.
.4. calcoaceticus
F. meningosepticum
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14
5
6
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16
38
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4
8
1
1
O
2

41
1
O

251
14
I)
6
18
66
16
38
O

18
51
28
O
1

34
51
6
1

258
12
4

12
48
72
15
17
7

23
89
67

31
43
6
O

257
13
5
6

33
81
10
15
2

16
86
65

32
48
5
O

251
O
5
6

35
81
11
16
4

16
69
21
O

5
45
5
1

239
14
5
6

38
71
13
35
4

27
83
46
13
1

15
50
4
1

246
12
5
6

17
79
10
12
O

14
76
54
3e

29
15
3
O

96
3
O
6

11
57
7
8
O

10

6
3
Ü

4
O
O
O
4
3
3

29
O

22

5
6
1
1

136
29
1

35

80
32
1

39

65

8
O

6

1*
O
O
5

14
O
2
O
O
O
2
3
3
O
1
O
O
O

....
I>:>....

(*) Salmonella typhimurium O: 5+.
(-) = antibióticos não-testados.
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Com relação à distribuição etária, tanto
nas infecções simples (com exceção dos casos
de febre tifóide) como nas infecções mistas,
houve predominância na faixa entre O e 1
ano de idade, para os diferentes agentes
microbianos. Salrnonella typhi foi isolada
principalmente na faixa etária entre 20-40
anos.

Quanto à resistência aos antibióticos, deve-
mos evidenciar o padrão resistente das cepas
de S. typhimurium aos antibióticos testados,
que é o mesmo encontrado por PESSôA et
alii 18, em 1976.

A S. agona apresentou-se resistente a 6
marcas de antimicrobianos, enquanto S.
infantis, apresentou resistência a 7 daqueles
testados. É notório também a reconhecida
resistência das diferentes espécies de Pseu-
domonas e das cepas de Acinetobacter cal-

coaceticus. As cepas de S. aureue apresenta-
ram praticamente 100 % de resistência li
penicilina, e as cepas de S. typhi foram
totalmente sensíveis ao cloranfenicol.

Em nosso estudo foi vcrif'icada predomi-
nância das enterobactérias como causadoras
de bacteremias, em especial a S. typhimurium
seguida da K. tmeumoniae, E. coli e S. ma.T-
cescene ; esses agentes etiológicos demostra-
ram resistência a vários antimicrobianos e
predominaram na faixa etária de O a 1 ano,
significando possivelmente infecções nosoco-
miais.
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ABSTRACT: Positivity, frequency of mixed infections, age group and anti-
-microbe resistance were examined in th'e resulta of 5,360 bacterial cultures of the
blood of patients from an infectious disease hospital and two pediatric hospitaIs
from São Paulo municípali ty during th e period of 1979 to 1982. Blood cultures
were positive in 19.70% of the specimens, of which, 18.06% showed a single
bacteria while 1.64% showed more than one. In the single infection cases, Salmo-
nella typhimurium predominated with 24.40% of the positive specimens while
Staphylococcus aureus and Salmonella typhi were found in 17.67% and 11.15%,
respectively. In the mixed-infection specimens, Klebeiella p-neurnon iae was found
in 20.91% of the specimens, S. typhimurium and Escherichia coli in 18.38% and
14.28%, rsspectively, these .bacteria being associated among them or with other
bacteria. Shigella flexneri serotype 2 was found in two specirnens, serotype 3 in
two specim ens, and serotype 4 in one blood. Marked resistance to antimicrobial
substances was shown by S. typhimurium, Peeudomonae aeruginosa and K. pneu-
moniae, Ali isolates of S. typhi were sensitive to chloramphenicol.

DESCRIPTORS: bactéria, aerobic, facuItative anaerobic, isolation from blood
culture; bacterial infections, prevalence, São Paulo rnunicipali ty, Brazil.
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RESUMO: Foram caracterizadas sorologicamente 71 amostras de Listeria mo-
'Y/ocytogenes, isoladas de processos patológicos e de portadores humanos, no período
de 1969 a 1983. As amostras estudadas originaram-se de diferentes regiões do país,
representadas pelos Estados de São Paulo, Rio de Janeiro, Pernambuco e Bahia.

A análise sorológica permitiu o reconhecimento de sete sorotipos distintos,
destacando-se 1:0 cômputo geral a predominãncia de L 4b (50,70%) sobre L 1/2a
(29,57%). Em plano secundário, foram detectados os sorotipos L 4a (7,04%); L 4ab
(5,e3%); L 1/2b (1,40%); L 1/2c (1,40%) e L 4g (1,40%).

DESCRITORES: Iisteriose humana, Brasil; List.erio. monocytogenes, sorotipos,
prevalência no Brasil.

INTRODUÇÃO

A listeriose é uma doença que acomete
o homem e inúmeras espécies de animais, e
tem como uma das principais características
a sua ocorrência cosmopolita. Apesar de o
reconhecimento do seu agente etiológico, como
causa de enfermidade humana, já ter ultra-
passado cinqüenta anos (NYFELDT 23,

1929), somente nas duas últimas décadas foi
incitado maior número de pesquisas clínicas
e laboratoriais, cujos resultados demonstra-
ram não se tratar de uma entidade nosoló-
gíca tão rara como se propalava 2.

Por outro lado, não há dúvida sobre a pre-
sença deste agente bacteriano no elenco das
doenças humanas em nosso meio, retratada
nas várias investigações, como as encetadas
por CARDOSO 4 PACHECO et alii 24, 25, 26, 27.

28, MADRUGA 18, 19, LIMA & SOUZA !7,

HOFER et alii 10, 11, 12, SUASSUNA et

alii 31 MENEZES 21 KRAHE 15 TAKEU-
CHI ~t alii 32, MASTROLORENZO et alii 20,

ESPER et alii 6 e SARAIVA et alii 29,

excluindo aquelas de natureza sorodiagnóstica.
A exigüidade de informações sobre a inci-

dência de sorotipos de Listeria monocytogenes
envolvidos nas diferentes formas de apre-
sentação da listeriose humana ocorridas em
algumas regiões do Brasil, aliada à possibi-
lidade de ofertar maior número de variáveis
para as análises epidemiológicas que vierem
a ser executadas no futuro, se constituíram
nos objetivos básicos da presente 'investi-
gação.

MATERIAL E MÉTODOS

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

Realizado no Departamento de Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ,
e na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.

** Do Instituto Oswaldo Cruz.
*** Do Instituto Adolfo Lutz.
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período de 1969 a 1983. A distribuição das
estirpes segundo a origem geográfica e as
fontes que propiciaram o isolamento, figura
na tabela 1. Salienta-se que as amostras do
Estado de São Paulo provieram do Instituto
Adolfo Lutz, onde foram isoladas e identifica-
das em material de doentes internados nos
hospitais "Emílio Ribas" e do Servidor PÚ-
blico, e no Instituto da Criança; as do Rio de
Janeiro são as utilizadas em trabalhos ante-
riores realizados por HOFER et aliVo, 11, 12,

e as provenientes do Instituto Fernandes Fi-
gueira; as amostras de Pernambuco e da
Bahia foram as recebidas de pesquisadores e
instituições locais para a devida confirmação.
Para a caracterização bioquímica, adotou-

-se a orientação de SEELIGER 30, e, na
determinação dos sorotipos, emurevou-sa a
técnica preconizada por DONKER-VOET 5.

Quanto à avaliação da patogenicidade,
recorreu-se ao processo descrito por AN-
TON 1, cuja leitura se baseou na evolução
ou não do quadro de ceratoconjuntivite em
cobaia. A acão hemolítica das amostras foi
verificada e~ ágar-triptosc (DIFCO) acres-
cido de 5% de sangue desfibrinado de car-
neiro e de coelho, respectivamente,

RESULTADOS

A análise do comportamento bioquímico
das amostras revelou acentuada homogenei-
dade das reações, com discretas variações no
que tange à ramnose, sacarose, xilose, sorbi-
tol, e na pesquisa de Vermelho de Metila.
Tais alterações foram observadas, particular-
mente, nas estirpes isoladas de fezes (não
determinadas sorologicamente) e no sorotipo
L 4g, proveniente de secreção vaginal.

A hemólise total em ágar sangue de coe-
lho foi notada em 66 amostras (92,9%), em
contraposição às 59 culturas (83,0 %) que
evidenciaram ação hemol ítica em ágar san-

TABELA 1

gue de carneiro. As formas anemoIíticas
foram detectadas essencialmente nas amos-
tras (5 ou 7,04%) isoladas de fezes e secre-
ção vaginal (sorotipos L 4b, L 4g e não
determinadas) . Este aspecto caracteriza a
maior sensibilidade das hemátías de coelho à
ação da hemolisina de listérias.

Quanto à prova de Anton- salienta-se que
apenas 5 amostras (7,04%) que não demons-
traram ceratoconjuntivite, representadas pelos
sorotipos L 4b, L 4g e não determinadas,
eram oriundas de fezes e secreção vaginal
de portadores da cidade do Rio de Janeiro.

Na identificação sorológica, foram detecta-
dos sete sorotipos diferentes; entretanto, em
duas amostras, a caracterização antigênica
somente permitiu o reconhecimento da
espécie.

Dentre os sorotipos determinados, acentua-
-se a predominância do sorotipo L 4b, cons-
tituído de 36 amostras (50.70%) e, em
segundo plano, o sorotipo L 1I2a com 21
culturas (29,57%), de acordo com os dados
assinalados na tabela 1.

Na distribuição dos sorotipos, segundo os
espécimes que ofertaram os isolamentos, des-
taca-se a ocorrência dos tipos L 4b e L 1I2a
nos líquidos cefalorruquidianos e em fezes.
Nas amostras provenientes de secreção vagi-
nal, acentua-se a relevância do sorotipo
L 1/2a (tabela 2).

Considerando que o maior contigente de
amostras originou-se de processos com loca-
lização no sistema nervoso central, e tendo
em vista a obtenção das idades dos pacien-
tes, foi possível estabelecer a distribuição dos
sorotipos de acordo com os grupos etários
envolvidos (tabela 3).

Finalmente, na tabela 4, assinalam-se os
resultados ofertados sobre a prevalência e/ou
incidência dos sorotipos em relação à origem
geográfica das amostras.

Distribuição das amostras de L. monocytogenes de acordo
com a fonte de isolamento e procedência

Procedência das amostras
Material clínico Total

S. Paulo Rio de Janeiro Pernambuco Bahia

L.C.R.* 40 - 2 - 42
Fezes - 16 - - 16
Secreção vaginal - 5 1 .. 6
Placenta - - - 2 2
Sangue 1 - 1 -~ 2
Desconhecido 2 1 - - 3

TOTAL 43 22 4 2 71

* Líquido cefalorraquidiano.
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TABELA 2

Freqiiéncia dos eorotipos de L. monocytogenes segundo as fontes de ÍBolamentlJ

Origem Sorotipos Total
das (percen-

amostras L 1/2a L 1/2b L 1/2c L 4a L 4b L 4ab L 4 g N.D.** tagem)

L.C.R.* 11 - 1 1 27 2 - - 42 (59,15)

Fezes 4 1 - 1 8 - - 2 16 (22,53)

Secreção vaginal 2 - -- I 1 1 1 - 6 ( 8,45)

Placenta 2 - - - - .'- - - 2 ( 2,81)

Sangue - - - 1 - 1 - - 2 ( 2,81)

Desconhecida 2 - - 1 - - - - 3 ( 4,22)

Total 21 1 1 5 36 4 1 2 71
(percentagem) (29,57) (1,40) (1,40) (7,04) (50,70) (5,63) (1,40) (2,81) (99,97)

---

•• Líquido cefalorraquidiano.

** Não-determinado.
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TABELA 3

Dietribuição dos sorotipos de L. monocytogenes isolados de líquido cefalorraquidiano de acordo
com as faixas etârias d08 pacientes

Sorotipos Total
Faixa etária (percen-

L 1/2a L 1/2c L 4a L 4b L 4ab tagem)

0-1 mês 6 - - 4 1 11 (26,19)

2-11 meses 1 - - 1 - 2 ( 4,76)

1-9 anos 1 - - 6 1 8 (19,04)

10-19 anos 2 - - 5 - 7 (16,66)

20-29 anos 1 - 1 2 - 4 ( 9,52)

30-39 anos - - - 3 - 3 ( 7,14)

40-49 anos - - - 3 - 3 ( 7,14)

50-59 anos - - - 1 - 1 ( 2,38)

70-79 anos -- - - 1 - 1 ( 2,38)

Desconhecida - 1 -- 1 - 2 ( 4,76)

Total 11 1 1 27 2 42
(percentagem) (26,19) (2,38) (2,38) (64,28) (4,76) (99,97)

TABELA 4

Procedéncia. dos sorotipos de L. monocytogenes em relação às regiões

Sorotipos
Região Total

L 1/2a L 1/2b L 1/2c L 4a L 4b L 4ab L 4g N.D.

S. Paulo 11 - 1 2 27 2 -- - 43

Rio de Janeiro 6 1 - 3 9 - 1 2 22

Pernambuco 2 - -- - - 2 - - 4

Bahia 2 - - - - - -- -- 2

Total 21 1 1 5 36 4 1 2 71

DISCUSSÃO

O acontecimento da listeriose humana no
mundo tem revelado uma acentuada ocorrên-
cia em crianças recém-nadas, ou no trans-
curso da gravidez, circunstanciado principal-
mente pela contaminação fetaI intra e extra-
-uterína, As manifestações clínicas, comu-
mente associadas a tais patogenias, são con-
figuradas pela meningite, septicemia, formas
tifoídicas e pulmonares, granulomatose sép-
tica e aborto. Outras formas de apresenta-
ção da doença, via de regra, acometem indi-
víduos em que é possível aduzir como causa
primária a deficiência de resistência orgâ-
nica, como nos problemas advindos da cirrose
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de Laennec, doença de Hodgkin, enfermidades
cardíacas, arteriosclerose. hepatite colangio-
cística, neoplasias, doenças do colágeno, dia-
betes melito, lúpus eritematoso, leucemias
agudas e crônicas, mielomas múltiplos e
transplante de órgãos 2, 3, 9. A doença apre-
senta ainda aspectos esdrúxulos sob o prisma
clínico-epidemiológico que, na maioria das
vezes, dificultam a detecção do agente, aler-
tando desta maneira para a possível exis-
tência de uma infecção tolerada ou inapa-
rente 2, 3, 9, 12, 14.

Paradoxalmente, a L. monocutoçenee, ape-
sar de sua ampla disseminação na natureza,
oferta uma casuística no homem e animais,
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que poderá ser classificada como esporádica.
Entretanto, as inúmeras evidências acumula-
das, através das investigações realizadas,
demonstraram de modo insofismável que mui-
tas espécies animais, inclusive o homem, car-
reiam a bactéria no intestino, sem exteriori-
zar sinais clínicos 2,12,14.

Além dos aspectos suscitados, convém
salientar que a exigüidade de casos compro-
vados bacteriologicamente de listeriose decor-
re, segundo GRADWOHL 8, de certos con-
ceitos errôneos sobre o microrganismo. Den-
tre essas premissas mais arraigadas, destaca-
-se a sua caracterização habitual, como con-
taminante recebendo a identificação gené-
rica de "difteróide", mesmo quando isolada
de especimens clínicos de indivíduos porta-
dores de algumas das formas assinaladas.

o problema "Listeriose" apresenta, por-
tanto, uma notável complexidade sob todos
os ãnaulos cujas dificuldades se refletem,
partic{ilar~ente; no âmbito da epidemiologia.
Talvez o maior óbice para as análises epide-
miológicas resida no conhecimento da inci-
dência dos sorotipos nas diferentes fontes e
áreas de infecção envolvidas. É claro que esta
situação decorre, principalmente, do número
limitado de laboratórios interessados no
assunto, possuidores das condições para
executar a caracterização sorológica.

