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CINQUENTENARIO DO
INSTITUTO ADOLFO LUTZ

Laboratério Central de Saude Piiblica

O dia 18 de julho de 1942, assinale o passagem do cinguente-
nérie do Instituto Adolfo Lutz (Laboratério Central de Saude
Piblica).

Criado pelo Decreto n.° 11.522, de 26 de outubro de 1940, o
Instituto Adolfo Lutz representa a fusGo do tradicional Instituto
Bacteriolégico de Siao Paulo e do antigo Laboratério de Amndlises.

Os dois estabelecimentos cientificos, nascidos no mesmo dia, hd
cinguenta anos, exerceram com brilho, separadamente, as atribuicdes
de laboratorios de Saude Publica. Hoje, reunidos, completam-se e
desempenham papel saliente na defesa da soude piiblica de Sdo
Paulo e do Brasil.

Para comemorar essa data, realizou-se, no saldo de conferén-
cias do Imstituto, uwna sessdo solene & qual esteve presente todo o
seu corpo técnico e administretive. O Diretor, Dr. J. P. de Car-
valtho Lima, apds breves palavras alusivas ¢ data e ¢ vida do esta-
belecimento, concedew « palavre o Dv. Brumo Rangel Pestana,
ex-assistente do Instituto Bacterioldgico e atualmente chefe da
Sub-divisio de Bromatologia e Quimica do Instituto Adolfo Lutz,
que proferin o seguinte discurso:

“Quis o Diretor que o mais antigo do Instituto Bacteriolégico
e chefe da Subdiviso de Bromatologia e Quimica, que é o Labo-
ratério de Anélises, vos dissesse hoje algumas palavras para come-
morar o cinquentenarie da fundaclo desses dois estabelecimentos
cientificos, agora reunidos neste majestoso Laboratorio Central de
Saude Publica, que, em homenagem ao grande mestre, recebeu o
nome de Instituto Adolfo Lutz.

Proclamada a Bepiblica procuraram os dirigentes dos desti-
nos de Sdo Paulo, cumprindo o programa de seu partido, cuidar da
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Instrucdo ¢ da Saude Pablica. Sabiam os estadistas da velha
Republica que Sdo Paulo, para ser S3o Paulo, precisava de povo
sadic e culto.

 Construiram escolas. Conirataram mestres para ensinar novos
métodos de pedagogia. Reorganizaram os servicos de higiene.

A lei n.% 43, de 18 de julho de 1892, criou ¢ Institute Bacterio-
l6gico e o Labora’somo de Anilises. Para esses estabelecimentos,
Vicente de Carvalho, entho Secretario dos Negodcios do Interior do
governg de Cergueira Cesar, mandou contratar, na HEuropa, dois
notiveis cientistas, indicados pelo grande Pasteur: Felix Le Dantec,
biologista, para dirigir o Institufo Bacteriolégico; o quimico Marcel
Lachaud, recomendado tambem por ﬁarlaatzem berger, para montar
e dirigir ¢ Laboratério de Anslises. Nos dois estabelecimentos se
assentaram, desde entfic, as bases da defesa da saude publica em
nossa terra.

[

* Escrevendo ac governo, assim cha Le Dantee, sobre o Institufc
que ia organizar:

“Eu fiz ¢ calcule das despesas de instalacfo, néo de um labora-
tério no qual trabalharel, mas tambem de um laboratdric onde farei
alunos. Tenho a intencdo de dar um curso de técnica microbiolo-
gica, andlogo aquele que se faz no Institute Pasteur de Paris, em
40 licdes, e que torna o aluno capaz de trabalhar por si mesmo.

£ preciso gue se faga um outrce curso: o de biologia geral
(fermentaciio, doencas microbianas, resisténcia dos tecidos & invaséo
de micrébios, vacinacio, imunidade, efc.), que ¢ ponha ao corrente
da parte da ciéneia moderna, util ac fim que eu vos proponho.”

Tinha o Mestre a preocupacdo da Hscola, programa que Adolfc
Lutz adotou e desenvolveu.

Instalados os Laboratérios do Instituto Bacteriolégico, os seus
valiosos servicos comecaram a justificar sua- criacfo.

Cesario Mota, o estadista ilustre que substituiu Vicente de
Carvalho, ao tratar, em seu relatério, da célera que aparecera em
Sao Paulo, assim diz: ’

“Nao obstante as medidas de pronto tomadas, que s6 a sus-
peita aconselha, a maxima energia e afinco nos meios de combate
80 a convicgdio os podia dar. Issa conviecdo a tivemos pelo exame
bacteriolégico das dejecgles dos enfermos o gual revelou a existén-
cla do verdadeiro bacilo virgula.

Desde entdc atacou-se o mal como a um inimigo terrivel e
conhecido. TFoi ¢ Instituto quem né-lo revelou; 36 este fato é bas-
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tante para fazer ¢ seu elogio e justificar a sua existéncia. Impor-
tantizsimo fol o servico prestado este ano por esse Instituto”.

E da medida pronta e rapida tem dependido, em grande parie,
.0 ndo haverem os surtos de moléstias infecciosas tomado vulto, como
ainda recentemente aconteceu com a peste.

A peste, sempre que aparece, obriga o Institufo Bacterioldgico
a manter o seu pessoal atento, trabalhando a gualquer hora do dia
cou da noite, para que se faca rapido diagnéstico e, consequente-
mente, breve seja o inicio do tratamento no Hospital de Isolamento
¢ prontas as medidas de profilaxia.

Ja vos contaram & histdria-da “Primeira HEscola de Medicina
‘Experimental do Brasil” e os seus quinhentos trabalhos publicados
sobre febre amarela, febre tiféide, disenteria, lepra, malaria,
Leishmania,; difteria, tifo exantematice e outras moléstias humanas
e de animais, scbre zoclogia e outros assuntoes, que atestam o valor
dos estudos e pesquisas realizadas por Lutz e seus discipulos.

Durante 50 anos de existéncia, em gque passaram pele Instituto
Bacteriolégico diversos cientistas, guardou sempre aquela casa a
mesma orientacdo cientifica tracada pelos seus fundadores.

Foram seus diretores Felix Le Dantec, Adolfo Lutz, Carios
Meyer, Teodoro Baima, Antdnio de Ulhoa Cintra, Alexandrino
Pedroso e Carvalho Lima, que ainda hoje dirige esta casa.

Queremos aqui, prestar uma homenagem ac sabic mestre e seus
discipulos que ajudaram a construir este patrimonio cientifico. No
cumprimento do dever, eles nunca recuaram, mesmo guando valados
ou quando lhes arremessaram pedras. A maledicéneia nio os
atingia, mesmo quando a classe médica, tendo por chefes o cirurgifo
mais ilustre e o clinico mais distinto, exigia a demissio do diretor
do Instituto, a bem do servico piblico, porque condenara, no inte-
resse da saude do povo de Sdo Paulo, vacas leiteiras tuberculosas.

Nio temiam a morte. Sempre prontes, a qualquer hora do dia
ou da noite, ndo mediam sacrificios, infectando-se as vezes, em ser-
vico, como aconteceu a Vital Brasil, com a pesie e a Carvalho Lima,
com a febre tiféide,

Aos que pagaram com ¢ sacrificio da vida o seu devotamento
A ciéueia e ao cumprimento do dever — J. A. Roxo, vitima da febre
tiféide; Boniltha de Toledo, da febre amarela; Alexandrino Pedroso,
da meningite cérebro espinhal e Teodoro Baima, da gripe — ¢ 1n08so
comovido preito de admiracio e saudade.
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Nao posso deixar de recordar tambem, os companheircs que
ainda vivem, trabalhando noutro sector, e que contribuiram para
o aumento do nosso patrimoénio cientifico — Vital Brasil, Adolfo
Lindenberg, Afonso Splendore, Pereira Barreto, Eduardo Rodrigues
Alves, Ulhoa Cintra, Sebastido Calazans, José Bernardino Arantes
e Simedo Bonfim.

N&o esquecerei 0 nosso mestre e amigo, Prof. Ficker, que, com
honestidade e notavel capacidade cientifica, orientou a nova fase do
Instituto Bacteriolégico.

Aos téenicos que cooperaram com dedicacio e trabalho, Savério,
Pupo, Getulino e Faraco, e que hoje vivem no sossego de seus lares;
a0s desconhecidos, que, na sombra do anonimato, auxiliaram as pes-
guisas e a defesa da saude publica no Instituto Bacteriolégico e no
Laboratério de Analises — as nossas homenagens.

Mas nfo era s6 o desprendimento da vida que engrandecia os
que trabalhavam nos antigos Laboratérios. Era tambem o des-
prendimento material. Nunca tiveram, como nfdo teem hoje, a
preocupacio do dinheiro. Mal pagos, jamais deixaram de cumprir
o seu dever, abrindo méo, muitas vezes, de dinheiro para melhorar
a biblioteca, como aconteceu com Baima, a quem o governo do Parang
quis premiar; com Batista de Andrade, que comprava aparelhos e
reativos e com Henrique Schaumann, que desistiu dos ordenados a
que tinha direito em favor do edificio que se destinava aos Labo-
ratérios de Analises Quimicas e Bromatoldgicas.

Os terrenos situades & rua Pires da Mota, onde fol construido
o prédio, para o qual contribuiu Schaumann, foram desapropriados
pele decreto 337, de 17 de fevereiro de 1896, e destinados & constru-
cdo do Instituto Pasteur e Roux, onde seriam instalados os Labora~
térios de Anédlises Bromatoldgicas.

Somente no governo de Altino Arantes, sendo Secretdrio do
Interior Oscar Rodrigues Alves e diretor do Servico Sanitirio Artur
Neiva, é que se construiu o prédio onde funcionou o Laboratério de
Andalises.

O antigo Laboratério de Andlises inicicu as suas atividades em
5 de julho de 1893, em prédio situado & rua General Osério, 127,
sendo diretor Marcel Lachaud, que tinha como auxiliares Pinto de
Moura e Caramurd Pais Leme.

Iniciou-se a campanha contra os fraudadores, repressiva e pre-
servativa, conforme estabelecera Lachaud em seu programa de acdo,
pois ao Diretor do Laboratério cumpria tambem a policia sanitaria,
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na classe dos ingestas, fazendo as competentes apreensfes e res-
pectivas anéalises.

Lachaud ji pedia, em 1893, a assisténcia técnica tido reclamada
hoje pelos industriais de géneros alimenticios. Dizia em seu rela-
tério: “um governo cioso dos seus deveres e das responsabilidades
que schre si pesam, precisa ser bastante prudente e escrupuloso
afim de evitar que sejam feridas pelas medidas de repressio con-
tra abusos cometidos por outros, as indistrias nascentes, que devem
merecer todo o apdio, a bem de sua prosperidade ¢ em beneficio da
riqueza puablica, para a qual podem concorrer de medo eficaz como
fruto de renda.

O comerciante poderd fazer as analises e estudo das merca-
dorias que recebe para fixar a identidade com as amostras, com ¢
fim de verificar se a mercadoria foi fraudada. No caso de fraude,
os falsificadores teriam que pagar o preco da anilise, mais a
multa.”

Estabeleceu-se, pela primeira vez, as_caracteristicas dos géne-
ros alimenticios mais comuns: agua, leite, vinhos, aguardentes,
licores, cerveja, conservas, banha, manteiga, doces e confeitos.

Tratando do leite, assim se referia o sabio francés: “A
maioria dos leites vendidos mnas ruas da Capital & adicionada de
dgua, sendo aplicada a lei nos casos somente em que se encontra
uma proporcio de dgua em excesso.

It a primeira e a mais comum das fraudes que temos a verifi-
car, consistindo ela em diminuir o valor intrinseco de um alimentc
bem conhecido e estimado de todos, pela adicdo de um outro de
muito menos valor, conservando-se porem, 0 mMesmo preco, com C
que tira o vendedor um grande luero.

Esta fraude é muite comum em S&o Paulo, como ja provou este
Laboratério, com as andlises realizadas em diversos produtos en-
tregues ao consumo desta cidade; éem quase todos os casos, o leite,
por exemplo, vendido frio e apresentado como puro, é adicionado de
Agua mna proporcdo de até mesmo duas partes desta para umsa
daquele.

Alem disso, nestes casos muito simples sob o ponto de vists
higiénico, muito perde o pais, porque o leite sendo o alimento por
exceléncia, de certos doentes e de muitas criancas, poderd acarre-
tar uma falta de nutricio, que se tornarid prejudicial & saude.

G que aconteceria se tolerdssemos essa fraude?
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Aquele que obtivesse, diariamente, maior resultado que os seus
concorrentes pelo seu modo de proceder, poderia facilmente esten-
der seu coméreio, e a2 porcéo de leite misturado aumentar-se-ia por
essa razio. '

Naturalmente, mais cedo ou mais tarde, o imitariam os con-
correntes sabedores de seus resultados.

E assim se iria aumentando a quantidade de agua ajuntada,
a atencdo dos clientes.”

Cinquenta anos sfo passados e a situacdo é a mesma. ,

A lel 86 pede ser aplicada nos casos em que se-encontra umsa
porcdo de dgua em excesso, porque, hoje, Agua em pouca guantidade
é permitida pelo padrfo estabelecido e assim se val aumentando =
sua quantidade 2té que se torne impossivel avancar mais sem se
despertar a atenco.

Schaumann, revendo as caracteristicas dos géneros alimenticios
prineipais, continua a clamar contra a fraude, principalmente con-
tra os xarcpes de frutas (framboesa e groselha), que, na maioria,
sdo preparados com éteres artificiais e ccloridos com tinta de
anilina. ) .

Examinando as conservas, principalmente as de tomates, achou
que todas as amostras eram coloridas artificialmente.

Em cinquenta anos de existéneia numerosas andlises foram
feitas, sendo inutilizadas toneladas de géneros alimenticios condena-
dos e milhares de litros de vinhos com matéria corante.

Contribuiu o laboratério para orienfar a parte técnica no qus
diz respeito a géneros alimenticios, quando foi feito o Regulamento
da Alimentacioc Publica, aprovado pelo decreto 10.395, de 26 de
julho de 1939, o que representa grande passo dado na fiscalizacic
de tais géneros.

Partindo para a FEuropa Lachaud, substituiu-o Henrique
Schaumann na direcfio, o gual, seguindo tambem para a Eurcpa,
onde foi trabalhar no Ingtituto de Moléstias Tropicais de Hamburgo,
foi substituido por Caramurt Pais Leme, até 18386, guando, entdo,
foi nomeado para diretor, Antbnio Carlos de Campos Sales.

Em wirtude da reorganizacdo do Servigo Sanitério com a Lei
n.° 432, de 3 de agosto de 1896, passou o Laboratério de Andlises a
denominar-se Laboratério de Anilises Quimicas ¢ Bromatoldgicas,
exigindo-se que para o cargo de diretor somente pudesse ser
nomeado profisgional médico.
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Substituiu-se um quimico por um médico, erro esse que contri-
buiu, em grande parte, para a fossilizacio do estabelecimento poz
faltar a cabega dirigente; o mal ndo foi maior, porque, criado o
lugar de chefe-quimiceo, foi nomeado Pedro Batista de Andrade, a
cuja meméria prestamos as nossas homenagens. “E aquele que,
com amor e dedicacic — como nos relata Cendi Guimarfes — no

4

laboratério do Estade foi logo elevado ac posto de auxiliar-técnico
do diretor, cargo que ccupou até 1929. A aparelhagem era modes-
ta, mas ele punha em pré‘fica 0 que sempre ensinou aos alunos,
isto &, que o quimico pl isa ser ao mesmo temypo, eletricista, vidrei-
ro e mecanico; improvisava o que lhe faltava e, no velho Labora-
tério da rua dos Aundradas, realizou uma soma enorme de trabalhos
gue, em meio de melhor ressonincia, teria feito dele uma gléria
prezada e amparada. Horario de servico era para ele o dia todo;
intmeras vezes fol a esposa arrancé-lo de 14 noite fe bada porgue,

trakalhando, esquecia as horas das retfeicfes e de sono.’

Aocs que trabalharam sob a chefia do mestre, e j& falecidos,
nosso preito de saudades; aocg que ainda vivem: Araug(} Lima, Rocha
e Bovba como os mais velhos da casa, e que tantos servigos presta-
ram & Saude Publica, as nossas homenagens. ‘

Recordarei tambem Adeline Leal, gque, como auxiliar-téenico e,

depois, eomo chefe de laboratério presiou valiosos servicos de abril

is,
de 1923 a 9 de julho de 183 6 quaﬂdo foi aposentado. Moes, quando
assumiu a chefia do Laboratério, deu-lhe nova organizacio, melho-

n

rando a sua técnica e aperreigoando cs métodos de exams; dele,
quase todos os quimicos que aqui trabalham foram diseipulos.

Heorganizado, novamente, o Servico San ‘téfo pelo Decreto

¢ 3.876, de 11 de juilho de 1925, aprovado pela lel n.¢ 2,121, de
30 de dezembro do mesmo anoc, novo erro se cometen, estabelecen-
do-se como dependéncia da Inspetoria do Psliciamento da Alimen-
tacdo Pihiblica o Laboratéric de Andlises, sendo, sntfo, suprimido
0 cargo de Divetor do L b@ra ério, que passou a ser exercido pelo
Dr. Nicolino Morena, diretor da Inspetoria do¢ FPoliciamento da
Alimentac8o Pablica, até 27 de outubro de 1940. Entdo, pelo de-
creto 11.522, vein a fazer parte do Laboratério Central de Saude
Publica, o Instituto Adolfo Lutz.

Hoje, gue comemoramos o cinguentenirio da fundacio do
Instituto Bacteriolégico e do Laboratério de Analises, ora fundidos
no Instituto Adolfo. Lutz, temos uma casa majestosa dada por
Cardose de Melo Neto, entdo Interventor Federal, Cantidio de
Moura Campos, Secretario da Educacio e Saude e Sebastifio

et
[
(3
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Calazans, Diretor do Departamento de Saude do Estado, e que nos
foi entregue, instalada e aparelhada, por Ademar de Barros, inter-
ventor federal, tendo como Secretirio da Educacio MArio Lins, e
como Diretor do Departamento de Saude, Humberto Pascale,

Tinha eu receio que, no novo edificio, o mal das casds novas,
que tanto tem prejudicado nossos Institutos, tambem nos invadisse.

Apesar da grandiosidade desta ¢asa, ¢ ambiente é o mesmo de
cordialidade e simplicidade des antigos laboratérics, conforme
salientou Sales Gomes em a nossa primeira reunifio. E que aqui
se trabalha e se estuda e o exemplo dos nossos antepassados é se-
guido. N&o se contam horas e nem se medem sacrificios para
proceder a uma anilise, efetuar um exame, fazer uma autdpsia,
preparar um meio de cultura ou lavar um frasco e copiar um
exame. Realiza-se um exame por minuto. '

A nossa revista, com trés ntmeros publicados em menos de
dois anos, conta 32 trabalhos documentando a producio cientifica
desta casa.

As reunifes quinzenais mostram ¢ interesse que desperta a
ciéncia e a pesquisa.

Aumenta-se a biblioteca e o aparelhamento necessario é forne-
cido para que os trabalhos sejam efetuados.

BN

Tudo isso, senhor diretor, devemos em grande parte & vossa
acfo; ndo medindo sacrificios, fazeis o possivel para nada faltar
aos nossos trabalhos e para que esta instituicfo possa brilhar.

Mas nio é 86 o conforto e o aparelhamento; em um Instituto
cientifico, para progredir é necessdrio que os que nele trabalham
tenham entusiasmo e amor § ciéncia. E preciso que lhe votem toda
sua fé. Fu bem sei o que isso custa de fadigas e contrariedades,
dores morais e abnegacio, mas quando o resultado é alcancado,
gue importa a paga da moeda indiferente, a ingratiddo e a caldnia?
A beleza da vida estd na acfo.

Continuemos, pois, a trabalhar, mas nioc nos esguecamos que
um erro ou engano poderd acarvetar a morte de um ente querido
ou levar miséria & familia de um negociante cu industrial.

-

Lembrai-vos sempre que nac é $6 o nossc nome que entra em
jogo. Esse 86 a néds interessa. Mas o home do Instituto, esse

N

interessa a4 coletividade.

(X3

Nao esquecamos o conselho do mestre quando dizia que “o
bactericlogista precisa de muito critério e prudéncia afim de néo
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desacreditar a ciéncia por assercles precipitadas, como aconteceu
entre noés”.

O sentido da responsabilidade e a sua compreensio, sdo guali-
dades essenciais ao biologista e ao quimico. Sem duvida, em um
estabelecimento cientifico bem organizado, cada um respondera
pelo seu servico, por minimo que seja. Essa responsabilidade par-
ticular, em nada diminue a dos chefes. Todo o funcionario é obri-
gade a dar conta dos seus atos aos superiores, ao publico e,
sobretudo, & sua conciéncia.

Professando este apostolade, continuemos a trabalhar, unidos
e disciplinados sob as ordens do nosse Diretor, para ndo desmerecer
a confianca daqueles cuja saude somos obrigados a defender e para
o renome do Instituto, no qual o nome de Adolfo Lutz representa
um exemplo de amor & ciércia, de trabalho e de abnegacéo.
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Relativamente 3 estrutura da capsula bacteriana, em 1897
Zettnow ' introduziun na bacteriologia os termos “endoplasma” e
“ectoplasma™ para significarem, respectivamente, a &rea interna
das bactérias tomando facilmente os coranfes comuns e a zona
periférica sé tomando os flagelares, istc é, corando-se com dificul-
dade e & custa de mordentes. Pelo referido sobre a resisténcia do
ectoplasma aos corantes ordinarios, muitos o teem correspondente
a0 que hoje se descreve como capsula.

S&o frequentes, entre os que teem estudado a citologia das
bactérias, discordincias ndo s6 quanto 3 terminologia, mas quanto
a certos detalhes estruturais. Contudo, de modo geral, concorda-se
em se admitirem zonas endopldsmica e ectopldsmica; hd mails dis-
cussdo no que toca a existéncia de membrana limitando o ectoplas-
ma externamente. Embora negada por muitos, provas de que
existe teem sido registadas, baseadas largamente na descricio de
células alteradas por fendmenos osméticos. Demonstraram Fischer 2
e outros que bactérias imersas em solucfio hipertdnica sofrem plas-
mélise, isto é, retracdo do protoplasma, ponds, entlo, em evidéncia
a membrana celular. Fora desta condicfio as limitacdes 6ticas teem
dificultado observar-se a membrana. Mesmo assim, Wamoscher 3,
em 1930, estudou por disseccio com micro-manipulador, a estrutura
de varias bactérias, entre as quais membros do grupo coli-tifico-di-
sentérico, concluindo terem membrana ou camada externa de gran-
de elasticidade que lhes .possibilita resistirem 3 pressio e i tensio.
Este resultado satisfaz opinides anteriormente emitidas como a
seguinte, de Henrici *: “o protoplasma livre teoricamente apresen-
taria forma esférica; portanto, a forma rigida bacilar de muitas
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bactérias provavelmente indica ser ele limitado por alguma mem-
brana”.

Teni-se, geralmente, a membrana como o prdéprio ectoplasma
que sofreu condensacio superficial. Macé® diferencia nesta mem-
brana uma camada periférica, gelatinosa, que, quande exagerada-
mente desenvolvida congtifuiria a capsula.

De maneira geral é a capsula considerads espessamento da
camada externa da célula bacteriana. Tida, por muitos, como par-
te integrante da célula, parece datar dos trabaihos de Meyerf em
1912, outro significado gue se lhe tem atribuido: ser produto de
secrecio. Tambem assim a considerou Zettnow 7, em 1918.

Toenniessen 3, relatandc seus estudos scbre o bacilo de
Friedldnder, hoje Kliebsielia pnewmoniae, adotou, em 1912, a
expressio “ectoplasma” significando cdpsula. Porem, 1 ano depois,
descreveu zona larga as vezes vista ao redor desse germe e consi-
derou-a como cépsula ou parte dela. Denominou-a “Schleimhiille”.
No ano seguinte, em 1914, definiu-se mais descrevendo na
Klebsiella pneumonice: endoplasma, ectoplasms circundando-o e
cdpsula, camada exferns a que chamou “Schleimhiiile” ou “Gallert-
hiille” e que seria nio parte vital da célula bacteriana, mas produto
de secrecdo. Finalmente, em 4.% publicagéo, 7 ancs depois, substi-
tuin o termo “Bchleimhiille” por “Aussenhiille”, acrescentando ser
desprovida de membrana periférica. Condenou chamar-se capsula
a0 que se v8, por processos especiais de coloracio, circundando o
endoplasma fortemente corado, pois consiste, diz ele, de ectoplasma

-

e “Aussenhiille”. Acentuou que apenas “Aussenhille” é capsula.
Muito se tem discutido a opinifo de Toenniessen.

Churchman e Emelianoff criticaram-na, em 1933, obietando
que, se se tomar “Aussenhiille” como capsula ndo se pode conside-
rar capsulados o Bacillus anthracis e o Clostridium welchit, pois
nfo possuerm, necessariamente, “ Aussenhiille”, nem a maioria das
amostras de Diplococcus prneumoniae 111 S, que, muitas vezes, ape-
sar de apresentarem estruturas consideradas por todos os bacterio-
logistas como éépsulas tipicas, ndo revelam “Aussenhillle”. Com-
provam, com ilustraces muito nitidas, a ocorréncia de “Aussenhiil-
le” em suas preparacbes de Klebsielln prneumonice e Diplococcus
pneumontae I11 S, definindo-a como zona secundéria ndo constante,
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de forma irregular, sem periferia definida. N&o a consideram com
aparéncia de estrutura organizada, mas de camada de material
amorfo aderente & superficie da capsula.

Thompsont®, em 19835, diz que, pelas ilustragdes, em os traba-
thos de Toenniessen, vé-se, claramente, ser a céipsula o que ele

(13

designou como “ectoplasma’.

Parece, assim, estabelecer-se, acs poucos, nic significar 2a
“Aussenhiille” cépsula.

No gue diz respeito & funclo da capsula, j4 em 1895 Babes 1t
considerava-a meio de defesa do germe. Preisz!?, em 1904 e 1911,
e Eisenberg !, em 1912, mostraram, no Baeillus anthracis, corre-
lacdo entre formacio de capsula e viruléncia; Bordet', em 1910,
verificou resisténeia dos germes capsulaéoé 3 fagocitose e Baills,
em 1915, registou serem menos suscetiveis a soros bactericidas do
que os nio capsulados.

Muita importincia se tem dado & capsula, nos Gltimos tempos,
principalmente apés os resultados colhidos do estudo de sua compo-
sicBo quimica. Depois de haver Kramdar 'S, em 1922, dividido as
cépsulas, conforme sua composiclo, em dois grupos: uin, contendo
s6 polissacarideos; outro, polisacarideos e proteina, e ter sugeride
ser a capsula do Bacillus enthracis constituida de proteina, multi-
plicaram-se os trabalhos. Como conclusio admitem-se, atualmente,
nesse germe: na capsula, proteina de grande valor antigénico; na
porcdo somatica, polissacarideo incapaz de estimular a producio
de anticorpos. Ao contrario, nos pneumococos importantes traba-
Ihos de Avery '” e colaboradores, a partir de 1928, mostraram, nas
formas lisas normais, serem polissacarideos os componentes capsu-
lares, aceitando-se, hoje, existir em cada tipo de pneumococo um
polissacarideo capsular especifico responsavel pela especificida-
de-tipo. E’ bastante conhecida a reaciio de Neufeld para a
tipagem do pneumococo diretamente do escarro, baseada na preci-
pitacfo do carbehidrato intracapsular por antissoro especifico e que
se manifesta por caracteristico entumescimento. Verificou-se, ainda,
coincidir no pneumococo a variacdo da forma lisa & rugosa com a
perda de capsula (donsequentemente do polissacarideo especifico)
e perda parcial ou total de viruléncia. Dai considerar-se virulén-
cia e comportamento antigénico dos pneumococos como determina-
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dos pelos constituintes antigénicos capsulares. Igualmente, na
Klebsielle, pneumoniae alguns desses autores e tambem Julianelle **
mostraram existirem tipos sorolégicos bem distintos, sendo a es-
pecificidade-tipo determinada por polissacarideo presente na cap-
sula, ao passo que a proteina da porcio somatica caracterisaria
esse germe como espécie. Nele, entretanto, Toenniessen considera
ser a formacdo de capsula n8o necessariamente agsociada com vi-
ruléncia por ter isolado variante nfc capsulada e altamente viru-
lenta. Tambem na Pasteurelle pestis, Sokhey °, em 1940, con-
cluiu existirem capsulas tanto em germes virulentos como em avi-
rulentos.

Quanto 3 prioridade em observacio de capsula, segundo Thomp-
son, j4 em 1881 Loewenberg notara zonas claras circundando a
Kiebsiella, ozaenae. Churchman e Emelianoff atrivuem, entretan-
to, a Friedlinder a primeira demonstracio de cadpsula em germes
patogénicos. HA mais razfo para esta afirmativa pelo seguinte.
Em 1881 ainda néo havia sido descrito germe do grupo de bacilos
capsulados. O primeiro o foi em 1882, por von Frisch %, e isolads
de casos de rinoscleroma. No ano seguinte, Friedidnder?! cultivou
dos pulmoes de individuos que tinham morrido de pneumonia o ger-
me que hoje traz seu nome. S6 passados dez anos foi registada
por Loewenberg 22 e Abel 2%, independentemente, a cultura de mi-
croorganismo isclado de secrecio nasal de individuos portadores de
ozena. Entretanto, diz White ** ter a capsula sido descrita pri-
meiro por Pasteur, em 1881, como “auréocla”.

Surgiram, aos poucos, publicacbes scbre a existéncia de capsu-
la em certos germes e auséncia em outros, admitindo-se, entdo, um
grupo “capsulado” e um “ndo capsulado”.

Ha4, entretanto, forte corrente considerando todas as bactérias
capsuladas mas diferindo quanto ao tamanho da capsula, que s6
em algumas seria suficientemente desenvolvida e estavel para ser
de facil demonstraciio e de valor diferencial. Cabe a Migula?,
em 1896, a primazia da admissfo de cépsula em todas as bacté-
rias. KEntre seus partidarios, Boni 26, em 1900, afirmou ter de-
monstrado cédpsula em todos os germes e em gqualquer meio, tendo,
alids, sido seu processo criticado como contendo causas possiveis
de erro. Carpano?” atribue & falta de técnicas perfeitas a impos-
sibilidade de se por em evidéncia a capsula, estrutura constante.

Cresce na literatura, dia a dia, o registo de capsula em ger-
mes considerados nfo capsulados. Foram ja citadas espécies dos
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‘géneros: Bacillus, Diplococcus, Klebsiella, Staphylococeus, Strepto-
coccus, Corynebacterium, Neisseria, Alcaligenes, Aerobacter, Pas-
teurella, Salmonella, Shigelln, Eberthella, Proteus, ete.. Convem,
entretanto, lembrar as palavras prudentes de St. John-Brooks 28:
hé processos que podem levar 3 demonstracio de falsas capsulas.

A capsula é definida como invélucro que, pela sua resisténcia
aos corantes béasicos da anilina, que sfo os corantes por exceléncia
das bactérias, aparecem em preparacdes coradas Por processos co-
muns geralmente como zona clara circundando a célula bacteriana;
por métodos especiais incluindo o emprego de mordentes apresen-
ta-se corada. Sabe-se ser de tamanho variavel, vendo-se na mes-
ma preparacio cdpsulas grandes e pequenas, e influir decididamen-
te o meio sobre o grau de seu desenvolvimento. Babes?®, Gruber
e Futaki?®, Preisz®, Bail 32, Sauerbeck 8, Hisenberg 3¢ mostraram
sua formacdo maxima em tecidos animais. KEm culturas, quanto
maior o conteudo do meio em proteina inalterada ou levemente al-
terada, maior desenvolvimento da cadpsula. Churchman e Emelia-
noff consideram-na estrutura bacteriana frequente, talvez constan-
te, capaz de se avolumar ou encolher e provida de membrana peri-
férica.

Diversos teem sido os termos empregados para significarem a
capsula: ectoplasma, membrana bacteriana entumescida, auréola,
halo, zona de retracfo, zona clara, zona capsular, etc..

Para a demonstracdo de cadpsulas recorre-se a métodos de co-
loracio negativa, isto é, apresentando a céapsula como zona incolor
entre a porcdo somatica do germe fortemente corada e o fundo da
preparacio tambem corado, ou a métodos de coloracio positiva, nos
guais a capsula se cora, mas em tonalidade mais fraca ou em cor
diversa da gue toma a porcio somatica. '

 S&do inGmeros esses processos e neles tem predominado o em-
prego do corante vicleta de genciana, como se vé nos de Guarnie-
ri3®, Welch %, Nicolle#, Buerger *, Ribiger®. Johne preferiu
violeta de metila; Ribbert %, violeta délia; Mac Cenkey ¥, mistura
de fucsina, verde metila e violeta dalia; Cooper **, azul de metile-
no; Huntoon **, fucsina; Anthony ¢°, cristal violeta. Friedlin-
der *¢ recomendava cristal violeta ou violeta de genciana, indife-
rentemente; Hiss 47, violeta de genciana ou fucsina.

Parecem datar de 1910 os métodos de coloraciio negativa de
capsula, com a introducdo de tinta Nanquim, por Rulison #*; segui-
ram-no, apresentando téenicas um tanto modificadas, Gins?, G6-
zony *°, Baker !, Butf, Bonynge e Joyce 2.
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Entre os processos de coloracio diferencial destacam-se os de
Rosenow % e de Muir 5, empregando violeta de genciana e eosi-
na; Smith %, esses corantes seguidos de azul de metileno; Wher-
1y %6, Churchman e Emelianoff, Sokhey, os corantes Romanowsky,
segundo Wright.

Muitos desses processos sfo, entretanto, complicados e moro-
sos. Certamente atendeu a razdes de eficiéncia e de crdem pré-
tica-a Comissio de Técnica Bacteriolégica da Sociedade de Bacte-
riclogistas Americancs ®7 salientando os de Hiss e de Anthony.

Hiss descreveu dois processos para coloraghdo de céapsula. O
primeiro consiste em se fixar a preparacioc pelo calor e corar du-
rante alguns segundos com solucdo aquosa, saturada, de violeta de
genciana diluida ao dobro de seu volume com dgua disiilada. Em
seguida, lavar com solucio aquosa a 0,25% de earbonato de potéas-
sio. O segundo manda corar a quente com solugdc aquosa de vio-
leta de genciana ou fuesina (5 ce. de solucéo alcodlica saturada
para 95 cc. de dgua distilada) e lavar com solucho aquosa a 20%
de sulfato de cobre.

Anthony dispensa fixacfo, aplicando a frio, durante 2 minu-
tos, soluclo aguosa a 1% de cristal violeta como corante e, eomo
descorante soluciio de sulfato de cobre idéntica & do segundo pro-
cesso de Hiss.

Interessava-nos processo rapide para a demonstracfio de cdpsu-
las bacterianas em culturas, o que é reconhecidamente mais dificil
que em exames diretos. Hstudando, com amostra de Klebsiella
prnewmoniae, as vantagens ¢ desvantagens dos trés acima, entre os
dois de Hiss obtivemos melhores resultades com o primeiro, ¢ do
carbonato de potdassio: lindas capsulas grandes, levemente coradas,
bem distintas (Fig. 1). Aliis, no segundo processo (Fig: 2) a su-
perioridade apontada pelo autor refere-se a preparacfes montadas
em balsamo. Tambem o de Anthony muito nos satisfez (Fig. 3).
As cépsulas, ora incolores, ora coradas com maicr ocu menor inten-
sidade, sfo perfeitamente distintas; bem menores que 1o processo
de Hiss. ’

A matéria corante empregada por Anthony é, incontestavel-
mente, superior & de Hiss. ¥ sabido serem, entre os corantes ba-
sicos da anilina, mais intensos em acfo os violetas e os vermelhos,
principalmente os primeiros; destes, o cristal violeta, por ser pro-
duto bem definido, oferece vantagem sobre violeta de genciana, de
composicio variavel.
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Fie. 1 — 1.0 processo de Hiss (x 2600)
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Em ambos os processos o veiculo empregado em a solugdo co-
rante poderia ser melhor. As soluces aquosas conservam-se mal,
nao se opondo suficientemente ao desenvolvimento de bactérias em
seu interior e, tambem, facilitando ao corante depositar-se; por se-
rem necessariamente usadas em a maioria das coloracbes, previ-
nem-se tais incovenientes empregando-se solucbes aquosas recente-
mente preparadas. geralmente partindo-ge de solucdes aleodlicas em
estoque. '

Ora, a demonstracio de capsula nido se faz com tanta frequén-
cia; portanto, a soluglo aquosa para tal finalidade raramente pode
ser recente.

Ocorreu-nos tentar processo mals pratico: empregar solucio
alcoblica de cristal violeta que, vantajosa quanto ao veiculo e quan-
to & composicdo nfo variavel do corante, ofereceria a vantagem
adicional de dispensar prévia fixaclo, por ser ¢ alcool fixador.
Teem as solucbes alcodlicas reduzida aceitacho por serem pouco ele-
tivas em razfo da intensidade e, sobretudo, uniformidade de colo-
racbes que fornecem. Para o nosso cbjetivo seriam, aoc contririo,
muito eficazes dada a resisténcia da cipsula aos corantes; diferen-
ciar-se-ia, perfeitamente, da porcio somatica fortemente corada.

Experimentamos, entfo, solucic alcoblica de cristal violeta em
diversas porcentagens e uma série de descorantes em diluicdes tam-
bem variadas: carbonato de potassio, carbonatc de sédio, carbo-
nato de amoénio, sulfato de cobre, acido acético, acido cloridrico,
Acido nitrico. Melhores resultados obtivemos com a sclucée coran-
te a 59% e, como descorante, soluciio aquosa de carbonate de potas-
sio a 0,5%. Empregamos cristal violeta de Griibler e carbonato
de potassio, para andlise, de Merck. Culturas em gelose-sangue,
incubacio 24 hs. a 37°C..

Do seguinte modo podemos fixar a técnica do processo:

1. TFazer esfregaco fino; como ‘dﬂuente, a agua de conden-
sacdo do meio de cultura.

2. Corar, 1-2 minutos, por solucdo a 5% de cristal violeta
em &lcool absoluto.

3. Esgotar; descorar com solucdo aquosa a 0,59 de carbo-
nato de potassio.
4. Secar com papel de filtro.
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As capsulas, ora incolores, ora coradas, sdo perfeitamente niti-
das e muitas bem maiores que as do método de Anthony (Fig. 4).
Como j& registaram muitos autores, em algumas a periferia é in-
color como o resto da céipsula; em outras é bem corada e o res-
tante da cipsula incolor. Para alguns, como Churchman e Eme-
lianoff, a periferia corada representa a membrana capsular; para
outros, entre os quais Hiss, depende, em parte, de precipitacio do
corante no exterior das capsulas. Rulison procura explicar o fe-
ndémeno dizendo que as bactérias repousam um tanto acima do ni-
vel geral da preparacéo, facilitando, assim, reunir-se o corante ao
redor delas.

Melhores aspectos sdo obtidos onde hé escassez de material,
principalmente nas bordas da preparacio, o que ja foi, tambem,
observado por Wherry, Huntoon e outros.

Quanto & “Aussenhiille”, é perfeitamente evidenciada pelo nos-
so método. N&o a obtivemos pelos de Hiss e de Anthony. Confir-
mamos os dizeres de Churchman e Emelianof quantc a ser zona
nao constante, de forma irregular e sem periferia definida, que
circunda a capsula e parece material amorfo (Fig. 5). Notamos,
ainda, quando presente a ‘“Aussenhiille”, esparso pelo campo, ir-
regularmente, material idéntico ao que a constitue. A *“Aussen-
hiille” nao toma o corante, a ndo ser en concentracbes muito ele-
vadas. Pudemos apurar isso empregando quantidades fixas de
descorante e variaveis de corante, como se vé abaixo:

Germes mal corados; capsulas leve-
Solug¢do corante a 0,5% mente perceptiveis em alguns; “Aus-
senhiille” ausente (Fig. 6).

Germes bem corados; capsulas incolo-
Solucdo corante a 3% res, sem periferia corada; “Aussen-
hiillle” ausente (Fig. 7).

Germes bem corados; capsulas distin-

Solucdo corante a 5% tas, ora incolores, ora coradas, peri-
(Concentracdo 6tima) feria corada em muitas (Fig. 4); “Aus-
senhtiille”, quando h4, incolor (Fig. 5).

Germes fortemente corados; capsulas
Solu¢do corante a 109% coradas (Fig. 8); “Aussenhiille”, quan-
do hé, corada.
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F16. 3 — Processo de Anthony (x 2600)

Fic. 4 — Processo dos Autores. Solugdo corante a 5%, concentracio
Stima. (x 2600)
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Quando a “Aussenhiille” se cora pode passar despercebida por-
que a tonalidade vai se esmaecendo na periferia, simulando difusio
do corante.

Tivemos confirmacio destes resultados emp'regando, inversa-
mente, quantidade fixa de corante e quantidades variaveis de des-
corante. Idem com quantidades fixas de corante e descorante,
mas tempo variavel de coloracio.

Para fins de controle experimentamos nosso processo com Shi-
gella dysenteriae, Staphylococcus aureus e Proteus wvulgaris, pela
maioria dos autores tidos como mnéo capsulados. N&o revelaram
capsula; apenas, em alguns elementos, reduzidissima orla clara, que
se costuma observar até pelo método de Gram. Talvez pelo fato
de ser a luz mais facilmente transmitida na zona periférica das
bactérias.

Confessamos nfo haver, ainda, apurado as razdes da falha ja
por muitos registada: as vezes nido se consegue boa preparacio;
outras vezes, entre preparacbes feitas na mesma ocasifo e partin-
do-se da mesma cultura, algumas s@o plenamente satisfatérias en-
gquanto outras apresentam raras e pequenas capsulas. Tal diver-
sidade se observa, tambem, em campos diversos da mesma lamina.
Hiss notou que o processo de Welch fatha, as vezes; Anthony cita
falhas no de Hiss e, referindo-sé ao seu préprio processo, diz que
praticamente nao falha; Wadsworth 58 aponta os resultados irregu-
lares dos métodos de Friedlinder, Ribbert, Roux, Muir, Mac Con-
key. Agasse-Lafont ™ lembra a necessidade de se prepararem di-
versas laminas para se ter uma satisfatéria.

Entre os fatores ja& lembrados como responsaveis pela irregu-
laridade de resultados, Sokhey diz ter notado infiuéncia da tempe-
ratura ambiente; acha que a umidade do ar condensando-se sobre
a lamina pode interferir com a aclo do corante e afirma serem re-
sultados uniformes sé obtidos em guarto de ar condicionado. E
interessante terem diversos de mossos menos satisfatorios resulta-
dos coincidido com os dias de mais baixa temperatura.

- No decorrer de nossas investigacdes notamos influéncia dos
acidos: acético, fénico, nitrico e cloridrico sobre o entumes-
cimento capsular. Certamente essa a razio do emprego dos éci-
dos: acético e fénico em a maioria dos processos de demonstra-
cdo de capsula. Tambem o cloreto de sédio influencia favoravel-
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mente. Considerando estes fatores, atribuimos as lindas capsulag
-obtidas em o processo de Hiss ao fato de ser o corante violeta de
genciana mistura  de cloridratos de violeta de metila. Com tais
observacdes pretéhdemos melhorar o processo gue hoje apresenta-
mos para demonstracio de capsulas bacferianas em cultura.

RESUMO

Interessados o8 A.A. em processo rapido para a demonstracio
de cipsulas bacterianas em culturas e considerando:

1. — serem as solucbes corantes aquosas satisfatérias 6 quan-
do recentemente preparadas; ‘

2. — nfo ser a demonstracio de capsulas tdo frequente em
laboratério, de modo que a solucdo corante raramente
pode ser recente;

3.9 — oferecer vantagem o emprego de corante de composicio
nfo variavel; - . g

fizeram investigacdes, e, apés uma série de experiéncias, propbem
‘novo processo para demonstracio de capsulas em éLlittiras, rapido
-¢ tendo como corante solucfio alcodlica de cristal violeta.

Registam a ocorféncia, nio constante, de “Aussenhiille” em
:suas preparacbes de Klebsiella pneumonise.

Tendo notado, no decorrer de seus trabalhos, a influéncia de
~certos agentes quimicos sobre o entumescimento da capsula, o que,
.sem duvida, contribue para ser melhor observada, pretendem aper-
feicoar o método que no momento apresentam.

SUMMARY

Being thé AA. interested in a rapid method for the demonstra-
tion of bacterial capsules in cultures and considering that:

1 — the aqueous staining' solutions are not satisfactory unless
recently prepared;
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Fre. 3 — “Aussenhiille®, processo dos Autores (x 2600)

F16., 6 — Processo dos Autores. Solugio corante a 0.5%, concentracgdo

insuficiente. (x 2600)
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Fra. 7 — Processo dos Autores, Solucio corante a 3%, concentracio
insuficiente. (x 2600)

Fic. 8 -— Processo dos Autores. Soluglo corante a 10%, concentracio
excessiva. (x 2600)
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2 — the demonstration of capsules is not a frequent labora-
tory work, so that the aqueous staining solutions only at
times may be recent;

3

3 — the most reliable stains are those of invariable composi-
tion;

an attempt was made in such a way and, ‘after a series of tests, a
new ataining technic for the demonstration of capsules in cultures
is proposed. It is simple and use is made of an alcoholic solution J
of crystal violet.

Ag far as the “Ausseénhiille” is concerned, it was found to occur,
not constantly, in the preparations of Klebsiella pneumonioe under
observation.

In the course of experiments the A.A. have noted a marked
action of certain chemicals on the capsular sweiling; then, they in-
tend to improve the method described in this paper.
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AGLUTININAS HETEROFILAS NA LINFOGRANU-
LOMATOSE DE NICOLAS — FAVRE

LUIS DE SALES GOMES

Chéfe da Sub-divisio de Microbiclogia e Diagnédstico do Iustituto Adolfo Lutz

MANGEL DE BRITTO E SILVA
Biologista do Iustituto Adolfo Lutz

As investigacGes de Forssmann?! sobre a producio de hemoligi-
nag anti-carneiro, fortes e especificas, independente da acfo antigé-
nica dos glébulos de sangue deste animal, deve-gse principalmente o
conhecimento dos entfo chamados anficorpos hetersgenéticos, aos
quais Friedemann 2 postericrmente deu a denominacfo mais expres-
siva e hoje usual de anticorpes heterdfilos. Esies anticorpos seriam,
pois, segundo a definicio de Davidsohn ?, os capazes de reagir com
antigenos inteiramente diversos e filogenéticamente nic relaciona-
dos com a sua producdo.

0Os estudos iniciais sobre o assunto restringiam-se porem as
lisinas, até que Fukuhara e Ando %, imunisando coelhos com glébulos
sanguineos e com drgios heter6filos, obtiveram, em titulos compa-
rativamente altos, nfo lisinas, mas aglutininas para E.typhosus,
B.paratyphosus B., B.psittacosis, ete. a0 mesmo tempo que com re-
lacBo ao Vibrido cholerico, B.coli, B.parctyphosus A., etc., nada
notavam. ’

Trou-Hia-Hsu? sem davida, fixou fatos mui interessantes
sobre a matéria com o achado de que as aglufinacGes dos glébulos
de carneiro, quando em face de soros imunes heterélogos, estavam
condicionadas ao envelhecimento dos glébulos utilizados nas provas.
A aglutinacdo comecaria a revelar-se com glébulos que estivessem
guardados pelo menos 2 a & dias, ao passc que era negativa com
glébules recentemente colhidos. Observou ainda que as aglutini-
nag heteréfilas sfo sucetiveis de ser fixadas por glébulos de sangue
de carneiro, frescos, velhos ou mesmo fervidos, e tambem com rim
de cobaio.

Recebido para publicagdo em Setembro de 1942,
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Kritehvesky 8, a seguir, focaliza o alto teor aglutinante do soro
de coelho imunisado com eritrécitos de galinha, ndo sbé para os
glébulos desta ave, mas tambem para glébulos de carneiro.

Cutros autores como Friede e Gruenbaum 7 e Kolmer e Toyama 8,
abordaram tambem o assunto, tendo encontrado, os primeiros —
aglutininas heterdfilas para eritrécitos de gato, em soro de coelho
injetado com sangue de carneiro, verificando os dltimos — que sals
de arsénico ¢ de meredrio, dados em pequenas doses, podem aumen-
tar a producio de aglutininas para eritréeitos e para B.typhosus.

Estudos posteriores trazidos & publicidade nestes ultimos trés
fustros, muito concorreram no sentido de melhor esclarecer tdo pal-
pitante eapitulo da imunclogia.

Deicher ¢ encontra aglutininas heterdfilag em individuos injefa-

2

dos com sorc de cavalo e de carneiro e, depols de estudi-ias com rve-
lacdo a glébulos de carneiro, de eavalo, de coelhs, de cobaio e de boi,
chega 2 conclusdo de gue elas ndo pertencem aocs anticorpos do tiy
Forssmann, e que afr}ubmn s e moléstia do soro nenhumsa relac
tém entre si. :

A conclusdo contriria, entretanto, chega Davidschn 2, KEste
autor, nioc s8 mostra a elevacdo do teor em hemolisinas e aglutininasg
no sangue de individuos injetados com soro normal ou imune de
cavalo, elevacio essa ainda muito mais sensivel nos pacientes ataca-

5 %")
3

dos de moléstiz do soro, como tambem demoustra, com provas de
absorcds feifns com rim de cobaio, a natureza rigorosamente heterd-
fila desses anticorpos que, evidentemente, reprasentam a resposta 3
intreducio de um antigeno heteréfilo (soro de eavalo} no organismo
humano.

Impressionados com tais estudos é que, depois, Paul e Bunnell 11
resolveram proeurar anticorpos heteréfilos em estados clinicos com
sintomatologia mais ou menos semelhante 4 moléstia do soro.  Assim,
& que, examinando soros de doentes com reumatismo peliarticular
agudo, velo-lhes as .maos, por mero acaso, o sorc de um doente de
monocnucleose infecciosa, material este que logo despertou-lhes a
atencéo pelo seu alto teor em aglutininas para glébulos de carneiro.
A seguir, mais trés amostrag sdo estudadas, apresentando a mesma
particularidade, isto &, alta concentracio de aglutininas heteréfilas.
Casos clinicos os mais variados sig, entio, investigados com relacdo
& presenca de anticorpos dessa natureza. Nenhuma moléstia, porem,
a ndo ser a moléstia do soro (alids de facil exclusio) apresentava,
como a monucleose infecciosa, altos titulos aglutinantes para glébu-
log de carneiro.
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Destarte, apareceu, como auxilio precioso ao diagnéstico clinico
e hematolégico, nem sempre facil, da mononucleose infecciosa, a
reacio sorolégica de Paul e Bunnell ©.

Bailey e Raffel 12, porem, demonstram a capacidade dos glébulos
de boi em absorver as aglutininas para glébulos de carneiro encon-
tradas nos soros de pacientes com monocnuclecse infecciosa: e suge-
reém que o uso dessa prova seja adicionmado a Reacdo de Paul e
Bunnell. Logo apés estes autores, Stuart, Fulton, Ash e Gregory,
verificam que os anticorpos para eritrécitos de carneiro, encontra-
dos na mononucleose infecciosa, distinguem-se dos anticorpos huma-
nos normais, pois que sdo absorvidos por eritrécitos de boi, eonfor-
me foi observado por Bailey e Raffel'?, nfc o sendo porem pelo
rim de cobaio.

A técnica desses autores, logo depois, ajuntou Davidsohn ™,
outra modificacdo, tendente alids a eliminar causas de erro repre-
sentadas ndo sé pelas aglutininas normais, como tambem pelas
aglutininas encontradas em individuos injetados com soro de cavalo
e sujeitos & moléstia do soro. B sugeriu entfio que, 1n0s soros posi-
tivos, fosse feita a prova de absorcio, ac mesmo tempo, com absor-
"ventes para as aglutininas do tipo Forssmann {rim de cobaio) e
com absorventes para as aglutininas heterédfilas da moléstia do soro
e da mononucleose infecciosa {(glébulos de boi).

- O vim de cobaio absorveria 50 a 707 e os glébulos de boi
1060% das aglutininas da mononucleose infecciosa, enquanto gue as
aglutininas heteréfilas da moléstia do soro, seriam absorvidas fo-
talmente por ambos os antigenos.- Por outro lado, as'aglutininas
para giébulos de carneiro, existentes em titulo médio de 1:20 no
soro de pessoas normais, seriam totalments absorvidas pelo rim de
cobaio e parcialmente (média de 55% ) pelos glébules de boi, por
isso que elas se filiam ao chamado tipo heterdfilo de Forssmann.

Alguns autores, como por exemple Kagan '3, pretendem que os
titulos aglutinantes para glébulos de carneiro, em pesscas normais,
sejam muito mais altes do qgue se supde. ,

Entretanto Stuart® e colaboradores, mostraram que esies
desencontros nos resultados publicados por esses autores, tém sua
origem provavel, na falta de uniformidade na designacio do titulo
final de diluicho do soro e, tambem, na grande variacdo da conecen-
tracdo final dos glébulos de carneiro empregados nas provas.

Alem diszo, nfo seria de se desprezar na leitura das reacdes, a
influéneia das chamadas “cold agglutinin, gue os cifados autores
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focalizam como uma oufra causa provavel da diversidade dos resul-
tades. Estas “frigo-aglutininas” (como as chamaremos), gera-
das quando da permanéncia dos tubos da reacdo, na geladeira, con-
correriam para falsear os resultados das provas, as quais, sob sua
influéneia, poderiam atingir titulos mais altos do que os reais. A
interferéncia delas, elevando os titulos, desapareceria, entretanto,
com a precaucio de, antes da leitura, manterem-se os tubos .das
reactes cerca de 2 horas 3 temperatura de 37°C..

Finalmente, Barrett'’, em recente publicacfo, entre outros
fatos que assinala, insiste na influéneia consideravel que a variacfo
térmica pode exercer sobre o titulo aglutinante do séro.

NOTA A MARGEM

De passagem, devemos referir que, ha vérics anos, vimos
acompanhando com especial interesse os estudos sobre a diagnése
da mononucleose infecciosa, quer em seu aspecto hematolégico, quer
sorolégico. Esse interesse deu ensejo a que um de nés (M. Britto
e Silva) 181% em nameros anteriores desta REVISTA, publicasse um
estudo sorolégico de casos da moléstia observados esparsamente em
nosse meio, e uma ligeira observacio de casos residuais duma epi-
demia da moléstia verificada em 1940, na cidade de Mogi-Mirim,
neste Estado.

Posteriormente, na segunda quinzena de Marco, do ano em
curso, (1942), justamente no periodo de transicioc estivo-outonal,
tivemos, nés ambos, oportunidade de tambem esclarecer com pro-
vas de laboratério feitas neste Instituto, suspeitas clinicas dos dis-
tintos colegas do Hospital de Isolamento “Emilio Ribas”, acerca
de uma moléstia que, na ocasifio, reinava epidemicamente em Sio
Paulo, e que, na opinido de uns, seria gripe, na de outros, febre
tifdide, paratiféide, ete..

Das provas de laboratéric para logo realizadas, em materiais
de cerca de 30 doentes que haviam sido removidos de varios pontos
da cidade para o Hospital “Emilio Ribas”, verificou-se tratar-se
hematolégica e sorolégicamente de casos de mononucleose infecciosa.
A primeira noticia dada entio a respeito dessa epidemia de mono-
mnucleose infecciosa, foi a da Diretoria do Departamento de Saude
do Hstado, mandada publicar pelo Governo do Estado em todos os

6rgaos de imprensa da Capital, na data de 1/4/1942, e que era vasa-
da no seguinte teor:
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“Estsd grassando atualmente nesta Capital, sob forma epi-
démica, uma moléstia infecciosa mais comum nos mogos. Os prin-
cipais sintomas iniciais sfo: arrepios de frio, forte dor de cabe-
ca e febre.

Apbs um periodo febril de 14 dias em média, dé-se o apare-
cimento de enfartamento ganglionar. Alem desta forma clinica
hé outra em que se observa unicamente a febre, que se prolonga
por 2 semanas ou mais, acompanhada ou nfio de niuseas e per-
turbacdes intestinais.

Para o lado da pele, principalmente do tronco, observam-se
por vezes méculas roseoliformes mais ou menos diseretas. Bago
quasi sempre aumentado de volume.

A Seccdo de Epidemiologia e Profilaxia Gerais tem sido re-
clamada frequentemente para remocbes, como casos suspeitos de
- febre tiféide.

Dos doentes removidos para o Hospital de Isolamento “Emi-
lio Ribas”, onde foram cuidadosamente observados sob o ponto de
vista clinico, e pelo “Instituto Adolfo Lutz” nas pesquisas de la-
boratério, verificou-se que nfo se trata de febre tiféide e sim
de casos de “Mononucleose infecciosa”.

Esta moléstia j4 vem sendo observada esporadicamente nesta
Capital, tendo agora tomado carater epidémico.

Sob forma epidémica tem side opservada em varios paises, <
entre nés, ha dois anos verificou-se um surto na cidade de Mogi-
Mirim.

O diagnéstico é geralmente firmado pele leucograma, podendo
ser auxiliado pela reacfo de Paul, Bunnell e Davidsohn.

A mortalidade é nula.”

"Ao fim de 40 ou 50 dias, porem, o surto epidémico de Mononu-
cleose infecciosa cedeu, e, ao seu breve relato, neste trabalho, em-
prestamos tdo somente um cunho acidental.

LINFOGRANULOMATOSE DE NICOLAS-FAVRE E AGLUTININAS
PARA ERITROCITOS DE CARNEIRO

E claro que, apresentando sua excelente contribuicio & diagnose
sorolégica da mononucleose infecciosa, em 1932, Paul e Bunnell
nio deixaram de realizar, como parte integrante das suas observa-
cles, numerosas contra-provas em c€asos normais e em casos apre-
sentando condicbes patolbégicas as mais diversas.