Em nosso meio, com base na aver-iguação
bibliográfica até 1969, observa-se que, em
dez trabalhos, a metade notificou a caracte-
rização de sorotipos nas seis amostras isola-
das, tendo predominância do tipo L 110,27,31,
seqüenciado pelos sorotipos L 410,26,.e L 318.
Já a partir de 1970, nas. sete pe~qUl~as, c.on-
sultadas, em que foram Isoladas ;:;2 Iisté rias,
verifica-se a acentuada ocorrência do soro-
tipo L 4b, representado por 19 amostras,
secundado pelos sorotipos L 1I2a com 9 cul-
turas' L 4a foi detectado em 3 amostras;
L 2 ~m uma, e duas estirpes foram identi-
ficadas apenas quanto ao gênero.

Este confronto das duas fases evidencia,
primordialmente, a evol~çã? dos c~nhecimen-
tos auferidos sobre as técnicas de Isolamento
e identificação de Lieteria, propiciando, por
conseguinte, um número de amostras signifi-
cativamente superior e possibilitando a alguns
laboratórios a implementação de processos de
caracterização antigênica dos isolados.

A análise dos resultados obtidos confirma
a destacada ocorrência de Listeria nos pro-
cessos patológicos primários do sistema ner-
voso central, demonstrando, inclusive, uma
face ta um tanto inusitada, em relação às
outras partes do mundo, isto é, do compro-
metimento de faixas etárias mais produti-
vas (tabela 3). Assinala-se o fenômeno da
maior incidência do sorotipo L 1!2a na faixa
etária de O a 1 mês de idade, enquanto nas
demais o sorotipo L 4b predomina. Curiosa-

mente, nos cultivos de secreções vaginais e
placenta (tabela 2) prevalece também o
sorotipo L 1/2a, o que talvez po Icr ia expli-
car as contaminações nas fases de concep-
ção e do parto, tendo em vista que a colo-
nização deste sorotipo, nas diferentes por-
ções do trato genital, foi mais evidente do
que a do tipo sorológico L 4b. Co inciden-
temente, a totalidade das amostras do soro-
tipo L l/2a foi capaz de produzir a cerato-
coniuntivite e a hemólise total, parâmetros
normalmente adotados para avaliação do
grau de patogenicidade de Lieteria,

Outro aspecto que convém enfatizar em
relação às amostras isoladas de L.C.R., em
pacientes da faixa etária de O - 1 mês de
idade, refere-se ao critério de classificação
clínica das formas de listeriose neonatal,
apresentado por MONNET 22 e LARS-
SON 16. Assim menciona-se que apenas duas
amostras (sorotipos L 1!2a e L 4ab), oriun-
das de Pernambuco, coadunavam-se com a
"forma precoce", que se define pelo compro-
metimento do recém-nascido até o 3.° dia de
vida, sendo o agente transmitido por via
hematogênica transplancentária. Ainda sob
esse prisma, salienta-se a detecçâo de uma
amostra (sorotipo L li2a) de S. Paulo, que
poderia ser enquadrada na "forma interme-
diár is " que, geralmente, ocorre no período
de 3 a 5 dias após o nascimento.

Todas as demais estirnes, em número de
oito, de acordo com tal c'ritél'io clínico, esta-
riam relacionadas à "forma tardia", cujos
sinais surgem após 5-6 dias de vida, exterio-
rizando-se pelo quadro de meningite e tendo,
como mecanismos de transmissão, as conta-
minações sofridas pelo indivíduo durante o
parto, ou através de infecção hospitalar.

Quanto à freqüência dos vários sorotipos
em nosso meio, revelando a predominância do
tipo sorológico L 4b, observa-se que esta
faceta se identifica plenamente com aquelas
particularizadas mais recentemente no conti-
nente europeu (27, 14, 22). Em contraposi-
çâo, nos Estados Unidos da América proli-
feram de modo bem mais acentuado os
sorotipos L 1I2b e L 1/2a', embora em
certas regiões, se registre um equilíbrio na
freqüência dos sorotipos L 1 e L 4b 13.
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ABSTRACT: During the period 1969 to 1983, 71 strains of Listeria mono-
cytogenes were isolated from patients and carriers from the states of São Paulo,
Rio de Janeiro, Pernambuco and Bahia. Serologic analysis disclosed seven distinct
serotypes. The frequencies were 50.70%, for serotype L 4b; 29.57%, for L l/2a;
7.04%, for L 4a; 5.63%, for L 4ab; 1.40%, for L 1/2b; 1.40%, for L 1/2c; and
1.40%, for L 4g.

DESCRIPTORS: listeriosis human, Brazil; Listeria monocytogenes, serotypes,
prcvalence in Brazil.
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RESUMO: Os autores estabeleceram método polarográfico para determinar
ácido Lsascórbico na presença de polissorbato eo ou 80 em produtos de panificação,
devido à imprecisão na sua determinação pelos métodos usuais. A oxidação anódica
do ácido ascórbíco foi realizada em presença da solução-tampão de ace ta to, pH 4,6.
Pelo método proposto foram estudadas interferências de alguns aditivos permitidos
nas formulações para panificação e também da substãncia oxidante, o bromato
de potássio.

DESCRITORES: ácido L-ascórbico, determinação em produtos de panificação
contendo polissorbato 60 ou 80; pão, produtos, determinação do ácido L-ascórbico
por polarog raf'ia.

INTRODUÇÃO

O ácido L-ascórbico é usado na indústria
de panificação como melhorador de farinhas.
Esta substância, utilizada como agente de
maturação, cujo uso é permitido pela legis-
lação brasileira 4, é empregada com a inten-
ção de facilitar melhor manipulação de mas-
sas panificáveis, e conceder-lhes maior elas-
ticidade, boa textura e maior volume.

O ácido L-ascórbico age como reforçador
do glúten, a principal fração protêíca da
farinha de trigo, proporcionando massa mais
estável para a retenção dos gases liberados
durante a fase de fermentação no processa-
mento do pão. Para explicação do fenômeno,
admite-se o mecanismo onde, em uma pri-
meira etapa, o ácido ascórbico é oxidado por
intervenção da enzima ácido ascórbico oxi-
dase, produzindo ácido deidroascórbico. Este
último produto irá oxidar, por ação da
enzima ácido deidroascórbico redutase, grupos
sulfidrílicos (-8H) da cadeia protêica do

glúten, formando intermolecularmente liga-
ções cruzadas de dissulfetos (-8-8-), propor-
cionando estrutura mais compacta e ocasio-
nando maior retenção de gases liberados
durante a fermentação I.

OS mais diversos métodos para determina-
ção de ácido ascórbico baseiam-se em seu
poder redutor, devido à existência do grupo
enediol em sua molécula. Rotineiramente. o
método usado é o volumétrico que se funda-
menta na redução do iodo liberado durante
a oxidação de íons iodeto em meio ácido pela
solução de iodato utilizada como reagente
titulante 10. Para determinações de pequenas
quantidades de ácido ascórbico, utiliza-se o
método de TiIlmans 11. Nestes métodos cita-
dos, outros agentes redutores e oxidantes
interferem na determinação do ácido ascór-
bico.

Métodos analíticos para determinação do
ácido ascórbico, em muitos tipos de produtos.
foram desenvolvidos com base em seu com-
portamento polarográfico 5. Esses métodos

Realizado no Serviço de Química Aplicada do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
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fundamentam-se na oxidação do grupo ene-
diol da molécula junto ao eletrodo de
mercúrio, em um processo envolvendo dois
elétrons.

Foi observado que a onda anódica obtida
com o ácido ascórbico era deslocada com
relação aos diferentes valores de p'H e que
a oxidação não era completamente reversível,
pois o ácido deidroascórbico não é reduzido
no eletrodo de mercúrio 6. Alguns autores
afirmam que grandes concentrações de subs-
tâncias tensoativas podem interferir na onda
polarográfica do ácido ascórbico 8.

Normalmente, formulações contendo ácido
ascórbico, destinadas ao fabrico de pães pré-
-embalados, isto é, não destinados ao consumo
imediato, apresentam os tensoativos, polissor-
bato 60 e polissorbato 80, permitidos pela
nossa legislação 2. 3, com a finalidade de con-
ferirem propriedades emulsif'icantes às mas-
sas panificáveis. Na determinação do ácido
ascórbico nessas formulações, pelos métodos
volumétricos convencionais, o ponto final da
titulação não é n.tído e nem preciso, devido
à interferência dos emulsificantes. DES-
SOUKY et alii 7 estabeleceram metodologia
para determinação de ácido ascórbico em
presença do polissorbato 80, onde o tensoativo
é removido por extração com butariol , antes
da determinação iodométrica do ácido ascór-
bico. Este método envolve extração com sol-
vente que, em muitas formulações, pode pro-
duzir emulsões difíceis de separação, acarre-
tando erros na determinação do ácido ascôr-
bico.

Tendo em vista a necessidade de uma nova
metodologia para determinação rápida e pre-
cisa de ácido ascórbico em formulações que
contêm polissorbato 60 ou 80, estabelecemos
método polarográfico onde foram estudadas
interferência dos aditivos monoesterato de
polioxietileno- (8) -glicol, propionato de cálcio e
estearoil-2-lactil lactato de sódio, permitidos
pela legislação brasileira no preparo de pro-
dutos de panificação não destinados ao con-
sumo imediato. Devido à impossibilidade de
determinar ácido ascórbico em presença de
bromato de potássio (aditivo não permitido
em nossa legislação), pelos métodos disponí-
veis, foi estudada a sua interferência no
comportamento polarográf'ico do ácido ascór-
bico.

MATERIAL E MÉTODO

Mo.teriol

Reagentes

Solução eletróiito suporte

Solução-tampão de acetat«, Walpore ",
pU 4,6

"

Soluções-padrão de ácido ascórbico

Solução I - Dissolver 0,1 g de ácido
ascórbico p.a. em água desminerali
zada e completar o volume com o
mesmo solvente até 100 ml, em balão
volumétrico.

Solução II - Transferir 10 ml da
solução I para balão volumétr ico de
100 ml e completar o volume com
solução eletrólito suporte.

Polissorbatos 60 e 80
Monoestearato de polioxietileno (20)
sorbitana "

Monoleato de polioxietileno (20) sorbi-
tana '"

Aparelho

Polarógrafo Methrom, modo E 261 R -
E 354 S
Condições instrumentais; voltagem ini-

cial, 1 V; escala de voltagem, O;
sensibilidade, 1 x 10 -7 A/mm; tempo
de gotejamento, 3 s ; amortecimen-
to, O; compensação de carga, O; cor-
rente de carga, O; eletrodo de refe-
rência, Ag/ AgC!.

Método

a) Efeito dos polissorbato« 60 e 80 na
onda polcroçrâiica do ácido aecôrbico

Procedimento - Transferir 10 ml da solu-
ção-padrão II de ácido ascórbico para uma
série de 14 balões volumétricos de 100 ml,
Colocar nos sete primeiros balões, respecti-
vamente, O, 2, 10, 100, 1. 000 e 10.000 mg
de polissorbato 60 e, nos balões restantes,
colocar polissorbato 80 nas mesmas quanti-
dades acima mencionadas. Completar o
volume de todos os balões com a solução do
eletrólito suporte e tranferir alíquotas de
20 ml de cada uma das soluções para celas
polarográficas. Borbulhar nitrogênio durante
5 minutos, Sendo necessário, adicionar uma
gota de álcool etílico p.a, para reprimir a
formação de espuma. Registrar os polarogra-
mas de cada uma das soluções e calcular as
correntes de difusão.

b ) Verificação da linearidade da concen-
tração de ácido ascóTbico em iunção
da corrente de difusão

Procedimento - Transferir, para balões
volumétricos de 100 ml, aIíquotas correspon-
dentes aos volumes de 1, 2, 4, 10, 15, 20 e
25 ml da solução de ácido ascórbico (solução
I) e, em cada um dos balões, adicionar água
desmineralizada. Colocar em todos os balões
1 ml de solução aquosa de polissorbato 80, a
0,1% (p/v), e completar os volumes finais

Tensoativos fabricados por Nutricional Biochemicals Corporation, USA.
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com solução de eletrólito suporte. Pipetar 20
ml de cada uma das soluções, colocar em
celas polarográficas e, após o borbulhamento
do nitrogênio, por cinco minutos, registrar
os polarogramas e medir as respectivas cor-
rentes de difusão. Paralelamente, desenvolver
o polarograma com uma solução designada
branco, constituída de 25 ml de água desmi-
neralizada, 1 ml de solução de polissorbato
80, a 0,1 (/é, e solução de eletrólito suporte
até completar o volume de 100 ml.

c) Verificação da interferência de algu-
mas substâncias químicas na onda
polarográfica do ácido aecárbico

Procedimento Utilizar quatro balões
volumétricos de 100 ml contendo cada um a
mistura constituída de 10 ml de solução-
-padrão de ácido ascórbico (solução II) e 1
ml da solução de polissorbato 80, a 0.1% ;
colocar em cada um deles, respectivamente,
1 g das seguintes substâncias: estearoil-2-
lactil lactato de sódio, monoestearato de
polioxietileno (8) glicol, propionato de cálcio
e bromato de potássio. Completar os volumes
com solução eletrólito suporte, homogeneizar
e registrar os polarogramas como anterior-
mente.

d) Determinação quantitativa do ácido
ascórbico

Preparo da amostra - Pesar determinada
quantidade da amostra. correspondente a
100 mg de ácido ascórbico, transferir quan-
titativamente para um balão volumétrico de
100 ml e completar o volume com água des-
mineralizada. Após a homegeneização, se
houver algum material não dissolvido, fil-
trar imediatamente a solução, na ausência
de luz direta. Transferir 10 ml dessa solu-
ção para balão volumétrico de 100 ml e com-
pletar o volume com solução do eletrólito
suporte.

Preparo do padrão -- Transferir 10 ml da
solução-padrão de ácido ascórbico (solução 1)
para balão volumétrico de 100 m1. Adicio-
nar à solução determinada quantidade de
polissorbato 60 ou 80 correspondente àquela
existente na tomada da amostra, e comple-
tar o volume com solução do eletrólito
suporte.

Determinacão do ácido ascórbico - Pipetar
20 ml da solução da amostra, colocar em uma
cela polarográfica; colocar o mesmo volume
da solução-padrão em outra cela. Remover o
oxigemo dissolvido por borbulhamento de
nitrogênio puro e registrar os polarogramas

nas condições instrumentais nrcestabeleci-
das. Determinar os valores das· alturas das
respectivas ondas polarográficas. Calcular a
concentração de ácido ascórbico na amostra
pela relação:

10.000 hA
CA

X hp

hA e hp = alturas, respectivamente, das
ondas polarográficas da solu-
ção da amostra e da solução
do padrão.

CA -- concentração de ácido ascór-
bico, em mg/lOO ml.

x = peso da amostra analisada.

RESULTADOS

Os efeitos dos emulsificantes polissorba-
tos 60 e 80, na onda polarográfica do ácido
ascórbico, estão representados nas figuras 1
e 2 (p. 136 e 137). A onda anódica apresenta
um máximo que é suprimido na presença do
polissorbato 60, na concentração de 10 mg/l00
ml e, na presença do polissorbato 80, na con-
centração de 2 mg/l00 mI.

Observando-se a tabela (p. 138), pode-se
afirmar que, até a concentração de 100 mgl
100 ml, os emulsificantes praticamente não
intl ui ram na onda polarográfica do ácido as-
córbico e que, em concentrações elevadas, hou-
ve um decréscimo pronunciado no valor de
sua altura.

Para o estabelecimento de um método
polarográfico é condição necessária a verifi-
cação da linearidade entre as concentrações
das substâncias analisadas e as respectivas
correntes de difusão, calculadas a partir dos
polarogramas registrados, em determinadas
condições instrumentais impostas. As figuras
3 e 4 (p. 138 e 139) representam, respectiva-
mente, os polarogramas registrados e a curva
correspondente à linearidade entre as concen-
trações de ácido ascórbico eas correntes de
difusão, demonstrando que houve obediência à
equação de I1kovic (MEITES9).

O estudo das interferências das substân-
cias testadas em concentrações elevadas com
relação ao ácido ascórbico, não revelou
nenhuma alteração nas suas ondas anódicas,
demonstrando a perfeita aplicação do método
proposto às formulações de panificação.

O teste dc recuperação do ácido ascôrbico,
de acordo com o método estabelecido, vario li

de 99 a 100(/;., indicando ser de precisão
suficiente para sua determinação em formu-
lações contendo os citados tensoativos.
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FIGURA 1 - Efeito do polissorbato 80 na onda anódica do ácido ascórbico: a) sem polissorbato 80;
b) com 0,1 mg de polissorbato 80; c) com 0,2 mg de polissorbato 80; d) com 0,4 mg
de polissorbato 80; e) com 2 mg de polissorbato 80; f) com 20 mg de polissorbato 130;
g) com 200 mg de polissorbato 80; h) eletrólito suporte com polissorbato 80 (corrente
residual) .
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FIGURA 2 - Efeito do polissorbato 60 na onda anódica do ácido ascór hico : a) sem polissorbato 60;
b ) com 0,1 mg de polissorbato 60; c) com 0,2 mg de polissorbato 60; d ) com 0,4 mg
de polissorbato 60; e) com 2 mg de polissorba to 60; f) com 20 mg de polissorbato 60;
g) com 200 mg de polissorbato 60; h) ele tróli to suporte com polissorbato 60 (corrente
residual) .
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TABELA
Efeito das concentrações dos polissorbatos 60 e 80 na altura da onda anodica do ácido aecôrbico

Polissorbato 60 Altura da onda Polissorbato 80 Altura da onda
mg/100 mI cm mg/100 ml cm

0,0 4,8 0,0 4,8

0,5 4,8 0,5 4,8

1,0 4,8 1,0 4,8

2,0 4,8 2,0 4,7

10,0 4,8 10,0 4,8

100,0 4,8 100,0 4,7

1.000,0 4,6 1.000,0 4,6

10.000,0 3,9 10.000,0 3,5

/1,7

9,6

7,3

E
o
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O
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FIGURA 3 - Curva-padrão de soluções de ácido ascórbico.
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FIGURA 4 - Polarograma de soluções-padrão de ácido ascórbico.
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CONCLUSÃO

O método proposto para determinar ácido
ascórbico em produtos de panificação que
contêm polissorbato 60 ou 80 é adequado à
rotina pela sua simplicidade. rapidez e pre-
cisão. Neste método, não há destruição da
amostra analisada, podendo ser esta utili-

zada varras vezes para verificação de seu
comportamento polarográfico. Outra razão
para o emprego do referido método é a van-
tagem de fornecer, além do resultado quan-
titativo, informação qualitativa da substân-
cia analisada, revelada pelo valor do poten-
cial de meia-onda. Os demais métodos não
são específicos e neles qualquer outro agente
redutor presente poderia ser dosado.
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ZENEBON, O.; SABINO, M. & CORRÊA, M.J. - Polarographic determination of
ascorbic acid in bread products containing polysorbate 60 01' 80. Rev. Inst.
Adolf o Lute, 44(2) :133-140, 1984.

ABSTRACT: The polarographic method was employed for determination of
ascorbic acid in the presence of Polysorbate 60 01' 80 in bread products because
of the lack of precision of the usual procedures. Anodic oxydation of ascorbic acid
was ma de in the presence of acetate buffer solution at pH 4.6. 'I'lre interference
of some food additives permitted for hread products and of potassium bromate
were studied.

DESCRIPTORS: L-ascorbic acid, determination in bread products containing
polysorbate 60 01' 80; bread products, ascorbic acid determination by polarography.
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OLIVEIRA, J.J.V.; ZENEBON, O. & SANTOS, C.C.M. - Estudo comparativo dos
métodos do eletrodo seletivo e da redução pela coluna de cádmio para a deter-
minação de nitrato em água mineral. Rev. Inst. Adol] o Lut.z, 44(2) :141-147,
1984.

RESUMO: Foram feitas dosagens de nitrato em águas minerais pelos métodos
da adição de padrão e da curva-padrão com o eletrodo seletivo e os resultados
foram comparados com os obtidos pela técnica da redução pela coluna de cádmio.
Estudo da interferência de Íons cloreto na determinação de nitrato pelo processo
potenciométrico foi também efetuado neste trabalho. Os resultados obtidos pelos
dois métodos analíticos testados foram satisfatórios e bastante semelhantes, sendo
que para análise de rotina o método do eletrodo seletivo é o recomendado.

DESCRITORES: nitrato em água mineral, determinação; água mineral, deter-
minação de nitrato; método do eletrodo seletivo, método da redução pela coluna de
cádmio, comparação.

INTRODUÇÃO

A detecção de nitrato em água mineral
poderá ser um indicador de poluição, pois
sua presença está condicionada ao estágio
final da oxidação de compostos orgânicos
nitrogenados, sugerindo que ela esteve em
contato com material protéico em decom-
posição. Evidentemente, esta afirmação não
é válida, quando o nitrato presente na água
for de origem mineral comprovada 5.

O teor de nitrato na água pode ser ava-
liado diretamente por reação com diferentes
reagentes cromogênicos e posterior leitura
espectrofotométrica.

Entre os métodos colorimétricos usados
para este fim, está o que utiliza o ácido
fenoldissulfônico 9. Bastante preciso, e tam-
bém muito utilizado para determinar nitrato
em vários tipos de amostra, é o método que
se baseia na redução do nitrato por inter-
médio de coluna de cádmio e posterior deter-

minação colorimétrica do nitrito formado,
com reação de diazotoção com ácido sulfa-
nilico e alfanaftol".

O método potenciométrico para determina-
ção de nitrato utiliza eletrodo seletivo para
a medida da quantidade do referido íon.
Muitos pesquisadores já utilizaram esta téc-
nica para determinação de nitrato em dife-
rentes tipos de amostras, devido a simplici-
dade, precisão e rapidez quando comparado
com métodos colorimétricos 3. 7. B. BRINK-
HOFF 4 realizou estudo, com relação à deter-
minação de nitrato, para verificar a quali-
dade da água de superfície e da água tra-
tada e, comparando os resultados com os de
outros métodos colorimétricos clássicos, che-
gou à conclusão de que o método potenciomé-
trico era o mais adequado para análise de
rotina.

Devido à necessidade de se padronizar um
método adequado para determinação rotineira
de nitrato em água mineral, os autores deste

* Realizado na Seção de Equipamentos Especializados do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
H Do Instituto Adolfo Lutz.
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trabalho empreenderam estudo comparativo
entre os métodos considerados mais precisos
o potenciométrico, em que se usa eletrodo
seletivo, e o da redução pela coluna de cád-
mio. Visto que o íon cloreto é considerado
sério interferente na seletividade do eletrodo
seletivo para nitrato 1, foi também realizado
estudo para verificar sua real interferência
na determinação potenciométrica de nitrato
em água mineral.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizadas amostras de água mine-
ral de diferentes marcas, comercializadas na
cidade de São Paulo, para estudo compara-
tivo das duas metodologias propostas para a
determinação de nitrato.

1. Método da coluna de cádmio

Foi usado o método descrito por LARA
et alii 6, no qual não é necessário o trata-
mento prévio da amostra.

Reaçenies
Solução de sulfato de cádmio a 20%, p/v
Zinco em bastão
Solução tampão (pH 9,6-9,8): adicionar

20 ml de ácido clorídric-o a 500 ml de
água destilada. Agitar. Adicionar 50
ml de hidróxido de amônio concen-
trado e completar o volume de 1.000
com água destilada.

Solução de o-naftol : aquecer 360 ml de
água destilada e 500 ml de ácido acé-
tico a 500C e transferir para um frasco
escuro contendo 0,25 g de ácido sulfa-
nílico. Agitar até dissolver. Adicionar
0,20 g de o-naftol, agitar bem. Esfriar
à temperatura ambiente. Adicionar 90
ml de solução de hidróxido de amônio
a 10%. O pH desta solução deve ser
4,0±0,5.

Preparo da coluna

Estirar uma das pontas de um bulbo de
vidro de 1,5 em de diâmetro e 14 em de com-
primento. Adaptar ao topo de uma coluna um
funil de separação de 60 ml, com haste de
1 mm de diâmetro interno e 24 em de com-
primento (fig. 1). Colocar bastões de zinco
em um béquer contendo cerca de 100 ml da
solução de cádmio a 20%. Após 3 horas,
remover o depósito esponjoso formado, e colo-
cá-lo em um béquer contendo água destilada.
Transferir o cádrnio formado para o copo de
um liquidificador, com a ajuda de aproxima-
damente 200 ml de água 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 lã
de vidro seguida de uma camada de 1 em
de areia e transferir o cádmio para até quase
o topo da mesma, mantendo-a sempre com
água para evitar a entrada de ar.
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Eficiência da coluna: testar a eficiência
da coluna passando soluções-padrão de
nitrato de sódio através da mesma, determi-
nar a quantidade de nitrito formado, de
acordo com o procedimento descrito adiante,
e calcular a porcentagem de recuperação. Os
dados obtidos com a coluna por nós usada
estão na tabela 1, na página 145.

Preparo da curva-padrão de nitrito de
sódio
Pesar 0,01 g de nitrito de sódio e dissolver

em 1.000 ml de água destilada, Pipetar al í ••

quotas da solução, correspondentes ao con-
teúdo de 4 a 40 jJ-g de NO- em balões volu-

2

métricos de 25 mI. Adicionar 5 ml da solução
tampão, 10 ml da solução de o-naf'tol e com-
pletar o volume com água destilada. Deixar
os balões durante 30 minutos à temperatura
de 25 a 30°C. Esfriar à temperatura am-
biente e ler em espectrofotômetro em cela de
1 em a 474 nrn, usando como branco a solu-
ção contendo 10 ml do reagente para desen-
volver cor, 5 ml da solução-tampão e 10 ml
de água destilada. Com os valores obtidos
construir a curva-padrão.

Procedimento
Lavar a coluna de cádmio com 25 ml d"

ácido clorídrico 0,1 N, em seguida, com 50 ml
de água destilada e, finalmente, com 25 ml
de solução-tampão diluída a 1 :9, com água
destilada. Pipetar 30 ml da amostra a
ser analisada no funil de separação e passar
pela coluna de cádmio a uma velocidade de
5 mI/min. Passar água destilada através
da coluna até recolher 100 ml do eluado
em balão volumétrico, tomando o cuidado
para que a coluna não seque. Pipetar uma
aIíquota, no máximo de 10 ml do eluado,
para balão volumêtrico de 25 ml, edi-
cionar 5 ml da solução tampão, 10 ml da
solução de a-naftoI. Deixar 30 minutos em
banho de água a 25-30oC. Esfriar à tempera-
tura ambiente, fazer a medida da absorbân ..
cia em cela de 1 em em espectrofotômetro,
usando como branco uma solução contendo
10 ml do reagente para desenvolver cor,
5 ml da solução-tampão, e água destilada. Cal-
cular o valor do nitrito, usando a curva-
-padrão pré-estabelecida.

2. Método do eletrodo seletivo
Reaçenies

Solução-tampão: dissolver 6,66 g de
AI2(SO,)3.18H20; 1,94 g de ácido sul-
fâmico em cerca de 40 ml de água
destilada. Ajustar o pH a 3,0, acres-
centando lentamente solucão de hid ró-
xido de sód io 0,1 N e' completar o
volume para 1.000 ml com água des-
tilada.

Solução-padrão de nitrato de sódio, 1,000
jJ-g/ml

Solução-padrão de cloreto de sódio, 1,000
Jl.g/ml

Equipamentos

Analisador de íons, Orion, modo 901
Eletrodo seletivo para nitrato, Orion,
modo 93-07

Eletrodo de referência de dupla junção,
Orion, modo 90-2

Agitador magnético

Procedimentos
a) Curva-padrão - Pipetar alíquotas de

0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 ml da solução-padrão de
nitrato de sódio, 1.000 Jl.g/ml, e transferí-
-Ias respectivamente para balões volumétri-
cos de 100 ml contendo 2 ml da solução-
-tampão, completar o volume com água des-
mineralizada, e homogeneizar. Transferir os
conteúdos dos balões para béqueres de 150 ml
e mergulhar os eletrodos na solução a uma
profundidade de 3 em aproximadamente. Agi-
tar menanicamente a solução e, após a esta-
bilização da mesma, registrar a leitura do po-
tencial do eletrodo no aparelho analisador de
íons. Construir a curva-padrão em papel semí-
logar itmo, onde os potenciais do eletrodo das
soluções-padrão são colocados no eixo linear
e as respectivas concentrações, no eixo Ioga-
rítmico (fig. 2, p. 144). Transferir 2 ml da
solução-tampão para cada um dos 10 balões
volumétricos de 100 mI. Completar o volume
com a amostra a ser analisada e homogenei-
zar. Fazer a leitura de acordo com o que foi
descrito acima e calcular a concentração de
nitrato usando a curva-padrão pré-estabele-
cida.

b) Adição do padrão - Colocar 2 ml da
solução-tampão em balão volumétrico de
100 ml e completar o volume com a amostra a
ser analisada. Transferir o conteúdo desta
solução para um béquer de 150 ml e regis-
trar o potencial do eletrodo, antes e após a
adição de 1 rnl da solução-padrão de nitrato
de sódio, conforme descrito em 2a.

Calcular a concentração de nitrato da
amostra analisada por intermédio da equa-
ção 2;

X VA
=: Cx

Vx (10~E/S-1

C" concentração de nitrato na amostra
V" volume de nitrato na amostra
V x volume total do nitrato após adição

do padrão
.1E = diferença do potencial antes e após

adição do padrão (O .1E deve estar
no intervalo de 10 a 30 mV)

S Slope do eletrodo do nitrato *

* Alteração no valor do potencial do eletrodo, observado quando a concentração varia por um
fator 10.
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FIGURA 2 - Curva-padrão de nitrato.

~1nálise da inierterência de íons cloreto na
determinação de nitrato

Em 11 balões volumétricos de 100 ml,
contendo 2 ml de solução-tampão e 1 ml da
solução-padrão de nitrato de sódío (1. 000
J.tg/ml), colocar respectivamente 0;0,1; 0,2;
0,4; 0,7; 0,8; 1,0; 1,5; 3,0; 4,0 e 5,0 ml da
solução-padrão de cloreto de sódio (1.000
J.tg/ml). Completar o volume com água des-
tilada e fazer as leituras dos potenciais do
eletrodo em cada uma das soluções, como foi
descrito anteriormente.

RESULTADOS
A eficiência da coluna de cádmio na deter-

minação do nitrato está comprovada peja
recuperação do ânion, conforme a tabela 1.
A curva-padrão que relaciona o logarítmo

das concentrações de nitrato e as respectivas
leitura dos potenciais do eletro estão repre-
sentadas na figura 2 e fornecem a base da
determinação quantitativa.

Os níveis de nitrato nas amostras de água
.mineral obtidos por análises em duplicata
pelos métodos do eletrodo específico, pro-
cesso da curva-padrão, da adição de padrão
e da coluna de redução de cádmio são mos-
trados na tabela 2.

Eficiência. da coluna na recuperação de nitrato

TABELA 1

Quantidade de NO;; Valor teórico de NO;; Valor encontrado Recuperação
passada na coluna correspondente a NO; em NO;

J.tg J.tg /J-g %

4,5 3,33 3,33 100,00

6,0 4,45 4,35 97,75

7,5 5,56 5,56 100,00

10,5 7,79 7,68 98,69

12,0 8,90 8,90 100,00
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TABELA 2

Teores de nitrato em águas minerais determinados pelos métodos
da coluna de cádmio e do eletrodo seletivo

Nitrato em águas minerais

Eletrodo seletivo
Coluna do cádmio

Amostra Curva-padrão Adição do padrão p.,g/ml
p.,g/ml p.,g/ml

1 16,00 16,69 16,42

2 ( ... ) 11,17 10,83

3 8,59 8,19 7,93

4 7,10 7,88 7,90

5 7,00 7,31 7,00

6 2,95 3,17 3,14

7 2,10 2,46 1,41

8 14,51 14,28 14,65

9 3,75 4,21 3,92

10 2,78 3,89 2,56

11 2,05 2,66 2,19

( ... ) = teor não determinado.