Nos soros de uns e de outros, porem, néo encontraram titulos
de aglutininas para eritrécitos de carneiro, mais expressivos, que
os representados pelas dilui¢bes de soro a 1:16 e (em rarissimos)
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a 1:32. Os casos clinicos experimentados foram os mais variados
possiveis: tuberculose (15 casos), sifilis (8), reumatismo arti-
cular (12), infeccdes estreptocdeicas (138}, angina de Vincent (2},
abeesso do figado (1) infeccbes mistas (11), asma brénquica (4),
condicGes mistas (11), anemia perniciosa (4), puirpura hemorrigi-
ca (2), leucemia linfatica (2), leucemia mielégena (2), moléstia de
Hodgkin (1). :

A estas contra-provas, outras foram posteriormente juntadas
por Bunneli 20, contendo os seguintes estados patolégicos em que,
tambem, as aglutininas heterdéfilas nao eram encontradas em titulos
superiores aos acima indicados: agranulocitose, leucemias linfatica
e mielégena (aguda e crdnica), timoma maligno, linfo-adenose
benigna, adenite sifilitica e tuberculosa. Ao todo, mais de 2.000
casos representande 76 condicbes clinicas diferentes, foram, por
fim, examinados sorologicamente.

O fato de, em tio extensa lista, nfdo constarem casos de linfo-
granulomatose de Nicolas-Favre — moléstia infecciosa, etiologica-
mente definida num virus eminentemente linfotropo, cuia acio se
reflete sobre todo o sistema reticulo-endotelial — foi que nos indu-
ziu &s pesquisas de que damos a seguir um relatc pormenorizado.

TECNICA

Adotimos nas nossas investigacdes, uma técnica eclética, isto
é, inspirada principalmente nos trabalhios de Davidsohn 4, e de
Stuart e colaboradores 6.

Titulo do soro em aglutintnas anti-carneiro — Série de 12 tubos
de hemélise. No 1° tubo péem-se 0,4 ce. e nos seguintes 0,25 ce. de
soluto fisiolégico. Aos 0,4 cc. de sol. fisioldgico do 1° tubo, junta-se
0,1 cec. do soro a examinar, inativado previamente a 56°C., 30°. Mis-
tura-se bem a diluicio do tubo n°® 2. Mesma operacio de mistura
e de transferéncia de 0,25 cc. da mistura do tubo n° 2 para o n° 3,
ete., até o tubo n® 12. Neste tubo n® 12, existem a mais, 0,25 cc.
da diluicdo, que devem ser despresados. Um 18° tubo serid acres-

centado a série, como controle, devendo este conter apenas 0,25 cc.
de solutc fisiolégico, sem nenhum soro.

As diluicbes assim preparadas vio de 1:5 (1° tubo) a 1:10.240
(12° tubo).

Gl6bulos de sangue desfibrinado de carneiro, previamente lava-
dos por centrifugaclio 4 vezes em soluto fisiolégico esteril, e, com
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este soluto, recompostos em seu volume inicial, sdo deixados em
repousc na gelddeira durante 24-48 horas.

Prepara-se uma suspensio destes glébulos a 2% em soluto
fisiolégico, distribuindo-se 0,1 cc. desta suspensfo em cada urm dos
12 tubos que contém 0,25 cc. das diluiges do soro e, tambem, no
tubo 13 (test).

As diluices do soro passar@o entdo a 1:7 no 1° tubo, 1:14
no segundo tubo e assim por diante, sempre em titulos dobrados.
Por outro lado, os gl6bulos de carneiro terfio agora, em cada tubo,
sua concentracio diminuida de 2% para 0,57 %.

Depois de bem agitados, sdo os tubos levados a geladeira até o
dia seguinte.

Da geladeira, sfio passados para uma estufa regulada a 37°C.,
onde permanecerdo 2 horas, apés as quais dé-se inicio 4 leitura das
aglutinacdes, tdo rapidamente guanto possivel.

Leiturce dos resultados: — Os tubos sdo moderadamente agita-
dos (4 a b vezes), observando-se, a olho nd, até em que tubo ainda
existem fléculos aglutinados. Dos dois tubos seguintes ao tGltimo
em que a aglutinacio é ainda visivel a olho nd, retira-se uma gota
que é ligeiramente distendida sobre ldmina e examinada com fraco
aumento ao microscdpio.

Os resultados das aglutinacdes podem ser representados por
ginais da maneira seguinte:

44+ : Hematias em um s6 floco com fracionamento minimo.

oscopica jf - . .
Macroscopic | 4+ : Floco que se fraciona em numerosos outros fléculos.

4+ : Grupos de 10-15 hematias, invisiveis a olho nt.
=+

Microscodpica { : Grupos de 5-8 hematias

DOENTES

Os doentes que forneceram sangue para as provas de agluti-
nacéo dos eritrécitos de carneiro, apresentavam, uns, a forma in-
guinal classica da Moléstia de Nicolas-Favre, outros, complicacdes
dela, como sejam refite estenosante, fistulas ano-retais, etc.. A
febre era sintoma frequénte nos doentes que tinham bubio inguinal.

Todos os doentes reagiram fortemente ao antigeno de Frei
(pis inguinal humano) injetado intradermicamente, sendo esta
reacio realizada com duas amostras de antigeno humano de dife-
rentes procedéncias.
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3e o doente apresentava adenite purulenta, fazia-se o controle
bacteriano do phs inguinal, semeando-se o material em meios co-
muns {(agar, caldo) e em meio com sangue de coelho, préprio para
H.ducreyi. Utilizado sob a forma de antigeno de Frei para diagnds-
tico, o pus, deu, sempre que experimentado, 6timos resultados em
numerosos outros casos de guarta moléstia venérea.

Nenhum dos doentes portadores de génglios inguinais enfar-
tados ou purulentos, apresentava lesbes ulcerosas do penis. Con-
tudo, as vezes, a reacio intra-dérmica de 7to-Reenstierna (“Piradu-
crev”) era praticada, afim de eliminar pequenas duvidas. Porém,
mostrou-se ela sempre negativa.

Houve dois doentes portadores de infecclo mista: quarta mo-
léstia venérea e Glcera mole. Nestes, ambas as reacdes intradérmi-
cas foram fortemente positivas, tendo-se ademais, encontrado o
bacilo de Ducrey nas lesfes ulcerosas existentes. ’

Houve igualmente um caso misto de poradenite inguinal e
lues (primo-infeccio venérea). Este caso apresentava supuracio
ganglionar na regifo inguinal esquerda e enfartamento a direita.

O tempo de moléstia era variavel nos nossos doentes: os por-
tadores de ganglios inguinais enfartados ou supurados (geralmen-
te homens) estavam doentes entre 20 dias e 3 mézes; e 08 que
apresentavam relite, com ou sem estenose, fistulas ano-retais, ete.,
{geralmente mulheres), sofriam do mal desde 6 méses até 15 anos.

Estes doentes, em sua maioria, nfo haviam ainda feito qual-
quer tratamento. Alguns dentre os mais antigos, entretanto, ja
tinham feito uso do iodeto de sédio na veia. Nenhum porem, havia
tomado em época mais ou menos préxima, injecbes de sorc de eavalo
ou de outrc animal.

Os leucogramas de quasi todos os casos agui relatados, nio
forneceram a mais leve sugestdo referente a mononucleose infeccio-
sa. Ao contrario disso, muitos deles, apresentavam um quadro he-
matelogico visinhe do normal.

Todos os pacientes eram suspeitos clinicamente de Moléstia de
Nicolas-Favre e, ao procurarem o laboratério, dependiam somente
do resultado da 7reagdo intradérmice de Frei para confirmacio
diagnéstica. Estas reacdes foram praticadas por um de nds no
Laboratério do Hospital Central da Santa Casa de Miseriedrdia de
Sédo Paulo.
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RESULTADOS

Nossos resultados baseiam-se em 75 provas de aglutinacio de
eritréeitos de carneiro, feitas em soros de doentes de linfogranulo-
matose de Nicolas-Favre, sob varios aspéctos clinicos.

Os quadros que damos mais adiante, indicam pormenores re-
ferentes & idade, sexo, tempo de moléstia, Reacfo de Frei, e, final-
mente, aos titulos aglutinantes dos soros desses doentes.

Reduzindo-se, & sua frequéncia e porcentagem, os titulos dos
75 soros representados nos referidos guadros, verificam-se os se-
guintes nlimeros:

PROVAS NA LINFOGRANULOMATOSE DE NICOLAS-FAVRE

Titulo Frequéncia %

1:7 e 1 vez ..., 1,33
1:14 ... e 6 VEZES ..t 8,00
1:28 ..o 11 e 14,66
1:56 ... 9 N 12,00
1:112 177 s 22,66
S 14 e e 18,66
1:448 ... .. ... ... 7 e 9,33
1:896 ... ... ....... 5 e 8,66 1,38% 64,00%,
1:1792 ..., 2 N 2,66
1:3584 ... 2T e 2,66
1:7168 ... 1 vez .ooviiiinienn.. 1,33 i

Titulo médio de aglutinagdo: 1:2986.

Para contra-provar a técnica posta em pratica nas nossas pes-
quisag, dosamos as aglutininas anti-carneiro de 75 pessoas normais.
Destes 75 soros normais, 50 foram colhidos de individuos que, se-
guramente, ndo tinham febre na ocasifio e gue nem a haviam tido
pelo menos 60 dias antes da colheita do sangue. Nunca haviam
tomado qualquer injecdo de soro, e repartiam-se entre criancas,
médicos e técnicos de laboratério. Os 25 soros restantes, foram
escolhidos, sem distingdo, dentre os enviados ao Instituto pelos
Centros de Saude, afim de neles serem procedidas as reacfes soro-
légicas para lues.
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Registamos abaixo, em frequéncia e porcentagem, os titulos
alcancados por esses soros normais:

PROVAS EM INDIVIDUOS NORMAIS

Diluicdo Frequéncia A

Negativo .......... 3 vezes ............. 4,00
1 T 7 e 9,33
1:1d oo 14 T e 18,66
1:28 .o, 33 Y e 44,00
1:656 ... SRR 16 T e 21,33
1:112 .. 2 R 2,66
1:224 ..., 0 R 0,00

Titulo médio de aglutinacao: 1:30.

DISCUSSAO

a) Da porte téenica — Muitas tém sido ultimamente as su-
gestbes propostas por investigadores, no sentido de concorrer para
o aperfeicoamento da parte propriamente téenica da soro-aglutina-
¢do heteréfila para glébulos de carnmeiro.

Assim é que uns, procuram estabelecer titulos médios normais
mais exatos; outros, computam pequenos detalhes de diluicio de
soro e de concentracio de glébulos; outros ainda, visam a parte
econdmica relativa ao material empregado; e outros, finalmente,
procuram eliminar causas indiretas capazes de falsear os titulos.

. Baseados em muitas dessas sugestfes, fol gue optamos pela
técnica atraz indicada. Experimentada em soros normais, ela nos
deu titulos aglutinantes médios, isto €, mais ou menos equidistantes
das médias exageradamente altas de certos autores, e das muito
baixas de outros. Alem disso, em casos reconhecidos de moléstia
do soro e de mononucleose infecciosa, temos aplicado esta técnica
com 6timos resultados quanto & sua sensibilidade.

A propésito das variacdes a que ficam expostos of resultados,
quando diferentes concentracdes de glébulog sfo usadas; devemos
dizer que, tais variacdes, nfo foram por nés praticamente notadas
a0 empregarmos, comparativamente, suspensfes de glébulos a 2%
e a 1%. Issas suspensdes correspondiam, nos tubos, respectiva-
mente, as concentracBes finais de 0,67% e 0,2859% de gliébulos. E’
possivel que, somente concentracdes variando em limites mais lar-
gos do que estes, possam exercer influéneia na variacfo do titulo
aglutinative de um mesmo soro.
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Tempo R . Titulo aglutinante para globuto de carneiro
Doente| Idade - sexo Forma clinica de mo- F ;lie
o fre .
lestia 1/7 1/14 1/28 1/56 | 1ji12 | 1/224 | 1/448 | 1/896 | 1/1792 | 1/3584 | 1/7168
11 J.S. 181 fem. | Hetite estenosante ..... — / - : L . - — — — —
21 A.D. {3 Tem. » » 11 m. »7—}—-»-1- ‘; rj; ! :t ,i_ — — — — —
31 E.A |40 fem. » » 14 m. e | e -+ ¥+ — _ _ _ — —
4 M. A |38 fem » » -+8 a. [RE R - S I - — [ J— —
g IJI 5; 36 fem A > i t»l B —_2 a. . 4 - — — — _ _ — —
L Ff 28 mas. denite listulada m L. L [ [ e N ] - _— _
71 G.F. 126 mas. | Adenite inguinal 1m. {4+ +j:+ r‘l}, o +ﬁ J'_i +j_ R | J_, __‘_ i . —
8 T. A. |42 mas. | Cicatriz inguinal antiga .} Ad. 2|ngum,
12 a " — — — —_— - _ — . — —
N. B 123 mas. | Adenite bilateral....... 30 d. 4 4 L + — — . - . —
M. X. |38 fem. | Retite estenosante ..... 4 a. et At o] 4 4k - _ — _ — .
R.E.J}36 fem Retitc estenosante ..... — S g Ea 4 4 _ . . — _
M. B. | 38 fem. | ROHIE.. voverennnnrres 8m. . RN R A I ] ol - - =
F. 8. |30 Adenite est v 1m. L B -+ T * b - - — —
R. A |25 fem. | Ulceragdo ingumal cro- " -
NICA teverrnviniranss m - - Eauy ] ! — - — — - —
B. 0. 143 mas. | Adenite supurada. 45 d —}}—i— -+ —ti *{Ei + ]l j. - — _ — _ — —_
B. M. |45 mas. | Adenite bilateral fistu- -
lada cvoveniinnnnnn, 5 a. g - - — - —_ - —
A.S. 130 fem. | Retite estenosante ... .} 6 m. L T ! 1»+, .|j;: I +
A C |47 fern. | Retite estenosante ..... 2a R — — - = = — — = —
JR.S. {31 fem. | Adenite bilateral supu-
rada coveveniiinana 2 m. R L - — — — — — — —
A. G. |28 fem. | Retite cstenosante ...., 2 a. 4 4 N - + —_ o — — _ — —
B.S. |27 fem. | Retite estenosante .....[] 3 a. T E 44 St I _ - — _ —
J.F.D.} 23 mas. | Adenite supurada...... 2m. | b A B -+ _]_jr_ -4 — — — —
E.C. }30 mas. Adenite inguinal esquer- .
................. m ' . -+ — - — — —
M. M. |21 mas Adcmte bilateral ....... 1m 4 4 +_|L- +i 1 _i_ +j ]-1 i — —
R. O. |38 mas. | Adenite supurada ...... 3 m. 4+ 4 — —_ — — — _ —_— —
S.L. |1 34 fem. | Uleeracdio vag. cronica. — T 4+ — — - . — — —
AP 12 mas. | Adenite supurada...... 40 d. - . -+ -+ o} — - — — —
C. B. 27 mas. | Adenite supurada...... 25 d. | ! EEa et -4 —_ — — -
A G 128 fem. | Retite estenosante ..... 2 a. - = R At e
L.C. |33 mas. | Adenite ing. dir. supu- )
corada.ieeieeneea m. |- 4 - —+
B.C |22 mas. | Adenite supur. bijaterall 3 m. T Ly T ii _(_.L - +
E. I(; % mas. gdenite bi\atefral ....... 20 d. bt b 1-
. R. fem. etite esten. fistulada..] 8 m. |4+ {4+ -} -+ -} +
M. S. | 29 fem. | Ret. fist. ano. - ret.....} 1 a. ey :}: ——ﬁ7+ | ~|t }»" +
LA O 19 mas. | Adenite supurada ...... 3 m., - -+ et +-4 4 - -
M. D. | 3t fem. | Estenose retal ......... 9 m. } Ak N = -+
D. M. | 50 fem. | Retite estenosante ..... alguns
O gmul bl Wl
P.D |24 mas Adenite bilateral A b e e e i— 4t +-+ -+
J.E. ] 48 mas. | Adenite direita......... e | -t + i»,— - -+

ZLAT O4I0dYV OLNIILANI 04 VISIAHY




Tempo . Titulo aglutinante para glébulo de carneiro =
N.o|Doente| Idade - sexo Forma clinica de mo- I;j S"
; rei )
lestia 1/7 1/14 1/28 1/56 1112 § 1/224 | 17448 { 1/896 | 1j1792 | 1/3584 | 1/7168
40 (M. T,{35 fem. | Retite estenosante ..... 4 a. E e _
N\ V.Z |28 fem. | Fist. ano-retais......... 2 a. . 4t L RN -+
421 M. A. 148 fem. { Retite e ulc.vag. .... .} 15 a. et - et T{ -} 4
431 T. M. 1 26 mas. |-Les&o prep. ¢ aden. ...] 30 d. - L Lo . -+
41 0.8, 125 mas. | Adenite ing. cicatrisadal 11a 1 a - ) e L
451 B.S. § 34 fem. } Estenose ret. ¢ uretr...; 1 a. - - - S} + 4
46| M. S. |28 mas. | Adenite bilateral ....... 3 m. -+ -
47 | Gustavo | 23 mas. | Adenitec supurada esqq 1 m. EISE Ruuh |- -} -}
481 M. T. |28 mas | Adenite bilat. supur....p 2 m, o o] bt oo b e
49 ( M. F. | 19 mas. | Adenite bilateral ..... . 8 m. e RS e L
50| D. R. | 26 mas. | Cicatriz inguinal....... Ha 4 a '
{
Bl LT, o7 Tem, IR LI I L S
521 J. B. | 46 mas 6 R I 4k et - L -
531 M. L. |24 mas. lenite supur. dir... .. i m. | L L e 4 b
54 I M. G. | 23 muas. § Prisio de ventre....... 3 a. - - - | -
551 P.C } 48 mas. | Adenitc supur. esq..... 4 m. } - - +
6| A. P. |21 mas. | Adenite supur. bilat....| 35 d. A DN R S - Ao
571 J. DL {19 mas. { Adenite supur. esq. ... | 30 d. . } 4 4 At - -+
581 1. G. } 30 fem. [ Fistulas peri-anais..... 8 a. e - | -+ -
591 0. C. |30 fem. { Retite...........uu0. .4 varios
: . . anos - + 1 | 1 - -
60§ D. D. |23 mas. | Aden. ing. dir, supur. .. - - | Job 4+
61| H. L.. {26 mas. | Adenite bilateral ...... 1 m. ’k - -
62} J. P. 117 mas. § Adcnite ing..... 20 d. A 4 - = +
631 0.5, 130 = mas. | Adenite bilateral....... 2 d. - -+ = + '
64| C. L. |25 mas. | Adenite ing. esquerda..j 60 d. el - - - T BESE —
661 L. S. |28 mas. | Lesfo margem do anus — R e - - .
661 0. D. |22 mas. | Adenite ing. esquerda..f 20 d. P -t A -+
671 1. J. {18 mas. | Adenite ing. sup. ...... 25 d. } e e e = 4
68 I'. G. | 82 fem. { Dor uterina com cofri -
mento ....oiiiuan.. 3 a. -
69| E. A. {28 mas. | Adcnite ing. dir........ 30 d. B BB
708 3. B. | 26 mas. | Adenite ing. dir........ a0 d. e o . | -4- ]
71 IM.V.S.] 38 mas. | Adenite ing. esq. 18 d. e e
72 J. M. 20 mas. § Adenite ing. 3 m. } -] - I} [ [ 11 |- - |- 4 4-
3F CoP, 138 fem. | Retite........ouuvun.... 2 a. et 4 4o -ff | -}
741 F.¥. 118 mas. | Adenite ing. bi . 3 m b 4+ - f—% bl |- 1 |
DI MG |3 mas. | Perturbac@io intest. - Ci 4 b+ - - 4
catriz ing. antiga...] Teve
bubido
ing. sup.
a®a.
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A acdo das frigo-aglutininas (cold aglutinin de Landsteiner ')
para cuja existéncia e reversibilidade em face do calor, neste tipo
de provas, Stuart e colaboradores chamam a atencio, foi tam-
bem por nés comparativamente examinada. Dessa pesquisa, pude-
mos constatar que, realmente, estas aglutininas geradas 4 baixa
temperatura, pedem concorrer para falsear o titulo do soro, ele-
vando-o quasi sempre de uma diluicdo, e, as vezes, até de duas.
Aliss, na téenica utilizada por néds, os falsos resultados devidos as
frigo-aglutininas, desapareciam em face da incubacfio dos tubos
a 37°C..

b)Y Dos resuliados — Passando a considerar agora a questio
dos titulos limites para soros humanos normais, vemos que este &,
precisamente, um dos ponfos mais confrovertidos nas provas de
heterc-aglutinagdes com eritrécitos de carneiro. HEssa controvérsia
filia-se, como vimos, & influéncia exercida por fatores varios, de-
correntes todos de téenicas as mais diversas.

Para ilustrar o que acabamos de referir, transcrevemos agqui
um quadro muito demonstrative emprestado ao excelente trabalho
de Stuart® e colaboradores, e por onde se terd uma idéia nitida
da diversidade dos valores normais atribuidos por alguns autores:

COMPARACOES DOS TITULOS DE ACGLUTININAS PARA GLOBULOS
DE CARNEIRC EM SOROS NORBMAIS, SEGUNDO VARIOS INVESTI-
GADORES (STUART E COLABORADORES)

DEICHER ' Davipsonn BUNNELL STUART e col. KAgAN
Neg. e Neg. ¢ -Neg. ¢ Neg. e Neg. e
Dil. Yol Dil, % Dil. % i Dil. 9, 1 Dil. 72
Posg. Pos. Pos. Pos. Pos.
Neg. muitos Neg. — 7 | INeg. — 40,71 Neg. — 0,00 | Neg. — 0,00
"1:4 poucos 1:3,6 — 20 1:8 — 233 11:5 — 3,00 1.7 — 0,00 -
1:7 — 24 1:16 — 22,2 {1:10 — 23,00 {1:14 — 0,55
1:14 — 30 1:32 — 9,611:20 — 46,33 11:28 — 20,29
1:28 — 18 | 1:64 — 4,0 l1:40 — 20,66 11:56 — 23,39 -
1:56 — 1 1:128 — 0,8 11:80 — 6,00 11:112 — 30,43
1:160 — 0,66 |1:224 — 11,69
. 1:320 — 0,33 11:448 — 1,45
1:896 — 4,34

Entretanto, se examinarmos detidamente este guadro, fazen-
do-se naturalmente abstracdo dos resultades que ocupam, de um
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e de outro lado, seus extremos, vemos que ele sugere titulos limites
de normalidade visinhos as diluicdes de 1:112. Atingiram, no
méximo, essa diluicdo, 1 a 2% dos soros normais — o0 que re-
presenta uma causa de erro por assim dizer despresivel, principal-
mente se considerarmos as possiveis pequenas faltas decorrentes da
selecdo, mesmo rigorosa, de casos normais.

Vimos que o titulo de 1:112 foi atingido apenas por 2,66%
dos nossos soros normais — o que alids estd mais ou menos de acor-
do com a maioria dos autores.

Passando entretanto, a considerar os soros ecolhidos de linfo-
granulomatosos, femos que eles atingiram, nesse mesmo titulo
(1:112), a alta porcentagem de 22,66%. E’ pois razoavel, gque
se deva pensar, que muitos desses 22,66% de soros tenham suas
aglutininas aumentadas, mercé de uma influéncia extranha, isto é,
no caso, mui provavelmente a moléstia de Nicolas-Favre, ou melhor,
0 seu virus.

Levando-se portanto, em consideracfio a diluicdo de 1:112, te-
remos, para os soros de linfogranulomatosos de Nicolas-Favre, a
respeitavel porcentagem de 64,00% de positividade.

Se, porem, desprezarmos comc normal essa diluicdo (1:112),
e 86 considerarmos bda a diluicdo seguinte, isto é, 1:224, obteremos
entéc, para os soros dos doentes, uma porcentagem de positividade
equivalente a 41,33% — o que nfo deixa de ser, ainda assim, bas-
tante expressivo.

Nao menos expressivas sfo, tambem, as médias dos titulos de
aglutinacio verificadas nos soros. Para os soros normais essa
média correspondeu & diluicdc de 1:30, enguanto que para os soros
dos doentes ela elevou-se 3 consideravel diluicio de 1:296.

Devemos, de resto, focalizar um aspécto muito interessante das
nossas cbservacdes: é o que se refere aos altos titulos por nds en-
contrados nos soros dos casos cronicos da moléstia. Referimo-nos
aos doentes n® 10, 21, 40, 41, 42, 45, 51 ¢ 73. Nestes 8 casos, os
titulos aglutinantes variavam de 1:224 a 1:1792. O tempo de mo-
léstia distribuia-se, entre eles, da maneira seguinte:

Tempo de moléstia Casos
- o o T 2
2 OANIOS vttt e 2
ES % 1o~ 1
4 AN0S ittt ettt e 2
15 aN08 .. i e e e, 1
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Estes dados, destacados do conjunto das nossas observacdes,
levam-nos a pensar numa possivel interferéncia, lenta e continua,
do virus da moléstia, na génese dessas aglutininas heterdfilas. Isso
explicaria, talvez, a razfo do encontro de tais aglutininas mesmo
em alguns doentes ja em franco estadio crdnico da moléstia.

Estamos longe de pensar, entretanto, que o nosse achado de
aglutininas heteréfilas, em altos titulos, na Moléstia de Nicolas-Fa-
vre, possa invalidar a Reaclio sorolégica de Paul e Bunnell ¥, &
qual, posteriormente, ajuntou Davidsohn 1* provas de absorcéo que
lhe deram ainda maior seguranca diagndstica.

Mas, por outro lado pensamos que, paralelamente & moléstia
do soro, a hipétese da Linfogranulomatose de Nicolas-Favre deverd
ser tambem considerada sempre que, praticando-se a 1.2 fase da
reacio para o diagndstico da Mononucleose infecciosa, depararmos
com altos titulos de agilutinaclo. Alids, uma breve indagacio
anamnésica do doente, por si s6, orientaria perfeitamente o clinico
na interpretacio da prova de laboratério.

Releva notar ainda que, no caso especial da Linfogranulomatose
de Nieolas-Favre e de suas complicacdes, as criancas ficariam pra-
ticamente afastadas, incidindo nos adultos entre 18 e 45 anos de
idade, mais ou menos, a maior freguencia da moléstia.

Finalizando, diremos que, prosseguem as nossas investigacGes
no sentido de identificar o tipo dessas aglutininas heteréfilas. Para
isso ja inicidmos as provas de absorcio com rim de cobaio, com
glébulos de boi e com ¢ proprio virus poradénico.

Os resultados dessas provas serdo oportunamente comunicados.

RESUMO

Depois de fazerem uma sintese dos trabalhos publicados desde
1911 sobre anticorpos heteréfilos, referem-se os A.A. & aplicacio
pratica desses trabalhos na diagnése da Mononucleose infecciosa
(Reacdo de Paul — Bunnell — Davidschn).

X

Em nota 4 margem do assunto, relembram provas por eles
realizadas no Instituto Adolfo Lutz, no sentido de esclarecer a
epidemia que grassou em Sio Paulo, este ano, nos mezes de Marco
e Abril, e transcrevem o comunicado oficial sobre essa epidemia,
fornecido na ocasido pelo Departamento de Saude do Estado.
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Relatam, a seguir, pesquisas de aglutininas heteréfilas para
eritrocitos de carneiro, por eles realizadas nos soros de numerosos
doentes de Linfogranulomatose de Nicolas-Favre.

Justificando suas pesquisas, dizem os A.A. que, entre 76 condi-
¢Oes clinicas diferentes, examinadas por varios autores, e nas quais
os titules aglutinantes eram baixos, nio constavam casos de molés-
tia de Nicolas-Favre. E, no entanto, esta moléstia é produzida
por um virus eminentemente linfétropo, cuja acfo se reflete sobre
todo o sistema reticulo-endotelial, como acontece na Mononucleose
infecciosa. '

Examinando soros de 75 linfogranulomatosos (adenite ingui-
nal, retite estenosante, ete.), diagnosticados todos scb o ponto de
vista clinico e alérgico (Reacio de Frei), encontraram os A.A.,
com frequéncia, nesses soros, aglutininas anti-carneiro em altos
titulos.

Tomando como titulo positivo minimoe, a diluicio de 1:112,
obtiveram 64% de aglutinacBes positivas.

Tomando como titule positivo minimo, a diluicio de 1:224,
obtiveram, ainda assim, a expressiva porcentagem de 41,33% de
aglutinacbes positivas.

O titulo méaximo encontrado foi de 1:7168. O titulo médio
de aglutinacio dos soros de linfogranulomatosos, foi igual a 1:296.

Contra-provaram sua técnica com 75 soros normais, dos quais
apenas 2,66% atingiram o titulo de 1:112. Nenhum atingiu o
titulo de 1:224. O titulo médio de aglutinacio dos soros normais,
foi igual a 1:30.

Demoram-se os A.A. em con31deragoes -sobre a parte técnica e
.sobre os resultados obtidos, focalizando depois um aspecto interes-
sante das suas observacbes: os altos titulos aglutinantes encontra-
dos nos soros de alguns doentes cronicos. Em 8 destes casos crdni-
€08, cujo tempo de moléstia variava de 1 a 15 anos, acharam titulos
entre 1:224 e 1:1792. Estas observacdes parecem indicar uma pos-
sivel acéio, lenta e continua, do virus poradénico.

Os A.A. dizem que estdo longe de pensar que o seu achado possa
‘invalidar a Reacfio de Paul e Bunnell, 3 qual, posteriormente, ajun-
‘tou Davidsohn provas de absorcio que lhe deram ainda maior se-
guranca diagnéstica.

Mas, por outro lado, acham que, paralelamente & moléstia do
.soro, a hipétese da Linfogranulomatose de Nicolas-Favre devera
.ser tambem considerada sempre que, praticando-se a 1.2 fase da
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reacio para o diagnéstico da Mononucleose infecciosa, depararmos
com altos titulos de aglutinacdo. Alids, uma breve indagacio
anamnésica do doente, por si s6, orientaria perfeitamente o clinico
na interpretacio da prova de laboratério.

Salientam ainda que, no caso especial da Linfogranulomatose
de Nicolas-Favre, as criancas ficariam praticamente afastadas, in-
cidindo a maior frequéncia da moléstia, nos adultus entre 18 e 45
anos de idade.

Dizem finalmente os A.A. gue, prosseguem suas investigactes
no sentido de identificar o tipo dessas aglutininas heteréfilags. Para
isso j& iniciaram as provas de absorcfo com rim de cobaio, glébulos
de boi e com o préprio virus poradénico.

Os resultados dessas provas serdo oportunamente comunicados.

SUMMARY

Having made a synthesis of the works published since 1911
on heterophile antibodies the A.A. point out the practical appli-
cation of such works on the diagnosis of the infectious mononucleo-
sis (Paul — Bunnell — Davidsohn Reaction).

The A.A. recall the tests done by them in the Instituto Adolfo
Lutz, in a effort to throw light on an epidemic proved by them to
be infectious mononuecleosis, which occurred in Sio Paulo (Brasil),
this year, in April and May, and quote the official note on such
epidemic published at that time by the Public Health Department.

Next they report the researches on heterophile agglutinins
for sheep erythrocytes which they did on the sera of a number of
lymphogranulomatosis (Disease of Nicolas-Favre) patients.

Justifying their research, the A.A. say that amongst 76 dif-
ferent clinical conditions examined by various authors and in which
the agglutination titres were low, there were not included cases of
Nicolas-Favre diseases. Yet such disease is caused by an eminently
lymphotropic virus which, therefore, affects the reticulo-endo-
thelial systhem, as happens in the infectious mononucleosis.

Testing the sera of 75 lymphogranulomatosis patients (ingui-
nal adenitis, stenosing rectitis, etc.), all of them diagnosed clinically
and allergically (Frei’s Reaction), the A.A. met with, frequently
in these sera, anti-sheeps agglutinins in high titre.

Taking as positive reactions the agglutinations occuring in
dilutions of 1:112 they obtained 64 % positive agglutination. And
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taking as positive reactions the agglutinations occurring in di-
lutions of 1:224, they still obtained the expressive percentage of
41,339 positive agglutination. The highest serum dilution with
positive agglutination was 1:7168. The average titre of aggluti-
nation for the sera in lymphogranulomatosis was 1:296.

The technic was controlled with 75 normal sera out of which
only 2,66% gave positive agglutination, in dilution as high as
1:112. None gave g positive reaction with dilution of 1:224. The
average positive agglutination titre for normal sera was 1:30.

Next the A.A. deal with the technic and the results obtained
laying stress on agglutination titres met with in the sera of some
of the chronically diseased patients. In 8 of such chronic cases
of lymphogranulomatosis whose disease lasted from 1 to 15 years,
agglutination was between 1:224 and 1:1792. Such reactions seem
to indicate a slow and progressive action of the poradenic virus.

Far from the A.A. to think that their findings might render
useless the Paul and Bunnell’s reaction, to which, lately, Davidschn
added the absorption test, giving it surer diagnostic value. But
on the other hand they think that alongside the serum disease the
hypothesis of lymphogranulomatosis of Nicolas-Favre ought to be
considered when, on performing the first phase for the diagnosis
of infectious moncnucleosis, we meet high agglutination titres.

Usually a brief inquiry on the patients condition iz sufficient
to help interpretation of the laboratory tests.

Besides they lay stress on the fact that, concerning the lym-
phogranulomatosis of Niecolas-Favre, children are practically
excluded since the disease occurs mainly between the ages of 18
and 45.

Finally the A.A. say that they are still trying to ascertain
the type of these heterophile agglutinins. For that, they have
already began the absorption tests with guinea-pig kidney, ox
erythrocytes and the virus itself. The results of these researches
will be published later on.
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NOTA A PROPOSITO DE SALMONELLA pauloensis

LUIS DE SALLES GOMES,

Chefe de Sub-divisio do Instituto Adolfo Lutz

Em 1933, publicamos nos Anais Paulistas de Medicina e Cirur-
gial, um trabalho sob o titulo “Nota sobre uma nova espéeie do
género “Salmonella” (Ligniéres), isolada de sangue, urina e fezes
humanos”. Esse trabalho, em resumo, referia-se ao estudo simul-
taneo, sob os pontos de vista bio-quimico e soroldgico, de amostras
de Salmonellas indologénicas que haviamos entfo isolado de sangue
(2 amostras), de fezes (1 amostra) e de urina (1 amostra) de
diferentes doentes.

Os hidratos de carbono usados por ndés naquela ocasifio, con-
quanto ndo fossem de uma 86 origem, eram, entretanto, de boa pro-
cedéncia (Pfanstiehl, Mulford e Sp.Chem.Co.).

A orientacdo sistematica baseou-se principalmente, no “Manual
of Determinative Bacteriology”, 3.2 edicdo, (1930) de D. H. Bergey.

As provas sorolégicas de aglutinacfio, demonstraram a existén-
cia de afinidades imunolbgicas entre as diversas amostras estudadas,
e, por outro lado, as provas de fermentacdo sobre hidratos de car-
bono, afastavam-nas de todas as espécies do gen. Salmonella regis-
tradas na referida 3.2 edicfo do “Manual Bergey”.

Em tais condicdes, das nossas observacdes concluimos o se-
guinte: “Por enquanto, em face do que foi estudado e exposto,
parece que estamos em presenca de uma nova espécie do género
Salmonella, e para ela preferimos a denominacdo de Salmonells
pauloensis (N.Sp.) por ter sido isolada e estudada nesta cidade de
S&do Paulo™. \

Nio tendo em méos, para um estudo comparativo bio-quimico e
sorolégico, todas as espécies daquele género bacteriano, fomos
obrigado a nos cingir, entdo, as indicacdes fornecidas por aquela
ediciio do “Manual” que, na ocasiflo, era a Gltima.
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Infelizmente, porém, aconteceu que o “Manual” de sistemética
bacteriologica saiu eivado de erros e omissGes, tendo estes, parece,
culminado na parte referente ao estudo do género Salmonella — o
que, alids, se podera facilmente verificar, compulsando as duas
edicbes sub-sequentes, de 1934 e de 1938.

Ora, estas falhas nfo podiam deixar de nos orientar por ca-
minho errdneo, levando-nos assim & suposicio de que “parecia
estarmos em presenca de uma nova espéeie”.

Retomando ultimamente o assunto para uma revisfo, agora
porém melhor amparado scb o ponto de vista material e melhor
orientado pelo estudo paralelo feito com algumas amostras de
Salmonellas conhecidaé, devemos dizer que chegamos a conclusio
diferente.

Nossa “Salmonella pauloensis”, (amostra n.° 3 de sangue e
amostra 1.9 15 de fezes), portou-se, sob o ponto de vista bio-guimice
e soroldgico, de medo idéntico a Salmonella columbensis {Castella-
ni) 2, '

As provag de identificacdo s6 puderam, entretanto, ser reali-
zadas, com as amostras n.° 3 (de sangue) e n.° 15 (de fezes) porque
as demais, infelizmente, perderam-se (n.° 16, de sangue e n.° 12
de urina). '

A amostra de Salmonelle columbensis utilizada comparativa-
mente nestas provas, é originiria do Instituto Lister, de Londres
(Dr. Krumwied) e foi-nos ha ja algum tempo gentilmente enviada,
juntamente com outras, pelo distinto colega Dr. Arlindo de Assis.

As amostras pouloensis n.° 3 (sangue) e n.° 15 (fezes) apre-
sentaram os seguintes carateres bio-quimicos comuns com Salmo-
nello columbensis:

1) Motilidade: - (agar 37° Calde 20° e Neustadtl).
2} Caldo:- Turvacio difusa.

3) Indol: 4 (R.Ehrlich).

4) Reduc¢do nitratos: -+ (Hosvay).

5) Acetil-metil carbinol: negativo (Voges-Proskauer)
6) R.Vermelho-metila: - ’

7) H,S: -+ (Topley e Wilson)

8) Lig.gelatina: negativa

9) Leite turnesolado: Acidez inicial, alcalinidade final.
10) Hidratos de carbono:
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a) . deido e gds: dextrose, manita, maltose, xilose, ara-
binese, ramnose, duleita, salicina, dextrina, levulose,
galactose, sorbita, trehalose, manose e glicerina.

b) auséncia de fermentacdo: lactose, sacarose, rafinose,
inulina, adonita, inosita e amido.

Estas provas foram observadas durante 21 dias, sendo utili-
zado o meio semi-sélido de Hiss com indicador fenol vermelho.

Com exceco da glicerina (J. Wyman) e do amido (Merck),
todos os hidratos de carbono empregadcs provinham da fabrica
“Pfanstiehl”.

Com relacdo & amostra de Salmonela n.°2 15 (de fezes), deu-se
um fato interessante, que convém seja aqui anctado. Descrita ori-
ginariamente como movel, ela agora ndc apresentava movimento
algum. Além disso, ao envéz de turvacio difusa no ealdo (24 h.),
como outrora, verificava-se, agora, sedimentacio quasi completa do
germen.

N&o foi porém dificil encontrar-se a causa dessas discordéncias.
Devido a0 fato de s6 ser repicada cada 3 meses na seccdo de con-
servacdo de culturas do Instituto, houve mutacio desta amostra
para a variante rugosa, o Que.consequentemente veic ocasionar as
diferencas referentes & motilidade do germen e ao seu aspécto cul-
tural em caldo. O aspéceto caracteristico das colénias em placas,
velo, alids, confirmar intéiramente essa suposicio.

Qutras culturas do mesmo germen, que tinhamos guardadas
no nosso laboratério e que vinham sendo repicadas mensalmente
“durante cerca de 8 meses, nenhuma modificacdo, entretanto, sofre-
ram, pois turvavam difusamente o caldo e os bacilos apresenta-
vam-se perfeitamente moéveis, como alids foram vistos anteriormen-
te, quando da primeira discricéc.

As duas outras amostras de salmonelas (n.° 3 de sangue e
columbensis) embora conservadas nas mesmas condicbes que a
n.% 15 (fezes), isto &, sofrendo repicagens tri-mensais, ndo apresen-
taram porém, nenhuma mutacio.

Provas sorolégicas: Com as amostras em estudo foram pre-
parados, em coelhos, soros aglutinantes. Os titulos desses soros
(leitura apés 24 h. a 37°C.) foram os seguintes:

Salmonelia n.° 3 (sangue): 1:12.800.

Salmonelle 1n.° 15 (fezes): 1:1.600.

Salmonella columbensis: 1,:6.400.
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Apbs absorcio das aglutininas pelos germens homodlogos, os
titulos desses soros baixaram respetivamente a 1:200, 1:200 ¢ 1:100.

As aglutinacGes cruzadas, feitas com as 3 amostras de germens
acima indicadas e com os seus anti-soros previamente absorvidos,
falam tambem em favor da sua identidade. Forte afinidade
antigénica foi verificada, pois nenhuma das novas aglutinacdes,
atingiu acima de 1:200.

De qualquer sorte, nao deixa de ser interessante que, entre
néds, se possa isolar do sangue de doentes em aparente estado tifédide
ou paratiféide, e de fezes com o aspécto disenteriforme, a mesma
espécie de salmonela encontrada em fezes de doentes em Colombo,
na ilha de Ceyldo, e descrita em 1914, por Castellani, com o nome
de Saimonello, columbensis.

Somos grato a D. Licia de Queiroz Telles ¢ a D. Filomena de
B. M. Jordao pela solicitude a nés dispensada no decorrer das
provas deste trabalho.

SUMMARY

The A. made the rewiew of one of his works published in
1933. Based mainly on the bio-chemical characteres, which he
met in “Bergey’s Manual” (3rd. ed. 1930), the A. described a
probable new species of the genus Salmonella which he had isclated
from human blood faeces and urine and for which he had proposed
the name of Salmonella pauloensis.

However, as the result of numerous mistakes an omissions
contained in the apointed edition of “Bergey’s Manual”, specially
those of the chapter on the Salmonelle genus, the A. was misled
in his effort to make a systhemic classification of the isolated
germes.

Studying over, recently, two cultures isolated from blood and
faeces, still preserved by the A. and comparing their behaviour
with that of a sample of Salmonelle columbensis (Castellani)
originally from “Lister Institute” of London (Dr. Krumwied) the
A. verified the perfect identity of the 3 samples from the bio-chemi-
cal stand point. Such identity was also observed from sorological
wiew point when crossed absorption tests were made.

Finally the A. thinks that it is interesting the fact that in
S. Paulo (Brasil) a Salmonella was isolated from the blood of
patients aparently sufering from typhoid or paratyphoid fever and
from faeces with dysenteriform aspect, identical with the species
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of salmonella met with in faeces of patients from Colombo in Ceylan
Island and discribed, in 1914, by Castellani under the name of
Salmonelle columbensis.
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ANTiGEN OS ADICIONADOS DE LANOLINA K SUA
APLICACAO NA PRODUCAO DE SOROS
- AGLUTINANTES

S. C. CALAZANS

Assistente-chefe do Instituto Butanti

MARIA ARANTES

Biclogista do Instituto Adclfo Latz

O largo uso de antigenocs adicionados de substincias nfo espe-
cificas para a obtencio de soros antitéoxicos data de alguns anos,
sendo seu emprego iniciado apds os trabalhos de G. Ramon? sobre
este assunto em 1925. A idéia, porem, é antiga, pois ja em 1889,
Roux e Yersin 2, pouco tempo depois de terem descoberto a toxina
diftérica observaram, em suas experiéncias, que o venenc elaborado
pelo bacilo de Kiebs-Loffler, que matava cobaias no periodo de 2
a 60 horas, tinha sua acfio retardada quando tratado pelo cloreto
de calcio, o que levou os referidos autores a dizerem que “se a
substancia téxica aderisse bastante ac corpo insoluvel, ela nioc se
difundiria senfo lentamente determinando, taivez, assim, a vacina-
cdo gradual do animal”.

Em 1916 Le Moignic e Pinoy 2 empregaram uma vacina anti-
tifica constituida por germes mortos pelo calor, tendo como veiculo
a lanclina e o 6leo de olivas. Visavam nfo s6 eliminar as reaces
local e geral, mas ainda realizar a vacinaciio antitifica com uma
dose tnica, reuninde em uma s6, a totalidade dos germes emprega-
dos nas 4 injecOes entfo em uso.

Utilizando-se tambem de substincia nfo especifica, mas visan-
do, apenas, o desenvolvimento dos germes-no local da inoculacio
e a posterior difusfe de sua toxina pelo organismo, Dochez$, em
1924, injetou gelose em estado fluido, subcutaneamente, em cavalos,
e, na massa de agar acumulada no mesmo local, inoculou culturas de

18 a 20 horas do estreptococo da escarlatina, obtendo, com tal pro-
cesso, soro antiescarlatinoso bastante ativo.
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O emprego, porem, de substincias nfo especificas na rotina do
preparo de soros e vacinas s6 fol estabelecido depois das pesquisas
memoraveis e fundamentais de G. Ramon'® que revolucionaram
por completb os antigos processos de imunizacfo e hiperimunizacgéo.

Este grande e persistente pesquisador, a quem tanto deve a
ciéncia e a humanidade, assinalou, depois de uma série de observa-
¢fes, “o aumento, por vezes consideravel, do teor de antitoxina no
soro dos cavalos que apresentavam acidentalmente um abcesso no
ponto de injecio de uma dose de antigeno (toxina ou anatoxina)”.

Atribuindo & referida reacfio inflamatéria a melhoria do titulo
dos soros, que vinha preparando, resolveu adicionar aocs antigencs
substaneias ndo especificas, mas capazes de produzirem in loco
acentuada reaclo semelhante & obtida acidentalmente.

Fixou-se Ramon, no inicio, no emprego da tapioca pulverizada
cuja aplicacdo passou a ser adotada largamente, sendo logo seguida
pelo uso do cloreto de cileio e das vacinas associadas. Por outro
lado, Glenny, Pope, Waddington e Wallace? adicionando alumen as
toxinas notaram o aparecimento de um precipitado insoluvel que
aumentava tambem grandemente o poder antigénico das rmesmas.

Mais recentemente, Ramon, em estudos realizados com seus
colaboradores Lemétayer e Richou® mostrou ser a lanoclina de
grande utilidade na imunizacfo e, em novas pesquisas ainda com
Lemétayer 7, expbds os resultados da imunizacio de carneiros e ca-
valos com a anatoxina tetanica envolta na referida substdncia. -
Com o emprego da lanclina os animais ndo sé se imunizaram rapi-
damente como forneceram soro de alta dosagem.

Prosseguindo em seus estudos Ramon 8 demonstra ainda o papel
importante desempenhado pela lanolina no reforcamento do poder
imunizante dos antigenos microbianos. Para isso comparou o po-
der antigénico de uma mesma raca de bacilo diftérico, inoculando
em um grupo de coelhos, os germes contidog na déeima parte de
um tubo de cultura de 24 horas, suspensos em salina e, em outro
grupe, a mesma quantidade de germes envolvidos na mistura oleosa.
Com tal técnica, isto &, variando apenas o veiculo em que foram
suspensos ¢s germes, foi possivel conferir acs coelhos inoculados com
antigeno oleogo uma forte imunidade, ao passc que no outro grupo,
que recebera germes suspensos em soro fisiolégico, a imunidade
foi nula.

Levando adiante suas pesquisas no que diz respeits 3 imuni-
zacio anti-bacteriana, Ramon invade o campo dos esporulados
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aerdbios, estudando com Staub? o interessante problema da vaci-
nacdo anticarbunculosa que, apesar de marcar a genial descoberta
de Pasteur, Chamberland e Roux, apresenta falhas e dificuldades
td0 conhecidas daqueles que se tém ocupado do seu preparo.

Depois de intmeras experiéncias, conseguem esses A.A. pre-
parar uma vacina de grande eficiéncia e apresentando risco minimo,
desprezivel mesmo, empregando para isso uma quantidade de ger-
mes correspondente a 10 vezes a contida na primeira vacina de
Pasteur. A referida vacina adicionava alumen, germes mortos ou
lanolina. Com ela imunizaram, com sucesso, coelhos, carneiros,
eabras, bois e cavalos, sendo a imunidade obtida bastante precoce e
muito soélida, atingindo a protecio a 80% dos animais vacinados.

Imunizacdes feitas com germes da 1.2 vacina de Pasteur, em
soro fisioldgico, adicionada de tapioca ou de cloreto de caleic néo
conferiram imunidade aos coelhos, posteriormente inoculados com a
dose de prova.

Apresentando a referida vacina algumas desvantagens, foi a
mesma aperfeicoada, substituindo-se a lanolina pelo alumen (1 a
3%) ou a gelose a 2°/,, ou ainda as duas substincias juntas nas
mesmas proporcdes citadas.

Outros pesquisadores seguem a Ramon. Weinberg e Guillau-
mie 1* preparam pelo mesmoc processo soro anti-gangrenoso em ca-
valos. Apds a 2.2 injecdo obtiveram soros aplicaveis na terapéutica
e depois da 4.2 e 5.2 os soros atingiram titulos assis elevados, afir-
mando os A.A. ser muito precoce a formacio de anticorpos.

Referindo-se ao método de Ramon, dizem esses autores: “o
processo é excelente, quer o antigeno seja representado por uma
anatoxina, quer por uma toxina fresca ou mesmo por micrébios
vivos”.

No Instituto Butanta, tanto no preparo de soros antipeconhen-
tos, a cargo do Dr. José Bernardino Arantes, como no servico de pre-
paro do soro anti-diftérico a cargo da Dra. Jandyra Planet, como na
seccao de soros anaerdbios ainda hi pouco tempo dirigida pelo
Dr. Biiller Souto, e, atualmente, de novo sob a direcio de um de
nés, todas estas substincias.tém sido empregadas e com grande
sucesso, tendo tais métodos sido iniciados em S. Paulo pelo saudoso
amigo e colega Lemos Monteire.

Nicolle e Laigret! substituiram a lanolina pela lecitina, pre-
parando vacinas com virus amarilico, que foram aplicadas na pro-
filaxia da febre amarela com resultados animadores (Oeste da
Africa).
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Velu e Zottner!? o aplicaram na vacina contra a brucelose,
Bell 13 na vacina contra a coqueluche, aconselhando Ramon e Zoel-
ler 1 as vacinas associadas.

PRODUCAO DE AGLUTININAS NOS ANIMAIS INOCULADOS

Mutermileh 1% notou que a inoculacio de animais pela via ra-
guidiana produzia soros aglutinantes de titulos nitidamente supe-
riores aos obtidos pela via subcutinea, embora fosse empregada por
esta Gltima via uma quantidade de germes 20 vezes maior.

Tal fato sugeriu a Nélis'® a idéia de tentar a produclo de
soros aglutinantes de alto valor, pela via subcutdnea, baseando suas
experiéncias nos trabalhos de Ramon sobre o envolvimento dos
antigenos pela lanolina.

Para isso inoculou Nélis varias séries de coelhos com dose
tinica de bacilos paratificos B, variando nio s6 a quantidade e o
modo de preparo do antigeno como ainda a via empregada.

No 1° grupo inoculou germes mortos pelo calor pela via
subcutinea; no 2° a mesma suspensdo de germes, diluida ao quinto,
pela via meningéia; em uma 3.? gérie de coelhos a mesma quantidade
de germes do 1° grupo depois de centrifugado e o sedimento ressus-
penso em mistura oleosa; e, finalmente, um 4° grupo, no qual se
utilizou dos mesmos bacilos, porem, vivos e emulsionados na mis-
tura lanolina-vaselina, apés. centrifugacio.

Dos quatro processos acima citados revelou-se o melhor, pelos
titulos obtidos e pela uniformidade dos resultados, o empregado
neste ultimo lote de animais.

Procurando estudar a curva da producido de aglutininas de
modo a estabelecer aproximadamente sua maior elevacio e, conse-
quentemente, a ocasido mais indicada para a sangria dos animais
produtores de soros aglutinantes, empreendemos uma série de expe-
riéncias empregando as seguintes amostras de germes:

Eberthello typhosa 901 — Variacdo 0 — (Instituto Lister)
Salmonella Schottmiilleri, Kauffmann

Salmonella paratyphi, Kauffmann

Shigella dysenteriae, “Parker” — (Instituto Lister)

As suspensdes de germes foram preparadas com as culturas de
24 horas de 3 tubos de agar em salina, ressuspensos, apds centrifu-
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gacdo, em uma mistura de 2 partes de lanclina para 8 partes de
vaselina liquida.

As primeiras inoculagBes foram feitas com os germes de 3
tubos de cultura adicionados de 3 cc. da mistura oleosa e as seguin-
tes com 1 ce., sendo o intervalo entre as inoculacdes de 10 a 15 dias.

As injectes foram feitas sempre com germes vivos.

*24 horas apés a inoculacdo observamos hiperemia local, apre-
sentando-se a regifio empastada no comeco, tornando-ge depois dursa,

para terminar com a formacdo de um nédulo que desaparece muitc
ientamente.

Os coelhos inoculadeos com a FE.lyphosa e as Salmonellas
Schottmiilleri e paratyphi nada apresentaram de anormal, a nfo
ser a reacdo local.

Quanto & Shigelle dysenterice, alem dessa reacfio inflamatéria
local, processaram-se fendmenos mais acentuados para o lado da
pele, terminando com forte descamacio. Em um dos coelhos houve
mesmo a formacfo de um abeesso.

No que diz respeito aos germes altamente téxicos como o bacilo
Shiga, torna-se necessirio inocular menor quantidade de germes
para se evitar a morte dos animais durante o periodo de inoculagéo.
"~ Um ou meio tubo de cultura viva em 3 cc. de lanolina ji pode ser-
empregado para o inicio da imunizacio, o gue representa, sem
divida, dose enorme comparada com as guantidades de germes
mortos comumente empregadas.

E a lanolina adicionads ao antigeno que impede a acfo téxica
dos germes como se v8 no quadro abaixo.

COELHOS IMUNIZADOS COM A S. DYSENTERIAE (PARKER)

uantidade de Mistura lono-
Coelhos Q N . . . Resultados
antigeno ling-vaselina
1 3 tubos agar 1 em.3 5.g. + 6 dias
- 2 3 tubos agar 1 cm.3 5.2, sobrevive
3 8 tubos agar 3 cm.3 5.g. + 10 dias
4 3 tubos agar 5 cm.3 s.s. sobrevive
5 Quinta parte de 3 tu-
bos de agar 3 cm.? 5.5, ?

8.g2. = sintoma grave; s.s. = sem sintoma; -+~ = morte.
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O coelho n° 2, vinte e cinco dias depeis de completamente res-
tabelecido, foi novamente inoculado com a mesma quantidade da
primeira injecdo, suportando-a perfeitamente bem.

Os titulos obtidos apbs 4 inoculacbes foram os seguintes:

SANGRIAS
Germes
1.0 2.0 3.0 Lo

E. typhosa 901 ....... 1/800 1/6.400 1/14.000 1/32.000
S. Schottmiilleri ....... 1/8.000 1/20.000 | 1/51.000 1/32.000
S. paratypht .......... 1/4.000 1/32.000 | 1/80.000 1/86.900
Shigella dysenterige

“Parker” ........... 1/800 - 1/3.200 1/12.900 1/12.800 ()
Shigella dysenterice

“Parker” ........... 1/800 1/3.200 | 1/6.400 (9} 1/3.200 (9
Shigella dysenteriue . -

“Parker” ........... 1/400 1/1.800 1/8.200 1 1/3.200

(*) = aglutinacioc microscépica.

Do quadro acima deduz-se que os titulos maximos foram obti-
‘dos nas 3.2 e 4.2 sangriag, isto é, apbs a 3.2 e a 4.7 inoculacdes.

Com os processos geralmente empregados nos laboratérios as
~sangrias costumam ser feitas depois de sete inoculaces, ndo sendo
t80 altos os titulos obtidos, havendo ainda certa dificuldade em se
obterem - s6ros aglutinantes, quando se trata de germes muito
toxicos.

DISCUSSAQ

A que se deve atribuir a acfio das substincias nic especificas
sobre o aumento da capacidade dos antigenos na producio de
anticorpos?

Ramon a atribue & lenta reabsorcio dos antigenos e & reacdo
inflamatéria local determinada pelos mesmos.

" Para Weinberg e Guillaumie '°, que compartilham da opinido
.de Ramon, o aumento do poder imunizante dos antigenos é devide
“3 reabsorcio lenta e continua do antigeno em consequéncia do seu
envelvimento pela lanolina, e 4 forte reacfio local e geral do orga-
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nismo, fator comum a todos o8 processos de imunizacfo, mas que
se manifesta, em geral, de uma maneira mais violenta, quando se
emprega o processo da lanolina”.

Thibault 17, em interessantes pesquisas, estudou as modificacdes
histolégicas determinadas pela inoculacio subcutédnea, em cobaias, de
4 misturas diferentes, a saber:

1.2 — (Caldo
Solucao fisiolégica
2.2 — Anatoxina tetinica
Solucdo fisiolégica
3.2 — Solucdo fisiolégica
Lanolina
Oleo de olivas
4.° — Anatoxinag tetdnica
Lanolina
Oleo de olivas

Suas conclusdes baseadas no estudo histolégico de cortes ca
zona incculada foram as seguintes: a anatoxina injetada subcutanea-
mente em cobaias n8o determina reacdo histolégica caracteristica,
pois a reacdo se assemelha a produzida pelo caldo simples que é
banal, leve e efémera, a0 passo que as modificagf)es produzidas pelas
misturas oleosas sdo profundas, com grande proliferacio do tecido
conjuntivo, creando uma lesdo duravel semelhante ao parafinoma ou

ao vaselinoma.

Norman 18, em 1934, empreendeu uma série de experiéncias nas
quais estudou a influéncia das emulsGes finamente divididas de
6leos e gorduras sobre as toxinas bacterianas. Empregou para isso
substancias de origem vegetal, animal e mineral, como o 6leo de
oliva, parafina e o creme de leite, emulsionadas com goma acicia..
estudando sua influéncia sobre a acdo das toxinas produzidas pelos
bacilos tetidnico, diftérico, perfringico e V. séptico.