TABELA 3

Interferência dos íons cloret.o 11a, eeleiividade do eletrodo seletivo pura. -íons nitrato

Concentração da solução-
-padrão de cloreto adicionada

p.,g/ml

Concentração da solução-
-padrão de nitrato adicionada

p.,g/ml

Concentração de nitrato
encontrada

p.,g/ml

0,00 10,00

1,00 10,00

2,00 10,00

4,00 10,00

8,00 10,00

7,00 10,00

10,00 10,00

15,00 10,00

30,00 10,00

40,00 10,00

50,00 10,00

9,61

10,02

9,49

9,61

9,87

10,13

10,13

9,99

9,87

9,74

9,38
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DISCUSSÃO

Analisando os valores de nitrato obtidos
pelas duas metodologías testadas nas amos-
tras de água mineral, observamos boa apro-
ximação nos resultados, indicando serem
métodos adequados para a determinação do
referido íon.

O método da coluna de cádmio em rotina
de laboratório é limitado em sua operacío-
nalidade, pois fatores como a constante veri-
ficação da capacidade redutora da coluna e
o controle de seu fluxo de escoamento exi-
gem do analista atenção contínua durante
todo o curso da experiência, o que caracteriza
a técnica como desgastante e demorada. Tais
aspectos poderiam -explicar algumas discor-
dâncias observadas nos resultados da tabela
2. No entanto, uma vantagem deve ser salien-
tada no emprego de tal método, que é a não
interferência de ânions na determinação do
nitrato, tornando-o indicado para analisar
amostras diferentes.

A técnica potenciomêtr ica para a deter-
minação de nitrato em água mineral é pre-
ferível, considerando-se a rapidez da análise
e a simplicidade da metodologia, sendo neces-
sário apenas um simples tratamento prévio
da amostra. Tais vantagens analíticas tor-
nam o método adequado em análise de rotina,
quando o teor de cIoreto se enquadra na faixa
dos valores apresentados na tabela 3. Nesta
tabela, os teores de cloreto encontrados nas
amostras analisadas estavam abaixo de 50
,ug/ml; portanto, a sua interferência na sele-
tividade do eletrodo poderá ser negligenciada
em função dos valores obtidos.

CONCLUSÃO

Das metodologias estudadas para a deter-
minação de nitrato em águas minerais, a
mais adequada é a do eletrodo seletivo, sendo
o procedimento da adição de padrão mais
apropriado à rotina analítica.
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ABSTRACT: Nit.ratcs were determined in mineral water by standard addition
and standard curve with the selective potentiometric electrode. Th'e results were
compared with those obtained by the tech nique of reduction in cadmium-column.
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RESUMO: Fosfina é um fumigante que está sendo usado em nosso país em
larga escala. Como é tóxico a bem baixas concentrações, é necessário que se con-
trolem os alimentos em que foi aplicado. Quarenta e cinco amostras de alimentos
variados foram analisadas pelo método espectrofotométrico, sendo que em 77,8%
destas foram encontrados resíduos. Os níveis variaram entre um máximo de 5,50
mg /kg e um mínimo de 0,01 mgv'kg.

DESCRITORES: fosfina, resíduos, determinação em alimentos; con taminarrtes
em alimentos, resíduos de fosfina.

INTRODUÇÃO

Os fumigantes são usados no controle dos
insetos, roedores e nematóides. Como geral-
mente são gases, eles possuem a propriedade
de penetrar em áreas às vezes inatingíveis
por outros pesticidas. Seu uso está ligado
principalmente à área de expurgo de grãos,
a granel ou em sacos, em silos ou arma-
zéns.

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

No uso crescente dos fumigantes tem-se
destacado a utilização de produtos que libe-
ram fosfina.

Estes fumigantes vêm sob a forma de
tabletes ou comprimidos de fosfeto de alu-
mínio o qual, em contato com o ar, reage
por hidrólise, liberando fosfina. Esta reação
é realizada lentamente, sendo necessários de

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

Fosfina é um gás altamente venenoso para
o homem, mas seu mecanismo de ação no
organismo humano ainda não é bem conhe-
cido. Parece causar uma depressão do sis-
tema nervoso central, írr itação dos pulmões,
dando edema pulmonar e dilatação no cora-
ção 3.

Provas de toxicidade por inalação em ratos
acusam uma concentração letal LC50 de 11
ppm em quatro horas, e uma concentração
tóxica para humanos TCLO de 8 ppm em uma
hora 3. Estudos mostram que uma exposição,
mesmo a baixa concentração, pode levar a
um envenenamento crônico. Uma concentra-
ção máxima aceitável (MAC) é de 0,18
mg/m 3 na Alemanha, e de 0,54 mg /m 3 nos
Estados Unidos da América 4.

De acordo com a legislação em vigor 1,

fosfina pode ser usada em expurgo de grãos
armazenados de amendoim, arroz, aveia,
cacau, café, cevada, feijão, girassol, milho,

* Realizado na Seção de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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soja, sorgo e trigo, com as seguintes tole-
râncias:

Grãos armazenados 0,1 ppm

0,01 ppm

0,01 ppm

0,1 ppm

0,1 ppm

Farinha preparada a partir de
grãos .

Cacau

Café .
Girassol (sementes)

Poucos são os dados a respeito de resíduos
de fumigantes em alimentos em nosso país.
Café, um dos produtos de grande comércio
do Brasil, tem sido tratado em armazéns,
tanto do Instituto Brasileiro do Café como
do porto de Santos, com vários produtos
como brometo de metila, malation e, atual-
mente, malation e deltametrina (K-biol).
Quando há infestação de carunchos, a fumi-
gação é feita com fosfina. Até hoje nunca
houve problemas com resíduos de fosfina em
café, pois esse tratamento é feito por técni-
cos especializados, e com rigoroso controle.

Entre as amostras recebidas para análise
de resíduos de fosfina, na Seção de Aditivos
e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo
Lutz, foi verificado que, em amostras de
arroz, soja, amendoim, cacau, chocolate,
banana e alho, o uso de fosfina nestes pro-
dutos era evidente.

O método utilizado para determinar rest-
duos de fosfina foi o que se baseia na libera-
ção da fosfina em presença de ácido sulfú-
rico diluído, recebida em água de bromo.
A fosfina é oxidada pelo bromo, passando
a fosfato, que é determinado colorimetrica-
mente 2.

MATERIAL E MÉTODO

Foram analisadas 45 amostras de diferen-
tes espécies de alimentos da região da Grande
São Paulo.

Material

Conjunto para destilação: balão de fundo
redondo de 1.000 ml com duas bocas
laterais de 24/40 e uma central de 45/50;
frascos lavadores de gases; banho-maria ;
cilindro de nitrogênio. Montar em cape-
la, conforme figura da página seguinte.

Funil de separaração de 500 ml

Tubos graduados

Frascos de Kjeldahl de 800 ml
Espectrofotômetro

Nota -- Todo o material de vidro deverá
ser lavado com solução aquosa
de HCI 6 N e posterior lava-
gem com água bidestilada.

150

Reagentes
Sulfato de hidrazina a 0,15%
Molibdato de amônio a 2,5%
Solução-padrão de KHoPO, (8 /Lg/mI de
fósforo)

Ácido sulfúrico a 10%
Comprimido de Gastoxin ou Fostoxin
Nota - Todos os reagentes deverão ser

preparados com água bidesti-
lada.

Procedimento
Transferir 300 g da amostra para o frasco

de três bocas do conjunto de destilação e,
com o auxílio de um funil de separação,
adaptado à boca central, adicionar 300 ml
de H2S0., a 10%. Colocar cerca de 150 ml
de água de bromo saturada em cada um dos
frascos lavadores de gases. Borbulhar nitro-
gênio durante 30 minutos e, em seguida,
aquecer por duas horas em banho-ma ria. A
temperatura final da solução deverá estar
em torno de 90°C. Após o aquecimento, trans-
ferir o conteúdo dos frascos lavadores para
o frasco Kjeldahl de 800 ml, lavar os fras-
cos novamente com duas porções de 30 ml
de água bidestilada e reunir as águas de
lavagem no Kjeldahl. Concentrar em mantas
de aquecimento até aproximadamente 2 ml,
em capela de boa tiragem. Transferir quan-
titativamente o concentrado para uma pro-
veta de 10 ml com tampa esmerilhada. Adi-
cionar a este 2 ml de H2SO, 5 N, 0,5 ml de
sulfato de hidrazina a 0,15% e 1 ml de molib-
dato de amônio a 2,5%. A proveta deverá
ser invertida várias vezes após a adição de
cada reagente. Ajustar o volume para 10 ml
com água bidestilada. Fechar o tubo e colo-
car em banho-mar ia por 10 minutos. Após
o resf'riamento a temperatura ambiente,
medir a intensidade de cor desenvolvida em
espectrofotômetro a 730 nm, usando como
branco a solução resultante de todo o proce-
dimento anterior, sem a amostra. Deverá ser
feito um branco dos reatívos para verificar
a possível presença de fosfatos. Calcular a
quantidade de fósforo da amostra, usando li

curva-padrão .previamente estabelecida.
Curva-padrão Fazer a curva-padrão

pipetando alíquotas de solução-padrão corres-
pondentes a 0,4; 0,8; 1,6; 2,4; 3,2; 4,0 e 4,8
/Lg de fósforo. Desenvolver a cor como des-
crito no procedimento acima e fazer a lei-
tura. Para obter fosfina. multiplique o con-
teúdo do fósforo pelo fator 1,097 (f'os-
fina % = P x 1,097).

Recuperação - Colocar um comprimido de
Gastoxin ou Phostoxin num frasco Erlenme-
ver de 250 ml, com junta esmerilhada, e
50 ml de água. Destilar rapidamente atra-
vés de uma conexão de vidro em U, tendo
uma das pontas ligada ao Erlenmeyer, de
maneira bem vedada, e a outra mergulhada
em um frasco contendo 100 ml de dissulfeto
de carbono. Após 2 horas, retirar o frasco
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da conexão e preparar com a solução obtida.
uma solução de trabalho, diluindo, numa pro
porção de 1 :200, com dissulfeto de carbono.
(Estocar a solução-padrão mãe à temperatura
de OOC, e renovar a solução de trabalho a
cada 5 dias). .

Tomar uma alíquota de 3 ml da solução
de trabalho e colocar em frasco Kjeldahl con-
tendo 10 ml de água de bromo. Concentrar
até 2 ml e determinar a concentração de fos-
fina, seguindo o procedimento já descrito.
Transferir 300 g de uma amostra isenta de
fosfina para o frasco de 3 bocas do conjunto
de destilação, adicionar 300 ml de RoSO., a

10';1" e 3 ml da solução de trabalho. Seguir
como descrito no procedimento e determinar
a quantidade de fosfina recuperada,

RESULTADOS E CONCLUSÃO

A tabela da página seguinte mostra os
níveis de resíduos de fosfina das análises
efetuadas em 45 amostras. Observamos que
em 10 amostras (22,2%) não foram encon-
trados resíduos de fosfina, em 22 amostras
(48,8%) os resíduos estavam abaixo de 0,01
ppm e, em 13 amostras (28,8%), estavam
acima de 0,01 ppm,

FIGURA - Conjunto para destilação.

O valor mais significativo, de 5,5 ppm, foi
encontrado em uma amostra de alho, o que
está em desacordo com a legislação em vigor
que não prevê resíduos de fosfina neste pro-
duto.

A presença de resíduos de fosfina em amos-
tras de alho, banana e chocolate mostra que
está havendo um uso inadequado deste fumi-
gante. Mesmo nos produtos para os quais há
permissão de uso (arroz, cacau), nem sem-
pre os valores por nós encontrados estão
dentro dos limites legais. Assim, a amostra
TI.o 3 (arroz) e a n.? 4 (cacau) apresentam

níveis muito altos, demonstrando falta de
técnica na apl icaçâo deste fumigante.

Nenhuma comparação dos resultados com
os de trabalhos já realizados pôde ser feita,
devido à falta de pesquisas similares publi-
cadas.

Em virtude dos resultados encontrados, é
evidente a necessidade de uma fiscalização
atuante, constante e enérgica quanto à apli-
cação deste fumigante em produtos armaze-
nados e, até mesmo, em produtos a eles
relacionados.
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TABELA
Níveis de f osf ina encontrados em amostras analisadas em 1980

N.O Amostra mgfkg (ppm) N.o Amostra mgfkg (ppm )

1 Arroz 0,05 24 Soja < 0,01

2 Arroz ND 25 Alho 0,33

3 Arroz 2,53 26 Alho < 0,01

4 Arroz ND 27 Alho 5,50

5 Arroz ND 28 Alho < 0,01

6 Arroz ND 23 Amendoim ND*

7 Arroz ND 30 Amendoim ND

8 Arroz ND 31 Amendoim 0,06

9 Arroz 0,01 32 Chocolate 0,02

10 Arroz < 0,01 33 Banana < 0,01

11 Arroz < 0,01 34 Banana 0,01

12 Arroz < 0,01 35 Banana < 0,01

13 Arroz < 0,01 36 Banana 0,03

14 Arroz < 0,01 37 Banana ND

15 Arroz < 0,01 33 Banana 0,01

16 Arroz < 0,01 39 Banana 0,01

17 Arroz < 0,01 40 Cacau 1,05

18 Arroz < 0,01 41 Cacau ND

19 Arroz < 0,01 42 Cacau 0,01

20 Arroz < 0,01 43 Cacau < 0,01

21 Feijão < 0,01 44 Cacau < 0,01

22 Feijão < 0,01 45 Cacau < 0,01

23 Soja < 0,01

ND Não detectado.
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RESUMO: Tendo em vista que as dificuldades no diagnóstico laboratorial das
men.ingites bacterianas poderiam estar ligadas a agentes antibacterianos presentes no
líquido cefalorraquidiano (LCR), foi desenvolvida metodologia fácil para evidenciar a
sua presença nesse material. Em placa de ágar Muellez Hinton, semeada com Staphy-
lococcue aureus ATCC 6538 P não produtora de penicilinase e sensível a grande
número de an tibacterianos, foi colocado um molde metálico com orifícios nos quais
se aplicou o LCR que se difundia impedindo ou não o crescimento da bactéria-
-padrão. Das 641 amostras de LCR estudadas, em 38,53% o antibacteriano estava
presente, e em 60,530/0 das amostras o agente etiológico foi caracterizado por
exames bacteriológicos e/ou imunológicos. Os restantes 39,47% foram considerados
de etiologia indeterminada. Pela análise estatística pode-se concluir que a presença
de antibacteriano no LCR prejudica sobremaneira o diagnóstico laboratorial das
meningites bacterianas. Considerando que a técnica empregada é de facil execução,
o seu uso rotineiro contribuirá para melhor interpretação dos resultados, princi-
palmente daquelas amostras de LCR purulento em que não se visualiza ou identi-
fica o agente bacteriano.

DESCRITORES: substâncias antibacterianas, pesquisa no líquido cefalorraqui-
diano; meningite, diagnóstico bacteriológico; líquido cefalor raquidiano, pesquisa
de substâncias antibacterianas.

INTRODUÇÃO

As dificuldades existentes para evidenciar
as bactérias responsáveis pelas meningites
purulentas são reconhecidas de longa data 11.

Com o advento da quimioterapia antibacte-
riana, começou-se a discutir se a presença
dessas substâncias no líquido cefalorraqui-
diano seria a responsável por grande número
de casos em que a doença é rotu! ada como
meningite de causa indeterminada 2. 4. 8.

A informação sobre a administração ou
não de antibacterianos, antes da retirada do
LCR, raramente é confiável P. Investigando
o assunto, observamos que a identificação
dos casos tratados antes da colheita do LCR
foi baseada em revisões de prontuários clí-
nicos 6.13.14.15.16.18. Na literatura que consul-
tamos, só encontramos duas referências sobre
a pesquisa de antibacterianos no LCR. Em

uma, os autores 17 mostram a permeabilidade
das meninges à penicilina nas diferentes
fases da doença e, na outra, estudam a
influência do quimioterápico no resultado do
exame laboratorial em pequeno número de
casos.

Visando esclarecer este problema, desenvol-
vemos metodologia simples, de fácil emprego
até em laboratórios de recursos médios, que
permite informar a eventual presença ou
ausência de antibacte:rianos no LCR.

MATERIAIS E MÉTODOS

No período de 2 anos, foram estudados
1.340 LCR de pacientes internados no Hos-
pital "Emílio Ribas", São Paulo, com sus-
peita clínica de meningite, que foram envia-
dos ao Instituto "Adolfo Lutz" para diag-
nóstico imunobacteriológico. Em todas as

* Realizado na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
Do Instituto Adolfo Lutz.**
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amostras de LCR foi pesquisada a presença
de antibacteriano; entretanto, só foi possível
evidencíar alterações consideradas como indi-
cativas de infecção bacteriana em 641 amos-
tras. O critério adotado foi a positividade
do exame bacteriológico ou a identificação de
antígenos bacterianos demonstrados pela téc-
nica da contraimunoeletroforese. Foram tam-
bém incluídos os casos nos quais os exames
acima citados foram negativos, mas estavam
presentes alterações quimico-citológicas, tais
como o aumento do número de células por
mmê igualou maior do de 1.000, ou então,
a porcentagem de neutrófilos era de 60%
ou mais, e a concentração de glicose e pro-
teínas era 40 mg/ml ou menor, e 80 mg/ml
ou maior, respectivamente. Qualquer variação
marcante nas amostras de LCR, que suge-
risse tratar-se de meningite bacterrana, foi
incluída neste estudo.

Colheita e transporte do material
O LCR dos pacientes foi colhido por pun-

ção raquidiana lombar. Foi separado em duas
aliquotas, uma para o exame bioquímico e
citológico e outra encaminhada ao Instituto
"Adolfo Lutz" para que se processassem pro-
vas de diagnóstico etiológico.

Recomendou-se que essa segunda alíquota
tivesse pelo menos 2 ml; que fosse colhida
em tubo de vidro esterilizado; conservada
em estufa a 35-37°C, e enviada ao labora-
tório no menor espaço de tempo, se possível,
entre 3 a 4 horas após a colheita.

Pesquisa de substâncias antibacterianas no
líquido cefalorraquidiano
A metodologia para verificação da presença

dos agentes antibacterianos no LCR foi
baseada no método desenvolvido por GRO-
VER & RANDAL 9, em 1955. Na padroni-
zação da prova, esta técnica foi posterior-
mente modificada; empregou-se como bactéria-
-teste o Staphylococcus aureue ATCC Roek-
ville MD 6538P, não produtor de penicilinase.
Inicialmente, foi verifícada a sensibilidade da
cepa-padrão à ampicilina diluída em tampão
fosfato, pH 6,0, em diferentes concentrações
e padronizado o volume do LCR a ser apli-
cado em cada teste. De cada diluição da
ampicilina foram utilizados os volumes de
0,2 e de 0,4 ml, feita em triplicata para cada
volume. As concentrações do antibiótico nos
volumes de 0,2 e 0,4 ml foram de 0,25 /-Lg/ml,
0,5 /-Lg/ml, 1,0 /-Lg/ml, 1,5 /-Lg/ml, 2,0 /-Lg/ml
e 2,5 /-Lg/ml e 3,0 /-Lg/ml. Os mesmos volu-
mes também foram utilizados para uma
amostra de LCR proveniente de um paciente
que era sabido já ter feito uso do antibac-
teriano antes da punção.

A fim de verificar se a sensibilidade do
estafilococo usado como padrão, não sofrera
mudança aos diferentes antibacterianos,
empregamos para o teste a técnica descrita
por BAUER et alii 3. Utilizamos discos de
procedência DIFCO impregnados com arnpi-
cilina (10 /-Lg), penicilina (10 U), tetracic1ina
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(30 /-Lg), eritromicina (15 /-Lg), kanamicina
(30 /-Lg), c1oranfenicol (30 /-Lg), estreptomi-
cina (10 /-Lg), cefalosporina (30 /-Lg), genta-
micina (10 /-Lg), novobiocina (30 /-Lg), oxa-
cilina (2/-Lg), sulfametoxazol-trimethopim
(25 /-Lg). Tal prova foi repetida algumas
vezes durante a pesquisa, não tendo sido
verificada nenhuma variação da sensibilidade
da cepa-padrão em relação aos mesmos agen-
tes antibacterianos.

Na pesquisa de antibacterianos no LCR,
a cepa-padrão de Stapliuloooccue aureus foi
semeada em placa contendo ágar Mueller
Hinton, obedecendo à técnica de estrias a
fim de se obterem colônias isoladas, da qual,
18-24 horas após a incubação a 35-37oC,
tomamos 5 colônias separadas, que foram
semeadas em tubo contendo quantidade
conhecida de caldo comum. Do crescimento
obtido após incubação, foi feita a diluição
de 100 vezes em outro caldo de volume conhe-
cido e semeada por inundação em outra
placa contendo ágar Mueller Hinton, retl-
rando-se o excesso da suspensão bacteriana
com pipeta Pasteur. A preparação foi dei-
xada em estufa a 37°C por 15 min e, á
seguir, um "molde" de metal contendo 6
orifícios de 5 mm de diâmetro (figura 1),
foi colocado sobre a superfície devidamente
semeada.

Em cada um dos orifícios com pipeta volu-
mêtrica depositou-se 0,2 ml de LCR, de modo
a se difundir lentamente no ágar. A prova
foi feita o mais precocemente possível, evi-
tando que o LCR permanecesse por longo
tempo à temperatura ambiente, o que pode-
ria ocasionar a degradação do quimioterápico.
As placas assim preparadas foram incubadas
a 35-37°C por um período de 18-24 horas.
A leitura da prova foi feita retirando o
molde metálico e medindo, quando presente,
o halo de inibição do crescimento bacteriano
com régua milimetrada, (figuras 2 e 3).
Sempre que possível, esta prova era feita
em duplicata. Foi considerado LCR com anti-
biótico ou quimioterápico presente aquele em
que o halo de inibição do crescimento bac-
teriano foi de 10 mm de diâmetro ou maior,
e antibiótico ausente, quando não houve Ini-
bição.

RESULTADO

As diferentes concentrações da arnpicilina
empregada na padronização do método, nos
volumes de 0,2 ou 0,4 ml resultaram em
média, em diâmetros do halo de inibição do
crescimento bacteriano de 10; 12; 16; 21;
23; 23,3 e 24,2 mrn segundo maior ou menor
concentração. O mesmo procedimento, feito
com um LCR cujo paciente sabidamente fez
uso de quimioterápico, não demonstrou varia-
ção significativa quando se usou o volume
de 0,2 ou 0,4 ml para aplicação do teste.

Aplicada a metodologia descrita na pesquisa
de antibacterianos no LCR, observou-se que,
de 641 amostras com características de
meningite purulenta, em 38,53% foi detectado
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FIGURA 1 - Molde metálico utilizado para realização do teste.

FIGURAS 2 e 3 - Halos de inibição do crescimento bacteriano.
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antibacteriano. Nestas, 51,01 %, mesmo na
presença de antibiótico, foi possível identi-
ficar o agente etiológico e, em 48,99% não
foi possível determinar a etiologia bacteri-
na. Nas amostras em que não foi detectado
antibiótico (61,47 0/0), o agente foi identifi-
cado em 66,50% delas. Do total de 641 LCR
examinados, em 60,53% das amostras o
agente etiológico foi esclarecido.

Aplicando o teste unicaudal, dentro dos
parâmetros escolhidos, verificou-se que quanto
menor o diâmetro do halo de inibição bacte-
riana, maior foi a probabilidade de identifi-
car o agente etiológico (Z= -1,73 =0,05).

DISCUSSÃO

Apesar de alguns autores I, 5 preconiza-
rem a pesquisa de substâncias antibacterianas
em líquidos biológicos, somente FELDMAN7,
1977, pesquisou a presença de antibacteriano
em número limitado de amostras de LCR
de indivíduos em tratamento; sua intenção
foi a de relacionar a interferência do anti-
bacteriano no diagnóstico do agente etioló-
gico.

A análise dos resultados por nós obtidos na
pesquisa de antibacterianos no LCR mostrou
que, das amostras examinadas, em 38,53% foi
detectada a presença desses agentes. Na lite-
ratura consultada, 03 dados de alguns auto-
res 10, 12, 13, relacionados ao assunto, têm
como base somente levantamentos retrospec-
tivos de prontuários de casos suspeitos de
meningites. Por est.a razão, na realidade não
podem ser comparáveis aos nossos, quando
procuramos o antibacteriano no LCR. Seria
também interessante, entre outros, o conhe-
cimento da via utilizada na aplicação do
antibacteriano, a duração e a efetiva pene-
tração deste agente através da barreira
Iiquórica. Estas informações são de difícil
obtenção, o que é comentado por HARTER 10,

quando afirma que dados sobre um trata-
mento prévio à internação nem sempre são
corretos.

A avaliação estatística dos nossos resulta-
dos demonstra haver associação entre a pre-
sença de antibiótico no LCR e a identifica-
ção do agente etiológico, ou seja, a presença
de antibiótico no LCR diminuiu significati-
vamente a caracterização da bactéria. Entre-
tanto, a posítividade de um exame, seja bac-
teriológico ou imunológíco, não exclui a pre-
sença de antibiótico no LCR, principalmente
se a bactéria não for sensível ao mesmo. Tal
fato foi constatado no presente trabalho;
contudo, observou-se, também, que a concen-
tração do agente antibacteriano (medida pelo
diâmetro do halo de inibição do crescimento
bacteríano) foi significativamente menor
naquelas amostras em que foi identificado
o agente etiológico. Este resultado apresen-
tado contradiz, em parte, a afirmativa de
que a duração do tratamento preliminar não
parece influenciar nos achados clínicos ou
nos do LCR de forma a prejudicar o reco-
nhecimento de uma meningite bacteriana 10.

Considerando que a demonstração da pre-
sença de antibacteriano no LCR é prova de
fácil execução, segundo a técnica descrita;
que a quantidade de LCR utilizada na prova
é pequena (0,2 ml), e que durante toda a pes-
quisa a cepa-padrão utilizada não apresentou
variações em sua sensibilidade aos vários
antibacterianos testados, é que recomenda-
mos sua aplicação na rotina pois traria con-
tribuição de valor na interpretação dos resul-
tados do exame bacteriológico e imunológico
de líquido cefalorraquidiano.

A razão de recomendarmos a pesquisa de
antibacterianos no LCR é porque esta vem
elucidar os inúmeros casos de LCR purulen-
tos onde, pela bacterioscopia, se visualizam
corpos bacterianos dos quais não há cresci-
mento nos meios de cultura habituais, ou
onde são vistas "imagens" semelhantes a
bactérias, porém com morfologia tão alterada
que não permite uma conclusão diagnóstica.
Da mesma forma, estes corpos não são capa-
zes de se multiplicar nos meios de cultura
de escolha para o diagnóstico bacteriológico
das meningites.
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MELLES, C.E.A.; LEE, I.M.L. & TAUNAY, A.E. - Search for antibacterial
subs tances in the spinal fluid of patients. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 44(2) :155-IE9,
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ABSTRACT: A sirnple procedure for detection of antibacterial substances
in the spinal fluid was devised. The aim was disclosing to which extent an.tíbac-
terial substances could interfere with the diagnosis of bacterial meningites. MüIler-
-Hinton aga r plates were inoculated witlr Staphylococcus aureus ATCC-e538 P which
is a non-penicillinase-producing strain and is sensitive to many antibacterial subs-
tances. A perfora ted metal model receivcd th e spinal fluid, the occurance or absence
of growth being noted.

Out of 641 spinal fluid specimens, 38,53% showed presence of antibacterial
substances, In 60,53% of th e LCR studied, a bacteria was identified bactertologically
and/or immunologicaIly.
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RESUMO: Durante o período compreendido entre 1977 e 1983 foram reali-
zadas 19.284 coproculturas na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz. A
positividade foi de 31,850/0, onde 15,890/0 pertencia à Salmonella, 12,130/0 à Esche-
richia coli enteropatogênica, enteroinvasiva e enterotoxigênica, e 3,830/0 à Shigella.
Em 11,070/0 dos exames positivos foi isolada mais de uma enterobactéria patogênica
em uma mesma amostra. S. typhimurium e S. agona foram os sorotipos mais
freqüentes, correspondendo a 89,950/0 do total das salmonelas isoladas. Os soro-
grupos de E. coli enteropatogênica de maior incidência foram 0111 e 0119. Entre
as E. coli enteroinvasivas, os sorogrupos mais freqüentes foram 028ac, 0124 e 0136.
Mais de 500/0 das cepas de E. coli enterotoxigênica pertencia ao sorogrupo 0128,
e as cepas enterotoxigênicas portadoras dos fatores de colonização CFAjI ou
CFAjII correspondiam a aproximadamente 350/0 do total. Assemelhando-se à inci-
dência em outros países, mais de 95% das cepas de Shigella pertencia à Shigella
flexneri e à Shigella sonnei. Salmonella, Shigella e E. coli representam, ainda, os
principais agentes etiológicos em nosso meio. Durante o período de um ano não
foi isolada nenhuma cepa de Yersinia enterocolitica. ° isolamento de Campylobacte.·
jejuni, nos dois últimos anos de pesquisa realizada na Seção de Bacteriologia do
Instituto Adolfo Lutz, e os resultados obtidos por diversos autores, em vários
países, demonstram que sua freqüência tem aumentado de maneira significante.

DESCRITORES: bactérias enteropatogênicas, isolamento em fezes; Escherichia
coli; Salmonella; Shigella; Yersinia enterocolitica; Campylobacter jejuni; fezes,
isolamento de bactérias enteropatogênicas.

INTRODUÇÃO Na década de 1940, ERA Y 1 e outros pes-
quisadores demonstraram a importância da
E. coZi na etiologia infecciosa dos processos
diarréicos do recém-nascido, época em que
Salmonello e Shigella eram os agentes bacte-

As gastrenterites constituem ainda uma
das principais causas da mortalidade infantil
nos países em desenvolvimento 41.

Realizado na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.

'"'" Do Instituto Adolfo Lutz.
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rianos de reconhecido poder enteropatogênico.
Atualmente, além dos clássicos agentes já
conhecidos nas décadas anteriores, outros,
como a E. coli enterotoxigênica, E. coli
enteroinvasiva, Yersinia enterocolitica e Cam-
pylobacter [ejuni começam a ser incrimina-
dos como causadores desta infecção 41, 42.

A patogenicidade da E. coli enteropato-
gênica, enteroinvasiva e enterotoxigênica tem
sido estudada por vários autores 11, 13, 19,26,27.

Sabe-se que a E. coli enteroinvasiva age
invadindo a mucosa intestinal de forma muito
semelhante à da Shigella. Em relação à R.
coli enterotoxigênica, os principais fatores de
virulência são as enterotoxínas, causadoras
de desiquilíbrio hidrossalino, e os fatores de
colonização 6, 7, 39. São conhecidos dois tipos
de toxinas, a termo estável e a termolábil, que
são codificadas por plasmídios, podendo a
cepa enteropatogênica produzir ao mesmo
tempo as duas toxinas, ou apenas uma
delas 14, ZI. Quanto à E. coli enteropatogênica,
apesar dos vários estudos realizados o meca-
nismo de sua patogenicidade ainda não está
bem esclarecido.

A incidência de gastrenterite infantil está
relacionada, via de regra, com os padrões
sócio-econômicos de uma população 16, ocor-
rendo predomínio de determinados sorogru-
pos ou sorotipos dos diferentes enteropatô-
genos. À semelhança do que ocorre em outros
países, isto também ocorre em nosso meio.

No presente trabalho são relatadas a fre-
qüência e a distribuição, nos vários grupos
etários, de todas as bactérias enteropatogê-
nicas isoladas no período de 1977-1983. res-
ponsáveis pelos casos suspeitos de gastrente-
rite de pacientes cujas fezes foram encami-
nhadas ao Instituto AdoIfo Lutz para exames
de comprovação do diagnóstico.

MATERIAL E MÉTODOS

No período compreendido entre 1977-1983,
na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo
Lutz, São Paulo, foram realizadas 19.284
coproculturas de pacientes internados em hos-
pitais infantis e de moléstias infecciosas, ou
atendidos em centros de saúde do município
de São Paulo.

Para o isolamento de E. coli enteropatogê-
nica, Shiçella e Salmonella foi utilizada a
metodologia já descrita por PESSôA et
alii 23, 24.