Conelue o autor gque as toxinas sdo adsorvidas pelas particulas
oleosas e depois lentamente cedidas ao organismo e que quanto mais
finas as emulsdes, maior a protecdo contra as doses letais das toxinas
empregadas; a adicio de substinecias que tornem as emulsdes ests-
veis, garante a protecdo contra as toxinas, assinalando por outro
lado que o creme de leite nio tinha nenhuma acfio protetora.
Referiu-se ainda &s experimentacBes que vinha fazendo a respeito
da possibilidade de imunizacio de animais por esse processo.
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Walsh e Frazer ', independentemente do autor anterior, inves-
tigaram problemas semelhantes, inoculando em coelhos grandes do-
ses de toxinas misturadas a emulsdes de 6leo de figado de bacalhau
e 6leo de olivas, chegando as mesmas conclusdes que Norman. Tra-
balhando com tuberculina verificou gue a mesma, misturada com
emulséo de 6leo de clivas ndo produzia reacdo alguma em doentes
de tuberculose que reagiam nitidamente com quantidades muito me-
nores da mesma tuberculina, inoculada sem a referida protecio oleosa.

Em colaboracio com Falchetti, Ramon *° investigou o efeito da
inoculacio dos esporos do bacilo do carbtnculo envolvidos ou nao na
mistura 6leo-lanolina.

De suas pesquisas concluiram os autores que os germes adicio-
nados de lanolina se desenvolvem in loco, ndo passande nem para o
sangue, nem para os 6rgios internos, mas produzem, sem diivida,
uma substancia que, modificada pelos elementos inflamatérios lo-
cais, confere ao organismo a imunidade contra a infecc¢fo.

Por ocutro lado sabe-se que a infeccdo carbunculosa no homem &
tanto menos grave quanto maior é a reacfio que se processa no ponto
de inoculacdo.

No cfo, animal refratirio ao carbuinculo, observa-se no local da
injecdo a formacdo de abcesso onde a fagocitose é intensa.

Nos animais sensiveis & infeccio carbunculosa, pelo eontrario, o
que se nota é a formacio de abundante exsudato gelatinoso, muito
pobre em leucdcitos e rico em germes que invadem rapidamente o
organismo.

De tudo que acima ficou exposto, devemos concluir pois que é
na intensa reacdo inflamatéria local, na qual se observa ¢ apareci-
mento de forte leucocitose, que deve residir a exaltacio do poder
imunizante dos antigenos pelas substincias nio especificas.

CONCLUSOES

1. Os titulos aglutinantes mais elevados foram verificados apés
a terceira e quarta inoculacdes. '

2. A funcio da lanolina é tornar lenta a absorcdo dos anti-
genos, favorecendo a formacdo precoce de anticorpos.

3. E necessirio observar um intervalo maior entre a primeira
€ a segunda inoculacfio quando se tratar de germes de poder téxico
elevado.

4. ¥ condiclo essencial para a primeira inoculacio empregar
pequena quantidade de germes ou germes atenuados.
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5. O processo empregado permite imunizar, com germes vivos
e virulentos, pequenos animais de laboratério para diferentes fina-
lidades.

SUMMARY

1. The highest agglutinant titers were observed after the
third and fourth inoculations.

2. 'The lanocline exerts a retarding effect on the absorption
of the antigens, favouring the premature formation of antibodies.

8. When working with highly toxic germs, it is necessary to
separate the first and second inoculations by a longer interval.

4, It is absolutely necessary to use small guantities or
attenuated germs for the first inoculation.

5. By this method it is possible to immunize, with living and
virulent germs, small laboratory anirnals for different purposes.
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COMPARACAO ENTRE A CENTRIFUGACAO DE

UMA HORA E O EMPREGO DO CLOROFORMIO E

ALUMEN DE POTASSIO NO DIAGNCGSTICO DAS
MENINGITES TUBERCULOSAS

AUGUSTO DE E. TAUNAY

Biolegista do Imstitute Adolfo Lutz

I o achado do bacilo de Koch no liquide céfalo-raquidiano o
ponto principal no qual se baseia o diagnoéstico bactericlégico das
meningites tuberculosas. Todo esforgo deve ser feito no sentido
de experimentar novos métodos que facilitem tal diagnéstico, porque
até agora néo existe nenhum processo de valor absoluto.

Tivemos como fito principal, no presente trabalho, comparar
os resultados obtidos com os processos de rotina deste Instituto em
relacdo com agueles nos quais emprégamos o alumen de potéssio e
o cloroférmio como métodos de enriquecimento.

Habitualmente centrifugamos o liquido céfalo-raquidiano a
3.000 rotacdes por minute pelo espaco de uma hora. Com o sedi-
mento fazemos algumas preparacdes que depois de coradas pelo
método de Gabbet sdo examinadas, considerando-se o exame como
negativo somente depois de percorrer cuidadosamente todas as pre-
paracbes. A parte restante do sedimento, depois de misturade com
parte do liquido que foi decantado, é semeada em meios de Liwenstein,
agar sangue de coelho e agar chocolate, sendo os tubos guardados na
estufa durante trés meses, findo os quais, se ndo houver crescimento
de colonias tipicas do bacilo de Koch, a cultura é dada como negati-
va. Em todo liguido em que hi formacdo de uma rede de fibrina
costumamos fazer preparacdes da mesma, que séc coradas pelo mes-
mo processo e tambem cuidadosamente examinadas.

Bruno Rangel Pestana (1') demonstrou a vantagem de se empre-
gar tal técnica, motivo pelo qual continuamos a usa-la com bons
resultados como veremos mais adiante. J. Hanks e H. Feldman (2)
em trabalho recente aconselham o emprego do alumen de potéssio e
do cloroférmio que, aumentando a concentracio dos bacilos de Koch,
facilitam seu achado, seja pela cultura ou pelo exame direto. A
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técnica usada por nds foi a mesma descrita pelos autores citados, a
gual vamos franscrever:

EMPREGO DO CLOROFGORMIO FARA EXAME DIRETO

1.9 — Para cada 2 cec. de liquido céfalo-raguidiano, juntar
0,05 cc. ou 4 gotas de cloroférmio agitando a mistura
fortemente durante 10 minutos.

2.9 — Centrifugar em alta rotacdo cinco minutos, separar o
liquido que sobrenada.
3.9 — Fazer esfregacos com todo sedimento que serd fixado

pelo calor. Corar pela fucsina fenicada, descorar. Con-
forme a densidade dos esfregacos empregar como con-
traste o azul de metileno ou acido picrico.

METODO DA FLOCULACAO PELO ALUMEN PARA CULTURA

1.0 — Para 2 cc. de liquido céfalo-raquidiano juntar 0,25 cec.
de uma solugdo esteril de alumen de potassio a 1%.
Agitar fortemente durante dez minutos.

2.9 — Centrifugar durante cinco minutos e depois separar o
liquide que sobrenada.
3. — Semear o sedimento em 3 a 5 tubos contendo meios de

cultura apropriados. No nosso caso foi feita a semea-
dura em meio de Lowenstein.

"Em 84 casos suspeitos de meningite tuberculosa nos quais com-
paramos os resulados obtidos pela centrifugaciio de uma hora com
os do enriquecimento pelo cloroférmio, os resultados foram os se-
guintes:

Positivos no cloroférmio ...............v.v.nn. 3 — 8,3%
Positivos na centrifugacio de uma hora ...... 14 — 41,19,
Negativos < .euin i ittt e et 17 — 50,09

Em 13 dos 17 casos negativos pudemes confirmar o diagndésti-
co de meningite tuberculosa pela cultura.

Em 27 culturas positivas para o bacilo de Xoch os resultados
foram os seguintes:

Culturas positivas usando alumen de potéssio 3
Culturas positivas com o método de rotina .. 3
Culturas positivas com os dois métodos
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De um modo geral os resultados sdo idénticos, mas se consi-
derarmos que usamos somente o meio de Lowenstein para o mate-
rial no qual foi feito o enriquecimento pelo alumen, devemos dar
preferéncia para esse processo. A concorddncia foi devida unica-
mente a0 emprego dos meios de agar sangue de coelho e agar
chocolate.

Se compararmos separadamente os resultados positivos com ¢
meio de Lowenstein no qual semeamos o liquido céfalo-raquidianc
apbs centrifugacdo de uma hora e o sedimento obtido pela floculacio
do alumen verificamos o seguinte:

Culturas positivas com sedimento da centrifugacdo de uma hora .... 4
Culturas positivas com sedimento da floculacio do alumen .......... 9
Culturas positivas em ambos ............. .ol e 11

0 que di uma positividade de 62% para o primeiro método e de
83% para o segundo.

Assim sendo consideramos nfo haver vantagem em se empre-
gar o clorférmio como método de enriquecimento na pesquisa direta
do bacilo de Koch no liquido céfalo-raquidiano. A floculacfo pelo
alumen traz sem divida uma vantagem grande, mas achamos que ©
sedimento obtido deve ser semeado em diferentes meios de cultura
para que seu emprego apresente real vantagem.

Agradecemos a D. Lidia C. de Carvalho e D. Ligia Penteado
que nos auxiliaram na parte téenica deste trabalho.

RESUMO

Foi feita a comparacio entre a centrifugacio de uma hora, o
enriquecimento pelo cloroférmio e a floculacio pelo alumen de
potéssio no diagnéstico das meningites tuberculosas.

O emprego do cloroférmio nio apresentou vantagem. A flo-
culacdo pelo alumen de potédssio mostrou-se superior 3 centrifuga-
¢do direta quando se deseja semear o material a ser examinado.
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COMPORTAMENTO SOROLOGICO DA
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e

MARIA JOSE FARACO

Tecnica de laboratdrio do Inmstitute Adolfo Lutz

A Shigella Alcalescens sendo um germe frequentemente encon-
trado nas fézes e as vezes de difieil caraterisacdo sorolégica, por
serem em geral germes pouco aglutinogénicos e mesmo pouco aglu-
tinaveis nos auto-soros, como assinalam diversos autores. Arlindo
de Assis (1) em trabalho recente fazendo reacgbes de aglutinacglo
de algumas amostras, verificou ainda comportamento variavel den-
tro do préprio grupo, admitindo a possibilidade em se fazer uma
classificacadc sorolégica semelhante a do grupo Flexner.

Ao prepararmos sorog aglutinantes necessarios ao nosso traba-
tho, deparamos com alguns fatos que nos induziram a fazer diversas
reacbes de aglutinacdo, usando técnicas diferentes com o fim de
verificar qual seria a melhor. Preparamos 4 soros aglutinantes em
coelhos usando as seguintes amostras; Shigella Alcalescens 1601 —
Andrews e Towne recebida do Instituto Lister, Shigella Alcalescens
53 e 648 fornecidas pelo Dr. Arlindo de Assis e Shigella Alcalescens
129 isolada em nosso laboratério.

Os animaes foram .injetados em dias alternados sendo a pri-
meira inoculacdo no peritonio e as restantes na veia, num total de
oito, usande-se germes mortos para as quatro primeiras. Cinco dias
apés a dltima inoculacdo foi feita sangria exploradora constatando-
-se que sOmente os s6éros dos animais injetados com a raca A 53
apresentavam bom titulo aglutinante quando as reacdes eram feitas
na estufa a 37° Modificando a temperatura ou tratando pelo
calor ou Aalcool, mas fazendo-se a reaclo na mesma temperatura, os
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resultados foram completamente outros, como pode-se verificar pelo
quadro abaixo.

Germes auto- . . Antigeno Germes
Awmostras Germes vivos | Germes vives T
clavados agiu- s . N _ alcoélico formolados
usadas . _ - aglutinacdo 56°{ aglutinagdo 37° . o
nagcdo 370 agluiinag@o 37°|agiutina¢do 56°
Sh. al 1.601 6.400 6.400 50 6.400 100
Sh, al 53 6.400 6.400 3.200 6.400 6.400
Sh. al 648 6.400 6.400 160 3.200 1.600
Sh. al 129 3.200 1.600 ] 1.600 0
NOTA — Os numercs representam os titulos dos soros.

Diante destes resultados, com 28 amostras de Sh. alcalescens
existentes em nosso laboratéric analisamos o que se passava quando
modificavamos a téenica empregada na reacido. Para cada amostra
bacteriana fizemos aglutinacdes com germes vivos, cultura em
gelése de 24 horas, nas 'temperaturas de 37° ¢ 56° em estufa. Germes
autoclavados uma hora a vapor fluente, tratados pelo 4lcool con-
forme a téenica descrita por Bien (2) para o bacilo tifico, aglutina-
cdo em estufa a 37° ¢ com germes mérios pelo férmol a 0,2%,
aglutinacdo em estufa a 56°. O tempo de incubagio foi sempre de
24 horas e a leitura feita em boas condi¢fes de iluminagfo usando-se
lente quando necessario. As suspensdes bacterianas continham de
400 a 500 milhdes de germes por centimetro cubico e as diluicdes
do soro variaram de 1/50 a 1/1600,

0 quadro demonstra os resultados obtidos com os diferentes
tipos de reacéo:



TITULOS PAS AGLUTINACOES COM AS DIFERENTES
MODALIDADES DE REACOES

Germes autoclavados Germes vivos Germes vivos Antigeno  alcoolico Antigeno formolado
. aglutinagio 370 aglutinaciio 56° aglutinagio 370 aglutina¢do 370 aglutinacdo 56
N.o Especies .
A1601 | A-53 | A-648 } A-129 | A-1601] A-53 | A-648 [ A-129 | A-1901} A-53 | A-648 ] A-129 | A-1601] A-BS | A48 | A-120 | A-1601] A-B3 | A-648 | A-126
i
1 D — 667 16900 1600 16060 100 800 800 400 200 0 ] 0 0 1600 1600 1600 1600 100 1600 50 50
2 D — 363 1600 1600 1600 400 400 1600 100 160 0 0 0 0 1600 1600 1600 800 100 100 400 [}
3 D — 299 1600 1600 800 800 800 1600 100 100 0 0 0 0 100 1600 1600 1600 400 100 100 50
4 D — 746 1600 1600 400 1600 400 §00 200 200 50 0 0 0 1600 1660 800 200 100 1600 400 0
5 D — 441 800 1600 1600 800 200 1600 200 200 0 0 0 0 2600 1600 400 1600 100 1600 200 50
6 D — 843 1600 1600 1600 400 400 1600 100 100 160 0 0 0 1600 1600 400 400 200 100 0 100
7 D — 504 1600 1600 1600 400 800 1600 200 100 0 0 0 0 1600 1600 200 1680 - - - -
8 D — 90 1600 1600 1600 400 800 1600 490 .1 400 0 0 0 0 800 800 100 400 200 200 0 100
9 D — 470 800 1600 1600 400 200 1600 200 200 0 0 0 0 1600 1600 1600 1600 100 100 100 50
10 D — 602 1600 1600 1600 800 800 1600 800 400 1600 1600 1600 490 200 1600 400 100 1600 1600 1600 800
1 D - 437 1600 1600 800 1600 800 1600 400 400 1600 1600 1600 400 1600 1600 1660 400 200 0 800 800
12 D — 180 1600 1600 1600 800 8060 1600 100 100 1600 1600 800 — 1600 1600 200 800 200 1600 800 400
13 D — 234 1600 1600 1600 1600 801 1600 400 800 1600 1600 400 400 1600 1600 1600 400 800 1600 800 100
14 D — 262 1600 1600 1600 400 1600 1600 400 400 800 1600 400 800 1606 1600 1600 1660 800 1600 800 800
15 D — 502 800 1600 800 200 1600 200 100 50 50 0 0 0 1600 1600 1600 400 1600 1600 800 0
16 P — 312 1600 1660 800 1600 — 1600 — — 0 0 0 0 1600 1600 1600 1600 200 1600 800 50
17 P — 340 1600 1600 1600 200 100 200 100 50 50 0 0 0 1600 1600 1900 400 1600 1600 800 0
18 r o Bl 1600 1600 1600 400 0 1600 50 0 0 0 0 0 1600 1600 200 800 400 1600 200 0
19 P — 260 800 1600 800 200 1600 1600 800 800 800 0 800 400 1600 800 800 800 800 1600 800 1600
20 P — 479 1600 1600 1600 400 0 0 0 0 0 0 0 0 1600 1600 200 800 800 1600 100 0
21 P -- 445 1600 1600 1600 400 800 1600 400 100 400 0 100 200 1600 800 1600 800 50 1600 200 0
22 P — 512 1600 1600 1600 800 50 0 100 50 0 0 4 0 1600 1600 200 800 800 200 100 200
23 P — 152 1600 1600 1600 400 0 0 0 0 0 0 0 0 1600 1600 1600 100 1600 1600 800 0
24 P — 601 1600 1600 1600 400 50 0 100 50 0 0 0 0 1600 1600 400 800 o — — -
25 D — 649 800 0 1600 1600 0 1] 100 100 0 0 0 0 400 200 1600 1600 — — — —
26 D - 530 800 0 1600 1600 400 0 1600 1600 50 1 100 100 400 200 1600 1600 100 0 1600 400
27 D — 7 800 0 1600 1600 400 0 50 50 650 0 50 50 400 100 1600 1600 100 0 1600 1600
28 P — 133 200 1 1600 1600 400 0 1600 1600 0 0 .50 50 400 100 1600 1600 100 0 50 400

NOTA — Os numeros usados no cimo das colunas representam os germes empregadas na prepara¢iio dos soros.
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Analisandoc-se o quadro, verificamoes fato parecido ao ja obser-
vado, isto é, maior uniformidade e titulos aglutinantes mais altos,
quando a reacfo foi feita com germes autoclavados ou tratados pelo
aleool. A ndo ser as quatro dltimas amostras que, sé aglutinaram
com todos os soros quando tratados pelo alcool, de um modo geral
os resultados sfo semelhantes quante a regularidade de reacgbes po-
sitivas. ' :

Com a aglutinacdo a 56° de germes vivos, os resultados tam-
bem foram bons mas duas amostras deixaram de aglutinar em todos
08 soros e as vezes & aglutinacio se processou sémente em diluicdes
baixas. Quando a temperatura usada foi de 87° cerca de 50%
das amostras deixaram de aglutinar com todos os soros. Com
germes formolados os resultados tambem foram bastante desiguais.

Na Standard Methods (3) a temperatura indicada para reages
de aglutinacéio com germes do grupo entérico é a de 48° a 52°, parece
nos entretanto que para este grupo particular é preferivel autocla-
var o8 germes ou trati-los pelo &lccol. A principio imaginamos
gue com esse tratamentc haveria uma alteracdo muito grande nos
* corpos bacterianos que poderia diminuir a especificidade da reacéo
mas os seguintes fatos provam ao contrario.

Em duas amostras, P.479 e P.152 que nfo aglutinaram a 37°
e a 56° com nenhum soro, fizemos a absorcdo de aglutininas do
soro A.53 empregando germes autoclavados. Fazendo reacio com
o soro absorvido mais a raca homéloga, verificamos que tinha havi-
do absorcdo completa das aglutininas.

Usando diversas racas de Sh. dysenterice, Sh. ambigua, Sh -
radysenterice e de Ebhertela typhosa que tinham sido autoclavadas
uma hora a vapor fluente, mais soro A 53, n&o houve o menor indicio
de aglutinacio em nenhum dos tubos. Com as amostras j4 estudadas,
mais soro Sonne, obtivemos reacles positivas com 6 amostras nos
titulos de 1/50 a 1/400, que podem muito bem correr por conta de
aglutininas secundirias, existentes no soro. Assim sendo, a acho
do aleool e do aguecimento em autoclave, talvez por alterar a dispo-
sicdo do mosaico antigénico do germe, facilitem a acfio do soro sobre
o germe obtendo-se resultados mais uniformes. Em pesquisas que
continuam sendo feitas, preferimos usar o calor em vez do &lcool
pela maior simplicidade, se bem que o segundo apresente resultados
mais uniformes.

Somos gratos ac Snr. Bruno Rangel Pestana pelas indicactes
fornecidas durante a realizacfio de nossas pesquisas.
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RESUMO

Fazendo diferentes modalidades de reacbes de aglutinacfio com
germes do grupo Sh alcalescens, verificaram os autores, resultados
mais uniformes quando estes sfo autoclavados uma hora a vapor
corrente ou tratados pelo alcool.

A especificidade das reacdes nfo fica em nada alterada, como
pensam terem demonstrado em algumas provas feitas.
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MEIOS DE CULTURA ECONGCMICOS PREPARADOS
PELA DIGESTAQ TRIPTICA DA CARNE,
SEGUNDO HOTTINGER

ETTORE RUGAI

Biologista do Instituto Adolfo Lutz

Péré, em 1892, demonstrou o valor da caseina digerida pela
tripsina, como meio de cultura para a produclo de indol pelo ba-
cilo coli.

Peckham, em 1893, usando carne em vez de caseina, confirmou
os trabalhos de Péré.

Entretanto, foi Hottinger que, em 1912, apds estudog mais am-
plos, divulgou ¢ uso do produto total da digestdo triptica da carne,
em diluicdo conveniente, para substituir o caldo comum. Por isso,
esse meio é conhecido hoje, como Caldo pancreitico de Hottinger.

Posteriormente, virios autores preparavam meios semelhantes:
Dalimier, 1913; Douglas, 1914; Cole e Onslow, 1916; Cunnigham,
1918; Norris, 1918-19-20; Angerer, 1921; Hermann, 1934.

Angerer que recebera de Heim a incumbéncia de preparar um
“meio de cultura econdmico, em face das dificuldades por que pas-
sava a Alemanha apbs a guerra de 1914, encontrou no meio de Hot-
tinger a solucio plena do problema. Verificou, ainda, que a carne
de peixe pode substituir a de vaca.

Hermann usou testiculos do touro para provas de fermentagéo,
por serem pobres em acucar e produzirem um meio incolor. que per-
mite observar, com facilidade, a viragem do indicador.

Os autores citados descreveram meios visando a cultura de ger-
mes pouco exigentes; em geral do grupo coli-tifo-paratifico. S&c
meios mais ou menos especializados. Nio se pode, por esse motivo,
sem outros estudos, lancar mio deles para usos gerais de labora-
tério. Excecfo feita, todavia, dos trabalhos de Angerer que inciuiu
germes mais delicados — estreptococos, pneumococos, diftéricos. E
isto é muite importante porque, os meios & base de digestos tripti-
cos sfo ricos em aminoicios que constituem arma de dois gumes.
Fonte preciosa de nitrogénio e de assimilacfo facil, estimulam a mul-

¥
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tiplicacdo dos germes; mas ultrapassados certos limites de concen-
tracdo, tornam-se t6xicos, principalmente para os germes mais sen-
siveis acima citados. E o que demonstraram Wyon e Mcleod em
1923 ¢ Gordon em 1923-26. E surpreendente, dizem agueles auto-
res, gue os que propde digestos tripticos para meios de cultura nio
se refiram ao poder inibiente dos aminoacidos.

O momento oportuno para se interromper a digestdo ndo foi
muito considerado. E porem indispensavel; seja para garantir o
crescimento de maior ndmero possivel de espécies bacterianas, seja
para estandartizacdo do meio.

Hottinger acompanha o andamento da digestio pela pesquiza
do triptéfanc com 4gua bromada. Manda digerir até determinada
intensidade da reacfo, conforme o fim que se tem em vista. KEsta
reacdo tem valor como qualitativa e nao pode, portanto, indicar com
precisdo o grau de digestdo. Resulta deste fato que as diversas
partidas de meios podem apresentar muita diferenca entre gi.

Angerer, baseando-se no poder tampio dos aminoécidos, avalia o
grau de digestiio pela quantidade de solucdo N/10 de HC1 neces-
saria para baixar o pH do ponto de viragem da fenoliftaleina ao
ponte de viragem do vermelho de metila. N3io indica, porém, o mo-
mento 6timo para cortar a digestéo.

Mais preciso é o método de dosagem dos aminoacidos por meio
do formol, segundo Sorensen. E o método que adotamos no presen-
te trabalho.

A digestdo triptica da carne tambem foi empregada para pro-
ducdo de toxina diftérica, com bons resultados, por: Hartley, 1922;
Watson e Wallace, 1923 ; Watson e Langslaff, 1927: Gibs e Rettger,
1927; Pope e Smith, 1932; Pope e Healey, 1933; Pope e Linggood,
1939 ; Linggood, 1939-41.

Considerando as vantagens técnico-econdmicas que o meio de
Hottinger oferece, empreendemos estudos no sentide de verificar si
é possivel o seu emprego em substituicio ao caldo e agar comuns.
Apés inimeras provas e algumas modificacGes, conseguimos o nos-
so desideratum.

O meio é de grande interesse porque dispensa as peptonas co-
merciais e reduz grandemente a quantidade de carne que seria ne-
cessaria para preparar igual quantidade de caldo ou agar comuns.

Antes de entrarmos na parte técnica julgamos de interesse co-
mentar os seguintes tbpicos:

1) Fermento digestivo: & pancreatina comercial, de atividade
variavel e as vezes negativa, preferimos usar a mistura de diver-
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808 pancreas de porco, cuja atividade é sempre garantida e mais
" uniforme. Cunnigham usa o pancreas de carneiro e cabra.

N&o se deve usar o pancreas muito fresco porque, encerrando
a tripsina ainda sob a forma de tripsinogeno, é de pouca atividade.
A conservaciio em geladeira durante alguns dias aumenta muito sua
atividade pela libertacio do enzima proteolitico.

2} Momento oportuno para interromper a digestfio: a acio
do fermento triptico é acompanhada pela dosagem dos aminoicidos
pelo método do formol, de Sorensen. O resultado é expresso em
centimetros ciibicos de solucdo normal de soda ou em miligramas
de nitrogénio aminico por cento. Quando a concentracio dos
aminodcidos atingir ao valor correspondente a 25-28 cc. de soda
normal ou a 0,350 a 0,392 milgr. de nitrogénio por cento, deve-se
interromper a digestdo. (IEstes dados tém valor para a relacio de
1 quilo de carne e 1.500 ce. de agua conforme a técnica adiante
descrita).

. K’ necessirio observar este limite para garantir o crescimenteo
de estreptococos, pneumococos e diftéricos, germes estes sensiveis a
concentracdes muito elevadas de aminoacidos.

Os germes do grupo coli-tifo-paratifo-disentérico, desenvolvem-
-se abundantemente mesmo quando aquele limite atingir a 40 ou
mais ce. de soda normal.

Mencio especial merece o bacilo tifico, para o qual o meio de
digestdo bem avancada é de grande wvalor.

3) Interrupcdo da digestio: O aguecimento para interrom-
per a digestdo deve ser feito em banho Maria ou em autoclave a
vapor corrente. (O aquecimento direto altera as propriedades nu-
tritivas do meio), e em pH 6.0, Neste pH alem de ser mais facil
a filtracdo e clarificacdo da solucdo, sio libertados os 4cidos gor-
durosos inseoliiveis, dos sabdes alealinos soltveis que se formaram da
gordura do pancreas e da carne com o alcali. A filtracdo deve ser
feita em papel molhado e apds completo resfriamento do liquido
para eliminacio mais facil desses Acidos.

A alta toxidez dos sais s6didos dos 4acidos oléico, linoléico e
linolinéico, para os pheumococos, conforme foi demonstrado por
Lamar, 1911 e Falk e Yang, 1926, e as nossasg proprias observa-
¢bOes, justificam plenamente a técnica que indicamos.

4) Estandartizacfio: N&o é possivel em duas operacbes de
digestdo, mesmo quando executadas em condicdes aparentemente
idénticas, chegar-se a um resultado perfeitamente igual. Dai a
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necessidade de estandartizacdo para que as diversas partidas de
meio sejam, guanto possivel, uniformes. Para esse fim, adotamos”
o método proposto por Ashenshow que, pela simplicidade, estd ao
alcance de qualguer laboratério.

E’ baseado na dosagem da matéria orgénica pelo permanganato
de potissio. O resultado é expresso em gramas de oxigénic por
cento.

Quanto maior for a quantidade de albumina digerida, maior
quantidade de oxigénio serd absorvida. Este valor nos indicara
em que diluicfio serd usada a solugiio méi, para se obter um meio
gue encerre sempre a mesma rigueza em matéria organica.

Para casos egpecials — pesquiza de indol, pesguiza de pigmer-
tos — a diluicdo da solucio mii pode ser até de 1 para 50 ou mais,
com relacfo ao peso da carne digerida.

“Para o nosso caso porém, que deve conciliar varios problemas,
a diluicdo varia entre 1:12 e 1:15, conforme correu s digestio.
Estabelecemos para o caldo e para o agar a concentracio de 0,8%
em matéria orginica computada em oxigénio.

Por parte dos compostos resultantes da clivagem das aloumi-
nas — albumoses, peptonas, polipeptidios e aminoaeidos, — a dilui-
cdo poderia ser bem mais elevada sem prejudicar as qualidades
nutritivas do meio. O mesmo nio acontece porem, com as substin-
cias extrativas da carne — Xantina, hipoxantina, carnina, carnosi-
na, creatina, arginina, guanidina, metil-guanidina, glicose, inosita,
vitaminas, compostos orginicos de fosfore, ete., que ndo aumentam
relo processo digestivo, atingindo logo os limites miniros de con-
centraciio, importante sob o duplo aspecto: fisioldégico, pelo valor
nutritivo que apresentam alguns elementes, como demonstraram
Armand-Delille e outros, 1912; Meyer e Schoeffer, 1919: ¢ Mueller,
1922 e fisico-quimico, pela acdo da tamponagem.

TECNICA PARA PREPARACAC DO MEIO

1} Digestdo da carne:

1. earne ... ..t 1.000,0 gr.
2. 4gua distilada ................ 1.500,0 ml.
3. carbonato de sbédio anidro ...... 8,0 gr.
4. péncreas de porco .............. 150,0 gr.

Cortar a carne em pedacos do tamanho de um dedo. Mergu-
tha-la, aos poucos, nos 1.500 ml. de Agua fervente. Ksperar a
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fervura romper r.ovamente, mantendo-a 5 minutos, para destruir
os fermentos antitripticos. Separar a carne picd-la & méquina.
Misturar com &agua de fervura e colocar tudo em um balido de
2 litros. Arrefecer. Ajuntar o carbonato de sédio e o péncreas
livre de gordura o mais possivel e reduzido a polpa. Ajuntar 15 cc.
de cloroférmio e 10 ce. de toluocl. Agitar energicamente. Encubar
a 87°C.. Agitar frequentemente, durante a digestio.

O tamanho dos pedacos de carne vai diminuinde conforme
avanca a acdo do fermento. ‘ '

Atingida a concentracio desejada em aminoécides, forma-se
um liguido amarelado sobre-nadando um residuo pulverulento, cons-
tituido por substincias indigeriveis.

Decorridas 20 horas de digestdio, faz-se a dosagem dos amino-
jeidos pelo método de Sirensen, como segue:

Tomar 25 ml. de liquido e acidificar com uma gota de 4cido
acético glacial, colocar em um tubo 18x180, aguecer em Dbanho
Maria 10 minutos, Filtrar em papel. Em um baldo de Erlenmeyer,
colocar: :

1. liquido filtrado ...........c.ce.... 10,0 ml
2. Aagua distilada ......... ... ..., 15,0 ml
3. Fenolftaleina, sol. alecoblica a 19 .. 3 gotag

Neutralizar com solucdo normal de soda até coloraciic levemente
résea e ajuntar 10 ml. da diluicdo em partes iguais de formalina e
Agua distilada (solucdo de formol do comércio que encerra de
36-38% de HCOH), tambem neutralizada com solucdc normal de
soda em presenca de fenolftaleina até coloracio résea.

Feita a mistura, a cor résea desaparece em face da acidez que
se desenvolve pela combinacio entre o aldeido e os grupos aminicos
dos aminoacidos, destruinde-thes a funcfo “bésica” caracteristica
com subsequente exaltacfo da funclo “4cido”.

Por meio de uma bureta graduada ajunta-se agora uma soliu-
cdo N/10 de soda, até voltar a coér rbsea primitiva. Anotar o
n° de cc. de reativo empregado. Si o valor for inferior a 25, con-
tinua-se a digestdo e si estiver entre 25-28, deve-se interrompé-la.

2) Interrupcio da digestio:

Acidificar a mistura com solucio normal de HC1 até ao pH 86.0.
Aquecer em banho maria ou em autoclave a vapor fluente 15 minu-
tos. Esfriar completamente. Filtrar em papel previamente molha-
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do. Filtra um liquido amarelo-esverdeado, pronte para dosagem da
matéria orginica e que constitue a solucdo mai para os meios de
cultura.

3} Dosagem da matéria orginica:

Em balido de Erlenmeyer de 250 ml. colocar:

1. Solucdo méai diluida a 109 ...... 1,0 ml,
2. Agua distilada ............ e 50,0 mlL
3. Sol. de acido sulftrico a 25% ...... 10,0 ml.
4. Sol. N/10 de permanganato de potés-

SI0 v e e e 15,06 ml.

Aquecer em banho maria fervente 30 minutos. Retirar do
banho e ajuntar 15,0 ml. de solucdo N/10 de 4cido oxalico. A cor
aroxeada da solucio desaparece. Aquecer a T0-80°C. e por meio
de uma bureta graduada gotejar solucdc N/10 de permanganato
de potassio até aparecimento de coér résea persistente. O nlUmero
de centimetros cibicos de permanganato empregados multiplicado
por 0.8, dard a matéria orgénica por cento expressa em oxigénio.

Pamos em seguida as propriedades de uma das partidas- de
solucio mai que preparamos partindo de 1 Kl. de carne:

Volume  ..vvnvienerciiiiiinnenneneans e 1.800 ce.
Cor — amarelo-esverdeado.

Cheiro — agradavel.

Aspécto — limpido quando recentemente preparado {(com o tem-

; po turva-se pela cristalizacdo da tirosina).
Densidade — 1038.

Reacfo do triptéfanc — positiva (forte).

Meia saturagdo com sulfato de aménes — turvagio.

Saturacdo completa com sulfato de amdneo — ypequeno precipi-
tado.

Aminoacidos em cc. de solucio de soda normal — 26%.

Matéria orgénica em gramas de oxigénio — 5.33%.

Extrato seco a 100°C. 2 horas — 9.5%.

Esta solucBo pode ser guardada em frascos estéreis, em pre-
senca de cloroférmio e em sitio fresco, anotando-se o volume e o
titulo, para ser usada conforme a necessidade.

Para preparar um meio com determinada porcentagem de ma-
téria orgénica, podemos lancar mfioc da férmula gral:
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onde V é o volume do meio desejado, T o titulo da solucio mai em
 matéria orgénica, t é o titulo desejado para o meio e x & o volume
a se tomar. Portanto, com a solucio acima mencionada teremos:

5.33

1000 <+ —* =

= 150 ml. de solucéo, para um lifro e

meio com 0,8% em matéria orginica.

Com um quilo de carne que nos deu 1.800 ml. de solugdo, po-
demos preparar: :

5.33 X 1.800

" — 11.992 ml. de caldo ou agar.

PREPARACAC DOS MEIOS

CALDO
1. Solugo mai g8Pp. vvvveererirenn, 0,8% em mat. org.
2. Fosfato dipotassico ................ 1,0 gr.
3. Cloretodesédio .....oovvvvvvnnennns 7,0 gr.
4. Agua distilada gsp. .o, 1000,0 ml.
pH 7.6. — Esterilizagio 25’ a 115°C.

a) Tomar a quantidade de solugiio méi calculada pela férmula acima men-
cionada.

b) Completar 1.000 ml. com A4gua distilada.

¢) Ferver 10 minufos para eliminar o cloroférmio.

d) Ajuntar o cloreto e o fosfato di-potédssico.

e) Ajustar ao pH 7.6.

£) Ferver 5 minutos.

g) Filtrar. Completar 1.000 ml.

h) Distribuir conforme a necessidade.

i) Esterilizar 25 minutos a 1150C.

AGAR
1. Solugio mai g.8.p. ..vvivviiennnnn... 0,8% de mat. org.
2. TFosfato di-potassico ................ 1,0 gr.
8. Cloreto de s6dio .ovvsrierinnnnnn.s 7,0 gr.
4. Agua distilada qs.p. «vooiviiin... 1000,0 ml.
B, Agar ... i 250 gr

pH 7.6. Esterilizacio 25’ a 115°C.
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a) Seguir a técnica da preparacio do caldo até o tempo ¢) inclusive.
b) Ajuntar o .agar.

¢) Autoclavar 25 minutos a 120° C.

d) Filtrar em algoddo. Completar 1.006 ml.

e} Distribuir conforme a necessidade.

f) Esterilizar 25 minutos a 115°C,

VERIFICACAO DA VIABILIDADE DOS MEIOS

Estes meios foram estudados comparativamente com o calde
e agar comuns, preparados com peptona de carne “Merck”, seca.
O caldo foi preparado com a infusfo da carne residual da infuséo

concentrada.

CALDO

O crescimento nos meios liguidos foi avaliado por nefelometria
com o auxilio da escala de Mac Farland. Incubacdo de 24 horas
a 37.C. com excecdo das brucelas que foram incubadas 72 horas.
O quadro I expressa os resultados.

QUaDRO I

CRESCIMENTO EM CALDO COMUM E CALDO HOTTINGER

CRESCIMENTO EM CALDO
ESPECIE BACTERIANA
COTUIMN Hottinger

E. typhosa — 4446 — Inst. Lister ............. 7@ 8
E. typhosa — 901-H — Inst. Lister ............ 7 8
L. typhosa — 1586 — Isolada de hemocultura nes-

te Instituto ...t 8 8
E. typhosa — 1615 — Isolada de hemocultura nes- .

te Instituto ... ..ot 6 7
S. paratyphi — Kauffman .............c000h, 3 4
S. Schottmiilleri — Inst. Lister ................. 4 4
S. dysenterice — amostra Parkar — Inst. Lister 3 4
S. dysenteriae n.o 49 — Isolada neste Instituto .. 3 3
S. dysenterige n.c 102 — Isolada neste Instituto .. 3 4
S. dysenteriae n.o 108 — Isolada neste Instituto .. 3 3
S. dysenteriae n.o 547 — Isolada neste Instituto .. 3 3
S. paradysenterice (Flexner) amostra Oxford —

Inst. Lister ......oiiiiiiiiiiiin i, 3 4
S. paradysenterine (Flexner) amostra Willesden —

Inst. Lister ... ... . . i il i, 5 6
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ESPECIE BACTERIANA

CRESCIMENTO EM CALDO

COMUM. Hottinger

S. paraodysenteriae (Flexner) amostra n.° 34 —
' Tsolada neste Imstituto ..................... 5 5
S. paradysenterice (Flexner) amostra n. 513 —

Isolada neste Imstituto ..................... 3 4
S. paradysenteriae (Y. Hiiss) amostra Northampon

— Tnst LISEOT vttt 3 4
S. paradysenterice (Y. Hiss) amostra n. 70 —
" Isolada neste Instituto ...................... 3 4
S. paradysenterice (Y. Hiss) amostra n.° 24 —

Isolada neste Instituto ..............c..ovinn 3 3
S. ambiguo — 836 — Depart. Nacional de Safde

PUblCa o e e e e 4 4
S. ambigua — 795 — Instituto Biologico ........ 3 4
S. ambigua — n.o 88 — Isolada neste Instituto .. 3 3
S. alcalescen — grupo A — Dr. Arlindo de Assis 3 4
S. alcalescen — grupo B — Dr. Arlindo de Assis 3 4
S. alcalescen — n.0 362 — Isolado neste Instituto 4 5
S. alcalescen — n.° 133 — Isolado neste Instituto 4 4
E. eoli — 77 — Isolada de fézes humanas, neste

Instituto ... .o iii i e 6 7
B. melitensis — Isolado por Mazza — Argentina 1 1
B. abortus — recebido do Depart. Industr. Animal 1 1
B. abortus — amostra 456 — Wash. Hig. Laboratory 1 1
B. suis — recebido do Dr. Carini .............. 2 2
P. aviseptica — 151 — Inst. Fasteur, Paris ..... 3 3
P. boviseptica, — 1287 — Inst. Lister ........... 3 3
P. suiseptica — 2417 — Inst. Lister ............ 3 3
P. lepiseptica — 2417 — Inst. Lister ............ 3 3
P. pseudotuberculosis n.o 23 ... ... ... ... 2 2
P. pseudotuberculosis n.o 25 ... ... ... ... 2 2
P. pseudotuberculosis no 30 ............ ... . 2 3
Streptoc. hemolyticus — 16 — Isolado de hemo- .

cult. neste Imst. (2) ........ .. iiiinan.. 5 5
Streptoc. hemolyticus — 1108 — Isolado de hemo-

cult., neste Imst. ... ... . il 5 5
Streptoe. hemolyticus — 1109 — Isolado de hemo-

cult. neste Inst. ......... ... .. il 6 8
Streptoc. hemolyticus — 1068 — Isolado de hemo-

cult. neste Inst. ....... ... it 5 5
Streptoc. escarlatinae Dochez — Inst. Lister ...... 3 3
Streptoc. penfige — B8 — Isolade pelo Dr. B.

M, MOUTEO . vvvrriniiniiiinniianenenns 5 )
Streptoc. penfigo — T1 -— Isolado pelo Dr. B.

M. Mourfio ....vvvinininiiiiiinnnannnnn B 3
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ESPECIE BACTERIANA

CRESCIMENTO EM CALDO |

comum Hottinger

Streptoc. pyogenes — 4549 — Instituto Lister 3 3
Streptoc. viridans n.°o 1 — Isolado de hemocultura

neste Inst. ....... . .. i i il 4 4
Streptoe. viridans n.°o 2 — Isolado de amigdala nes-

te Inst. ... e 6 6
Streptoc. viridans n.° 3 — Isolado de cisto dentdrio

neste Inst. ......oeveinnnnn.. R 5 5
Streptoc. viridans n.° 4 — Isolado de cisto dentario ;

neste Inst. ........... [ 5 5
Streptoc. viridans n.o 5 — Isolado de cisto dentario

neste Inst. ... ... o i 4 4
Streptoc. hemolyticus n.e 6 — Isolado de cisto den-

tario meste Inmst. ...........ciiiiiiiiinin.. 5 5
Diplococcus pneuwmoniae Tipo I — Dep. of Health

City New York .......oiiiiiiiininnnnan.n. A 4
Diplococcus preumoniae Tipo II — Dep. of Health

City New York .....coiiiiieniiniiinnnnnnnn 4 4
Diplococcus prewmoniae Tipo III — Dep. of Health

City New York .......o0iiiiiiiininenenenn. 4 5
C. diphteriae — Park Willians no 8 ............ 3 3
C. diphteriae n.°o 44 — Isolado neste Instituto .... 3 3
C. diphteriae n.o 418 — Isolado neste Instituto .. 3 3
C. diphterine n.o 409 — Isolado neste Instituto .. 2 3
Staphylococeus oureus n.° 183 — Isol. de abeesso

neste Instituto .......... ... . i, 5 5
Staphylococecus aureus n.o 791 — Isol. de hemo-

cult. neste Instituto .............. ... ... . 6 6
Staphylococcus aureus n.o 512 — Isol. de memnglte

neste Instituto ......... ... ... .. ... ... ..., 5 4

O caldo de Hottinger revelou-se idéntice ou superior em 96,79 %
dos casos. Quando o caldo comum apresentou maior crescimento,
ainda o desenvolvimento no caldo Hottinger nfo deixou a desejar.

(1) Os nfimeros correspondem aos ntimeros dos tubos da escala de McFarland, de sulfato de

bario, dos quais mais se aproxima a turvagio da cultura.

(2) Para estreptococos e preumococos foram empregados meios com 1% de glicose, adicionada

asseticamente.




DIGESTAO TRIPTICA DA CARNE 263

PESQUIZA DE INDOL

Como ficou demonstrado por Péré, o meio, pela rigueza de
triptéfano, é 6timo para prova do indol. A comparacio foi feita
com Agua peptonada preparada com peptona Park Davis e com
triptona Difco. Incubacio de 24 horas para os germes indoldégenos
e de 5 dias para os anidolégenos. Pesquiza de indo! pelo. método
de Ehrlich.

Quabro II

PESQUIZA DE INDOL

N. de | Ao pepto-| TEL PPN Cotgo de | o
amostras | nada ¢/ Pep.| poos, tri Hottin- cordbnein
empregadas | Park Davis ptona Difco. ger
S. ambigua ... ... .. 35 + + ! 100%
Pasteurelas diversas — (av. )
bov. suis. lepis.) 51 + 4 + - 100%
E. coli ........ ... ... 70 -+ -+ + 100%
S. alealescen .............. 6 + -+ + 100%
S. paradysenteriae “Flexner” 4 — — — 100%
S. paradysenteriae “Flexner” 3 e + + 100%
S. paradysenteriae “Y Hiss” 5 — — — 100%
S. paradysenteriae “Y Hiss” 3 + + | - 1009 -
B. abortus melitensis suis 8 — —_— — 100%
S. dysenteriae ............. 5 - — — 100%
P. pseudotuberculosis ...... 4 — _— —_ 100%

Hove concordancia em 100% dos casos. As reacdes positivas
foram sempre intensas apés 24 horas e de intensidade nunca in-

ferior as reacbes obtidas com a peptona Park Davis e triptona
Difco.

PESQUIZA DE MOVIMENTO DAS BACTERIAS

O movimento foi pesquizado apés 24 horas de crescimento em
temperatura ambiénte.

O quadro III expressa os resultados.
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Quabro III

FESQUIZA DE MOVIMENTO

ESPECIES BACTERIANAS m};{(}sz‘%s e on colde co;fi?i};cia
comum Hottinger

E. typhosa . .....coiiiiiiiiiian. 50 + + 100%
Salmonelas diversas ............... 58 + + 1009%
E. coli v, 30 -+ + 100%
Pasteurelas {av. bov. suis lep.) .... 46 — — 100%
S. dysenteriae ,........i i, 5 — — 160%
S. poradysenterige “Flexner™ ...... 8 — —_ 1009%
S. paradysenterige “Y Hiss™ ....... 11 — — 100%
S, embigua ... 33 — — 100%

Os resultados foram completamente, satisfat

tes em 100% dos casos.

Orios e concordan-

Para o agar a comparacio foi feita pela técnica da contagem
em placas. Semeaduras feitas de diluicbes convenientes da cultura
em caldo comum. Incubacfio de 24 horas a 37°C. com excecdo das
brucelas que foram incubadas 72 horas. O quadro IV. expressa

os resultados.

QUADRO IV

CONTAGEM EM PLACAS DE AGAR COMUM E DE AGAR

DE HOTTINGER

CONTAGEM EM AGAR

comum Hottinger

E. typhosa — 4446 — Inst. Lister .............. 90 110
E. typhosa — 901-H — Inst. Lister ............. 110 122
E. typhosa — 1576 — Isolado de hemocultura nes-

te Imstituto ... .ot 70 81
E. typhosa — 1515 — TIsolado de hemocultura nes-

te Instituto ....v it it 1561 162
S. Paratyphi ................ b e 72 75
S. Schottmiilleri ... ..o ini i i 94 96
S. dysenterine Parker — Inst. Lister ........... 87 90
S. dysenterice 49 — Isolado neste Instituto 62 70
S. dysenterine 102 — Isolado neste Instituto 203 210
S. dysenteriae 103 — Isolado mneste Instituto 108 112
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CONTAGEM EM AGAR

comamn Hottinger

S. dysenteriae b47 — Isolado neste Instituto 120 128

S. pardysentericde “Flexner” — Oxford — Inst.
Lister .............. e e e 123 129

S. paradysenteriade “Flexner” — Willesden — Inst.
Lster i i e e 110 120

S. paraedysenteriae “Flexner” 34 — Isolada neste
Instituto ... . i i 93 97

. S. paradysenterice “Flexner” 513 — Isolada neste
‘ Instituto ... ... . 68 72

S. Paradysenterige “Y. Hiss” Northampon — Inst.
Lister .......... et e it 215 223

S. paradysenteriae “Y. Hiss” 70 — Isolado neste
Instituto ... ... .. i 140 151

S. paradysenteriae “Y. Hiss” 24 — Isolado neste
Instituto ... ... i i 94 93
S. ambigue — 836 — D. N. S. P, ...t 183 147
S. embigue — T35 — Inst. Biolégico ............ 62 71
S. ambigue — 83 — Isclada neste Instituto 79 81
S. alcalescen — grupo A — Dr. Arlindo de Assis 92 98
S. alcalescen — grupo B — Dr. Arlindo de Assis 115 130
S. alcalescen — 362 — Isolada neste Instituto .. 98 110
S. alealescen — 183 — Isolada neste Instituto .. 140 162

B. abortus — recebido do Depart. de Industr. Ani-
Mal L e e 117 126
B. abortus — amostra 456 — Wash, Hyg., Lab. .. 72 60
B. melitensis — Isolado por Mazza — Argentina 63 50
B. suis — Recebido do Laboratério do Dr. Carini 110 96
P. pseudotuberculosis n.o 23 .................... ' 56 80
P. pseudotuberculosis n.o 24 .................... 128 136
P. pseudotuberculosis n.oe 25 ........ e 117 122
.P. pseudotuberculosis no 30 .......... ... .uii.. 70 76

Staphylococcus aureus — 791 — Isolado neste Inst.
de hemocultura ........ ... ..t 93 90

Stdphylococéus aureus — 183 — Isolado neste Inst.
de abcesso .....iiiiiannnn e et i e, 120 130

Staphylococcus aurens — 512 — Isolado neste Inst.
de meningite ......... .. ... . i i, 110 118

Em 86,12% dos casos, o agar de Hotinger foi igual ou superior.

As Brucelas mostraram preferéncia pelo agar comum mas

desenvolveram-se perfeitamente no agar de Hottinger.
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A aglutinabilidade do bacilo tifico em presenca do soro especi-
fico ndc sofreu alteracfio pela cultura em agar de Hotfinger. A
verificacdo foi feita apés 22 passagens, com antigeno vivo e aque-
cido a vapor fluente 1 hora. Ver quadros V e VI:

QUADRO V

AGLUTINACAO COM ANTIGENO VIVO

TITULO DE AGLUTINA-
CA0 COM GERMES CUL-
AMOSTRA DE GERMES TIVADOS EM AGAR:

comum Hottinger

E. typhosa 901 — Inst. Lister .................. 25.600 25.600
E. typhosa n.o 23 — Isolada neste Inst. ......... 25.600 25.600

QUADRO VI

AGLUTINACAO COM ANTIGENO AQUECIDO

TITULO DE AGLUTINA-

CA0 COM GERMES CUL-
AMOSTRA DE GERMES TIVADOS EM AGAR:

comum Hottinger
E. typhosa 901 — Inst. Lister ............c...... 5.400 ©6.400
E. typhosa n.o 23 — Isolada neste Inst. ......... 3.200 3.200

Numerosas provas de crescimento em superficie foram feitas
com todos os germes usados nas provas anteriores. O resultado
nunca deixou a desejar. Vinte amostras de meningococos {culturas
de estoque), desenvolveram-se bem no agar em 24 horas, sem adiclo
de liquidos albuminosos.

Adicionado de 5% de sangue de coelho, o agar produz bom
crescimento com estreptococos, pneumococos, gonococos, bacilo per-
tussis, bacilo de Pffeifer.

As provas de hemdlise em placas néo sfo prejudicadas.
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CONCLUSAOQO

O digesto triptico da carne pode ser empregado, com vantagens,
tanto sob a forma liguida como s6lida, para usos gerais de labora-
téric, em substituicdo ao caldo e agar comuns, desde que sejam
observados certos detalhes de técnica que descrevemos na sua pre-
paracéo.

Para a indGstria farmaceutma é de incontestavel valor na pre-
paracdo de vacinas e buco-vacinas, pelo seu alto valor nutritivo e
baixo custo.

‘RESUMO

1) O autor descreve a técnica para preparacéio do caldo e do
agar de Hottinger e estabelece o método para a estandartizacio dos
mesmos.

2) Verificou pela cultura de numerosas espécies bacterianas
— E. typhosa, S. paratyphi, S. Schottmiilleri, S. dysenteriae, S. am-
bigua, S. paradysenteriae, S. alcalescens, C. diphterice, B. abortus,
B. militensis, B. suis, S. aureus, S. hemolyticus, S. viridans, D. pneu-
moniae, N. intracellularis, N. gonorrheae, H. influenzae, H. per-
tussis, — que os meios tem grande valor nutritive.

3) O meio liquido é 4timo para prova do indol.

4) A aglutinacdo da E. typhose em presenca de sorc espe-
cifico ndo sofreu alteracio apds 22 passagens em meio ¢6lido.

5) KEstes meios podem substituir com vantagem o calde e
0 agar comuns.

SUMMARY

1) The A. described the technic of the praparation of the
Hottinger’s broth and agar, stablishing the method for their stan-
dardization.

2) By the cultivation of numerous species of bacteria he
verified the media has high nutrient value.

3) The fluid medium is excellent for the indol test.

4) After 22 successive transfers on the solid medium, in
presence of specific immune serun, the agglutination of the E.
typhosae has not undergone alteration.

5) The media may, with advantage, replace the plain broth
and agar.
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Da seguranca e dos resultados satisfatérios dos exames de la-
boratério dependem, em grande parte, os diagnodsticos. E neces-
sario para isso o emprego de métodos seguros e experiéncia do
téenico que trabalha ,afim de escolher os meios, verificar as falhas
que podem aparecer e saber interpretar os resultados.

Em geral os téenicos encarregados dos servicos de rotina tém
sempre os seus métodos de escolha, com os quais tém sido bem su-
cedidos. Consequentemente, eles hesitam em aceitar novos méto-
dos ou modificacdes a serem introduzidos nos processos velhos. So-
mos de opinido que devem ser padronizados os métodos de exame,
principalmente aqueles que dizem respeito & identificacdo e classi-
ficacdo. Mas, os que temos em maos nem sempre sfo perfeitos,
devendo por isto serem feitas pesquisas para melhorar; porem, an-
tes de adotar um método nos servicos de rotina, devemos experi-
mentéi-lo, usando inteligentemente e com consciéncia, comparativa-
mente com varios outros métodos ja aceitos e experimentados.

Tendo estado durante algum tempo a nosso cargo, 0s exames
bacteriolégicos de fezes do Instituto Bacteriolégico de Sio Paulo,
vamos dar aqui a técnica por nds seguida, os métodos verificados e
os resultados da nossa observacio. A identificacio mais minucio-
sa e o estudo dos diversos germes por nés isclados, assim como a
sua frequéncia, serd feito em outro trabalho que pretendemos pu-
blicar muite em breve.

(*) Trabalho realizado no antigo Instituto Bacteriolégico de S. Paulo. Recebide para pu-
blicagio em 11-2-1942.
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Alem dos servicos de rofina tivemos sempre em mente a in-
vestigacho, ndo s6 para o aperfeicoamento da téenica, como tambem
para o estudo dos germes isolados, principalmente a sua biologia,
identificaciio e classificacdo e sempre que nos fol possivel apro-
veitdmos para tirar alguma orientacfio para os clinicos e questdes
de epidemioclogia.

O bacteriologista ndo pode dispensar a cooperacio do clinico,
do higienista e do epidemiologista, para que os resultados das suas
pesquisas sejam mais proveitosos.

As fezes por nés examinadas foram de pessoas com disenteria,
colites ou perturbacoes intestinais e que procuram o Instituto Ba-
cteriolégico para elucidagdo do diagnéstico, ou provenientes de doen- .
tes do Hospital de Isolamento, principalmente os destinados a pes-
quisa de portadores.

Como bem salienta E. Hormaeche e N. S. Surraco, os estudos
feitos sobre os diferentes meios usados devem ser feitos em mate-
rial de origem humano ou animal e nfioc em cepas da colecio. As
nossas pesquisas foram sempre feitas com fezes humanas, usadas
nos servicos de rotina do Instituto Bacteriolégico para exame de
fezes.

Nos exames bacteriolégicos de fezes sfio importantes nfo s
os meios de enriquecimento e isolamento, como os de identificaco.

Como meios de preservacio e de enriquecimento, usamos a Gli-
cerina aconselhada por Teague e Clurman, o de glicerina e cloru-
reto de litio de Gray e caldo com hipossulfito de sédio aconselhado
por Leon Muller e modificado por Shiaffer e por Kauffmann.

SOLUCAQO DE GLICERINA

Solugio de glicerina de Teague — A solucio de glicerina e clo-
rureto de sédio de Teague, usada pelo Instituto foi a seguinte:

. Sol. de clorureto de s6dic a 0,6% ............ 700 cec.
Glicerina ...ttt it inennanss 300 cec.

Filtrar e distribuir em quantidade de 10 cc. por tubos ou fras-
cos com tampéo de algoddo. Esterilizar no autoclave a 121° du-
rante 20 minutos.. O algodfo poders ser substituido por rolhas de
borracha para o transporte de fezes.
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SolugGo. de glicerina e clorureto de litio — A solucdo acima,
adiciona-se clorureto de litio na proporcéo de 0,5 grs. para 100 cc..
Tomar uma parte de fezes, dando preferéncia & que contem muco
e fazer uma suspensfo na soluciio de glicerina, Logo depois fazer
a primeira semeadura em placas. Se nenhuma colénia é suspeita
depois de 24 horas, fazer nova semeadura com a Suspensio que

ficar & temperatura média de 18° a 23°.

Meio de caldo em hipossulfito de sédio — O caldo de hipossul-
fito de sédio (Na,S,0;) foi utilizado por Leon Muller, o qual verifi-
cou ter se mostrado melhor que os meios de verde brilhante e do
gue verde malachite para o enriquecimento dos germes do grupo
tifo e paratifo.

Usamos comparativamente 6 meio aconselhado por Shéiffer e o
meio de Kauffmann.

Meio de Shiffer — As fezes eram emulsionadas no seguinte
meio e depois de 24 horas de estufa eram semeadas em placas de
agar acido resllico e de Teague:

Na,8,0, .o 60 grs
CaCOy ..ot e e 25 grs.
Caldo comum (pH 7.4) ..... .. ... ... 900 cec.

Esterilizar durante 25 minutos a 115° e a cada 100 ce. juntar 5 ce. da se-
guinte solucdo:

5 12 grs
KI oo J 100 ce.
Agua distilada ......... ... .. ... il 100 cc

Esterilizar e juntar depois de frio. A mistura é distribuida em tubos
de 8 ce..

Meio de Koauffmann:

Caldo comumM . ...ttt inennaneans 90 ce.
Carbonato de calcio esterilizado ............. 5 grs.
Sol. de Na,S,0, (500 grs. + 100 cc. de 4gua

distilada) ... i e 10 ce.

Sol. de Iodo-iodureto de potassio (1.20 grs. +
KI 25 grs. 4+ agua distilada 100 cc.) ndo aque-
CIAG o e 2 ce.
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Misture tudo, porem nfo aqueca.
Junte a cada 100 cc. do caldo acima, o seguinte:

Sol. de verde brithante (Hochsteryst extr)

1:1000 em Agua distilada ............... 1 cec.
Biles de boi esterilizado .................... 5 ce.