A pesquisa sistemática para o isolamento
de Y. enterocolitica, iniciada em 1983, foi
feita através do exame de placas de ágar
MacConkey, rcincubadas em estufa a 290C,
por 18-24 horas. Estas placas haviam sido

162

anteriormente semeadas e incubadas em
estufa a 37°C, por 18-24 horas 40 para o
isolamento de E. coli patogêníca, Shigella e
Salmonella. Após o diagnóstico presuntivo,
todas as enterobactérias supostamente pato-
gênicas foram submetidas às provas bioquí-
micas de confirmação do gênero, determina-
ção da espécie e do biotipo 5, 30 seguindo a
metodologia já descrita 23.

As enterobactérias patogênicas com iden-
tificação bioquímica completa foram subme-
tidas a identificação sorológica para a deter-
minação dos seus sorogrupos e sorotipos.

A determinação dos sorotipos de Salmo-
nella e Shigella foi realizada seguindo a
metodologia já descrita 21,23.

A identificação sorológica de E. coli ente-
ropatogênica foi feita através de testes de
aglutinação em placas de vidro, utilizando
quatro soros polivalentes somáticos, cuja
composição é a que segue:

Soro polivalente I
( 026

t 055
0127

f 086
0111

I 0128,

{ 0119
0125
0126

f 0114
0142

l 0158

Soro poli valente II

Soro poli valente lU

Soro poli valente IV

Para a identificação dos sorogrupos de E.
coli enteropatogênica, foram utilizados soros
específicos, componentes do soro polivalente
que apresentou uma aglutinação rápida e
total na amostra em estudo. A confirmação
do sorogrupo foi feita pela técnica de aglu-
tinaçâo lenta. Em tubos contendo diluições
crescentes dos soros somáticos específicos
foi colocado antígeno que consistia da sus-
pensão bacteriana em solução fisiológica,
previamente fervida durante uma hora, em
banho-maria a 100°C. Após um período de
incubação de 24 horas, em banho-marta, IJ,

48°C, o diagnóstico era confirmado, se a
amostra em estudo apresentasse um título
aglutinante próximo ao da cepa-padrão homó-
Ioga ti.

As amostras de E. coli não descarboxila-
doras da lisina 15, 30, suspeitas de serem ente-
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roinvasivas, foram submetidas primeiro à
aglutinação com soro polivalente somático
12. 30 e, a seguir, com os soros específicos:
028ac, 029, 0112ac, 0124, 0136, 0143, 0144,
0152, 0164 e 0167. A confirmação dos soro-
grupos foi feita segundo a metodologia já
descrita para E. coli enteropatogênica. Para-
lelamente à identificação sorológica, foi rea-
lizado o teste de SERENY 28 para a verifi-
cação da capacidade invasora da amostra.

A pesquisa de E. coli enterotoxigênica,
iniciada em 1981, foi feita através do teste
de Dean 4 para a detecção da toxina termo-
lábil metanol solúvel (STa) 2, com soros
específicos para a determinação dos fatores
de colonização CFA/I e CFA/lI.

Para o isolamento de Campylobacter 871.
foram utilizadas placas com ágar-sangue ao
qual se adicionou uma mistura de antibió-
ticos 32. A incubação das placas semeadas foi
feita em estufa a 37°C, por 48 horas, em
condições de microaerofilia 18. A pesquisa de
Campylobacter sp, foi iniciada em 1983.

A identificação de Campulobocter sp. foi
realizada segundo o método de Skirrow 32,

onde testes bioquímicos, de sensibilidade aos
agentes antimicrobianos, e teste de cresci-
mento em diferentes temperaturas foram
utilizados para a diferenciação das espécies.

RESULTADOS

As percentagens de positividade das copro-
culturas realizadas durante o período de
1977-1983, e os correspondentes às entero-
bactérias patogênicas isoladas durante este
período estão relacionados na tabela 1.

A relação dos sorotipos de Salmonella e de
Shigella, e dos sorogrupos de E. coli entero-
patogênica encontra-se nas tabelas 2, 3 e 4.

Nas tabelas 5, 6 e 7 temos a distribuição
dos sorotipos de Salmonella e de Shigella, e
dos sorogrupos de E. coli enteropatogênica,
nas diferentes faixas etárias.

A freqüência e a distribuição, por faixa
etária, dos sorogrupos de E. coli enteroínva-
siva e E. coli enterotoxigênica estão nas
tabelas 8 e 9.

As associações de enterobactérias patogê-
nicas, isoladas em 1983 de casos de infecções
mistas, e a idade dos pacientes, estão na
tabela 10.

Na figura da página 175 temos a percenta-
gem anual de positividade de E. coli entero-
patogênica, enteroinvasiva, enterotoxigênica,
de Shigella e de Solmonella, relativo aos

casos positivos dos exames realizados no
perodo de 1977-1983.

DISCUSSÃO

Analisando a tabela 1, verificamos que as
percentagens anuais de positividade das
coproculturas, realizadas no período de 1977-
1983, variaram de 18,45 a 38,65%, quando
referentes a Salmonella, Shigella e E. coZi,
patogênica.

Verificamos que Salmonella e E. coli pato-
gênica contribuíram respectivamente com
índices de até 19,83 e 16,15% das percenta-
gens anuais de positividade das coprocultu-
ras, sendo que o mais elevado obtido para
Sh.içella foi de 4,47%.

~~ relação à E. coli enteropatogênica,
verificamos pela análise da tabela 4 que os
sorogrupos 0111 e 0119 foram os mais fre-
qüentes, representando 62,53% em todas as
cepas isoladas no período de 1977-1983.
Observamos que E. coli 0119 tornou-se o
sorogrupo prevalente em 1982 e que, a par-
tir de 1977 já aparecia como o segundo soro-
grupo, sendo que durante o período 1970-
1976 foi o terceiro sorogrupo mais freqüen-
temente isolado llO nosso meio, segundo PES-
SÕA et alii 21,

A participação de E. coli enteroinvasiva
nos processos diarréicos permaneceu relati-
vamente baixa. Assim, analisando a tabela
1, verificamos que o seu índice mais elevado,
referente a percentagem anual de positivi-
dade das coproculturas, foi de apenas 0,95%.

Entre os 10 sorogrupos conhecidos de E.
coli ente roinvaaiva foram identificados 8,
perfazendo um total de 85,92% das cepas
isoladas, e 14,08% restante não pertencia a
nenhum destes sorogrupos (tabela 8).

Foram estudadas 100 cepas de E. coli ente-
rotoxigênica produtoras da toxina STa, onde
58% pertencia ao sorogrupo 0128, 2% ao
063, e 40% a sorcgrupos ainda não determi-
nados (tabela 9). Cepas de E. coli enteroto-
xigênica, que produziam fatores de coloniza-
çâo CFAlI ou CFA/lI, corresponderam a
35% das amostras, o que está de acordo com
os dados de THOMAS et alii 39.

Segundo os relatos da Organização Mun-
dial da Saúde, os sorogrupos de Sh.içella
predominantes em diferentes países são Shi ..
gella flexneri e Shigella 80nnei 41. Da mesma
maneira, observamos que 95,13% de todas
as cepas isoladas pertenciam à Shigella flex-
neri (66,04%) e à Shiç ella 80nnei (29,09%),
sendo Shigella tlexneri 2 e Shigella 80nnei
os sorotipos prevalentes em nosso meio (ta-
bela 3).
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Em relação à Solmonella, um dos princi-
pais agentes da gastrenterite, foram identi-
ficadas neste septenio 3.064 cepas perten-
centes a 37 sorotipos.

S. typhimurium permanece como o sorotipo
mais freqüente, seguido de S .agona, estando
de acordo com os dados obtidos por CAL-
ZADA et alii 3, quando relatam a ascensão
de S. aoona e o predomínio de S. typhimu-
rium em diferentes materiais de origem huma-
na, no período compreendido entre 1977-1982.
Neste trabalho, 89,95'10 das cepas de Salmo-
nella pertencia aos sorotipos S. tuliimuriumi
(68,08%) e S. açona (21,87%) (tabela 2).

Trabalho realizado por PESSõA et alii 20

mostra que aproximadamente 80% das
cepas de S. typhimurium, isoladas de fezes
no período de 1977-1982, hidrolizava o
ONPG (orto-nitrofenil-j3-D-piranosideo), po-
dendo ser consideradas como fermentadoras
tardias da lactose, pois o seu comportamento
era de não-fermentadoras deste carboidrato
nos meios de isolamento.

Já com relação às cepas de S. typhimu-
1"ium, isoladas em 1983, verificamos que cerca
de 90% delas são capazes de fermentar a
lactose entre o 3.° e o 8.0 dia de incuba-
ção, demonstrando que a variante f'ermen-
tadora tardia da lactose de S. typh1mm'ium
continua a predominar.

Quando foi isolada mais de uma entero-
bactéria patogênica de uma mesma amostra,
a associação mais freqüente foi de S. typhi-
murium mais E. coli 0111 (tabela 10).
Este achado, cuj a incidência maior está na
faixa etária de 0-6 meses, conresponde a
11,07% (28 associações) dos exames positivos
realizados em 1983, assemelhando-se aos
resultados relativos ao sextênio 1977-1982,
onde a incidência das infecções múltiplas foi
de 10,32% (PESSÕA et alii22).

Embora as gastrenterites por Yersinia
enierocoliiica sej am freqüentemente relatadas
em diversos países 41, em nosso meio o seu
isolamento tem-se constituído em eventos
muito raros 9, 17,25,29,33. Em Belém do Pará,
LOUREIRO et alii 17, analisando a prevalên-
da de enteropatógenos em 261 crianças com
diarréia aguda, encontraram apenas uma
cepa de Yersinia enterocolitica 17. Em pes-
quisa realizada em São Paulo por SILVA 29

quando examinou 524 amostras de fezes, não
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foi isolada nenhuma cepa desta enterobac-
téria.

Devido às dificuldades no emprego de
meios seletivos e ao longo período exigido
pelo crio-enriquecimento a 4°C, a tentativa
do isolamento de Yersinia enierocolitica foi
feita somente por semeadura direta, não
tendo sido isolada nenhuma cepa.

Com relação à Carnriulobacter, diferentes
autores 10, 41 têm relatado que a incidência
varia de 5 a 14% nos indivíduos com diar-
réia, e é menos de 1% em portadores assin-
tomáticos. Em São Paulo, FERNANDEZ 8

obteve uma percentagem de isolamento de
7,4% de casos diarréicos, 6,9'1r de casos nor-
mais, e 11,9% de casos com diarréia crônica.
Em 1983, no Instituto Adolfo Lutz, somente
3 'Ir das coproculturas realizadas foram posi-
tivas para Campylobacter [ejuni, correspon-
dendo a aproximadamente 10'/r dos exames
positivos para bactérias enteropatogênicas.

Dados anteriores obtidos em laboratório
mostram que o problema das enterobactérias
patogênicas vem sendo abordado desde 1951
atê a presente data 15, 21. 2~, 23. 34, 35. 36. 37. Com-
parando os resultados destes diferentes perío-
dos 20,21,23, torna-se evidente que houve uma
modificação na freqüência das diferentes
enterobactérias patogênicas e de seus soro-
grupos ou sorotipos, como também com rela-
ção à faixa etária. É importante ressaltar o
enorme problema representado pela S. typhi-
murium que aparece como o enteropatógeno
mais freqüente nos últimos anos, em todas
as faixas etárias, fato este já assinalado
em trabalhos anteriores neste Instituto
20, 21, 22.

Quanto às variações na incidência dos soro-
grupos ou sorotipos de enterobactérias, cabe
assinalar que com relação à Shigella verifi-
cou-se uma sensível mudança, pois esta bac-
téria, antes bastante freqüente no nosso
meio (TA UNA Y et alii 34,38), deixou de ser o
principal agente das gastrenterites.

Estes dados mostram que trabalhos desta
natureza são de interesse para avaliar a
situação epidemiológica das gastrenterites
causadas por bactérias patogênicas em nosso
meio e, eventualmente, permitir medidas pro-
filáticas, no época em que já se estuda a
possibilidade de utilizar a vacinação na
prevenção destas infecções.



TABELA 1

Número e percentaçem. anual de positividade de coproculturas realizadas no Instituto Adolf o Lutz, São Paulo,
no septênio 1977-1883, e enterobactériae isoladas

l-'
O>
01

Coproculturas realizadas Enterobactérias patogênicas

E. coZi E. coli E. coli
Positivas enteropatogênica en teroinvasi va en terotoxigênica Shigella sp. Salmonella sp.

Ano N.o
N.o de N.o de N.o de N,? de N.o de

N.o o/c cepas o/c cepas o/c cepas ~~, cepas % cepas %

1977 5.246 1.870 35,65 658 12,54 4 0,08 25 0,48 197 3,76 986 18,80

1978 3.507 1.038 29,60 374 10,66 3 0,09 15 0,43 151 4,31 495 14,11

1979 2.341 891 38,06 361 15,42 11 0,47 6 0,26 99 4,23 414 17,68

--r------~ ---- ------ --
198O 2.794 1.080 38,65 366 13,10 25 0,89 10 0,36 125 4,47 554 19,83

1981 2.681 751 28,00 214 7,98 13 0,48 13 0,48 107 3,99 404 15,07

1982 1.344 258 19,20 90 6,70 2 0,15 12 0,89 32 2,38 122 9,08

1983 1.371 253 18,45 104 7,58 13 0,95 19 1,39 28 2,04 89 6,49

Total e
pcrcen-
tagem 19.284 (;.141 31,85 2.167 11,24 71 0,37 100 0,52 739 3,83 ;} 064 15,89
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TABELA 2

Distribuição anual e percentagem dos principais sorotipos de Salmonella isolados de coproculturas realizadas no periodo
de 1977-1983 no Instituto Adolf o Lutz, São Paulo

1977 1978 1979 1980 1981 1982 1983 Total

Sorotipos N.D 0/0 N.o 0/0 N.o 0/0 N.o o/e N.o i70 N.o 0/0 N.o % N.o %
cepas cepas cepas cepas cepas cepas cepas cepas

S. typhimurium 853 86,51 403 81,41 235 56,76 271 48,92 203 50,25 76 62,30 45 50,56 2.086 68,08

S. agona 55 5,58 41 8,28 133 32,12 244 44,05 155 38,37 19 15,57 23 25,84 670 21,87

S. infantis 13 1,32 9 1,82 6 1,45 3 0,54 10 2,47 8 6,56 9 10,11 58 1,89

S. typhi 13 1,32 4 0,81 14 3,38 7 1,26 6 1,49 1 0,82 - 0,00 45 1,47

S. anatum 19 1,93 11 2,22 1 0,24 1 0,18 - 0,00 - 0,00 - 0,00 32 1,05

S. derby - 0,00 3 0,61 8 1,93 17 3,07 1 0,25 - 0,00 - 0,00 29 0,95

S. I 4,12: - : - 3 0,30 - 0,00 1 0,24 :! 0,36 13 3,22 1 0,82 1 1,12 21 0,69

S. panama 1 0,10 6 1,21 2 0,49 1 0,18 3 0,74 1 0,82 - 0,00 14 0,46

S. newport 5 0,51 - 0,00 2 0,49 3 0,54 2 0,49 - 0,00 1 1,12 13 0,42

Outros sorotipos 24 2,43 18 3,64 12 2,90 5 0,90 11 2,72 16 13,11 10 11,25 96 3,13

Total e percentagem 986 100,00 495 100,00 414 100,00 554 100,00 404 100,00 122 100,00 89 100,00 3.064 100,00

-- L____ '---

(-) Sorotipos não encontrados.
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TABELA 3

Número e percenta ç em. anual d08 sorotipoe de Shigella isoladoe no período 1977-1983
no Instituto Adolfo Lutz, São Paulo

1977 1978 1979 1980 1981 1982 1983 Total

Sorotipos
N.O % N.O % N.o % N.O % N.o % N.o % N.o % N.D %

cepas cepas cepas cepas cepas cepas cepas cepas

Shigella dysenteriae 2 15 7,61 6 3,97 4 4,04 1 0,80 2 1,87 - 0,00 - 0,00 28 3,79

Shigella dysenteriae 9 1 0,51 - 0,00 - 0,00 - 0,00 - 0,00 - 0,00 - 0,00 1 0,13

Shigella flexneri 1 21 10,66 12 7,95 1 1,01 1 0,80 9 8,41 1 3,13 - 0,00 45 6,09

Shigella flexneri 2 66 33,50 68 45,03 20 20,20 26 20,80 23 21,50 11 34,37 10 35,71 224 30,31