Misture tudo muito bem e distribua em tubos com 8 ce. A cada tubo de
8 cc. emulsionar uma por¢io de fezes do tamanho de uma ervilha, ou 0,5 cec..

Depois de 16 a 20 horas de estufa a 37° sera semeada em placas.

As experiéncias feitas comparativamente por nds, em diversas

séries, deram os seguintes resultados:

1.% Série:
Glicerina comparada com meio de Shiffer.

Fezes de disentéricos

Total iso- Shigellas S.higue.zllas Salmonellas
R Hiss Russel .
lados isoladas ; isoladas

isoladas

Glicerina ..... 42,16 27,6% 21,0% 14,49,

Shaffer ....... 13,1% 7,8% 3,9% 0,09

Fezes de portadores de germes
Glicerina ..... 39,0% 15,6% 14,2%
Shaffer ....... 16,89 10,3% 9,09%

2.% Série:
Glicerina comparada com meto de Kauffmann

Fezes de disentéricos

Glicerina ..... 31,4% 12,3% 9,0% 17,9%
Kauffmann ... 14,6% 10,1% 6,7% 4,4%

Flezes de portadores de germes

Kauffmann ... 9,5%
Glicerina ..... T,1%

Eberthella
typhosa
isolada

14,2%
3,8%

7,1%
7,1%

Uma das grandes vauntagens do emprego da glicerina é impedir

0 crescimento do germe do género Proteus.

Assim no meio de Kauffmann e de Shaffer, verificamos um
crescimento de 17,0% de germes do género Proteus, enquanto que
nos exames comparativos na glicerina nfo houve crescimento.
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No emprego do cloreto de litio, tanto na glicerina, como nas
placas na proporcdo de 0,5%, observamos, como ja foi verificado
por outros pesquizadores, que néio houve vantagem no seu emprego,
pois impede o crescimento dos germes do grupo disentérico, alem
de prejudicar o crescimento do bacilo tifico.

O efeito da temperatura nos métodos de glicerina foi verificado
por nés, tendo visto que a temperatura 20° é melhor que a tempe-
ratura de 87°.

O o6timo de temperatura, como ja foi verificado por outros
autores, é na média de 20°, sendo que as femperaturas mais altas
favorecem o crescimento de outros germes e as mais baixas impedem

0 crescimento dos germes patogénicos.

O semeamento do material emulsionado em glicerina no perfodo
de alguns dias tem importincia, pois poderd aumentar o ndmero
de resultados positivos, conforme tivemos ocasifo de observar e
de ja ter sido observado por outros pesquisadores.

Isto é natural, porque a substancia preservativa, causa o
decrescimento de outros germes da flora fecal existente.

- Yerificamos haver vantagem em se proceder a duas semeaduras,
conforme ja foi aconselhado por outros com espaco de 24 horas,
pois assim procedendo, conseguimos um aumentc de 10,29% nos
resultados por nés obtidos. Observamos que os resultados podem
ger negativos na primeira semeadura e positivos na segunda.

Das experiéncias feitas comparativamente da glicerina com
os caldos de hipossulfitos, segundo as modificacdes de Shiffer e
Kauffmann, verificamos que o melhor método de preservacio e en-
riguecimento é o glicerina, pois este foi o que maiores porcentagens
de isolamento nos deu.

Experimentamos tambem comparativamente com a glicerina,
o meio de selenio-F. de Leifson para isolamento da FEberthelln
typhosa, tendo se revelado ainda melhor a glicerina, pois tivemos
com esta 12,29% de positivos, enquanto que com o meio F. somente
10,3% de resultados.

Como meio de isolamento, o Instituto Bacteriolégico de Sédo

Paulo, depois de empregar Drigalski ¢ Endo, passou a usar placas
de agar e 4cido rosélico, meio este por um de nés aconselhado
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{Rangel Pestana), e o meio de agar eosina e azul de metileno acon-
selhado por Holt, Harris e Teague.

Sobre as vantagens do emprego do meic de acido rosélico no
isolamento dos bacilos do grupo coli-tifico-disentérico, comparati-
vamente com os outros meiocs de Endo, Drigalski — Conrradi e de
verde brilthante ja tivemos ocasido de demonstrar as suas vanta-
gens, conforme trabalho publicado nas Memérias do Instituto de
Butantan por Rangel Pestana em colaboracfio com o Dr. Sebastido
de Camargo Calazans.

Este meio foi usado no Instituto Bactericlégico de Sao Paulo
hé mais de 15 anos, sendo que nos dltimos 4 anos usamos sempre
comparativamente com meio de Holt, Harris ¢ Teague.

A experiéneia nos demonstra que ambos s8o bons meios para
¢ isolamento dos germes do grupo coli-tifico-disentérico, tendo, no
entanto, o meio de agar acido rosélico a vantagem de impedir o
crescimento dos germes Gram-positivos e os do génerc Proteus, o
qual cobre quasi sempre toda a placa do meio de eosina azul de
metileno, dificultando assim o isolamento de outros germes exis-
tentes. EKEste fato geralmente nio acontece com o emprego do meio
de dgar acido rosoélico, ¢ qual impede o crescimento de Proteus, nido
deixando que ele se espalhe por toda a placa, o que facilita grande-
mente o isolamento dos outros germes.

Todos que estdo habituados ao exame bacteriolégico de fezes
sabem bem as dificuldades para impedir o crescimento do Proteus,
tendo sido aconselhados para esse fim diversos métodos como em-
prego do alcool, dcido fénico, e o meio de Wasserblau de Werner
Herman, os quais foram experimentados por nés, mas que nio
superam o emprego do acido rosélico.

Iiste inconveniente é major quando se empregam os métodos de
enriquecimento na semeadura direta do material & ser examinado,
sendo necessario recorrer a substincias inhibitérias para o Proteus,
como: verde brilhante, bilis, 4cido picrico, etc..

Para o isolamento do bacilo tifico tivemos ocasido de empregar
o meio de bismuto aconselhado por Wilson e Blair, o qual deu bom
resultado para isolamento desse germe e das salmonellas. Impe-
dindo porem, o crescimento dos germes do grupo disentérico, tor-

na-se necessario, quando se quer pesquisar outros germes, alem do
seu emprego, o uso de um outro meio para pesquisa do grupo disen-
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térico, o qual ndo s6 encarece o servico de rotina, como aumenta o
trabalho sem grandes vantagens, principalmente quando se fem
numerosos exames didrios e pouco pessoal, como acontece no
Instituto Bacterioldgico.

N&o deixaremos, porem, de salientar a vantagem do seu em-
prego guando se tem em vista somente o isolamento dos bacilos
tificos e das salmonellas, principalmente nos casos de portadores
desses germes.

O meio de bismute deveri ser guardado na geladeira e néo ser
usado depeis de 5 dias de sua preparacio.

Recentemente E. Leifson aconselha o meio de gelose citratado
desoxicolatade como um 6timo meio para o isclamento dos germes
do grupo disentérico, o qual, experimentado por diversos autores,
foi por eles verificado ser um bom meio para o isclamento de bacilos
disentéricos, principalmente os do grupo Flexner, Sonne e Newcastle
{Hardy e colaboradores, Irons e colaboradores, Hardy e Watt,
Coleman), pois os germes do grupo coliforme apresentam as vezes
diversos tipos de coloracio, tornando dificil o isolamento de bacilos
tificos e disentéricos.

Tivemos ocasido de fazer um estudo comparativo deste meio
com os agar-adcido rosdlico (Calazans e Rangel Pestana) e agar
gosina-azul de metileno (Holf, Harris e Teague) e os resultadbs
por 1u6s obtidos, ja publicados, sio os seguintes:

Agar-deso- Agar-acido rosdlice
Germes isolados xicolato- e agar-ecsina-azul
citrato de metileno

S. dysenteriace Hiss-Russel ................ ... 141 89
” ” Flexner ....................... 27 28
Shiga .......... S 3 8
” Schmitz (ambigua) ............ 0 4
Harris ... . ... i it G 1
Eberthells typhosa ... ... .. 4] 4
Salmonele schottmuler ................. e 0 3
TOTAL ... o, 171 135

A porcentagem de germes isolados foi de 81,5% para o meio
de agar desoxicolatofitrato, calculada para o fotal de germes iso-
lados (209) e de 64,59 para os meios de agar-dcide rosdlico e
agar-eosina-azul de metileno,

Dos bacilos disentéricos isolamos o seguinte nos meios de
desoxi-colato-citrate e agar-dcido rosdlico e agar-ecsina-azul de
metileno:
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, Cresceram sé
Cresceram  sé

Cresceram em em agar-acido
em agar-deso-

todos os . . rosélico e agar-
A xicolato ci- .
meios ~eosina-azul de
trato .
. ) metileno
S. dysenteriae .............. ... 0.0, 79 62 10
i i Flexner .............. 3 0 6
” Shiga ................ 18 9 10
* ” Schmitz (ambigua) ... 0 0 4
? Harris ........... ces i} 0 1
TOTAL ....... 100 71 31

A porcentagem de germes disentéricos isolados a mais 86 no
meio de desoxicolato-citrato foi de 71,0%, enquanto gue s6 nos meios
de acido rosélico e eosina-azul de metileno, foi de 31,0%.

A porcenfagem de germes isolados — Shigella dysenteriae
Hiss Russel é maior nos meios de desoxicolato-citrato (98,3% que
nos meios de agar-acido rosélico e eosina-azul de metileno (58,9%).

A Shigella dysenteriae Flexner foi obtida quasi que igualmente,
tanto no meio de desoxicolato citrato (27), como nos meios de
agar-acido rosélico e eosina-azul de metileno (28).

Nio resta ddvida, pois, ser o meio de desoxicolato-citrato 6time
para o isolamento da Shigella dysenteriae Hiss-Russel e Shigella
dysenteriae Flexner, principalmente entre néds, por serem esses
germes os mais frequentemente encontrados em fezes.

Verificamos porem haver um certo impedimento para a Shigella
dysenterice Shiga, pois somente isolamos 8 racas no meio de
desoxicolato e citrato, enquanto que nos meios de agar-eosina-azul
de metileno e agar-icido rosélico, foram isoladas 9.

Alias este fato tem sido verificado por nds em outros meios
tambem, pois é fato observado, que certas cepas de Shigella dysen-
teriae Shiga sdo muito sensiveis até 4 glicerina, sendo aconsethado
fazer a semeadura direta do material em placas.

Observamos que se torna necessario, para bem trabalhar com
o meio de Leifson e outros, conhecer o meio e o aspécto das diversas
coldnias, pois que os germes do grupo coliforme, quando cresecem,
apresentam diversos tipos de coldonias, tornando dificil o isolamento
dos bacilos disentéricos, tificos e paratificos.

Verificamos tambem haver vantagem em ser feita a leitura das
placas apés 48 horas de incubag8o, assim procedendo, obtivemos
um aumento de 20% no ntmero dos germes igolados.

A segunda semeadura do material emulsionado em glicerina

tambem vantagem, pois obtivemos um aumento de 21% de casos
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positivos para os meios de agar-acido rosélico e agar-eosinal-azul
de metileno e de 10% para o meio de desoxicolato-citrato.

E de grande importincia no preparo de meio a qualidade de
peptona empregada, conforme salienta Leifson. Verificamos que
no meio preparado com a peptona de Witte, Merck ou de Park
Davis, o crescimento dos bacilos disentéricos foi bem menor que
quando o meio foi preparado com a proteose Difco. Com essa
peptona os bacilos disentéricos crescem com mais abundancia, dando
um nOmero de casos positivos bem maior.

Ao eontraric do que verificou Leifson encontramos um poder
inhibitivo para a Shigelle ambigua (Schmitz) e para a Eberthella
typhosa e Salmonellas. ,

Impede ele tambem o crescimento dos germes Gram positivos,
dos bacilos do grupo coliforme, das Shigellas alkalescens e dispar
e dos Proteus. )

Uma das vahtagens do meio de Leifson é que devido ac poder
impediente ao desenvolvimento dos germes normalmente encontra-
dos em fezes, pode ser semeada grande quantidade de material,
sendo aconselhado usar em primeiro lugar o meio de Leifson e
depois as placas de agar-acido rosélico e eosina-azul de metileno.

Interessante é aqui notar que dentre as virias racas isoladas
nenhuma teve todos os seus especimens crescendo em todos os meios,
sendo, portanto, de vantagem o emprego de diferentes meios para
que nao sejam falhos os resultados, conforme tambem recomendam
os outros autores que ja trabalharam com o meio de Leifson.

£ recomendavel, pois, usar, juntamente com ¢ meio de Leifson
e de bismuto, outros meios, sendo que nos servigos de rotina do
Instituto, os meios de agar-dcido rosélico (Calazans e Rangel Pes-
tana) e agar-eosina-azul de metileno (Holt, Harris e Teague) t&m
dade bons resultados.

As colonias suspeitas nas placas slc passadas no meio de
triplice acucar de Krumwiede, semeando-se por picada nc fundo
do tubo e depois espalhando-se na superficie do meio. A produgio
da cbr vermelha e de gés indica a fermentacdo anaerdbia e a fermen-
tacfo sem mudanca de cor e producgdc de gas a fermentagdo aerdbia.

Klinger modificou esse meio acrescentando o citrato de ferro
para verificar a presenca de gis sulfidricoe, podendo assim diferen-
car melhor os diversos germes. Verificamos, porem, nfoc haver
grande vantagem em Seu emprego no servigo de rotina, dada a difi-
culdade de diferencar os germes que produzem géag sulfidrico, pres-
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tando-se, no entanto, para diferencar a FEberthellu typhosa das
Shigellas. )

Depois de 18 horas de incubacio no meio de Krumwiede, veri-
ficada a sua fermentacdo e producdo de gis, faziamos um Gram
para verificar a sua morfologia e pureza.

O germe isolado, bacilo Gram-negativo, era entfo semeado em
caldo comum e deixado & temperatura de 20° por 18 horas, para
verificar a motilidade. Usamos tambem os meios semi-sélidos, néo
havendo porem grande vantagem no seu emprego. Hssa mesma
cepa isolada era tambem passada em leite tornesolado, dgua pepto-
nada para verificacdo de indol.

Como meio de identificacfio usamos o meio semi sélido de Hiss,
modificado, cuja férmula é a seguinte, aconselhade por Calazans
¢ Pestana:

AgUa . e i 1.000 cec.

Agar e 8 grs.
Peptona ..........coiiiiiiiiiiii 10 grs.
Extrato de carne ..................... 4 grs.
Cloreto de sédio ...................... 4 grs.
Gelatina .......... ... ... il 40 grs.
Acido rosélico (Mereck 1¢) ........... 5 ce.

A esse meio adicionidvamos os seguintes carbohidratos, na pro-
porcdo de 1% : Dextrose, Lactose, Sacarose, Manita, MMaltose, e
Xilose, e depois de 18 a 48 horas, verificado o comportamento do
germe. BEm alguns casos essa verificacdo é levada a mais tempo,
variando até 21 dias, empregando-se outros carbohidratos para
identificacdo do germe.

Ultimamente vinha tambem empregando o Instituto Bacteric-
16gico esse meio, variando para o indicador, o qual foi substituido
por Fenol vermelho em sol. a 0,02% na proporcio de 1 cc.9%, para
facilidade dos servicos de rotina do Instituto.

Somos porem de opinido, conforme ja foi verificado em tra-
balho publicado por um de nés, Rangel Pestana em colaboracio
com Calazans, que o emprego do acido rosdlico oferece vantagens
nos servicos de rotina de exames de fezes, porque evita o cresci-
mento dos Gram-positivos frequentemente encontrados em fezes e
que funcionam na série como Shigellas, Eberthelles e Scelmonellas.

Experimentamos também 4gua peptonada com carbohidrato e
indicador, porem somos de cpinifo que nos servicos de rotina melhor
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se presta o meio semi-g6lido de Hiss, o qual deu sempre bons resul-
tados no Instituto Bacterioldgicos de Sao Paulo.

A identificacdo bioquimica era confirmada pela sorolégica,
quando nfdo foi possivel obter racas tipicas ou soros especificos
feitos com racas tipicas.

Nas nossas identificacdes adotamos a classificacdo do Bergey's
Manual of Determinative Bocteriology, quarta edicio, 1934. -

Das 9.810 fezes por ndés examinadas, 6.719 eram de pessoas
com perturbacoes intestinais e 8.091 provenientes de fezes enviadas
para pesquiza de portadores.

Os quadros n.° 1 e 2 demonstram og resultados por nés obtidos
em 9 anos de trabalhos (1932 a 1940).

No género Shigella, a Shigella dysenteriae (Shiga) foi encon-
trada 112 vezes e a Shigella ambigua, 53.

No grupo das Shigellas para-dysenteriae, das tres variedades
admitidas por Bergey, foram encontradas as seguintes:

Hiss-Russel ..........covviiiiiiin, 764 cepas.
Flexner .......oovviiiiiiiiiiina.. 256 cepas.

A variedade Strong ndo foi por nés encontrada durante o
tempo de nossas pesquizas.

Vemos pois, que a espécie mais encontrada foi a Shigella para-
dysenterice variedade Hiss-Russell, 11,8% e depois a Flexner, com
3,8%, calculadas para o total de fezes examinadas (6.719).

A Shigella dysenteriae (Shiga) é mais rara, pois sé a encon-

tramos na proporcdo de 1,5%, calculada para o nimero de fezes
examinadas (6.719).
' No grupo Shigella alkalescens dispar incluimos todos os que nfo
fermentaram a lactose e que funcionaram na série de Hiss do mes-
mo modo 86 se diferenciando pelo leite tornesolado. Sobre este gru-
po tencionamos, logo que nos seja possivel, publicar os resultados de
nossas pesguizas. .

No. grupo Shigella Sonne, estdo reunidos todos os fermenta-
dores da lactose, segundo a classificaciic de Bergey e que aguardam
ums identificacfio mais demorada, e um estudo a respeito das espé-
cies ai agrupadas.

No génerc Salmonellas, estdo incluides os bacilos gram-negati-
vos, méveis, classificados, segundo Bergey, (1934) porem somente
08 que ndo dio indol, nfo liquefazem a gelatina e nio fermentam a
lactose, sacarose e salicina. '
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FEZES PARA PESQUISAS DE PORTADOS DE EBERTHELLA TYPHOSA
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Nesse grupo estdo incluidas principalmente as Salmonellas pa-
ratipht, Selmonella Schotimiiller, Salmonelle typhimurium, Salmo-
nella enteritidis e Salmonella aertrycke e oufras espécies, as quais
serfio estudadas mais tarde segundo o esquema de Kauffmann.

Como ja salientamos mais acima, ndo estio incluidos nesse gru-
po, por darem indol, a Salmonelle morganii, a qual passou a ser
Proteus morganii na classificacdo de Bergey (1940), a Salmonella ‘
columbensis (Bacterium columbensis) descrita tambem como a de-
nominacio de Salmonelle pauloensis; esses germes muito comuns,
entre noés, sdo frequentemente encontrados em fezes e agua.

As Salmonellas sdo entre nds, muito raras, pois em 9.810 exa-
mes de fezes, somente isolamos 34, sendo que 6 foram em fezes de
portadores de germes.

Nas fezes de portadores, encontramos 548 exames positivos

. para a Eberthella typhosa, seguindo-se a Shigelle para-dysenterice,
variedade Hiss-Russel, com 28.

RESUMO

Das experiéncias feitas comparativamente com os meios de en-
riquecimento, caldo de hipossulfitos, segundo modificacdes de Shif-
fer e Kauffmann e a solucio de glicerina, verificaram os autores
que o melhor método de preservacido e enriquecimento é o da glice-
rina, pois com este obtiveram 42,1% de resultados positivos, enquan-
to que com o meio de Shaffer, 31,1%. A glicerina comparada com
o meio de Kauffmann, deu 31,4% de resultados positivos para a gli-
cerina e 14,5% para o meio de Kauffmann. A glicerina experimen-
tada comparativamente com o meio de selénio F. de Leifson, revelou-
se melhor para o isolamento da FEberthella typhosa, pois obtiveram
com a glicerina 12,2% de resultadog positivos, enquanto que com o
meio ¥. somente 10,3% de resultados positivos.

Toi verificado o efeito da temperatura nos métodos de glice-
rina, fendo sido observado que a temperatura de 20° é melhor que
a de 37° _

Uma segunda semeadura apds 24 horas é de grande vantagem,
pois verificaram um -aumento de 12,2% nos resultados obtidos.

Como meio de isclamento foi usado Drigalsky, Endo, o meioc de
bhismuto de Wilson e Blair, agar desoxicolate de sédio-citrato {Leif-
son), agar e eosina e azul de metileno de Teague e Churman, ¢ o
meio de agar acido rosdlico, aconselhado por Rangel Pestana e Ca-
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e

lazanas. O meio de agar-desoxicolato-citrato é estudado compara-
tivamente com os meios de agar-dcido rosélico (Calazanas e Pesta-
na) ¢ agar-eosina-azul de metileno (Holt, Harris e Teague).

Conclue-se ser ¢ meio de agar-desoxicolato-citrato um bom meio
para o isolamento dos tipos de Shigella puara-dysenieriae Hiss
Roussell e Flexner, sendo entretanto necessario o emprego de outros
meios diferenciais para que ndo sejam falhos os resultados do dia-
gndstico bacterioldgico das disenterias. ’

Como meio de identificacido usaram o triplice acucar de Krum-
wiede, e a modificacdo aconselhada por Klinger. Recomendam o
meio semi-sélide de Hiss, cuja férmula modificada é usada no Insti-
tuto Bacteriolégico de S&o Paulo, adicionado de carbohidratos para
a identificac@o dos germes isolados, preferido como indicador o aci-
do rosblico. ~

A identificacdo adotada foi a classificacio do Bergey’'s Manual
of .Determinative Bacteriology, quarta edicde, 1934.

Das 9.810 fezes examinadas, 6.719 eram de pessoas com per-
turbacbes intestinais e 3.091 provenientes de fezes enviadas para
pesquiza de portadores.

0Os quadrados n.° 1 e 2 demonstram os resultados obtidos pelos
autores em 9 anos de trabalho (1932 a 1940).

No género Shigella, a Shigella dysenteriae (Shiga) foi encon-
trada 112 vezes e a Shigella ambigua, 53.

No grupo das Shigellas para-dysenteriae, das trés variedades
admitidas por Bergey, foram encontradas as seguintes:

Hiss Roussell ....... ... . ... ... .. ... 764 cepas.

Flexner ..., 256 cepas.
A

A variedade Strong nao foi encontrada pelos autores, durante
o tempo em que foram feitas as pesquizas. '

A espécie mais encontrada foi a Shigella para-dysenteriae va-
riedade Hiss-Roussell, 11,3% e depois a Flexner, com 3,8%, calcula-
das para o total de fezes examinadas (6.719).

No grupo Shigella alkalescens dispar, foram incluidas todas as
espécies que ndo fermentaram a lactose e que funcionaram na série
de Hiss do mesmo modo, s6 se diferenciando pelo leite tornesolado.

No grupo Shigelle Sonne, estdo reunidos fodos os fermentadores
da lactose, segundo a classificacio de Bergey e aguardam uma iden-
tificacdo mais demorada e um estudo a respeito das espéeies ai agru-
padas.
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No género Salmonella, estdo incluidos os bacilos gram-negati-
vos, méveis, classificados segundo Bergey (1934), porém, somente
08 gue nfo dao indol, ndo liquefazem a gelatina e néo fermentam a
lactose, sacarose e salicina.

Nesse grupo estdo incluidas principalmente a Salmonella para-
tiphi, Salmonella Schottmiilleri, Salmonella typhimurium, Salmonel-
lo enteritidis e Salmonelle certrycke e outras espéceies, as quais serfo
estudadas mais tarde, segundo o esquema de Kauffmann.

Nio estio incluidos nesse grupo por darem indol, a Salmonelln
morganii, a qual passou a ser Proteus morganii na classificacfio de
Bergey, (1940), a Salmonello columbensis (Bacterium columbensis)
descrita tambem com a denominacio de Salmonella pauloensis; esses
germes muito comuns, sio frequentemente encontrados em fezes e
agua. ;

As Salmonellas sdo muito raras, pois em 9.810 exames de fezes,
somente isolaram os autores, 34, sendo que 6 foram em fezes de
portadores de germes.

Nas fezes de portadores, encontraram os autores, 548 exames
positivos para a Eberthella typhosa, seguindo-se a Shigella para-
dysenterice, variedade Hiss-Roussell, com 28,

ABSTRACT

IFrom the tests made using” comparatively the media of en-
richment, hyposulfite broth, with the modifications introduced by
Shiffer and Kauffmann, and a glycerine solution, the authors veri-
fied that the best method of preservation and enrichment ist that
of glvecerine, as this gave 41,1% positive results, while with the
Shiffer’s medium there were obtained only 31,1% positive results.
When confronting the givecerine with the Kauffmann’s medium,
there were obtained 31,4% positive results for the first and 14,6%
for Kauffman’s medium.

The glycerine tested comparatively with the Leifson’s Selenite
F. enrichment medium gave better results for the isolation of
Eberthella typhosa, as there were obtained 12,2% positive results
when using the glycerine, while there were found to be only 10,8%
positive results for the ¥. medium.

The influence of the temperature was cbserved when using the
glveerine methods, there having been noticed that the temperature
of 20°C. showed better results than that of 37°.
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A second plating after 24 hours is of great advantage, as this
gave an increase of 12,2% in the results obtained.

As isolation medium there were used Drigalsky, Endo, the Wil-
son and Blair’s bismuthe medium, desoxycholate-citrate agar (Leif-
son), eosin-methylene-blue agar of Teague and Clurman and the
rosolic-acid agar medium recommended by Rangel Pestana an Ca-
lazans. The desoxycholate-citrate agar medium is studied compa-
ratively with the rosolic-acid agar medium (Calazans and Pestana)
and eosin-methylene blue agar (Holt, Harris and Teague).

The authors conclude that the desoxycholate-citrate agar is a
good medium for the isolation of Shigella paredysenterice Hiss-
Roussell and Flexner types, it being even necessary to use other
differential media in order that the results of the bacterioclogical
diagnosis of the dysenteries may not be incomplete.

For identification there was used Krumwiede’s triple sugar me-
dium, and the modification by Klinger. The semi-solid medium of
Hiss, the modified formula of which is used in the “Insttituto Bacte-
rioldgico de Sdo Paulo” (Bacteriological Institute in SZo Paule),
carbohydrates being added for the identification of isolated germs,
is recommended, the rosolic acid being preferred as indicator.

For the identification there was used the classification given
in “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”, 4th. edition,
1934,

Of the 9.810 feces examined, 6.719 were from with intestinal
disturbances, and 3.091 from stools sent for the examination of car-
riers. )

Tables n.° 1 and 2 show the results obtained by the authors
during 9 years of work (form 1932 to 1940).

Of the genus Shigella, Shigella dysenterice (Shiga) was found
in 112 instances and Shigelle ambigua in 53. )

In the group of Shigella para-dysenteriae, out of the three va-
rieties admitted by Bergey, there were found the following:

Hiss-Roussell ....................... 764 straing
Flexner .......... 0 c.iiiiniiniinnenn 256 strains

The authors did not find the Strong variety during all the time
in which the examination were made,

The Shigelle para dysentérice, Hiss-Roussell variety, was the
most frequent, 11,3% following the Flexner with 3,5%, calculated
for the total of examined feces (8.719).
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In the Shigella alkalescens-dispar group there were included all
the species that do not ferment lactose and which in the Hiss series
behaved in the same manner, differing only by the tornesoled milk.
In the Shigella Sonne group, there were joined all those fermenting
lactose, according to Bergey’s classification, waiting still for a bet-
ter identification and a study of the species there included.

In the genus Salmonella, Gram-negativ bacilli, mobile, are in-
cluded, classified according to Bergey (1934), but only those which
do not produce indol, not liquifying gelatine and do not ferment
lactose, saccharose and salicine.

In this group there ar included principally the Salmonella pa-
ratyphi, Salmonella Schottmiilleri, Salmonella typhimurium, Selmo-
nella interides, and Salmonelia aeririycke, and other species, which
shall be studied later according to Kauffmann’s scheme.

There were not included in this group, as they produce indol,
the Salmonella morganit, Proteus morganii in Bergey’s classification
(1940), Salmonella columbensis (Bacterium columbensis), described
also under the denomination of Salmonelle pauloensis. These germs
are very commun, frequently found in stools and in water.

The Salmonella are very rare, as in 9.810 feces examinations
the authors have isolated these in only 34 instances, 6 of which were
found in stools of carriers. '

In the feces of carriers the authors had 548 positive examina-
tions for Eberthella typhosa, there following the Shigella para-
dysenteriae, Hiss-Roussell variety, with 28 positive results.
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Caso de infestacdo humana espontinea

NICOLAU ROSSETTI

Prof. catedratico da Escola Paulista de Medicina. Biologista-chefe do Instituto Adolfo Lutz

L]

Em Fevereiro de 1938 apresenta-se 4 Consulta de Pele do Ins-
tituto de Higiene uma escolar portadora de lesdo cutdnea do rosto.
Trata-se de menina de 8 anos de idade, branca, brasileira, em bom
estado de saude geral. Sua queixa diz respeito ao aparecimento de
uma placa circunsecrita, localizada ao nivel da regido malar esquer-
da. Essa alteracdo cutinea, que comecara como ponto insignificante,
foi ganhando dia a dia em estens@o. No momento do exame, cerca
de uma semana apés o inicio, era de se observar, na sede ja referi- .
da, uma lesfo mais ou menos ovalar, com 1x11%45 cm. de didmetro,
seca, eritéma£o~escamosa, bem delimitada por borda nitida. Esta
desenhava o aspeto de fina moldura de cor vermelha inflamatoria
bastante acentuada. Enfim, lesdo com as carateristicas de “herpes
cireinado da pele glabra™, igual a de intimeros casos que aqui entre
nés determina o M. felinewm; igual mas nio idéntica se se tomar
tento na maior acentuacdo do componente inflamatério. Estabele-
cido o diagnoéstico de epidermomicose e confirmado por exame mi-
croscopico de algumas escamas, procurou-se colher dados epidemio-
16gicos capazes de indicar a fonte do contagio. Resultou ndo haver
na familia e suas relacdes e nem 1a vizinhanca outro caso idéntico.
A paciente nfio possuia cdo ou gato, s6 tendo tido em seu quintal
galinhag, das quais a mae se desfizera dias antes, conservando ape-
nas uma. Foi referido tambem que a crianca costumava brincar
com essas aves, tendo mesmo o hdbito de afagd-las contra o rosto,

fato esse que provocara reiteradas adverténcias da maée.

Depois de retirada, mediante raspagem, maior quantidade de
escamas para semeadura, receitou-se a paciente alcool iodado a 1%
para friccdo local, medicacio essa que curou a pequena lesdo em

cerca de duas semanas.

-
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IDENTIFICACAO DO COGUMELO

A identificacdo do cogumelo foi a principio trabalhosa. Por se
tratar de caso tipico de herpes circinado da pele glabra, comum en-
tre nés e quase sempre devido ao M. felineum, ficamos surpreendi-
dos ao verificar o crescimento, nos meios de cultura, de colonias cujo
aspeto ndo lembrava em nada nenhum dos cogumelos das tinhas que
estamos habituados a encontrar no nosso ambiente como parasitos
de individuos humanos.

A observacdo cuidadosa do aspeto macroscépico das diversas
culturas e a lembranca de que entre os dados epidemiolégicos havia
uma referéncia explicita a contato com aves domésticas, sugeriu-nos
a conveniéncia de colocar os tubos na estufa a 30° C. Pudemos
constatar nessas condicoes o aparecimento de um pigmento rosa que
da cultura difundiu-se para o meio corando-o em rosa framboesa,
0 que é uma das carateristicas do Achorion gallinee, ou melhor como
diz Sabouraud (1), “é um carater exclusivo dessa cultura em toda o
série dos Dermatofitos’.

J4 melhor orientados procedemos ao estudo desse fungo nas
condicbes de temperatura que the sdo mais propicias notando minu-
ciosamente suas carateristicas macroscopicas; fizemos em cultura
sobre 1aminas o estudo de seus atributos micolégicos; nio descuida-
mos da parte propriamente experimental inoculando-o em galina-
ceos e mesmo “in anima nobile”; obtivemos, das inoculacées, retro-
culturas absolutamente iguais as do material primitivo. De todas
essas pesquisas, que abaixo vado relatadas, pudemos concluir com
absoluta certeza ser o Achorion gallinee o cogumelo isolado.

CULTURAS

Estudo macroscopico de culturas. Ewm meio de prova. — Dado
que o A. gallinae, ao contrario dos outros Dermatoéfitos (com exce-
cio do T. album), precisa ser estudado tambem em temperatura
outra que a do ambiente, damos aqui lado a lado a observacio do
desenvolvimento de culturas em meio de Sabouraud maltosado, man-
tidas em duas condicdes diversas: na estufa a 30°C. e em tempera-
tura de laboratério.
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ESTUFA 300 C.

40 dia — A cultura é penugenta,
branca de neve, com tamanho
e forma de cabeca de alfinete
grande.

6. dia — Disco penugento de 14
mm. de diimetro, com aspeto de
arminho de pé de arroz, con-
vexo, bem alvo.

8.0 dia — Aparece mno centro do
disco, que agora tem 18 mm. de
didmetro, uma depressio arre-
dondada da qual partem, em di-

~recdo radiada, sete sulecos que
na maioria alcancam a perife-
ria do disco.

11.0 dia’ -— Disco de 32 mm. de dia-
metro, recoberto de penugem
alva bem curta. O centro, na
estensdo de uma lentilha, é de-
primido e dele partem 15 sul-
cos radiados, relativamente pro-
fundos, que dividem a superfi-
cie do disco em setores trian-
gulares. Dorso da cultura de
cor risea escura.

17,0 die — A cultura é agora um
grande disco arredondado, de
45 mm. de diametro e ocupa
quase totalmente o fundo do
baldo de Erlenmeyer. Sua su-
perficie, que anteriormente s6
tinha o umbigo central e os sul-
cos radiados regularmente dis-
postos, comega a convulsionar-
se. Os gomos entre os sulcos
tornam-se irregulares tomando
um aspeto algum tanto cerebri-
forme. Aparecem tambem no
centro algumas rupturas que
emprestam a coldénia aspeto fe-
nestrado.

TEMPERATURA DE LABORA-

TORIO
4.0 die — Mesmo aspeto, porem as
dimensdes s3o cerca da meta-
ae,
6.2 «ia — Mesmo aspeto. Didmetro
de 6 mm.
8.0 dia — Disco muito menor que o

da cultura em estufa; s6 tem
7 mm. de didmetro. N&o mos-
tra ainda os sulcos radiados,
mas somente a depressdo cen-
tral em forma de umbigo.

110 dic — Mais ou menos o mesmo
aspeto da cultura em estufa.
Diimetro, porem, bem menor:
cerca de 12 mm.

17.0 dia — Aspeto semelhante .ao
da cultura em estufa. Didime-
tro de 22 mm.



fundo do baldo de Erlenmeyer.
Sua superficie deixa ver, alem
do que foi anotado precedente-
mente, alguns leves sulcos trans-
versais - que cortam paralela-
mente as elevagdes cerebrifor-
mes. A mais, a superficie de
cultura deixa perceber duas zo-
nas de cores diferentes:
central, de cerca de
didmetro, tingida de cor résea
palida, de tonalidade muito de-
licada; e outra periférica de cor

uma
2 em. de

branca levemente parda, que en-
volve a primeira. O aspeto da
superficie da cultura é agora
acartonado. O meio sobre o qual
se desenvolve a cultura mostra-
se invadido por um pigmento
roga que lhe empresta uma cor
de gelea de framboesa.
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Fic, 1
Achorion gallinae — Cultura de 23 dias em
balio, meio de prova maltosado.
23.0 dia — A cultura cobre todo o 230 dia — Aspeto semelhante ao

de cultura em estufa. Ndo ha,
porem, presenca de pigmento
rosa, a nio ser em algumas ra-
ras culturas, nas quais, entre-
tanto, a coloragio é apenas es-
bocada e somente circunserita
4 sua zona central. Na maio-

-ria estas sfo acartonadas, e de

cor branca levemente acinzenta-
das. A figura m.0 1 di-nos uma
reproduc¢io exata do aspeto da
cultura nesse estadio.
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Aparecimento do pigmento nas culturas de A. gallinae — Para
a observacdo do pigmento deste cogumelo, verificamos nio ser o
meio de prova maltosado o melhor. Como para outros cogumelos
que formam pigmento, este desenvolve-se mais frequente e rapida-
mente, e em maior quantidade, no meio de prova glicosado. Em
meio deste tipo, estando a cultura de A. gallinae em estufa a 30° C.,
vimos aparecer o pigmento rosa framboesa na superficie da cultura
jé no 5.° dia, para, no 7.° dia; ganhar a espessura do meio e difun-
dir-se nele.

Fora da estufa, mesmo com glicose, isso ndo se di. Sem em-
bargo o pigmento pode-se formar mas muito tardiamente e circuns-
crito sé6 ao dorso da cultura que se tinge de amarelo misturado de
réseo. As vezes, em algung tubos, 14 para o 17.° dia, invade muito
pouco e em pequena profundidade a espessura do meio dando a este,
nesse ponto, o aspeto de ambar de uma cor résea desbotada.

Fi6. 2
Achorion gallinae — Cultura em batata. — 22.¢ dia.

Cultura em batata simples e glicerinada — No 4.° ou 5.° dia,
no lugar em que se fez a estria de semeadura, comegam a aparecer
pequenas colonias ligeiramente elevadas, arredondadas umas, outras
alongadas, algumas isoladas, outras confluentes, que formam em
conjunto uma fita estreita e irregular com aspecto de baixo-relevo
sobre a superficie da batata. Essas elevacoes s@o recobertas de
pehugem curta, bem alva. .Cerca de uma semana mais tarde, apro-
ximadamente no 12.° dia, as elevacGes se acentuam e perdem sua
penugem alva. Vé-se entdo uma larga estria alta, montuosa e mes-
mo vermiculada e cerebriforme, tingida de branco ligeiramente acin-
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zentado e mesmo roseo em alguns pontos. A figura n.° 2 nos mostra
esse mesmo aspeto, um pouco mais desenvolvido, de uma cultura
fotografada no 22.° dia.

Cultura em meto de conservagio — Em meio de peptona a 4%
as culturas tomam no fim de uma semana a aparéncia de disco com
cerca de 145 cm. de didmetro, de superficie feita de penugem bran-
ca, bem curta. A borda da cultura tem um matiz levemente ama-
relado; o dorso é de cor amarelo-ovo com um ponto pardo no centro.

Observadas de uma semana a dez dias mais tarde, e dai para
diante, as culturas em meio de conservacio podem se mostrar no
mesmo tubo sob dois aspetos, como é de se ver na figura n.° 3.

Fic. N.° 3

Achorion gallinge — Cultura em meio de conservagio -— 37.¢ dia.

1.°) Na parte alta do tubo, devido talvez & menor quantidade
de meio e consequentemente ao seu menor grau de umidade, a colb-
nia cessa de crescer ficando com-o aspeto de botao de peitilho de
camisa, ou melhor de cratera. Seu didmetro é de cerca de 7 mm.;
sua superficie é branca, feita de penugem muito baixa, como um
tecido de pelo curto. De um certo modo essa espécie de cultura lem-
bra as do T. crateriforme; mas nio fica, como estas, acartonada e
pulverulenta.

2.9) - Na parte baixa do tubo (figura n.° 3) o disco de cultura
continua a desenvolver-se; sua superficie se estende elevando-se em
plicas, formando assim elevacdes e sulcos que déo ao conjunto um
aspeto movimentado, irregularmente cerebriforme, cortado de fi-
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nas rupturas. O dorso da cultura toma cor amarela pardacenta,
mais ou menos carregada.

Aspeto microscopico das culturas — O aspeto propriamente mi-
colégico foi observado em culturas sobre laminas, preparadas segun-
do o método de Rivalier e Seydel. Em cerca de 20 dias as cultu-
ras assim feitas alcancam aproximadamente 17-18 mm. de didmetro.
Foram fixadas, colodionadas e tingidas com “bleu-coton” a 14 %.
Mostram-se constituidas de filamentos de espessura desigual com
expansao radiada do centro para a periferia, filamentos esses, que
se ramificam emaranhando essas ramificagbes umas com as outras.

" Muitos dos filamentos mais finos, especialmente os dispostos nao
horizontalmente mas perpendicularmente, isto é, os aéreos, trazem
aleurias piriformes, presas diretamente de um lado e do outro do
tirso, e fusos em forma de clava divididos em lojas no numero de um
a cinco. (Figura n.° 4).

Frc. 4

Achorion gallinge — Cultura schre lamina, 20.° dia. Aumento 280 x. Vé-se,

como orgios diferenciados, fusus e aleurias,

A figura n.° 5 nos d4 uma representacio fotografica de fila-
mentos com aleurias piriformes; e a figura n.° 6 mostra-nos, em
grande aumento os detalhes de um fuso com cinco lojas.
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Cultrzra, sobre lamina, de A. gallinae — TFilamentec miceliano com aleurias
laterais.  Aumento 500 x.

Fic. 6

Cultura, sobre lamina, de 4. gallinae — TFuso com cinco lojas. Aumento 1000 x.

INOCULACAO EXPERIMENTAL

Em enimais — Praticamos a inoculacio do cogumelo em dois
galos novos. O material que serviu para inoculacio foi retirado
de cultura em meic glicosado e de outra em meio de conservacio;
a primeira com 26 e a segunda com 27 dias de idade. Em um dos
galos inoculou-se tambem um fragmento de escama obtida da lesdo
primitiva do doente.

A téenicd de inoculacéio foi de um modo geral a seguinte: fricgdo
de particulas de cultura sobre pele previamente traumatisada de
certas regides como crista, barbela, parte da face situada logo atras
do bico. Alem disso, em um dos galos, inoculamos uma &rea de
pele do flance, enxertando fragmentos de cultura em 6stios folicula-
res dos quais tinhamos previamente arrancado as penas; no oulro
animal enchemos ¢ condute auditivo, ligeiramente escarificado, com
material de cultura.
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A observacdo dessas aves fez-nos notar que 7o 4.° dia ja haviam
desaparecido as lesdes traumaticas, tomando, a pele das regifes em
apreco, aspeto normal. S6 no 11.° dia é que se constatou, nos pon-
tos inoculados, sinais de descamaciio esbranquicada. Essas altera-
cOes epidérmicas ganham dia a dia em estensio e intensidade e ja
no 15.° dia é de se ver, logo atras do bico de uma das aves, uma pe-
quena placa, das dimensdes de grido de milho, arredondada e reco-
berta de finissimas escamas brancas semelhantes a minisculas par-
ticulas de gesso. Pouco a pouco a crista, as partes laterais da ca-
beca proximas do bico, as barbelas vio ficando salpicadas ou de nu-
merosas escamas-crostas nitidamente redondas do tamanho e forma
de cabeca de alfinete, ou, por confluéncia destas, de amontoados e
ilhotas de uma massa de aspeto gessoso. A figura n.° 7 representa
esse estadio, cerca de 3 a 4 semanas a contar do dia da inoculacio.

Fic. 7

Galo inoculado com A. gallinae — Na face, Jogo atras do bico, pequenas lesS:s

em forma de “godets” isolados; na crista, lesbes da mesma natureza confluidas
em placas crostosas.

A

Quanto & cor desse induto escamo-crostoso devemos dizer que
ficamos surpreendidos ao verificar nfo ser ela a mesma nos dois
animais inoculados. Num dos galos gs lesdes sdo brancas ou bran-
cas acinzentadas e conformes nisso e no mais a descricdo classica
feita por Sebouraud (1); justificam bem, pelo seu aspeto de con-
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junto, a denominacdo vulgar de “crista branca” que em geral se da
ao favo das aves. No outro galo, no entanto, ja a cor é diferente:
a principio branca amarelada, torna-se com o tempo, ou ja o é de
inicio, amarela mais ou menos intensa e mesmo amarela-enxofre.

“A diferenca de cor era de indiscutivel evidéncia, mas as retro-
culturas feitas repetida e comparativamente com material de cor
diversa deram sempre o mesmo cogumelo com todas as carateris-
ticas do A. gallinae.

Nio encontramos referéncias a esse fato em trabalhos de au-
tores estranjeiros.

Entre nés, J. Reis e P. Nobrega, no 6timo “Tratado de doen-
cas das aves” (2) descrevem o favo avidrio como “infecciio da pele
caraterizada pelo aparecimento de placas branco-acinzentadas...”,
de acordo, pois, com a observacfo classica habitual; Mastrofrancis-
co (3) fala de uma cor branca nacarada muito particular. Per-
tence, a nosso ver, a Octavio de Magalhies e Aroeira Neves a pri-
meira notacdo dessa curiosa variante de cor das crostas do favo
das galinhas. Com efeito, esses autores, em excelente contribui-
cdo para o estudo dos cogumelos em Belo Horizonte (4), referin-
do-se a um galiniceo pafasitado pelo A. galinae assim se expres-
sam: “O aspeto da crisia, insistimos muito particularmente nisto,
ndo era o de manchas brancas. A cor amarela de ouro velho era
manifesta. Verificamos mais tarde, pela experimentacdo, que essa
cor se apresentava desde o inicio das lesdes. As escamas, o bulbo
das penas, as cristas, tinham declaradamente esta cor. A moléstia
seria antes “crista amarela”, que branca — do galindceo...” Com
esta descricio concorda uma observacdo de Cesar Pinto (5).

£

Para terminar a observacio macroscépica das nossas inocula-
coes experimentais devemos ainda acrescentar que as pequenas pe-
nas situadas nas faces das aves, na imediacio das lesdes, foram
tambem atacadas pelo cogumelo. Este formava, em torno delas,
a0 nivel da pele, um tecido miceliano com aspeto de crosta anular.
Nos flancos das aves os pontos foliculares enxertados evoluiram
creando lesGes circinadas tricofitdides.

Inoculagdo sobre pele humane — Praticamos esta na pele gla-
bra do braco e do dorso de duas meninas de 13 anos e de uma moca
de 26 anos de idade. Como material de inoculacdo serviram
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fragmentos de escama-crosta retirada previamente das lesdes ex-
perimentais dos galos. Esses fragmentos foram aplicados sobre
area cutinea levemente traumatisada mediante friccdo com a bor-
da de uma ldmina esterilizada. Todas as inoculacdes resultaram
positivas, evoluindo do modo que abaixo vai descrito. N&ao nos des-
cuidamos de fazer retro-culturas com material das lesbes experi-

mentais humanas assim obtidas; todas elas deram colonias de A.
gallinae.

Evolucdo das inoculacées — O aspeto morfolégico das lesdes
foi o mesmo nas trés pessoas inoculadas; a evolucido, no entanto,
foi mais rapidd e menos limitada em uma das pessocas do que nas
outras duas. Assim é que, enquanto nestas s6 mo 6.° dia era de
se ver uma alteraciio epidérmica lenticular, naquela esse mesnio
tipo de les@o ja tinha sido visto no 3.° dia. Em todas, porem, o
aspeto foi sempre o de herpes circinado de pele glabra, mais ou
menos bem definido; em outras palavras lesfo ovalar, eritémato-
pitiriasica, emoldurada por uma borda em fita, vermelha viva, um
pouco sobrelevada, borda essa crivada de pequenissimas vesiculo-
pustulas amarelas claras ou de mintsculas crostinhas pardacentas.
N&o conseguimos provocar a foermacio de “godets” visiveis a olho
nl, como, alids, tambem se deu com Sabrazes (6). As placas eri-
témato-escamosas ovalares alcancaram dimensdes que variavam
entre 7x10 e 10x15 milimetros de didmetro.

Ezxame microscépico das escamas — Retiramos algumas esca-
mas e as deixamos clarificar a frio, entre lamina e laminula, du-
rante 24 horas, em solucio de potassa a 30%. Os campos da pre-
paracdo microscépica sfo em geral muito ricos de filamentos mi-
celianos (figura n.° 8). Nota-se nessas escamas dois aspetos que
convem assinalar:

1.°) Pontos hd em que o cogumelo se mostra como amontoado
de elementos muito curtos, na maioria arredondados ou ovais e de
tamanho desigual. A um exame pouco detido pareceria i primei-
ra vista tratar-se de amontoado de esporos de forma e tamanho
um pouco diferentes, quando na realidade, o que ha nao é senéo
um novelo feito do emaranhamento de micélios curtos cujos ar-
ticulos polimorfos simulam, na superficie, esporos de varios as-
petos.

2.°) Em outros pontos, e mais frequentemente, o cogumelo
tem a forma de filamentos micelianos longos, sinuosos, dicotomiza-



ACHORION GALLINAE 299

Fic. 8

Micélic do A. gallinae na escamn de le:des experimentais humanas

Aumento: 465 x.

dos, que se entrecruzaram desenhando tralhas de malhas largas e
irregulares. A espessura desses filamentos é bastante desigual,
variando do simples ao dobro e mesmo, para alguns, ao triplo. Sao
todos eles subdivididos por septos em articulos breves, sub-ctbicos,
arredondados e ovoides. Articulos assim de diversas formas e di-
mensdes, por fazerem parte de um mesmo filamento miceliano, dic
a este uma conformacfo bastante irregular e emprestam ao quadro
de conjunto um curioso aspeto polimorfo.

Exame histolégico das lesoes experimentais — Foi feita bidpsia
de uma das lesGes experimentais humanas, no 11.° dia da sua evo-

lucdo. Incluido o fragmento em parafina e corado pela hematoxi-
lina-eosina, pode-se ver que:

1) -a derme, sobretudo ao nivel do corpo papilar, mostra um
acentuado edema interfascicular e infiltracido de células
redondas; seus vasos sanguineos egtdo dilatados e muitos
deles apresentam agrupamentos de hematias. As papilas
dérmicas sao alongadas e separadas umas das outras me-
diante largas cunhas epidérmicas;
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2) a epiderme, espessada no seu todo mas sobretudo a custa
da camada de Malpighi, traz em sua superficie, aqui e
acold, pequenas massas em forma de menisco biconvexo
incluidas entre duas fitas de camada cérnea. Esses me-
niscos revelam-se, ao exame com maior aumento, consti-
tuidos de uma feltragem cerrada de micélios cujos arti-
culos mais ou menos retangulares ou cibicos sdo percepti-
veis nos pontos mais nitidos da preparacio. Trata-se de
formacdes que devem ger interpretadas como “godets”
microscdpicos.

CONCLUSAO E COMENTARIOS

Baseado nas pesquisas micol6gicas e experimentais acima re-
feridas, fica seguramente identificado o A. gallinae como cogumelo
responsavel da lesdo do casc em apreco. A necessidade desse rigor
de provas resulta do fato de serem rarissimos na literatura médica
os casos de infestacdo espontinea humana pelo A. gallinae.

Sabouraud, em 1910, no classico tratado sobre as Tinhas, diz
no texto que esse cogumelo ndo fora ainda observado em estado
espontineo no Homem; retifica em seguida essa afirmacao com a
seguinte nota: “No momento em que corrijo estas provas, um dis-
etpulo do servico Dr. Brocq acaba de tirar de wma lesdo tricofitica
de Homem uma cultura muito certa de ACHORION GALLINAFE.
Acabo de fazer sua identificacdo” (1, pag. 553). N&o obstante,
em 1936, no volume II da “Nouwvelle Protique Dermatologique”,
nas poucas linhas que dedica ao A. gallinae volta a afirmar que este
cogumelo nunca foi encontrado no homem, razio porque ele s6 o
menciona. “Cette espéce n'a encore jamais €été recontrée sur
Yhomme, nous ne ferons que lo mentionner” — (7, p. 125).

Tambem s&o da literatura médica estranjeira as seguintes duas
outras referéncias a casos de infestacdo espontdnea humana pelo
A. gallinae:

Em 1921 Haupt.(8) apresentou em Berlim na Sociedade de
Dermatologia uma cultura de A. gallinae obtida de um gato que con-
taminara um familia inteira — Em 1926, A. Sartory, A. Petges
et R. Sartory (9) relatam em conjunto uma afeccao cutinea crd-
nica apresentada por um empregado de estrada de ferro no Came-
run. Dessa dermatose, constituida de placas eritémato-escamosas,
arredondadas ou festonadas, marginadas, com aspeto de certas pla-
cas de epidermoficia, foi isolado como cogumelo o A. gallinae.
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Entre nés é atribuida a Silva Araujo Pai a verificacdo de um
caso de afeccdo espontinea do homem pelo favo aviario. Pedi-
mos vénia para divergir dessa opinifio, pois que o exame detido da
comunicacio desse ilustre Colega, feita em 1889 ao 1.° Congresso
Brasiieiro de Medicina e Ciryrgia do Rio de Janeiro (10), mos-
tra nao haver elementos para uma afirmacio de tal ordem. Alids
o caso apresentado ao Congresso o foi a titulo de “pro-diagnose”.
Qualquer identificacido desse caso como micose aviaria sé poderia
ter sido feita ulteriormente, tambem porque, ndo obstante ja ser
conhecido no mundo médico o favo da crista dos galiniceos (Ger-
lach, 1858-1859; Leisering, 1858-1864; F. Miiller, 1858; Mégnin,
1881; ete...), seu parasito s6 foi identificado em 1890 mediante
culturas obtidas por Duclaux, e apresentadas por Mégnin 4 Socie-
dade de Bioclogia de Paris.

A comunicacdo de Silva Araujo Pai é sem duvida excelente
pela clareza com que foram observados e expostos os fatos; estes
podem ser, porisso mesmo, submetidos a uma analise segura.

Damos aqui primeiramente excertos da comunicacfo. Trata-
se do seguinte: “

Uma mocinha de 15 anos cuida de uma galinha de estimagfo “afetada
de wma molestie das pernas muito pruriginose™, raspando com um alfinete
as pernas do mesmo animal. “Esta galinha era uma das muitas que no
galinheiro se apresentavam atacadas de uma moléstia epidémica que ali gras-

sava...”. “Diversos desses animais haviam sucumbido, depois de demonstra-
.

rem grande sofrimen%o, prurido intenso e excita¢io anormal...”. Duas des-

sas galinhas foram observadas durante muitos dias notando-se que: “As duas

galinhas apresentavam notavel magreza. Comiam bem os gréos de milho que
se lhes atirava, mas apenas acabavam de fazé-lo, denotavam grande agitacéo,
gque parecia motivada pelo prurido experimentado nas pernas. As galinhas
procuravam de fato arrancar certas crostas que lhes cobriam esses membros.
Neste afi conseguiam realmente arrancar pedagos das referidas crostas, fe-
rindo-se muitas vezes, a ponto de correr sangue. Erravam de quando em vez
o alvo e beliscavam as coxas, donde arrancavam pénas e pedacos de pele,
ficando os musculos a descoberto. Quando soltas em um piteo ajardinado
da Policlinica, distraiam-se um pouco em catar insetos, vermes e detritos or-
ganicos pelo solo, como é habito desses animais esgravatando os canteiros;
mas em breve, concitadas sem duvida pelo prurido, voltavam & faina dag be-
liscadelas nas pernas. O aspeto destas era sumamente curioso. Parecia que
sobre elas havia sido colocada espessa camada de gesso sujo, irregularmen-
te depositado, formando elevagSes e depressdes, de modo que em certos pon-
tos era consideravel a grossura das pernas das galinhas. Esta substancia,
que parecia calcdrea, destacava-se, quando raspada, sob forma de pé branco
ou amarelado”.
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“Na cabe¢ca da moca igual aspeto se notava. As massas estranhas eram
ai mais claras, menos secas e duras, mas suscetiveis de dissociagiio, como a
das galinhas. Os pelos atravessavam estas crostas em diferentes direcdes e
caiam espontaneamente, deixando varias superficies glabras. Em alguns pon-
tos viam-se vesiculas, vesico-pustulas e pustulas, mas a maior estensio da
cabeca era ocupada pelas crostas ja descritas. Todo o couro cabeludo foi
atacaqo por segdes distintas, interpoladas de partes aparentemente poupa-
das...”. “A epilacdo era de todo impossivel, tal a dor que a dpente acusava
as menores tragbes”.

A dor era tdo acentuada que para efetuar-se a epilacdo foi necessario
fazer anestesia local. : i

“Nao se notava no couro cabeludo grande inflamacfo, e a que existia
era mesmo em partes circunscritas, sem carater algum de difusfo; mas a
despeito deste carater térpido da afecgdo, as papilas dérmicas deviam estar
extraordinariamente sensiveis, pois o menor contato com o couro cabeludo
provocava dores violentas.”

“0O emagrecimento da doente era consideravel, a inapeténcia quase
absoluta e, em consequencia das dores que a afligiam, quase impossivel se
tornava o sono.”

... “Os exames baterioscépicos das crostas e pelos da doente, bem como
das crostas das galinhas, foram confiados ao Dr. Afonso Ramos. Este co-
lega encarregou-se tambem da cultura do micrébio retirado dessas crostas, e
o resultado de seus estudos se acha consignado nas seguintes notas...:”

“QOs cabelos achavam-se bastante alterados em sua estrutura, principal-
mente no bulbo, onde se apresentava o seu tecido conetivo protetor completa-
mente despedacado. A pigmentagio achava-se irregularmene distribuida, sen-
do que em alguns pontos era muito mais profusa do que em outros. Q pro-
cesso inflamatério atingiu o bulbo em todas as suas camadas, o que explica
as condigbes em que os cabelos se achavam na cabe¢a da doente, isto é, sen-
sivelmente dolorosos & menor pressido ou tracao, e destacando-se com a maior
facilidade.”

“Retirado, com todos os cuidados que se exige nos métodos de cultura,
um pouco do liquido concreto de uma das pustulas, a qual foi profundamen-
te incisada, encontrei grande quantidade de cocos, ora .isolados, ora cons-
tituindo zoogleas.”

“Com este mesmo liquido inoculei alguns tubos de cultura de gelatina,
onde os mesmos cocos se desenvolveram com grande rapidez, sendo que neste
meio eram eles dotados de movimentos.”

“Com a galinha procedi da mesma forma, extraindo, com toda a antisep-
sia, um pouco da substincia de aspeto calcAreo, que constituia as excrescén-
" cias mais ou menos difusas que cobriam as pernas do animal, tendo o cui-
dado de retirar essa matéria de camadas bem profundamente situadas. As
culturas do micrébio encontrado na galinha deram desde o segundo dia, bas-
tonetes que se viam, logo que atingiam certas proporgbes, que eram dotados
de movimento. Estes bastonetes quando coloridos eram-no somente nos ex-
tremos, resistindo a parte central & impregnacdo da substincia corante.”
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“Nas culturas, quer do conteudo da pustula, quer da massa concreta da
galinha, s6 se desenvolveu um micrébio. Eram culturas perfeitamente puras.”

Tendo assim fornecido os resultados microscépicos e das cul-
turas, Silva Araujo Pai passa mais adiante a discutir o diagnéstico
da dermatose da moca, nos seguintes termos:

*0 diagnéstico ali sé poderia oscilar entre a tineq favosa (Trichomy-
cosis pustulosa de Auspitz) e o eczema impetiginoso. Quem tivesse, porem,
pratica de ver tinhosos, desde logo rejeitaria esta hipétese. Nem um favus
isolado existia (forma lupinosa) e as crostas, que se poderiam supor aglo-
meragbes de velhos favi, formando entfo os scutule descritos pelos autores,
em nada se pareciam, depois de detido exame com esses scutula.”

“A forma squarrosa seria a que mais se imporia ao espirito, se as cros-
tas nesta moléstia, que o orador estd descrevendo, nio fossem tao carateristi-
camente diferentes das dessa forma de tinea favosa.”

“Um argumento, porem, de maior forca é o seguinte: nem o orador nem
o Dr. Afonso Ramos puderam, a-pesar dos mais reiterados exames micros-
copicos, encontrar o mais ligeiro vestigio de Achorion Schoenleinii, o parasita
produtor da tinha favosa, 6 qual é, alids, pelas suas relativamente grandes
proporcies, de facil reconhecimento.”

“Quanto @ tinha tonsurante, ndo se poderia pensar mela, & wvista dos sin-
tomas descritos, e nem o microscépio revelou, no ‘evame dos pelos, a presenga
de Trichophyton tonsurans, seu parasita grodutor.”

“De um eczema impetiginoso poderia parecer este caso, se a inflamagao
fosse mals intensa, as pastulas em maior numero, as crostas com o aspeto
francamente purulento que o caraterizam, se a secrecdo melitirica, tdo pré-
pria desta afeccéio, ali existisse, se a moléstia se estendesse tambem para as
partes circunvizinhas da pele, excedendo os limites pilosos, enfim, se se no-
tasse aquele aspeto tfo tipico do eczema, que tdo facilmente se impde, na.
maioria dos casos, aos olhos do clinico...”

O orador conclue nédo estabelecendo no memento o diagnoéstico..

Como se vé dos largos excertos acima transcritos, na excelente
comunicacdo do Dr. Silva Araujo é tracado admiravelmente bem o
quadro clinico de ambas as moléstias, a das galinhas e a da mo-
cinha; os exames de laboratério foram repetidos e minuciosos; a
discussdo diagnéstica foi feita com evidente competéncia.

Mas de tudo resulta que, no caso em questido, devemo-nos ater
as préprias conclusdes do autor da comunicacdo que, em se basean-
do no quadro clinico e nos exames microscopicos e culturais, exclue
a hipé6tese de um favo e de uma tinha fonsurante, e, dizemos nbs,
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exclue com isso tambem a hipdtese de qualquer outra dermato-
micose. Contudo queremos, para maior clareza, enumerar nossas
objecdes fundamentais:

1.°) O quadro clinico humano, como bem frisa Silva Araujo,
em muito difere do de uma tinha favosa ou tonsurante. Lembra-
ria mais o de um eczema impetiginoso se certos sintomas fossem
mais acusados ou presentes.

Ou entdo, acrescentamos, poderia estar no grupo das coccides
eczematiformes do couro cabeludo (Sabouraud), cujo aspeto clini-
co é extremamente polimorfo (eczematide psoriasiforme de Darier
ou paraqueratose psoriasiforme de Broceq, ete.).

2.} DA maior relevo & hipétese de um eczema impetiginoso e
de uma eczematide mais ou menos inflamatéria a presenca de cocos
(“profusa” — pag. 31 da comunicacio) nos cabelos e crostas do
couro cabeludo, revelados pelo exame microscopico e em cultura
pura.

3.9) Contraria absolutamente o diagnéstico de uma micose
a auséncia de filamentos*micelianos nos cabelos e nas crostas, pro-
curados por Silva Araujo e pelo Dr. Afonso Ramos e nfo encon-
trados “a-pesar dos mais reiterados exames”. Muito justamente
faz Silva Araujo, dessa auséncia de cogumelos “o argumento de
maior forca” contra a hipétese de um favo e tambem de uma tinha
tonsurante. Os filamentos micelianos dos Dermatomicetos, como é
sabido, sdo de facil pesquisa, especialmente em se tratando de lesfo
clinica tfo evoluida e, no caso, eles foram procurados em reiterados
exames.

4.°) A doenca das galinhas, minuciosamente descrita, em nada
se parece com o favo avidrio. N&o ha, na comunicacio, a menor
referéncia a lesdes da crista ou mesmo da cabeca desses animais,
quando é conhecido serem essas regides as que em primeiro lugar
sao atacadas e com frequéncia sio a sede exclusiva da moléstia.
O favo aviario pode as vezes, em verdade, nas galinhas mantidas
em péssimas condicdes higiénicas, generalizar-se & pele do corpo
todo, provecando a queda das penas com o aparecimento de lesGes
circinadas tricofitéides. Sem embargo, nesses casos, tambem a
crista é atacada e de modo acentuadissimo.

As galinhas da comunicacdo de Silva Araujo sofriam de mo-
léstia que se caraterizava por dois sintomas: as crostas, localizadas
unicemente nas pernas, € o prurido tdo intenso que provocava ne-
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las grande agitacdo e que as levava a bicarem os préprios mem-
bros, ferindo-os “a ponto de correr sangue”.

Demos conhecimento textual da descricio clinica dessa molés-
tia, conforme vem na comunicacdo de Silva Araujo, a um ilustre
colega especializado em doencas das aves. Ele tambem, exclue a
possibilidade de se tratar de casos de favo aviario; o quadro ¢li-
nico sugere-lhe a hipdtese de nma dermatose devida a acarianos.

Em conclusio, o simples fato de lesdes do couro cabeludo apa-
recerem em pessoa que cuidava de ave doente nio é suficiente para
esteiar o diagnéstico de uma moléstia tao extremamente rara como
& o favo humano espontaneo provocado pelo A. gallinae.

Impossivel é ainda mais essa afirmacfo em caso como esse em
que nem o quadro clinico humano e nem o das galinhas indicam
com seguranca uma Dermatomicose, — e em que, sobretudo, a pes-
quisa reiterada de Dermatomicetos nas crostas e cabelos, pelo mi—y
croscépio e pelg cultura, foi sempre negativa.

A conclusdo néo diferente tinha alids chegado o Dr. Silva Araujo
Pai a cuja memoria rendemos respeitosa homenagem.

RESUMO

Visto ser extremamente rara a infestacdo humana espontinea
por Achorion gallinae, o autor cré oportuno referir um caso por
ele observado em S. Paulo.

Trata-se de uma menina de 8 anos de idade que tinha por
habito brincar com galinhas e afagé-las contra o rosto. Veiu &
Consulta com uma lesfio de herpes circinado da pele glabra loca-
lizada na regido malar esquerda. O exame direto das escamas re-
velou ao microscdpio a presenca de filamentos micelianos; a cultura

mostrou ser esse cogumelo o 4. gallinae.

Nio obstante serem as culturas absolutamente tipicas, ndo fal-
tando nas colocadas em estufa a 30°C. a presenca de abundante
pigmento rosa difundido no meio, o que emprestava a este o aspeto
de gelea de framboesa, quis o autor contudo cercar-se de todas as
provas para testemunhar a segura identificacdo do A. gallince.

O trabalho, porisso, refere:
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— 0 desenvolvimento macroscopico das culturas em diversos
meios (Sabouraud maltosado e glicosado, batata simples e
glicerinada, e meio de conservacio);

— a observacdo do aparecimento do pigmento rosa framboesa
nas culturas em estufa;

— 0 estudo micoldgico do fungo feito em culturas sobre 1ami-
nas, o que pos em evidéncia seus orgdos diferenciados;

— o estudo experimental mediante incculacdo em galiniceos e
individuos humanos, obtendo lesdes tipicas respetivamente
de favo aviirio e de epidermomicose, sendo que dessas le-
soes foram conseguidas facilmente retro-culturas de A. gal-
linae;

— o0 exame histolégico das lesdes experimentais humanas e

aviarias com a demonstracio da presenca de “godets” mi-
croscopicos entre os estratos da camada cornea.

Veem em seguida citados os Gnicos trabalhos da literatura mé-
dica estranjeira sobre infestaciio humana por A. gallince.

Dado que, entre nés, é atribuida a Silva Araujo Pai a verifica-
¢do de um caso de afeccdo espontinea humana pelo favo aviirio,
o autor analisa pormenorizadamente a comunicacio de Silva Arau-
jo concluindo néo haver nela elementos para afirmar que as der-
matoses — tanto a humana como a da galinha — nela referidas,
possam gser identificadas como dermatomicoses devidas ao A. gal-
linae ou a outro qualquer cogumelo.

SUMMARY

Being extremely rare the spontaneous human infestation by the
Achorion gallinae, the A. thought it might be interesting the pu-
blishing of a case observed by him.

The patient, a girl 8 years old, had the habit of playing with
chickens, bringing them in contact with the face. She went to
the A.’s Clinic with a circinated herps of the glabrous skin of the
left malar region. The microscopic examination of the scales
showed mycelian filaments and the culture proved it to be the A.
gallinae.

Although the cultures were absolutely typical, there not lack-
ing, in those left in the oven at 30° C., plenty of resy pigment im-



ACHORION GALLINAE 307

pregnating the culture medium and imparting to it the strawberry
gelly aspect, the A. decided, nevertheless, to produce all the proves
for the sure identification of the A. gallinae.

The work deals with:

— the macroscopic development of the cultures in several me-
dia (Sabouraud with maltose or glucose, potatoes either
simple or with glicerin and conservation medium) ;

—— the observations of the development of the strawberry rosy
pigment in the cultures kept in the oven;

— the mycological study of the fungus cultivated on slides
which showed its differentiated organs;

— the experimental study, by the inocculations into poultry
and human beings, which gave typical lesions of the avian
forms and human epidermomycosis and from which new
cultures of A. gallinae were easely obtained; '

— the histological examinations of the experimental lesions
with demonstrations of microscopic scutula between the
horny layers of the epiderm.

‘Next are cited the few foreign works met with in the medical
litterature about the human infestation by the A. gallinae.

Since in BRrazil, it is atributed to Silva Araujo (father) the
reporting of a case of spontaneous human afection by the avian
favus, the A. closely analyses Silva Araujo’s work and concluds that
there are not in such work the proofs to enable one to say that
the dermatosis — the. human as well as the avian — referred to
in that work, might be identified to those due to A. goallinae or
any other fungus.
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I. INTRODUGCAO

Encetamos um estudo sobre a morfo-biologia do Penictllium
notatum, em virtude da faculdade que possue esse cogumelo de
produzir uma substinecia nfo téxica e altamente bacteriostatica
sobre numerosas bactérias patogénicas, inclusive o Streptococcus
viridans.

Embora as- sulfamidas dominem atualmente no campo da
quimioterapia, varios autores tém pesquizado e estudado substan-
cias produzidas por bactérias e cogumelos que possuem proprie-
dades bacteriostaticas, bacterioliticas e bactericidas, sobre microor-
ganismos patogénicos.

Recebido para publicacdo em 20 de Julho de 1942,
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Essas propriedades representam antagonismos microbianos
cujo estudo tomou impulso com os trabalhos de Metchnikoff. Em
1929, Fleming observou que um cogumelo do género Penicillium era
capaz de produzir em cultivo uma substincia filtravel com acen-
tuada propriedade bacteriostitica sobre varias bactérias Gram-po-
sitivas (estafilococos, estreptococos, etc.) e algumas Gram-negati-
vas (gonococos e meningococos). Essa substincia, & qual deno-
minou penicilina, ndo inibia o H. influenzae, o bacilo coli e outros.
Sugeriu que a penicilina poderia ser usada como agente inibidor
no isolamento de certos germes, particularmente do H. influenzae,
e, como agente antisséptico, no tratamento local de feridas infecta-
das. Em 1932, Clutterbuck, Lovell e Raistrick modificaram o meio
liguido de Czapek-Dox e mnele cultivaram o Penicillium notatum;
verificaram a producfio de penicilina porém apenas isolaram um
pigmento — crisogenina, que nfdo apresentava acfio antibacteriana.
Fm 1935, Reid embora nfo tenha conseguido isolar a penicilina,
estudou algumas de suas propriedades e confirmou as observacdes
de Fleming.

Em 1940, Chain e colaboradores claboraram métodos desti-
nados a obter uma quantidade consideravel de penicilina e a deter-
minar seu poder inibidor, antibacteriano. Conseguiram obter das
culturas um p6 pardo cuja solucdo aguosa era estavel por muito
tempo e, embora n#o fosse uma substincia pura, possuia um poder
antibacteriano bem acentuade. ;

Em 1941, Abraham, Chain e outros, em trabalho minucioso,
descreveram um método de producdo, extracio e purificacdo de
penicilina em larga escala; demonstraram seu alto poder inibidor
sobre numerosas bactérias patogénicas e verificaram que o seu
poder bacteriostitico sobre os estafilococos e estreptococos é muito-
maior que o das sulfamidas. Demonstraram tambem que essa
substancia desenvolve uma acdo terapéutica consideravel em in-
fecchbes experimentais em animais e em infeeccdes pidgenas no
homem. ,

Recentemente, Chain, numa sessfo da Sociedade de Bioquimica
de Oxford, descrevendo as propriedades quimicas e fisicas da peni-
cilina, refere que é um acido forte com 2 grupos acidos ou maltipios
de dois e que na molécula existe carbono, hidrogénio e oxigénio. Na
sua extrutura molecular, ndo encontrou o grupo metoxil, verifican-
do, entretanto, 2 grupos hidroxil. Afirma ainda qgue o sal seco de
bario, obtido da P se mantem indefinidamente e, na solucio aquosa,
¢ mais estavel entre pH 5 e 7.
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Na mesma sessdo, Abraham relata que a instabilidade da P
obriga a recorrer a 3 métodos de purificacdo, dependendo da dis-
solucdo nos solventes, adsorcao seletiva e reducio. Dessa forma,
o sdl branco de bario obtido apresentou uma atividade de 240 unida- -
des por miligrama e inibiu completamente o estafilococo em uma
diluicdo de 1/16.000.000. .

Fleming, ainda na mesma ocasifio, prevé que a penicilina desde
que tenha, pelo que parece, uma constitui¢do diferente da das sulfa-
midas, o isolamento e a sintese da substincia ativa sob forma
pura, abrir4d um novo campo na quimioterapia.

II. ESTUDO MICOLOGICO

1. Posicdo sistemdtica: O microorganismo que vamos estu-
dar pertence ao ramo Eumycetes, classe Ascomycetes, ordem
Plectascales, familia Aspergillaceae, género Penicillium, espécie
P.notatum. ' '

Procedéncia: A cultura que ainda continua em estudos foi
enviada ao Instituto Adolfo Lutz, pelo Dr. Charles Thom, do
“United States Department of Agriculture”, com a indicacéo
144-5767 do germe de Fleming.

2. Condicbes de cultivo:

O Penicillium notatum é um cogumelo aerdbio, ndo se desen-
volvendo em anaerobiose. Cresce bem em temperatura ambiente
(18-26°C). Em geladeira (4 4°C.), o seu desenvolvimento é muito
lento, o mesmo acontecendo em estufa a 37°C. Em seus ensiios,
Abraham e colaboradores cultivaram-no com sucesso a 24°C. ¥’
pouco sensivel as mudancas de pH. Desenvolve-se bem nos meios
comuns de cultura: meios de Sabouraud, Czapek-Dox, ete.. O
extrato de levedura (desde 0,1%) acelera o crescimento do cogu-
melo, ao passo que o nitrito de sbédio (0,3%) o retarda acentuada-
‘mente.

3. Macroscopia das culturas:

a) FEm meios sélidos — Caracteres das colonias gigantes:
Semeamos uma suspensdo de esporos em frascos de Erhlenmeyer
com meio de Sabouraud glicose e verificamos apés 5-7 dias de
incubacio, em temperatura ambiente (18-26°C.), o seguinte as-
pecto: Desenvolvimento de uma colénia discéide com alguns cen-
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timetros de didmetro. A face superior da colonia é seca, de as-
pecto rugoso e de natureza aveludada. Apresenta numerosos
sulcos dispostos como raios de circunferéhcia. Quanto & cOr e ao
aspecto, distinguimos 8 zonas concéntricas: central, intermediaria
e periférica. A zona central de cor verde é mais saliente, possue
filamentos mais aéreos e apresenta, na superficie, gotas amarelas
que nao molham a colonia. A zona intermediaria de c6r branca
com nuances esverdinhadas, possue filamentos menos aéreos que
se continuam externamente por delicadissimos filamentos como
franjas de 2 a 3 milimetros de extensio, aderentes ao meio e que
constituem a zona periférica. As gotas que frequentemente apare-
cem na superficie da colonia formam-se & expensas da agua do
meio de cultura.

A face inferior da colonia é timida, lisa, de e¢br branco-amare-
lada e apresenta-se crivada ou fendida, principalmente, quando exis-
tem gotas na face superior ou aerdbia. A colonia elabora um
pigmento amarelo que se difunde no meio de cultura. No meio de
Sabouraud maltose os caracteres das colonias sfo semethantes aos
ja descritos, apenas com variacdo na tonalidade das coéres. A fo-
tografia n® 1, mostra um aspecto da colénia gigante do P.notatum
nesse meio de cultura.

No meio de Czapek-Dox meodificado com 2% de agar os ca-
racteres das colénias se repetem, porem o pigmento amarelo apare-
ce melhor e se difunde facilmente pelo meio terminando por cori-lo
completamente de amarelo.

b) Em meios liquidos: No meio de Czapek-Dox, modificado
por Clutterbuck, Lovell e Raistrick, observamos todos os caracte- ‘
res ja descritos por Abraham e colaboradores. Em caldo Hottinger
o cogumelo desenvolve-se mais lentamente, podendo-se entretanto,
acelerar o crescimento juntando-se a esse meio 4% de glicose.
Nesses meios liquidos com mais de 2 centimetros de altura, alem do
crescimento na superficie com aspecto de feltro continuo e compacto,
o cogumelo forma no fundo do frasco um sedimento branco, de
aspecto floconoso. O pigmento amarelo acima referido é elaborado
pelo micélio superficial e rapidamente se difunde no meio tornan-
do-o, de incolor, amarelo ouro. Algumas vezes a producio de
pigmento é pequena e o meio fica levemente corado (amarelo pali-
do) ; outras vezes, a c6r do meio torna-se amarelo-alaranjada, e
até avermelhada, quando a producdo do pigmento é muito intensa.

'
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¢) Cultura seca: Semeamos o cogumelo no meio de Czapek-
-Dox com 5% de extrato de levedura e, apés vAarios méses de expo-
sicAo & temperatura ambiente, obtivemos a cultura seca. Esta
apresentava-se com o aspecto de pé escuro, cOr de cacau. Exami-
nado ao microscopio verificamos que esse p6 era formado princi-
palmente por esporos de morfologia normal e fragmentos de micé-
lio ou hifas.

A cultura seca repicada, apds 10 méses, nos meios habituais
de cultura, reproduziu .o cogumelo com todos 08 seus caracteres
morfolégicos e bioquimicos. Conservou assim, as propriedades de
fermentar a dextrose, sacarose, maltose, e glicerina como tambem as
de elaborar pigmento e de produzir penicilina.

Temos a impressdo de que é possivel obter com éxito culturas
secas de outros cogumelos o que evitaria repiques frequentes, dimi-
nuiria as possibilidades de contaminacfo e de perda das culturas.

4. Microscopia das culturas:

As culturas de 2 a 3 dias em temperatura ambiente, apresen-
tam um micélio desenvolvido constituido por filamentos septados
ou hifas retilineas ou enroladas, muitas vezes se anastomosando e
emitindo ramificacbes laterais. O micélio da4 tambem origem a
filamentos férteis denominados conidiéforos que sustentam os apa-
relhos reprodutores do cogumelo. O aparelho reprodutor, chamado
conidiano e que caracterisa o género Penicillium tem a forma de
pincel ou vassoura. Ele é formado por um conifiéforo, filamento
fertil, que se divide em ramos; esses por sua vez se dividem dandoc
ramulos ou, diretamente, ddo origem as metulas que sustentam cé-
lulas alongadas espordgenas denominadas fidlides ou esterigmatas.
Essas altimas geram esporos assexuados chamados conidios que se
dispdem em cadeias no seu préprio prolongamento. As fidlides, em
numero de duas, trés ou mais, formam entre si aAngulos agudos cujos
vértices estdo ligados as extremidades distais das metulas consti-
tuindo assim os verticilios.

Observando-se o cogumelo apds 5-7 dias de cultivo, verifica-se
que aumenta muito o nimero de aparelhos conidianos, os quais
entdo libertam grande quantidade de exosporos. A fotografia n°® 2
mostra um aspécto do cogumelo nesta fase.
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FoToGrRaF1A 1, 1

Colonia gigante do P. nctatum, 7 dias de cultivo em meio de Sahouraud maltose.
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Os exosporos sdo geralmente redondos, hialinos; assemelham-se
a hematias humanas, porem, sio menores, medindo de 3,0 a 5,2
micras de didmetro. A maior parte, entretanto, (cerca de 85%),
possue didmetros que variam de 4 a 5 micras.

FOTOGRAFIA n. 2

Microfotografia do Penicillivm notatum em meio de Czapek-Dox modificado.
7 dias de cultivo em tempsratura ambiente. Aumento: 200 didmetros.

Segundo a fase evolutiva pode-se encontrar esporos peduncula-
dos em inicio de germinacfio. Os pedinculos sfo expansbes cito-
plasmaticas acidéfilas que se coram em vermelho pelo método de
Gram, ao passo que 0s esporos, que sio baséfilos, se coram em
violeta.

5. Caracteres Bioquimicos:

a) Provas de fermentacdo: Utilizamos o meio semi-sélido
de Hiss com fenol vermelho como indicador. Incubac@o em estufas
a 18°C. e 28°C.

As leituras feitas apds 48 horas de incubacio revelaram que o
P.notatum fermenta a dextrose, sacarose, maltose e glicerina, porém
sem producdo de gas. Apéds 5 dias, os resultados se repetiram com
acidificacido menos intensa com excepcio dos tubos de glicerina
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que indicaram acidificacdo maior. Nos dias seguintes observamos
mudanca do indicador para o lado alcalino nos tubos de dextrose,
sacarose e maltose, enquanto que nos tubos de glicerina permaneceu
a acidificacdo por tempo mais longo (3-4 semanas).

Foram mnegativas as provas de fermentacdo de: adonita,
amido, arabinose, dextrina, dulcita, esculina, galactose, inulina, ino-
sita, lactose, levulose, manita, rafinose, salicina, sorbita, trealose
e xilose. ]

b) Outras provas: O cogumelo néo acidifica nem coagula o
leite, porém cresce bem nesse meic produzindo pigmento amarelo.
Néo liquefaz a gelatina. Reacbes de Voges-Proskauer e de vermelho
de metila negativas (5 dias).

Nao produz . indol e ndo reduz nitratos a nitritos (10 dias).

6. Patogenicidade:

Néo encontramos referéncias na literatura consultada sobre a
patogenicidade ou inocuidade do Pewnicillium notatum. Para nos
certificarmos si a sua manipulacio poderia ou nfo oferecer perigo
de infeccdo, fizemos inoculacGes em animais de laboratério. Pre-
paramos uma suspensio de esporos lavando, com 10 ce. de solucgio
fisiolégica, a superficie de uma cultura de 7 dias em meio sélido
inclinado.

a) Inoculacdes em coelhos: Injetamos 1 cc. da suspensdo de
esporos na veia de um coelho. Noutro coelho injetamos a mesma
dose por via subcutinea. 10 dias apés reinoculamos com as mes-
mas doses. Nao verificamos reacdes térmicas nem outres sintomas
de moléstia durante 3 méses de observacio.

b) Inoculacbes em cobdias: KEm 4 cobaias, cujos pesos va-
riavam de 225 a 330 grs., injetamos 0,5 cc. de suspensido de esporos,
subcutaneamente, na virilha. Inoculamos tambem a mesma dose
numa 5.2 cobaia, porém, intraperitonialmente. Uma das 4 pri-
meiras morreu acidentalmente 24 horas apés. A autépsia nada
revelou, a nio ser leve hiperemia no ponto de inoculacdo. 10 dias
apds, as cobaias restantes foram reinoculadas com as mesmas doses.
Uma semana depois da 2.2 inoculacdo, morreu a cobaia injetada
intraperitonialmente. A autépsia nada revelou. O exame histo-pa-
tolégico do pulméo revelou apenas hiperemia e infiltracio peri-vas-
cular. O exame do figado demonstrou apenas discreta infiltracio
peri-vascular. As culturas desses 6rgfdos foram negativas para o
cogumelo em estudo. Apés 3 méses de observacio, as 8 cobaias
restantes continuavam normais. Sacrificamos uma delas e semea-
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~mos fragmentos de figado, pulmio e baco em meio de Sabouraud
glicose, resultando culturas negativas.

c) Inoculagbes em camondongos: Inoculamos 0,2 ce. de sus-
pensdo de esporos em 10 camondongos de 20 a 25 grs., sendo em
5 por via intraperitoneal e, nos 5 restantes, por via subcutidnea.
10 dias depois foram reinoculados com as mesmas doses. Todos
sobreviveram e nio apresentaram quaisquer sintomas de moléstia,
durante 3 méses de observacio. Apds esse tempo, sacrificamos 2
camondongos e retiramos fragmentos de figado, pulméio e baco que
foram semeados em meio de Sabouraud glicose, com resultados
negativos. :

III. ENSAIOS SOBRE PENICILINA

1. Producdo de penicilina:

Afim de obtermos penicilina e analisarmos suas propriedades,
semeamos esporos do cogumelo em frascos de Fernbach contendo
meios liquidos de cultura cujas alturas nao excediam de 2 centi-
metros. O meio que mais usamos e que forneceu material para a
maior parte de nossas pesquisas foi o de Czapek-Dox modificado,

-,

cuja féormula é a seguinte:

NaNO, ....ooiviiiiiiiiienann, 3,0 grs.
KH,PO, it v 1,0 grs.
KOl e 0,5 grs
MgSO,.TH, O ..oooviieniiiiin.. 0,5 grs.
FeSO,.TH,O ..., 0,01 grs.
Glicose anidra .......... .. ... .. ... 40,0 grs.
Agua distilada ............... .. ..., 1000 ce.

A incubacdo foi feita em temperatura ambiente (18-26°C.).

Em alguns frascos adicionamos ao meio 0;01% e noutros 0,02%
de sulfato de zinco; entretanto, nfo verificamos nem aceleracdo
no crescimento, nem aumento na producio de penicilina. A gli-
cose favorece o crescimento do cogumelo e a pigmentacido do micé-
lio, porém ndo é indispensavel para a producdo de penicilina. A
fermentacdo da glicose parece ser a causa da acidificacdo do meio
de cultura nos primeiros dias de cultivo. O pH do meio, inicial-
mente em torno de 6,0, pode baixar muito, chegando a 2,0 entre
o 4° e 5° dias; depois torna a se elevar até ficar francamente
alcalino. Em torno da neutralidade se obtém o maior 'te6r em
penicilina; este ponto foi por nés verificado, apoés 9 a 10 dias, no
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primeiro cultive em temperatura ambiente. Retirando-se o liquido
de cultivo com penicilina e substituindo-o por outro esteril. o cogu-
melo, no mesmo frasco, produzird o maximo de penicilina num
tempo menor (5 a 7 dias), uma vez que ja se encontra bem desen-
volvido. .

Em caldo Hoftinger, com glicose ou sem, verificamos tambem
a producio de penicilina, porém, em quantidade merror.

2. Determinag¢do do. poder bacteriosidtico:

Na avaliacdo do poder bacteriostatico da penicilina, emprega-
mos 2 métodos: '

19)  Em tubos de caldo simples ou de caldo soro.

2%)  Em placas de agar comum ou de outros meios sélidos.

No primeiro método, faz-se, em ‘caldo, uma série de diluicdes
de penicilina cuja atividade serd representada pelo titule da maior

diluicdo que inibir completamente o crescimento de um gernie
dado.

No segundo método, a atividade pode ser avaliada quer pela
area de inibiclo, quer medindo em milimetros o didmetro da mes-
ma cquando f6r circular. Fazendo provas com Staphylococcus
aurens ¢ empregando o método em placas, Abraham e colaboradores
consideraram como unidade (arbitraria) de penicilina a quantida-
de de P que, dissolvida em 1 ce. de agua, produz uma Aarea de ini-
bicdo com 24 milimetros de didmetro médio.

No método em tubos a técnica que adotamos foi a seguinte:

Em tubos com 5 cc. de caldo simples, fizemos diluicOes
seriadas das preparacdes de penicilina, a partir da diluicdo de 1
para 5. A cada tubo de diluicio semeamos 1 alca (2 mm. de
diametro) de uma suspensio homogénea de bactérias resultantes
da diluicdo, a 1 por 20, de uma cultura em caldo de Staphylococcus
aureus, incubada a 37.C. durante 18 a 24 horas.

3. Resultados obtidos:

O filtrado de cultura em meio de Czapek-Dox modificado,
revelou inibicdo total das diluicGes a 1/10 e 1/20 e inibicdo parcial
na diiuicdo a 1/40.

O filtrado de cultura em caldo Hottinger com 4% de glicose:
inibicdo total na diluicdo a 1/10; inibicdo parcial nas diluicbes a.
1/20 e 1/40. O mesmo filtrado em caldo Hottinger sem glicose:
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- inibic&o total na diluicdo a 1/5; inibicdo parcial na diluicdo a 1/10
e 1/20. ‘

No método em placas, adotamos a técnica seguida por Abraham
e colaboradores. Utilizando penicilina concentrada, fizemos pro-
vas de bacteriostase com numercsas racas de estafilococos e com
varias de estreptococos, pneumonococos, gonococos e algumas do
grupo coli-tifico. A fotografia n® 3 mostra a Aarea circular de
inibitAo do crescimento de Stephylococcus aureus pela penicilina.

FOTCGRAFIA n. 3

Cultura de Staphylccoccus aurews com A4rea circu'ar de inibigio

pela penicilina,

As provas com estafilococos e com os germes do grupo coli-ti-
fico, foram feitas em placas de agar comum, e, os resultados foram
observados 24 horas apés incubacio em estufa a 37°C. Usamos,
para as provas com estreptococos e pneumococos, placas de agar-
-sangue, e, para as com gonococos, placas de agar-ascite. A
leitura dessas provas foi feita 48 horas apdés incubaciio a 37°C.
Os resultados obtidos estdo resumidos no quadro I.



3292 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ
QUADRO I
Didmetro médio
N. d em  miiimetros
N.odas Bactérias examinadas de inibicdo total Proveniéncia
culturas .
do  crescimento
pela penicilina
Staphylococcus:
4 S. aureus 22,0 Sicose
5 S. aureus 21,0 Laboratorio
9 S. aureus 19,5 Garganta
12 S. aureus 19,9 Liquor
13 S. aureus 20,0 Peritonite
16 S. aureus 19,0 Furtneulo
21 S. aureus 25,0 Pus
23 S. aureus 21,0 Sangue
24 S. aureus 23,0 Bile C.
25 S. aureus 25,0 Fénfigo
26 S. aureus 22,5 Furtnculo
5 2. albus 19,6 Furtnculo
6 S. albus 20,0 Urina
7 S, albus 18,0 Garganta
8 S. albus 21,9 Nariz
10 &, albus 31,9 Pus
12 <. albus 27,0 Ganglio
13 S. albus 30,9 Bile C.
9 S. citreus 21,0 Ulcera géastrica
16 S. pyogenes 25,0 Hemocultura
1.108 S. pyogenes 19,9 Hemocultura
1.114 S. pyogenes 23,0 Hemocultura
1.116 S. pyogenes 22,6 Hemocultura
4.108 S. pyogenes 24,0 Colecio
4.114 S. pyogenes 23,0 Hemocultura
4.115 S. viridans 17,0 Hemocultura
4.116 S. viridans 15,0 Hemocultura
4.117 S. viridans 15,9 Dente
Diplococcus:
1 D. pneumoniae (tipo I) 24,0 Departamento
2 D. pneumoniae (tipo II) 22,5 de Saude de
3 D. pneumoniae (tipo IIT) 23,0 Nova York
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QUADRO I  (cont.)
; Didmetro médio
P em  wualimetros
N. das Buctérias examinadas de imibigdo total FProveniéncia
culturas do crescimento
pela penicilina
Neisseria ;
3 N. gonorrhaeae 22,5 Uretrite
4 N. gonorrhaeae 22,0 Uretrite
Kscherichia:
7 E. coli 0 Fezes
9 E. coli 0 Hemocultura
Eberthello: '
1.242 E. typhosa 0 Hemocultura
1.276 E. typhosa - i 0 Hemocultura

IV. CONCLUSOES

1. O extrato de levedura desde a concentracio de 0,1% acele-
ra o crescimento do Penicillium notatum.

2. Substituindo-se, no meio Czapek-Dox modificado, o nitrato
de s6dio por igual percentagem de nitrito de sédio, verifica-se um
retardamento acentuado no desenvolvimento desse cogumelo.

3. A dextrose favorece o crescimento do cogumelo assim como
a pigmentacio do micélio.

4. O P.notatum fermenta a dextrose, sacarose, maltose e gli-
cerina, sem producdo de gds. Nao fermenta adonita, amido, arabi-
nose, dextrina, dulcita, esculina, galactose, inulina, inosita, lactose,
levulose, manita, rafinose, salicina, trealose e xilose. N&o acidifica
nem coagula o leite. N&o liquefaz a gelatina; nfo produz indol
e nio reduz nitratos a nitritos. ‘

5. Desse germe pode-se obter culturas secas que conservam,
integralmente, por longo tempo (10 méses de observacio), os ca-
rateres morfologicos, as propriedades bioquimicas, inclusive, a fa-
culdade de produzir penicilina.

6. Os esporos de P.notatum nido sdo patogénicos para coelhos,
cobiias e camondongos.

7. O meio de Czapek-Dox modificado por Clutterbuck, Lovell
e Raistrick, mostrou-se superior ao caldo Hottinger para a produ-
¢do de penicilina.
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8. O catido zinco, que estimula o Aspergillus niger na produ~
cdo do &cido citrico, ndo exerce influéneia sobre a elaboracio da
penicilina, a qual por Chain é considerada acido orgénico.

9. O método em placas, para determinacido do poder bacte-
riostatico da penicilina, nfo é tdo preciso como o das diluicdes se- .
riadas em tubos, porém foi o que mais usamos por ser mais rapido
e econdmico e porque, nessas primeiras provas, visamos mais o
aspecto qualitativo do que o quantitativo.

10. Os estafilococos (aureus, albus e citreus), os estreptoco-
cos (grupo pycgenes), 0s Pneumococos e 0s gonococos sofreram
nitida e semelhante inibicio no crescimento pela penicilina.

11. Os estreptococos do grupo wviridens foram tambem inibi-
dos, porem, revelaram uma sensibilidade menor.

12. As 2 racas de Escherichia coli, e as 2 de Eberthella typho-
se¢ examinadas, mostraram-se ingensiveis 4 acfo bacteriostatica da
penicilina.

SUMMARY

1) The yeast-extract of at least 0,1% concentration speeds
up the growth of the Penicillium notatum.

2) By changing, in the modified Czapek-Dox’ medium, sodium
nitrate by an equal quantity of scdium nitrite, one observes a
very remarkable delay in the growth of this mould.

3) The dextrose helps the growth of the mould as well as
the pigmentation of the mycelium.

4) The P.notatum ferments dextrose, sucrose, maltose, and
glycerol, without production of gas. It has no action on: adoni-
tol, starch, arabinose, dextrin, dulcitol, esculin, galactose, inulin,
inositol, lactose, levulose, mannitol, raffinose, salicin, trehalose and
xylose. The milk is not acidified or coagulated by it. Gelatin
is not liquefied; indol is not formed and nitrites are not produced
from nitrates by it. :

5) From this oréarlism we could get dry cultures that
maintain, for a long time, (10 months of observation), entirely
morphologic characters, biochemical activities, including the ability
to produce penicillin.

6) The spores of P.notatum are not pathogenic for rabbits,
guinea-pigs or mice. ‘

7) The Czapek-Dox’ medium modified by Clutterburck, Lovell
and Raistrick has shown itself to be superior to Hottinger’s broth
in the production of penicillin.
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8) The zinc cation that helps the Aspergillus niger in the
production of citric acid, is inactive in the production of pemcﬂhn
that is recognized by Chain as an organic acid.

9) The plate method for determinating the bacteriostatic
power of penicillin, is not so exact as the method of tubes with
dilutions in series, but it has been used by us because it is quicker
and more economic and because, in these first researches, we aimed
more at qualitative than at the quantitative aspect.

10) The growth of Staphylococcus (aureus, albus and citreus),
Streptococcus (pyogenes group), Pneumococcus and Gonococcus was
distinctly and always, in a similar manner, inhibited by the peni-
cillin.

11) The growth of Streptococcus of the viridans group was
also inhibited but they showed less sensitiveness.

12) The two strains of FEscherichia colt and those of
Eberthella typhosa that were researched by us showed themselves as
without sensitiveness to the bacteriostatic action of penicillin.
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CapituLe II — Classificacdo e estudo das principais leveduro-
ses humanas. Diagnéstico clinico. OQrientaciio
terapéutica.

1 — Leveduroses tegumentares (cutineo muco-
sas) e Levedurides.

2 — Estomatite cremosa ou sapinhe bucal.
3 — Lingua negra pilosa.
4 — Vulvo-vaginites por leveduras.
5 — Pneumomicoses por leveduras.
6 — Levedurose generalizada.
. L. Forma localizada
7 — Granuloma eriptocécico { Forma generalizada
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CaPiturLo III — Diagnéstico de laboratério das leveduroses hu-
manas.
Cariruro IV — Orienta¢ic no estudo micolégico das leveduras
patogénicas. -
CaritTurLo [

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE AS LEVEDUROSES HUMANAS.
IMPORTANCIA DO SEU ESTUDO

Por leveduroses compreendemos todas aquelas micoses deter-
minadas por cogumelos do grupo das leveduras. A expressio le-

(*) Trabalho realizado no Departamento de Microbiologia da Fuculdade de Medicina da Ur}i~
versidadz de S3o Paulo e no Instituto Adolfo Lutz.
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vedura é aqui empregada numa acepcdo ampla, representando os
fungos que nos tecidos se reproduzem por um processo de brota-
mento ou gemulacéo.

Tais leveduras, de tdo grande importincia industrial, apresen-
tam sob o ponto de vista médico grande interésse, pois sfo capazes
de determinar, em condices especiais, blastomicoses de aspectos
clinicos os mais variados.

Sado estas leveduras patogénicas, verdadeiras ou falsas, fila-
mentosas ou hdo, que provocam o aparecimento das “blastomico-
ses propriamente ditas” ou leveduroses.

Flavio Nifio separa em 3 grupos as chamadas blastomicoses:

1.° grupo — Blastomicoses propriamente ditaé

2.° grupo — Parablastomicoses — Gr. paracoccidididico
Sindrome de Gilchrist
Histoplasmose

3.% grupo — Pseudoblastomicoses — Gr. coccidididico

Gr. rinosporidiésico
Gr. cromomicésico

As Dblastomicoses propriamente ditas sdo as produzidas por le-
veduras.

- As parablastomicoses sao determinadas por cogumelos que, sem
ser leveduras, podem em algumas circunstincias se apresentar zo
exame microscépico como células gemulantes que recordam em sua
morfologia as leveduras verdadeiras.

As pseudoblastomicoses sfo produzidas por fungos que em ne-
nhum momento apresentam a forma de reproducdo por brotamento
ou gemulacio. Neste trabalho, estudaremos apenas as “blastomi-
coses propriamente ditas” cu leveduroses, encarando a necessidade
do seu estudo clinico e micolégico. .

Grande ntmero de formas clinicas interessantes estio enqua-
dradas no grupo das leveduroses humanas, determinadas por cogu-
melos pertencentes as grandes famfilias Torulopsidaceae, de Ciferri
e Redaelli e Saccharomycetaceae.

Redaelli, em seu trabalho — I/attuale Sistemazione delle cosi-
dette “blastomicosi” — separa as blastomicoses em 2 grandes gru-
pos: as verdadeiras blastomicoses e as falsas, isto &, as produzidas
por leveduras, ascégenas ou anascOgenas, e aquelas nas quais se
inclue a maior parte das chamadas “blastomicoses americanas”.
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As leveduroses humanas ou blastomicoses propriamente ditas
riecessitam ser melhor conhecidas para que se possa entdo diagnos-
tica-las com maior frequéncia. Flavio Nino, em sua brilhante mo-
nografia sobre as blastomicoses na Argentina, afirma textualmen-
te: “En efecto, grande ha de ser el nimero de estas afecciones que
se rotulan como otras tantas: ldes, tuberculosis, leishmaniosis y neo-
plasias diversas por colegas que no las tienen en cuenta ante un
diagnéstico diferencial. Si se piensa en la gravidad del prognoésti-
co que significa un diagnéstico de blastomicosis por granuloma
criptocdecico o por alguno de los granulomas que forman el grupe
de las parablastomicosis y el de las seudoblastomicosis, se compren-
derd facilmente la importancia que tiene el mejor conocimiento de
estas afecciones y la necesidad imperiosa de poder establecer en
forma precoz la verdadera naturaleza de un tal padecimiento, ya
aue en ello, va muchas veces asegurado el éxito de un tratamienta
vy la vida de un ser humarno™. '

As leveduras, afirma Mackinnon, necessitam geralmente alte-
racbes especiais da pele ou mucosas para poder vegetar sobre elas,
porém tais alteracGes nfo bastam; é necessario que o cogumelo
possua um certo grau de viruléncia que o torne apto a viver para-
siticamente.

Segundo ¢ mesmo autor é possivel que amostras particular-
mente virulentas nao necessitem de alteracdes prévias dos tecidos
para determinar o aparecimento de lesges.

Numerosas manifestacdes clinicas sdo provocadas pelas levedu-
ras e o conhecimento dessas formas anitomo clinicas interessa a
todos os especialistas.

De um modo geral, as leveduroses comportam bom progndstico,
a nido ser no granuloma criptocéeico em que as lesdes sdo generali-
zadas, comprometendo d6rglos vitais por exceléncia.

A bibliografia médica estrangeira referente as leveduroses hu-
manasg, em seu duplo aspecto — clinico e micoldgico, & a mais rica
possivel. Em nosso meio, escassas sdo as publicacGes a respeito,
talvez pela ignorancia dos conhecimentos micolégicos.

Este nosso trabalho tem por finalidade maxima chamar a aten-
cdo dos clinicos em geral e dos homens de laboratério para a veri-
ficaciio e comprovacio diagnéstica de um grande ntiimero de levedu-
roses, todas elas apresentando-se mais ou menos comumente na cli-
nica, mas passando desapercebidas, ignoradas por alguns ou nio
diagnosticadas exatamente por outros.
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A Secdo de Micologia do Departamento de Microbiologia da
Faculdade de Medicina estd aparelhada para executar diagnésticos
micolégicos de toda a levedurose e prazeirosamente coloca-se a dis-
posicio dos colegas interessados.

CapfTuLo II

CLASSIFICACAO E ESTUDO DAS PRINCIPAIS LEVEDUROSES HU-
MANAS. DIAGNOSTICO CLINICO. ORIENTACAO TERAPEUTICA

Na classificagdo das leveduroses humanas, adotamos um crité-
rio puramente clinico.. Pareceu-nos tal idéia a mais razoavel, pois
uma classificacio de ordem micolégica dificultaria a boa compreen-
sdo do assunto.

Estudando, resumidamente, cada levedurose de per si, demos a
cada capitulo um cunho eminentemente pratico. Estabelecemos os
caracteres gerais de cada levedurose, a sua diagnose clinica e o seu
tratamento. Deixamos para um capitulo & parte tudo o que se re-
fere ao diagnéstico de laboratério das blastomicoses propriamente
ditas. Foi a seguinte a classificacdo que esbocamos das principais
leveduroses humanas:

— Leveduroses tegumenares (cutineo-mucosas) e Levedurides.
— Estomatite cremosa ou sapinho bucal.

— Lingua negra pilosa.

— Vulvo-vaginites por leveduras.

— Pneumomicoses por leveduras.

SO W N

— Levedurose generalizada.
| . L. { a) Forma localizada.
— Granuloma criptocécico b) Forma generalizada.

8 — Espra (7). -

e

1 — Leveduroses tegumentares (cutdneo-mucosas) e levedurides

"7 Durante muito tempo as leveduras foram consideradas como
agentes saprofiticos da pele e das mucosas, nic se acreditando em
sua patogenicidade. No entanto, em diversas lesfes tegumentares,
cutineo-mucosas, foram isoladas leveduras que se mostraram pa-
togénicas para os animais de laboratério, fato este que levou va-
rios pesquisadores a estudar melhor o assunto.
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Na Franca, Ravaut e Rabeau pesquisaram as diferentes rea-
coes humorais que se processam no organismo apés o ataque pelas
leveduras e constataram resultados positivos, persistentes e sufi-
cientemente especificos. Outros dermatologistas de renome se
ocuparam do assunto, confirmando as conclusdes tiradas por Ra-
vaut e Rabeau. Estes mesmos autores verificaram em certos doen-
tes a ocurréncia de lesées secundarias, determinadas por leveduras,
lesdes estas que se assemelhavam ora a uma paraqueratose, ora a
um psoriasis, ora a um eczema. A tais lesbes, Ravaut e Rabeau
denominaram de “levurides” ou, melhor diremos “levedurides”.

Para maior facilidade de estudo, apresentaremos a seguir um
quadro geral das principais leveduroses tegumentares, para depois
estudarmos as levedurides.

a. dobra inguino crural e o6rgéos
genitais

b. dobra sub-mamaria, axilar, re-
tro-auricular e umbigo

c¢. espacos interdigitais dos pés e

- L maos.

2. Onixis e perionixis

1. Lesées de intertrigo

. sapinho — glossites — queili-

—_ tes

@ 3. Leveduroses da boca e tu- o .

< . i 3 lingua negra pilosa

w0 bo digestivo ~ . J_
o . lesGes da comissura dos labios,
8 L ete.

=

g foliculites descalvantes

Z seborréia

« ~ A

S 4. Lesjes cutineas discuti- | ¢+ algumas ulceracdes cutineas e
&)

- algumas formas de psoriasis,
placas tricofitéides, furunculo-
ses, abcessos, nédulos subcuté-

L neos.

LEVEDUROSES TEGUMENTARES

5. Queratites
6. Leveduroses cutdneas generalizadas do recém-nascido

e do adulto,

1. Lesdes de Intertrigo:

Segundo. Ravaut e Rabeau o intertrigo por leveduras pode se
Jocalizar em diferentes pontos do organismo, assumindo aspeclos
clinicos 0s mais interessantes.
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Na dobra inguino crural, a lesdo se inicia com uma placa aver-
melhada, de contorno irregular, geografico. Sobre esta placa ha
geralmente um exsudato cremoso.

Muitas vezes, nas bordas da lesdo verifica-se o aparecimento
de uma zona com vesiculas, algumas pustulosas. O prurido é in-
tenso.

~ Tais lesdes podem atingir a bolsa escrotal, o penis e a regifo
interglutea, chegando em alguns casos ao reto. Na mulher a vulva
e a vagina podem ser atingidas,

O intertrigo por leveduras pode se localizar igualmente nas do-
bras sub-mamirias, na aréola dos mamilos, nas dobras axilares,
retro-auriculares e algumas vezes na cicatriz umbelical. Tais le-
sOes se iniciam quasi sempre por uma placa avermelhada, mal de-
limitada, seguida por uma zona pustulosa. Recobrindo as lesées,
um ligeiro exsudato. '

Nos espacos interdigitais, o intertrigo por leveduras quasi sem-
pre se manifesta por meio de pequenas fissuras, recobertas por res-
tos de epiderme macerada. O prurido é infenso, podendo coexistir
lesdes de onixis ou perionixis.

Nesses casos, verifica-se que o calor e particularmente o con-
tacto com a agua intensificam as lesfes. Segundo Niho, estas le-
soes de intertrigo se diferenciam das produzidas por dermatéfitos,

pelo carater inflamatério mais agudo, com aspecto mais Umi-
do que seco. Devemos dizer que varios AA. negam a existéncia
do intertrigo por leveduras, atribuindo a estas um papel secundi-
rio. Mackinnon, no Uruguay, entre muitos outros, aceita, com nu-
merosas provas, a existéncia desses intertrigos por leveduras.
Mackinnon, em seu trabalho sobre a “Erosio interdigitalis”. entre
outras conclusdes, aponta a seguinte:

na erosdo interdigital da mao, com o tipo clinico do inter-
trigo por leveduras, comprova-se a auséncia de Streptococcus e de

dermatéfitos, e a presenca de leveduras desde o inicio da enfermi-
dade.

2. Onixis e perionixis:

As onixis por leveduras sdo raras, ao contrario das perionixis.

Nas onixis, as unhas tornam-se espessas, de superficie irregu-
lar, cheias de sulcos e pequenas depressdes e é dificil pelo exame cli-
nico diferenca-las das onixis por dermatéfitos.
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Nas perionixis as lesdes se iniciam com uma vermelhiddo dolo-
rosa da ranhura peri-ungueal, o dedo se deforma, a pele torna-se
tensa e dolorosa.

O assunto vem muito bem tratado no livro “Diseases of the
Nails”, de autoria de V. Pardo-Castello (1941). Outros autores,
entre eles Flavio Niflo, Negroni e Mackinnon se ocuparam do as-
sunto. Nino diz que as onixis e perionixis por leveduras sio fre-
quentes no sexo feminino, (lavadeiras e cosinheiras, particularmen-
te) ; as perionixis tém geralmente um inicio agudo, depois passam
4 cronicidade. Nifio verificou reativacdo dos fendmenos inflama-
térios por ocasiio do periodo menstrual.

3. Lesﬁes da boca e tubo digestivo:

.Em capitulo especial, pela sua grande importancia, trataremos
da estomatite cremosa ou sapinho bucal, assim como da lingua ne-
gra pilosa. Leveduras diversas podem se localizar na lingua, de-
terminando uma glossite, geralmente ulcerativa e superficial, como
em um caso publicado por dois de nés (Almeida e Lacaz). As glos-
sites blastométicas seriam, para alguns AA., formas circunscritas
de um estomatite cremosa.

Fic. 1

Glossite ulcerativa blastomicética por cogumelo do género Candida.

Lesfes da comissura dos labios por leveduras sio frequentes e
se confundem com as produzidas por Streptococcus. Freund em-
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prega a expressdo de micose inter-labial para diferenci-la da cha-
mada “perléche” que seria determinada por um Streptococcus (S.
plicatis de Lemaitre). Queilites descamativas por leveduras tém
sido descritas. Dedicamos atencdo especial as enterites determi-
nadas pelas leveduras no capitulo destinado ao espri.

4. Lesdes cutdneas discutidas:

Ravaut e Rabeau, estudando as leveduroses cutineas, descre-
vem outras lesGes por leveduras, mas que nfio sdo aceitas pela maio-
ria dos dermatologistas. Entre tais lesbes, figuram:

a) Foliculites descalvantes — observadas em 1924 por
Castellani, consistindo em pequenos furiinculos do
couro cabeludo com queda dos pélos nas regides
atingidas.

b) Seborréia — Sabouraud em 1904 achou que a se-
borréia era determinada por uma levedura pertein-
cente ao género Pityrosporum. Depois, Morris
Moore, entre outros, estudou o assunto e considerou
o Pityrosporum ovale como sendo o agente da der-
matite seborréica. Quando a seborréia atinge o
couro cabeludo recebe entre nés o nome de “caspa”
ou “dandruff” em inglés. E moléstia universal, e
Moore acredita ter reproduzido experimentalmente
a dermatite seborréica. O mesmo pesquisador tem
isolado o cogumelo, com relativa facilidade, semean-
do as escamas em wort-agar, pH 4,8.

¢) Psoriasts — Wachowiak e Fleischer (1929) acharam
que as leveduras desempenhavam um papel impor-
tante na etiologia do psoriasis, o que ndo foi aceito
por outros pesquisadores.

d) Ulceracdes cutdneas — Ramel, em alguns tipos de
ulceracbes cutdneas, encontrou numerosas leveduras
e 08 doentes reagiram com os extratos dessas mes-
mas leveduras quando eram inoculados por via in-
tradérmica.

5. Queratites:

As queratites determinadas por leveduras sio raras e quasi
sempre se acompanham de uma conjuntivite. As queratites por
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leveduras podem assumir uma forma ulcerativa, nodular ou infil-

trante. Nifio, em sua monografia sobre as blastomicoses na Ar-

gentina, refere-se a uma observacio do Drs. Romano Jalour, Negri

e Balsa, em cujo doente se observava uma conjuntivite rebelde, com .
ulceracdo da cérnea, de tipo serpiginoso, irregular e de bordas

infiltradas. Tais lesbes melhoraram lentamente com o emprego de

atropina, pomada de 6xido amarelo de mercirio e aplicacdes topicas

de nitrato de prata.

6. Leveduroses cutineas generalizadas:

Em criancas desnutridas sdo frequentes dermatites vesiculo-
sas ou lesGes de intertrigo que atingem territérios cutdneos dife-
rentes. Geralmente, a tais lesbes se associam o sapinho e distir-
bios intestinais.

Lestes eritémato escamosas ou eritémato vesiculosas aparecem
igualmente no recém-nascido, na 2.2 infancia-e no adulto desnutri-
do, particularmente. Alias, Bloch mostrou o papel do “terreno”
no aparecimento de todas as leveduroses. E sabido que o sapinho
bucal e lesdes de intertrigo sio frequentes nos diabéticos.

TRATAMENTO: Nas lesGes cutdneas (intertrigos, particularmente) acon-
selham-se: .

1. Aplicacdes da pomada de Whitfield:

Banha ........ ... . e 30 gr.

Acido benzbico ........ ... 1gr

Acido salicilico ........coiiiiivnivenennn. 1a2gr, ou
2. Tintura de iodo diluido
3. Lugol

4. Mercilrio cromo a 2%.

Nas lesdes de onixis e perionixis, o0 melhor tratamento é o radioterapico,
como aconselha Pardo-Castello.

Curativos tdpicos com a férmula preconisada por Carini:

Acido salicflico ........ccvvvervnnnn. .“ 1 gr.
Formol ............ .. ... i 0,40 gr.

Aleool ..o e 20 cc.

Balifia, citado por Flavio Niiflo, trata os intertrigos por leveduras da se-
guinte maneira: )
1. Repouso.
2. Curativos tmidos com sol. fisiolégica até diminuir o estado
inflamatério das lesGes.
3. Empregar com o mesmo objetivo o linimento 6leo calcareo.
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4. Como fungicida, usar o borato de sédio a 40%, a pomada de
resorcina a 3,6%, crisarrobina a 1%, ou o alcool iodado de
Sabouraud. '

'

Levedurides (ou levurides de Ravaut e Rabeau,
oidiomicides de Bloch,
moniliides de Hopkins).

As levedurides consistem em uma reacdo cutinea secundaria,
estéril, determinada pela reativacio de uma lesdo primaria por le-
veduras.

Tais lesdes podem ser divididas em 2 tipos, de acordo com
Ravaut e Rabeau:

a) tipo paraqueratésico

b) tipo eczematoso

Bloch descreveu levedurides de forma papulo-liquendide. Di-
versos fatores determinam o aparecimento dessas levedurides, tais
como sinapismos, intoxicacio medicamentosa ou alimentar, calor,
frio, etc.. A prépria injecdo de levurina ou levedurina pode desen-
cadear a reacdo secundiria, alérgica.

Nas levedurides devemos sempre pesquisar o foco primario.
Ravaut e Rabeau, de cujo trabalho extraimos um resumo para este
capitulo, acham que dois elementos entram em jogo para produzir
uma leveduride: )

1 — um estado de sensibilizacio;

2 — a chegada, ao nivel das células epidérmicas, de um corpo
vulnerante ou principio téxico de natureza micética. Da combina-
cido desses 2 elementos nasce a deflagracio, donde a levedurlde nao
é senfo o efeito, dizem aqueles mesmos autores

TRATAMENTO: Trataur o foco primdrio. . Diminuir os fenémenos de sen-
gibilizacio com os métodos atuais de dessensibilizacao.

.

2 — Estomatite cremosa

Sinonimia — Sapinho bucal, Aphthae albae infantum (Galeno) Muguet, Blan-
chet, Millet, Stomatite cremeuse na literatura francesa. Soor, na li-
teratura alemf. Thrush na Inglaterra. Mughetto na Italia. Sapillo
e mal blanco na Espanha. Aphthae lactamen (Sauvage.) Aphthae
lactantium (Batman).

A estomatite cremosa, relativamente frequente em. certas
criancas, manifesta-se quasi sempre na primeira infincia com o
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aparecimento de placa$ esbranquicadas ou pseudo membranas, se-
melhantes a grumos de leite coalhado. KEsta pseudo membrana
inicialmente é muito aderente 4 mucosa e quando removida provoca
um sangramento desta tltima. H& casos rebeldes que aparecem
em criancas com extremo grau de debilidade orgénica. Verifica-se,
entdo, ao lado do sapinho bucal, perda de peso, febre, distirbios
gastro-intestinais, muitas vezes intertrigos na regido interglitea,
e as vezes propagacdo das lesdes ao faringe, esdfago, estdOmago,
bronguios e pulmées. Em 1934, Inah Morais de Camargo, defen-
dendo sua tese de doutoramento em S. Paulo, estudou 60 casos de
sapinho bucal e verificou ser o género Mycotorula (igual a Candida)
o mais frequente causador desta micose em nosso meio. A mesma
autora observou que o sapinho bucal é bastante comum na cidade
de S. Paulo.