Shigella flexneri 3 25 12,69 11 7,29 14 14,14 30 24,00 12 11,22 2 6,25 1 3,57 95 12,86

Shiçella flexneri 4 15 7,61 2 1,32 15 15,15 16 12,80 9 8,41 6 18,75 3 10,72 66 8,93

Shigella flexneri 5 1 0,51 - 0,00 - 0,00 2 1,60 - 0,00 - 0,00 - 0,00 3 0,41

Shigella [lexneri 6 9 4,57 16 10,60 12 12,12 10 8,00 5 4,67 1 3,13 2 7,14 55 7,44

Shigella boydii 5 1 0,51 - 0,00 2 2,02 - 0,00 - 0,00 - 0,00 - 0,00 3 0,41

Shigella boydii 9 - 0,00 - 0,00 - 0,00 1 0,80 - 0,00 - 0,00 - 0,00 1 0,13

Shigella boydii 10 3 1,52 - 0,00 - 0,00 - 0,00 - 0,00 - 0,00 - 0,00 3 0,41

Shiirella eonmei 40 20,31 36 23,8'! 31 31,32 38 30,40 47 43,92 11 34,37 12 42,86 215 29,09

I
Total e percentagem 197 100,00 I 151 100,00 99 100,00 125 100,00 107 100,00 32 100,00 28 100,00 739 100,00

~ -

....
~ (-) Sorotipos não encontrados.
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TABELA 4

Número e percentagem dos eoroiirupo« de E. coli enteropatogênica isolados de coproculturce
no período 1977-1983, no Instituto Adolfo Lutz, São Paulo

1977 1978 1979 1980 1981 1982 1983 Total

Sorogrupos
N.o '10 N.o '10 N.o '10 N.o '10 N.o '10 N.o '10 N.o '10 N.o 0/0

cepas cepas cepas cepas cepas cepas cepas cepas

E. coli 0111 296 44,98 158 42,24 150 41,55 172 46,99 114 53,27 27 30,00 30 28,85 947 43,70

E. coli 0119 96 14,59 51 13,64 72 19,94 74 20,22 46 21,49 40 44,44 29 27,88 408 18,83

E. coli 086 74 11,25 62 16,58 43 11,91 36 9,84 23 10,75 4 4,44 4 3,85 246 11,35

E. coli 055 76 11,55 29 7,75 27 7,48 45 12,29 - 0,00 2 2,22 12 11,54 191 8,81

E. coli 0125 40 6,08 30 8,02 12 3,32 8 2,19 8 3,74 2 2,22 10 9,61 110 5,08

E. coli 0128 33 5,01 19 5,08 22 6,10 10 2,73 - 0,00 3 3,34 4 3,85 91 4,20

E. coli 026 14 2,13 12 3,21 22 6,10 7 1,91 12 5,61 5 5,56 G 5,77 78 3,60

E. coli 0127 14 2,13 12 3,21 9 2,49 8 2,19 6 2,80 6 6,67 7 6,73 62 2,86

E. coli 0126 15 2,28 1 0,27 4 1,11 6 1,64 5 2,34 1 1,11 -,-

I
0,00 32 1,48

E. coli 0142 ( ... ) (. .. ) ( ... ) ( .. , ) ( .. , ) r . .. ) ( ... ) ( .. ) (. .. ) ( ... ) (. .. ) (, .. ) 2 1,92 2 0,09

Total e percentagem 658 100,00 374 100,00 361 100,00 366 100,00 214 100,00 90 ~OO,OOJ ~O~
100,00 2.167 100,00

- L-_._ L-_. __ _ ... __ .- L-_ L-_._

( . , . )
(-)

Não pesquisada.
Sorotipos não encontrados.
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TABELA 5

Distribuição por faixa etária de soro tipos de Salmonella isolados de coproculturas no período 1977-1983. no Instituto Adolfo Lutz, São Paulo

•...
O -13 3 --I 6 6 -I 12 1 --I 5 5 -110 10 --I 15 15 -I 20 20 -I ao 30 -I 40 > 40 Per-cen- ~

~a

,..,
So meses meses meses anos anos anos anos anos anos anos SI' Total tagem "tI::6~~ê e;.:>.

Õ ,,' ~ i"1
S. typhimu?'ium 617 684 422 187 18 6 11 18 5 9 109 2.086 68,08 · '" .~ ...
S. agona 194 251 134 46 2 2 6 1 3 31 670 21,87 ~~t"'i"1S. infantis 7 14 12 12 - 4 1 3 5 58 1,89 :"~i>1:>s. typhi 1 2 5 9 6 3 3 9 6 1 45 1,47
S. anatum 6 1 4 3 2 1 2 5 2 fi 32 1,05 •...•'". Z
S. derby 15 6 2 4 - 1 - - 1 29 0,95 &l ;;; r<:o9