Fic, 2

Aspecto microscdpico do exame de material retirado das placas de sapinho bucal.

Shlossmann considera os agentes do sapinho como héspedes
habituais da boca dos lactantes; seriam sapréfitas que passariam
a parasitos com a diminuicio de resisténcia do organismo. Nas
criancas acima de 6 anos de idade, afirma aquele autor, 38,5% a
54% contém na cavidade bucal fungos do sapinho, particularmente
a antiga Monilia albicans.
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O sapinho buecal quando aparece em individuos adultos quasi
sempre indica mau prognéstico. Nos individuos diabéticos, tuber-
culosos e nas moléstias consuntivas é comum o aparecimento do
“sapinho bucal”.

Todd, estudando a flora micética da boca e garganta de
1.000 pessoas normais, verificou que 14,7% possuiam leveduras na
boca ou garganta. A levedura frequentemente isolada dos casos de
sapinho é a Candida albicans, capaz de determinar igualmente
outras lesdes, tais como vulvovaginites, intertrigos, onixis e pe-
rionixis.

TRATAMENTO: 1.0 .— Manter em boas condicbes o estado geral do pa-
ciente. 2.0 — Tratamento local com solugdes alcalinas ou com solucdo de ni-
trato de prata (2- gr.), Glicerina (20 ce.), Agua distilada (80 cc.). Colargol
a 29%. Azul de metileno. Lavagens da boca com sol. NaHCO; a 5%.

3 — Lingz.m negra pilosa

Sinonimia — Hiperqueratose meldnica lingual. Glossophytia melanica. Me-
lanotrichia lingual. Antracose lingual. Queratomicose lingual. Lingua
pilosa nigra. Lingua negra et pilosa, etc.

A lingua negra pilosa parece ser provocada, segundo as idéias
mais recentes, por cogumelos do grupo das leveduras. Os sinto-
mas principais desta levedurose sio os seguintes: na altura do V
lingual surgem formacbes filamentosas escuras, que depois se es-
tendem para frente e para os lados, fazendo lembrar um tapete
ou tecido veludoso. Os pacientes atestam entio um empastamento
da lingua e as vezes dificuldade na degluticdo. Tais filamentos,
que conferem 3 lingua o aspecto piloso tdo caracteristico, sdo consi-
derados pelos autores como papilas filiformes hipertrofiadas e
hiperqueratinisadas. Geralmente, os pacientes, pela manhi, pra-
ticam uma “toilette” lingual, raspando a superficie deste 6rgio,
afim de aliviar a sensaclio de espessamento ou de empastamento.
Retira-se, deste modo, uma substéancia mucilaginosa, contendo for-
macdes filamentosas escuras, ao lado de numerosos micrébios entre
0s quais algumas leveduras. Fato digno de nota é que quasi todos
os pacientes atacados por este processo sdo tabagistas inveterados,
podendo-se até certo ponto estabelecer uma relacdo entre o fumo
e a lesdo. A figura n.° 3 mostra um caso de lingua negra pilosa
observado por Almeida, Lacaz e Fava Neto. A etiologia da lingua
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negra pilosa foi e tem sido muito discutida. Em 1830 Wallerand
defendeu a hipétese da teoria nervosa, argumentando que a lingua
negra geralmente se observava em individuos nervosos e emotives.
Para outros, tal afeccdo resultaria de uma irritaco local por di-
versas substidncias, e os cogumelos seriam simples agentes saprofi-
ticos, instalados neste terreno previamente alterado. Grande va-
riedade de cogumelos tem sido isolados por diferentes autores.

‘Dodge cita os seguintes: Oospom catenata, QOospora fragilis;

Cryptococcus cooperi, Cryptococcus linguae pilosae, Castellania
linguae pilosae. Pensamos que a causa primaria da hiperqueratose
lingual seja uma irritacdo determinada em certos individuos pelo

~uso inveterado do fumo; as leveduras instalar-se-iam neste terreno

em O6timas condigbes para a sua multiplicacdo. Segundo as idéias

Lingua negra pilosa.

de Almeida e Lacaz, a coloracdo escura da lingua seria devida ao
uso exagerado do fumo, cujo pigmento nicotinico impregnaria a
porcio queratinisada das papilas hipertrofiadas, do mesmo modo
que impregna as porcOes cérneas das polpas dos dedos de muitos

fumadores.
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TRATAMENTO: 1 — Abolicio do fumo ou de qualquer causa irritante da
mucosa lingual. 2 — Lavagens da boca com antissépticos brandos. 3 — Em-
prego da vitamina A em altas doses. )

4 — Vulvo-vaginites por leveduras

Entre as numerosas causas de vaginites e corrimentos vagi-
nais, destaca-se o “sapinho vaginal”, denominacio popular confe-
rida a uma doenca de natureza fungica, e que se apresenta geral-
mente sob a forma de um induto pseudo membranoso, de coloracéo
esbranquicada ou levemente amarelada e aderente as paredes da
vagina. Parece haver uma relacio estreita entre o sapinho vaginal
e 0 bucal dos recém-nascidos; estes se contaminariam durante sua
passagem pelo canal vaginal onde se encontrariam os cogumelos
agentes do sapinho. Esta hipétese merece ser levada em conside-
racdo, pois o sapinho vaginal é relativamente frequente nas mulhe-
res gravidas conforme tem sido observado em alguns centros mé-
dicos. Negroni, na Argentina, acredita que 33% das mulheres
gravidas apresentam o sapinho vaginal em seus diferentes aspe-
ctos clinicos. Woodruff e Hessetine (resumo de um trabalho pu-
blicado no Boletin de la Oficina Sanitaria Panamericana, ano 18, -
n° 3, Marco de 1939) realizaram cultivos vaginais em 402 mulhe-
res no 3° trimestre da gravidez e estudaram 90 casos de sapinho
bucal dos recém-nascidos. O coeficiente de micose vaginal segundo
aqueles autores parece associar-se com a situagdo econdmica e
higiénica das mulheres em gestacdo, correndo os futuros recém-
-nascidos 35 vezes mais perigo de manifestar o sapinho que os
filhos de mulheres indenes de infeccdo. A frequéncia do sapinho
vaginal naquelas mulheres foi de 28% ; as indigentes pretas apre-
sentavam-se com a moléstia' em maior proporcdo que as brancas
e as brancas mais ilustradas quasi ndo eram atacadas pela micose
vaginal. Claudius P. Jones e Donald S. Martin estudaram 68
amostras de leveduras, isoladas do trato vaginal de mulheres gra-
-vidas e ndo gravidas, sendo que dessas amostras 52 foram isoladas
das primeiras mulheres e 16 das segundas. Vemos, pois, que a
percentagem de cogumeélos isolados da vagina. das mulheres em
periodo de gravidez tem sido apreciavel e este fato pode explicar
até certo ponto o sapinho bucal dos recém-nascidos. Flavio Nifo,
explicando a patogenia do sapinho vaginal, acha que dois mecanis-

mos de contagio devem ser lembrados:
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a) Contaminacio pela idgua de lavagens vaginais, e
~b) Contagio sexual.

Escomel, no Pert, descreve verdadeiras pequenas epidemias de
vulvo-vaginites nos hospitais peruanos. Negroni isolou em 8% de
mulheres que nio estavam gravidas a Mycotorula albicans. Parace
ser um fato estabelecido de que tal levedura seja igualmente o agen-
te mais comum do sapinho vaginal. Castelani e Taylor distinguem
2 tipos de sapinho vaginal: o purulento e 0 membranoso. De um
modo geral a vulvo-vaginite blastomicética aparece no. Gltimo tri-
mestre da gravidez ou em mulheres diabéticas, produzindo ora cor-
rimento associado a edema das paredes vaginais, com prurido vulvar,
ora membranas amareladas semelhantes a grumos de leite coalhado.

TRATAMENTO: 1 — Ferver a agua a ser empregada nas lavagens vagi-
nais. ‘2 — Lavagens com lisoférmio, oxiacianeto de merctrio, permanganato de
potassio ou bicarbonato de sédio. A solucdo de bicarbonato de sédio a 2% pa-
rece ser o melhor medicamento. Outros autores empregam embrocacbes de azul
de metileno a 29 ou violeta de genciana a 2%.

5 — Micoses pulmonares por leveduras

Hoje em dia maior atencdo tem sido dispensada as micoses
pulmonares, cuja importancia em patologia pulmonar é de enorme
interesse pratico. ‘

Entre as diversas formas de pneumomicoses distinguem-se as
produzidas por leveduras. Otavio de Magalhfes, entre nés, des-
creveu a micose pulmonar pelo Neogeotrichum pulmoneum e poste-
riormente Samuel Libanio e Mario Dias Costa se ocuparam do mes-
mo assunto. Os AA. argentinos, entre os quais Nifio, afirmam que
as chamadas “bronco-pulmonites blastomicéticas” apresentam ge-
ralmente um decurso cronico ou sub agudo atacando preferencial-
mente os individuos adultos. O quadro clinico nada mostra de par-
ticular ou de especifico. Os doentes apresentam-se de um modo
geral febris, escarros muco purulentos ou hemoptéicos, perda de
peso, anorexia e dores localizadas no torax. Somente o labora-
tério consegue entdo elucidar o diagnéstico.

»

A Dbibliografia médica estrangeira é riquissima em observa-
¢bes de micoses broncopulmonares determinadas por leveduras dos
géneros os mais diversos.
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Recentemente, na Argentina, Manoel C. Blanco, em sua tese
de doutoramento sobre as micoses pulmonares dedica especial
atencdo ao capitulo das pneumomicoses por leveduras. Naquele
mesmo pais, Flavio Nifio, Negroni, Mazza e tantos outros publica-
ram observacdes de blastomicoses pulmonares propriamente ditas.

No Uruguay, Talice, Mackinnon -e outros estudaram o assunto
sob varios aspectos.

Castellani foi um dos primeiros pesquisadores a chamar a
atencao dos estudiosos para o papel patogénico das Monilias sobre
o parénquima pulmonar. Na KEuropa, Boeri e Iacono, Ciferri e
Redaelli, Sartory e Bailly, Perin e muitos outros, em uma série de
publicacdes, abordaram a questdo, quer no terreno clinico, quer no
micoldgico. IEntre nés, José Maria Gomes, Pinto Carvalho e ou-
tros publicaram casos de micoses pulmonares por leveduras. HA
muitos anos, dois de nés (Almeida e Lacaz), em trabalhos diversos,
tém chamado a atencio da classe médica para a possibilidade da
ocurréncia de micoses pulmonares em nosso meio e, felizmente,
intmeros diagnésticos tém sido feitos, com enorme beneficio para
os enfermos.

Recentemente publicamos (Almeida e Lacaz) um trabaltho sobre
micoses pulmonares, obra laureada pela Faculdade de Medicina de
Séo Paulo, e na qual dedicamos um capitulo especial ao estudo das
leveduroses pulmonares.

TRATAMENTO: Jodetos, tendo-se o cuidado de verificar a sensibilidade
do doente a estes medicamentos. Doses iniciais pequenas. Levantar o estado
geral do doente. Vacinoterapia em alguns casos.

6 — Levedurose generalizada

As leveduras patogénicas, em certas condicdes, podem deter-
minar lesdes. generalizadas.

No capitulo seguinte dedicado ao estudo do granuloma cripto-
cocico, veremos que o agente desta micose — o Cryptococcus neo-
Fformans, determina quasi sempre miltiplas lesGes, em 6rghos vitais
por exceléneia, razdo pela qual o progndstico desta moléstia é sem-
pre o mais reservade possivel. i

Na literatura médica, hé casos descritos de “moniliase genera-
lizada” em que o ponto de partida das lesdes foi representado por
um sapinho bueal.



242 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

Entre nés, Moses e Gaspar Viana, em 1913 publicaram nas
Memérias do Instituto Osvaldo Cruz um caso de micose generali-
zada por uma levedura que eles rotularam naquela época como sen-
do o Proteomyces infestans (Moses e Viana, 1913) e que Puntoni
denomina de Trichosporon infestans (Moses e Viana) Punto-
n1 1936.

O doente, de 18 anos de idade, cocheiro, apresentou-se ao ser-
vico do Prof. Terra, na Santa Casa, do Rio de Janeiro, em estado
- de confusao de idéias, razao pela qual a anamnese foi prejudicada.
O exame objetivo e subjetivo revelou: grande fraqueza geral, cefa-
léia, locomocdo dificilima, incoordenacdo motora, numerosos e peque-
nos abcessos localizados preferencialmente nos membros superiores
e inferiores, empastamento abdominal profundo, temperatura ele-
vada e flictenas sobre a face. O paciente faleceu alguns dias apés
sua entrada no hospital.

A necroscopia revelou lesGes em grande numero de visceras.
Foi obtida cultura em meios de Sabouraud. O parasito mostrou-se
patogénico para ratos, coelthos, cobaios e saguis, nio o sendo para
pombos e galinhas.

Em 1939, Negroni e Villafahe Lastra publicaram um caso de
micose generalizada e mortal pelo Trichosporon proteolyticum n.sp.
Tratava-se de uma levedurose, de origem pulmonar, com focos
metastaticos no tecido celular sub cutaneo.

7 — Granuloma criptocécico

O granuloma criptocécico parece ser das leveduroses humanas
a mais grave, comportando sempre prognéstico o mais sombrio
possivel.

O quadro clinico do granuloma criptocécico, determinado pelo
Cryptococcus neoformans é variadissimo. Os AA. norte-america-
nos, durante muito tempo dedicaram sua atencio para o estudo
da chamada “Torula infection”, modalidade clinica do granuloma
criptocéeico. Nestes casos a moléstia se denuncia quasi sempre
com uma meningoencefalite, precedida ou nido de lesdes cutaneas ou
pulmonares. O exame liquérico revela hipertensdo, albuminiria,
polinucleose e presenca no sedimento de numerosos Cryptococcus
com a sua morfologia carateristica.
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No tecido nervoso, o parasito apresenta notavel atividade his-
tolitica, de tal modo que se formam verdadeiros abcessos cerebrais
cheios de cogumelos. As lesfes meningiticas podem ser difusas ou
circunscritas, exsudativas ou granulomatosas. .

Interessante notarmos que na Europa predominam as lesfes
cutdneas, com quadros anitomo clinicos os mais diversos. Depois
de longos estudos chegou-se 3 conclusio de que a chamada “blasto-
micose européia” ou “blastomicose de Busse-Buschke” nada mais
era que uma modalidade clinica do granuloma criptococico, que 10
caso particular se apresenta geralmente sob a forma de lesbes
cutdneas ulcerosas, lesées pustulo-crostosas ou verrucosas e algumas
vezes abceessos subcutaneos de evolucdo cronica.

Ao lado das lesbes cutdneas sdo frequentes as lesdes pulmona-
res. Em 1941, dois de nés (Almeida e Lacaz) tiveram ocasifo de
estudar material do 1° caso de granuloma criptocécico no Brasil
em que o doente apresentava extensas lesées pulmonares rotuladas
como de tuberculose. Posteriormente, apareceram sinais de me-
ningite e, feita a puncfo, isolou-se do liquor o Cryptococcus neo-
formans. As lesbes dsseas no granuloma criptocécico sfo tambem
frequentes. ) .

O parasito pode determinar igualmente a formacio de verda-
deiros neoplasmas e dai a denominacgdo de Saccharomyces neofor-
mans, uma das- primeiras denominacdes conferidas ao germe.
Sanfelice foi o primeiro a reproduzir, em animais de laboratério,
tumores de aspecto mixotomatoso, o que permitiu a diversos inves-
tigadores idealizar a teoria blastomicética dos tumores. O granu-
loma criptocdcico determina geralmente a formacdo de abcessos ou
quistos com aspecto mixomatoso ou gelatinoso, dentro dos quais
existem numerosos parasitos.

A febre é constante e o exame hematolégico revela leucocitose
com neutrofilia e anemia pronunciada. O parasito, como veremos
na parte de diagnéstico de laboratério, apresenta-se com morfolo-
gia carateristica. Trata-se de um cogumelo relativamente volu-
moso, com membrana de duplo contorno, tendo uma céapsula gela-
tinosa bem visivel. C

TRATAMENTO: Flavie Nifto, numa série de experiéncias realizadas in vitro,
com a finalidade de verificar a substinecia capaz de exercer uma acdo fungi-
cida sobre o parasito do granuloma criptocdcico, mostrou que as Solucbes de
Yatren a 5% em soro fisiolégico exercem uma acio inibidora, e que o corpo
386B da casa Bayer o.faz em menor grau. Com estas 2 substancias foi tra-
tado um caso observado por Nifio, com 6timos resultados.
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Fic. 4
LesGes pulmonares em um caso de granuloma criptocécico (Almeida e Lacaz).
Radiografia gentilmente cedida pelo Dr. Edmundo Cabra! Botelho.

b

Fic. 5

Abcesso cerebral pelo Cryptococcus sneoformans, seg. Nific.



LEVEDUROSES HUMANAS ‘ 345

Nos animais de laboratério é possivel obter-se uma imunizacie ativa me-
diante a inoculagcdo de doses repetidas e crescentes de cultivos vivos e mor-
tos do Cryptococcus meoformans.

As tentativas de imunizacdo passiva assim como a soroterapia preventiva
e curativa falharam por completo.

8 — O problema etiologico do espru

O espriu (sprue, afta tropical, psilosis, psilosis linguae, diarréia
‘branca, diarréia da Cochinchina, aphtoides cronica) é moléstia re-
lativamente frequente nas regides tropicais e sub-tropicais e de
etiologia ainda muito discutida.

Alem do espra tropical, teriamos o espri nao tropical e em
estreita relacio com as duas entidades, a moléstia de Gee-Herter-
Heubner, todas elas tendo como carater principal a esteatorréia.
Este fato levou Thaysen, citado por Alves Meira, a enquadrar as
3 moléstias com o titulo de “esteatorréia idiopatica”.

O esprq, considerado durante muito tempo como sendo devido
4 acfo patogénica de uma levedura — a Monilio psilosis (Monilia
ashfordi) se carateriza por um certo ndmero de sintomas, entre
08 quais predominam os digestivos, caraterizados por uma esto-
matite aftosa, anorexia, glossite dolorosa, modifica¢ées do quimis-
mo gastrico, dores esofageanas, njuseas, vomitos, esteatorréia, cé-
licas intestinais, meteorismo e algumas vezes megacolo.

Ao lado desses sintomas digestivos, encontramos alteracfes
hematolégicas (anemia severa), sintomas de ordem geral (febre,
astenia, emagrecimento), sintomas endécrino-metabdlicos (modifi-
cacdes no teor do célcio, fosforo e glicose, perturbacdes Gsseas, teta-
nia), sintomas nervosos (parestesias, polinevrites, ataxia) e sinto-
mas psiquicos (irritabilidade, neurastenia, etc.).

Segundo Anes Dias, ao se estabelecer um diagnéstico de espri,
trés grandes sintomas devem estar presentes no espirito do médico:

a) anemia
b) - estomatite
¢) descargas intestinais.

As descargas intestinais s@o constituidas por fezes liquidas,
abundantes e gordurosas, precedidas de um meteorismo notavel e
que se instala rapidamente, o que permitiu a Anes Dias afirmar
pitorescamente que no espri “a ventania e a trovoada estio a
anunciar chuva”.
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Durante muito tempo acreditou-se que a antiga Monilia psilosis
(Monilia ashfordi) fosse o agente etiolégico do espru.
Hoje em dia acredita-se que as leveduras se instalam noc tubo

gastro intestinal quando existe um terreno previamente alterado
por um desequilibrio nutritivo.

De acordo com Ashford, o espru seria uma entidade moérbida
resultante da acdo de um fermento flingico sobre um terreno em
avitaminose.

Segundo Weis, citado por Alves Meira, a Monilia psilosis ndo
deve ser considerada como o agente etiolégico do espri, admitindo-se
no miaximo que ela tenha uma significacdo secundaria.

Uma comissdo do Laboratério de Bacteriologia de Bombay, en-
carregada de estudar o assunto, apés 18 meses de pesquisas concluiu
que o esprd ndo deve ser considerado como uma “moniliase diges-
tiva”; as leveduras encontradas nas fezes dos doentes podem desem-
penhar um papel secundirio importante na producio de certos sin-
tomas, durante as fases de atividade da enfermidade.

Si estudarmos a flora micética do tubo intestinal de indivi-
" duos normais, verificaremos que os dados obtidos sio variaveis, con-
forme os diferentes investigadores. Anderson encontrou 47% po-
sitivo para cogumelos; Dold 7,56% ; Fleischer ¢ Wachowiak 88%;
Ashford 44%, dos quais 5,6% era a M.psilosis; Benham 80%,
18% sendo a Monilia albicans.

As mesmas variacOes sdo verificadas em condicdes anormais;
Dold encontrou em 16% dos casos de diarréia a presenca de cogu-
melos; Fleischer e Wochowiak 58% ; Anderson em 100% e Ashford
em 280 casos, 55,3% positivo para a Monilic psilosis.

Ashford (1929), citado por Negroni e Fischer, empreendeu uma
série de investigacbes em pessoas sds e enfermas e em 872 casos
obteve o0s seguintes resultados:

Em 280 doentes c/esprti, encontrou 155 vezes (55,3%) a
M .psilosis

Em 288 doentes c¢/distiirbios intestinais, encontrou 19 vezes
(6,6%) a M.psilosis

Em 126 doentes c¢/outras enfermidades, encontrou 6 vezes
(4,7%) a M.psilosis

Em 178 pessoas sas, encontrou 10 vezes (5,6%) a M.psilosis



LEVEDUROSES HUMANAS 347

Esta a razdo pela qual Ashford afirmou que o espri é um
transtorno nutritivo que favorece a multiplicacdo, no intestino, da
Monilia psilosis. Concluindo, diremos que a M:psilosis, além de
ser encontrada nas fezes de doentes portadores de espri, é fre-
quentemente isolada em outros casos de perturbacoes intestinais as
mais diversas, nido sendo portanto especifica.

A tendéncia moderna é aceitar o espri como sendo uma doenca
de caréncia.

CaritTure 11T

DIAGNGSTICO DE LABORATORIO DAS LEVEDUROSES HUMANAS

O diagnéstico de laboratério de uma levedurose humana repousa
fundamentalmente na observacio microscépica do cogumelo no ma-
terial retirado das lesGes. S&o as seguintes as provas que devem
ser executadas para um diagnéstico preciso: ’

1. Observacido microscopica da levedura
2. Isolamento e identificacio
3. Intradermo reacdo com levedura
Fixacdo do complemento

4. Provas sorologicas { Soro aglutinagio
Soro precipitacio

Inoculaciio da levedura em animais de laboratério.

(v

O exame microscopico do material suspeito poderi ser feito a
fresco (com ou sem coloracdo) e pelos métodos de Gram ou Ziehl,
e nos casos positivos observaremos numerosas células gemulantes,
esféricas ou ovéides, ao lado de filamentos micelianos em maior cu
menor abundéncia.

J4 vimos que no caso do granuloma. criptocécico, os parasitos
se apresentam com morfologia mais ou menos carateristica. O
Cryptococcus neoformans, ao exame microscopico, mostra-se sob a
forma de células arredondadas, providas de uma capsula com as-
pecto mucoso ou gelatinoso. No citoplasma desse cogumelo, verifi-
ca-se em alguns casos, a presenca de goticulas de gordura mistura-
das a uma substincia granulosa as vezes rica em cromatina.

A observacdo microscépica da levedura poderid ser efetuada
em cortes histolégicos. Quasi sempre a reacido histopatolégica face
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ao ataque das leveduras é o do tipo granulomatoso. Os parasitos
sdo encontrados fagocitados por células gigantes.

Uma vez observado o cogumelo.resta o seu isolamento e identi-
ficacdo. Os meios empregados para o isolamento das leveduras
sdo os mais variados. No Departamento de Microbiologia da Fa-
culdade de Medicina, desde longa data usamos a gelose glicosada
e acidificada pelo acido tartarico a 2%, disposta em placa de Pettri.
Semeado o material, a placa é levada para a estufa a 37°C. e
observada durante 24-48 horas. Para a conservacdo da amostra
empregamos o meio de Sabouraud-glicose. De um modo geral, as
leveduras isolam-se com muita facilidade e se apresentam sob a
forma de colonias brancas ou vermelhas, lisas ou cerebriformes,
aderentes ou ndo ao meio, imidas ou secas, brilhantes ou opacas.
Para a identificacdo genérica das leveduras usamos um critério de
ordem pratica e que sera ventilado no capitulo seguinte. -

Ao lado do exame microscépico podemos praticar nos pacien-
tes com leveduroses a intradermo-reagdo com a levedurina. Ja
possuimos no Departamento de Microbiologia da Faculdade de Me-
dicina tal antigeno que ja empregamos em doentes com leishmaniose,
ulcera tropical e eczema, com resultados negativos. Como os casos
de leveduroses humanas nio nos tém sido enviados com constancia,
talvez porque comportem, de um modo geral, um tratamento quasi
sempre eficiente nas maos de qualquer clinico, ndo temos opinido
formada sobre a sensibilidade de tal prova. No entanto, na Europa,
Ravaut e Rabeau estudaram tal reacfio, concluindo pelo seu valor,
achando porém que como todo teste biolbgico ela deve ser julgada
sempre comparativamente.

Negroni estudou tambem o valor desta prova e, com a Mycoto-
rule albicans, preparou 2 antigenos para reacbes intradérmicas.
0 1°, polissacarideo extraido do meio liquido no qual se cultiva a
Mycotorule albicans produz constantemente reacGes positivas mnos
doentes com leveduroses. O 29 polissacarideo extraido diretamente
das células nio da intradermo reacbes positivas, conservando no.
entando seu poder de reagir “in vitro” (floculacio e fixacdo do
complemento). Diz o mesmo A. que provavelmente o poder alér-
gico das levedurinas preparadas pelos diversos AA. se deve & pre-
senca deste ou daquele polissacarideo.

Entre as provas sorolégicas que se praticam no diagnéstico das

leveduroses humanas merece ser citada a reacio de fixacfo do com-
plemento.
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F1e. 6

Células de leveduras no escarro, coradas pelo método de Ziehl-
Neelsen. Género Geotsichum,

349

Fics. 7 ¢ 8

Aspectos microscopicos de leveduras em esfregaco de

€sCarro.

Género Candida.
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Negroni estudou comparativamente as reacbes de soro agluti-
nacdo, soro precipitacio e reacdo de fixacdo do complemento em
pacientes atacados por leveduroses, concluindo que de todas estas
provas a mais sensivel e especifica é a ultima, dando uma per-
centagem de positividade igual a 65,85%. Negroni afirma que a
reacio de fixacdo do complemento, nas leveduroses, pela sua cons-

Fic. 9

Aspecto mais comum das colanias de leveduras isoladas em gelose
glicosada e acidificada pelo acido tartarico a 2%.

tincia é um teste de alto valor diagnéstico. O mesmo néo se da
com as reacdes de soro aglutinacdo e soro precipitacio.

No diagndstico de laboratério das leveduroses humanas deve-
mos sempre que possivel inocular em diferentes animais de labora-
torio o cogumelo isolado. Muitas vezes, para que os resultados
sejam positivos, devemos antes sensibilizar os animais com inocula-
¢Oes pequenas, como recomenda Henrici. Mackinnon, no Uruguai,
em sua tese de doutoramento, estudando os caracteres e o grau de
viruléncia experimental das Turulopsidiceas, concluiu, de um modo
geral, que todas as amostras possuiam o mesmo tipo de acdo expe-
rimental e o animal m=ais sensivel era o rato.
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O coetho é mais sensivel quando inoculado por via endovenosa,
obtendo-se lesdoes em quasi todas as viseeras, particularmente nos
rins. As lesdes anatomo-patoldgicas sdo de tipos variados, desde a
reéacdo pidgena (microabeessos) até o granuloma tipico.

Carituro IV

ORIENTACAQO NO ESTUDO MICOLOGICO DAS LEVEDURAS
PATOGENICAS

Uma vez isolada a levedura, o que geralmente fazemos em
gelose glicosada e acidificada pelo acido tartarico a 2%, resta a
sua identificacio genérica e especifica. Geralmente, contentamo-
nos com a diagndse genérica.

Para tal, seguimos a seguinte orientacdo, que nos parece ser
2 mais pratica possivel:

1) -Semeadura da levedura em meio de Sabouraud glicose
para estudo de sua colonia gigante.

2) Semeadura em Aagua de batata, segundo o processo de
Langeron e Talice ou em agua de fécula de batata (estufa
a 37°C.) para estudo micromorfolégico da levedura iso-

~ lada. ‘

3) Estudo micromorfolégico da levedura, corando-se a limina
pelo Lugol duplo.

4) Verificacdo dos ascosporos, corando-se a ldmina pela he-
matoxilina férrica, ou mesmo pelo Lugol duplo ou corante
de Gueguen, estando a levedura em Aagua de fécula de
batata, ou entdo fucsina fenicada de Ziehl (técnica a ser

_ brevemente publicada).
5) Estudo bioquimico da levedura.

Numa ldmina corada pelo Lugol duplo, o micologista rapida-
mente separa aquelas que filamentam das que nfo filamentam.

Catalogada a levedura em um desses 2 grandes grupos, evi-
denciamos a presenca ou auséncia dos ascosporos, separando assim
4 grandes grupos desses cogumelos:

1) Leveduras que nfio filamentam, ascégenas
2} Leveduras que nfo filamentam, anascégenas
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3) Leveduras que filamentam, ascégenas
4) Leveduras que filamentam, anascégenas.

1. Leveduras que ndo filamentam, ascégenas

Neste grupo estao incluidos varios géneros, cujas carateristi-
cas podem ser revistas em um trabalho por nés publicado na Rev. do
Instituto Adolfo Lutz (vol. I, n® 2, 1941, pgs. 395-446).

Géneros: Schizosaccharomyces
Nadsonia
Debaryomyces
Saccharomycopsis
Zygosaccharomyces
Torulasporae
Saccharomyces
Saccharomycodes
Hansenule (= Willia)
Pichia
Schwanniomyces
Honseniaspora (= Hansenia)
Monosporelle (= Monospora)
Coccidiascus

2. Leveduras que ndo filamentam, anascégenas

Géneros: Torulopsis
Cryptococcus
Rhodotorula
Kloechera
Trigonopsis
Pityrosporum
Asporomyces
Mycoderma
Schizoblastosporion

3. Leveduras que filamentam, ascégenas

Géneros: Endomyces
Nematospora
Endomycopsis
Eremascus
Oleina
Octomyces
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4. Leveduras que filamentam, anascégenas

[ grupo albicans

tropicalis
” pseudotropicalis
Géneros: Candida * guilhermondi
" Lrusei
1 7 brumpti
L . aztmatico
Trichosporon
Geotrichum

Nao nos preocupamos em catalogar este ou aquele género

nesta ou naquela familia, porque infelizmente reina ainda enorme
confusdo em torno da sistemitica das leveduras.

As classificacdes propostas s@o numerosas, apresentando in-

teresse apenas para o micologista. Para o clinico e analista basta.
o diagnéstico genérico.

LEVEDURAS

Schizosaccharomyces
Nadsoria
Debaryomyces
Saccharomycopsis
Zygosaccharomyces
Torulaspora
Saeccharomyces
Hansenula — Pichia
Schwanniomyces
Leveduras que Hanseniaspora

nio filamen- Monosporella

tam Coccidiascus

Produzem ascos

Torulopsis — Rhodotorula
Cryptococcus — Kloechera
Trigonopsis — Asporomyces
Pityrosporum — Mycodermao
Schizoblastosporion

Nao produzem
ascos .

—

Endomyces
Nematospora
Produzem ascos } Endomycopsis
Eremascus
Oleinae — Octomyces

r

Leveduras que ;j
filamentam

Coldnias cremosas (Lev. blastoporadas)

Nido produzem {

Candid
L ascos a

Coldonias pseudomembranosas { Trichosporon
(Lev. artrosporadas) Geotrichum
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RESUMO

Os AA. tratam neste trabalho das principais leveauroses
humanas, encarando a necessidade de um estudo mais acurado dessas
blastomicoses. Inicialmente, tecem comentirios ligeiros sobre a
importancia das leveduroses na patologia humana, citando numero-
sos trabalhos realizados no extrangeiro, sobre o assunto. ﬂ

No Capitulo seguinte apresentam uma classificacdo médica das
leveduroses humanas, assim esquematizada:

1) Leveduroses tegumentares (cutaneo-mucosas) e
Levedurides

2) Estomatite cremosa ou sapinho bucal

3) Lingua negra pilosa

4) Vulvo-vaginites por leveduras

5) Pneumomicoses por leveduras

6) Levedurose generalizada

7)  Granuloma ecriptocécico

8) Espra (?7)

Sobre cada uma dessas leveduroses tecem comentarios de ordem
clinica e terapéutica.

O 3° Capitulo é destinado ao estudo das principais provas de
laboratério que devem ser praticadas no diagnéstico das leveduroses
humanas.

No 4° Capitulo os AA. apresentam a orientacio que seguem 1o
estudo micolbégico das leveduras patogénicas.

SUMMARY

In this paper the AA. discuss the most important human
diseases caused by yeasts, and bring out the necessity of a more
accurate study of such blastomycosis. Initially they refer to the
importance of the yeasts in human pathology, pointing out various
works carried on in other countries about this subject.

In the next chapter thiey present a medical classification of the
human diseases caused by yeasts, as follows:

_1) Tegumentary yeast diseases (Skin and mucous mem-
branes) '
Z) Thrush
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3) Black tongue (Glossophytia)

4) Vulvo-vaginitis caused by yeasts
5) Pneumomycosis caused by yeasts
6) Generalized yeast disease

7) Cryptococcus granuloma

8) Sprue (?)

There are given clinical and therapeutical indications concern-
ing each one of these diseases.

The 8rd chapter is dedicated to the estudy of the chief labo-
ratory tests to be used in the diagnosis of human yeasts.

In the next chapter the AA. give the criterium followed in the
micological study of the pathogenic yasts.
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NEUROMAS DA MUCOSA DO APENDICE

JOAO MONTENEGRO

Biologista chefe do Institute Adolfo Lutz

Desde 1921 Masson vem publicando seus estudos sobre o que
chamou neuromas do apéndice. Extremamente interessantes do
pontc de vista histo-patolégico ganharam ainda em importinecia
quando Masson, Rossle e outros lhes atribuiram significado clinico.

ORIGEM DOS NEUROMAS DA MUCOSA DO APENDICE

Existe na l&mina prépria da mucosa do apéndice um delica-
dissimo e irregular reticulo fibrilar argentafim que sendo, do lade
da muscular da mucosa, continuo com o plexo de Meissner, do qual
parece ser oriundo, termina na base das células epiteliais da mucosa
e suyas criptas.

Em condicbes ainda mal definidas mas que parecem ligadas
aos influxos inflamatérios do érgfo em apreco, di-se uma hiperpla-
sia irregular desse reticulo com alongamento das fibrilas e forma-
¢do de neuromas difusos ou esféricos, enovelados ou ainda alonga-
dos, penduliformes, situados, geralmente, no espaco que medeia
entre as criptas de Lieberkithn (Fig. 1).

Masson, quasi simultaneamente com Maresch, atribuiu, em
1921, as ulceracdes da mucosa, a formacio desses neuromas, pela
analogia que apresentam aos neuromas de amputaciio dos nervos
espinhais; mas, o primeiro desses autores, prontamente repudiou
essa hipétese por lhe parecer inverossimil, substituindo-a pela de
uma possivel neurocrinia.

Outro reticulo nervoso existe ainda, provavelmente de origem
entodérmica, aventa Masson, que, nao se impregnando de prata
quando tratado pelos métodos em voga, cora-se bem pelo tricrémico
desse autor. Este reticulo é mais copioso e se entrelaca com o pri-
meiro; nos seus intersticios encontram-se, esparsamente, células
‘cromo-argentafins de um ou mais tipos, isoladas ou em pequenos
grupos que, segundo Masson, sdo emigradas do fundo das criptas
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Entre duas criptas hd um neuroma penduliformie. = Hipergenese nervosa junto
e ao longo da muscular da mucosa. Ficka: C 871.
One higger neuroma between two crypts of Lieberkithn. Nervous hypergenesis
in the bottom of the mucosa clese to the muscularis mucosac.

Figc. 2

Entre o fundo das duas criptas e a muscular da mucosa vém se dois neuromas
encvelados.  Ficha: C. 81.
Two whorled neuromata between the tips of two crypts of Lieberkiithn and

the muscularis mucosae.

=
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de Lieberkiihn e adquirem a qualidade cromo-argentafim apos a
emigracdo. Os neuromas formados por esse reticulo (Fig. 2), diz
Masson, encerram sempre células argentafins e se localizam entre
a muscular da mucose e o fundo das criptas de Lieberkiihn. E esse
o tipo de neuroma comumente encontrado nas apendicites oblite-
rantes e classificado por Schweizer como neurinoma (Schwannoma)
(Fig. 38).

SIGNIFICADO CLINICO DOS NEUROMAS DA MUCOSA DO APENDICE

Masson, Maresch, Rossle e outros responsabilizam os ditos
neuromas do apéndice pela sintomatologia de certos casos diagnos-
ticados clinicamente como apendicite crbonica em cujos apéndices
patolégicos ha neuromas mas nfo reacdo inflamatéria. Aschoff
endossa essa teoria mas Porgis nega, indiretamente, qualquer ma-
nifestacdo clinica decorrente dessas estruturas.

Neurcmas cordoniformes, anastomosantes, no centro de apendicite obliterante.
Ficha: C 596,
Anastomosing cylindrical neurcmata in the center of obliterating appendicitis.

~

A importancia dessa controvérsia sobreleva-se, neste momen-
to, em face da crescente legifio de pessoas que padecem de dores no
quadrante inferior direito do abdomen em consequéncia de uma
patologia mal definida.
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O conjunto constituido pelo diagnéstico de apendicite cronica,
apendicectomia e cura, tdo comum outrora, desnorteou os anito-
mo-patologistas que, nfo encontrando processos inflamatérios bem
definidos, em muitos desses apéndices, incriminaram exagerada-
mente as pequenas alteracoes patologicas que encontravam, tais como
fibrose e hialinose da submucosa; hiperplesias dos tipos linfitico,
neuro-muscular e nervosa com formacio de neuromas; supostas
erosées da mucosa etc.. Chegou-se mesmo a forcar um pouco o
conceito de inflamacéo “croénica” do apéndice, como assinala Brites,
para conciliar os resultados clinicos e anatomo-patolégicos.

Mas, nestes tltimos anos, a observacdo feita por Guillaume em
1924, de que alguns dos casos operados com o diagnéstico de apen-
dicite crénica continuam com os mesmos sintomas, ndo sé6 foi con-
firmada como ultrapassada ao ponto de haver hoje quem classifi-
que de rara e até mesmo quem negue a apendicite cronica, porque
a percentagem de verdadeiras curas, nos operados com esse diagnés-
tico, é pequena, como demonstraram Alvarez e outros. Passou-se
entfdo precipitadamente de um extremo ao outro por dois motivos:
Observacao falha no primeiro caso e insuficiénecia de diagnéstico
no segundo.

A observacido falha resulta de dados colhidos muito precoce-
mente apés a operacdo e, mais comumente devido as Inexatas in-
formactes do paciente, decorrentes de sua mentalidade, da influén-
cia das condicbes mesolégicas em seu psiquismo, dos caprichos da
moléstia, ete..

Sobre a insuficiéncia de diagnéstico é preciso, preliminarmen-
te, salientar que a moléstia que mais frequentemente conduz a apen-
dicite cronica comumente diagnosticada afeta, em regra, apéndice
e ceco simultaneamente. E como a sintomatologia da apendicite
crbnica geralmente se confunde com a da tiflite cronica (preferi-
mos dizer colite porque outras partes do colon sdo, geralmente, afe-
tadas, no correr do tempe), podendo mesmo coexistir, compreen-
de-se que em muitos casos, embora.o apéndice esteja inflamado e
ativamente participando da sintomatologia dolorosa do quadrante
inferior direito do abdomen sua extirpacio n&o elimina a sintoma-
tologia porque ela continua a emanar da tiflite cronica. Trata-se
portanto de casos de apendicite cronica e, geralmente, colite cronica
concomitantes. S6 o exame histo-patolégiéo dos apéndices pode
confirmar sua co-participacdo porque raramente ele se denuncia
macroscopicamente. Como os, focos inflamatérios encontrados sio,
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geralmente, milimétricos torna-se necessirio examinar grande na-
mero de blocos de cada apéndice para surpreender suas lesdes.

Expurgando-se as falhas de observacdo dos casos ha muito
tempo operados com o diagnéstico de apendicite cronica, verifica-se
que pequena percentagem dos pacientes realmente se curam. Des-
tes, a grande maioria, tinha processos inflamatérios bem caracteri-
zados e mais ou menos extensos no apéndice enquanto nos poucos
restantes deste grupo havia apenas processos degenerativos, cicatri-
ciais, hiperplasticos ou neoplasticos. Podemos portanto, talvez ad-
mtiir a possibilidade desses processos cicatriciais, hiperplasticos ou
neoplésticos, entre os quais incluimos os neuromas, produzirem, em
circunstancias muito especiais, fenémenos dolorosos na regifo ceco
apendicular, quicd por embaraco das funcdes cinéticas do apéndice e
mais provavelmente quando por seus volumes produzam estenose
na luz apendicular.

Dos 45 apéndices que operamos com o diagnédstico de apendi-
cite cronica, nos quais foi feita a coloracédo tricrdmica de Masson
por Da. Ana Faraco e Da. Ursula Frées, encontramos os chama-
dos neuromas em 9. Destes enfermos, um se diz curado, 5 nao
curados e trés sem informacbes. No apéndice do que se curnu
havia, na muscular e submucosa um pequeno foco com infiltracao
leucocitidria. Os que nfo se curaram sio portadores de colite crd-
nica, moléstia essa que ja devia existir na ocasido da apendicecto-
mia, pois dois deles tinham apendicite obliterante que, a nosso ver
é, em pessoas jovens, um indice muito sugestivo de colite cronica
concomitante.

CONCLUSOJES

1. Em 20% dos nossos operados com o diagnostico clinico de
apendicite cronica, encontramos os chamados neuromas da mucosa
do apéndice.

2. As causas que determinam as pequenas e repetidas infia-
macoes do apéndice, conduzindo ao diagnédstico clinico de apendi-
cite cronica afetam, quasi sempre simultaneamente, o ceco produ-
zindo, portanto, tiflite (colite) concomitante. S&o provavelmente
os influxos dessas pequenas inflamacdes que, geralmente, condicio-
nam a hipergenese nervosa e formacgdo dos chamados neuromas da
mucosa do apéndice.
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3. Apenas um dos apendicectomizados, portador de neuro-
ma da mucosa do apéndice, se diz curado mas esse tinha um pequeno
foco de infiltracdo leucocitaria na muscular e submucosa do apén-
dice. Os que nio sararam tém colite cronica. Como a sintomato-
logia de apendicite cronica e a de tiflite (colite) cronica geralmen-
te se superpdéem torna-se praticamente impossivel determinar com
exatidao o papel desempenhado pelos neuromas da mucosa do apén-
dice na sintomatologia dolorosa do quadrante inferior direito do
abdomen. Quer nos parecer que, se esse papel existe, s6 muito ex-
cepcionalmente tem significado clinico.

SUMMARY

A general survay was made of the so-called neuromata of the
appendix mucosa and the works of Masson, Maresch and Rdssle
were mainly focussed. ‘

The A. accepts the hypothesis that the nervous hyperplasia
that give rise to the so-called neuromata possibily results from in-
flamation stimuli but these structures are not amputation neuro-
mata.

Regarding the clinical meaning of such structures the A. calls
attention to the difficulty in stablishing the facts. The wrong
conclusions come to a certain extent from a too short follow-up
postoperative period but mainly from the unreliable informations
of the patients whether conscious or, more commonly, subconsciously.
The great cure percentages formerly reported after operations for
chronic appendicitis were, in the past, highly exaggerated and, on
such false basis, wrong conclusions were drawn regarding the value
of the minor pathological findings of the appendicis. Even Mas-
son may have been partially misled. Of course one may admit that,
very exceptionally, these so-called neuromata of the mucosa may
be so numerous and bulky as to cause stenosis of the appendix
lumen and give rise to disease curable by appendectomy; but that
is nothing compared to the enormous number of cases operated on
for chronic appendicitis in whose appendicis there were neuromata,
with or without active inflamation, but which did not obtain cure
becuse a chronic typhlo-colitis and not amputation neuromata of
the cut basis o fthe appendix was at the botton of the disease.

The A. repofts 45 cases operated on by him with the diagno-
sis of chronic appendicitis. The histological sections of the appen-
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dicis were stained by the trichromic method of Masson and some
by silver impregnation. )

In nine of the above mentioned appendicis there were found
the so-called neuromata. One patient was cured, but, in his ap-
pendix there was also a focus infiltrated with leucocytes situated
in the muscular coats and extending down to the submucosa, oc-
cupying an area of about one millimeter. Five of the patients
were not relieved of their symptoms and they have now a chronic
inespecific colitis which they probably had concommittantly with
the appendicitis, from the begining, for two of them had obliterat-
ing appendicitis which the A. regards as sugestive of chronic co-
litis when met with in young people. '

Since the symptomatology of chronic appendicitis is as a rule
equal to that of chronic typhlitis (colitis) and since these two af-
fections often coexist it is impossible in such cases to assign the
roles played by the appendix lesions even when such organ is ex-
tirpated.

Various types of these so-called neuromata described by Mas-
son are illustrated.
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SOBRE O PADRAO BACTERIOLOGICO DO LEITE
EM SAO PAULO

Leite de Granjas

A. FRANCIA MARTINS,

Chéfe de subdivisio do Instituto Adolfo Lutz — Ex-hacteriologista
da extinta Inspetoria de Fiscalizagio do Leite e Laticinios.

AS GRANJAS DE S. PAULO

Ha pouco tornamos publico os estudos praticados nos leites
pasteurizados tipo C, cujos resultados foram coletados dos exames
bacteriolégicos efetuados de Agosto de 1934 a Dezembro de 1937.

No mesmo periodo, estudou-se tambem os leites de granjas.
Sao estes resultados que vamos expor.

As mesmas explicacdes que fizemos no trabalho anterior (Re-
vista do Instituto Adolfo Lutz, n.° 2, 1941), podem ser transladadas
para aqui. Houve o mesmo espirito de colaboracido entre os ser-
vicos, muito em especial entre o Inspetor de granjas e o laboratério
de bacteriologia.

Em geral, acompanhavamos pessoalmente o referido inspetor
nas suas quasi quotidianas visitas aos estabelecimentos, procurandoe
resolver os problemas sanitarios, baseado nos resultados dos exames
bacterioldgicos. '

Algumas granjas foram abertas e outras deixaram de fun-
cionar durante o periodo assinalado, procurando a Inspetoria incen-
tivar o mais possivel a producio deste tipo de leite, por preencher
condicoes de alto valor nutritivo e higiénico.

As granjas leiteiras podem ser consideradas como estabeleci-
mentos providos de recursos bastante amplos, tornando-se relativa-
mente facil o aperfeicoamento das téenicas de manipulacido, cuja
execucdio era facilitada pelo elevado padrio de conhecimento dos
seus dirigentes. A educacfdo sanitaria dos seus proprietarios e dos



370 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

gerentes muito contribuiu para o bom andamento dos servicos e
com algumas excepcdes, cuja explicacdo daremos adiante, verifi-
camos uma tendéncia acentuada de melhoria.

A producdo do leite de granjas mereceu da Inspetoria de Leite
toda a atencio e, se mais néo obteve, foi por razdes independentes
de nossa vontade. A situacdo de desigualdade delas ante os esté-
bulos de vaqueiros era notéria ocasionando prejuizos nio de peque-
na monta, levando mesmo a algumas delas a cerrarem suas portas
definitivamente.

Por questdes que ndo vém ao caso citar, ndo foi possivel solu-
cionar o problema e as granjas durante a nossa gestio, permanece-
ram em continua crise.

Em 1934, existiam apenas quatro granjas registadas na
Inspetoria e posteriormente, mais trés se abriram. Uma delas foi
fechada por ndo preencher as condicdes téenicas necessirias, outras
duas, antes de Junho de 1938, cerraram suas portas expontanea-
mente, surgindo em 1938 uma outra, que néo incluimos neste nosso
trabalho.

Todas elas, com excecdo de uma, achavam-se situadas no peri-
metro suburbano, possuindo espaco necessirio para a meia estabu-
lacdo dos seus gados.

Os estabulos eram em geral de boa construcio, bem arejados,
higiénicos, servidos por agua de poco, a maioria das vezes. As
aguas desses pocos foram examinadas pelo laboratério de bacterio-
logia da Inspetoria, a titulo puramente de orientacfo interna, reve-
lando todas as andlises, indice de contaminacéo coli.

O gado, em geral bem escolhido, era controlado periodicamente
pelo Departamento de Ind(stria Animal, muito bem aparelhado
para o mister. ‘

A ordenha se processava em compartimentos especiais, e o leite
era resfriado em resfriador plano ou cilindrico, & salmoura.

O engarrafamento era semi-automatico, o fechamento, por
meio de maquina manual, do tipo de tampas metalicas comuns. O
produto, uma vez engarrafado, era conservado em cidmara frigori-
fica de temperatura n&o superior a 4°C., e distribuido ao consumo
com poucas horas de ordenha.

Em resumo, as condicdes de manipulacio desse tipo de leite,
eram em geral boas, sendo servido ao consumo sem sofrer pasteu-
rizacéo.
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Mesmo nessas condigdes, o produto delas originado estava
aquem de nossas exigéncias, como adiante veremos, e carecia de
providéncias mais urgentes.

O estudo efetuado e exposto neste trabalho, revela apenas uma
série de anilises destinadas a estudar uma situacio num periodo
longo, afastando causas de erros possiveis nesta ordem de problema
e dependentes de variacdes de tempo, estacdes e consequentemente,
alimentacao do gado e temperatura ambiénte.

Servem tambem para documentar uma orientacio futura, que
ndo foi aproveitado por razdes outras.

ESTUDO DOS GRAFICOS

Acima dissemos que as granjas eram em numero de sete e
para melhor sistematizarmos os estudos, vamos numera-las de 1
a 7. Dessa forma, mantemos andnimos os estabelecimentos, podendo
discutir o assunto com desembaraco e livre de exploracdes comer-
ciais. ’

CONDICOES GERAIS DA COLHEITA DE AMOSTRAS:

Seguimos o ponto de vista ji4 adotado para o leite pasteuri-
zado tipo C, que consideramos o Unico razoavel como base a estudos
para estabelecer um padrdo bacteriolégico — colheita de amostras
no carro ou depésito distribuidor. Sendo este o local onde o piblico
consumidor ia buscar o produto e sendo tambem este o local onde
cessava a fiscalizagdo oficial, julgamos sempre que qualquer estudo
sobre exames bacteriolégicos em leites dados ao consumo, deveriam
ser calcados em amostras colhidas dessa forma. As amostras
eram imediatamente levadas ao laboratério e colocadas em geladeira
elétrica com temperatura de cerca de 2°C., até a hora do exame,
ndo ultrapassando nunca de 12 horas o espaco de tempo entre a
colheita e o exame.

Os métodos empregados para exame eram os mesmos citados
no trabalho anterior (Revista do Instituto Adolfo Lutz, n.° 2, 1941,
p. 855).

Eis os quadros demonstrativos dos resultados, grupados por
classes, representando os exames de contagens pelo método de
placas.
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GrRANJA N.° 1

Grupamento dos resultados das contagens em Placas, nas diferentes classes.
© Anos 1934, 1935, 1936, 1937. '

N.O de Resultados Frequéncia c1
Exames Incontaveis nas Classes asses
79 —— 3 ou 3,79 0 — 10.000

6 ou 7,59 | 10.001 — 20.000
14 ou 17,72 | 20.001 — 30.000
13 ou 16,45 | 30.001 — 40.000
9 ou 11,39 | 40.001 — '50.000 | 86:03%
11 ou 13,92 | 50.001 — 60.000
ou 506 60.001 — 70.000
ou 3,79 | 70.001 — 80.000
ou 253 | 80.001 — 90.000
ou 3,79 | 90.001 — 100.000

o N W

8 ou 16,12 | 100.001 — 200.000

1 ou 1,26} 200.001 — 300.000

2 ou 2,63 300.001 — 400.000 13,919
— 400.001 — 500.000
— Mais de 500.000

Pesquisas de Elementos do Grupo Escherichia aerobacter

Diluicoes 1 ece. 1:10 1:100 1:1.000 1:10.000
Ex. positivos 4 30 33 4 —
Porcentagens 5,65 41,66 45,83 5,55 -

Pesquisas Positivas — 71 — 98,59%
Pesquisas Negativas — 1 — 1,38%
Numero de Pesquisas — 72

O estudo deste grafico demonstra que em 79 exames pratica-
dos, 86,039 achavam-se até a classe de 100.000.

Tratava-se de um estabelecimento com boas instalagbes, que
primava pelos métodos de trabalho e pela sistematizacio dos mes-
mos. Nunca fizemos uma viagem de inspecdo a este local, que
ndo encontriassemos tudo em ordem, qualquer que fosse a hora
da visita.

No entanto, faltavam ainda certos requisitos técnicos indis-
pensiveis, no terreno da esterilisacio. Nao havia propriamente
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esterilisacdo dos vasilhames, mas perfeita limpeza mecénica. Ora,
em higiene, os métodos devem ser precisos e completos, socb pena de
incorrermos em fracasso. A pouca variacdo dos resultados dos
exames bacteriolégicos, j4 evidenciam método de trabalho, porem o
indice “coli” 14 estava presente até em dilui¢bes elevadas, compro-
vando o que dissemos. Num total de 72 pesquizas do “coli”, somen-
te obtivemos um resultado negativo. Levando-se em conta a maior
condensacfo nas classes até 100.000, era este o estabelecimento que
melhor colocagdo arranjava.

GranJa N.©O 2

Grupamento dos resultados das confagens em Placas, nas diferentes classes.
Anos 1934, 1935, 1936, 1937.

N.O de Resultados Frequéncia
o Classes
Contagens Incontaveis nas Classes
66 — 20 ou 30,30 0 — 10.000
6 ou 9,09] 10.001 — 20.000
5ou 7,57) 20.001 — 30.000
2 ou 3,03 30.001 — 40.000
3 ou 4,64 | 40.001 — 56.000 74,229
3 ou 4,54 50.001 — 60.000
4 ou 6,06 60.001 — 70.000
—_ 70.001 — 80.000
2 ou 3,031 80.001 — 90.000
4 ou 6,06 90.001 — 120.0600
9 ou 13,63 § 100.001 — 200.000
6 ou 9,09 | 200.001 — 300.000
1 ou 1,51 300.001 — 400.600 25.74
1 ou 1,51 { 400.001 — 500.000 -
— . Mais de 500.000
Pesquisas de Elementos do Grupo Escherichic aerobacter
Diluigdes 1 cc. 1:10 1:100 1:1.000 1:10.000
Ex. positivos | 14 23 8 — —
Porcentagens 22,95 37,70 13,11 — —
Pesquisas Positivas — 45 — 73,76%
Pesquisas Negativas — 16 — 26,229

Niumero de Pesquisas — 61
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Eis outra granja que merecia, como a anterior, a primeira
colocacdo. Dirigida habilmente por um dos seus proprietarios,
equipada com requisitos téenicos indispensdveis para um bom re-
sultado, possuindo até estufa para esterilisacdo do vasilhame e, no
entanto, somente 74,22 % dos resultados enquadravam-se nas classes
até 100.000. A razdo de ser é a mesma exposta no caso ante-
rior: falta de meticulosidade na esterilisagdo, e aproveitamento dela,
durante as manipulacdes do leite.

O indice “coli” aqui nao ultrapassou as diluigées'de 1:100, €
assim mesmo, com pequena incidéncia. O numero de pesquizas ne-
gativas elevou-se a 16 ou 26,32%, bem consideravel, mas insuficien-
te para um tipo de leite que é especialmente destinado ao consumo
de criancas e debilitados.

Para demonstrar o valor da fiscalizacdo educativa, isto é, aque-
la fiscalizacdo que tem por fim incentivar a produciio, amparando-a -
com ensinamentos e mesmo prémios, quando se depara com organi-
zacoes desse género vamos expor o seguinte fato: o

Ocupava esta granja um lugar em classificacdo, levando-se em
conta as contagens bacteriolégicas, que nédo condiziam com suas or-
ganizacdo: o 5.° lugar. Seu dirigente, nio contente com o fato,
procurou recorrer i analises em outros laboratérios oficiais, quan-
do, por iniciativa nossa, fomos colher amostras seriada para exame
bacteriolégico, desde a ordenha, até o engarrafamento final. Eis os
resultados:

Conta- | Grupo Es- |Pero-
gens em | cherichia jxida-
placas | Aerobacter} se

N.® da fLocal da

a i1: .
Dat andlise | colheita

1936 91 granja [10¢’p. 1:10] Negativa |+++] Ordenhado do tbere
em frasco estéril.

., 92 'y 26¢p. 1:10] Negativa |[+++] Colhido do balde de
ordenha.

)y 93 . 4,500 Pos. 1 cc. |+++]| Colhido do deposito
antes do resfriador.

. 94 . 7.000 | Pos. 1 cc. |+++] Colhidodepoisdores-
friador.

'y 95 . 20.000 Identif. [+-+] Colhido da garrafalo-

A, aeroge- go depois do engar-

nes rafamento.




PADRAGC BACTERIOLOGICO DO LEITE 375

Poucos comentarios precisamos tecer em vista da evidéncia dos
resultados. A medida que fomos colhendo amostras, desde o tbere,
até o engarrafamento, os resultados das contagens foram aumen-
tando rapidamente, demonstrando o contingente de germes que cada
recipiente ia acrescentando ao produto. Seria fastidioso repetir e
mesmo repisar sobre o valor da esterilisacdo dos utensilios que vao
estar em contacto com o leite.

Si, minutos apdés a ordenha, o leite engarrafado ja& possuia
20.000 germens por cc., o que nao seria varias horas depois, si a
geladeira nio estivesse a temperatura conveniénte? Lembramos
que esta experiéncia foi feita & tarde, e os resultados constam do
relatério anual apresentado pelo Laboratério ao Sr. Inspetor Chéfe
da extinta Inspetoria de Fiscalizacdo do Leite e Laticinios (1936,
p. 7).