"" ::;S. 14,12: - - 5 12 2 1 1 _. 21 0,69 · 1t "ti ~S. pana.ma 4 2 1 1 3 1 2 14 0,46 ~ i:'J ••
S. newport 2 2 5 2 1 1 13 0,43 ~og;t:lS. minnesoia 3 3 1 1 - - I 9 0,30 ~tocf OHS. bredeney 2 1 1 1 - 1 1 1 8 0,26 o",:>:>
S. ingancla 1 1 1 1 2 1 1 8 0,26 t-; ~~... ,.Ul
S. I 4,5,12: i 3 1 2 6 0,20 ttf5'0:>s. dublin 3 1 - 1 5 0,17
S. I 6,7: - : - - - 1 2 - 1 4 0,13 - < ~
S. oranienburg 1 2 - - 1 4 0,13 .•..~>.••.....,. 0
S. I 1,4,12: i : - 2 - 2 - 4 0,13 »<; -=1 ,;.
S. muenchen 1 1 - 1 3 0,10 ~~IoS. enteritidis 2 1 - - 3 0,10

~~~~S. bovismorbificans 1 2 - - 3 0.10
S. saintpaul 1 2 - 3 cUO ~~g.N
S. oslo - 1 1 2 0,07 ~ '" 3 ~S. infantis 014+ 2 - 0.07 · rn'":>s. litchjield 1 1 2 0.07 ~ (C::s ..•
S. reading - 1 1 0.03 ~"gl S" C1
S. poona 1 - 1 0,03 •••.0 .

· o. '"'lS. I 9,12: - - 1 1 0,03 g.- C"D':.
S. cerro 1 1 0,03
S. coeln 1 - - 1 0,03 I;tI:S;Z
S. newington 1 - 1 0,03 ~~t:r:j
S. makiso - 1 - 0,03 S" ~'~
S. Hl 59: - 1 - 0,03 •..• ~. i:'J.•.... ~ .•.
S. livingstone - 1 1 0,03 o ri>

S. madelia 1 1 0,03 ~~~
S. san-diego 1 - 1 0,03 ~.::l Z
S. heidelberg 1 1 1 0,03 ~ ~.:.~ ...•S. thornpson 1 0.03 O .g I%j
S. glostrup 1 1 0,03 ;'s~S. I 6,8: - : 1 1 0,03
S. miami 1 1 0,03 ~~~ ZS, I 9,12: - 1,5 1 1 0,03 ~::;:>
s. I 4,12: b 1 1 0,03 '" ~. Z
S. I 6,7: - : 1,5 1 0,03 ~~t:1
S. brandenburg 1 1 0,03 :>~~S. II eofía 1 - 1 0,03 g- ~ ..
S. london 1 1 0,03 §=g~S. eenftenberç 1 1 0,03
Salmonella sp. rugosa 2 3 1 1 - 7 0,23

>c :>
e- C1 ;.

Total 861 984 602 274 39 19 19 45 28 30 163 3.064 100,00
:?gz
J' ~:>

I-' Percen tagem 28,10 32,12 19,65 8,94 1,27 0,62 0,62 1,47 0,91 0,98 5,32 100,00
rn~~

O> "'. li> :><O O ri> ,

* SI :::: Sem idade determinada. (-) Soro tipos não encontrados.
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TABELA 6

Distribuição por faixa etária dos eorotip oe de Sh ig ella isolados de coprocult.uro» no período 1977-1983, no Instituto Adolfo Lute, São Paulo

0-13 3 --16 6-112 1-15 5-110 10 -115 15-120 20 -I 30 I 30 -I 40 >40 Percen-

S meses meses meses anos anos anos anos anos I anos anos sr- Total tagem
~

A2 4 1 - 9 2 - 1 2 2 6 1 28 3,79

A9 1 - - - - - - - -- - - 1 0,13

B1 2 9 9 8 6 - 1 4 3 1 2 45 6,09

B2 28 44 41 48 11 6 7 14 7 12 6 224 30,31

B3 15 24 16 18 3 1 2 9 2 3 2 95 12,86

B4 7 15 12 18 5 - - 4 4 - 1 66 8,93

B5 - 2 1 - - - - - - - - 3 0,41

B6 15 6 6 15 1 1 1 2 5 1 2 55 7,44

C5 - - - 1 2 - - - - - - 3 0,41

C9 - - - 1 - - - - - - - 1 0,13

CIO 1 - 1 - - - - - 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 16 43 27 31 30 739 100,00

Percentagem 13,53 17,19 15,16 26,93 5,82 1,49 2,16 5,82 3,65 4,19 4,06 100,00

'SI = Sem idade determinada,

(-) = Sorotipos não encontrados.

...
;:o

'U"'~Z~ ~~.o
?~. s: ~
::o g.' ;.
â 00 ~~

· o. ~ ~....",. z~ g [<e.0
• <+","rD'UM
R. M;'
o o U1

~~ ~)8
:'l ~~r- ~,' U1~& ..

NO~>- <'•••....... :s:.•.. "'~."". c::>~-'l .~:""I"·
~~~~•...• oot"'
~~~N
""ll>ll>~
.ooU1~t;:!
~~ ~..>
~ ~I o O
· o.g.~rD •.

tog'Z
~~t?=j
2' ~' :s:
~. ~''"trj

iro~
;;.;'~ Z

'" .'1 ••0.0
o 'O "':1
H~t?=j
~ ~ ;:o
~ ê' s:
~ ~·Z
o ll> t;:!

00 M
~0.U1
~ro'"

§=g~
'O~

1;' ó ;.
gr2z. ;:;:' ~
oo~~
~I~ ~



TABELA 7

Distribuição p01' faixa etária dos soro qru.poe de Eschericlría coli enteropatogênica isolados se
coproculturas no período 1977-1983, no Instituto Adolfo Lutz, São Paulo

O-j 3 3-16 6-112 1-15 5 -j 10 > 10 Percen-

S meses meses meses anos anos anos sr- Total tagem
~

E. coli 0111 350 324 148 80 - 6 39 947 43,70

E. coli 0119 177 102 73 37 3 1 15 408 18,83

E. coZi 086 108 67 33 30 2 2 4 246 11,35

E. coli 055 81 42 37 22 1 1 7 191 8,81

E. coli 0125 30 32 27 17 1 - 3 110 5,08

E. coli 0128 17 11 11 28 3 6 15 91 4,20

E. coZi 026 14 16 24 16 6 - 2 78 3,60

E. coli 0127 9 8 15 20 2 2 6 62 2,86

E. coli 0126 2 7 7 10 1 4 1 32 1,48

E. coli 0142 -~ - -- - 2 - - 2 0,09

Total 788 609 375 262 19 22 92 2.167 100,00

Percen tagem 36,36 28,10 17,30 12,00 0,88 1,02 4,25 100,00

'SI = Sem idade determinada.

(-) = Sorogrupos não encontrados.

•....
-'l•...

•....e;
Z'"tj;;l::t:o'" '" >.;::'::::\:d •••O">!",. ~..,

~~t"'i>'1'" . >
"C1oi"lZ
.....~.•.o
;:l '" ,,_.., ::s
:"M-'"tjtxJ
;...'" txJ~·
RoOoot:;j
o 00 •••••'::;:'t:j 0>
o~>oo
t-< õ" •
~C1oG"l>
]to<js:.,..~>C:l
~j' .;.
~~IQ.. ~ >eCJj~~
'::Siõ>~"'St:;j.oooo~?•..• "'M-
~~t 00~0C1o~

~(t) ••••

'"ttlg"Z
'" o txJ~~~'" _. txJ;" ~--
- 00° '" .o.:l.;:;. =
~ ro .••
C1oé11%j
0'g txJ
E'i~
tt §) >-s- _. Z
M-tlt:;jo til txJ
E:;g-!"
2.noo~o>'t:j •..• ..t"'o
s:: '" zaE.>
~S-i>'1
",.Pl >o to •



>--'
-J
t.:>

TABELA 8

Distribuição por faixa etária do.• soroç ru.pos de E. coli enteroinvasiva isolados de coproculturas no período 1977-1988, no Instituto Adolf o Lutz, São Paulo

0-13 3- 6 6 ---j 12 1 ---j 5 5 -110 10 -115 15-120 20 -130 30 -j 40 > 40 Percen-

S meses meses meses anos anos anos anos anos anos anos SI- Total tagem
~

E. coli 028 ac 1 4 1 8 3 - - - 2 1 - 20 28,17

E. coli 0124 - - - 5 3 - 1 1 1 - - 11 15,49
I

E. coli 0136 - 2 - 2 1 - 1 1 1 - - 8 11,27

E. coli 0152 - - -- 2 2 1 1 - - - 1 7 9,86

E. coli 029 - 3 - 2 - -- - - - 1 - 6 8,45

E. coli 0143 - I 2 1 1 1 - - 5 7,04- - - -

E. coli 014<1 - - - - - - - 1 - 1 - 2 2,82

E. coli 0167 - - - 2 - - - - - - - 2 2,82

E. colí entcroinvaslva=" 1 - - 1 3 1 2 1 - 1 - 10 14,08

Total 2 9 1 24 13 2 6 5 4 4 1 71 100,00

Percentagem 2,82 12,68 1,41 33,80 18,31 2,82 8,45 7,04 5,63 5,63 1,41 100,00
-- -

-SI = Sem idade determinada.

Sorogrupo não determinado.

(-) = Sorotipos não encontrados.
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TABELA 9

Distribuição por faixa etária dos eorotrrupoe de E. coli enteroinvasiva isolados de coproculturas no período 1977-1983, no Instituto Adolf o Lutz, São Paulo

o -j 3 3 ---1 6 6 ---i 12 1 ---i 5 5 -j 10 10 -j 15 15-120 20 -130 30-140 >40 Percen-

S meses meses meses anos anos anos anos anos anos anos SI' Total' tagem
~

E. coli 0128 ST+ 24 16 9 4 2 - - - - - 3 58 58

E. coli 063 ST+ 1 1 - - - - - - - - - 2 2

E. coli "ST+ 17 4 5 12 - - 1 - - - 1 40 40

Total 42 21 14 16 2 ~- 1 - - - 4 100 100

Percentagem 42 21 14 16 2 - 1 - - - 4 100
~- ,- -- - ---- , ------- ~ ---_._-~ -

, SI = Sem idade determinada.

Sorogrupo não determinado.

(-) = Sorogrupos não encontrados.
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IRINO, K.; KANO, E.; DIAS, A.M.G.; CALZADA, C.T.; NEME, S.N.; FERNANDES, S.A.; NAKA-
RARA, L.K. & PESSÓA, G.V.A. - Isolamento de bactérias enteropatogênicas de coproculturas
realizadas durar te o período 1977-1983 na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, São
Paulo. Rev. I net; Adolfo Lutz, 44(2): 161-178, 1984.

TABELA 10

Associações de ent erobnctériae patoçénicne identificadae em ('n808 de infecções mistas.
durante o ano de 1983, no Instituto Adolfo Luts, São Po.ulo'"'

Associações de Cl1 te robuc têr ias Idade dos pacien tes

S. typhimurium + E. coli 0111
E. coli 086 mês

S. typhimurium. + E. coli 0111 mês

S. typhimu1'ium + E. coli 0111 17 dias

S. typhimurium + E. coli 0111 2 meses

S. typhim,wium + E. coli 0111 4 meses

S. typhimuTiurn + E. coli 0119 6 meses

S. typhimu1'ium + E. coli 0119 mês

S. typhirnurium + E. coli 0125 6 meses

S. typhimurium + Shigella [leameri ;: 5 meses

S. typhimurium + Shigella [letcneri 2 8 meses

S. t.uph.imuriurn. + Shigella. sonnei 5 meses

S. typhimurium + S. agona 4 meses

S. agona + E. coli 0119 RN(·· ••)

S. agona + E. coli ST+(") 3 meses

S. infantis + E. coli 0128 ST+ 18 dias

S. infantis + E. coZi 0119 3 meses

S. infantis + E. coli ST+ SI(****"'J

S. minnesota + E. coli ST+ 3 meses

S. saintpaul + E. coli 0127 5 meses

S. inganda + Shigella [lexneri 4 7 anos

Shigella sonl1ei + E. coli ST+ 2 anos

Shigella [letcn.eri 4 + E. coli 0128 ST-("') 2 a!1OS

Shigella [lexneri 2 + E. coZi 0119 25 dias

Shigella [letcneri /I + E. coli 0125 2 meses

E. coli 0111 + E. coli 0119 12 dias

E. coli 055 + E. coli 0125 16 dias

E. coli 0119 + E. coli 026 6 meses

E. coli 028ac + E. coli 0124 1 ano

As tabelas correspondentes à ocorrência de associações de infecções do período 1987-1982 estão
publicadas em artigo anterior22•

(~*) ST+ Enterotoxina termoestável positiva.
<***> ST- Enterotoxina termoestável negativa.

(****) RN Recém-nascido.
<**.**) SI Sem idade determinada.
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FIGURA - Percentagem anual de cepas de Salmonella, Shigella sp. e Escherichia coli enteropatogênica, enteroinvasiva e enterotoxigênica
isoladas das amostras positivas de coproculturas realizadas durante o período 1977-1983, no Instituto Adolfo Lutz, São Paulo.
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RIALA6/587

IRINO, K.; KANO, E.; DIAS, A.M.G.; CALZADA, C.T.;. NEME, S.N.; FERNAN-
DES, S.A.; NAKAHARA, L.K. & PESSôA, G.V.A. - Isolation of en teropatho-
genic bacteria from feces collected between 1977 and 1983 in São Paulo,
Brazil. Rev, Inst. Adolfo Lutz, 44 (2): 161-178, 1984.

ABSTRACT: A study is made of the 19,284 bacterial cultures of stools which
were conducted at the Central Public Health Laboratory of the State of São Paulo,
Brazil, between 1977 and 1983. The positive specimens amounted 31.85% and were
composed of 15.89% containing Salmonella sp., 12.13% with the class ic en te ropa th o-
genic, enteroinvasive, enterotoxigenic Escherichia coli, and 3.83% with Shigella sp.
In 11.07% of the positive specimens, more than one enteropathogenic bacteria
were isolated. Of the specirne ns yielding Salmonella sp., 89.9;;% corresponded to
S. typiimurium or S. agona. The more [requent: serotypes of the c1assic en te ro-
pathogenic E. coli were 0111 and 0119. Among the enteroinvasive E. coli, the most
frequent serotypes were 028ac, 0124 and 0136. More than 50% of the en teroto-
xigenic E. coli belonged to serotype 0128 and about 35% of all toxigenic isolates
had tlre colonization factor CFA/I or CFA/II. Similarly to what has bce n found
in other countries, more than 95% of Shigella strains belonged to S. flexneri and
S. sonnei. Salmonella, Shigella and E. coli are the most frequent agents of gas tro-
enteritis in São Paulo. The longest interval without isola tion of Yersinia entero-
colica was one year while Campylobacter jejuni was isolated in 1982 and 1983.

DESCRIPTORS: feces, corrte n t of enteropathogenic bacteria; enteropathogenic
bacteria, isolation from feces; Salmonella sp.: Escherichia coli; Shigella sp.; Yersinia
enterocolitica; Campylobacter jejuni.
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RESUMO: Foram pesquisados anticorpos neutralizantes para adenovírus
tipos 1 a 7, em 180 soros de 180 indivíduos residentes na cidade de São Paulo,
de diferentes grupos etários, colhidos em fevereiro de 1982. Os resultados mos-
traram que 53,3% dos doadores possuiam anticorpos para os tipos 1, 2, 3 e 5;
88,9% a 100% de indivíduos, com mais de 5 anos de idade, tinham anticorpos para
adenovírus tipos 1 e 2. Quanto ao tipo 3 e 5, verificou-se elevação gradual,
grupo a grupo, com percentagem um pouco menor que a dos tipos 1 e 2; porém,
71,9% a 92,8% dos indivíduos acima de 20 anos, possuiam anticorpos para os tipos
3 e 5. Em relação aos tipos 4 e 6, nas faixas etárias acima de 5 anos, a média
foi de 50% "', para o tipo 7, aproximadamente de 20%. Foi verificado que 40%
das crianças do grupo etário de O a 4 anos, não possuíam anticorpos para os 7
tipos de adenovírus estudados, e que 72,8% dos indivíduos acima de 10 anos
possuiam an tico rpos para 4-6 tipos diferentes de adenovírus.

DESCRITORES: adenovírus, infecção humana; an tico rpos para adenov irus,
teste de neutralização.

INTRODUÇÃO

Row et alii, em 1953, isolaram pela pri-
meira vez o adenovírus, a partir de cultura
de tecidos de adenóides humanas. São conhe-
cidos mais de 35 adenovírus, antigenicamente
distintos, de origem humana 9.

Os adenovírus apresentam vários quadros
clínicos a, 5, 9 e afetam o trato respiratório,
as conjuntivas oculares, ou o trato gastrintes-
tina!'

De 1960 a 1980, estudos realizados no Bra-
sil2, Estados Unidos 7. 8, 15, Japão 6, 10, 11, 13 e
Taiwan 12 mostraram que as taxas de antí-
corpos neutralizantes para diferentes tipos
de adenovírus variam conforme a idade, popu-
lação e área geográfica estudada.

O objetivo deste trabalho foi determinar
anticorpos neutralizantes para 7 diferentes
tipos de adenovírus, assim como estudar o
comportamento imunológico de habitantes da
cidade de São Paulo, em relação a estes
adenovírus.

MATERIAL E MÉTODOS

Soros humanos

Foram utilizados 180 soros de 180 indiví-
duos residentes na cidade de São Paulo,
pertencentes a diferentes faixas etárias, esco-
lhidos aleatoriamente dentre pessoas que
procuraram o Instituto Adolfo Lutz para a
realização de exames iaboratoriais outros,

Realizado no Instituto de Saúde Pública e Meio Ambiente, Província de Shiga, Japão. Apre-
sentado no 57.0 Congresso da Sociedade Japonesa de Doenças Infecciosas, Osaka, Japão, 1983.
Da Seção de Vírus Respiratórios do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.

*** Do Instituto de Saúde Pública e Meio Ambiente da Província de Sh iga, Japão,
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em fevereiro de 1982. As amostras foram
colhidas na Seção de Colheita de Material
deste Instituto e enviadas ao Instituto de
Saúde Pública e Meio Ambiente da Provín-
cia de Shiga, Japão, para serem estudadas.

TABELA

Distribuição das amostras de soro, segundo
grupos etários

N.O de amostras Grupos etários
(anos)

15 0- 4

11 5- 9

25 10 - 19

28 20 - 29

26 30 - 39

25 40 - 49

32 50 - 59

18 ~ - 60

180

Culturas de células

Foram utilizadas culturas de células HeLa,
cedidas pelo Dr. Tokuda, do Hospital Cen-
tral de Kurashiki, Província de Okayama,
Japão.

]vIeios de cultura

Foi utilizado o meio Eagle comercial
(5900 NS), da Nissui ", na proporção de
0,94 g para 100 ml de água destilada, ao
qual foi adicionado 1 g de glutamina. Como
meio de crescimento das células em micro-
placas e em garrafinhas de 250 ml foi uti-
lizado o meio Eagle ao qual foi adicionado
10% de soro fetal bovino. Como meio de
manutenção das células em microplacas, foi
utilizado o meio Eagle, suplementado com 1%
de soro fetal bovino. No meio de manutenção
em garrafinhas foram utilizados 2% de soro
de vitelo.

Antígenos

Foram utilizados protótipos de adenovírus
(ADV) tipos 1 a 7, gentilmente cedido pelo
Dr. Takao Yoshii do Instituto Nacional de
Saúde de Tókio, Japão. Os protótipos de ADV
usados foram: tipo 1, adenoid 71; tipo 2,
adenoid 6; tipo 3, G.B.; tipo 4, R 167; tipo
5, adenoid 75; tipo 6, tonsil 99 e tipo 7,
Gomen 9.

Nissui Seiyaku Co. Ltd, Toshima-ku, Tokyo, .J apan.
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T'itulação

O antígeno foi produzido em garrafinhas
de células HeLa. A titulação do antígeno foi
realizada nestas mesmas células, em micro-
placas com fundo chato. Foram feitas dilui-
ções em série a partir de 1:4 até 1:8.192.
Foi considerado como 1 U de vírus em 0,050
ml a última diluição que, no 3.° dia demons-
trou efeito citopático (+++ ou ++++ plus).
O título utilizado na reação foi de 2 unida-
des de vírus/0,025 mI.

Reação de neuiralização
A reação de neutralízação foi realizada

em microplacas de tranferência em U e aco-
pIadas em microplacas de fundo chato 1.

As amostras de soro foram diluídas a 1:4
com meio Eagle, sem soro, e inativadas a
56°C, por 30 minutos.

Em cada orifício da placa de transferên-
cia foram colocados 0,025 ml de soro diluído
a 1:4 e 0,025 ml de antígeno diluído (2U /
0,025 ml). A mistura soro-antígeno foi
incubada, em estufa de CO." a 25°C por 1
hora. Após este tempo, o c-onteúdo de cada
orifício da placa de transferência foi ino-
culado, por justaposição e capilaridade, nos
respectivos orifícios das microplacas com
fundo chato, contendo culturas de células.
As microplacas com culturas de células HeLa
foram preparadas com 8 dias de antecedên-
cia e, no dia da inoculação, o meio foi tro-
cado pelo meio Eagle com 1% de soro fetal
bovino.

As microplacas foram incubadas a 37°C
em estufa de CO2, e as leituras foram rea-
lizadas diariamente. Foi feito simultanea-
mente o controle do csoro na diluição de 1:4
e a retitulação paralela do vírus. O título
neutralizante do soro foi definido como a
diluição soro que inibiu o efeito citopático
de 2 unidades de vírus/0,025 ml em 3 dias.

RESULTADOS

A percentagem de soros positivos no
grupo etário de O a 4 anos, tanto para ade-
novírus tipo 1 como para o tipo 2, foi de
33,3% e, nos grupos etários acima de 5 anos,
apresentou uma variação de 88,9 a 100%.
A percentagem de soros positivos tanto para
adcnovirus tipo 3 como para o tipo 5, foi
de 20% no grupo etário de O a 4 anos, e
em indivíduos acima de 20 anos, houve uma
variação de 71,9 a 92,8%. Quanto aos ade-
novirus tipos 4, 6 e 7, no grupo etário de
O a 4 anos, as percentagens foram de 13,3;
6,7 e 6,7 respectivamente. Foi verificada
nítida elevação da percentagem de soros
positivos em indivíduos do grupo etário de
20 a 29 anos (78,6 %) para adenovírus tipo
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4 e, em indivíduos no grupo etário de 30
a 39 anos (76,9 %), para adenovírus tipo 6.
As percentagens de soros positivos para ade-
novírus tipo 7 variaram entre 6,7 e 36,4%
(fig. 1).

No grupo etário de O a 4 anos, 40 '/0 das
crianças demonstraram não possuir anticor-
pos para qualquer dos tipos de adenovírus

estudados. No grupo etário de 5 a 9 anos
todos os indivíduos apresentaram anticorpos
para mais de um tipo de ADV e, nos indi-
víduos acima de 10 anos, observou-se que
72,8% possuíam anticorpos para 4 a 6 tipos
diferentes de ADV. Além disso, verificou-se
que 3,9% de indivíduos possuíam anticorpos
para todos os tipos de ADV (f'ig. 2).
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FIGURA 1 - Anticorpos neutralizantes em diferentes faixas etárias para cada tipo de adenovírus,
em habitantes de São Paulo (1982).
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DISCUSSÃO

Embora o número de soros utilizados seja
pequeno, a partir dos resultados obtidos
podemos afirmar que adenovírus tipos 1, 2,
3 e 5 prevalecem na cidade de São Paulo.
Esta prevalência também ocorre na maioria
das áreas pesquisadas; Japão 6, 11, 13, 14, Esta-
dos Unidos 7, 8, 15 e Taiwan 12, onde foram
encontradas percentagens médias e altas de
soros positivos. Porém, as percentagens de
soros positivos foram baixas para ADV tipo
1, em Kansas, Estados Unidos; para ADV
tipo 3, em Washington, Estados Unidos e em
Gifu, Japão e, para ADV, tipo 5, em Cleve-
land, Estados Unidos.
Em relação aos ADV, tipos 4, 6 e 7, as

percentagens por nós verificadas de soros
positivos variaram conforme a idade, mas
essa variação não foi significante, pelo teste
do x2•

As percentagens observadas nos ADV
tipos 4 e 6 foram menores quando compara-
das às dos tipos 1, 2, 3 e 5; supõe-se que os
tipos 4 e 6 ocorreram sob a forma de peque-
nos surtos ou sob forma esporádica, em São
Paulo (1982).

Os resultados obtidos em relação ao ADV
tipo 4, em São Paulo (1982), Okayama e Tai-
wan mostraram percentagens médias de soros
positivos. No entanto. em Tóquio, Washing-
ton, Cleveland, Gifu, Kansas e em São Paulo
(1960) as percentagens de soros positivos
foram bem baixas.

Tanto para o tipo 6 como para o tipo 7,
houve grande variação nas percentagens de
soros positivos, conforme a área estudada.
Os resultados obtidos com soros de São Paulo
(1982) para ADV tipo ô foram semelhantes
aos resultados obtidos em Tóquio, Okayama,

Gifu e São Paulo (1960). Os estudos realiza-
dos em Taiwan mostraram percentagens mais
elevadas e os realizados em Washington,
Cleveland e Kansas mostraram percentagens
um pouco menores.

Em relação ao ADV tipo 7, este foi o que
apresentou menor percentagem de soros posi-
tivos em todos os grupos etários, permitindo
concluir que este tipo de ADV é o menos
prevalente na população de São Paulo. Estes
resultados demonstraram percentagens de
soros positivos semelhantes às de Cleveland,
Gifu e Shiga, porém menores que os resul-
tados obtidos em Tóquio, Ta iwan, Kansas e
São Paulo (1960).

Em relação à prevalência dos 7 tipos de
ADV nas amostras por nós estudadas, quando
comparada aos dados obtidos em estudos
anteriores, por CARVALHO 2, em 1960,
verificamos que houve certa semelhança
nos resultados. Entretanto, o que despertou
atenção especial para nossos dados foi a alta
percentagem de soros positivos em indiví-
duos acima de 5 anos de idade, para adeno-
vírus tipo 4 (48,3%), conforme demonstra
a figura 2.
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ABSTRACT: Neutralizing antibodies against types 1 to 7 adenovirus were
titrated in 180 sera from 180 inhabitants of the city of São Paulo who beloriged to
various age groups. Blood specimens were coIlected in February, 1982. Antibodies
against types 1, 2, 3, and 5 were found in 53.3% of the donors. Antibodies against
types 1 and 2 were found 88.9% to 100% of the donors who were 5 or more years
old. Antibodies against types 3 and 5 were detected in 71.9 to 92.8% of donors
20 or more years old. A mean of 50% of donors 5 or more years old showed
antibodies against types 4 and 6 while 20% showed antibodies against type 7. It
was fou'nd that 40% of children 0-4 year old had no antibody to the 7 study
types while 72.8% of donors over 10-year old had an tibodies against 4 to 6
serotypes.

DESCRIPTORS: adenovirus infection, human; antibodies, adenovirus neutraliz-
ing testo
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