O resultado deste estudo foi que os métodos, ndo s6 de traba-
lho, como os de esterilisacdo do vasilhame, melhoraram considera-
velmente e tivemos a enorme satisfacdo de vermos nossos esforcos
coroados de éxito, pois as andalises bacteriolégicas desta data em
diante cairam a menos de 10.000 germens por ce. com varios resul-
tados abaixo de 5.000. A incidéncia do coli baixou nitidamente,
pois até aquela data, ndo haviamos obtido nenhum s6 resultado ne-
gativo, ao passo que nos Gltimos meses do mesmo ano, (1936), os
resultados negativos ascenderam a 8. As contagens pelo método
de Breed, acompanharam muito de perto as variacées das conta-
gens em placa, alids em acordo com a técnica. No ano de 1937,
ainda melhores foram os resultados, confirmando de forma insofis-
mavel o valor da medida tomada, sem coersdo, sem penalidades, mas
" com espirito de educacido e colaboragao.

 As reparticdes especializadas devem e precisam assistir as par-
tes concorrendo com isto num aumento da economia publica e em
beneficio da Saude Publica. A coersio estd destinada aos frauda-
dores somente.
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GranNnJA N2 3

Grupamento dos resultados das contagens em Placas, nas diferentes classes.
Anos 1935, 1936, 1937.

Contagens Resultados Frequéncia a
N.O de Incontaveis nas Classes asses
70 1 ou 1,42 13 ou 18,57 0 — 10.000

" 11 ou 15,71 | 10.001 — 20.000
11 ou 15,71 | 20.001 — 30.000
5ou 7,04 | 80.001 — 40.000 | 69,96%
2 ou 2,85 | 40.001 — 50.000
3 ou 428 50.001 — 60.000

— 60.001 — 70.000

ou 4281 70.001 — 80.000

ou 1,42 | 80.001 — 90.000

— 90.001 — 100.000

=W

10 ou 14,28 | 100.001 — 200.000
— 200.001 — 300.000

2 ou 2,85 300.001 — 400.000 28,55
2 ou 2,85 | 400.001 — 500.000
6 ou 8,57 | Mais de 500.000
Pesquisas de Elementos do Grupo Escherichia aerobacter
Diluicées 1 ce. 1:10 1:100 1:1.000 | 1:10.000
Ex. positivos 14 28 21 5 1
Porcentagens 19,71 39,43 29,57 7,04 1,40
Pesquisas Positivas — 69 — 97,159%
Pesquisas Negativas — 9 — 2,819 -
Nimero de Pesquisas — 71

O grafico n.° 3, presta-se a uma interpretacdo semelhante ao
anterior. Apenas. aqui as contagens foram mais elevadas, apre-
sentando 28,55% de resultados nas classes acima de 100.000.

A incidéncia do coli foi até a diluicdo de 1/10.000, apenas com
dois resultados negativos.

Tratava-se de um estabelecimento de construcdo adequada, am-
» biénte limpo, com boa sala de ordenha, apenas deixando a desejar
quanto aos métodos de trabalho.
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Inutil é entrarmos em longas explanacdes sobre esta granja,
ai estdo os resultados que bem falam a favor de uma medida higié-
nica, conforme vamos explanar no Gltimo capitulo.

GRANJA N.O 4

Grupamento dos resultados das contagens em Placas, nas diferentes classes.
Anos de 1934, 1935, 1936.

N.0 de Resultados Frequéncia
L. Classes
Contagens Incontaveis nas Classes
25 — 4 ou 16,00 0 — 10.000
3 ou 12,0¢ | 10.001 — 20.000
2ou 8,00] 20.001 — 30.000
1 ou 4,00} 30.001 — 40.000 68,00%
2 ou 8,00 40.001 — 50.000
2 ou 8,001 50.001 — 60.000
1ou 4,00] 60.001 — . 70.000
— 70.001 — 80.000
2 ou 8,00 80.001 — 90.000
—_ 90.001 — 100.000

2 ou 8,00 }100.001 — 200.000
2 ou 8,00 | 200.001 — 300.000
2 ou 8,00 | 300.001 — 400.000 32,00

— 400.001 -— 500.000
2 ou 8,00 | Mais de 500.000

Pesquisas de Elementos do Grupo Escherichia. aerobacter

Diluicdes 1 cc. - 1:10 1:100 1:1.000 1:10.000
Ex. positivos 4 11 5 — —
Porcertagens 20,00 55,00 55,00 —_ —

Pesquisas Positivas — 20 — 100,00%
Pesquisas Negativas — 0
Namero de Pesquisas — 20

A granja n.° 4 iniciou com determinada direcio em 1934, e
em 1937 passou a outra orientacio, n.° 4 A, com reformas nas suas
instalacbes, adaptacées de maquinidrios modernos de esterilisacdo
e melhoria geral, nfo s6 dos estdbulos, como da sala de ordenha.
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GranJA N.© 4-A

Grupamento dos resultados das contagens em Placas, nas diferentes classes.
Anos de 1936 — 1937.

N.o de Resultados Frequéncia
S Classes
Contagens Incontaveis nas Classes
26 1 ou 3,84 10 ou 38,46 0 — 10.000

3 ou 11,54 | 10.001 — 20.000
1ou 384 20.001 — 30.000
— 30.001 — 40.000
—_ 40.001 — 50.000
— 50.001 — 60,000
1ou 384 60.001 — 70.000
ou 3,84 | 80.001 — 90.000
— 80.001 — 90.000
90.001 — 100.000

61,51%

ot

4 ou 15,38 | 100.001 — 200.000
ou 7,69 |200.001 — 300.000
ou 3,84 { 300.001 — 400.000 32,00
— 400.001 — 500.000
2 ou 7,69 | Mais de 500.000

DN

Pesquisas de Elementos do Grupo Escherichia aerobacter

Diluigbes 1 ce. 1:10 1:100 1:1.000 1:10.000
Ex. positivos 5 - 10 3 —
Porcentagens 18,51 29,62 37,03 11,11 —

Pesquisas Positivas — 26 — 96,27%
Pesquisas Negativas — 1 — 3,70%
Nimero de Pesquisas — 27

Os métodos de trabalho na sua primeira fase, (n.° 4), eram
irregulares; notamos que nio houve propriamente nenhuma classe
que contivesse nimero de exames que sobrepujasse as outras, isto
é, houve uma certa igualdade na distribuicdo dos resultados pelas
classes. Isto é um fenOmeno interessante quando se estuda uma
tiboa estatistica, concluindo-se do que foi dito que os métodos de
trabalho ndo sdo muito bons e nédo sdo tambem uniformes.
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Na 2.2 fase, (n.° 4 A), os resultados pioraram, apesar das no-
vas instalagdes, denotando que ndo basta aparelhagem moderna, é
obrigatério que os métodos sejam tao rigorosos como constantes.

No quadro n.° 4, a incidéncia do coli nédo foi alem da diluico

de 17100, e no quadro n.° 4 A, ela subiu a 1,/1.000.

GrANJA N.©° 5

Grupamento dos resultados das contagens em Placas, nas diferentes classes.

Anos de 1934, 1935, 1936, 1937.

N.O de Resultados Frequéncia a
Contagens Incontaveis nas Classes asses
55 —_ 5 ou 9,09 0 — 10.000
5 ou 9,09 10.001 — 20.000
8 ou 14,b4 20.001 — 30.000
4 ou 7,27 30.001 — 40.000
4 ou 7,27 40.001 — 50.000
1ou 1,81 | 50.001 — 60.000| 5995%
1 ou 1,81 60.001 — 70.000
2 ou 3,63 70.001 — 80.000
1 ou 1,81 80.001 — 90.000
2 ou 3,63 90.001 — 100.000
6 ou 10,90 | 100.001 — 200.000
1 ou 1,81 | 200.001 — 300.000
1ou 1,81 f300.001 — 400.000 |  gg 97
— 400.001 — 500.000
14 ou 25,45 | Mais de 500.000
Pesquisas de Elementos do Grupo Escherichia aerobacter
Diluigoes 1 ce. 1:10 1:100 1:1.000 1:10.000
Ex. positivos | 12 19 12 T B
Porcentagens 24,00 38,00 24,00 6,00 4,00
Pesquisas Positivas — 48 — 96,00%
Pesquisas Negativas — 2 — 4,009
Ntumero de Pesquisas — 50

Eis aqui, um estabelecimento que poderia fornecer um . produto

muite melhor que fornecia.
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As suas instalacdes eram boas, suas aparelhagem de primeira
ordem, e a sua producdo nio muito eleveda. No entanto, a direcéo
nao era satisfatéria. Nao é a mesma coisa, dirigir um estabeleci-
mento agricola e uma granja leiteira, granja esta que vai fornecer
um leite especial para criancas e doentes.

Técnica s6 se adquire com estudo e observacfo, e higiene néo
se faz quando n@o ha pessoal preparado para o mister. A educa-
cido da capatazes e gerentes para granjas é um problema intima-
mente ligado 3 melhoria da qualidade do leite, alids j& iniciado pelo
Departamento de Inddstria Animal.

Nao podemos destacar do quadro acima, nenhuma classe com
uma porcentagem sensivelmente alta. No quadro representativo
da incidéncia do coli, verificamos que, mesmo na alta diluicdo de
1/10.000, existia 4.009% dos resultados; e este era um leite que se
fornecia crfi, para criancas e doentes!

GraNJA N.O 6

Grupamento dos resultados das contagens em Placas, nas diferentes classes.
Anos de 1935, 1936, 1937.

N.O9 de Resultados Frequéncia
Contagens Incontaveis nas Classes Classes

122 3 ou 2,45 2 ou 1,63 0 — 10.000
5o0u 4,09 10.001 — 20.000
7 ou 5,73 | 20.001 — 30.000 36,81%
8 ou 6,65 | 30.001 — 40.000
8 ou 6,55 | 40.001 — 50.000
1 ou 0,81 50.001 — 60.000
4 ou 3,27} 60.001 — 70.000
6 ou 4,19 70.001 — 80.000

— 80.001 — 90.000
4 ou 3,27 | 90.001 — 100.000

10 ou 8,19 | 100.001 — 200.000

5 ou 4,09 | 200.001 — 300.000
ou 6,55 [ 300.001 — 400.000 60,62
6 ou 4,91 | 400.001 — 500.000
45 ou 36,88 | Mais de 500.000

oo
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Pesquisas de Elementos do Grupo Escherichia aerobacter

Diluicoes- 1 ce. 1:10 1:100 1:1.000 1:10‘00(’
Ex. positivos 15 30 34 29 11
Porcentagens 12,60 25,21 28,567 24,36 9,24"

Pesquisas Positivas — 119 — 100,00¢%
Pesquisas Negativas — 0
Nimero de Pesquisas — 119

Esta granja foi o primeiro estabelecimento que introduziu na
pratica, na Capital, a ordenha mecanica. Montada com técnica e
dotada de requisitos indispensiaveis 4 uma boa producdo, tudo fazia
crér qué os resultados seriam 6timos.

Contiguo aos estiabulos, achava-se a sala de ordenha, limpa,
higiéncia, e bem disposta. Eram os animais tratados antes de re-
ceberem os cones das ordenhadeiras, e os recipientes depdésitos, uma
vez cheios, eram transvasados nos tanques especiais, para sofrerem
o resfriamentc e em seguida o engarrafamento. A técnica da ma-
nipulacio era boa, metédica e os primeiros resultados foram bons,
baixando o teor de germens & medida que o operariado ganhava
pratica. Poucos eram os resultados acima de 50.000 germens, mas
a incidéncia do “coli” vinha demonstrando que havia falhas.

Realmente, a aparelhagem para ordenha mecénica é complexa,
comi pecas desmontédveis, mas cheiaz de juncdes, necessitando de
cuidados extraordinirios afim de se obter boa limpeza. Demais,
a esterilisacdo das superficies que entram em contacto com o leite,
é imprescindivel e delicada, pois nio podem ser usados todos os
meios fisicos ou quimicos, devido ac grande ntmero de sobressa-
lentes de borracha cu atacaveis pelos acidos ou alcalis.

Em resumo, a ordenha mecinica é o ideal, mas obriga neces-
sariamente a gastos bem consideraveis, como complemento “sine
qua non” i obtencdo de sua finalidade.

Foi o que aconteceu com o estabelecimento que estudamos. O
segundo ano de funcionamento primou por um aumento gradativo
das contagens bacterianas, raramente descendo abaixo da casa dos
milhdes. Estas contagens predominaram e no quadro junto, no-
tamos uma diferenca sensivel entre esses resultados e aqueles obti-
dos pelos outros estabelecimentos. Evidentemente que nio se po-
deria incluir esta granja entre aquelas que poderiam servir de base
ao estabelecimento do primeiro padrdo provisério.
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Nao porque a sua aparelhagem nao fosse eficiente, mas por-
que os métodos de trabalho ndo eram corretos. Nunca obtivemos
resultados da pesquisa de coli negativos, vindo de encontro ao prin-
cipio basico da ordenha mecénica, que é o afastamento de conta-
mihacdes exteriores.

GRANJA No© 7

Grupamento dos resultados das contagens em Placas, nas diferentes classes.
Anos de 1935 e 1936.

N.° de Resultados Frequéncia
J Classes
Contagens Incontaveis nas Classes
42 3 ou 7,14 — 0 — 10.000
— 10.001 — 20.000
— 20.001 — 30,000
_ 30.001 — 40.000
— 40.001 — 50.000
— 50.001 — 60.000
— 60.001 — 70.000
—_ 70.001 — 80.000
— 80.001 — 90.000
— 90.001 — 100.000
— 100.001 — 200.000
3 ou 7,14 |200.001 — 300.000
24 N
2 ou 7,14 1300.001 400.000 92,85
— 400.001 — 500.000
33 ou 78,57 | Mais de 500.000
Pesquisas de Elementos do Grupo Escherichia aerobacter:
Diluicoes 1 ce. 1:10 1:100 1:1.000 1:10.000
Ex. positivos — 1 14 14 13
Porcentagens —_ 2,38 33,33 33,33 30,95
Pesquisas Positivas — 42 -— 100,00%
Pesquisas Negativas — 0
Niumero de Pesquisas — 42

" Poucos comentirios devem ser feitos sobre os resultados dessa
granja. Em 42 contagens, nio se obteve nenhum resultado infe-
rior a 200.000.
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De tal ordem eram mal feitas as técnicas de trabalho que em
ocasifio oportuna foi este estabelecimento fechado como granja, pela
Inspetoria do Leite.

Relatamos aqui estes resultados, nio com o intuito de querer-
mos junta-los aos outros para dai concluir sobre um padrio pro-
visério, mas apenas para demonstrar em que condicSes higiénicas
pode um leite ser produzido, numa regifio préxima do centro ur-
bano, com enormes possibilidades de recursos. Durante um tem-
po, a ordenha nesta granja era mecdnica, porem quando feita 3
méo, os resultados eram melhores, de acordo com o que acima dis-

sSemos.

2.2 PARTE

Em Julho de 1938, a Inspetoria de Fiscalizacdo do Leite e La-
ticinios foi extinta, por decreto governamental. As anilises bacte-
riolégicas do leite passaram para o Laboratério Bromatolbgico, se-
guindo a mesma téenica, apenas mudando o tempo de incubacio das
amostras semeadas, para 48 horas. Em Novembro de 1940, cons-
tituiu-se o Instituto Adolfo Lutz, pela juncio dos tradicionais Ins-
tituto Bacteriolégico e Laboratério Bromatolégico, passando entao
as analises bacteriolégicas a serem feitas na subdivisio de Broma-
tologia e Quimica da novel organizacdo. As técnicas adotadas so-
freram modificacoes radicais, variando tambem a temperatura de
incubacfio das amostras e a composicdo qualitativa dos meios de
cultura empregados.

Resultou dai que os dados passaram a ser heterogéneos, nio -
mais podendo ser comparados, perdendo-se um tempo precioso e um
material inestimavel, bem como dinheiro inutil. -

As modificacbes introduzidas tém o alto mérito de aperfeicoar
a técnica de controle, 'procurando atingir a perfeicio, em prol de
uma campanha de melhoria dos géneros alimenticios. O laboraté-
rio técnico tem por obrigacio aperfeicoar os métodos, resultando
modificacbes periédicas daqueles ja estabelecidos. O higienista, a
policia sanitaria, enfim, deve caminhar em harmonia com o labo-
ratorio, afim de utilizar os resultados obtidos de forma racional e
proveitosa,

Parece que nao foi este o caminho tomado.

Quando catalogamos os resultados das anilises bacteriolégicas
dog leites, e neste caso, os de granjas, foi com o Gnico intuito de
comprovar o estado do leite desta espécie, e dai, propor um padrio
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provisério consentineo com o nosso meio e as nossas condicOes
verdadeiras. Nao chegamos a formuld-lo por motivos ji expostos
— falta de continuidade no servico. Porisso, extranhou-nos sobre-
modo, quando tivemos conhecimento do decreto 10.395, de 26 de
julho de 1939 que em seu artigo 259, dizia:

“0 leite pasteurizado tipo “A”, deve preencher as seguintes
condicGes:

a) ser produzido e beneficiado em granjas leiteiras, de acor-
do com as exigéncias legais;

b) ser distribuido ao consumidor dentro de 18 horas, a con-
tar do seu beneficiamento;

¢) ter acidez entre 16 e 18° Dornic;

d) conter 20.000 germes por centimetro cibico no méaximo,
com predominincia da flora acidificante do leite;

e¢) apresentar prova de redutase nio inferior a 9 horas para
o inicio da descoracéo.”

O citado decreto sofreu pequenas modificacGes posteriormente,
mas ainda no mesmo ano, sem grandes transformacdes para aquile
gue vamos expor. ' .

Qual ¢ critério adotado para vir em apdio a fixacdo do pa-
dréo do leite tipo “A” (Granjas) em 20.000 germens por cc., apds
a pasteurizacfo?

Os estudos por nés praticados referiam-se a resultados obtidos
de amostras de leites de granjas, crd, colhidas do carro de distri-
buicdo, pois na vigéncia do decreto 6.603, ndo era obrigatéria a
pasteurizacao do leite tipo “A”. O tempo de incubacdo das amos-
tras era de 24 horas.

O decreto 10:395, ndo cogitava do niimero de germens existen-
tes no leite antes da pasteurizacdo, mas somente depois dela, mas
como esta s6 passou a ser feita em data posterior ao decreto ou,
pelo menos, pouco antes dele, julgamos nfo ter havido estudo ne-
nhum que viesse justificar a medida. O padrao foi arbitrario. Os
nossos estudos nfdo serviriam para justificar o que foi feito pela
simples razdo de se tratar de estudo efetuado em leite cra, e o
padré&o atual de leite pasteurizado. Serviriam sim, para o estabe-
lecimento de um padrio de leite crii de granjas, antes de ser pas-
teurizado, deixando-se para mais tarde a fixacdo do nlimero ma-
ximo de germens apés a pasteurizacio.

O nimero de amostras examinadas de leite de granjas em 1939
e 1940 até » passagem dos laboratérios para o Instituto Adolfo



PADRAO BACTERIOLOGICO DO LEITE 385

Lutz, é apenas de oito, sendo que somente um anterior ao decreto
10.395. Sao os seguintes os seus resultados, dispostos pela ordem
cronoldgica: :

Némero Data Contagem | Contagem Qrupo
Breed placas coliforme

2.288 17.5.39 500.000 { 1.300.000 § 1/100
5.674 10.8.39 1.200.009 160.000 | 1/10.000
5.675 10.8.39 1.200.000 17.000 | 1/100.000
5.676 10.8.39 330.000 300 10 ce.
5.677 10.8.39 230.000 70.000 1 ce.
1.952 29.4.40 — 12.000 ) 1/100
3.242 17.6.40 100.000 1.800 | Negativo
3.485 — 90.000 80.000 | 1/1.000

Avufere-se dai que mesmo sendo pasteurizado, somente 4 resul-
tados ou 50%, acham-se abaixo da classe de 20.000, todos os demais
muito acima, equivalendo-se numericamente aos nossos resultados
sobre o leite cri. O coli achava-se representado em diferentes di-
luicbes, em 7 das amostras.

Pois bem, com resultados assim conseguidos, que demonstram
numa orientacio higiénica, ma manipulacfio e falta de técnica, fica-
mos julgando que o padrio ou seria modificado on intensificadas
as colheitas de amostras, afim de, com dados mais amplos, con-
cluir alguma coisa de vantajoso para uma orientacdo completa-
mente nova entre nés: a pasteurizacao do leite produzido em con-
dicoes de excepcionais requisitos téenicos.

Na realidade, isto nfo aconteceu.

3.2 PARTE

A unificacdo dos laboratdérios de controle sanitario no Instituto
Adolfo Lutz, que passou a ser o Laboratério Central de Saude Pu-
blica, veio técnicamente concretizar uma antiga aspiracido de ve-
lhos servidores do Estado.

Os exames bacteriolégicos de leite sofreram alteracdes na sua
técnica, consoante atraz ji expuzemos. Os resultados obtidos até
1938, depois em 1939-40, e em seguida, 1940 (depois de outubro)
e 1941, sdo heterogéneos, conforme as razdes expostas. Mas, al-
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guma deducdo utilitAria sempre é possivel tirar procurando esta-
belecer um estudo paralelo entre eles.

Vejamos. Apés Outubro de 1940, ja no Instituto Adolfo Lutz,
somente sete exames foram praticados nos leites de granjas até
Dezembro de 1941. Eis os seus resultados:

Niémero Data Contagem | Grupo coli-
placas aerogenes

9 13.11.40 100.000 1/10

12 20.11.40 7.000 1/mil

13 20.11.40 75.000 1/mil
40 13.12.40 120.000 1/10 mil

8 13.1.41 1 14.000 1/100

11 14.1.41 500 1 ce.

26 5.2.41 4.000 1/100

Si bem que com técnicas diferentes, mas segundo informacées
do Chéfe da Subdivisdo de Quimica, sob cujas vistas acha-se a sub-
seccdo de controle de produtos, os métodos introduzidos eram mais
rigorosos e portanto mais sensiveis, obtendo-se uma maior porcen-
tagem de colonias, comparativamente aos métodos anteriormente
adotados.

Conclue-se dai, que houve indiscutivelmente uma melhora ge-
ral dos resultados, provavelmente em razdo do aperteicoamento da
técnica da pasteurizacdo e de suas co-manipulacdes subsididrias.
Assim mesmo, dos sete exames praticados, somente 4 o 57,14%,
acham-se abaixo da classe de 20.000, os restantes muito acima.

Bem, si considerarmos numericamente os resultados do biénio
1939-1940 e do seguinte, 1940-1941, todos eles obtidos de amostras
de leites pasteurizados, concluimos que houve evidentemente uma
melhora, mas nao tao acentuada, capaz de por si justificar uma
nova baixa do padrao bacteriolégico marcado pelo decreto 10.395.

Mesmo sem uma justificacio numérica, outra havia para que
nao se processasse tal alteracdo — a modificacido dos métodos de
exames.

Porisso, si nfo julgamos com base satisfatéria a fixacdo do
padrdao em 20.000 germens por cec., feita pelo decreto 10.395, muito
menos nos satisfizemos com a diminuicdo do mesmo introduzida
pelo Decreto 12.216, de 7 de outubro de 1941. Este decreto mo-
dificou o art. 259, do decreto 10.395, limitando ao maximo de 5.000
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por cc. o nimero de germes do 1éite pasteurizado, continuando a
nio cogitar do nimero deles antes da pasteurizacdo. Si a simples
diminuicdo do padrao nao encontrava justificacdo plena, muito me-
nos ainda a persisténcia do erro grave em nio se exigir um maximo
de germes no leite cra, que deve ser pasteurizado. ¥ imprescindi-
vel que se extenda a pasteurizacio, como se fez, a todos os tipos de
leite, mas ndo basta pasteurizar s6, é condicdo obrigatéria que, para
se obter um bom produto pasteurizado, este preencha requisitos es-
peciais, antes da pasteurizacio. No trabalho anterior, entramos em
detalhes do porque deste principio que em hipétese alguma deve ser
esquecido na higienizacido do leite. '

Com a agua nfo acontece a mesma coisa. Ela pode ser purifi-
cada, desintoxicada, quer por processos quimicos ou mecinicos, sem
no entanto sofrer alteracdo. O leite é diferente, representa o pro-
duto de secrecio de células vivas, tem constituicdo complexa, pos-
sue em equilibrio virias substancias dissolvidas, cujo rompimento
acarreta alteracdes profundas na sua composicdo. Alem do mais,
é 6timo meio de cultura e o crescimento bacteriano nfo sé trans-
forma elementos bésicos na composicio fisico-quimica do todo, como
produz corpos toxicos que nido podem ser removidos sem uma mo-
dificacdo completa do produto.

H4i quem diga que “a pasteurizacfo comeca na ordenha e ter-
mina na entrega ao consumidor”. Preferimos denominar a este
todo — higienizacdo — sendo a pasteurizacio apenas uma parcela,
pois isoladamente pouco representa.

A modificacdo introduzida pelo Decreto 12.216, foi infundada
e persistiu num erro grave. Esperamos porem, que qualquer coi-
sa de muito importante esteja se praticando, afim de salvaguar-'
dar o interesse do consumidor, que é o Unico a quem devemos dar
todas as nossas atencles.

G deecreto 10.395, cogita em . seu art. 262, de uma escala de
pontos. Hsta foi modificada pelo decr. 12.216; ei-la:

I — Exame geral:

a) sabor ... e 30 pontos
D) aroma ..............iiiiiiie i 5 7
¢) aspécto (formagioc de creme) ......... 3 7
d) grau de limpeza (prova de filtracao) .. 2 ”
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II — Exame bacteriolégico:

a) tedr de germens ...................n. 30 pontos

b) auséncia de coli ............. ... ...... 15 ?

c¢) prova de redutase ............. ..., 5 7
Toran ............ 50 !

r

Parece-nos que tal escala é nao s6 de dificil apuracdo (sabor-
aroma), como incorreta. Como podemos premiar com 15 pontos
a “auséncia do coli”, si este ndo deveri existir nunca num leite
entregue ao consumo? O coli é um indice de contaminacio, alem
de produzir por si alteracdes téxicas nos organismos humanos. A
sua auséncia ndo deve ser premiada, mas punida, sim, a sua pre-
senca.

Quanto ao aspécto (formacdo de creme), é um fatoc variavel.
Sabemos que a camada de creme é formada pelas goticulas de gor-
dura existentes em suspensio no leite. Estas goticulas, de den-
sidade inferior & unidade, sofrem uma impulsdo de baixo para ¢ima,
de acordo com as leis da fisica, e a velocidade de ascencdo é varia-
vel, conforme o didmetro delas — tanto menor o gidbulo de gor-
dura, tanto mais lenta & sua ascencdo. Ora o didmetro dos glé-
bulos varia com a maneira de ordenha, com a maior ou menor
agitacdo, com o tipo de pasteurizacio, etc.. Para glébulos de igual
tamanho, a camada de creme varia com a temperatura de manu-
tencdo do leite, tempo de permanéncia em repouzo, altura da co-
luna liquida, densidade do meio, ete.. Como ajuizar pela simples
espessura da camada de creme, si um leite é melthor que outro?

Estamos saindo um pouco da alcada deste trabalho, mas si

aqui entramos em detalhes, é com o Gnico intuito de esclarecer pon-
tos obscuros para uma desinteressada tentativa de melhoria.

CONCLUSAO

Pelo exposto conclue-se:

1) Até dezembro de 1937, a maior parte dos leites de gran-
jas apresentavam contagens com elevada porcentagem abaixo. de
106.000;

2} que a pesteurizacio é uma medida indispensavel na higie-
nizacio mesmo dos melhores tipos de leite;
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3) que, mesmo com requintes de técnica, nio pode haver ga-
rantia absoluta de que um leite cru esteja isento de germens pato-
génicos, desde que ele seja produzido em grande escala;

4) para os leites tipo A, mais do que para qualquer outro
tipo de leite, a pasteurizacao deve ser imediata & ordenha;

5) é imprescindivel que se fixe o nimero de germens do leite
antes de pasteurizar.

6) o tempo de entrega ao consumidor deve ser contado a par-
tir da ordenha, o que representa a idade real do leite, mas nunca
da pasteurizacho, o que facilita a fraude.



O LEITE, MOLHAGEM E SEU PADRAO

ANTONIO CARLOS SEIXAS,

Quimico do Inmstituto Adolfc Lutz.

O leite, a carne e o pao, sdo os alimentos mais antigos e impor-
tantes para o homem.

A razdo pela qual a indistria leiteira tem sido suficiente a
alimentacdo popular, consiste em que o leite oferece & pobres e ri-
cos uma bebida nutritiva e toleravel; as criancas, o melhor substi-
tuto do leite materno e aos enfermos um reconstituinte restaurador.
Com a manteiga provem a mesa e a cosinha da melhor gordura co-
mestivel e proporciona com o queijo um alimento forte e apreciado
manjar. ' ’

E alimento e bebida ao mesmo tempo, de valor incontestavel,
contendo todas as substineias nutritivas indispensaveis em relacéo

. e

sempre 4 idade dos jovens mamiferos.

O leite de vaca proporciona a melhor manteiga, o de ovelha, o
melhor queijo, o de bafala e de cabra os melhores leites fermen-
tados e derivados dos mesmos.

O leite de vaca possue o sabor mais puro e agradavel de todas
as classes de leite. Sua proporcdo em matérias nutritivas é em

P

média de 1:3,74. Seu valor terapéutico \tambem é incontestavel.

J4 na antiguidade, no principio de nossa era, lugares de saude
havia (sanatérios), onde se podia proceder i cura pelo leite. Por
exemplo, segundo narra Flavius Aurelius Cassiodorus, entre Sor-
rento e Napoles encontrava-se um sobre o “Monte de Leite” (mons
Lactarius) para onde ele mandou um creado tisico chamado Da-

mus, para que se curasse ou melhorasse de sua moléstia.

Muitos admitem que o leite das maiis que criam seus filhos,
contem nfo somente a matéria nutritiva necessiria, mas tambem
certa forca misteriosa, unida & uma “enzima” chamada vitamina
que fomenta a nutricdo no corpo das criancas e produz uma par-
ticular acdo fortificante e preservadora.






0 LEITE, MOLHAGEM E SEU PADRAO 391

O leite fresco, de vaca, tambem possue essa propriedade que
nio 6 exerce acao sobre os bezerros como tambem sobre as ecrian-
cas de peito alimentadas com ele.

Por isso, acredita-se modernamente que, ferver o leite de vaca
destinado a alimentacdo das criangcas é pouco conveniente e con-
trario a natureza. Hoje procuram-se eliminar os germenes noci-
vos existentes no leite cru pelo processo da pasteurizacio de modo
que possa conservar a citada propriedade. .

A poporcio de substancias nutritivas do» leite de mulher é mui-
to maior que o de vaca e tem o valor médio de 1:16.

Por infelicidade, o modo como- se trata ele, ao ordenha-lo, an-
tes de sua venda, durante a mesma e especialmente em casa, antes
de toma-lo, deixa muito que desejar. ..

A finalidade desta palestra, se refere somente ao leite de vaca
que ¢é o mais comerciado nesta capital.

Desde 1934 vinhamos observando a necessidade de uma de-
monstracdo como a que pretendemos fazer. Se nao a fizemos ha
mais tempo foi por falta de dados em que nos pudéssemos basear.

Gracas a boa vontade e prestigio do Sr. Dr. Bruno Rangel Pes-
tana, agora isso nos foi possivel.

Nosso ponto visado é a fraude e a mais comum delas é a mo-
thagem, que trataremos com particularidade.

Antes entretanto, de entrarmos no Amago da questdo, quere-
mos fazer certas referéncias quanto as determinacbes fisicas e
quimicas do leite e algumas opinides a respeito.

O leite, como todos sabem, tem como componentes principais o
segunte: Matéria gorda,

Lactose,
Matérias azotadas,

Matérias minerais, cujo conjunto constitue o residuo, a
matéria seca ou o extrato seco do leite que variam de quantidade
com a alimentacdio, o trabalho, o estado de saide dos animais, a
raca, o momento do trato e o tempo decorrido depois do parto.

As determinacées fisicas e quimicas do leite mais necessirias &
sua fiscalizacdo sdo as seguintes:
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Densidade

Acidez

Extrato seco

Gordura

Extrato seco desengordurado
Refracio do soro

indice creoscépico
Densidade do soro.

DENSIDADE:

A densidade absoluta da matéria é a massa da unidade de vo-
lume de substiancia. A densidade a uma temperatura dada é a
densidade relativa, isto é, a relaciio entre a densidade a uma tem-
peratura dada, relativa, e a densidade de uma substincia padrao
(4gua), tambem na mesma temperatura ou para agua a 4°C, seu
ponto de densidade maxima.

¥ igualmenhte uma propriedade aditiva e dependente da quan-
tidade de matéria dissolvida e em suspensdo.

A gravidade especifica do leite integral ecom conteudo de gor-
dura ordinario varia segundo,

Davies .. it i e e de 1,028 a 1,034
Labarre ¢ Vazques Schimidt ......... e de 1,029 a 1,033
‘Winton and Winton, Farrinton and Woll ..... de 1,029 a 1,035
RoOgers .ovviiiiiiiiii e i i e e de 1,028 a 1,034

Segundo Fleischmann, se se determina a densidade de uma
mesma amostra de leite imediatamente depois da ordenha & tempe-
ratura inferior a 30°C, e outra vez no espaco de quatro a seis horas,
encontra-se sempre na segunda determinacdo uma densidade mais
elevada. A diferenca varia de cinco décimos de milésimo (0,0005)
a um milésimo e meio (0,0015), em média um milésimo do peso
especifico.

Este fendmeno observado pela primeira vez por Quevenne em
1841, tem origem em diversas causas: ao escapamento dos gases
dissolvidos, 8 ascencdo em massa dos glébulos gordurosos; & evapo-
racdo da Agua; & dissolucdo lenta de certos corpos sélidos pouco
conhecidos em certos detalhes que se encontram em suspensido; ao
aumento de volume posterior da caseina; & modificacdo na estru-
tura molecular da lactose e por fim & lenta solidificacdo da gordura
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que permanece liquida durante a ordenha solidificando-se devido
ao resfriamento do leite pelo repouso.

E digno de nota e vem contra o que se sabe a respeito da re-
lacdo existente entre a densidade e o teor de gordura: que o leite
rico nessa substincia apezar da sua abundincia em componentes
de pouca densidade, ndo tem uma densidade baixa, e que o leife
pobre em gordura, ndo possue densidade maior.

E isto é devido a que o leite rico ou pobre em teor de gordura
é geralmente rico ou pobre nos restantes componentes sélidos.

Comumente, as oscilacdes do peso especifico seguem exatamen-
te as da porcentagem do leite em extrato seco desengordurado.

IMPORTANCIA DO CONHECIMENTO DA DENSIDADE

A agua tendo uma densidade inferior & do leite, a adicdo de
dgua abaixa a densidade. A gordura tendo igualmente uma den-
_sidade inferior 3 do leite, a desnatacéo a eleva.

O conhecimento da densidade permite pois, suspeitar de mo-
lhagem ou desnatacio do leite. A molhagem e desnatcdo bem con-
duzidas, simultaneamente, permitem conservar ao leite uma den-
sidade normal, mas nesse caso o teor de ‘gordura se acha muito
diminuido. Ela variando de um leite a outro, pois que é funcéo
do teor de gordura que a abaixa, e do teor de lactose, caseina e
sais que a elevam é impossivel somente com a densidade, aflrmar
se um leite é ou néo fraudado.

Uma molhagem de 3,3% segundo Pierre Dornic, abaixa de uma
unidade a densidade. No laboratério deste Instituto, tivemos a
oportunidade de constatar que esta afirmativa de Dorniec, se néo é
exata, pelo menos é aproximada, para menos ou para mais, conforme
o comportamento da densidade do leite molhado.

O nosso cédigo sanitario nfo fixa limites para a densidagie.

E uma medida criteriosa, considerando que o leite fornecido &
S. Paulo ndo provem de uma s6 zona, de uma s6 raca, etc. Entre-
tanto esses limites poderdo ser fixados desde que as autoridades
competentes verifiquem, de zona para zona, de ragca para racga, etc.,
até onde os ditos limites poderdo alcancar.

Para provar essa afirmativa, embora em nimero reduzido de
leites individuais de diferentes racas fornecidos pela Indistria
" Animal, por ocasido da X.2 Exposicdo de Animais, verificamos

w
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oscilacdes da densidade de uma raca para outra de ordenha para
ordenha, no mesmo dia, e que o maximo de densidade foi 1,0354 e
o minimo 1,0284.

ACIDEZ

O leite possue as propriedades de uma emulsdo, de um suspen-
soide e de uma solucdo salina. A nds interessa considerar-lo como
uma solucdo salina. ) ‘

Segundo Fleschmann, nunca o leite reage como um liguido
neutro. Sé pode apresentar uma reacdo muito fraca em um ou em
outro sentido e a questio de referéncia nio pode ser decidida com
o auxilio de nossos sentidos.

Somos obrigados a nos servirmos de substincias quimicas,
chamadas indicadores que por menor predominio de uma ou de
outra reacdo, perdem ou trocam sua cor.

Os corpos que intervém na producdo da acidez, comportam-se
diferentemente em contacto com os reativos Acidos ou alcalinos em
presenca dos diversos indicadores coloridos. Os indicadores em-
pregados no estudo do leite sdo: Metil orange (helianthine), lacmoide
(matéria corante extraida do tournesol), o tournesol e principal-
mente a fenolftaleina.

Atualmente nfio se emprega como indicador senfo esta, cuja
zona de viragem afirmada por Dognon, principia com o pH 8,1 e
segundo Monvoisen de 8,3 para fenolftaleina vermelha e incolor em
pH 7,7.

T evidente que somente os principios naturalmente soluveis ou
solubilizados terdo acfo sobre a propriedade que possue o leite de
ser alcalino, neutro ou acido em presenca de certos reativos colo-
ridos. Os principios em solucdo existem em proporcées muito
diferentes.

A lactose que os leites contém em quantidades muito notaveis,
45 a 50 gramas por litro, ndo tém nenhuma influéncia sobre o grau
de acidez do mesmo. '

Age indiretamente favorecendo a solucdo do fosfato de calcio
pelos citratos alcalinos. O cloreto de sédio e alguns outros consti-
tuintes das cinzas ndo tém nenhuma acado. Nao acontece 0 mesmo
com outras substincias minerais principalmente os fosfatos, que
no leite de vaca sdo os seguintes: fosfato di-sédico e fosfato
tri-caleico. '
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Somente o primeiro é soluvel mas o segundo é solubilizado fa-
cilmente em presenca da lactose pelo citrato de sdédio que se en-
contra no leite.

Os fosfatos 4cidos intervém nitidamente na producdo da
acidez.

- Em fim, o leite ndo sendo aquecido, contem por litro, 30 a
60 cm? e as vezes até mais de acido carbdnico dissolvidos e sua acéo
sobre a acidez nfio deve ser desconsiderada.

Os resultados da determinacfo da acidez propriamente ditos,
deixam bastante que desejar em seguranca, pois como se sabe estio
relacionados com a reacdo que experimentam os fosfatos do leite
ao efetuar-se a dosagem.

Na opinido de L. von Slyke, o fosfato di-calcico se decompunha
por hidrdlise: formava-se primeiramente hidréxido di-calcico livre
e acido fosférico livre, e logo com o hidréxido e nova gquantidade
de di-fosfato, se produzia fosfato tri-calcico.

CaHPO, - 2 H,0 — Ca (OH), 4 H,PO, e Ca (OH), -+
+ 2CaHPO; Py Cag (PO4)2

COMO EXPRIMIR A ACIDEZ DO LEITE

Seria légico exprimir a acidez do leite pela concentracio em
ions hidrogénio. Monvoisen acha_que ela ndo é expressa dessa ma-
neira pelo fato de ordinariamente ser determinada por meio de
solutos alcalinos titulados por ndmeros de cm?®; “graus de acidez™
Soxhlet-Henkel, Thorner, Dornic ete., para saturar um volume de-
terminado de leite, 100 e¢m.?, 50, 10, um litro.

Entretanto na nossa opinido os motivos apresentados por
Monvoisen nio bastam para explicar porque razido a dosagem da
acidez ndo se faz considerando a concentracdo em ions de hidro-
génio.

£ que o leite tem um comportamento todo especial para com
o pH. )

C. Foa, estudando a reacio real do leite considerando os ions
de hidrogénio constatou que os mais usuais tinham uma reacio
muito visinha da neutralidade.

Constatou tambem para o leite de uma mulher apés 6 mézes de
lactacdo o log. cH = — 7,66 e para o leite de jumenta o log.
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CH — ~— 7,64, o que corresponde a mais ou menos a reaciao de uma
~ N
solucdo de soda 60.000.000 |
Para o leite de vaca achou o log. CH = — 6,68; para o de
cabra — 6,59 o que corresponde a uma solucio de acido clori-
. N
drico —————— .
60.000.000

O soro do leite de vaca coagulado expontaneamente em quatro
dias, havia uma acidez correspondente & de uma solucdo de acido
clorfdrico — N — log.CH = —5,008.

100.000

Os graus de acidez Soxhlet-Henkel empregados na Suissa, in-
dicam o nimero de Cm? de soda 1/4 normal, saturando a acidez
de 100 cm?® de leite. Porem, como o leite tem uma reacio 4cida
parece mais légico indicar a que quantidade de um acido dado cor-
responde a reacfo do leite examinado. Certos autores expressaram
essa acidez em acido sulfurico. ‘

-

Esta maneira de proceder é irracional, porque sobre a exis-
téncia de sulfato no leite, ha muitas opiniGes divergentes.

Vaudin calculou a acidez em anidrido fosférico, mas nio em ..

acido orto fosférico. Os fosfatos intervém bastante para dar ao
leite seu carater icido, mas a acidez devida a eles estid ainda longe
de ser siquer a metade da acidez total.

Diante da impossibilidade de exprimir de maneira satisfatéria
a acidez indicando os elementos que nela intervém, resolveu-se em
Franca, exprimi-la em &acido lactico. Este nio preexiste nos leites
mas se produz — muito rapidamente quando eles sfo contamina-
dos e mantidos em temperatura favoravel 4 pululacdo dos micro-or-
ganismos.

A formacao do acido lactico verdadeiro é pois um indice sério
de alteracdo dos leites e como determinacéo da acidez tem por fim
unicamente esta constatacdo, este modo de expressar é vantajoso.

Para comodidade dos calculos e facilidade de expressio, em
Franca empregam-se solucbes alcalinas (soda, de maneira que 1/10

de cm?® dessa solucdo venha saturar aproximadamente 0,001 gr. de
4cido lactico, que é o grau Dornic. Para essa correspondéncia
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- N
prepara-se uma solugaoT de soda, que vem a ser 4,444 grs. por

litro.
Entre nés, na indlstria leiteira, a acidez é expressa em graus
Dornic sobre 10 ¢cm3 de leite.

) Soldner, em 1888 mostrou que a adi¢io de 4gua ao leite diminuia
notavelmente sua acidez.

100 cm3 de leite eram saturados por 6 em? de soda—N— em pre-

senca da fenolftaleina e nio precisavam mais que 3,5 ¢m® da mesma
solucao para 100 cm3 de leite, adicionado de 1.000 de agua.

Um leite com 1,94 grs. de acido latico por litro ou 19,4° Dornic,
diluido 5 vezes seu volume com agua distilada neutra, ndo d4 mais
que 1,44 de acido lactico. Diluido 10 vezes seu volume encontram-se
1,2‘5 grs. do mesmo 4cido por litro. Dornic diz que a adicdo de
109% de dgua abaixa a acidez de dois a trés graus se sua determi-
nacao tem lugar pouco tempo depois da fraude de maneira que
a acidez adquirida nfo venha mascarar esse abaixamento.

A diminuicdo da acidez do leite pela adicio de agua, maior
que a correspondente pela diluicdo, deve ter origem em uma disso-
ciacdo mais acentuada dos elementos minerais do leite, dos fosfatos
principalmente, traduzindo-se por um aumento do teor em
ions (OH).

Van Dan constatou que a concentracdo em ions H passava de
0,16x10% para o leite, a 0,10x10¢ quando o mesmo era diluido com
igual volume de agua.

Déo-se naturalmente fendémenos de hidrélise sobretudo com os
fosfatos. Estes fendmenos sdo faceis de se p6r em evidéncia; sobre
o leite titulado com a fenolftaleina como indicador e adicionado de
adgua distilada neutra e quando a quantidade juntada é suficiénte,
vé-se aparecer uma coloracdo résea muito pronunciada, bem maior

que o réseo da viragem.
A fervura abaixa a acidez, sendo uma parte pela perda de
" gas carbonico. O resfriamento inferior a 6°C, abaixa a acidez.
A adiciio de alealinos tambem age da mesma maneira. '

Um leite normal coalha & 70° Dornic, e quando molhado, com
acidez nitidamente inferior. E’ ainda Dornic quem nos diz que os
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leites com acidez superior & 22° sfo: ou leites doentes, ou adiciona-
dos de colostro ou em vias de alteracéo.

A acidez permitida pelo nosso e¢bdigo estd compreendida entre
16° e 20° Dornic.

REFRACAO DO SORO

Quando um raio luminoso passa obliquamente de um meio me-
nos denso qualquer, para outro mais denso, sofre um desvio que é
possivel ser medido a custa de aparelhos especiais chamados refra-
témetros. Devido & opacidade do leite, sua refracdo é determinada
geralmente no soro.

Este é preparado de varios modos principalmente pela coagula-
¢do da caseina, pela natural acidez ou acido acético ou pela preci-
" pitacio da proteina total com o sulfato de cobre ou cloreto de cilcio
a quente. E’ claro que o soro obtido pelos diversos precipitantes
é de composicio diferente, e em consequéncia disso os resultados
para cada método ndo sdo comparaveis, mas sim, comparados a
cada um dos precipitantes.

- O aparelho usado é o refratometro de imersio, no qual um
prisma mergulha na solucdo contida em um banho de temperatura
constante; a luz refletida de um espelho cai sobre a “solucido e
prisma” e a escala é movida até o ponto de “insidéncia” com um
reticulo, sendo o limite da sombra de luz obtido sobre a escala.

- O aparelho é graduado arbitrariamente de -5° até 105° e estes
sfo chamados “graus Zeiss”.

Segundo Davies, as séries de valores obtidos de soros prepara-
dos diferentemente sdo:

Soro acido ................ 38° a 40°
Cloreto de célcio ........... 37,50 a 41°
Acido acético .............. 390 a 41°
Soro ciprico .............. 370 a 39°

No caso deste Ultimo, muito poucas amostras excedem de 39°.

E’ ainda de opinido que pela processo do sulfato de cobre a
precipitacio é mais facil, mais rapida e menos censuravel.

Beckel expde que o soro assim obtido mostra a presenca de
agua adicionada mais sensivelmente do que o cloreto de calcio.

No laboratério deste Instituto estamos observando se essa afir-

mativa é ou nao verdadeira.



O LEITE, MOLHAGEM E SEU PADRAO 399

Elsdon e Stubbs estabelecem que de 1.000 amostras de leites
misturados, menos de 10 deram leitura inferior & 37°. Pela nossa
legislacho sanitaria, o soro é preparado pelo cloreto de calcio cujos
limites sdo 36,5° e 41° Zeiss.

Este método foi introduzido por Ackermann em 1906.

Para o leite de vaca achou que o poder refrangente no soro pelo
- cloreto de cilcio ndo abaixa de 38° refratométricos na maioria dos
casos. Em geral esti compreendido entre 38° e 41°.

A determinacio refratométrica do soro tem sido usada como
meio de se verificar a adicdo de &dgua ao leite. Para o de cloreto
de caicio na opinido de Fleishmann a adi¢do de 10% de agua abaixa
o grau refratométrico de 2,5° a 2,6° e que este grau de refracio é
proporcional em geral, nem sempre exatamente, 4 porcentagem de
extrato seco desengordurado.

O desenvolvimento da acidez aumenta a leitura e tanto isto é
verdade, que Davies verificou que a diminuicao da leitura devida a
adicdo de 5% de agua é impedida quando se conserva o leite por
trés dias.

Quanto & eficiéncia do cloreto de calcio e acido acético, ficara
esclarecida mo quadro de molhagem que procedemos neste labo-
ratoério.

CRIOSCOPIA

Crioscopia consiste em medir o abaixamento do, ponto de con-
gelaciio das solucbes em relacdo ao ponto de congelacio do solvente
puro.

Raoul chamou crioscopia “a procura dos pontos de congelagio
dos corpos dissolvidos”.

Winter, em 1895, teve a ideia de aplicar este método ao leite,
para descobrir a adicio de agua no mesmo.

A mais constante propriedade fisica do leite é seu ponto de
congelacio, isto é, a temperatura em que o leite, liquido, estd em
equilibrio com o gelo, s6lido. O valor de sua determinacio como
um meio de se distinguir o leite pobre do leite no qual foi adicionado
4gua, nio pode ser superado. O abaixamento do ponto de conge-
lacdo do leite é uma propriedade aditiva mais concisa do que a
densidade na qual influem fatores devidos & gordura. Esta nao
produz nenhum efeito na sua determinacio e o resultado das pro-
teinas é demasiado pequeno para medidas crioscbépicas. Os consti-
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tuintes que concorrem para o abaixamento crioscépico do leite, se-
gundo Coste e Sheblourne, sio:

A (Indice erios-

Constituintes Porcentagem .,
¢opico)

Lactose ...... ...t 4,7 0,25

Cloretos alcalinos ................. 0,1 0,11

Outros sais e fons ................ — 0,20

TOTAL .......... 0,56

Stoecklin asseverou que o leite recentemente retirado de qual-
quer variedade de gado; de boa raca ou inferior; de qualquer
regido do paiz; de animais de estdbulo ou pasto; pobre ou substan-
cialmente alimentado; tirado durante um periodo- préximo ou
remoto do parto; no inverno ou no verido; de manhd ou de tarde;
ou se ¢ produto é escasso ou abundante; tem um ponto de congela-
¢ao definido, mais ou menos -0,55° C, ndo obstante, sobre varias
influéncias, a composicio quimica se altere em enormes proporcdes.

A ordem de variacdo do ponto crioscépico segundo varios
autores, é a seguinte, citada por Davies:

Ntmeros Ordem de A
Autoridades de . L. Média A
(abaixamento crioscépico)

amostras ’
Stoecklin ............: 2.500 0,545, — 0,565 —
Henderson e Neston ... grande 0,540 — 0,560 © 0,550
Mac Laurin .......... 270 0,545 — 0,665 0,550 |
Winter ............... 49 0,540 — 0,570 0,555
Ducrose e Imbert ..... ? 0,633 — 0,575 —_
Gooremt  ........iennn - 20 nenhuma abaixo de 0,540 —
Hummelinck .......... grande 0,542 — 0,570 —
Van Raalte .......... 155 0,540 — 0,570 —
Keister ............... 31 0,541 — 0,574 —
Stuber ....... .. ..., 262 0,530 — 0,562 0,546
Hortvet - ............. 75 0,684 — 0,562 0,548
‘Golding .............. 91 0,643 — 0,564 0,550
Murphy .............. 676 — — —_ 0,548
Buchanan e Lowman .. 133 0,637 — 0,582 0,577

As pequenas variacfes observadas nos maximos e minimos
dessa tabela ndo sabemos se sdo devidas ou ndo & falta de unifor-
midade dos métodos e de aparelhos usados pelos. diferentes autores.
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O indice de refracio e o ponto de congelacdo, ndo guardam
entre si nenhuma relacdo especial.

A transformacdo da lactose em Aacido lictico, aumenta a con-
centracgiio molecular abaixando sensivelmente o ponto de congelagio.

Segundo Fleichmann, cada grau Soxhlet-Henckel faz abaixar
0 ponto de congelacio de 0,0063° a 0,008° e raramente 0,009, o que
corresponde ao grau Dornic a 0,0025° a 0,004°.

A adicdo de substincias solGveis tambem o abaixa. Temos
observado que a fervura do leite ao ar livre concorre para o abai-
xamento crioscépico do mesmo. Toda adicdo de agua diminue a
concentracdo molecular do leite, diminuindo seu ponto de conge-
lacio. - v

Se a diluicdo é levada ao infinito, ter-se-4 quasi agua pura,
_congelando-se- cerca de 0°C., isto é, a 0,55° acima do ponto de
congelacido do leite normal.

Todos os intermediarios s@o possiveis entre os dois extremos
€, se uma elevacdo do ponto de congelacdo de cincoenta e cineco cen-
tésimos de grau faz passar do leite puro & agua pura, é facil
calcular a 'qual proporcido de agua (sobre um volume total de
100 cm?3), correspondera a elevacio de um centésimo. E’ a relacdo
entre a maior quantidade de leite na menor diluicdo, ou seja 1%
dividida por 0,55 que é igual a 1,8.

Constata-se assim que é necessario uma adicédo de 1,8% de agua
pobre em sais para elevar o ponto de congelacido de 0,01° C.

E Monvoisen ainda nos diz: “Os autores que se tém ocupado da
crioscopia operando corretamente, sio uninimes em reconhecer o
valor desta para determinacdo da molhagem e o valor de suas taxas,
sendo este o Unico processo que permite chegar & este resultado™.
Esta afirmativa foi satisfatériamente confirmada pelas nossas
molhagens efetuadas neste Instituto, como veremos adiante.

DENSIDADE DO SORO

Soro clorocdlcico:

Tao sensivel como o indice refratométrico é o peso especifico
do soro cloro-cilcico, na concepcio de’ Ackermann.

Ambas determinacGes tém sensivelmente o mesmo valor.
Fleishmann em diversas analises sobre o sorc de coagulagcdo expon-
tanea, de coalho e de acido acético, verificou que as diferentes classes
de soro derivadas de uma mesma amostra de leite se distinguiam
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pelo fato de ser o peso especifico do soro acético 0,0008 a 0,0012
mais elevado que o soro expontineo do mesmo leite néo pasteurizado.-

Que a densidade do soro do leite ordindrio e misturado, obtido
pelo coalho ou pelos acidos, s6 pode ser menor que 1,0260 a 15°C.

MOLHAGEM

De acordo com a quantidade de agua potavel adicionada ao
leite, podemos dividiar a molhagem do mesmo em duas: a pequena
e a grande.

Um leite molhado tem geralmente uma densidade fraca, um
teor em extrato seco e desengordurado igualmente fracos, uma
acidez inferior a 16° Dornic, quando ele é fresco. Como a agua
possue uma densidade inferior & do leite, adicionando-se-lhe agua
abaixa a densidade e os limites desse abaixamento sdo relativos, de-
pendendo como sabemos, das condicbes de equilibrio entre os consti-
tuintes do produto. No leite normal, harmdnico, esses constituin-
tes variam todos em direcGes determinadas, mas no leite ao qual se
lhe adicionou agua ou uma substiancia extranha, eles serdo modifi-
cados. Na grande molhagem, todos se acham diminuidos. Na pe-
quena, nem todos do mesmo modo, isto é, abaixo do minimo admitido
pelo padrio em vigor, concluindo-se que nio é possivel a um frauda-
dor, o mais habil, corrigir a adicdo de dgua. Se a ele lhe é permi-
tido mascara-la com relacdo & uma determinacido, lhe serd impos-
sivel fazer correcbes para os outros e assim, por simples indicagoes,
conclue-se que o produto foi tocado. ‘

Um leite pode estar molhado sem que sua acidez se manifeste.
Tratar-se-4 entdo, de um leite 4cido e molhado ou que a molhagem
nao foi suficiente para atingir seu limite minimo.

Um fraudador bem experimentado, baseando-se em que a desna-
tacdo eleva a densidade, simultaneamente pode adicionar Agua e
retirar matéria gordurosa em proporcdes taes que a densidade per-
maneca normal, ocultando assim a fraude nessa determinacio.
Nesse caso, porem, o teor de gordura, bem como os outros, estaréo
em diminuicéo.

A adicio de Agua modifica a concentracdo molecular do leite,
aumentando a temperatura de abaixamento de congelacdo do mes-
mo, isto, é aproximando-se da temperatura de congelacdo da agua
que é 0° Infelizmente a adicdo de conservadores, substincias
soluveis, modificam este aumento de temperatura em sentido in-
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verso, disto servindo-se os deshonestos e inteligentes, para desfazer
a eficiéncia desta determinacio, tornando-a normal pela concentra-
¢i0, encobrindo-se assim a molhagem, pela crioscopia. O mesmo
pode acontecer quanto & refracdo do soro e sua densidade.

Tem-se proposto para denunciar essa fraude, constantes ba-
seadas na apreciacio das relagdes mais ou menos invaridveis que
existem entre os constituintes individuais ou entre esses e constan-
tes fisicas, todas elas nfo dispensando uma anilise completa do pro-
duto e segundo os autores, seus valores serdo maiores, quando os
resultados sio comparados com leites auténticos fornecidos pelo
mesmo individuo (vaca) ou pela mesma mistura.

Elas sdo em grande nimero e as citadas pelos autores sio:

Constantes de Gross, Ackermann, Conalba, Bordin-Tourplain,
Koesther, Kopatschek, Founze-Diacon, Marthieu-Ferré, etec..

Entre elas, a mais empregada é a que os franceses Marthieu e
Ferré estabeleceram: a “constante molecular simplificada”, que
repousa sobre o equilibrio que existe entre a lactose e o cloreto de
sédio. Esta constante se obtem somando-se ao teor de lactose o seu
equivalente isotonico em cloreto de sédio:

_Uma grama desse sal, equivale isotonicamente a 11,9 de lactose,
ou seja 360 grs. de lactose correspondendo a 30,25 grs. de cloreto

360
de s6dio, um grama desse corresponderi a TZS = 11,9.
E’ suficiente pois multiplicar o peso do cloreto de sdédio por

11,9, juntar ao peso de lactose para se ter a concentracio molecular
simplificada. Tem-se assim a C. M. S. Bruta.

CM.8.B. = L - (Na Cl x 11,9)

Mas esta C.M.S.B. se refere a um litro de leite e o certo seria
a um litro de soro. Para se corrigir, isto é, avalia-la em um litro
de soro, o mais facil foi diminuir do volume de um litro, o volume
ocupado pelos insoluveis, (caseina, materia gordurosa). Porem,
como esses elementos sdo determinados em peso, e para se obter
o seu volume correspondente, dividiram-se seus pesos pelas suas
densidades, tendo a constante molecular simplificada real:

C.M.S.B x 1000
C.MS.R. =

albuminoides graxa
1.000 —

+
1,35 0,93
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que é 0 mesmo que: .

C.M.S.B. X 1.000

Soro

Porchet, tendo mostrado que o complexo coloidal intervinha na
crioscopia, para -0,25 a -0,30, portanto tendo influéncia sobre a
concentracdo molecular, porpoz determinar a C.M.S. real do se-
guinte modo:

_ C.M.S.B. X 1.000
C.M.S. real —

G
1.000 — ———
0,93

De acordo com Dornic, a minima achada para a C.M.S.R. é de
70 para os leites ndo fraudados.

Mas, para essa determinacfio, a dosagem dos cloretos deve ser -
rigorosa pois todos os erros possiveis sio multiplicados por 11,9.
E no caso de leites alterados, é necessario levar em conta para se
calcular a lactose primitiva, ndo somente a acidez adquirida, porem
ainda a hidrélise possivel da lactose. em glicose e galactose. Esta
constante apresenta, como meio de pesquisa da molhagem 2 (dois)
pontos falhos: -

1.°) Quando ac em vez de agua pura, o fraudador adicionar
dgua salgada.

Nesse caso, veremos que somente pelo excesso de Na Cl dosado
pode-se concluir pela fraude.

2.°) Muito mais grave do que o 1.° caso é a adicdo de soro
do proprio leite.

Neste, a molhagem, isto é, o aumento do volume do leite ao
em vez de apresentar meios para a pesquisa, servindo-se da con-
centracdo molecular, vem complicar ainda mais, pois quanto mais
soro, maior a concentraciio. Somente com uma amostra de compa-
racdo poder-se-ia concluir pela fraude.

Por esses inconvenientes e outros de ordens técnicas e admi-
nistrativas, na fiscalizacdo, com relacdo as constantes citadas,
técnicos na inddstria do “leite, ndo podendo achar uma constante
entre os elementos quimicos, s6 encontraram, considerando ainda a
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concentracao molecular, e em uma propriedade fisica desta, a mais
simples, mais rapida, e sem divida, mais certa, que se faz por meio
do abaixamento do ponto de congelacdo que é a crioscopia.

REFERENCIAS SOBRE NITRATOS

Normalmente o leite nao. contem mnitratos, assim dizem os
autores; Orla Jensem, Henseval, Mullié, Marcas, Huyghe, etec.

Entretanto, alguns destes mostraram que uma dose forte de
nitratos administrada durante a lactacdo, podia fazer passar no
leite uma dose nitidamente apreciavel & analise. Fuchs, em 1881,
-afirmou que a presenca de nitratos no leite era devida 3 adicdo
de agua. ' '

Ufferman utilizou em 1883 a difenilamina e Aacido sulftrico

- para demonstracdo de nitratos no soro. Soxhlet precipitava a
caseina pelo cloreto de cilcio e por meio da solucdo sulfiurica de
difenilamina, procurava a presenca de oxidantes e apezar de saber
que a agua oxigenada dava coloracdo azul pela difenilamina, achou
que os Unicos oxidantes que se podiam encontrar no leite, eram os
nitratos. Fleishmann assinala que essa reacdo s6 di resultado nas
regides em que as aguas contém nitratos e que em nenhum caso isto
¢é absolutamente garantido. O leite em suas manipulacdes no estd~
bulo facilmente pode tomar pequenas quantidades das substincias
consideradas, produzidas por decomposicdo do esterco no estibulo.

Na nossa opinido, quanto a reacio positiva de nitratos no leite,
achamos que, pelo fato dela ter sido positivada na grande maioria
dos leites francamente molhados, esta reacido nfo é sindo ocasionada
por nitratos e nio por outro oxidante.

z

Se ela é rarissimamente, levemente positiva em leites consi-
derados normais pelo nosso padrio, nio nos afastamos ainda da
mesma hipétese, pois sabemos até onde o nosso padrido permite a
molhagem.

Constatamos mais que, em leites cuja origem era insuspeita,
esta reacdo ndo foi positivada. E’ preciso nio esquecer que nem
toda 4gua contem nitratos, portanto um leite pode ser molhado, sem
que a reéu;éo seja positiva.
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COMO SE PODE FRAUDAR UM LEITE

Partindo de um produto o melhor possivel, pode um fraudador,
desde que conte com os recursos de laboratério, adicionar agua a
um leite cuja pesquiza podera trazer davidas quanto & conclusfo.

A comecgar pela densidade ja vimos que fica diminuida de uma
unidade, com a adicdo de 3,3% de agua.

Sabe-se portanto, até onde é& possivel baixa-la.

A desnatacdo simultdnea um pouco acima do padrao, traz me-
lhores vantagens:

- 1.%) Compensar a densidade perdida pela diluicdo.
~2.9) O aproveitamento do excedente em gordura para o fabri-
co de manteiga, se se tratar de um fabricante desse produto.

Na acidez, como ja verificamos, a adicfo de 5% de dgua abaixa
de 1.2 a 2.° Dornic. Na&ao sera dificil deixa-la no minimo admitido.

A refracdo do soro, se diminui de 2 a 3° cada 10%, tambem
esta nas possibilidades de célculo.

A crioscopia, sabemos que 1,8% oscila de 0,01° de temperatura
aproximando-se de 0°. '

Esta determinacdo é a mais dificil de ser reajustada, devido
& dissociacfo iOnica, alcalinidade da 4gua adicionada, etc.. Se ela
nio se encaixar no limite desejado, entdo o técnico tera que recorrer
a adicdo de substincias soliveis e bastante dissocidveis.

Quando ao em vez de 4gua, o fraudador aumentar o volume do
leite com soro, ndo tera ele necessidade de compensar a perda dessas
caracteristicas fisicas, pois elas até se elevardo com o natural
aumento da concentracdo molecular.

Neste caso, o industrial ndc s6 aproveita o soro, como o0s
outros elementos como sejam: gordura para manteiga, e caseina
para matérias plasticas. ,

Uma verificacdo prévia dos indices referidos pelo padrio apés
a fraude é aconselhavel pois os cilculos de molhagem sio aproxi-
mados.

Apresentamos abaixo um quadro de molhagem que efetuamos
em 22 amostras de leites de fiscalizacfo, “fidos” como normais, aos
quais adicionamos 5 e 10% de aAgua. KEssas diluicbes provocaram
abaixamento da densidade, acidez, erioscopia e refracdo do soro.
Esses abaixamentos, com excecdo da crioscopia, se colocaram em
niveis ainda muito acima dos minimos admitidos pelo padréo.
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Vé-se pois, que, a molhagem é francamente possivel dentro
dele. ‘

Quanto ao fato da crioscopia, acusar molhagem em 1009% de
suas determinacées, explica-se por se ter partido de leites com um
maximo de crioscopia de -0,56, mas no caso de se partir de um ponto
crioscépico mais baixo, isto é, mais afastado de 0°, como foi encon-
trado em grande nimero de amostras de leites fornecidos & este
Instituto para estudos, mesmo este indice deixaria de acusar.

A 10% de molhagem, verificamos quanto & densidade, que ela
se poz em nivel encontrado comumente em grande quantidade de
leites que sdo aceitos como normais. A acidez a 5% de diluicéo,
100% das amostras ndo acusaram molhagem e a 10%, tambem
45,4% nao acusaram.

As determinacbes de refracio do soro-cdlcico na primeira
dilui¢do, 100% ndo denunciaram a presenca de dgua e a 109% ainda
54,5% procederam da mesma maneira.

Comparando-se a titulo de experiéncia o soro cloro-cdleico com
o acético, verificamos que este, na primeira diluicdo, do mesmo
modo que aquele, 100% das determinagdes ndo acusaram, enquanto
que a 10%, 77,2%, muito mais do que o soro cloro-cilcico, deixaram
de indicar a adicdo de agua, considerando 39° Zeiss como minimo
de acordo com os autores.

CRITICA AO PADRAO

Alem das dificuldades préprias que o leite oferece para conclu-
sOes quanto & sua integridade, o nosso padrao, numa desarticulacéo
incrivel, acresce -outras derivadas da benevoléncia e exagero em
algumas de suas caracteristicas. Exemplifiqguemos: os teores de
gordura, o extrato seco desengordurado e em particular, a tolerdn-
cia exagerada, quanto ao grau de refracio do soro cloro-cilcico e o
incomparavel desacordo entre o minimo de refracio e a correspon-
déncia da densidade do mesmo soro.

Aqueles dois teores, gordura e extrato seco desengordurado,
guando acusam molhagem, é porque ela ja fol quasi diluviana.

E’ por essa razdo que nio fizemos referéncias a esses dois
indices nestas observacdes e apenas achamos que na reforma do
nosso padrio, elas sejam impiedosamente elevados para que fiquem
no mesmo nivel dos outros modificados como veremos a seguir.
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Observacbes escrupulosas feitas por nés, neste Instituto,
vieram confirmar felizmente o que Ackermann nos mostra no quadro
de correspondéncia entre a refracdo e densidade do mesmo soro.

Veé-se perfeitamente, nele, que o grau de refracdo correspon-
dente ao minimo de densidade do nosso padrio, 1,0260, é 39° Zeiss,
guando o mesmo exige para minimo, 36,5° cuja correspondéncia de
densidade na tabela é 1,0235, densidade essa que como se vera na
coluna seguinte, acusa molhagem de 11%.

Com relacdo & referéncia ao minimo de refracio do soro
cloro-calcico, servimo-nos ainda das observacgoes feitas pelo Dr. Mar-
cos Miglievich, quimico chéfe do Servico de Fiscalizacao do Leite e
Laticinios, do Departamento Nacional de Saude Pablica, no qual
faz notar que, partindo-se de uma refracio de 39° Zeiss para um
Jeite integral, as molhagens de 5, 10, 15 e 20%, abaixam a refracdo
para 37,7° — 36,7 — 35,7° e 34,8%, o que esta de acordo com as
afirmativas de Ackermann e conosco em nosso quadro de molhagem.

Partindo de 38,8°, fomos a 36,4° com 10%, e iriamos a mais
se tivéssemos partido de 89° como observou Dr. Marcos Miglievich.

Diante desta chocante contradicdo entre os dois minimos refe-
ridos no padrdo atual, concluimos que os mesmos nio representam
a realidade como caracteristicos do leite.

Observacoes feitas por nés neste laboratério, com leites indivi-
duais, gentilmente fornecidos pelos Drs. Reveillon, chefe da
X.® Exposicdo de Animais, e Amancio Esquibel, diretor da divisio
de leite, do Departamento de Industria Animal, leites de integri-
dade insuspeita, verificamos que em diversos, a densidade do soro
cloro-célcio era.de 1,0250 e raros acima de 1,0260. Dois deles
atingiram 1,0280.

Se encontramos em leites desta naturesa o minimo de densida-
de igual a 1,0250, cujo correspondente em refracio é 38° e que da
para esta densidade o limite entre a molhagem e o leite fraco, con-
cluimos ser inaceitavel 1,0260 para o minimo, o que corresponde
em refracdo a 39° o que é exagerado.

Coerentemente com o que temos observado, a refracio do soro
abaixo de 38° da margem 2 molha'gem. E’ justo e légico que este
seja ¢ minimo admitido, e ndo absurdamente 36,5°.

Quanto ao minimo de crioscopia referido pelo nosso padrio
-0,54 achamos que apesar deste indice ter se revelado o mais
eficiente na pesquiza da molhagem, ainda pode ser benevolente, se
levarmos em conta o seguinte:
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Nas amostras de leites individuais e de pequenas misturas que
nos tém sido enviadas antes de sua entrega aos industriais, consta-
tamos uma média de -0,59°.

Ora, sabendo-se por calculo, quanto de agua este minimo pode

admitir com relacio 3 esta média, aconselhamos que ele seja
elevado para -0,55.

CONCLUSAO

Dar barecer sobre a qualidade de um leite é uma tarefa dificil
e complexa, segundo se trata de um leite padronizado ou somente
considerado como alimento.

No caso deste, que é o mais interessante, mais estudado é tam-
bem o que apresenta maior complicacio. _

Para se fazer juizo merecido sobre seu valor é preciso observa-
coes, estudos seguindo os individuos, as racas, os tratos, as esta-
c¢des, as lactacgbes, ete.

Quanto aos padrdes, ndo traduzem eles em grande maioria, a
real integridade dos leites. O produto sendo variavel em suas di-
versas modalidades como ji vimos, o certo seria fazer com que o
padrio representasse o seu verdadeiro valor.

Entretanto, nfo é isso que se verifica em grande parte das
regides dos paizes onde se .padroniza o leite.

Concluir sobre a qualidade de um produto padronizado é muito
facil mas fazer-lhe justica é dificil.

Em todas as partes do mundo o leite forma problemas. Entre
nobs eles sdo grandes, mas nio insoliveis. Sugestdes sobre sugestdes
podem ser apresentadas para sua solucdo. A mais acertada de
todas seria, depois de meticulosos estudos como ja referimos, orga-
nizar um padrio de acordo com o verdadeiro valor do nosso leite.
Outra sugestdo é a seguinte: Se de fato o leite coletivo nao apre-
senta qualidades iguais ou pouco afastadas das do leite individual,
como afirmam os industriais, seria oportuno classificar o leite em
tipos correspondentes & sua integridade, isto é, dar a ele tres
padrdes: um maximo, um médio e um minimo, com seus respecti-
vos valores comerciais evitando assim que, como atualmente acon-
tece, um leite considerado bom, seja nivelado ao de um leite fraco
(e porque nio dizer molhado?). ;

E’ permitir a molhagem limitada, mas é tambem reduzi-la pelo
pouco lucro que pode oferecer.
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TABELA DE ACKERMANN

§§ 20 § i 2o : ::) 20 5%; g0

ST En | 85 o5 | el &5 |25 1 S 85| =25 | 5o

R IR el 2509 Rl

420 | 1,0290) 392 f10262 | — | 364 |10234 | — | 386 |1026 ) o8

419 | 289 1 261 — 3 233 12 5 205 _
8 288 | 390 | 260 — 2 232 — 4 204 29
7 287 | 389 259 - 1 231 13 3 203 30
6 286 8 28 | — 360 | 230 — 2 202 31
B 285 7 257 — 359 | 22 14 1 201 —
4 284 6 256 — 8 228 — | 830 | 200 32
3 283 5 255 — 7 207 15 | 329 199 33
2 282 4 254 - 6 226 — 8 198 _
1 281 3 953 — 5 295 16 7 197 34

41,0 | 280 2 252 — 4 924 — 6 196 35

409 | 279 1 251 — 3 223 17 5 195 36
8 278 | 380 | 230 — 2 929 — 4 194 37
7 otz | 379 | a40 4 1 221 18 3 193 _
6 276 8 248 — | 30 | 22 19 2 192 38
5 275 7 247 5 34,9 219 — 1 191 —
4 274 6 246 — 8 218 20 | 320 | 190 39
3 273 5 245 6 7 217 — | 319 | 180 10
2 272 4 244 — 6 216 21 8 188 4
1 271 3 243 7 5 215 - 7 187 42

400 | 270 2 242 - 4 214 22 6 186 —

399 | 269 1 24t | 8 3 213 23 5 185 43
8 268 | 370 | 240 - 2 212 24 4 184 44
7 27 | 369 | 239 9 1 211 — 3 183 45
6 266 8 238 — 34,0 210 25 2 182 46
5 25 | 7 287 10 } 339 | 209 (.26 1 181 47
4 264 6 236 - 8 208 — 31,0 | 180 48
3 263 5 235 11 7 207 27 300 | 179 49
— — - - — — — - 8 178 50

Se por acaso nenhuma das sugestfes apresentadas possa resol-
ver a questfo, que se aproveite pois, o que o padrio atual tem de
certo e se eleve o que esta francamente de méios dadas com a fraude
e se corrija o que se acha desarticulado, para que as proporcoes
da fraude figuem mais reduzidas. ‘
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Se futuramente nos responsabilizarem pela elevacio arbitraria
do nosso padrao, quando ha leites que podem se apresentar com
algumas caracteristicas do antigo (atual), nfo nos impressionare-
mos com isso.

O nosso desencargo de consciéncia se firmari em que, se nio
fizemos a devida justica a esta minoria de leites considerados fracos,
pelo menos evitamos que a grande maioria de leites mais que inte-
grais fossem reduzidos a fracos pela molhagem.

Um grande médico paulista, Dr. Luiz Pereira Barreto, ji disse-
ra que “a nossa defeza nacional dependia do valor nutritivo do nosso
leite”. ’

Achamos oportuno dizer que ja é hora de mielhorar o nosso
produto.



INTERFERENCIA DA VITAMINA D NA REACAO
DE CARR-PRICE (%)

RENATO F. RIBEIRO

Quimico chefe do Instituto Adolfo Lutz

C. FONSECA

Quimica do TInstitute Adolfo Lutz

Sabe-se que para dosagem de vitaminas os processos bioldogi-
cos sdo os de maior exatiddo, fornecendo resultados realmente se-
guros. Entretanto, dado o custo e a morosidade dos ensaios bio-
l6gicos, recorre-se as provas quimicas, cujos resultados menos exa-
tos sdo na maioria dos casos bastante satisfatérios.

Para a vitamina A a reacdo de Carr-Price tem prestado rele-
vantissimos servicos, pois que a pratica tem demonstrado a equi-
valéncia entre a intensidade da coloracio azul decorrente desta rea-
_cao com produtos contendo vitamina A, e sua atividade bioldgica.
Pode-se mesmo afirmar que é possivel pela reacdo de Carr-Price
determinar com precisdo o nimero de U. I. correspondente 3 ati-
vidade biolégica de uma solucio de vitamina A ou caroteno.

- % frequente nos preparados farmacéuticos a associacdo de vi-
taminas, encontrando-se no mercado varios produtos contendo vi-
taminas A e D. : ,

Assim sendo, é frequente haver necessidade da determinacio
da vitamina A em presenca do fator D; isto nos levou a verificar
si a reacdo de Carr-Price ndo perderia em sensibilidade no caso
da existéncia dessas vitaminas na mesma solucdo.

Tomamos amostras de 6leo contendo vitamina A e fizemos va-
rias séries de diluicdes em cloroférmio: 1:10; 1:100; 1:1.000; etec.
e a8 mesmas diluicfes que serviriam para determinar a vitamina
A, juntamos quantidades varidveis de vitamina D.

Verificamos de inicio:

a) que a intensidade de coloracio azul caracteristica é menor
nas solugdes adicionadas de vitamina D;

(*) Recebido ‘para publicacio em 25-5-42,
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b) que a mudanca de coloracdo azul para o roxo se processa
mais rapidamente nos casos de haver misturada a vitamina D.

Para medir o grau de Interferéncia da vitamina D na reacdo
de Carr-Price adotamos o seguinte protocolo de experiéncia:

a) amostras de vitamina A diluidas em cloroférmio em pro-
porcdes conhecidas sdo pesquisadas com reativo de Carr-Price, ado-
tando-se para a leitura a célula foto-elétrica; '

b) as mesmas dilui¢bes s@o acrescentadas quantidades conhe-
cidas de vitamina D e repetidas as determinacées pelo Carr-Price
nas mesmas condi¢cbes acima.

Os resultados foram sempre concordantes e do tipo abaixo
transcrito, que representa uma das muitas experiéncias realizadas.

PROVAS REALIZADAS COM 2 cec. DE SOLUCAO EM CLOROFORMIO
DE SOLUTO DE VITAMINA A4, SEM E COM INTERFERENCIA DA
VITAMINA D

Tempo em
minutos 0 1 2 3 4 5

Vitam. A | . Roxa Roxa
< | pil. 1:10 42 52 56 62 65 68
—

Vitam. A + D Roxa Roxa Roxa
O | A=1:110 D=1:10 54 66 70 74 76 76
z Vitam. A ' Roxa Roxa
@ Dil. 1:50 16 18 21 24 26 29
o Vitam. A 4+ D Roxa Roxa Roxa Roxa

A=1:50 D=1:5 21 28 34 36 38 38
<

Vitam, A Roxa Roxa
& | Dil. 1:50 27 34 41 46 50 53
w

Vitam. A + D Roxa Roxa Roxa Roxa
7 | A=1:50 D=1:10] 36 46 50 53 55 56
< | Vitam. A Roxa Roxa

Dil. 1:100 60 .75 81 86 89 90
o
= Vitam. A + D Roxa Roxa Roxa Roxa Roxa

A=1:100 D=1:5 70 64 64 64 64 64
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A observacdo deste quadro mostra que, quando se trata de uma
solucdo pura de vitamina A (*), a leitura da absorcido de luz na
célula foto-elétrica acusa valores que sobem gradativamente até um
maximo de 3 minutos e, a partir de cujo tempo, ji aparece tonali-
dade roxa que dai por diante se vai acentuando. A intensidade e
a persisténeia da coloracdo roxa sdo dependentes da concentracio
da solugio de vitamina A. Quando presente a vitamina D os ni-
meros indicativos de leitura da absorcio na célula foto-elétrica séo
sistematicamente maiores, o que indieca uma menor intensidade de
cor, alem do que o aparecimento da coloracio roxa é mais precoce,
as vezes mesmo antes de um minuto (maior diluicdo da vitamina
A em presenca de maior concentragio de vitamina D).

Pudemos verificar ainda que a vitamina K manifesta tambem
interferéncia na dosagem quimica da vitamina A e isto seri objeto
de futura comunicacio.

RESUMO

Na dosagem de vitamina A pela reacio de Carr-Price a pre-
senca da vitamina D interfere, diminuindo os resultados e a esta-
bilidade da cor azul; tante maior seja a proporcio relativa da vi-
tamina D para a A, malor se manifesta o efeito perturbador.

SUMMARY

In the dosing of Vitamin A by the Carr-Price reaction the pre-
sence of Vitamin D interfers, diminishing the results and the sta-
bility of the blue color; the greater the proportion of Vitamin D
in relation to 4, the greater the perturbating effect.

(*) Para estas experiéncias empregamos como solugio de vitamina A ampolas vérias de
“Vitamina Dutra A-+ caroteno” e para vitamina D usamos *“Vigantol”.



BEBIDAS NAO ALCOOLICAS OU
REFRIGERANTES

RUTH DE LIMA CORREA

Quimica do Instituto Adolfo Lutz

Sob o nome de bebidas ndo alcodlicas e refrigerantes conside-
ramos gasosas, soda, limonadas, guaranas e semelhantes, isto é, be-
bidas nao alcoblicas, artificiais, ou naturais, nfo fermentadas e
distribuidas em recipientes fechados, de vidro. Por esse enuncia-
do percebe-se que podem ser bebidas de diferentes qualidades e com-
posicdes, mas que apresentam sistematicamente entre si pontos de
contacto; assim é que essencialmente possuem uma certa quanti-
dade de CO,, apresentam uma acidez maior ou menor e contém quan-
tidades varidveis de agtcares, sejam mono ou dissacarideos, essén-
cias, etc..

Nas andlises bramotolégicas procedidas sobre tal tipo de be-
bidas, temos observado que muito frequentemente os resultados ob-
tidos discordam grandemente daqueles que corresponderiamt &s fér-
mulas, mais ainda, entre amostras de uma mesma partida. Algu-
mas destas diferencas podem ser explicidveis pelo préprio método
de fabricacdo, que frequentemente é conduzido do seguinte modo:
colocam-se em meias garrafas 40 a 60 cm® de xarope obtido pela
dissolucdo em agua, de acucar de cana, acido tartirico, dcido citri-
co, acido fosférico, esséncias, corantes, alem de outras substéncias.

O frasco de meia garrafa é considerado normalmente como
tendo volume de 333 e¢m® e & enchido com agua saturada de CO..
Isto feito, tais recipientes ja fechados devem sofrer um processo
de esterilizaciio, que no caso serd a pasteurizacio.

Compreende-se facilmente que tal método rudimentar de fabri-
cacio justifica diferencas entre diversas amostras da mesma par-
tida, diferencas estas que dependem, de um lado da precisdo com
que foi medido o xarope, de outro lado das variacGes de capaci-
dade de cada recipiente.

Si, como vimos, a grande parte dos constituintes destas bebi-
das é colocada em cada recipiente, sob forma de pequena guanti-
dade de xarope concentrado (média de 50 ecm?), & légico que um

pequeno erro na medida desta quantidade acarretari sensiveis di-
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ferencas na diluicdo final. Citemos um exemplo: si a mistura fi-
nal, isto é, a bebida ji pronta para ser entregue ao consumo deve
dosar o equivalente a 1% de Acidos citrico-tartarico, em cada re-
cipiente de 333 cm?, estariam compreendidas 3,33 gr. de cada 4cido.
Estas quantidades de acidos calculadamente deveriam ser forneci-
das suponhamos por 50 cm3 de xarope. Ora, si ao envez deste
volume empregar-se em um caso 40 cm?® e em outro 60 cm?® os
resultados seriam, respectivamente, 0,8% e 1,2%,.para cada um
dos Acidos. Vé-se, pois, que as diferencas entre duas amostras da
- mesma partida atingiriam porcentagens enormes, si o xarope foi
muito concentrado. Entretanto, n8o é este o tnico fator que deve
ser levado em linha de conta; outros, nio menos importantes, apre-
sentar-se-ao frequentemente, ora aumentando, ora diminuindo os
valores encontrados pela anilise:

1 — Procedéncia. da matéria prima — Sao, principalmente,
dois tipos diversos de circunstincias que aqui interferem: em pri-
meiro lugar as diferentes qualidades do mesmo produto, que pode
apresentar porcentagens variadas de substidncias consideradas em
estado de pureza; e, em segundo lugar,- as falsificacées que no mo-
mento atual vém assumindo maior importincia, dada a impossibi-
lidade de importacdo regular.

2 — Fermentacées — Embora, como dissemos de inicio, es-
tas bebidas nao devam ser fermentadas, pela sua prépria consti-
tuicdo representam elas um adequado meio de cultura para certos
microorganismos de fermentacio e, assim, tal processo pode ocor-
rer, principalmente si houver maior intervalo de tempo entre a pre-
paracio de mistura e sua esterilizacdo. Acresce ainda que a con-
taminacio pode ser realizada depois do processo de pasteurizacio.

3 — Manipulacdo defeituosa — Este item tem sua justificati-
va baseada néo nas deficiéncias de aparelhagem, senfio principal-
mente na ignorincia de alguns produtores.

Os comentarios anteriormente feitos a propodsito da quantida-
de de xarope a ser empregada por unidade do produto pronto ca-
bem dentro deste paragrafo. Ajunte-se ainda que uma fase deli-
cada do método de preparaciio é representada pela esterilizacio,
visto depender do tempo de aquecimento, da sua intensidade, da
rapidez do resfriamento, etc., enfim, de um conjunto de causas que,
quando nao completamente satisfeitas, trariam possibilidades ao
desenvolvimento de microorganismos que podem destruir este ou
aquele componente da mistura. E claro que quando o microorga-
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nismo ¢ de natureza a atacar preferencialmente os 4cidos presen-
tes, ocorrera, fatalmente, uma queda da acidez, enquanto que su-
bird o teor em éacidos si houver fermentacio dos aglicares.

4 — Potabilidade da dgua empregade — A adgua é o compo-
nente quantitativamente mais importante na preparacio das bebi-
das ou refrigerantes. E evidente a necessidade da perfeita potabi-
lidade da agua empregada para obtencio de um produto bromatio-
logicamente perfeito. Infelizmente néo é isto o que ocorre em uma
grande porcentagem de casos; nio é raro que a agua que se des- .
tina a tais tipos de bebidas, principalmente no Interior, seja obtida
de pocos superficiais abertos em condigces precirias de técnica,
muitas vezes ao lado de fonte de contaminacio.

Dai apresentar-se esta agua contaminada por microorganismos
ou por substédncias quimicas indesejaveis, como sejam nitratos, subs-
tancias organicas diversas, compostos de amonea, ete..

Damos abaixo um quadro com os resultados de anilises por
nés procedidas em varias dguas procedentes do Interior do Estado.

Estas dguas sio todas destinadas 3 alimentacido e, como se vé,
devemn ser consideradas, sinfo impréprias para o consumo, pelo
menos suspeitas de poder ocasionar danos mais ou menos graves a
quem as ingerir. E sabido que a presenca ou auséncia de substén-
cias orginicas ou minerais, como nitritos, nitratos, etc. na agua
nao quer dizer que esta agua esteja contaminada com germes pa-
togénicos. Entretanto, é bem verdade que a presenca de tais subs-
tancias na dgua é um indice de contaminacio microbiana que pode,
de um momento para outro, construir perigo iminente.

Nestas condicoes é evidente que é de importancia primordial
a perfeita potabilidade da agua que vai servir de matéria prima
na fabricacdo de bebidas ou refrigerantes.

Vejamos um exemplo:

H4 pouco tempo foram requeridas diversas analises prévias de
bebidas de varias procedéncias, tendo-se constatado quantidades
aprecidveis de sujidades, nitratos e turvacdo. Ora, tais impurezas
dificilmente poderiam correr por conta de outras matérias primas
que nao a agua. Solicitou, entdo, o Instituto Adolfo Lutz amostra
nas aguas empregadas na fabricacdo dessas bebidas. Tivemos as-
sim a oportunidade de constatar na amostra de agua que nos foi
remetida a confirmacio de nossa suspeita: Tratava-se realmente
de agua de poco francamente contaminada.
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Ora, no preparc das bebidas nio alcodlicas, ndo se empregam
matérias primas que contenham nitratos e, nestas condigbes, a pre-
senca de nitratos em tais bebidas somente pode correr por conta
da agua empregada na fabricacdo. Assim sendo, & indispensavel
que nas analises de bebidas nido aleodlicas seja efetuada a determi-
nacdo da quantidade de nitratos. Verificado que a bebidas con-
tem mais de 0,002 gr. de nitratos por 1.000 cm? (limite aceito para
a potabilidade da agua), deve o produto ser considerado impréprio
para o consumo.

Damos a seguir alguns resultados de andlises de dguas por noéds

procedidas (Quadro n.° 1).

Quabre I

RESULTADOS PARCIAIS DE ANALISES POR NOS PROCEDIDAS EM
AMOSTRAS DE AGUA PROCEDENTES DO INTERIOR DO ESTADO

EE| = - s o s -
33 @ o go e 1 =
E.] wo ol o2 | BT &9 £3
Procedéncia da amostra :g %_'5 S s ER=} E %”ii %‘E
gl E° | 20 F5 |Es| ZE: EE SE
g5l 3 mﬁf gE 148 =2 Z Z
&3
AGUAS DE FONTE
Fonte Saude - Piracieaba..| 1,2 10,36 1464 8081 65,6 | auséncia auséncia 104
Fonte Sido Jorge - Socorro| 04 6,39 1094 95,41 140 ] auséncia auséncia 371
Fonte em Sorocaba........ 0,88 3,55 48,0 38,4 96} reacdo auséncia 1,36
: positiva 5
Fonte em Jacarei.......... 0,88 1,13 92,0 76,0 1 16,0 | auséncia auséncia 52
Fontc Saude - Piracicaba.1} 1,20 1036} 1464 808 | 656 | auséncia auseéncia 104
Fonte Sao Jorge - Socorro] 0,40 6391 1094 54,4 | 14,0 1 auséncia auséncia 2,71
AGUAS DE POCO
Ibird....covnunnen. ...} 0,88 1,42 56,0 4201 140 auséneia auséncia 0,83
Pindorama 4 048 1278 263,2 165,6 | 97,6 { auséncia auséncia 26,0
Vila Bertinga . 1.28 2,27 56,4 400 | 16,4 | auséncia auséneia 1,99
Ttaquéra ...... 1,92 9,51 46,4 30,0 | 16,0 | auséncia auséncia 1,23
Sao Caetano.... 1,28 40,82 2744 2444 | 304 | positiva auséncia 33,33
Freguezia do O. 4 552 s 24,8 168 ] 8.0| auséncia auséncia vestigios
Indianépolis .......ovvinee. 248 19,52 — — — | francamente] franeamente
. positiva positiva 26,0
Agua Fria ..ioovvvninnin 4.8 4,40 46,16} 4144F 471 positiva positiva 1,19
Vila M. Rosa....ccovvvun.n 0,88 7,10 69,6 54,41 152 | auséncia auséncia 5,2
AGUAS DE NASCENTE
Ferndo.Dias - cvvveeriennns. 0,72 6,39 27,0 19,2 7.8 auséncia auséncia 8,65
Santos ....... 0,7 23,4 120,0 89,21 31,6 auséncia auséncia 3,25
Campinas..... 0,64 1.84 52, 4401 80| ausencia auséncia 1,99
Pirassununga . 0,80 1,42 36,0 26,4 96| avséncia ausencia tragos
Ribeirdo Preto.... 0,48 7,10 70,4 46,41 24,0 | auséncia auséncia 8,
Faz. Ponte Matdo 3,28 1,56 20,8 1441 641 auséncia auséncia 0,44
Tremembé........ ..| 0,64 2,65 40,8 2881 12,8 auséncia auséncia 0,74
Tremembé.....oovvvenena.. 0,32 13,06 66,4 44,°| 214} auséncia auséncia 2,21
AGUA DF ABASTECI-
MENTO _
Monte Azul.........ovuennn 1,20 5,681 1040 720§ 328§ auséncia auséncia 13,0
AGUA PARA PREPA-
RAR BEBIDAS
Tupan «oocoieiininiiiiinne 3,60 3,19 248 18,0 6,8 | auséncia auséncia 363

As cifras grifadas representam quantidades que ultrapassam os limites
admitidos para as aguas potaveis.
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Quapro II

PROVA DE RECUPERACAO DOS ACIDOS CITRICO-TARTARICO

Solucio A | Solucio B | Solucio C | Solucdo D | Solugio E | Soluceo E
Condigges em reido & volumes i- | 250 cc. sol. 250 cc. sol. | 250 cc, sol.

acido citrico | #7140, 1ar- R C--25grs. | F.4+26 grs. | B425 grs.
gue foram rea- tarico guais R+B | de acucar de agucar de agucar

lisadas as  de-]quanti- | Quanti- | Guauti- | Quanti- | Quanti- | Quanti- | Quanti- |;Quanti-| Quanti- | Quanti- | Quanti- | Quanti-
§ dade |dade en] dade |dade en-] dade ldade en| dade |dade en] dade ldade en-| dade [dade en-|
terminac¢des o ' pors Y P " purs N P Py Co
tedrica fconkrada] tedrica fcontradal tedrica jcpnirada| tedrica fcontradal tedrica contrade] fedrica jcontrada)
0 : ) : A

1Y 0
o % Y% % % % % ,0/ 0 /0 /0 £ o

S‘}‘g;?;;g;“ 1,000 | 1,022 | 1,000 § 0,952 | 1,000 § 0,994 | 1,000 | 0,938 | 1,000 | 0,966 | 1,000 | 0,889

S”'“ﬁsfa fervida | 1 000 | 1,022 | 1,000 | 1,952 | 1,000 | 0,994 | 1,000 | 0,088 | 1,000 | 0,980 | 1,000 | 0,889

Solucdo §
O a0 Jervtal 4 600 | 1,008 | 1,000 | 0,952 | 1,000 | 0,994 | 1,000 | 0,988 | 1,000 | 0,952 | 1,000 | 0,882

Feitas estas ligeiras consideracbes sobre as bebidas nio alcodli-
cas ou refrigerantes, vamos abordar a questio da dosagem dos Aaci-
dos citrico-tartarico, componentes obrigatérios da maioria destas
" bebidas.

Os métodos por nés empregados para proceder as determina-
coes quantitativas dos 4cidos citrico-tartarico sio os oficialmente
adotados pelos laboratérios bromatolégicos de quasi todo o mundo.

Nao havendo processo especifico para a separacioc quantitati-

va desses dois acidos, forcoso é o procedimento indireto, preconi-
sado pelo método em apreco que é o seguinte:

Toma-se um volume conhecido de amostra, junta-se fenolfta-
leina como indicador e titula-se pelo Na OH. Calcula-se a acidez.
percentual em soluto normal. O nimero de centimetros cibicos de
soluto normal por cento, multiplicado por 0,07 dia o peso do 4acido
expresso em &cido citrico.

Dada a discordancia, por vezes verificada, entre os dados en-
contrados pela analise e os que deveriam ser obtidos de acordo com
as formulas apresentadas, resolvemos verificar a exatiddo desse
método, realizando a prova de recuperaciio em solucdes por nés cui-
dadosamente preparadas.

Como a maneira de preparar essas bebidas varia, segundo o
fabricante, e, sabendo-se que ha produtores que na fabricacdo de-:
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tais bebidas costumam juntar o acucar antes de completar o volu-
me e cutros o fazem depois, resolvemos preparar as solucles se-
guintes: '

1 — Solucdo A — 10 gr. de Aacido citrico elevado em 1.000

cm?® de H,0

2 — Solucdo B — 10 gr. de acido tartarico elevado em 1.000
cm® de H,0

3 - Solugdo C — 250 cm?® de solucdo A + 250 cm?® de solu-
¢io B

4 — Solugdo D — 250 cm3 de solucdo C 4- 25 gr. de sacarose
(volume final 280 cm3)

5 — Solucdo E — 250 cm?® de solucdo A L 25 gr. de sacarose
(volume final 280 cm?) ’

6 — Solucio F — 250 cm?® de solugdo B | 25 gr. de sacarose
(volume final 280 cm?®).

Ora, é claro que o acucar aumentando o volume alterara as por-
centagens dos contituintes da solucfio, diminuindo-as. Faeil seria,
pela quantidade de acucar juntado a determinado volume de solu-
cio, calcular qual a baixa da concentragdo, em funcio do aumento
do volume. Entretanto, preferimos realizar determinacio expe-
rimental.

O quadro n.° 2 * mostra nao s6 qué os dados analiticos se apro-
ximam sensivelmente das quantidades teéricas, como tambem que a
juncio do acucar depois de feita a solucio diminue a porcentagem
dos &cidos citrico-tartarico, como era de esperar.

Pelos resultados acima, constata-se facilmente que o método
por nés empregado, si ndo é de exatidio absoluta, os resultados
que ele nos oferece sio bastante aproximados da realidade, consi-
derando a acidez total. Entretanto, isto ndo impede que os estu-
diosos procurem outros de maior exatidido, tornando praticavel a
dosagem desses acidos em separado. E tambem oportuno lembrar
que esse método pode ser seguido somente quandc nio houver mis-
tura de outros acidos, ou, havendo, serd necessirio dosi-lo em se-
parado, fazendo em seguida a deducdo da acidez correspondente.

Uma vez que o acgucar de cana é largamente empregado no
fabrico dessas bebidas nfo alcodlicas e que no preparo das nossas
soluctes testemunhas usamos tambem este composto, achamos que
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seria interessante acompanhar a hidrélise gue ele sofre em pre-
senca dos &acidos citrico-tartarico.

Verificamos que nas solucoes recentes e ndo aquecidas ndo ha,
praticamente, transformacao dos glicidios ndo redutores em redu-
tores, mas & medida que a solucdo envelhece a transformacio se
da quantitativamente. A temperatura de ebulicio o desdobramen-

to da sacarose é completado no espaco de uma hora.

Verificamos ainda que esta reacido de desdobramento ndo pro-
voca praticamente nenhum alteracdo na acidez total, nem nos A4ci-
dos dosados volumetricamente pelo atual processo. Convem frisar
que essas transformaces do acucar tanto se faz processar pelo
aquecimento como pelo tempo, nio afetando os teores dos acidos
citrico-tartarico contidos nos produtos, a menos que haja, como dis-
semos, uma interferéncia biolégica extranha, como fermentacoes,
ete..

Assim tambem o gas carbonico empregado estia excluido na

apreciacdo da acidez, porquanto é eliminado anteriormente pela
agitacdo ou aquecimento do produto.

CONCLUSAO

Do exposto é licito concluir que certa quantidade das bebidas
e refrigerantes distribuidas no nosso mercado carece de técnica
perfeita de fabricacio e nido apresenta a constituicio quimica de-
clarada nas féormulas; essas divergéncias sdo devidas a varios fa-
tores, entre os quais se devem salientar entfo:

a) o grau de pureza da matéria prima;
b) as possibilidades de fermentacdes indesejaveis;

¢) caréncia de conhecimentos técnicos por parte de fabri-
cantes;

d) impropriedade bromatolégica da Agua utilizada.

Neste Gltimo particular seria de se aconselhar que a amostra
da bebida, nos casos de analises prévias, deve ser acompanhada de
amostra de dgua a ser utilizada. A amostra da dgua deve ser
colhida por técnico especializado.
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O tabaco, conhecido entre nés eom o nome de fumo, pertence
4 familia das Solanaceas e, as intmeras variedades aqui cultiva-
das, pertencem todas & espécie “Nicotiana tabacum”.

Originario das regides tropicais da América, é hoje cultivado
em quasi todas as zonas quentes do globo.

Em nosso paiz, a cultura se faz regularmente em todos os Es-
tados, destacando-se entre eles — Paria, Amazonas, Rio Grande do .
Norte, Goias, Baia, Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio de& Janeiro.

¥ uma planta herbacea (Fig. 1), sub-arbustiva, de 1 a 2 me-
tros de altura, no méaximo; caule reto,. cilindrico, viscoso e avelu-
dado; grandes folhas pubescentes, alternas, verde escuro na parte
superior e verde palido na inferior; flores rdéseas ou purpurinas,
dispostas em panicula terminal; corola gamopétala, campanulada
" ou em forma funil, com 5 lobos; estames, em nGmero de cinco, en-
contram-se colocados em volta do pistilo; o fruto é uma capsula
encerrando intimeras sementes pequenissimas e escuras (cada gra-
mo contem mais de 15.000 grios). Todas as partes da planta exa-
lam um cheiro viroso, intenso e caracteristico.

Faremos um estudo mais circunstanciado da folha, ndo s6 por
ser ela a parte da planta que interessa a indGstria na manufatura
de charutos, cigarros, fumo em corda, ete., como porque, no exame
microscépico, o conhecimento dos seus caracteres botinicos e his-
tologia facilita a identificacio da folha verdadeira, permitindo as-

(*) Recebido para publicacioc em 26-5-42.
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sim a determinacio da presenca de folhas estranhas, por acaso,
existentes no produto.
CARACTERES BOTANICOS

A folha de fumo mede, geralmente, de 20 a 60 cms. de compri-
mento por 8 a 35 de largura; é simples, oval ou oblongo-lanceolada,

Fia 1 Nicotiana tabacum

A) Folha caulinar mediana; B extremoc de um ramo; C) Flor em

corte longitudinal; D) estame; E) Ovario em corte longitudinal;

F) Ovario em corte transversal; G) fruto; I) semente; J) se-
mente em coérte longitudinal.

inteira, sem nenhum recorte no limbo, amplexicaule, hispida, de
consisténcia mole, viscosa e untuosa, quando verde; quando seca
é sedosa-aveludada e de cor amarelo clara, com variantes até o
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pardo escuro. Sua nervacdo é peninérvia; a nervura mediana, que
parte do peciolo e atravessa toda a folha, é bastante volumosa, for-
mando uma espécie de fita ou cordfo, bem visivel nas duas faces
da folha; as nervuras secundirias, salientes na face dorsal, anas-
tomosam-se antes de atingirem o bordo da folha, de modo que as
suas  ultimas ramificacées formam uma rede de malhas mais ou
menos estreitas. A folha possue aspecto, cor e tamanho diferen-
tes, conforme a variedade de que procede, tendo, por este motivo,
aplicacdo varia na induastria, como seja: fabricacio de fumo em
rolo ou em corda (forte ou fraco), charutos, cigarros, fumo picado,
desfiado ou em pé (rapé). A secagem nio a faz perder o cheirg
acre vivo e sui-generis que possue. As folhas destinadas 3 manu-
fatura dos produtos ja citados, sdo previamente submetidas & fer-
mentacdo e a um processo de cura especializado. Entretanto, nio
sofrem alteracdo dos seus caracteres exteriores tipicos e detalhes
anatomicos, mesmo depois de passarem por todas as fases de ela-
boracdo industrial.

Por este motivo o exame microscopico do fumo é facilitado
grandemente, necessitando poucas vezes de se recorrer a cortes,
visto que o exame de superficie de ambas as faces da folha des-
corada satisfaz plenamente, na maioria dos casos.

Ensdio preliminar — Em um tubo de ensiio 20x20, com agua,
junta-se -um pedaco de folha de tabaco de 1 em.2, aproximadamen-
te; aquece-se até a ebulicdo; retira-se do fogo e deixa-se esfriar.
Decanta-se e adicionam-se em seguida 10 cc. de soluto de hipoclo-
rito de sbédio. Aquece-se repetidas vezes, sem atingir a fervura,
pelo espaco de uma hora, ou mais, quando necessario. Decanta-ge,
lava-se muito bem, retira-se o pedaco da folha, corta-se ao meio,
tendo-se o cuidado de colocar uma das metades voltada para cima
e outra para baixo, sobre uma limina, coberta por uma laminula.
Quando se tratar de fumo desfiado ou picado, pesa-se 1 gr. da
amostra, aproximadamente, descora-se por esse mesmo processo,
recolhendo-se por fim as particulas mais finas e mais claras, das
folas e nervuras, que serdo examinadas ao microscépio com pe-
queno e grande aumentos, em preparacio a fresco.

A Fig. 2 mostra uma folha de fumo, descorada, vista pela sua
face inferior ou dorsal e que, observada com dois aumentos dife-
rentes, revela as seguintes particularidades essenciais:

A) Pequeno aumento — Epiderme constituida por uma ca-
mada de células de paredes notadamente arqueadas; vasos das ner-
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vuras e ramificacdes; pelos glandulares e articulados, simples e ra-
mificados; estdbmatos e niimero consideravel de pontos enegrecidos
correspondentes as células cristaliferas de oxalato de cilcio — um
dos elementos mais caracteristicos da folha.

A — 100 X B — 400 X

Fia, 2
Félha descorada. — (superficie inferior).
. B) Grande aumento — Pelos diversos; nervuras bem salien-

tes; inGmeros estomatos com células anexas e manchas escuras,
mais ou menos esféricas das células repletas de cristais diminutos
de oxalato de célcio. Pela parte superior a folha deixa ver os mes-
mos caracteres ja descritos, notando-se, porem, menor quantidade
de estomatps; nervuras menos salientes e o tecido da epiderme
com paredes de células mais ou menos retas, formando uma espé-
cie de rede. ' '

3

ESTRUTURA MICROSCGOPICA

Folha — O corte transversal da folha (Fig. 3) deixa ver, de
cima para baixo, os Seguintes elementos: epiderme superior, apre-
sentando células sinuoso-ondeadas, entre as quais estdo implanta-
dos pelos de variados tipos e alguns estdmatos; uma Unica assen-
tada de células palicadicas, pouco alongadas; o parénquima espon-
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joso, constituido por células de malhas bastante largas, onde se en-
contram numerosas células ricas em tenuissima areia cristalina de
oxalato de calcio e, uma outra fila de células sinuoso-ondeadas” da
epiderme inferior, apresentando pelos idénticos aos da face ven-
tral e ntimero mais elevado de estomatos. Com excecfo das célu-
lag da epiderme, todas as outras do meséfilo contém clorofila.

i

Fic. 3
Félha de fumo — corte transversal — (360 x).
Nervura — Seccionando transversalmente uma nervura secun-

daria (Fig. 4), notam-se, na periferia, células sinuoso-ondeadas da
epiderme, muito semelhantes as da folha; contornando a epider-
me, uma fila de células contendo clorofila constitue como que um
prolongamento dos tecidos do mesofilo;. o colénquima, gcupando.
quasi qiie a totalidade da nervura, apresenta pontos escuros ca-
racteristicos das células oxaliferas e, na parte central, ainda ro-
deados por uma zona de colénquima, acham-se dispostos, radial-
mente, dutos do accessério vascular. A mnervura mediana da folha
de fumo, vulgarmente chamada “talo”, é encontrada comumente
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nos cigarros de qualidade inferior, tem a mesma estrutura da ner-
vura secundaria, diferencando somente no contorno que procura
imitar perfeitamente as letras u ou o.

Fic. 4 '

Nervura mediawms — Cérte transversal — (180 x).

O fumo em pb -ou rapé, pode perfeitamente ser reconhecido ao
microscopio, pela presenca dos diversos tipos de pelos — ou seus
fragmentos — e ainda pelas células cristaliferas que se encon-
tram em todas as espécies de “Nicotiana”.

Os pelos, que envolvem toda a folha, sdo de miltiplas e varia-
das formas (Fig. 5): pelos glandulares de pedicelo curto, simples
e com cabecinha secretora, de uma ou mais células e ainda pelos
simples e articulados, de 2 a 8 células, afilados ou em ponta ligei-
ramente arredondada e raras vezes ramificados, apresentando no
apice um prolongamento ou bifurcacdo. O bulbo é na suya maio-
ria, bastante dilatado em forma de tonel e de dedal.
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A presenca de folhas estranhas, pétalas diversas, raizes em p6,
ete., seriam facilmente notadas, quando adicionadas ao fumo, como
é comum em muitos paizes, afim de lhes dar melhor sabor e aroma.
Casos ha em que a folha estranha é incorporada com intiito frau-
dulento como sée acontecer com a da batatinha (Solanum tuberosum).

Fic. §

Tabaco — “Nicotina tabacum” — Pélos — (diversos tipos) — 300 x

Sendo tipicos os caracteres anatdmicos e histolégicos da folha
da Nicotiana tabacum, o seu reconhecimento pelo microseépio néo
oferece dificuldades.

O exame microsedépico procedido em 20 amostras de cigarros
de marcas e qualidades diferentes revelou a presenca exclusiva de
elementos histoldégicos da folha do tabaco (Nicotiana tabacum).
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PARTE EXPERIMENTAL

, Iniciamos o nosso trabalho, realizando a dosagem de nicotina
em folhas de fumo de procedéncias diferentes, com o intdGito de
térmos um ponto de referéncia para ajuizar das quantidades de -
alealéide contidas no cigarro. Os resultados foram os seguintes:

DOSAGEM DE NICOTINA EM FOLHAS DE FUMO

Amostra N.° Nicotina Gr.% sobre
’ substincia seca
1 0,550
2 P 0,972
S 1,198
4 i 1,134
5 0,713
6 e 1,490
R A 1,450
L8 1,260

O método empregado para as nossas dosagens da nicotina para

as folhas de fumo e nas que se seguiram foi o de Kissling . (*)
"~ Damos a seguir os resultados em nicotina por 100 grs. de pro-
duto seco, classificando as amostras por ordem crescente dos precos.

a) Cigarros de $400:

DOSAGEM DE NICOTINA EM CIGARROS

Amostrg N.° Nicotina Gr.% Substéncia seca Gr.%

9 1,684 91,99
10 1,198 91,00
11 1,458 92,71

b) Cigarros de $600:

12 1,430 92,82
13 0,972 91,59
14 1,450 : 92,26

15 1,587 92,74

(1) KONIG, 3 vol., pg. 308.

(*) Adotamos de preferéncia o método citado em lugar do modernamente preconisado pele
Standard and Tentative Methonds of Analysis, A. A. C., pg. 141, Ed. 1940.
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Amostra N.o Nicotina Gr.% Substancia seca Gr.%

16 ‘ 1,522 91,91
17 1,618 92,53
18 1,254 - 92,47
19 ,, 1,263 91,20
20 1,587 90,75
21 1,522 90,46
22 1,134 90,32
23 1,522 90,20
24 0,972 9221
25 1,004 91,05

¢) Cigarros de $700:

26 1,296 191,58
27 1,620 92,27

d) Cigarros de $900:

28 1,184 190,75
29 1,522 91,55
30 1,760 91,90
31 1,198 90,65
32 1,234 89,36
33 1,166 90,37
34 1,296 90,68
35 1,458 90,64
36 1,380 90,45
37 1,522 91,64
38 ' 1,425 90,45
39 1,522 90,33
40 . 1,296 90,68
41 0,956 90,47
42 _ 0,972 90,41
43 0,907 90,60
44 1,620 90,66
45 1,126 . 90,65

e) Cigarros de 1$200:

46 1,166 91,13
47 1,198 91,08
48 0,810 ' 89,83

49 0,745 90,38
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Amostra N.° Nicotina Gr.% Substancia seca Gr.%
50 - 0,907 90,62
51 1,620 92,26
b2 1,380 90,91
53 1,069 90,97
54 1,380 90.85
55 ‘ 1,231 89,15
56 1,296 90,71

£) Cigarros de 2$500:

57 1,380 90,82
58 1,263 90,73
59 1,134 89,30
60 1,263 . 89,13
61 1,231 89,31

g) Cigarros de 3$500:

62 1,198 89,50
63 : 1,101 89,15
64 1,198 90,37
65 0,972 89,48
66 - 1,587 89,49

h) Cigarros de 4$000:
67 0,810 89,30

Desvio padréo referente ao coeficiente de correlacio = 0,12
Coeficiente de correlacdo ................ —r—=10,27

CONCLUSAO

Pela analise estatistica dos dados acima vé-se que hi uma ligei-
ra tendéncia a4 diminuicfo do teor de nicotina & medida que aumenta
o preco dos cigarros, tendéncia esta evidentemente muito pequena.

CONCLUSION

By the statistical analysis of the above data there is observed
a slight tendency to the diminution of the amount in nicotine as the
cigarrette’s price increases, this tendency being evidently very
small.



DA CONVENIENCIA DE UMA LEGISLACAO SOBRE
FISCALIZACAO DO TABACO E DE SUA INCLUSAO
NO CODIGO SANITARIO

R. FONSECA RIBEIRO
Quimico Chefe do Instituto Adolfo Lutz

L. ACHE

Quimica do Instituto Adolfo Lutz

J. B. FERRAZ DE MENEZES JR.

Quimico do Inmstituto Adolfo Lutz

Os resultados sobre o teor em nicotina contida em 67 amostras
de tabaco manipulado e¢ amostras de folhas de fumo (esta revista
pg. 423) mostram que, mesmo em produtos que asseguram auséncia
de nicotina, este alcaléide se mostra presente, as vezes em quanti-
dades bastante grandes. Até o momento nenhuma tentativa de le-
gislacdo foi realizada entre nés, ao que sabemos. Compreende-se
sua necessidade, principalmente pelo fato do consumo extraordina-
riamente grande do tabaco, atualmente representado, na grande
maioria dos casos pelos cigarros, charutos e fumos para cachimbo.
Podem-se considerar varios prismas em que a fiscalizacao do tabaco
tem a sua justificativa:

1.° — Fraude consistindo na inclusio de folhas outras que néio.
a do préprio tabaco. - Do conjunto de observacdes ja realizadas néo
verificamos nenhum caso de fraude deste tipo, 0 que nio exclue a
sua possibilidade e, portanto, esta pratica nao pode ser negligen-
ciada.

2.9 — Quantidades de nicotina diferentes das apregoadas pelos”
produtores. No trabalho citado vé-se claramente que nfo sio raras
as marcas de cigarros que, embora com a assercio de “isento de ni-
cotina”, mostram um teor deste alcalbéide tao elevado ou mais do
que outros que nfo sdo acompanhados dessa afirmativa.

3.2 — Existéncia de conservadores capazes de mostrar toxici-
dade para o consumidor. A perfeita conservacio do tabaco é nor-
malmente feita 3 custa de agentes quimicos determinados, tais como
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o acido sulfuroso, acido foérmico, acido benzdico, benzoato de sédio,

ete.. Si, de um lado se faz necessaria essa conservacio, por outro
lado deve-se evitar que um excesso de tais conservadores venha cons-

tituir um perigo para a saude do consumidor.

4.° — Existéncia de substincias varidveis artificialmente jun-

tados com fins especiais, como os de melhorar o aroma, impedir o
ressecamento, etc.. Neste item deve ser referido, principalmente,
o emprego da glicerina como agente higroscopico, capaz de impedir

o ressecamento do tabaco. Experiéncias realizadas entre nés (D.

Fonseca Ribeiro — Archivos de Higiene e Saude Publica, Junho
de 1937, ano 1I, n.° 3 — S. Paulo) mostram que tal pratica é abso-
lutamente condenavel, pois que, sendo a glicerina por si mesma
inofensiva, o0 mesmo ndo acontece com os produtos de sua com-
bustido (formac@o de aldeido acrilico, grandemente téxico e irri-
tante).

Tais consideracdes justificam uma tentativa de legisla(;ép que

permita fiscalizar o tabaco natural e manufaturado e, por ques-

toes de facilidade na execuciio, devers tal legislacio ser incluida na.

leglslagao bromatologlca.

Sugerimos, a propoésito, o seguinte ante-projeto:

ART. 1.0 — Sob a denominacio de tabaco ou fumo s6 se poderdo expor a.

venda as folhas da Nicotianae tabacum.
ART. 2.6 — O tabaco, os charutos e os cigarros devem ser isentos de
chumbo, zinco e arsénico.

ART. 8.0 — As folhas de metal destinadas a envolver diretamente o ta--

baco, charutos e cigarros ndo devem conter mais de 1% de chumbo e devem
ser isentas de arsénico e antiménio.

ART. 40 — E permitido juntar ao tabaco para sua conservaciio conser-.

vadores, desde que as suas porcentagens ndo ultrapassem os limites seguin-
tes: acido sulfuroso 0,05 2.%; acido benzdico 0,08 g.%; benzoato de sddio 0,1

g.%; dcido férmico 0,15 g.%. Para fumos de cachimbo é permitido juntar-

0,1 g.% de acido borico.

ART. 5.© — Fica interdito o emprego de glicerina no preparo -do tabaco,_

embora' seja facultado o uso do dietilenoglicol como agente higroseépico.

ART. 6.0 — Os fumos, cigarros, e charutos expostos ao consumo como “po--

bres em nicotina” ou expressio semelhante nio devem conter mais de 0,6%
de nicotina. '
ART. 7.0 — Os fumos, cigarros e charutos expostos ao consumo com a de-

signacdo de “sem nicotina” ou equivalente nio devem conter mais de 0,2%:

de nicotina.

Art. 82 — Fica interdito para o tabaco e derivados o emprego de deno-
minag¢des ou anuncios, tais como: atéxicos, desintoxicado ou outros seme-.

lhantes.
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